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1. Allgemeine Einfiihrung

1.1 Bie innere Mitochondrienmembran als Metabolitbarriere

Mitochondrien sind die Organellen eukaryontischer Zellen, die - neben anderen wichtigen Aufgaben - vor
allem fitr die Bereitstellung chemischer Energie in Form von ATP verantwortlich sind. Der Matrixraum der
Mitochondrien, in dem die ATP-Synthese stattfindet, ist durch zwei Membranen vom Cytosol getrennt. Mito-
chondrien benodtigen daher Transportsysteme zum Austausch von Metaboliten und encrgicreichen Verbin-
dungen, um die Kompartimentierung der zur ATP-Synthesc fithrenden oxidativen Phosphorylierung sowie
aﬁder.er Stoffwechselwege zu tiberbritcken.

" Wahrend die duBlere Membran fiir Metabolite aufgrund des Poren-bildenden Porins durchlassig ist, wird
der intensive Stofftransport iiber die innere Membran durch cin ganzes Ensemble spezifischer Carrierproteine
vermittelt (eine Ubersicht geben LaNoue & Schoolwerth 1984, Meijer & Van Dam 1981, Kramer & Palmieri
1989). Entsprechend der Notwendigkeit zum Metabolit-Austausch zwischen Matrix und Cytosol handelt es sich
bei den meisten Carriern um Antiporter, wie untenstehende Tabelle zeigt.

Dic Finteilung der aufgelisteten Carrier wurde auch nach deren elektrischen Eigenschaften vorgenom-
men. Da beim ADP/ATP- und beim Asp/Glu-Antipoit eine Nettoladung iiber die Membran transloziert wird,
spricht man von elektrogenen Carriern. Dadurch bedingt bestcht eine Kopplung mit der elektrischen Potential-
differenz AW, dem quantitativ wichtigeren Bestandteil des durch die Aktivitdt der Atmungsketie an der inne-
ren Membran aufgebauten elektrochemischen Protonenpotentials (A p). Dic genannten elektrogenen Carrier
konnen daher ihre unterschiedlich geladenen Substrate - relevant sind die Carrier-Substrat-Komplexe - auch
gegen einen Konzentrationsgradienten befordern, solange das (negative) elektrische Potential den Konzentra-

tionsterm in Gl. 1.1 kompensiert. Als einziges mitochondriales Transportsystem kann der Asp/Glu-Carrier

Transport elektrische
Carrier Cytosol Matrix Eigenschaften
3-
ADP
ADP/ATP EE ATP4* elektrogen
- +
Aspartat/ Glu +H - = _
Glutamat ﬂ;Ci: Asp elektrogen
B, o
““Phosphat i Zi OH elektroneutral
. : I : o
~ Ketoglutarat Mal 3
{gegen Malat) =~ = @) KGAZ ... .elektroneutral
S : : 2- :
ﬁp}cgﬁboxylat _ ﬁ.fi P.2--::. .giektrogeutrgl
. MalQ— .1 -
.-Tflcarooxylat '  ~ EE Citratz_ elekt;ongutrél
{;{ . . '.Pyrj ) e .
« Pyruvat .. L ;E} on” ~elektroneutral

: ' Glu '
Glutamat O on~ elektroneutral




aufgrund des kotransportierten Protons (s. Schema) zusitzlich den pli-Gradienten des Protonenpotentials als
treibende Kralt nutzen. Im Gleichgewicht (4 G =0) stellt sich (theoretisch) eine Substratverteilung cin, dic sich
in elektrischen Einheiten (A p= A G/F) wie folgt ausdriicken idlt (Z=2.3 RT/F = 39 mV, R: allgemeine Gas-

konstante, F: Faradaykonslante):
o | [Asp, JIGlu, |
Zlog————— =AY + ZApH = - Ap (Gl. 1.1)

[Asp, JIGlu_]

Da einige Substrate von mehreren Carriern transportiert werden (s. Tabelle), besteht {iber die jeweiligen
Substratgradienten auch eine Abhangigkeit der Carrier untereinander. Dadurch daB der Phosphat-Carrier,
getricben vom Protonengradienten, in der Matrix Phosphat anhiuft, kann sekundidr der elektroneutrale
Dicarboxylat-Carricr Malat ausschleusen, was wiederum den Oxoglutarat- oder den Tricarboxylat-Carrier
becinfiufit. In einigen Féllen wird diese Kooperation der Carrier erst durch die Aktivitdt von Enzymen in
Mairix und Cyvlosol erméglicht. Diese funktionellen Kombinationen werden Shuttles genannt und sind fiir die
Keordination des mitochondrialen und des eytosolischen Stoffwechsels von groBer Bedeutung, wic unien am

Beispiel des Malat/Aspartai-Shuttles beschrieben werden soll (s. 1.2).

innere
Mitochondrien-
Membran
- .
Glutamat / \&Glutamatg
Asp/ Glu-
Carrier
aspartat’ ﬁ \ Aspartat
@ < 5 >0
S — .
s ApH &= 1
Cytosol : Matrix

1.2 Der Asp/Glu-Carrier

Der Asp/Glu-Carrier wurde indirekt als energie-abhangiger Schritt bei der Bildung von Aspartat darch die
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase entdeckt (Klingenberg et al. 1965). Unter den verschiedenen mitochon-
drialen Carricrn ist cr eines der intercssantesten Transporisysteme, da es als einziges - wie bereits erwahnt -

durch beide Komponenten der protonenmotorischen Kraft (A p), d. h. durch AY und ApH, moduliert wird

~ (LaNouc & Tischler 1974). Wahrend Aspartat als monovalentes Anion transloziert wird, wird die negative

Ladung von Glutamat durch ein kotransportiertes Proton kompensiert (s. Schema). Folglich ist in energeti-

sterten Mitochondrien der Export von Aspartat ins Cytosol und der Import von Glutamat in die Matrix stark

' Begi':_nstigt (vgl. GL 1.1). Da der Asp/Glu-Carrier ein zentraler Bestandteil des Malat/Aspartat-Redoxshuttles

- ist, wird iiber diesen Carrier auch das Redoxpotential der Nicotinamidadenindinucleotide in Matrix und

Cytosol beeinfluft. h




Der Malat/Aspartat-Shuttle spielt eine wichtige Rolle im Energiestoffwechsel von Herz, Leber und Niere.
Er transferiert Reduktionsiguivalente, die vom NADI des Cyloplasmas stammen (Glykolyse, Aminoséure-
Katabolismus u. a.), in die mitochondriale Atmungskette. NADH selbst kann die Membran nicht permeieren.
Das Zusammenwirken von Asp/Glu- und Oxoglutarat-Carrier, verbunden durch je zwei Isoeunzyme der
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase und der Malat-Dehydrogenase, ist unten wicdergegeben. Als sckundéres
Redoxpaar (nach NADH/NAD) fungiert dabei Malat/Oxalacetat, wobei letzteres jedoch als Aspartat (nach
Transaminierung) transportiert werden mufl. Das ganze fugt sich zu einem Zyklus, da die Transport-
Gegensubstrate von Malat und Aspartat, nimlich o-Ketoglutarat bzw. Glutamat, durch die gleiche Transami-
mierungsreaktion ineinander umgewandclt werden. Die wechselseitige Abgangigkeit der zwei Carrier dieses
Shuttles unter Einbezichung der verbindenden Enzyme wurde inzwischen auch in Proteoliposomen durch
Korckonstitution gezeigl (indiveri et al. 1987). Als zweiler, in bestimmten Muskel- und Nervenzellen nachge-

wiesener Redoxshuttle sei der Glycerinphosphat-Shuttle genannt.

L Glutamat «_J |_— Glutamat Oxalacetat

PN

Cytosol

Aspartat-Giutamal-
carmice

mitochondnale
Aspartat-
Tran<aminase

Matrix

Aspartat €| T Aspariat u-Ketoglutarat

cytoplasmatische
Aspartat-Transaminase

a-Ketoglatarat s

a-Keogutarat-Malat-
cArner

¥
Oxalacetat Mulut €77 T Malat mitochondriale
Malat-
Dehydrogenzse
cytoplasmarrsche
Malat- .
Dehwdrogenase NAD NADH
NADH NAD® ATP
ATP
ATP

Der Asp/Glu-Carricr verbindet zwei weitere Stoffwechselwege, dic zwischen Cytlosol und Mitochondricn-
Matrix kompartimentiert sind (s. auch Willlamson 1976). Bei der Gluconcogenese aus Lactat entsteht in der
Eingangsreaktion, die von der mitochondrialen Pyruvat-Carboxylase katalysiert wird, Oxalacetat. Dessen
Export (als Asparlat) ins Cytosol wird dhnlich wie beim Malat/Aspartat -Shuttie unter Beteiligung von
Oxoglutarat-Carrier und Glutamat- Oxalace{at Transaminase gelost Bei der Gluconcogenese aus Pyruvat
hingegen kommt dem Dicarboxylat-Carrier die entscheidende Rolle zu, da hier Malat ("Oxalacetat + NADH")
exportiert wird (vgl. 6.1). Auch der Harnstoffzyklus lauft teilweise im Mitochondrium ab (Citrullin-Synthese).
Der Asp/Glu-Carrier ist hier an der Zulieferung des Stickstoffdonators Glutamat beteiligt.

Die Eigenschaften des Asp/Giu-Carricrs wurden intensiv in Mitochondricn untersucht. Wie unter 3.1 und
4.1 gcnauer erldutert wird, fﬁhrten die von den Arbeitsgruppen von LaNouc und Williamson verdffentlichien

Ergebnisse jedoch zu fundamentalen Widerspriichen in nahezu jeder Hinsicht. Solch grundlegende Eigen-

" schaften ‘wie “der kinetische Mechanismus oder ‘dic Bindung des kotransportierten Protons wurden villig

‘kontrovers diskutiert, und sogar die publizierten X, -Werte lagen teilweise um Groflenordnungen auseinander.
_ Auch das Phdnomen einer funktionellen Asymmetrie in entkoppelten Mitochondrien blich unverstanden. Alle

.- diese_ Punkte konnten im Proteoliposomen-System gekidrt worden (s.3.und 4.).




1.3 Bie strukturelie Familie der mitochondrialen Carrier

Infolge ihrer intrazelluldren Lokalisicrung bendtigen die mitochondrialen Carrier keine komplexe Transport-
maschinerie mit mehreren Komponenten (wie z. B. bei Bindeprotein-, Phosphotiransferase- oder ATPase-
Systemen). Die Translokation wird von ciner Profeinkette mittierer Linge bewerkstelligt, wobei die funktio-
nelle Einheit den bisherigen Befunden zufolge durch ein Homodimer gebildet wird (Hackenberg & Klingen-
berg 1980, Klingenberg 1981).

Eine gleichartige Struktur der verschiedenen Carrier 148t sich schon aufgrund der tiberraschenden
Ahnlichkeit der Reinigungsprozeduren auf Hydroxylapatit vermuten (Krdmer & Palmieri 1989, vgl. 2.2, 5.2, 6.2,
7.2). Bis dato sind die Aminosdure- {bzw. cDNA-) Sequenzen von vier mitochondrialen Carriern ermittelt
worden, die des ADP/ATP-Carriers {Aquila et al. 1982), des Uncoupling-Proteins (Aquila et al. 1985), des
Phosphat-Carriers (Aquila et al. 1987, Runswick et al. 1987) und kiirzlich auch die des Oxogilutarat-Carriers
(Runswick et al. 1990). Alle vier Carrier bestehen aus ca. 300 Aminosiure-Resten. Darunter befindet sich ein
fiir Membranproteine recht hoher Anteil an polaren Aminosiduren, wobet dic Zahl der basischen Reste die der
sauren deutlich fibersteigt (vgl. Tab.X1I). Die bemerkenswerteste Gemeinsamkeit ist der in allen Féllen festzu-
stellende tripartite Aufbau der Primérstruktur, bestehend aus dhnlichen, sich wiederholenden Sequenzen von je
ca. 160 Aminosiduren, Homologicn zwischen dicsen Segmenten zeigten sich nicht nur innerhalb jedes einzelnen
Proteins, sondern zwischen allen vier Carriern, wic unten aufgefithrte Sequenzvergleiche der insgesamt 9
Segmente des ADP/ATP-, des Phosphat- und des Uncoupling-Carriers belegen (AAC, P,C, UCP). Dies fithrte
zu der "Proteinfamilic’ oder "Gen-Superfamilie" der mutochondrialen Carrier, deren Mitglieder sich offenbar
von einem Ur-Carrier ableiten, der seinerseits durch Gentriplikation entstanden sein diirfte (Aquila et al. 1987,
Runswick et al. 1987, 1990). Die funktionelle Diversifikation im Laufe der Evolution ist allerdings erstauniich,
da zwei der sequenzierien Carrier, der ADP/ATP-Carrier und das Uncoupling-Protein, mit ATP bzw. it
zwei Substrate transporticren, deren GroBenunferschied extremer nicht sein kann, Pa das Uncoupling-Protein
auch CI” transportiert, ist man geneigt, in Analogie zum Phosphat-Carrier H' nur als Kosubstrat anzuschen.

Eine stochiometrisch gekoppelte Translokation wurde beim Uncoupling-Protein jedoch nicht gefunden.

“raagy.i-SDQALSFLE QFLAGGVMAISKTAVA;[EIIRVil(LLLQVG.‘iASKDISAEKQ\l’KG[IDCWRIPBI(EO{ESLSFéFl&éH&HV]éYFPTQALP&FAFx(i)KYiQ]FLB
... GYDRHKQFHRYFASNLASGGAMGATSLCFYYPLOFARTRLAAD VGKGAAQREFTGLGHCITKIFKSDALRGLYOFRVSVQSTT1YRAAYFGYYDTAKGHL
 POPKNY  HIIVSKNIAQTVTAVAGLVSYPFOTVRRRIGS SGRKGADINYTGTVOCHRRIAKDEGPRAFFXGAHSNVLRGHS GAFVLVLYDEIKKFY

"::”fc?= SRPITSE VHPRSIKIFSAG \}Mcuomm?mlw?a?z? GEQLSSTRYHGULOT TTLARTEGLPRLYSoL PAGIQRQISFASLRTGLYBTIREYFSS

GRETPPTL  GNRISAGLNTGGYAVLIGOPTEVVKVRLGAQ SHLHGIKPRYTGTYHAYRLIATTESFSTLYKGTTPHLLREVI IRCVELVTYDLHKGALYH

NQILA DDVPCHLLSAFVAGFCTTELASPADVVKTRFINS LPBQ YPSYPSCAMTHLTSEGPTAFFEGFVPSFLRLASHVIMEVCFEQLRKEL SKSROTVOCTT
PAC: . - AVEEQYSCDYSSSRFFILCGLESTISCETTATALVPLOLVECRYOVD POX  YKSIFHGFSVTLKEDGFRGLAKGHAPTFIGYSLGGLDKFGFYEVFRVLYSY
"HLGEEQAYLURTSLYLAASASAEFFADIALAPEAAKVRIQTQ PGYA WTLRDAAPKHYKEEGLKAFYKGYAPLWMRQIPYTHMKEACEERTVEALYK
PHLCFRANKLFAR M!G?LTALQ&!_FI1¥|'I:}SW|<WFRLPRPPPPEHP&SLKKKLGYTQ

. ‘FY¥VPKPRS ECSKPEQ_LVW_FVAGYI:M
e B T & + 6 b + &~ ¢

= Primdrstrukour sowic (nidchste Seite) Vorschlige zur Sekundér- und Quartérstruktur mitochondrialer Carrier.
- AACund PiC aus Rinderherz, UCF aus Hamster (braunes Fettgewebe). Einige konservierte Reste sind durch vertikale Linien markiert: P,
: Profit; G, Glycin; +, —, O, geladene bzw. aromatische Reste. Néchste Scite: Die Lage der transmembranen Helizes des ADP/ATP-

. Carricrs ist den Positionen der flankierenden Aminosduren zu eninehmen. Andere Zahlenangaben betreffen die Linge der interhelikalen

*“Abschnitte. I, IT und 11l bezeichnen den tiipartiten Aufbau. K22, Lysia am Translokationsweg, === , Bindungsstelle. Blickrichtung in
" (tinks) oder auf die Membranebene (rechts, amphipathische Helizes gepunktet). (Aus: Aquila et al. 1987 sowie Kiingenberg 1989)




Cytosol

Die Homologie dieser Carrier, betrachtet man die gesamte Sequenz, ist relativ gering (15-22%, T. A.
Link, persdnliche Mitteilung). Jedoch finden sich eine Reihe hochkonservierter Aminosdurc-Reste von struk-
tureller (Prolin und Glycin) und eventuell auch funktioncller Bedeutung (positive Ladungen enilang des
Transporiweges?). Jedes der drei Segmente eines Proteins kann eine Sckundirstruktur mit zwei {ransmem-
branen Helizes einnehmen, wic oben fiir den ADP/ATP-Carrier schematisch dargestellt ist. Diese Vorhersage
war jedoch erst durch Anwendung von Computerprogramimen moglich, dic die Ausbildung amphipathischer
Helizes beriicksichtigten (Aquila et al. 1987). Ein jedes Segment besteht demnach aus einer amphipathischen
und einer mehr hydrophoben o-Helix. Dieses generelle Prinzip 148t cinen dreidimensionalen Aufbau des
Dimers in sechs Dominen (& zwei Helizes) vermuten (s. Schema), wobet die amphipathischen Helizes
(gepunktet) hydrophile Poreastrukturen formen konnten. Im Falle des ADP/ATP-Carriers wurden mindestens
drei Lysin-Seitenketten mit Bindung und Translokation des Substrats in Verbindung gebracht, da ihre
chemische Modifizierbarkeit mit dem Funktionszustand korrclicrie {Bogner et al. 1986). Dic Bindungsstelle(n)
selbst HcB(cn) sich bisher jedoch in keinem der Carrier prizise lokalisieren. In dieser Hinsicht brachten
Photoaffinititsmarkierungen erste Erfolge (Boulay et al. 1983, Mayinger et al. 1989).

Diese strukturellen Informationen, die die Ausbildung einer kanalartigen Struktur nahelegen, sind eine
gewisse Hilfestellung, will man dem fundamentalen Problem des Durchschleusens des Substrats durch das
Carrierprotein naherkommen. Das strukturelle Modell wird verbessert werden miissen, vor allem aber muf} es
mit funktionellen Erkenntnissen in Einklang gebracht werden, um zu cinem tieferen Verstindnis der

Tra_r_ls;__)_ortkat&_lyse za g_el__angcn._'

1.4 Transporthatalyse

Katalysatoren bewirken die Absenkung der Aktivierungsenergie chemischer - und chemiosmotischer (Mitchell

1979) - Vorginge. Wic Enzyme so entnchmen auch Carrier die "katalytische Energie” der nicht-kovalenten

: ._EWechselwirkung-von Substrat und Protein. Die dabei frei werdende Bindungsenergie nutzen Enzyme zur
‘Destabilisierung der Substratsiruktur durch Eingriff in die chemische Reaktion. Carrier hingegen setzen sie zur
‘Absenkung der Energiebarriere des eigenen Konformationswechsels ein, der zur Translokation notwendig ist.

" 'Es wird also das Protein verandert und nicht das Substrat.




Nach dem Konzept des 'induced fit' (Koshland 1958) erhoht sich die Bindungsenergie durch flexible
Anpassung des aktiven Zentrums an das Substrat. Bei Transportprozessen sollte dic maximale Bindungsenergie
n Ubergan_gszustand frei werden, wo sich ein optimal passendes Bindungszentrum ausbildet (s. Schema). Der
Anstieg der Bindungsenergie im *festen’ Ubergangszustand '(CtSt) gegenitber dem lockeren’ Carrier-Substrat-
Komplex (C 8, CS,) erhoht gleichzeitig die Transportrate, dic Substratspezifitdt und - im Falle von Aanti-
portern - auch den Grad der Kopplung (Krupka 1989). Eine Verinderung der intrinsischen Bindung wird
folglich mehrere Parameter beeinflussen (s. 8.4 und 10.3). Der__ﬁnten abgebildete *gated-pore’-Mechanismus,
wie er von Klingenberg (1976, 1981, 1989) fiir den ADP/ATP-Carrier beschricben wurde, soll diese Betrach-
tungen illustrieren, Eq wird deutlich, daB das ’gating’ der Pore nur bei fester Bindung des Substrats erfolgen
kann. Die so ausgeloste Offnung der Pore erstreckt sich jedoch nicht iiber die ganze Membran aufgrund der
Flexibilitit der Kanal-Strukiur (Salzbriicken etc.). Ein wesentlicher, kontrovers betrachteter Aspekt der
Transtokation betrifft die Frage, ob allein das Substrat sich relativ zum Protein bewegt, oder ob das gebundene
Subsirat auch durch die Mobilitat von Aminosdure-Scitenketten der Bindungsstelle transportiert wird, Auf
weitere hinsichtlich der Dynamik der Energicbarrieren mehrfach verfeinerte Konzepte, die auf den Berech-
nungen von Liuger (1930, 1985) aufbauen, soll in der Diskussion eingegangen werden (8.4, 10.3).

Zum Verstiandnis der Funktionsweise eines Carriers als Transportkatalysator bedarf es neben der Ener-
getik auch, der Kenntnis seines kinetischen Mechanismus. Fiir die bisherigen Betrachtungen ist von einem
Bindungszentrum in einem (postulierten) Kanal ausgegangen worden. Ein solches Modell wird in der ein oder
anderen Variante {iir viele Carrier und auch fir den sehr gut untersuchten Anionenaustauscher aus
Erythrocyten (Passow 1986) {avorisicrt. Aus den strukturellen Daten der mitochondrialen Carrier (s. 1.3) lassen
sich Modelle sowohl mit einem Kanal (einer Bindungsstelle} als auch mit zwcicn konstruieren (s. unten
dargestelite Alternativen). Tatséchlich ist die Anzahl der Bindungsstellen vor allem fiir den ADP/ATP-Carrier
ein bis heute umstrittenes Thema. Die hier fur den Asp/Glu- und den Oxoglutarat-Carrier vorgestellien
Ergebnisse s. 4.-6.) sind konsistent mit zwel Bindungsstellen (je eine von jeder Membranscite aus zuginglich);
beim Diéarboxylat-Carrier lieBen sich zwei Bindungsstellen allein auf der AuBenseite unterscheiden. Zur
Diskussion der Konscquenzen dieser Befunde fir das Verstandnis mitochondrialer Antiporter sei auf die 3

Kapitel 4.4, 5.4, 6.4 und 10.2 verwiesen,

Zentraler Kanal Separate Kanéle
&
e ) 8

1 Bindungs- =
zeniruim

.o, Ubergangs- i 5
O ). rustand

S
o

L ':_'AIternativc ‘gated-pore’-Modelle (aus: Klingenberg 1981, 1989).

_C, Carrier; S, Substrat; e, extern; i, intern; t, transitorisch.




1.5 Allgemeine Zielsetzung

Wie dic bisherigen Anusfithrungen deutlich machen, ist die Aufkliarung des molekularen Translokations-
mechanismus aus Struktur-Funktions-Bezichungen fir keinen Carrier biologischer Membranen auch nur
annihernd geldst. Vorhandene strukturelle Informationen lassen sich in mechanistischer Hinsicht bisher nicht
zwingend interpretieren. Den erfolgreichsten Ansatz, zwischen Funktionsmechanismen zu unterscheiden, bietet
die Kinetik. Daher sind es die Informationen zur Carrierfunktion, die den Rahmen abstecken, in dem Inter-
pretationen stroktureller und moieku_lérer Daten stattfinden miissen. Dementsprechend wird in der vorlie-
genden Arbeit dic Funktionsaufklarung in den Vordergrund gestellt, um dann dic aus der chemischen Modifi-
ziérung spezifischer Aminosduren erhaltenen Befunde mit dem abgeleiteten Funktionsmodell zu korrelieren.
Viele Versuche klassischer kinetischer Studien in intakten Mitochondrien fithrten entweder zu erstaunlich
komplexen oder sogar zu extrem widerspriichlichen Transportmodellen, was insbesondere fiir den Asp/Glu-
Carrier zutrifft (s. 1.2). Vor allem technische Probleme behinderten die Ermittlung zuverldssiger Transport-
raten bei unterschiedlichen Konzentrationen an cxternen und internen Substraten, zumal hierfilr eine ganze
Reihe von Voraussetzungen erfitllt sein miissen (s. Sluse et al. 1989). Einen anderen Weg, den katalytischen
Mechanismus von Carriern zu erhellen, bietet das rekonstituierte System, das mehrere der methodischen
Schwierigkeiten vermeidet. Die Durchfithrung aussagekriftiger Studien sctzt hier allerdings eine genaue
Charakterisierung des rekonstituierten Proteins und seiner transmembranen Orienticrung voraus. Die
Aufnahme von Bisubstratkinetiken in solch cinem System mit asymmetrisch in liposomale Membrancn einge-
bautem Carrierprotein wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig durchgefiihst. Die Relevanz der erhaltenen
Frgebnisse fitr den Carrier in vive wurde durch vergleichende Analysen in intakten Mitochondrien bestétigt.
Darauf aufbauend war es von besonderem Interesse, die Untersuchungen auch auf andere mitochondriale
Carrier auszudehnen, um Gemeinsamkeiten und Unterschiede aufzukliren. Dabet versprach der Vergleich des
Oxoglutarat-Carricrs, also eines Mitglieds der beschriebenen Proteinfamilie (s. 1.3), mit dem Asp/Glu-Carrier
Aufklirung dariiber, ob letzterem Protein wegen seines doppelt so hohen Molckulargewichts (s. Efgcbnisse)
auch funktionell eine Sonderstellung zukommt. S ' B
" Die genauere Er.forschung der éflgc_mein bekannten Empfindlichkeit mitochondrialer Carricr gegeniiber
SH-Reagenzien beriirte, ohne daf man dics erwarten konnte, sehr grundlegende Aspekte der Transport-
katalyse. Aus :dcr deutlich vereinfachten Funktionsweise des SH-modifizierten Asp/Glu-Carriers ergaben sich
Ev_i_denzen fir einen Kanal als Voraussetzung carriﬁr-vermittel_ten Transports, wie bereits aus strukturellen uand
energetischen Mod_elien gefordert wurde (vgl. 1.3 bzw. 1.4). ﬁn diesen Untersuchungen bot sich iber die SH-
Modifizierung die Mﬁglichkeit, strukturelle und funktionelle .Aspekte-der Transportkatalyse miteinander zu
korrelieren. -Unter sténdiger Beriicksichiigung der betroffenen Cysieine wurden ‘schiieBlich é.uch weitere

essentielle Aminosiure-Resle identifiziert und in ein Gesamtbild integriert.




2. Material und aligemeine Methoden

2.1 Material

Chemikalien der Firma Amersham Iniernational (Buckinghamshire):

AMPLIFY, L{U-"*CJAspartat, L-[2,3-"H]Aspartat, [8-1*CJATP, D[U-1*ClGlucose, LAU-4CIGlutamat,

3H,0, a-Keto-[5-19Clglutarat, L{U-CILysin, L{U-1CIMalat, [2-14C]Malonat, 1C-methylierte Rainbow

Molekulargewicht-Standardproteine, [22Na]Nalriumchlorid, Natrium[36Cl]ch10rid, Natrium{358]suifat,
L{U-1¥C|Ornithin, [*2P[Phosphat, [1,4-1CISuccinat, [U-14ClSucrose, UDP-D-[U-14C]Glucose.

Chemikalien der Firmna Sigma (St. Louis):

Agaricin, DL-w-Aminoadipinsiure, Aminooxyacefat, Bathophenanthrolin, C13E10’ Cardiolipin, CAT,
Cibacro_n Biue 3GA, Cycloserin, DEPC, [Carbonyi»14C]DEPC, 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid, DTE,
DTNB, EDC, Fluorescein-5-isothiocyanat, Glycinmethylester, Lysinmethylester, Mersalyl, MOPS, Nigericin,
Pafx_nityl-CoA, PCMB, PCMS, Phospholipid aus Truthahn-Eigelb, Pipes, Rotenon, Triton X-100, Triton X-114,
Woodwards Reagens K. ' ' ‘
Phospholipid aus Truthahn-Eigelb von Sigma erwies sich als besser geeignet als andere kommerziell

erhiltliche Phospholipide.

Chemikalien der Firma Fluka (Buchs):
Acetylimidazol, Amberlite XAD-2, Amidoschwarz, Benzylalkehol, BPAB, DOWEX 1-X8, NBD-Cl, Phenyl-

glyoxal, Phenylisothiocyanat, SITS.

Weitere Materialien:

Antimycin, Pronase, Trypsin, Valinomycin (Boehringer Mannheim, Mannheim); Acrylamid, DOWEX 50W-X8,
Hydroxylapatit (Bio-Gel HTP), N,N-Methylen-bisacrylamid, SDS (Bio-Rad, Richmond); Sephadex, Phast Gel
10-15, Phast SDS-Pufferstreifen (Pharmacia, Uppsala); NEM, Ninhydrin, PLP (Merck, Darmstadt); Celite 545,
Subtilisin, : N-Tris-(hydroxymethyl}-methylglycin (Serva, ..Heidelberg); CioEyq . (Kouyoh Trading Company,
Tokyo); Celite 535 (Roth, Karlsruhe); 3-(Cyclohexylamino)-propansulfonsiure (Calbiochem, La Jolla); DIDS,
é—f_’hthaidialdchyd {Picrce, Rockford); t_1,2—3H}—1,2-(2,2’—Disulfo—4,4’-diisothiocyano)—diphenylethan '(3H2-
DIDS) (HSC Research Development Co,, Toronto); ENHANCER (NEN_Du Pont, Boston); flissige Gelatine
_{_Noriand, New - Brunswick); . [14C]NBD-.C1 (3-Cl__1_10r-_7-nitro-{U—14C]beﬁ_zo—Z—oxa_—_i,3—di_azol (CEA, Gif-sur-
Yvetle); Peroxidasc-konjugiertes Ziege-anti-Kaninchen-IgG (Fc) (affinity pure) (Dianova, Hamburg).

‘Dic Antikorper gegen Porin waren ein Geschenk von Prof. D. Brdiczka (Konstanz), die gegen den ADP/ATP-

~Carrier von Dr. B, Seitner (Miinchen). Der polyanionische Inhibitor des Porins wurde von Prof. T. Konig

(Bu__dapest) synthetisiert und durch Prof. R. Benz (Wiirzburg) zur Verfiigung gestellt. BKA wurde von Prof.
Berends (Deltt) isoliert. DNDS erhielten wir von Dr. L. Zaki (Frankfurt). |

- Alle anderen, hier nicht aufgefithrten Chemikalien waren von hochster verfiigbarer Qualitat.




2.2 Praparative Methoden

Im folgenden werden jene Methoden beschrieben, dic fiir die Untersuchung der Antiportfunktion des rekon-
stituierten Asp/Glu-Carriers und des korekonstituierten ADP/ATP-Carriers Anwendung fanden, jedoch nur
soweit. sic sich auf mehrere der Ergebnis-Kapitel beziehen. Zur Priparation von Rattenherz-Mitochondricn
siehe 3.2, zur Reingung des ADP/ATP-Carriers siche 7.2, zur Reinigung und Rekonstitution des Oxoglutarat-

bzw. Dicarboxylat-Carriers siche 5.2 bzw. 6.2.

Priparation von Rinderherz-Mitochondrien

Mitochondrien wurden aus frischen Rinderherzen nach der Vorschrift von Smith {1967) pripariert und
suspendiert in 250 mM Sucrose/10 mM Tris-HCYS0 pM EDTA bei pH 7.4 in [lissigem Stickstoff eingefroren.
Der Proteingchalt lag bei ca. 50 mg/ml.

Priparation von angereicheriem Asp/Glu- und ADPIATP-Carrier (G-25-Protein)

Die Praparation des Asp/Glu-Carriers aus Rinderherz-Mitochondrien wurde zuvor beschrieben (Kridmer et al.
1986). Durch eine Vorextraktion der Mitochondrien mit 2% C4E,, in 10 mM Pipes (pH 7) ohne Salzzusatz
wurden vor allem Proteine der Mitochondrienmatrix entfernt. Dic Solubilisierung des Asp/Glo- und
ADP/ATP-Carriers erfolgle dann durch 1% Cy,Eq in 10 mM Pipes/1.2 M Ammoniumacetat (pH 6.5). Den
wesentlichen Reinigungsschritt stellte die darauffolgende Chromatographie auf Hydroxylapatit dar. Bei Auf-
irag von 2.5 ml des Solubilisierungsitberstandes auf 1 g trockenes Hydroxylapatit wurden unter den gegebenen
Hochsalz-Bedingungen =>85% der kontaminierenden Proteine gebunden, wihrend Asp/Glu- und ADP/ATP-
Carrier sich im Durchlauf fanden, Um die Inaktivierung beider Proteine auf Hydroxylapatit zu verringern,
wurde die Chromatographie durch Zentrifugation der in einem Rotor plazierten Siulen beschleunigt. Fir die
weitere Verwendung wurde das Eluat durch Gelfiltration auf Sephadex G-25 (PD10-Saulen, Pharmacia) ent-
salzt; dabei durfte das Ammoninmacetat (pH 6.5) nicht uater 200 mM gesenkt werden, um eine Aggregation
des Profeins zu vermeiden. Das so erhaltene G-25-Protein (ca. 800 wg/ml Pretein) enthielt den Asp/Glu-
Carrier- mit ungefahr 17-fach und den ADP/ATP-Carrier mit ca. dreifach angereicherter Transportaktivitat.
Letzteres Protein liberwog wegen seiner Abundanz in der.inneren Mitochondrienmembran den Asp/Glu-

Carrier dennoch deatlich (vgl. Tab.IX, XI sowie Abb.23, 44 A},

Reinigung des Asp/Glu-Carriers
Fur 'die.ldentiﬁzierung des Asp/Glu-Antiporters und auch des Aspartat-Effluxcarriers (Tab.IX, Abb.27) war
eine weitere Reinigung notwendig. Dies wurde durch HPLC auf ciner Hydroxylapatit-Saule (PEC 102, 7.5 x
100 mm, Pentax-Asahi, Tokyo) mit Hilfe eines HPL.C-Gradientensystems (ERC, Tokyo / Knauer, Berlin)
erreichi. Dazu wurde eine komplizierte Sequenz von Elutionspuffern angewendet, analog der von Kramer et al
(1986) beschricbencn Vorgehensweise. Die Unterschiede waren wie folgt: Flub 1.0 ml/min; Vordquilibrierung
‘der Sdule mit 04% C;,Eg/ 300 mM Ammoniumacetat; Injektion von 2.5 mg G-25-Protein (0.64% C;,Eo/600
‘mM Ammoniumacetat); linearer Phosphatgradient (10.5 ml, mit cinem Plateau von 3.5 ml} von 10 bis 130 mM
“Natriumphosphat bei konstant 50 mM Ammoniumacetat und 0.05% Cardiolipin; kontinuierliche Reduktion des
' '.'-__"Phosphats auf 10 mM und gleichzeitiger Ansticg des Cardiolipins von 0.05 ‘auf 0.1%; lincarer Ammonium-
_'acctat-Gradient von 50 bis 1200 mM (20 Min) unter Erniedrigung des Flusses von 1.0 auf 0.8 ml/min zu Ende
| “des Gradienten. Die bei 650-850 mM Ammoniumacetat gesammelten Fraktionen enthiclten nahezu reines

' ._ 'Asp/Glu—Car_:ic;prot_ein (vgl. Abb.27 A).
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Priparation von Proteoliposormen

Die Inkorporation der Carrierproteine in Liposomen wurde unter langsamer Entfernung des Detergens durch
hydrophobe Chromatographic erreicht (Krimer & Heberger 1986). Dazu wurden gemischte Detergens/
Protein/ Lipid-Mizellen in einer rezyklisierenden Prozedur iiber Polystyrol-Kigelchen (Amberlite XAD-2)
gegeben, die zuvor mit Mcthanol gewaschen und mit dem Puffer und dem Substrat der Mizellen dquilibriert
worden waren. Dic genaue Zusammensetzung der Rekonstitutionsmixtur war wie folgt: 12 mg/mi Phospholipid
(zugegeben in Form von Schalliposomen (Kramer & Klingenberg 1977)), 1.75 mg C;,Eq/mg Phospholipid,
etwa 0.04 mg G-25-Protein/mg Phospholipid, Aspartat, Glutamat und/oder ATP in den fiir das Innenvolumen
angegebenen Konzentrationen, 100 mM MOPS/KOR (pH 6.5, wenn nicht anders angegeben). Diese Mixtur
(maximal 1 ml) wurde 15 mal tiber cine Amberlite-Saule (5 mm Durchmesser) gegeben, wobei 20 mg Cy,Eg

auf 1 g Amberlite (in feuchtcm Zustand gewogen) kamen.

2.3 Anaiytische Methoden

Zur Messung der Antiportakiivitit des Asp/Glu-Carriers in intakten Mitochondrien siche 3.2, zur Messung
seiner Effluxakiivitit sowie der des ADP/ATP-Carriers siche 7.2 (und auch 8.2). Die Analyse des rekonsti-

tuterien Oxoglutarat- und Dicarboxylat-Carriers ist in 5.2 bzw. 6.2 beschrieben,

Transporimessungen (Asp/Glu- und ADPIATP-Antiport)

Alle Transportaktivititen wurden durch Messung des Fluxes voa M markiertem Substrat bestimmt. Zur
Verfolgung der Aniiportaktivitit wurden zwel verschieden Techniken angewendet, die zundchst fir den
Asp/Glu-Carrier beschrieben werden sollen (vgl. Dierks & Kramer 1988).

Vortauschtechnik (Aufnahme von Markierung). Nach Erzeugung eines Substratgradienten durch Gelfiltra-
tion der '.Protcoliposomen auf einer Sephadex G-75-Saule (7 x 130 mm, aquilibriert mit 160 mM MOPS/KOH
{pH 65) und Sucrosc in ciner die Osmolaritit des internen Substrats ausgleichenden Konzentration (1-80
mM))__wurdc dic Messung durch Zugabe von 14C—marl_<iertem Aspartat oder Glutamat gestartet, dessen Kon-
zentration fiir jedes Experiment angegeben ist. Die Zusammensetzung des Puffers wihrend der Messung war
mit der des Gelfiltrationspuffers identisch. Der Austausch wurde mit =25 mM Pyridoxalphoéphat gestoppt. Zu
Kontrollproben wurde Pyridoxalphosphat gleichzeitig mit dem markierten Substrat zugesetzt. SchlieBlich
wurde die nicht von den Liposomen aufgecnommene Radioaktivitat durch Passage iiber Anionenaustauscher
entfernt, Dazu wurden 90-130 pl jeder Probe auf mit DOWEX 1-X8 (Acetatform) gefiillte Sdulchen (5 x 45
mm) aufgeiragen, die zuvor mit 4 mg Phospholipid und 2 mg Rinderserum-Albumin pro Séule konditioniert
worden waren, um eincn Verlust an Proteoliposomen zut unterdriicken. Die Liposomen wurden mit 1060 mM
Natriumacetat in Schritien von 100, 300 und 500 wl direkt in ein Gefall mit Szintillationsfliissigkeit eluiest.

“Um den sogenannten Grundefflux (vgl. 7.3.1) von internem Substrat zu climinieren, der in gewissem
““AusmaB wihrend der Erzeugung von Substraigradienten auftritt und bei nichtsittigenden internen Substrat-

‘konzentrationen (3.3, 4.3) das MeBergebnis verfilschen konnte, wurden die Proteoliposomen mit 200 zM 5,5
‘Dithio-bis(2-nitrobenzoesiure) (DTNB) behandeli, Eevor sie auf die Gelfiltrationsséule aufgetragen wurden.
_ _.Dieses Reagens blockierte den Efflux (und Antiport) nahezu vollstindig (s. Abb.21). Nach der Séulenpassage
. .'.vmr_d_f_: der -'Carr_ie_r'd_urch Gabe.von 4 mM Dithioerythrit (DTE) 30 s vor Start des Austausches reaktiviert (vgl.
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Dierks & Kridmer 1988). In viclen Experimenten wurden die Liposomen vor der Messung aullerdem mit
Valinomycin und Nigericin behandelt, um deenergetisierte Bedingungen zu gewihrleisten (s. 3.2, 4.2).

Die Austauschrate wurde mit Hilfe eines Computerprogramms ermittelt, das den zeitlichen Verlauf der
Isolopenéquilibrierung den Datenpunkten gemaf cinem Prozel erster Ordnung anpafite. Dabei wurde fol-

gende Gleichung zugrunde gelegt:

dpmyoe Sin¥ia Kkt .
dpmy ) = ————— (1-¢ ) (Gl.21)
S echx + SinVin

dpm; | bedeutet die von den Proteoliposomen aufgenommene Radioaktivitét, dpm, , dic Gesamtmenge der zu
Beginn des Experiments zugegebenen Markierung, S die Substratkonzentration und ¥ das Volumen des exter-
nen bzw. internen Kompartiments; k ist die Geschwindigkeitskonstante erster Grdnung und ¢ die MeBzeit, Die
Isotopenaquilibrierung folgte dieser theoretisch abgeleiieten Gleichung in den ersten fiinf (bis acht) Minuten
nahezu perfekt, d. h. bis dic Mehrzahl der transportaktiven Liposomen das kinetische Gleichgewicht von

einwirts- und auswirtsgerichtetem Isotopenflux erreicht hatte. Im Gleichgewicht gilt:

dpm; /dpm_ = S; Vi /S Ve (GL 2.2)

Spater wurde ein entsprechendes, kommerzicll erhiltliches Programm angewendet (s. 7.2). Die Transportraten
wurden vom Computer unter Berticksichtigung der spezifischen Radioaktivitit aus der Anfangssteigung der
Kurve berechnet. In der vorliegenden Arbeit sind dic *Vortauschaktivititen® des rekonstituierten Asp/Glu- und
ADP/ATP-Carriers, soweit sie nur it angereicheriem und nicht mit gereinigtem Protein ermittelt wurden, als
Volumenaktivitdten (wmol/min pro I Liposomen) angegeben und nicht als spezifische Aktivitdten (umol/min
pro mg Protein). Wenn verschiedene Liposomenpriparationen innerhalb cincs Experiments Verwendung
fanden, .'so wurden im Falle quantitativer kinetischer Analysen (3.3, 43) die gemessenen Transportaktivititen
auf der Basis von Phospholipid-Bestimmungen (Chen et al. 1956) normiert, wodurch leichte Unterschiede in
der Verdiinnung wahrend der verschicdenen Sdulenpassagen eliminiert wurden.

Riicktausch-Technik (Export von Markierung). Bei dieser MeBmethode bedarf ¢s der Vormarkierung des
micrnen Substratpools. Zu diesem Zweck liell man die Proteoliposomen [14C]Substrat (0.5-5 M) im Vor-
tausch zwischen beiden Kompartimenten dquilibricren. Solange dies im Homoaustausch geschah, énderte sich
die interne Substratkonzentration dabei nicht. Nach einer zweiten Gelfiltration auf Sephadex G-75 zur Entfer-
nung der nicht aufgenommenen Radioaktivitit wurde der Export der internen Markicrung durch Gabe von
unmarkiertemn Substrat (in den jeweils angegebenen Konzentrationen) initiiert. Der Austausch wurde durch 50-
80 mM Pyridoxalphosphat gestoppt. Wegen des kompetitiven Verhaltens dieses Inhibitors (Abb.35) wurde er
in hoherer Konzentration als beim Vortausch cingesetzt, da normalerweise auch hohere externe Subsiratkon-
zentrationen als im Vortausch verwendet wurden (s. 3.3.1). Gelfiltration, Vormarkicrung der Liposomen und
Riicktausch-Messung wurden in demselben Puffer dorchgefithrt, wie fiir den Vortausch beschricben. Die
- ._Transportakti\_fitéten aus Riicktausch-Experimenten wurden entweder durch cin Kurvenanpassungsprogramm
“ (s. 7.2) oder graphisch ermittelt (vgl. Pfaff et al. 1969). Zu diesem Zweck wurde der Grad der Isotopendquili-
brierung, o, als Meflparameter eingefithrt (dpm (0, f, ) = interne Radioaktivitdt zu Beginn, zur Zeit £ bzw.

am Ende der Aquilibrierung):
dpm(0) - dpm(2)
= — 100 (G 2.3)
dpm(0) - dpm( =)
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Wenn die Menge an cxternem Substrat groB ist im Vergleich zum internen Pool (S V., > >S; V), so wird

dic Zeitabhingigkeit durch die Gleichung beschrieben:
@ = 100 (1 - X0y, (GL 2.4)
die sich linearisieren 1aft zu:

In [(100 - @)/100] = kt = vt /S, V.

Y (G 2.5)

Bei Auftragung von -In[(100 - o)/100] gegen die Zeit ergibt sich die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung

k aus der Steigung der resultierenden Geraden. Dicses graphische Verfabren wurde auch bei Verfligbarkeit

eines Computerprogramms, das k direkt aus dem zeitlichen Verlauf der Isotopenriickdquilibrierung berechnete
(s. 7.2), benutzt, um den mit ciner Exponentialfunktion angemessen zu beschreibenden Anfangsbereich genau
zu definieren. Durch Multiplikation von & mit dem intcrnen Substratpool Iafit sich v berechnen (GL 2.5).
Wegen der Ungenauigkeit bei der Bestimmung des aktiven Innenvolumens der Proteoliposomen (¥, s. unten)
wurde jedoch in dem meisten Fillen direkt mit den &-Werten gearbeitet, oder es wurden - bei kinetischen
Analysen mit variierter interner Substratkonzentration - relative Geschwindigkeiten (v7) nach Gl 2.6 berechnet,
wic von Dierks & Krdmer 1988 ausfithrlich beschrichen wurde. Diese v-Werte waren fiir K -Bestimmungen
ohne Finschriankung geeignet (s. 3.3.1, 43 und 5.3), was belegt, da3 sich unabhéngig von der Substratkonzen-
tration im Rekonstitutionsansatz cin konstantes V  ergibt.
vi=k-S (GL 2.6)
Exaki die gleichen experimentellen Vorgehensweisen wurden fir die Bestimmung der Antiportakiivitat

des rekonstituierten ADP/ATP-Carriers angewendet. Der ATP/ATP-Homoaustausch wurde entweder im

Riicktausch-Verfahren als Export von [14C]ATP aus vormarkierten Proteoliposomen nach Zugabe von
unmarkiertem ATP gemessen oder im Vortausch-Modus direkt als Aufnahme von [14_C}ATP. in beiden Fillen
dienten 33 uM CAT und 5 pM BKA als Stopp-Inhibitoren.

Bereclmung des aktiven Liposomeninnenvoluntens
Nur der Teil aller 'Liposo.mcn, der Austauschaktivitit zeigt, trigt zum Erreichen des Isotopengleichgewichtes
Ibei_. Das an der Aquilibrierung beteiligte Innenvolumen 140t sich aus Gleichgewichisbestimmungen berechnen
{vel. Krémer & Heberger 1986). Dies wird durch Umstellung von Gl 2.2, dic den Ausgleich der spezifischen
Radiéaktivitéten zwischen beiden Kompartimenten beschreibt, veranschaulicht; (das externe Volumen wurde
.g_.lci._ch_i()ﬂ% oder 1000 pl/ml gesetzt): B .

- dpm, - S,

Vi (pl/ml) = 1000 (GL2.7) ..

dp-mex' Sin

: -}_’roteinb_e&timmzmg

Die Prétcinkonzentration wurde nach einer modifizierten Towry-Methode bestimmt (Helenius & Simons
B .-1972).'chen der hohen Ammoninmacetat-Konzentrationen wurden die Proben zuvor durch 0.015% Desoxy-

chola.t. und 7.2% Trichloressigséuré prazipitiert (Peterson 1977). In den Experimenten zu Kapitel 5.2 und 6.2
wurde die Vorschrift von Dulley & Grieve (1975) angewendet.
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3. Right-side-out-Orientierung des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers
(Dierks & Krdmer 1988; Sluse, Evens, Dierks, Duyckaerts, Sluse-Goffart & Kramer 1990)

3.1 Kinleitung

Die kinetischen Eigenschaften des Asp/Glu-Carriers wurden ausfithriich in Mitochondrien untersucht
(LaNoue et al. 1979, Murphy et al. 1979). Die beiden beteiligten Arbeitsgruppen kamen jedoch zu schr
widerspritichlichen Ergebnissen im Hmblick auf mehrere Aspekte der Transportfunktion, worauf bereils
unter 1.2 kurz cingegangen wurde. Insbesondere wiesen die publizierten K -Werte fiir Aspartat aul der
Matrisseite drastische Unterschiede auf (35 pM bzw. 5 mM, Tabl). In ciner koniroversen Diskussion
wurden diese Diskrepanzen zwischen der Bestimmung in intakten Mitochondrien (5 mM, Murphy et al.
1979) und in submitochondrialen Partikeln (55 wM, LaNoue ¢t al. 1979) mit der Ultraschallbehandlung
wihrend der Partikelpriparation erkldrt {Murphy et al. 1979). Auf der anderen Seite wurde postuliert, dafy
die Bestimmung des K fir Matrix-Aspartat in intakien Miiochondrien zu falschen Werten fihre wegen
einer Mikrokompartimentierung des internen Substrats (LaNoue et al. 1979, Duszynski et al. 1978). Dicser
grundlegende Konflikt reflektiert die Kompicexitit des MeBsystems, in dem vor allem technische Probleme
die dirckte Bestimmung von Transportraien bei unterschiedlichen internen und externen Substratkonzen-
trationen erschweren.

Dic genannten Widerspriichlichkeiten zu kldren war ein erstes Ziel, als wir den Asp/Glu-Carrier im
rekonstituierten System studierten. Die Insertion einer partiell pereinigten Proteinpraparation in Liposomen
gelang durch hydrophobe Chromatographte gemischter Mizellen auf Amberlite XAD-2, wobel das
Detergens nach und nach entfernt wurde, so daB sich Proteoliposomen bildeten (s. 2.2). Unter Verwendung
von Pyridoxalphosphat als Inhibitor (Kramer 1984) wurde cine optimierte Inhibitor-Stopp-Technik
entwickelt (Dierks & Kramer 1988). Neben der uiblichen Vortausch-Methode (Messung der . Aufnahie
radioaktiven Substrats) konnte auch die komplexere Riicktausch-Methode etabliert werden (Export von
14'C—Substr_at aus vorbeladenen Liposomen), wic durch Dierks & Krimer (1988) beschricben. Der
Riicktausch ist bei hohen externen und/oder niedrigen interncn Substratkonzentrationen die einzig anwend-
bare Technik (s. Ergebnisse).

Im Liposomensystem wird die kinetische Analyse des carrier-vermittelien Asp/Glu-Austausches durch
das Fehlen scitenspezifischer Inhibitoren behindert. Da grundsitzlich eine statistische: Orientierung des
rekonstituierien Proteins in der Liposomenmembran erwartet werden mubte, war ohne die Verfigbarkeit
solcher - Inhibitoren dic Signifikanz kinctischer Expcrimente eingeschrénkt. Ein wesentliches Zicl im
Hinblick auf die Klirung des Transport-Mechanismus (s. 4.} war daher, die transmembrane Topologie des
rekonstituierien Carrierproteins zu bestimmen, Dies gelang durch die kinetische Untersuchung der Seiten-
spezifitit funktionelier Eigenschaften (Dierks & Kramer 1988). Nachfolgende Studien mit intaktcn Ratten-
herz-Mitochondrien (Sluse et al. 1990) erlaubten es, durch einen direkten Vergleich zur in vivo-Situation die

- Proteinorienticrung im rekonstituierten System auch -absolut festzulegen. -
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3.2 Methoden

Kinetische Analyse des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers

Protcoliposomen mit rekonstituiertem Asp/Glu-Carrier aus Rinderherz-Mitochondrien wurden pripariert
und zur Transportmessung (bei Raumtemperatur) eingesetzt, wie im allgemeinen Methodenteil beschrie-
ben. In allen hicr durchgefithrien Experimenten wurde die Austauschakiivitdt unter deenergetisierten
Bedingungen bestimmt. Diese wurden gewihrleistet, indem Valinomycin (500-700 ng/mg Phospholipid) und
Nigericin (20-40 ng/mg Phospholipid) den Liposomen zugesetzi wurde (bei ca. 120 mh K™ innen und
aufen). Nahezu alle Transport-Affinititen wurden bei pH 6.5 ermittelt. Um die pH-Abhéngigkeit der K -
Werte fiir externes und internes Aspartat zu untersuchen, wurden unterschiedliche pH-Werte eingestellt,
indem drei Portionen an Proteoliposomen, pripariert bei pH 6.9 (100 mM MOPS/KOH), iiber Scphadex
G-75-Siulen gegeben wurden, die zuvor bei pH 6.5, 6.9 oder 7.4 mit 100 mM MOPS/KCH (plus Sucrose)
quilibriert worden waren. Die Verwendung oben genannter Tonophore solite dabei den pH-in den

Liposomen dem externcn pH angleichen (A pH =0).

Kinegtische Analyse des Asp/Glu-Carriers in Mitochondrien: Variation der internen Substratkonzentrationen
Mitochondrien aus Herzen von Wistar-Ratten wurden nach der Vorschrift von Tyler & Gonze (1967)
prapariert, Ohne weitere Behandlung enthiclten diese Mitochondrien interne Konzentrationen an Aspartat
und Glutamat von ca. 6 bzw, 2.5 mM. Um Glutamat-verarmte und Aspartat-beladene Mitochondrien zu
erhalten, wurden von Sluse et al. (1990) mehrere Verfahren entwickelt, die hier nur kurz erwdhnt werden
sollen,

B (a) Die Malai-Inkubation fithrte zu Mitochondrien mit hoher Aspariat- (5.0 + 1.2 mM) und niedriger
Glutamatkonzentration (0.36 +0.08 mM). Der Gehalt an Glutamat in der Matrix wurde reduziert durch 30
Min Inkubation bei 0°C in Isolationsmedium mit 20 mM Tris/HCI (pH 7.4) und 5 mM Malat. Das durch die
Oxidation ‘des aufgenommenen Malats produzierte Oxalacetat wird in der Matrix durch Glutamat zu

Aspartat und a-Ketoglutarat transaminiert. Letzteres wird metabolisiert.

(b) Die g-Ketoglutarat- plus Malat-Inkubation fiihrte zu einem mittleren Aspartat-Gehalt. Werden vor
der Malat-Inkubation die Mitochondrien 30 Min in Isolationsmedium mit 20 mM Tris/HCl (pH 7.4), 5 mM
o-Ketoglutarat und 1 mM-Arsenit inkubiert, so verschiebt das aufgenommene o-Ketoglutarat das Gleich-
gewicht der von der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase katalysierten Reaktion. Folglich wird Aspartat zu
Oxalacetat und schlieBlich zu Malat umgewandelt mit cinem parallelen Anstieg des Glutamats, das durch
den Glutamat/OH -Carrier ins Medium abgegeben werden kann. Die o-Ketoglutarat-inkubation reduzierte
den Gesamipool an Aspartat plus Glutamat, und die folgende Malat-Inkubation erniedrigte (wie in (a)) den
Gehalt an Glutamat (0.18 2 0.07 mM) bei gleichzeiligem Anstieg von Aspartat (3.3 1.0 mM).

“-“(c) Dic Depleticrungsinkubation fithrte zu Mitochondrien -mit niedrigem Aspartat-Gehalt. Die von

Stuse et al. (1979) beschricbene Behandlung iur-Depletierung_ an Malat. durch Inkubation fiir:10 Min bei
25°C in einem Malat-freien Medium fithrte ebenso zu einer Abnahme an Aspartat (0.98+0.34 mM) und
'Glutamat (0.07+0.01 mM). Die Anwesenheit von 0.6 mM Arsenit, 12.5 pg/ml Rotenon und 0.11 mM

‘Mersalyl im Depletierungsmedium erwies sich als notwendig. Kontrollversuche zeigten, dall Mersalyt allein
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nur in millimolaren Konzentrationen zu einem Efflux an Aspartat und Glotamat fithren kann, eine Wirkung,
die vermutlich auf die Mcdifizierung von SH-Gruppen des Asp/Glu-Carriers zuriickzufithren ist (s. 7).

" Die jeweils angegebenen Konzentrationen an Substraten des Asp/Glu-Carriers konnten bei allen drei
Inkubationen nur erreicht werden, wenn im Anschlufl daran die Glutamat-Verarmung unter Ausnulzung
des Heteroaustausches Aspartat ex/(Giutamat-H“L)i , noch verbessert wurde. Dazu wurden die jeweiligen
Préipafationen fir 30 Min bei pH 7.4 und 0°C in Isolationsmedium mit 20 mM Tris/HCL, 10 mM Aspartat
und 2 mM Aminooxyacetat, einem Transaminase-Inhibitor, inkubiert., Unter diesen Bedingungen sank der
Glutamatgehalt vor allem in den Priparationen (b) und (c), so daB er in jedem Fall unterhalb von 8% des
Aspartatgehalts lag (bei hoher, mittlerer und niedriger Konzentration). Alle mitochondrialen Priparationen
wurden schlieBlich in einem grofien Volumen Isolationsmedium (mit 2 mM Aminooxyacetat) gewaschen,
um eine Kontamination mit Aspartal im extra-Matrixraum zu elininieren.

Der Aspartat- und Glutamat-Gehalt der Mitochondrien-Matrix wurde nach Perchlorat-Extrakiion
sedimenticrier Mitochondrien bestimmt. Eine Probe (1 pl) des Extraktionsiiberstandes, nach Neutralisation
mit Carbonat/KOH, wurde auf eine reversed-phase-Sdule aufgetragen (Merck Licrospher RP-18, 3 x 150
mm). Die Trennung der Aminosiuren - nach Vorsaulen-Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd - wurde mit
Hilfe eines HPLC-Gradientensystems (HP 1090M, Hewlett Packard) entsprechend dem Protokoll von
Jones & Gilligan (1983) durchgefithrt. Die Detektion erfolgte fluorimetrisch. Aus den MeBwerten licBen
sich interne Konzentrationen berechnen. Grundlage dafiir war die Kenntnis der echten Matrixvolumina, die
aus dem 3H20-Gehalt des Mitochondrien-Sediments unter Beriicksichtigung des {14C]Sucrose-zugéng-

lichen Raums bestimmt wurden (Klingenberg & Pfaff 1967).

Kinetische Analyse des Asp/Glu-Carriers in Mitochondrien: Entwickiung einer Inhibitor-Stopp-Technik

In der jeweiligen Mitochondrienpriparation (0.5 mg Protein) wurde der Aspartat/Aspartat-Austausch
durch Messung der {14C]Aspartat-Aufnahme verfolgt. Dics geschah bei 2°C und pH 7.4 sowie in Anwcsen-
heit von 2 mM Aminooxyacetat, 2 mM Cycloserin, Rotenon (4 pg/mg Protein) und Antimycin (6 pg/mg
Protein). Der experimentelle Aufbau entsprach dem von Sluse et al. (1979) beschriebenen. Markiertes
Aspartat.und Stopp-Inhibitor (23 mM Pyridoxalphosphat) wurden mit HAMILTON-Pipctten (CR-700)
zugesetzt, dic cin sofortiges Mischen erméglichten.

.-Be_i Anwendung oben genannter Inhibitoren entsprach die Aunfnahme von [14C]Aspaﬁat dem intern
verfilgbaren Aspartatgehalt (s. Abb.3 B, 2 nmol/ul). Folglich wurde das anfgenommenc [14C}Aspartal nicht
metabolisiert, wie in Abwesenheit der Hemmstoffe zu beobachten war. Nach mehr als 30 Min stellte sich
ein - stabiles Isotopengleichgewicht ein (s. Abb3 B). Wenn Pyridoxalphosphat 5 s vor dem markierten

Aspartat zugesetzt wurde, entsprach die Radioaktivitit in den sedimentierten Mitochondrien lediglich dem

Aspartat im Sucrose-zuginglichen Raum. Diese Menge [14C]Aspartat wurde von allen anderen MeBwerten

abgezogen. Der Stopp-Ishibitor fihrte also zu einer kompletten Blockicrung der Substrataufnahme.

Trotzdem war der Transport nicht gleich null, wean Pyridoxalphosphat und Substrat gleichzeitig zugesetzt

. wurden.- Die: Stoppverzigerung war jedoch selbst bei den hochsten externen Aspartatkonzentrationen

~ geringer als 5 s (s. Ergebnisse). Danach wurde keine zusétzliche Aufnahme mehr festgestellt.
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3.3 Ergebnisse

Die Transportaktivitédt des rckonstituierten Asp/Glu-Carriers sollte als erleichterte Diffusion unabhingig
von A¥ oder A pH untersucht werden. Durch Anwendung von Valinomycin und Nigericin (s. 3.2) wurde
cine volistindige clektrochemische Aquilibrierung der Liposomenmembran erreicht (pH 6.5). Nach Zugabe
von markiertem Substrat zu aktiven Proteoliposomen stellte sich im Austausch-Gleichgewicht eine Isoto-
penverteilung ein, die allein vom Verhélinis des internen und externen Substratpools abhing (Gl 2.2).
Wegen des geringen aktiven Innenvolumens der Proteoliposomen erlaubie es die Vortausch-MeBtechnik,
die Substratkonzentration extern nur bis maximal 0.5 mM zu variieren, um bei séttigender Konzentration an
internem Substrat (16 mM) noch zuverldssige Transportraten aus der Aufnahme von 14¢_Substrat bestim-
men zu konnen. Unier diesen Bedingungen pscudo-erster Ordnung wurden K -Werte von 50 pM fiir
externes Aspartat und 250 pM fir externes Glutamat ermittelt (TabI). Die erhalienen Werie waren
generell unabhdngig von der Art des zweiten Substrats {Aspartat oder Glutamat) auf der anderen Seite der
Mcmbran (nicht gezeigt).

Fiir die Bestimmung der internen K__-Werie ist prinzipicll dic Riicktausch-Technik zu bevorzugen, da
- gerade umgekehrt wie beim Vortausch - der Flux (hier Export) von markiertem Substrat umso besser
getﬁessen werden kann, je hoher die externe Substratkonzentration ist; im Gleichgewicht gilt ebenfalls Gl
2.2. So kann auch bei geringen internen Konzeatrationen eine Sittigung mit externem Substrat gewihrleistet
werden. Abb.1 zeigt Eadie-Hofstee-Auftragungen der Austauschaktivitit in Abhéngigkeit von der internen
Substratkonzeniration. Der K _-Wert fiir dic Substrate Aspartat und Glutamat lag in beiden Fillen bei ca. 3
mM (Abb.1 A}). Dieser Konzentrationsbereich (= 1 mM) war auch ciner Untersuchung mit der Vortausch-
Technik zuginglich, wenn extern die Subsiratkonzentration auf 0.4 mM gesenki wurde. Abb.1B belegt eine
nahezu perfekte Ubcreinstimmung der Ergebnisse, die mit den beiden alternativen Methoden gewonnen

wurden. .

3.3.1 Asymmeirische Insertion des Carrierproteins in die Liposomenmembran

Die deutlich verschiedenen K _-Werte hinsichtlich der beiden Seiten des Asp/Glu-Carriers wurden als
Indikatoren seiner Orientierung in der Membran betrachtet. Bei statistischer Orientierung sollten hoher-
und :nie(.ie.r-a:fﬁne_ Bindungsstelien intern wie extern in ungefihr gleichen Anteilen zu finden sein. Dies expe-
fimente]l zﬁ _ﬁber_prﬁfen bedeutete vor allem einc methodische Herausforderung. Um die seitenspezifische
Vérteilung der 'gémeésenen Transportaffinitidten zu quantifizieren, mullien die Substratkonzentrationen auf
béideﬁ Seiten der Membran iiber einen ﬁeiten Bereich vafijert werden, da in einem Experiment beide K-
Wcrte__er_f_aﬁbar sein sollten. Diese Forderung konnte nur durch zuverlissige Riicktausch-Kinetiken erfiillt
'Wefdcn_. Es zeigte sich, daB bei Anwendung dieser Technik intern wie extern éine Limitierung nur bei tiefer
' 'Subétratkonzentration (= 200 1M} gegeben war. Dabei war es dulerst wichtig, die Grundefflux- Aktivitit
des C_a:riers_(vgi. 7) &urch ._DTNB zu blockieren, um eine Aﬂderung der internen Subsiratkonzentration
' \?éhfcnd der Gelfiltration der Liposomen zu unterdriicken. Vor Beginn der Transportmessung wurde der

Carrier mit DTE reaktiviert (s. 2.3).
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Tab.l: Transport-Affinititen des mitochondrialen Asp/Glu-Carriers: Vergleich des nativen und des
rekonstituterfen Proteins.

Membran-  Substrat rekonstituierier Mitochondrien
sci_te Asp/Glu-Austausch (pH 6.5)
Vortausch Rucktausch

: K, (mM)
intern Aspartat 3 3 0.055 (pH 6.0
' 50  (pH72Y
© Glutamat 3 3 0.5 (pH 7.4°
extern Aspartat 0.05 abd 3.5 (pH 7.2}f
Glutamat 0.25 0.16 3.0 (pH 6.4)¢

5.8 (pH 7.2

¢ Bestimmt in submitochondrialen Partikeln aus Rattenherz, Aufnahme von markiertem Aspartat (LaNoue
et al. 1979).

b Bestimmt in Rattenleber-Mitochondrien, Export von Aspartat in Abhéngigkeit von internem Aspartat
(Murphy et al. 1979).

¢ Siche FuBnote (a), aber Bestimmung von K (kompetitive Inhibition, LaNoue et al. 1979).
Kann im Riickfausch nicht bestimmt werden.

€ Bestimmt in Rattenherz-Mitochondrien, Atmung in Abhingigkeit von zugesetztem Glutamat (LaNoue et
al. 1979).

/ Siehe FuBnote (e), aber Bestimmung von X; (nichi-kompetitive Inhibition, LaNoue & Tischler 1976).

& Bestimmt in Rattenleber-Mitochondrien, Export von Aspartat in Abhéngigkeit von zugesetztem Glutamat
(Murphy et al. 1979). '

Tab.II: Vergleich der Transportraten aus Vortausch- und Ricktausch-Experimenten. Austauschraten
wurden -bei verschiedenen Substratkonzentrationen innerhalb und auBerhalb der Proteoliposomen
bestimmt, wobei ein weiter Konzentraiionsbereich abgedeckt wurde {0.5 baow. 025 mM bis 20 mM).
Vortausch-Aktivititen (vg) wurden direkt als Anfangsraten bestimmt, wic unter Methoden beschricben.
Riicktausch-Aktivititen (v,*) hingegen errechneten sich durch Multiplikation der ermittelten Geschwindig-
keitskonstanten k) mit dem internen Substratpool (s. Text). Dessen Grofle basiert auf einem uniformen
aktiven Imnenvolumen der Liposomen von 2 pl per mi MeBansatz (s. Text), was ungefihr 0.25 pl/mg
Phospholipid entspricht. Die Indizes der Symbole dienen nur der Kenntlichmachung der Transport-
Richtung.

externes 0.5 mM internes Aspartat 20 mM internes Aspartat
Aspartat

H{mM) ke (1/min) * vy * (uh/min) - v{pM/min) - kyp(tmin) v *(wM/min) - v{(uM/min) -
025 037 037 0.74 0.1 4.4 89

os o est om0 12 o s6 107
2000 069 0.69 nb2 0.16 6.4 nb?

- a Kann im Vortausch nicht bestimmt werden.
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Tab.IF vergleicht die Transportaktivititen aus Vortausch- und Riicktausch-Messungen, die mit deaselben
Liposomenpriparationen ermittelt wurden. Absolute Riicktausch-Geschwindigkeiten (v,*) wurden berechnet
nach v * = k350 in {vgl. G1. 2.5}, wobei ein aktives Liposomen-innenvolumen (V) von 2 pl/ml zugrunde
gelegt wurde, wie sich aus {Vortausch-) Messungen der Isotopendquilibrierung ergab (Gl 2.7). Es zeigte sich,
daB dic "Riicktausch-Raten’ etwa um den Faktor 2 unter der "Vortausch-Raten’ (vy) lagen, ein systematischer
Fehler, der unabhingig von den jeweiligen Substratkonzentrationen war (Tab.II). Dies beruhte vor allem auf
der zusitzlichen Verdinnung der Liposomen wihrend der zweiten Gelfiltration (Faktor = 1.5). Auflerdem
muBic cine Unterbestimmung des aktiven Innenvolumens beriicksichtigt werden, hervorgerulen durch einen
jeichten Efftux von internem Substrat, der bei Gleichgewichtsmessungen nicht zn vernachldssigen war (vgl. 7.).
Dic Konstanz des Faktors zwischen Vortausch- und Riicktausch-Raten selbst bei unterschiedlichsicn Substrat-
gradienfen versprach jedoch zuverlassige K -Bestimmungen auch bei hohen externen wie internen Substrat-
konzenirationen, wo mit der Vortausch-Technik keine Transportmessungen méglich waren.

Die Analyse der Carrierorientierung konzen(rierie sich anfl den Glutamat/Glutamat-Homoaustausch. Der
hohere K_-Wert fir externes Glutamat (0.2 mM) im Vergleich zu Aspartat (0.05 mM) war besser geeignet, um
die - bei statistischer Orienticrung - erwarteten zusitzlichen Bindungsstellen mit dhnlicher Affinitat an der
Innenseile des Carricrs nachzuweisen. Zwei représentative Experimente dieser Art sind in Abb.2 in Form von
Eadie-Hofstce-Diagrammen wiedergegeben, Fir die Bestimmungen des internen und externen K -Werls war
itber den gesamten Konzentrationsbereich von 0.3 bis 10 mM bzw. von 0.25 bis 20 mM nur jeweils eine kine-
tische Komponente auszumachen, wic der monophasische Kurvenverlauf anzeigt. Die aus der Steigung ermit-
telten X -Werte (intern 2.5 mM, extern 0.16 mM) stimmen mit den oben angegebenen gut Gibercin und milssen
daher als spezifisch und ausschlieBlich fir dic cnisprechende Seite des rekonstituierten Profeins angesehen
werden, Wie in Abb.2 zu erkennen, bewirkie eine Erhohung der externen Glutamatkonzentration von 1 auf 20
mM nur eine geringfiigige Erhohung der Transportaktivitét, wodurch ein externer X -Wert im millimolaren
Bereich definitiv ausgeschlossen werden kann. Andererseits waren alle Anstrengungen vergeblich, einen
nicdrigen K -Wort aufl der Innenseite nachzuweisen. Allerdings verbleibt in dieser Hinsicht cine leichte
UngewiBheit, da im wichtigen Konzentrationsbereich unter .3 mM eine exakte Messung der Transportaktivitét
nicht ;;*i_chr mbglich war. Diesen Umstand illustriert Abb.2 durch einen stark abweichenden Punkt bei 0.15 mM
internem Glutamat, was offensichtlich bereiis auflerhalb des zuverlissigen Bereichs dieser Methode lag. Eine
Proteinorientierung mit gemischten Affinititen auf der Innenseite bei homogener Affinitat auf der Auflenseite
erscheint jedoch wenig sinnvoll. Die Ergebnisse von Abb.2 belegen also, dall der Asp/Glu-Carrier durch die

angewendete Rekonstitutionsmethode asymmetrisch in die Liposomenmembran eingebaut wurde.

3.3.2 Right-side-out-Orientierung des rekonstituierten Carrierproteins

In Tab.I ist der komplette Satz an Transportaffinititen fiir Aspartat und Glutamat sowohl an der Innen- wie an
'fder Aufenseite der Liposomenmembran zusanrmengefa3t. Diese Daten werden mit den K -Werten vergli-
- chen, die in der Literatur fir intaktc Mitochondrien oder invertierte submitochondriale Pariikel angegeben
| wurden. Legt man die Affinititen fir Glutamat auf der Cytosol- (3 mM) und fiir Aspartat auf der Matrixseite

;;ugmnd_e (55 wM), die von LaNoue et al. {1979) in Mitochondrien bzw. submitochondrialen Pariikeln aus
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Abb.1: Transport-Affinititen des rekonstituierien Asp/Glu-Carriers an der Membran-Innenseite. Die
gezeigten Fadie-Hofstee-Diagramme wurden erhalten aus Riicktausch- (A) und Vortausch-Messungen (B)
der Transportaktivitit unter Variation der internen Substratkonzentration ( O , &, Aspartat; A, A
Glutamat). Zur Definition von v siche Gl 2.6, Die Substratkonzentrationen waren wie folgl. A: O, 8 mM
externcs und 0.25-10 mM internes Aspartat; A , 8 mM externes Glutamat und 1-10 mM internes Glutamat.
B: 0.4 mM externes Aspartat in beiden Experimenten, I-15 mM internes Aspartat ( @ ) bzw. 2-20 mM
internes Glutamat (&). Dic ermittelten K -Werte sind angegeben.
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Abb.2: Funktienelle Analyse der Proteinorientierung. Um die scitenspezifische Verteilung der hoher- und
nieder-affinen Bindungsstellen aufzuklaren, wie zundchst nur an der externen bzw. internen Membranseite
gefunden (Abb.1), wurden die Transport-Affinitéten diesmal so bestimmt, daB in einem Experiment die
_‘externe.und interne Substratkonzentration iiber cinen Bereich variiert warde, der beide K, -Werte umfafite.
Die - gezeigten . Eadie-Hofstee Diagramme wurden. aus “Riicktausch-Messungen der Geschwindigkeits-
.- konstanten & in Abhingigkeit von externem (Q) und internem {A) Glutamat erhalten, Zur Definition von v’
-+ siehe GL 2.6. Die Gluiamat-Konzentrationen waren wie folgt: ©, 16 mM innen und 0. 25 20 mM auBen A
: ._0 15 10 mM innen und 5 mM auBen. Die berechneten K -Werte sind angegeben. Lo
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Rattenherz ermittelt wurden, so ergeben sich sehr gute Ubereinstimmungen unter Annahme einer inside-
out-Orientierung des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers. Diese SchinBfolgerung stiitzi sich jedoch allein anf
die niedrigen, d. h. submillimolaren K - und K;-Werte fiir Matrix-Aspartat bzw. -Glutamat, die auf der
Auflensciic von submitochondrialen Partikeln gefunden wurden (Tab.I). Das AusmaB der Inversion der
Partikel wurde in den zitierten Arbeiten aber nicht explizit angegeben. Die Arbeitsgruppe von Williamson
dagegen {and in intakten Rattenleber-Mitochondrien einen K_-Wert fiir Matrix-Aspartat von S mM und
fir cytosolisches Glutamat von 5.8 mM (Tab.I). Diese Daten helfen bei der Frage der Orientierung des
rekonstituierten Carriers allerdings nicht weiter,

Angesichts solcher Diskrepanzen erschien es notwendig, den Asp/Glu-Carrier auch in intakten Mito-
chondrien zu untersuchen und dirckte Vergleiche zum Liposomensystem anzustellen. In Zusantmenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Prof. F. Sluse (Littich) wurden Experimente mit intakten Rattenherz-Mito-
chondrien durchgefithrt. Um aus den kinetischen Messungen moglichst eindeutige Ergebnisse zu erhalien,
wurden einfachste Bedingungen gewihlt und der elektroncutrale Aspartat/Aspartat-Homoaustausch unter-
sucht. Durch Verwendung von Aspartat-beladenen und Glutamat-verarmten Mitochondrien (s. 3.2) konnte
eine Netto-Aufnahme von Aspartat aus dem Inkubatonsmedium (im Awustausch fiir Matrix-Glutamat)
unterdriickt und einc Anderung der Substratkonzentrationcn wihrend der Transportmessung vermieden
werden, Der Metabolismus von Aspartat wurde cffektiv blockiert durch Messung bei 2°C und durch
Anwendung verschiedener Inhibitoren der Transaminierung und Atmung (s. 3.2).

Fur die kinetischen Studien wurdc unter Anwendung von Pyridoxalphosphat eine Inhibitor-Stopp-
Technik entwickelt, so daf} eine zufriedenstellende kinetische Auflésung erreicht werden konnte (Stopp-
Verzdgerung < 5 s, s. 3.2). Bestimimungen der Austauschraien vom ersten lincaren Bereich der
[14C]Asparlat-Aufnahme waren aber nur mit relativ geringer Genauigkeit moglich. Dics wird in Abb.3
iltustriert, wo der [14C]Aspartat-Gehalt der - nach Gabe von Pyridoxalphosphat - scdimentierten Mitochon-
drien gegen dic Zcit aufgetragen wurde, gemessen fiir drei extierne Aspartatkonzentrationen (80, 234 und
900 M) bei 4.9 mM internem Aspariat. Die Anfangsphase der Aufnahmekurve verlief fiir etwa 20-30 s
linear (Abb.3A). Aus den Steigungen errechneten sich fir die drei angegebenen Aspartatkonzentrationen
Raten von 1.61+0.11, 3.16 £0.27 und 5.11 £1.53 pmol/s pro pl Mitochondrien. Es wird jedoch deutlich, daf3
die Genaugkeit der Steigungen nicht befriedigend ist und dal der Fehler mit der externen Substrat-
konzentration ansteigt. Dies ist auf den Umstand zuriickzufithren, daB das eigentliche MceBsignal, nidmlich
die Aufnahme [14CIAspartats in die Matrix, nur e¢in Teil der Gesamtradioaktivitit im Mitochondrien-Sedi-
ment ist und daB dieser Teil mit steigender AuBlenkonzentration sinkt (bet 900 M nur 22%, gemessen nach
20 s Inkubationsdauer). In Abb.3A ist dies an der relativ hohen Radioaktivitat bei =0 zu erkenncn, welche
haupisdchlich auf das {14C]Aspartat im Sucrose-zuginglichen Raum (extra-Matrix Raum) des Sediments
‘und in geringerem Ausmal (= 13%) auf die Stopp-Verzogerung des Inhibitors zuriickzufithren ist.
= _i “Aus _g:licsen Hrgebnissen lieBen sich folgende Schlisse zichen: (a) Die Aktivitdt des Carriers bei 2°C ist
relativ 'gc_ring. Die Isotopenéquilibrigrﬁng kann 30-60 Minuten in Anspruch nchmen (Abb.3B). (b) Der
_ éx_ij.;_:me K. fur Aspartat, berechnet aﬁs Abb.3A, liegt im Bereich von 200-300 pM. (¢) Um die Genauigkeit
der Messungen bei intern niedrigen und/oder extern hohen Konzentrationen zu erhdhen, muBte das Signal-
Ra;usch-Yé}héltnis verbessert - : \{rerden. Deshalb Versﬁchten wir, . dcn_ _VOIlsiéindigen .Vc_ﬂa.l?lf :'der

- [;1-4’(_3]Aspart_at_—Aufna_}_}mekurve zur Auswertung heranzuziehen.
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Unter Homoaustausch-Bedingungen bleiben die Substratkonzentrationen in beiden 'Kompartimenten
konstant. Somit kann die gesamtc Progressionskurve der [MC]Aspartat-Aufnahmc bis zum Gleichgewicht
benutzi werden, um die tatsichliche steady-state-Anfangsrate zu berechnen. Wenn man die Aufnahme von

[14C]Aspartat im Gleichgewicht (Y, q) kennt, 186t sich die Progressionskurve wie {olgt linearisieren:

_ i qu _
Z = Y in - ot (GL 3.1),
f:q'Yt
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Abb.3: Anfangsraten und vellstindige Progressionskurven des Aspartat/Aspartat-Austauschs in Ratien-

‘herz-Mitochondrien. A. Lincarer Bereich des | 4C]Aspar_tateX/As_partatin—Austauschs;_ intcrne Aspartat-

konzentration 4.92 mM, interne Glutamatkonzentration (.47 'mM. Externe Aspartatkonzentrationen sind

* angegeben. Die Aspartat-Aufnahme bei ¢ = 0 (simultanc Injektion von Aspartat und 23 mM Pyridoxal-

“phosphat) entspricht dem Aspartat -Gehalt ‘im Sucrose-zuginglichen Raum und zusatzlich der Restauf-

- nahme nach Injektion des Inhibitors (micht korrigiert). B. Dasselbe Expemnent wie A Datcn fur langcre
- 'Inkubatlonszmten gezeigt (vollstindige Progressionskurven). '
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Abb.4: Bestimmung von Transportraten aus Progressionskurven. Dic Z-Werte (siehe Text) wurden aus
den Progressionskurven der Abb.3B berechnet. Dic Anfangsraten, die sich aus der Steigung der Geraden
ableiten, sind im Text angegeben.
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Abb.5: Bestimmung der Transport-Affinititen des Asp/Glu-Carriers fiir Aspariat auf Matrix- und 'Cymsol—
) seite von Rattenherz-Mitochondrien, Vollstandige Progressionskurven wurden bei verschiedenen Konzen-
“‘trationen an externem (80-900 M, @) und internem Aspartat (1.0-4.7 mM, A } gemessen (2°C, pH 7.4).

Die Konzeniration an Aspartat-im jeweils an_de__ren Kompartiment betrug 4.9 mM intern (&) bzw. 0.18 mM

extern (A). Mit Hilfe der Z-Funktion (Gl. 3.1) wurden Anfangsraten berechnet (s. Abb.4). Aus den gezeig-

"_ten Eadie-Hofstee Diagrammen crgibt 51ch em K fur cytosohschcs Aspartat von 232 pM und. fur Matrlx- L

S Aspartat von 3 316 mM
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wobei Y, die Aufnahme nach der Inkubationszeit ¢ ist (Aufnshme bei £ =0 abgezogen). Z 1alit sich verstehen
als Aufnahme, die fitr dic Variation (wihrend der Isotopen-Aquilibrierung) der spezifischen Radioaktivitae
des externen und internen Aspartats korrigiert wurde. Die Rate v stellt die Geschwindigkeit der unidirek-
tionalen Aspartat-Aufnahme (nicht nur der Markierung) dar, dic natiirhich wihrend des gesamten Experi-
menis konstant bleibt (5. Abb.4).

Abb3B zeigt die Progressionskurven fir dicselben Mitochondrien-Priparationen wic in Abb.3A und
fir die gleichen internen und externen Aspartatkonzentrationen. ¥, q Var 1.25 amol/pl, was gut iberein-
stimmt mit dem theoretischen Wert, der sich aus der Grole des externen und internen Substratpools cr-
rechnesn 1Bt In Abb.3B - wie in Abb.3A - wurde die Markicrung im Sediment bei £ =0 nichi abgezogen, um
aufzuzeigen, daB diese Menge im Vergleich zu Y, q gering ist und daf} somit das Signal-Rausch-Verhiltnis
deutlich verbessert warde.

Die Linearisierung der Progressionskurven entsprechend Gl 3.1 ist in Abb.4 dargestellt, wo Z gegen
die Zeit aulgetragen wurde. Die perfekte Linearitit beweist, dall die Progressionskurve durch eine einfache
Exponentialgleichung exakt beschricben werden kann., Aufgrund dicser methodischen Verbesserung
konnten wesentlich prizisere Raten aus den Steigungen ermittelt werdem: 1.48+0.03, 2.86=0.03 und
4,65 +0.06 pmol/s pro pl fir 80, 234 bzw. 900 uM externes Aspartat. Das aus dicsen Daten resultierende
Eadie-Hofstee-Diagramm zeigt Abb.S. Es ergab sich ein K -Wert fiir externes Aspartat von 230 uM.
Weiterc Messungen fithrien zu einem statistisch abgesicherten Wert von 216 =23 uM (Tab.IV).

Der K -Wert fiir Matrix-Aspartat konnte ermittelt werden durch Variation der Konzentration im
Bereich von 1-5 mM (s. 3.2) bei konstantem exicrnen [14C]Aspartat (180 wM). Abb.5 zeigt die aus lineari-
sierten Progressionskurven abgeleiteten Austauschraten in reziproker Darstellung, Die Streuung der Punkte
ist darauf zuriickzufithren, daf jede einzelnec Rate notwendigerweise mit ciner anderen Mitochondrien-
Priparation bestimmt werden mufite. Trotzdem ergab sich eine lincare Abhingigkeit, die zu cinem internen
K von ca.’3 mM fithrte. Auch dieser Wert konunic weiter abgesicheri werden, wobei ein recht verlallicher
Km von 24+0.5 mM erhalten wurde (Tab.IV). Die starke Asymmetrie des Carriers hinsichtlich seiner
Affinitdten auf beiden Seiten der Membran geht direkt aus dev unterschiedlichen Steigung der Geraden im
Eadie-Hofstee-Diagramm hervor (Abb.5).

" Um diese Ergebnisse aus intakten Mitochondrien besser mit den in Tab.l aufgelisteten K -Werten aus
Liposomen vergleichen zu kdnnen, mufite noch ein wesentlicher Faktor beriicksichtigt werden. Es stellte
sich heraus, daf8 der pH-Wert einen nicht zu vernachlassigenden Einflul auf die K, -Bestimmungen hatte.
Daher wurde die Affinitdt des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers fir Aspartat statt bel pH 6.5 nun bei pH
7.4 ermittelt, dem pH-Wert, der auch filr die Messungen mit intakten Mitochondrien eingestellt worden
war. Um Schwierigkeiten mit pH-Gradienten zu vermeiden, wurde der pH in beiden Kompartimenten
parallel gingestellt (s. 3.2). Wie Tab.IIl verdeutlicht, war an der Liposomen-Auflenseite ein signifikanter
‘Anstieg des K - Wertes mit dem pH von 44 pM (pH 6.5) auf 123 uM (pH 7.4) zu beobachten. Die internen
Werte hingegen lagen bei pH 6.5, 6.9 und 7.4 stets im Bereich von 3 mM. Bei pH 7.4 ist also eine sehr enge

Korrelation zu den.Transportaffinitaten festzustellen, die in intakten Rattenherz-Mitochondrien bestimmt

wurden (Tab.IV), wodurch die right-side-out-Orientierung des rckonstituierten Carrierproleins klar belegt
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3.4 Diskussion

Um di¢ transmembrane Topologic des rekenstituierten Carrierproteins funktionell zu analysieren, mufiten
Ergebnisse aus Vor- und Riicktausch-Experimenten herangezogen werden. Die Kompatibilitdt dieser
beiden Methoden zur Messung des Substratfluxes wurde daher grundlegend wberpriift. Mit IHilfe eines
Computerprogramms konnte gezeigt werden, dal} sich dic Isotopendquilibrierung in Vor- und Ritcktausch-
Messungen mit einer einfachen Exponentialgleichung beschreiben 1483t - im Einklang mit theoretischen
Uberlegungen (Gl 2.1 und Gl. 2.4). Zwar war die Berechnung absoluter Riicktausch-Raten mit cinem
gewissen systematischen Fehler behaftet (Tab.1l), der wegen einer Unterbestimmung des aktiven Lipo-
somenvolumens nicht korrigiert werden konnte, doch war dies fir die Ermittlung der K -Werte belanglos,
da hierzu relative Transportgeschwindigkeiten (V') ausreichten (Gl 2.6). Abb.1 und Tab.I belegen eine gute
Ubereinstimmung der K_-Werte, die in Vor- und Ricktausch-Experimenten erhalten wurden. Es ist -
zumindest fiir Liposomensysteme - das erste Mal, dal} die beiden klassischen Methoden zur Messung von
carrier-vermitieltem Substrataustausch so detailliert gegenibergestellt wurden. Dies bedeutete in jedem
Fall auch einen Vergleich von theoretischem Verstandnis und praktischer Verifikation der Antiport-
funktion,

Die grundicgende Ubecreinstimmung und wechselseitige Erginzung beider angewendeter Techniken
ermbglichie cinc zuverldssige kinetische Charakierisierung. Die maximale Austauschrate betrug 25
wmol/min pro 1 Liposomen, die ungefihr 10-20 mg rekonstituierten Asp/Glu-Carrier enthiclten. Zum
Vergleich sei hier auch die V__des Carriers aus intakten Rattenherz-Mitochondrien genanat, die sich bei
2°C und pH 7.4 auf 2.8 nmol/min pro mg Protein belief. Die Transport-Affinitdten an der AuBenseite der
Liposomenmembran waren signifikant hoher (K_: 50 und 250 pM) als an der Innenseite (K0 3 mM)
(Tab.). In Kontrollexperimenten mit externen Substratkonzentrationen bis 20 mM konnte dic Existenz
eines%wciten externen K -Wertes im millimolaren Bereich definitiv ausgeschlossen werden. Dement-
sprechend fanden sich auch an der Membraninnenseite keine hoher-affinen Bindungsstelien (Abb.2). Die
erhaltenen Transport-Affinititen kOnnen also als eindeutipe Merkmale der - beiden - Membranseiten
angeschen werden.

Diese hochpriferenzielle Orientierung (= 85%) der aktiven Carriermolekille in der Lipid-Doppel-
schicht schicn genau entgegengesctzt zur Ausrichtung in Rattenherz-Mitochondrien zu sein, wie Tabl zu
entnehmen ist. Die von LaNoue et al. (1979) veroffentlichten Daten zur Affinitdt des Carriers fiir externes
Glutamat (3.0 mM) und - in submitochondrialen Partikeln - {or externes Aspartat (55 M) stimmien iber-
raschend genau iiberein mit unseren Werten fiir internes Glutamat (3 mM) bzw. externes Aspartat (50 pM).
Wege_n_. der Invertierung der submitochondrialen Partikel mufite der K von 50 pM der Matrixseite

. iugeschrieben werden. Auch der X fiir externes Glutamat in Proteoliposomen (ca. 200 wM) war nicht
schr:verschieden vom K;-Wert fiir externes Glutamat (500 pM), das in submitochondrialen Partikeln die
[14C]Aspartat-Aufnahme kompetitiv inhibierte (LaNoue et al. 1979).

! " "Die ebenfalls in TablI aufgelisteten K -Werte, die von Murphy et al. (1979) in intakien Rattenleber-
Mitochondrien mit z.T. wesentlich direkteren MeBmethoden gewonnen wurden, widersprechen jedoch klar
'-:f_:incm submillimolaren K auf der Matrixscite. Es entstand cine Kontroverse fiber die Tauglichkeit der

‘unterschiedlichen - MeBsysteme (submitochondriale Partikel bzw. intakte Mitochondrien) fiir die
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Tab.III: Einflufl des pH auf die Km-Werte des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers filr externes und infernes
Aspartat. Austauschgeschwindigkeiten wurde mit der Vortausch-Methode als Aufnahme von {14’C]Aspaﬁat
ermittelt (externe K -Besiimmungen: 25-260 pM, interne K -Bestimmungen: 50 pM). Die Proteolipo-
somen enthielten 16 mM oder, im Falle der internen X_-Bestimmungen, 1-9 mM Aspartat. Die K_-Werte
wurden aus reziproken Diagrammen ermittelt {(Lineweaver-Burk oder Eadie-Hofstee) und sind als Mittel-
wert aus vier Bestimmungen angegeben. Die Einstellung des pH-Werts ist unter 3.2 beschriecben.

pH K, extern (mM) K, intern (mM)
6.5 0.044 =£0.003 26=03
6.9 0.084 £0.008 3.7x06
7.4 01230011 28x06

Tab.IV: Michaelis-Konstanten (K,,,) des mitochondrialen Asp/Gla-Carriers bei pl 7.4,

System - Substrat Temperatur K, (mM)
Matrixseiie cytosolische Seite
Proieoliposomen, Aspartat Raumtemp. 2.8 + 0.6 0.123 = 0.011

Carrier aus Rinderherz-
Mitochondrien (Tab.1l1)

intakie Rattenherz- - Aspartat _ZOC 24 =05 0.216 + 0.023
Mitochondrien (Abb.5)

mtakie Rattenleber- _ Aspartat 10°C 5.0 -
Mitochondrien (piH 72)% '
invertierte submitochondriale ~ Aspartat 17°C 0.042 -

Partikel aus Rattenherz

Proteoliposomen, -+ o Glutamat Raumtemp.. - ~1.81
‘| Carrier aus Rinderherz-
| Mitochondrien ¢~

| intakte Rattenleber- Glutamat  10°C - 58
| Mitochondrien (pH 7.2)¢ '

9 Murphy et al. 1979
b 1 aNoue et al. 1979
€ Dierks et al. 1988
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Bestimmung der Affinitatskonstanten auf der Matrixseite (Duszynski et al. 1978, LaNoue et al. 1979,
LaNoue und Watts 1979, Murphy et al. 1979, Williamson et al. 1979). Wir selbst muBten feststellen, dall die
kinetischen Untersuchungen zum Transportmechanismus, die LaNoue et al. {1979) in submitochondrialen
Partikeln unternahmen, sehr unprizise waren und deshalb zu falschen Ergebnissen fithrten (s. 4.). Doch
auch dic offensichtlich zuverldssigeren K_-Werte aus intakten Rattenleber-Mitochondrien von Murphy et
al. (1979) halfen in der Frage der Orienticrung des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers nicht weiter, da die
gemessenen Affinitdten auf Cytosol- und Matrixseite ungefihr gleich waren (5.8 bzw. 5.0 mM). Tatséchlich
stellie sich auch in unseren Messungen mit Protecliposomen heraus, daB bei dem von Williamson und
Mitarbeitern (Murphy et al. 1979) verwendeten pH von 7.2 der K -Wert fiir externes Glutamat (1.6 mM,
pH 7.4) nahe bei dem fiir internes Aspartat (2.8 0.6 mM, pH 7.4) lag (Tab.IV). Infolge der Regulation des
Glutamat/H +-Cotransp0rls durch den pH-Wert (s. 4.4) war nimlich ein deutlich hoherer K fiir dieses
Substrai zu messen.

Fiir die endgiltige Kldrung der transmembranen Proteinorientierung fehlfen Daten zur Transport-
Alfinitdt des nativen Asp/Glu-Carriers fiir cytosolisches Aspartat, zumal dieser X -Wert einem erheblich
geringeren pH-EinfluBl unterlag (Tab.II). Die hier durchgefithiten Experimente mit intakten Rattenherz-
Mitochondrien lieferten einen Wert von 216 223 pM (pH 7.4). Wie in Proteoliposomen (12311 uM) lag
dieser K somit definitiv niedriger als der entsprechende K fiir Aspartat auf der Innenseite von
Mitochondrien (2.4 0.5 mM) und Liposomen (2.8 £0.6 mM) (Tab.IV). Diese Korrelation belegt eindeutig,
daf} das rekonstituierte Protein 'right-side out’ orientiert ist. Die wirklich erstaunliche numerische Uberein-
stimmung 136t darauf schiteBen, daB die Transport-Affinititen des Carriers aus verschiedenen Organismen
(Rindes- bzw. Rattenherz) dhnlich sind und daB sic sich weder durch die Isolierung des Proteins noch
durch verschiedene Temperaturen wesentlich verdndern (TabIV). Der klar me8bare Einflufb des pH auf
die K -Bestimmungen wurde beriicksichtigt (Tab.llI), was dic Zuverlassigkeit dieses Vergleiches von
Proteoliposomen und Mitochondrien erhoht.

Wie Tab.I'V weiterhin zeigt, konnte somit auch der Konflikt zwischen den Arbeitsgruppen von LaNoue
und Williamson zugunsten letzierer aufgeldst werden. Dies belegt die Signifikanz sorglaltiger kinetischer
S_tudich, in denen das native und das rckonstituicric System vergleichend eingesetzt werden. Entscheidend
dabei ist eine grundlegende methodische Absicherung, um auch in intakten Mitochondrien zu korrekien

~ Austauschraten zu kommen, wie in 3.2 und 3.3.2 (Abb.3 und 4) beschrieben wurde. Zuverléssige Anfangs-
raten moglichst direkt zu ermitteln ist keineswegs trivial. Technische Probleme limitieren oft die Anwend-
‘barkeit des kinetischen Aunsatzes in Untersuchungen mitochondrialer Carrier. Die hier beschriebene
' gegenseitige Bestitigung der Resultate aus Mitochondrien und Proteolipesomen bedeutete eine gute Basis
. .Vor allem fiir die Erforschung des kinetischen Transportmechanismus und erhohie die Relevanz der Ergeb-
nisse fiir den Carrier in vivo (s. 4.}. Die Aufklirung der right-side-out-Orientierung war auBerdem von
* ‘Interesse fiir dic unidirektionale Exportaktivitat des Asp/Glu-Carriers in Liposomen (s, 7.), welche so direkt

~mit den in Mitochondrien beobachteten Efftux-Phinomenen korrelierf werden konnte. Der Befund der

B asymmetrischen Rekonstitution eines (relativ kleinen) Membranproteins wird in der allgemeinen Diskussion

“auch vor einem methodischen Hintergrund betrachtet und mit den verfiigbaren Daten zur Orientierung

- 'a.ngicrer Membranproteine verglichen (s. 10.1).
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4. Antiportfunktion des Asp/Glu-Carriers:
Aufklsrung des Reaktionsmechanismus in Proteoliposomen und Mitochondrien (Dierks, Riemer & Krémer
1988; Dierks & Krimer 198%a; Sluse, Evens, Dierks, Duyckaerts, Sluse-Goffart & Krémer 1990)

4.1 Kinleitung

Der kinetische Ansatz bietet in den allermeisien Fillen die wichtigste oder sogar einzige Moglichkeit, um den
Mechanismus carrier-vermiitelten Transports zu erhellen. Wegen fehlender Daten zur Raumstruktur der Car-
ricrproteine kann dic Kinetik immer nur ein mehr oder weniger detailliertes Funkiionsmodell liefern, das die
Carrier-Substrat-Wechselwirkung und u. U. auch die Transportschritie beschreibt. Die Gewinnung funktionel-
ler Informationen aber kann, das zeigt die Literatur, mit groBen methodischen Problemen verbunden sein,

wobel dic Komplexitit des MeBsystems oft der limiticrende Faktor ist. In mitochondrialen Membranen jeden-

falls kam cs stets zu aulerst verschiedenen Modellvorschliigen, wenn mehr als einc Arbeitsgruppe denselben.

Carrier kinetisch analysierte, was bisher fiir den ADP/ATP-Carrier (s. 4.4) und den Asp/Glu-Carrier zutrifft.
Im Falle des Asp/Glu-Carriers versuchten zwei Laboratoricn, den Antiportmechanismus kinetisch zu
beschreiben (LaNoue et al. 1979, Murphy et al. 1979). Zum cinen wurden dic Ergebnisse klassischer
Bisubstrat-Analysen und Hemmkinetiken, die vor allem in submitochondrialen Partikeln von Rattenherz-
Mitochondrien durchgefithrt wurden, als Indizien fiir einen Ping-Pong-Mechanismus gewertet; dieser impliziert
die Exponierung einer Bindungsstelle in alternierender Folge auf den beiden Sciten der Membran (LaNoue et
al. 1979). Zum anderen wurden intakte Rattenleber-Mitochondrien untersucht und kinetische Muster erhalten,
dic cinen sequentieilen Bisubstratmechanismus anzeigten; demzufolge wiren zwei Bindungsstelien involviert,
deren Besetzung zur Bildung eines terndren Komplexes fithrte (Murphy et al. 1979). In dieser Studie wurden
jedoch keine Indizien erbracht, die die Reihenfolge der Bindungs- und Transportschritte beschrieben hatten,
sondern es wurde lediglich postuliert, dafl der ternére Komplex nicht das Transiokationsintermediat datstellt.
Daritberhinaus wurde die Interaktion der beiden Substrate Aspartat und Glutamat mit dem Carrier sowohl als
kompetitiv (LaNoue et al. 1979) als auch als nicht-kompetitiv klassifiziert (Tischler ct al. 1976). 'Ebcn_s_o
kontrovers war der Cotransport des Protons. La Noue et al. (1979) zeichneten ein Modell mit einer distinkten
HJ_F_—EBindungsste_lle, wihrend Murphy et al. (1979) zu dem Schlull kamen, dafl das Proton als G/H*
gebunden wird. Ein weiterer Befund, der nicht verstanden wurde, betrifft die funktionelle Asymmetrie des

Asp/Glu-Heteroaustausches in deenergetisierien Mitochondrien (Tischler et al. 1976). B
Um diese ungeldsten Fragestellungen zu kldren, untersuchten wir den Asp/Glu-Antiport in erster Linie im
rekonstituierten System. Dieses bietet neben der Eliminierung des mitochondrialen Stofiwechsels vor aliem den
fiir Bisubstratkinetiken entscheidenden Vorteil, das interne wie das externc Kompartiment experimentell
nahezu beliebig variieren zu kinnen. Mit der asymmetrischen Insertion des aktiven Carrierproteins in liposo-
.n_l_aie_Membranen (right-side- out, s. 3.) wurde ein Modellsystem etabliert, das klare Interpretationen der
durchgefiihrien. kinetischen  Experimenie érmégﬁchtc. Auf erste, hier -nicht vorgestellte Ergebnisse zur
h Symmetrie der Antiportreaktion unter deencrgetiéierten Bedingungen (Dierks et al. 1988) sowie zum Traasport
ol dg:_s._Protons (Dierks et al. 1988, Dierks & Krimer 1989) soll in der Diskussion (4.4) néher cingegangen werden.
" "Die offensichtliche Widerspriichlichkeit der Ergebnisse, die in mitochondrialen Membranen erhalten

- wurden, unierstreicht aber auch die Notwendigkeit, den Asp/Glu-Carrier erncut in intakien Organellen zu
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untersuchen. Diese Aufgabe, die in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. F. Sluse (Liittich)
angegangen wurde, bedeutete zunichst eine methodische Optimierung und eine fundierte kinetische Beschrei-
bung der Cytosol- und der Matrixseite des Carriers (s. 3.). Der vergleichende Finsatz beider analytischer
Systeme, Protecliposomen wie Mitochondrien, fithrte schlicBlich zu konsistenten Ergebnissen, dic somit

erstmalig eine verldBliche kinetische Beschreibung eines mitochondrialen Antiporters liefern.

4.2 Methoden

Kinetische Analyse des rekonstituierien Asp/Glu-Carriers
Proteoliposomen mit rekonstituiertem Asp/Glu-Carrier aus Rinderherz-Mitochondrien wurden pripariert nnd
zur Transportmessung eingeseizi, wie im allgemeinen Methodenteil beschricben. In den meisten Experimenten
wurde Valinomycin und Nigericin benutzt, wm deenergetisierte Bedingungen zu gewihrleisten (s. 3.2). Zur
Untersuchung des Einflusses des Membranpotentials wurden Kt -Dilfusiopspotentiale durch Anwendung von
Valmomycin (500 ng/mg Phospholipid) in Gegenwart von Kt -Gradicnien (100 mM intern/1 mM extern oder
umgékehrt) érzeugt. Die K -Gradienten wurden geschaffen, indem wihrend der Gelfiltration der Lipoéomen
(intern MOPS/KOH) das externc MOPS/KOH gegen MOPS/NaOH ausgetauscht wurde, oder - fiir die umge-
kehrte Polaritdt - indem 50 mM K,SO, zugesetzt wurden (intern MOPS/NaCH). Um bei diesen Messungén
Storungen des Diffusionspotentials durch NH 4+—Ionen zu vermeiden, war es notwendig, das Protein in 100
mM Natriumphosphat stat{ in 300 mM Ammoniumacetat zu praparieren. '
 Vortausch-Akiivititen wurden mit Hilfe eines Computerprogramms berechnet (s. 2.3). Wie in den jewei-
ligen Legenden angemerkt ist, konnten im Falle umfangreicher Bisubstrat- oder Kompetitionsanalysen nur
Einpunktkinetiken (20 s) gemessen werden, um bei annchmbarem experimentellen Aufwand eine ausreichende
Zahl an Datenﬁunkten zu erhalten. In Kontrollexperimenten konnte sichergestellt werden, da} die ersien 30 s
der Isotopeﬁz’iquiiibrierung unter allen Bedingungen im linearen Bereich der durch Gl 2.1 beschreibbaren
Ku_rvé_.-lagcn. Die statistische Sicherheit war gegeben, solange geniigend Aktivitdtsdaten fiir eine verldBliche
lineare chrcssion zur Verfiigung standen, die fiir die Gewinnung der kinetischen Konsianten aus reziproken
Diagrar_n?nan durchgefithr( Wdc. Wenn verschiedene Liposomenpriparationen innerhalb eines Experimentes
Vc_rwe_ndﬁné fanden, so Wurden die gemessenen Transportaktivititen auf der Basis von Phospholipid-Bestim-
mﬁngen {Chen et al 1956) normalisiert, um unterschicdfiche Verdiinnungsfaktoren wihrend der Sdulen-
passagen aufzuhcben, AuBerdem wurde DTNB und DTE eingesetzl, um den langsamen Efflux von internem

Substrat zu eliminieren, der wahrend der Entfernung des externen Substrats auftrat (s. 2.3).

Kin_etiscﬁe Analyse des Asp!Glu-Carriers in Mitochondrien

Aile_'.éngeweﬁdeten ‘Methoden zur Messung der Aspartat/Aspartat-Homoaustanschaktivitit in intakien
'_.Ratter.lherz. Mitochohdrien wurden in 32 beschricben. Die Antiportraten wurden entsprechend Gl 3.1 aus
) hnearlslerten Progressmnskurvcn der [ C]Aspartat Aufnahme berechnet (s. 3.3, Abb 4) Die. statzstische

B Auswertung der Daten in Abb. 7 und 8 wurde ZUVor von Sluse et al. (1973) beschneben
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Abb.6: Basubstrat-Anaiyse der VoIt rekonsmmerten Asp/Glu Carner verm;tte!ten Aniipori Reaktmn
(Gluy /Asp, ). Die [ C]Aspartat—Aufnahme nach 20 s diente zur Berechnung von Anfangsgeschwindigkeiten
des Austausches A, C: - Linewecaver-Burk- -Diagramme zeigen die Abhangigkeit der Antiportaktivitit von
internem Glutamat bzw. exicrnem Aspartat. Dic Konzentration der Gegensubstrate war wie folgt; A: 25 (@),
35(A), 50 (E), 70 (€), 100 (X) und 250 pM (¥) externes Aspartat; C: 1 (@), 1.5 (&), 2.5 (8), 5 (¢) und 20
~mM (¥ ) internes Glutamat. ‘B, D: Sekundire Auftragung der Steigungen. ( @ ) und Ordinatenabschnitte -
- (“ uwv, ) (&) der priméaren Diagramme A und C. Die angegebenen konzentrationsunabhingigen K_-Werte

{s. Tex‘t) Wurden aus den Achsenabschnitten der sekundéren Diagramme ermittelt, wicin B angegeben Zur
*'Bedeutung der Kiy-Werie siehe Text, Die V_ —Werte extrapoliert auf unendhche Konzentratlon von mternem
. und externem Substrat lagcn bei 26 p,M/mm (B) bzw 25 pM/mm (D) SR T
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4.3 Ergebnisse

43.1 Kinetigche Bisubstrat-Analysen

4.3.1.1 Untersuchungen im rekonstituierten System
Der Gegentausch zweier Substrate itber Membranen, katalysiert von einem Antiportcarrier, kann kinetisch in
Form ciner Bisubstratreaktion beschrieben werden. Die klassische Bisubstrat-Analyse ist daher die Methode
der Wahl, um Einsicht in die Sequenz von Bindung und Dissoziation der Substratmolekiile wihrend des kataly-
tischen Zyklus zu gewinnen, Dazu mul} rﬁan die Antiportgeschwindigkeit als Funkiion der Substratkonzentra-
tionen sowohl im internen als auch im externen Kompartiment bestimmen. Aus dem resultierenden kinctischen
Muster sollte eine klare Entscheidung getroffen werden konnen zwischen den zwei grundlegenden Bisubstra-
Mechanismen, dem Ping-Pong- und dem sequentiellen Typ (Cleland 1970). i

Abb.6 zeigt die Ergebnisse einer Bisubstrat-Analyse der Heteroaustausch-Reaktion Glutamat (intern)/
Aspartat {extern) unter deenergetisierten Bedingungen. Das interne Glutamat wurde von 1-20 mM und das ex-
terne Aspartat von 25-250 uM variiert - also im Bereich des jeweiligen K_-Wertes. Antiportgeschwindigkeiten
wurden aus der Messung der Aspartataufnahme innerhalb von 20 s crmittelt (s. 4.2). Dieser umfangreiche
Datensatz, in Lineweaver-Burk-Diagrammen dargestellt, ergab Geraden, dic nicht parallel waren, sondern ¢in
Muster mit gemeinsamem Schnittpunkt bildeten (Abb.6 A und C). Die Nicht-Parallelitit wurde noch
offensichtlicher, wenn man die Daten in Sckundiraunfiragungen weiter analysierte (Abb.6 B und D), wobei der
Auftrag der Steigungen der priméren Kurven gegen die reziproke Konzentration des nich(-variierten Substrats
keinesfalls horizontal verlief. Die Steigung im Lineweaver-Burk-Diagramm représentiert K apprmax app’
Demnach erhoht eine Anhebung der Substratkonzentration in einem Kompartiment vor allem die Transportrate

v }, ohne gleichzeitig die Affinitdt des Carriers fiir das Substrat im anderen Kompartiment wesentlich zu

max,a;
beemﬂiisen Dieses Ergebnis kann nur mit einem sequenticllen Mechanismus erkldrt werden, dessen Charakte-
ristikum ein terndrer Protein-Substrat-Komplex ist, der sich wihrend des katalytischen Zyklus bilden muf
(Cleland 1970). Im Falle des Heteroaustausches bindet demzufolge das Carrierprotein ein Aspartat- und ein
Glutamatmolckiil, wobei zwischen beiden Assoziationsschritten eine_reversib_le_ Verbindung besicht, die nicht
duich einen Translokationsschritt unterbrochen wird. |

Die Tatsache, dafl dassclbe kinetische Muster zu beobachten war, unabhanglg davon, ob das interne oder
das externe Substrat als das variierte oder nicht-variierte gewéhlt wurde. (Abb.6 A bzw. C), belegt die Giiltigkeit
der folgenden Bisubstrat-Geschwindigkeitsgleichung, die in algebraischer Hinsicht beziiglich beider Substrate

symmetnsch 151 Sle 5011 hler fur externes Aspartat als dem varnerten Substrat angegeben werden BT

1/v = 1/V + KA/( A) ¥ KG/( G) . KIA KG/( A G) | (Gl 41)

-A und G sind dle Konzentratlonen des externen Aspartats bzw mternen GIutamats Dle Mmhaeks-Konstanten
. K sind. enisprf:chend indiziert. K. ;A 15t die Dissomaﬂonskonstante des bindren Carncr-Aspartat Komplexes K G
| kann emgefuhrt werden durch emfachcs Umschreiben der Gielchung fur Glutamat als vanablem Substrat. Der
Wert dieser spezxﬁschen Konstanten in Ping-Pong-Mechanismen wire null da kein ternarcr Komplex mvoiwert '

st Wie Jedoch aus Abb 6B und D kIar crkennbar, haben a]le in der Glelchuug benutzten Parameter ﬁmte__-
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Abb.7: Bisubstrat-Analyse der vom Asp/Glu-Carrier vermittelten Antiport-Reaktion (Aspartat/Aspartat) in
intakten Rattenherz-Mitochondrien. Vollstdndige Progressionskurven wurden aufgenommen bet verschie-
dencn Konzentrationen von internem und externem Aspartat, wie angegeben (2°C, pH 7.4). Anfangsraten (£
Standardabweichung) wurden aus der Auftragung von Z gegen die Zeit ermittelt (s. Abb.4). Die Geraden
wurden den Datenpunkien angepalt unter Annahme eines gemeinsamen Schnittpunkies auf der Abszisse, der

jedoch nicht vorgegeben wurde.
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- Abb.8: EinfluB der internen Aspariatkonzentration auf die Antiportaktivitit (Aspartat/Aspartat) des

. “Asp/Glu-Carriers in ~intakten -Ratienherz-Mitochondrien. ~ Vollstindige Progressionskurven - wurden

”aufgenommcn (2°C, pH 7.4) bei verschiedenen internen Aspartatkonzentrationen und 180 pM externem

'[1 ClAspartat (03). Die Daten fir unendliche externe Aspartatkonzentration (&.) stammen aus Abb.7 (appa-

_rente Vi ~Werte) Das. interne Glutamat betrug unter “allen Bc,cimgungen ‘weniger -als 7% des. mternen'

e "_Aspartais Zur Darstcllung und Auswertung der Daten 5. Abb.7.
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Werte, die sich aus den Achscnabschnitten und Steigungen der sekunddren Diagramme errechnen liefien
{Cleland 1970}. Die angegebenen Transportaflinititen sind exirapoliert fiir unendliche Konzentration des nicht-

variiertcn Substrats auf der anderen Seite der Membran. Thre Werte, 46-350 uM fiir externes Aspartat und 2.7-2.9

mM {ar internes Glutamat, sind identisch mit den bei endlicher Substratkonzentration ermitielten Km-Werten-

(Tab.I}. Fir die ¥ bei unendlicher Konzentration von internem und externem Substrat ergab sich ein Wert
von 25 ymol/min pro 1 Liposomen (10-20 mg Asp/Glu-Carrierprotein).

Die Bisubstrat-Analyse des Asp/Asp- oder Gluy/Glu-Homoaustausches fithrte zu sehr dhnlichen kinetischen
Maustern, wie fiir den Heteroaustausch erhalten (Ergebnisse micht gezeigt). Folglich muf allen Austauschreak-
tionen ein Protein-immanenter Mechanismus zugrunde liegen, der unabhingig von der Art des Substrats ist. Der
beobachtete Schaittpunkt der Geraden lag stets nahe bei der Abszisse. Dies bedeutet, daB3 die entsprechenden
K (K5 oder KG) und Kig-Konstanten (K; 4 oder K;5) dhnliche Werte haben. Dic Bindung sowohl des inter-
nen als auch des externen Substrats erfolgt also mit vergleichbarer Affimitét an den [reien oder einfach besetzien
Carricr. Dic unabhéngig in Abb.6 B und D bestimmicn Ki¢-Werlc fiir interncs Glutamat (1.6 mM) bzw. externes
Aspartat (30 M) fihren zu einem konstanien Faktor (0.57 bzw. 0.62) zwischen K und Kig, so dal} ein rapid-

equilibrium-random-Mechanismus vorliegen muf, ein Spezialfall des sequentiellen Reaktionstyps (s. 4.4).

4.3.1.2 Untersuchungen in intakten Rattenherz-Mitochondrien
Die Bedeutung dieser Ergebnisse fiir den Carrier in der intakten Mitochondrienmembran wurde berpriift,
indem Bisubstratkinetiken auch in ganzen Organellen durchgefibst wurden. Vorausscizung dafiir war die
Etablicrung und Optimierung verschiedener methodischer Ansdize, wie unter 3. beschricben, Der Befund, dal
die Interakiion des Substrats mit dem Carrier, charakterisiert durch internc und exierne K -Werte, in
Mitochondrien und Proteoliposomen quantitativ vergleichbar war (Tab.IV), bot ideale Bedingungen fiir die
Untersuchung, ob auch der zugrundeliegende Transportmechanismus derselbe war, Um mun die wechselseitige
Interaktion von internem und externem Substrat mit dem Carrier zu studiercn, wie oben fiir das Liposomen-
system beschrieben, wurde das Experiment aus Abb.4, wo nur das externc Substrat variert worden war, bei
verschicdenen ternen Substratkonzentrationen reproduziert, Durch Aufnahme vollstdndiger Progressions-
kurven des Asp/Asp-Homoaustausches (s. 3.3.2} wurden drei Datensitze gewonnen fiir die Austauschraten bei
drei verschiedenen internen Aspartatkonzentrationen (1.04, 3.3 und 4.9 mM), Diese wurden in Abb.7 doppelt-
reziprok aufgeiragen. Die durch lineare Regression erhaltenen Geraden konvergierten wiederum sehr nahe bei
der x-Achse, was - in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Proteoliposomen (Abb.6) - einen sequenticllen
Transportmechanismus anzeigt. Durch Anwendung einer speziellen statistischen Methode (Sluse et al. 1973)
konnte unter Berechnung der kleinsten Fehlerquadrate ein gemeinsamer Schnittpunkt auf der Abszisse ermittelt
werden, der zu einem K| von 216+ 23 wM fiir externes Aspartat fiihrte. |
Dic umgekehrie Vorgehensweise, d. h. die Variation des internen Substrats bei verschiedenen konstanten
externen Konzentrationen, ist in Mitochondrien wegen der in methodischer Hinsicht beschrankten Zugénglich-
- keit des Matrixraumes mit grofBerem Aufwand und deshalb auch mit grofierer Ungenauigkeit verbunden (s. 3.2).
.3Nimm_t-man 'die Daten-_iur K -Bestimmung fiir-internes-Aspartat, durchgefﬁhrt bel halbsiitigender externer
' S_ubstralkonzentratiqﬁ (Abb.5), und auBlerdem die Austauschraten bei unendlicher externer Konzentration, die
:_Sjch aus den Ordinatenabsc_hnitten_v.on Abb.7 ergebén, so kommt ri__xan zu zwei Geraden, die ebenfalls einen

-~ gemeinsamen Schaittpunkt nahe der Abszisse zeigen. Der in Abb.8 gezeigte Schaittpunkt entspricht cinem K
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fiir internes Aspartat von 2405 mM. Die Konvergenz der Geraden aul der Abszisse, wie in Abb.7 und 8
beobachtet, bedeutet, dall der Wert des externen und intcrnen K unabhingig von der Substratkonzentration im
jeweils anderen Kompartiment ist (vgl. 4.3.1). Es werden also die K_-Werte bestitigt, die fiir den Vergleich mit
dem Liposomensysicm herangezogen wurden (Abb.5). Die maximale Austauschrate, die aus Abb.R [iir unend-
liche Konzen(ration an externem und internem Aspartat extrapolicet werden konate, belic{ sich bei 2°C und pH

74auf94=16 pmol-s_l- pl“l, was einem Wert von 2.8 nmol/min pro mg Protein entspricht.

4.3.2 Einfiull des zweifen Substrats bef Anwesenheit im selben Kompartiment
Diese Konsolidierung der Ergebnisse durch Vergicich mit inrakten Mitochondrien bot eine gute Basis, um den
Transporimechanismus in Proteoliposomen noch detaillierter zu untersuchen. Dies geschah zuniichsi in Form
von Inhibitionskinetiken, dic bei Anwesenheit beider Substrate auf derselben Seite der Membran gemessen
wurden, Genaue Analysen des Inhibitionstyps erlauben es vorherzusagen, ob verschiedene Carrier-Formen an
der Substratbindung betetigt sind und/oder ob zwischen thnen cin schuelles Gleichgewichi vorliegt (s. 4.4). Bei
diesem experimentellen Ansatz wurde nur ein Substrat markicrl cingesetzt. Das jeweils andere unmarkierte
Substrat wurde als Inhibitor betrachtet, da nicht scine eigene Translokation verfolgl wurde, sondern sein Einftuf}
auf den Transport des markierten Substrats. Abb.9A zeigt dic Inhibition der Aspartataufnahme durch dic
Anwesenheil von Glutamat auf der Membranaufenseite. Die Eadie-Hofstee-Auswertung fithrte zu Geraden, dic
sich auf der Ordinate schnitten. Dics stcht im Einklang mit einem kompetitiven Inhibitionsmechanismus,
wodurch angezeigt wird, dafl Aspartat und Glutamat an diesclbe(n) cxterne(n) Stelle(n) binden. Die Inhibitions-
konstante K, dic sich aus einer Sekundiranftragung crgab (Einsatz von Abb.9A), lag bei 180 oM und stimmt gut
ﬁb_cr_c__i_n mit dem externen K e der zuvor fir Glutamat ermittelt wurdce (ca. 200 pM, Tab.IV). .
'-:Wcitere Kompetitionsstudien wurden fir das innere Kompartiment durchgefithrt. Hier konnte nur eing
weitaus geringere ‘Anzahl von Datenpunkten erhalten werden, da fiir jede Substrat/Inhibitor-Kombination einc
eigene Liposomenpriparation notig war. Um extern sdttigende Bedingungen zu gewihrleisten, mufte auBerdem
die wesentlich aufwendigere Riicktausch-Technik cingesclzt werden (s. Methoden). Wihrend der Vormar-
kierung des internen Glutamat-Pools galt es, cine Anderung des internen Aspartat/Glutamat-Verhilinisscs zu
vermeiden. :Dcs.halb_ wurden bei diesem Schritt nur submikromolare Konzentrationen markierten Glutamats
cingeselzt bei einer Inkubationsdauer von wenigen Minuten. Den Einflub von internem: Aspartat auf den
[lf}C]Gluin/GlueX-_Rﬁck[ausch zeigt Abb.9B. Ahnlich wie in Abb.9A crgaben sich Geraden, die auf der Ordinate
éufei_n_ander trafen. Dics .beiegt ein kompetitives Verhalten von Aspar{at und Glutamat auch auf der Innenseite
der Membran. Dementsprechend stimmie der K;-Wert fiir internes Aspartat (2.8 mM) gut mil dessen internem

: K_m_ﬁbereig(.ca. 3 mM, Tab.l).

.__?_3.3.3 Einfluf} des Membranpetentials

Krimer und Klingenberg (1982) haben gereigt, daB der EinfluB cines elekirischen Gradienten (AY) auf dic
_'.Transportaktivitét des rekonstituierten ADP/ATP-Carriers erkldrt werden kann durch die élcktrophorctisohc
. Modulation der Transportrate éeiadenener Carrier-Substrat-Komplexe. Folglich kann die. ..Lad_ungsverte_ilung im
: “:t__r_ansloziercnden Carrier-Substrat-Intermediat beurteilt werden, wenn man die elektrischen Eigenschaften der
‘Austauschreaktion kennt. Im Falle des Nucleotid-Antiports beschrieb das kinetische Modell, das theoretisch

-ﬁbgeleitet 'ﬁnd__-_expei_‘imentﬁli verifiziert wurde (Kramer ‘& Klingenberg 1982), nicht nur den Einflufi auf den
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Abb.9: Einflull von externem Ghﬁtamat auf die Aufnahme vor {MC]Aspariat (A) und Einflu8 von internem
Aspartat anf den Export von { (,}(xlutamat (B) infaus Liposomen mit rekonsiituieritem Asp/Glu-Carrier, A:
Die {MCJAspartat-Aufnahme nach 20 s diente zur Berechnung von Anfangsgeschwindigkeiten des Austausches.
Das Eadie-Hofstee-Diagramm zeigi die Hemmkinetik der Aspartat-Aufnzhme durch verschiedene externe
Gluiamatkonzentrationen: 0 (@), 100 (&), 200 (&), 400 1M (). Das externe Aspartat wurde jeweils von 25-300
uM variiert; inlernes Subsirat: 10 mM Aspartat und 10 mM Glutamat. B: Aus Rilcktausch-Messungen des
[14C]Glutamat-Exporis wurde die Geschwindigkeitskonstante & des Glu/Glu-Austausches in Abwesenheit (&)
und Anwesenheit (A) von internem Aspartat {5 mM) bestimmt. In beiden Fillen wurde das interne Glutamat
von 1.25-10 mM variiert; externes Substrat: 3 mM Glutamat. Zur Berechnung von v' aus k siche Gl. 2.6. Die
Einsitze zeigen die Extrapolation der jeweiligen K -Werte und kompetitiven Inhibitionskonstanten K.

Tab.V: Hinflul des Membranpetentials auf die Antiportaktivitit des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers bei
unterschiedlicher Substratverteilung. Die Transportaktivitit wurde in Vortausch-Messungen der Anfangs-
geschwindigkeit bestimmt (s. 4.2). Die Daten stammen aus zwei Experimenfen, die unter verschiedenen
Bedingungen durchgefithrt wurden: (a) extern 50 pM Aspartat/intern 16 mM Aspartat bzw. Glutamat, pH 6.5;
(b) extern 100 wM Glutamat/intern 24 mM Aspartat bzw. Glutamat, pH 7.0. Zur Préparation des Proteins und
Erzeugung des K + -Diffusionspotentials siche 4.2. Der angegebene Asymmetriefaktor bezeichnet das Verhiltnis
der Austauschaktivititen bei Membranpotentialen entgegengesetzter Polaritit (innen positiv.: innen negativ).

Substrat Austauschaktivitdt (pM/min) bei K+in(mM)/K+ex(mM) o Asymmetric_
fakior
intern extern 1/100 ¢ 171 1007100 . 100114
A_spartat "Aspartat {a) 44 . ”:4.0 " _' 46 - ._ 36 12 _
Ghwems Apaw@ 75 23 26 o s
: A_spartat : ..-Giutamat (b) : 08 T h?b_b' : 21 .. 31 o SRR 026 g
__-:Glulamat - Giutamat (by .' _' g 2.0_” R S _ 21 22 B St
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elektrogenen ADP/ATP-Heteroaustausch, Zusitzlich machfe das Modell eine Hemmung des nicht-elektro-
genen ATP/ATP-Homoaustausches durch ein Membranpotential - unabhingig von dessen Polaritdt - zur
Bedingung. Diese Vorhersage fuite auf der asymmetrischen Ladungsverteilung bindrer Translokationsinter-
mediate, wie filr einen {Carrier3 + -ATP4']—K0mpEex anzunchmen ist. Solch ein Komplex wiirde auf die positive
Seite einer energetisicrten Membran verlagert. Das resultierende Ungleichgewicht der zwel cntgegengesctzt
ausgerichteten Carrierkonformationen hitte dann eine deutliche Hemmung der gesamten Antiportreaktion zur
Folge, wie tatsachlich fiir den ATP4“/ATP4"—, aber nicht fiir den ADP3'/ADP3"-H0moausaausch beobachtet
werden konnte (Krimer & Klingenberg 1982). Zur Giltigkeit des dabei zugrunde gelegten kimetischen
Mechanismus des ADP/ATP-Carriers siche 4.4.

Ubertriigt man dieses Modell der elektrophoretischen Kontrolle auf unsere Untersuchungen zum
Mechanismus des Asp/Glu-Gegentausches, so sollte ein bindrer [Carrier-Asp }-Komplex, nicht jedoch ein
[Carrier/ﬁ+—Glu'}—K0mpiex durch AY beeinflut werden. Deshalb konzentrierte sich die folgende Analyse
auf den Asp/Asp-Homoaustausch. Mit Hilfe des elektrogenen K+-Ion0phors Valinomycin wurde ein K.
Diffusionspotential (ca. 120 mV) an die Liposomenmembran angelegt, wobei beide Polaritdten eingestelit
werden konnten (s. 4.2). In Tab.V sind die Transportraten aufgelistet, die bei allen denkbaren Zusammenstel-
fungen von infernem und externem Substrat erhalten wurden. Dabei mul3 betont werden, dall diese Daten in
zwei verschiedenen Experimenten gewonnen wurden, so dafl die absoluten Werte nur innerhalb eines Experi-
mentes verglichen werden konnen. Tab.V macht deutlich, daB die Energetisierung der Membran weder im
Falie des Glw/Glu- noch im Falle des Asp/Asp-Homoaustausches eine signifikante Hemmung hervorrief. Im
Gegensalz dazu crgaben sich bei den beiden moglichen Hcteroaustausch-Konstellationen klare Asymmetrie-
faktoren (8.3 bzw. 0.26, s. Tab.V), da sich die Austauschaktivititen bei verschiedener Polaritdt des Membran-

poteniials stark unterschieden.

4.4 Diskussion

Ein rekonstituiertes System reduziert - besonders bei Verwendung gereinigter Carrierproteine - die Komplexi-
tit intakter Mitochondrien auf die fiir Transportmessungen ¢ssentiellen Bestandicile. So konnten viele Komplt-
kationen vermieden werden, die . a. als Ursache angefithrt wurden fiir die grundlegende Widerspriichlichkeit
der in der Literatur zu findenden Befunde zum Mechanismus des Asp/Glu-Carriers (LaNoue et al. 1979,
LaNoue & Waits 1979; Murphy et al. 1979, Williamson et al. 1979; vgl. 3.1). Ungeachtet dessen ist eine solide
Basis von Er.gebnissen wilnschenswert, die auch durch klare Experimente mit Mitochondrien, d. h. mit den
urspriinglichen Menibranen, gestiitzt werden. Daher wurden vergleichende Studien in intakten Rattenherz-
Mitochondrien angestellt, um herauszufinden, inwieweit sich die beiden experimentellen Systeme gegenseitig
-._bc_st_éitigen_.-bieser neuartige Ansaiz erlaubte es, aus dem artifiziellen Liposomensystem zuverléssige Schlubfol-

gerungen zu zichen, die fiir die in-vivo-Situation des Carriers von Bedeutung sind.

| Bisubsirat-Mechanismus des Asp/Glu-Antiporis
k Kinetisch betrachtet laufen Bisubstrat-Reaktionen katalytisch-aktiver Proteine nach einem Ping-Pong- oder

cinem sequentiellen Mechanismus ab. Enzyme vom Ping-Pong-Typ exponieren nur ¢ine Bindungsstelle zur
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gleichen Zeit. Ubertragen auf Antiportcarrier muf} diese einzelne Bindungsstelle alternierend auf beiden
Seiten der Membran ’erscheinen’ (zugénglich sein), um Substrate in cntgegengesetzte Richtungen zu trans-
portieren. Dieser relativ cinfache Mechanismus wurde fiir den mitochondrialen ADP/ATP-Carrier durch
Klingenberg (1976, 1989} beschrieben und durch LaNoue et al. (1979) auch fir den Asp/Glu-Carrier, In einer
kinetischen Bisubstrat-Analyse kann der Ping-Pong-Typ an einem parallelen Geradenmuster erkannt werden,
wenn zur Auswertung Lineweaver-Burk-Diagramme benutzt werden (Cleland 1970). Dies bedeutet, daB -
infolge einer Erhohung der Substratkonzeniration in einem Kompartiment - der Anstieg der apparenten Vinax

einhergeht mit einer proportionalen Abnahme des apparenten K, fiir das Substrat im anderen Kompartiment.

Um sich dies vorzustcllen, mufd man beriicksichiigen, daf die stimulicric Translokation des Substrats, dessen -

Konzeniration erhtht worden ist, eine grofiere Verfagbarkeit von Bindungsstellen in dem Kompartiment mit
sich bringt, in das das Substrat transportiert wird. Eine solche Beziehung wird immer dann zu beobachten sein,
wenn keine reversible Verbindung zwischen den Assozialionsschritten der zwei Substrate mit dem Carrler
besteht. Beim Ping-Pong-Mechanismus verlafit das erste (transportiertc) Substrat den Carrier, bevor das zweite
gebunden werden kann.

Dic hicr gezeigten Ergebnissc schlicBen ein derartiges Modell fir den Asp/Glu-Carrier eindeutig aus

(Abb.6). Das erhaltene interscktierende Geradenmuster ist vielmehr konsistent mit einem sequenticllen

Mechanismus. Demzufolge binden die beiden zu transportierenden Substralmolekiile an zwei Bindungsstellen

des Carriers unter Ausbildung cines terndren Komplexces, bevor eines der “Transportprodukte’ vom Protein
wicder abgegeben wird, Es besteht also eine reversible Verbindung zwischen den beiden aufeinander folgenden
Bindungsschritten, wie aus dem Effckt auf die Steigung der Geraden zu fordern ist. Die bindren Intermediate

mit nur einer besefzten Bindungsstelle konnen dissozileren, bevor das zweite Substrat gebunden wird. Die

entsprechenden Dissoziationskonstanien KiS’ dic im letzten Term von Gl. 4.1 erscheinen, sind ein zusitzliches

Charakteristikum des sequentiellen Mechanismus. Thre Werte, wic dic Auswertung in Abb.6 ergab, fallen

ungefihr mit den joweiligen Michaeliskonstanten (K} zusammen. Dics driickt sich auch in dem Schnittpunkt

der Geraden nahe der Abszisse aus. Demmnach ist es sehr wahrscheinlich, daf3 keine obligatorische Rethenfolge

bei der Bindung der beiden Substrate besteht (random-Mcchanismus). Das erste Substrat - nach Bindung auf -

der cinen Seite - iibt keinen signifikanten Einfluf anf die Affinitdt fir das zweite Substrat aus, das von der
anderen Seite gebunden wird. Wie fir cinen random-Mechanismus zu erwarten (Cleland 1970), war das
Verhiltnis K;o/K . nahczu identisch, wenn dicse Konstanten vnabhingig voneinander fiir die interne und

exierne Seite bestimmt wurden (Abb.6 B bzw. D). Die somit erfiilite Bezichung
KK = KKy (Gl 4.2)

bedeutet gleichzeitig, dall rapid-equilibrium-Bedingungen bestehen, denn nur unter dieser Voraussetzung ist

'e,i.ne_SO _éin_fach_f; Behandlung der random-Reaktion iiberhaupt méglich (Segel 1975). Zusammengefafit bedeutet

dieser Sonderfall des scquenticllen Mechanismustyps, dal die Bindung betder Substratmolekiile sehr schnell

und unabhiingig voncinander erfolgt.
Dieser spezielle Mechanismus wurde durch die von uns in intakten Rattenherz—Mitochondrien erhaltenen
_' .Ergebmsse vollstandig bestitigt. Auch in diesem System ergab sich ein gemsmsamer Schnittpunkt nahe der

Ab521sse (Abb7 und 8). Zwar war es nicht moglich, den K S—Wert fiir internes Asparlat zuverldssig zu
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bestimmen, doch ist G 4.2 bei einem Schnittpunkt exakt auf der x-Achse (K| = Ki) in jedem Fall erfiillt. Ein
solcher Vergleich zwischen rekonstituicrtem und nativem Carrierprotein wurde zem ersten Mal durchgefithet
und erbringt die klare Evidenz, dafl der Asp/Glu-Carrier auch in vivo einem sequentiellen Mechanismus folgt,
wobet die Interaktion der Substrate mit dem Carrier unabhingig voneinander stattfindct.

Vergleichi man diese Ergebnisse mit der Bisubstrat-Analyse von LaNouc ¢t al. (1979}, so muB in erster
Linie kritisiert werden, daB ihre Messungen in submitochondrialen Partikein nur bei zwei verschicdenen
internen Glulamatkonzentrationen durchgefihrt wurden (50 und 150 mM), die beide weit fiber dem von iknen
selbst in intakten Mitochondrien bestimmten K -Wert (3 mM) lagen. Dics zeigt die Schwierigkeilen, die
Innenseite submitochondrialer Partikel kinetisch zu definieren, so dafl, wie in diesen Experimenten erforder-
lich, verschiedene Partikelpriparationen miteinander verglichen werden konnen {zur Aullenseite s, 3.4). Die
publizierien Daten, die zudem noch stark streuten, waren daher vollig unzureichend, um emne Parallelitdt der
Geraden zu belegen, und wurden dennoch als Indiz fiir einen Ping-Pong-Mechanismus gewertet. Dagegen
stimmen dic Bisubstrat-Kinetiken von Murphy et al. (1979), die wesentlich detaillierter den iMC}Asparta[-
Export aus intakten Rattenleber-Mitochondrien untersuchten, zumindest qualitativ mit dem von uns erhaltenen
kinetischen Muster iiberein. Auch diese Gruppe kam zu mterscktierenden Geraden mit einem Schaittpunkt

nahe der Abszisse.

Bildung des temdren Komplexes

Betrachtet man ein sequentielles Antiportimodell, so erhebt sich die Frage, wie der terndre Komplex gebildet
wird. Entweder konnten zwei Bindungsstellen, eine auf jeder Membranseite, gleichzeltig exponiert werden oder
aber zwei Bindungsstellen auf ciner Scite oder sogar zwet Stetlen auf beiden Seiten. Alle drei Moglichkeiten
wurden fiir den Nucleotidearricr formuliert (Duyckacrts ¢t al. 1980, 1983, Barbour & Chan 1981, Block &
Vignais 1984), zusitzlich zu dem oben erwihnten Ping-Pong-Modell (Klingenberg 1976, 1989). Zwei Bindungs-
stellen auf derselben Seite konnen kinetisch nur identifiziert werden, wenn sie verschiedene Affinititen
gegeniiber dem variierten Subsirat zeigen. Dies wire an biphasischen reziproken Diagrammen zu erkennen.
Ein Abknicken der Geraden zeigic sich jedoch weder in den Bisubstrat-Analysen (Abb.6-8) noch in den
Riickiausch-Experimenten aus Abb.Z, wo die Existenz einer ¢inzigen kinctischen Kompoaente auf jeder der
beiden Membranoberflichen untermauert wurde.

Es verbleibt jedoch dic Moglichkeit, dab auf jeder Seite zwel Arten von Bindungsstellen existieren, dic
gine mit Spezifitat fir ‘Aspartat und die andere fir Glutamat. Dieses Modell 135 sich iiberpriifen, indem die
Transportinhibition durch dic Anwesenheit des jeweils anderen Substrats im selben Kompartiment analysiert
wird. Die hier erhaltgncﬁ Inhibitionskinetiken belegen ein kompetitives Verhalten von Aspartat und Glutamat
auf der Innen- wic auf der AuBenscite der Liposomen (Abb.9). Beide Substrate binden also prinzipiell an dic
gleiche Carrierform. Es soll an dieser Stelle nicht weiter auf die in diesem Punkt extrom widerspriichhichen

- Befunde urd sogar - unterschiedlichen Interpretationen ein und derselben Inhibitionskinetik eingegangen
werden, die sich m verschiedenen Publikationen der zwei bereils mehrfach erwidhnten Arbeitsgruppen finden
. 1:assen_(Lz:1Nque & Tischler 1976, Tischler et al. 1976, LaNoue et al. 1979; zusammengefaBt von Dierks et al.
..1._988)_. _U_nse;e Hrgebnisse, die eine direkte Substratkompetition in beiden Komparlimenten anzeigen, lassen
Sich am éinfachsten erkliren, wenn der ternire Komplex als transmembrane Finheit gebildet wird, wozn es der

. Besetzung je einer Bindungsstelle beiderseits der Membran bedarf.
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Konzeriierter Transport des iniernen und edernen Substrais in einemn Schrifi

Die Kompetition der Substrate belegt jedoch nicht mit letzter Sicherheit, dall nur ein Konformationszustand
des Carricrs an der Substratbindung beteiligt ist. Eine kompetitive Inhibition wire auch zu erwarten, wenn zwet
Carrierformen mit Spezifitit fiir Aspartat bzw. Glutamat miteinander im Gleichgewicht stdnden (s. unten, Gl
43). Daher kommen zwei alternative Modelle in Betracht. Einerseits kann man sich einen Austausch-Zyklus
vorstellen, worin - nach Bindung je eincs Subsiratmolekiils auf beiden Seiten der Membran - ein Konforma-
tionswechsel des so gebildeten terndren Komplexes stattfindet, so daB beide Subsirate in einem konzertierten
Schritt durch dic Membran geschleust werden, Andererseits konntc unter bestimmten Voraussetzungen auch
der einfach besetzte Carrier Aspartlat bzw. Glutamal (ransfozieren. Der ternire Komplex hitte sich dann auf
eincr Seite des membranstindigen Carriers zu bilden. Dies bedeutet, dafl zur Entfernung des ersten Substrats -
nach dessen Translokation - das zweite Substrat binden mifite (geschwindigkeitsbestimmender Schritt). Das
von Murphy et al. (1979) vorgeschlagene Modell paBi dem Prinzip nach in solch ein Schema, gehi man von
reversiblen Translokationsschritten aus.

Die experimentelle Strategic, um zwischen dicsen beiden Reaktionsmechanismen zu entscheiden, stiitzte
sich auf Modellrechnungen zu den elektrischen Eigenschafien des rekonstituicrien ADP/ATP-Carriers
(Kramer & Klingenberg 1982). Der den Berechnungen zugrunde gelegte Ping-Pong-Mechanismus scheint nach
neueren Unlersuchungen (Sluse et al. 1989) kinetisch, d. h. hinsichtlich der Wechselwirkung der Substrate
wihrend des Antiporlzyklus, zwar nicht mehr haltbar zu sein, doch widerlegt dies nicht dic nachstehenden

Befunde, die nur den Translokationsschritt betreffen. Der Einflufl des Membranpotentials auf dicsen zweiten
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Ai}b 10: Funlsionsmodell des Asp/Glu-Antiports. Das Carricrmolekill ist schematisch als integrale Einheit in
der Mitochondricnmembran dargestellt. Zwei funktionelle ’Protomere sind angedeutet, von denen jedes eine
. _Bmdungsstelic fir Aspartat (A") oder Glutamat (G') und eine fur ™ aufweist. Vier Zustinde cines vollstin-
. digen Heteroaustausch-Zyklus sind festgehalten, verbunden entweder durch Translokationsschriite (1 und 3)
oder durch Dissoziations/Assoziationschritte zweier Substratmolekile (2 und 4). Die freien Carrierinter-
‘mcdiate mach Dissoziation der transporticrien Substrate wurden weggelassen. Die Translokationsschritte
‘erfogen in cinem konzertierten ProzeB der "Protomere’ und befinden sich unter der elektrophoret;schen
' Konlrolle dcs Membranpotentials.
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elektrogenen Carrier aus Mitochondricn konnte in Form von Geschwindighkeitsgleichungen beschiieben
werden unler Annahme ciner clekirophoretischen Anzichung oder AbstoBBung von geladenen Carrier-Substrat-
Intermediaten withrend der Translokation. Um dieses sogenannie ’velocity-type’-Modell auf den Asp/Glu-
Carrier iibertragen zu konnen, mubic cine wichtige Kontrolle durchgefithet werden. Tischler et al. (1976)
berichteten nimlich von ciner Asymmetrie des Carriers selbst in entkoppelten Mitochondrien, die sich in cincr
etwa fiinffachen Stimulierung des Asp; n/Glch-Austausches gegentiber dem  Glu, /Asp, -Austausch
ausdriickte. Unserc Daten widersprechen einer solchen intrinsischen Asymmetrie. Wie von Dicrks cf al, (1988)
beschrieben, warcen unter deenergetisierten Bedingungen (erleichterte Diffusion) und unter Subsiratsittigung
(v

ma
pM/min) sehr dhnlich - im Einklang mit den energetischen Prinzipien des sekundér aktiven Transports.

) beide Heteroaustausch- (11.6 und 12.9 (:M/min) und auch beide Homoaustauschraten (11.9 und 13.5

Aspartat bzw. Glutamat wurden nur dann mit unterschiedlicher Rate in beide Richtungen transportiert,
wenn eine {ransmembrane Tricbkraft (A%, ApH) mit dem Antiport gekoppelt war, Tab.V belegt die elektro-
phoretische Kontroflc dos Heteroaustausches nach Erzeugung eines Membranpotentials. Entgegengescizie
Polaritéten von AY bewirkten reziproke Effckie, wic aufgrund der oben crwihnten intrinsischen Symmetrie des
Antiports zu erwarten war. Im Gegensatz dazu wurde weder der Glo/Glu- noch der Asp/Asp-Homoaustausch
signifikant durch die Energetisierung der Membran beeinflufit. Firr den Gluw/Glu-Antiport bedcutet dies, dall
Glutamat in beide Richtungen mit einem Proton transportierl wird. Besonderc Bedeutung kam dem fehlenden
Effekt auf den Asp/Asp-Antiport zu, denn dadurch wurde es moglich, zwischen den zwei oben diskutierten
Mechanismen zu entscheiden, Das “velocity-type’-Modell sagt eine Hemmung des Asp/Asp-Austausches
voraus, wenn binéire [Carrier-Asp |-Komplexe die Translokationsintermediate darstellten, hervorgerufen durch
eine AW -bedingtc asymmetrische Verteilung der Carricr-Bindungsstellen zwischen beiden Mcmbranseiten.
Einc Stimulierung der Transport-Geschwindigkeitskonstanten (k5) fiir Asp” bedeutct namlich gleichzeitig cine
verringerle Besctzungswahrscheinlichkeit der Bindungsstellen auf der positiven Seite der Membran. Dies
konntc im Falle des Adeninnucieotid-Carriers (ATP/ATP-Homoaustausch) verifiziert werden. Es ergab sich
ein hoherer apparenter K -Wert fur ATP auf der positiven Membranscite (Kramer & Klingenberg 1982), was
allein durch die Erhohung von ky zu erkldren war (K = (ky + kz)iky). Dal im Gegensatz dazu kein Einfluf3
von  AY auf den Asp/Asp-Homoaustausch gefunden werden konate, spricht klar gegen bindre Komplexe als
Trangiokationsintermediate. Die cinzig vorstellbare Alternative, die der offensichilich symmetrischen Vertei-
lung der Bindungsstellen Rechnung triigt, ist ein Modell, in dem der terndre Komplex selbst als katalytisches
Intermediat am Transport-Zyklus teilnimmt. Eine clektrophoretische Modulation dieser integralen Einheit ist
nur im Falle des Heteroaustausches moglich, wo die durch Aspartat beigesteucrte Ladung notwendigerweise
asymmetrisch lokalisiert sein muB und somit einen Angriffspunkt ftir das Membranpotential bietet. Ein
terndrer - [Asp, -Carrier-Asp’ }-Komplex jedoch diirfle cine ungefihr symmetrische Ladungsverteilung
haben. Dieses Modcll impliziert, daB beide Substratmolekiile in cinem Schritt transloziert werden.

Es sei abschlicBend noch einmal darauf hingewiesen, dal} cine Translokation in zwei Schritten, wic fiir den
ADP/ATP-Carrier anzunchmen, einem sequenticllen Mechanismus (s. Sluse et al. 1989} nicht widerspricht.
| Zur Erkldrung kann ein Modell mit einem terniren Komplex zwischen den Translokationsschritten herange-
-zogen werden, wie es oben auch firr den Asp/Glu-Carrier als Alternative erwogen wurde. Andererseits konnte
man - in Ubereinstimmung mit dem hier favorisierten Modell - einen transmembranen terndren Komplex auch

-.-.'ﬁi_r.:den_ ADP/ATP-Carrier annehmen, wobei aber die Translokation asyachron, d. h. in zwei zcitlich aufeinan-
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der folgenden Schritten erfolgt (s. auch allgemeine Diskussion). Auf die Problemaltik des Durchschieusens der
Substrate durch das Carricrprotein wird unter 8. ausfithrlich eingegangen.

Ein Minimalmodell des synchronen Asp/Glu-Antiports ist in Abb.10 abgesteckt. Nur die Bildung und
Translokation des ternidren Komplexes werden gezeigt, dic freien oder einfach-besetzten Carrier-Iniermediate
jedoch weggelassen. Das Modell ist symmeirisch zum einen im Hinblick auf die Assoziation von Aspartat uad
Glutamat, die beide auf jeder Scite an die gleiche Carrierform binden kdnnen, und zum anderen im Hinblick
auf die Translokation der beiden Substratspezies entsprechend den Ergebnissen der Substratinhibitionsstudien
(Abb.9) bzw. dem Befund der intrinsischen Symmetrie (s. oben). Dic Kopplung von einwirts- und auswirts-
gerichteter Translokation ist offenbar allein konformatorischer Natur - analog zum enzymatischen Umsatz
zweier Substrate in ciner Bisubstratreaktion. Es crgaben sich keine Hinweise anf kooperative Wechsel-
wirkungen. Die Aufweichung bzw. vollige Aufhebung der Kopplung konnte durch Anwendung verschiedener

Cystein-Reagenzien erreicht werden. Dicse Themenstellung wird ausfithrlich unter 7. und 8. behandelt.

H +, ein drities Substrar

Im Zusammenhang mit dem Antiportmechanismus des Asp/Glu-Carricrs mufl auch auf die bereits frither
erhaltcnen Ergebnisse zum Glutamat/H+-C01ransport eingegangen werden (Dierks et al. 1988, Dierks &
Kramer 1989). Diese fithrten zu der Schlufifolgerung, dall die absoluic H *.Konzentration die Affinitat des
Carriers fur Glutamat reguliert. Der K fir Glutamat stieg drastisch von 120 pM bei pH 6.2 auf 1.8 mM bei
pH 7.4. Bei Sittigung mit Glutamat jedoch war der EmfluB des pH vergleichsweise gering (Vpax = 13-19
wM/min bei pH 6.2-7.4). In Lineweaver-Burk-Diagrammen, in denen H ¥ wie ein Michaclis-Menten-Substrat
behandelt werden konate, zcigle sich dies durch Geraden, die mit steigender Glulamatkonzentration immer
paralleler zur Abszisse wurden (Dierks & Krimer 1989). Dicses kinctische Muster deutet auf einen rapid-
equilibrium-ordercd-Mechanisimus der Proton- und Glutamatbindung (Cleland 1970). Demzufolge befindet
sich der freie Carrier in einem Protonicrungs-/Deprotonierungsgleichgewicht, das wesentlich schneller als dic
gesamtc Transportreaktion ist.

K Gle
Carrier + H t et Carrier/H T M [Carrier/H+ -Glu'] —s= ——=(Translokation) (Gl 4.3)
Die ‘Dissoziationskonstanic des Carricer+-K0n1pEexcs konnte abgeschatzt werden, wobei ein pK, -

Aquivalent von ca. 6.5 erhalten wurde. Dics ist cin starkes Argument fitr eine separate Proton-Bindungsstelle,
dic--etwa einc Histidinseitenkette involvieren konnte. Dem rapid-equilibrivm-Mechanismus  entsprechend
verlagert die Bindung von Glutamat an den protoniesten Carrier das Protonierungsgleichgewicht zur rechien
Seite (GL 43) Folglich wiirde eine unendliche Glutamatkonzeniration - unabhiingig vom pH-Wert - alle
Carriermolekille in den terniren [Carrier/H+-Glu'}—Kompicx tberfithren; (es soll hier nur eine Seite der
Mcmbran betrachtet werden).

. '.-"-Eine Bindung von Aspartat bzw. Glulamat an zwei verschiedene Carricrformen stehi nicht im
. Widerspruch zu-den Ergebnissen der Substratinhibition. Vicimehr ist dic schnelle Aquilibrierung der beiden

Carrierformen die folgerichiige Erkldrung fiir das kompetitive Verhalten beider Substrate. Diese Sichtweise
. palit.vollkommen in das oben dargelegte Funktionsmodell (Abb.10) und ist eine Alternative zu der Interpre-

“tation .der Subslralkompc[i[ion von LaNouc et al. (1979), dic annahmen, dall beide Substrate an den
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prolonierten wie an den deprotonierten Carrier binden kdmnten, Einen villig andercn Standpunkt vertraten
Murphy et al. (1979), die postulierien, daB das Proton nach Assoziation mit Glutamat binden wiirde. Dies ist
jedoch schon allein wegen des liclen pK-Werles des Glutamats (4.3) sehr unwahrscheinlich.

Der Glutamat/H J'--C,‘otransport hiingt also von der Konzentration an Glutamat und an H T ab. Folglich
ist der pH-Wert cin Parameter, der spezifisch die Translokation von Glutamat (und nicht die von Aspartat)
reguliert, Die Modulation der Transport-Affinitit for Glutamat ist die Folge eines direkten (kinctischen)
Finflusses auf dic Bindungsstelle jedes eimzelnen Carriermolekiils und beruht nicht etwa auf der Variation des
(thermodynamischen) Verhilinisses von protonicrten zu deprotonierten Carriern; angesichts des rapid-
equilibrium-ordered-Mechanismus ist namlich die Konzentration von Carrier/H *im Vergleich mit der des
funktionellen [Carrier/H+-GIu']—K0mplexes zu vernachlassigen. Dic physiologische Signifikanz dicser Regu-
lation mag in der Maoglichkeit begriindet sein, besser zwischen Glutamat und Aspartat diskriminieren zu
konnen, um (far die Zelle) nutzlose Homoaustausch-Zyklen zu vermeiden. Dabei mubS beriicksichtigt werden,
daB das Membranpotential, wie aus dem velocity-type’-Modell abgeleitet, seinen Eifckt nahezu ausschlicBlich
auf die Translokationsrate, nicht jedoch auf dic Bindung der Substrate ausiibt. Die Bindung von Glutamat wirc
auf der cylosolischen Seite mit tieferem pH begiinstigt und auf der alkalischeren Matrixscite gehemmt,
Detaillierte Messungen der mitochondrialen und cytosolischen pH-Werte bei verschiedenen physiologischen
Bedingungen (Soboll cf al. 1988) zcigien, daB der Matrix-pH um ungefidhr 0.5 Einheiten schwanken kann, was

tr eine deutliche Regulation allein durch die H *+ .Konzentration ausrcichen wiirde.




42

5, Antiportfunktion des Oxoglutarat-Carriers: Aufklirung des Reaktionsmechanismus
des asymmetrisch rekonsiituierten Proteins (Indiveri, Dierks, Kramer & Palmieri 1990)

5.1 Einleitung

Mit dem Oxoglutarat-Carrier untersuchten wir das Transportsystem, das zusammen mit dem Asp/Glu-Carrier
den membransténdigen Teil des Malat/Aspartat-Shuttles bildet, der wichtigsten Redox-Verbindung zwischen
Cytosol und mitochondrialer Matrix (s. 1.2). Der Oxoglutarat-Carrier katalysiert einen elektroneutralen 1:1-
Austausch von a-Ketoglutarat und einigen anderen Dicarboxylaten, von denen Malat mit der hochsten Affini-
tit gebunden wird (Quagliaricllo & Palmieri 1972, Palmieri et al. 1972). Detaillicrte kinetische Studien in
Rattenherz-Mitochondrien von Sluse und Mitarbeitern stellten eine auBcrgewdhnlichen Komplexitdt in
zweierlel Hinsicht fest; (cine Ubersicht geben Sluse-Goffart & Sluse 1986 sowie Shuse et al. 1989). Wihrend die
Sdttigung des Carriers mit externem Malat (Sluse-Golfart et al. 1983) oder mit internem a-Ketoglutarat {Sluse
et al. 1989) durch eine normale Michaelis-Menten-Kurve beschrichen werden konate, war dies fiir interncs
Malat wegen hegativer Kooperativitdt und wegen allosicrischer Einflisse anderer Metabolite nicht moglich
(Sluse et al. 1989, 1975, 1980). Auch im Falle von externem w-Ketoglutarat wurde cine komplexe Séttigungs-
kufvc beobachtet {Sluse et al. 1979), was als Hinweis anf eine oligomere Struktur des Carrierproteins interpre-
tiert warde (Sluse-Goffart et al. 1986, 1983, Slusc et al. 1989).

In den letzten Jahren wurde der Oxoglutarat-Carrier aus Leber- und Herz-Mitochondrien isoliert und
gereinigi {Bisaccia et al. 1985, 1988). Nach funktioneller Rekonstitution in Liposomen konnte die Transport-
aktivitdt des gereinigten Proteins gemessen werden. Es wurde bestitigt, dal die grundlegenden Eigenschaften
des rckonstituierten Carriers, d. h. die Substratspezilitit und Inhibitorsensitivitat, mit der Situation in intakien
Mitochondricn Gbereinstimmicn (Bisaccia et al. 1985, 1988, Indiveri et al. 1987). Wegen der methodischen
Vorteile cines rckonstituicricn Systems, wie oben veranschaulicht (s. 4.), waren wir nun in der Lage, dic
Funktion des Oxoglutaral-Carricrs unter genau definierten Bedingungen zu untersuchen. In diesem Fall war es
wichtig, mit dem gereinigten Protein zu arbeiten, um ein Interferieren des Dicarboxylat- und des Tricarboxylat-
Carricrs zu vermeiden, welche ebenfalls Malat transporticren.

Mit Hilfe des kinciischen Ansatzes sollte der Mechanismus der Antiportreaktion auch fiir diesen Carrier
aufgekldrt werden, wic unter 4. erfolgreich fir den Asp/Glu-Carrier durchgeflithrt (sequentielle Substrat-
bindung). Wihrend letzterer der ersic Carrier war, dessen Mechanismus in Liposomen charakterisiert wurde,
so war es der Oxoglutarat-Carrier, der als erster {(von insgesamt nur drei untersuchten Antiportern) in intakten
Mitochondrien durch Bisubstrat-Analysen und Substrat-Kompetitionsexperimente studiert wurde (Sluse et al.
1972, 1973). Trotz des komplexen Verhaliens dicses Carrlers, wie oben erwihnt, sprachen dic erhaltenen
Ergebnisse kiar fiir einen sequentiellen Mechanismus. Dic Entsprechung zum rckonstituierten Asp/Glu-Carrier
(vgl. 4.) geht sogar noch weiter. Der fiir diesen Mechanismus geforderte ternére Komplex des Protcins mit zwel
Liganden, so der Befund auch beim Oxoglutarat-Carrier, wird gebildet durch Bindung von Substratmolekiilen
.: én je eine unabhangige interne und externe Bindungsstelle (rapid-equilibrium-random-Mechanismus).

- Zwei schr grundlegende Aspekte waren bei der kinetischen Analyse des rekonstituierten Oxoglutarat-
Carriers von itbergcordnetem Interesse. Wie schon im Falle des Asp/Glu-Carriers war es auch hier wichtig zu

erfahren, ob die Daten aus Proteoliposomen mit denen aus Mitochondrien vergleichbar waren. Dies half, die
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Signifikanz der SchluBfolgerungen fiir den Carrier in der physiologischen Umgebung zu beurteilen. Weiterhin
erhob sich die Frage angesichts der wachsenden ’strukturellen Familie’ mitochondrialer Carricrproteine
(Aquila et al. 1987, Runswick et al. 1987, 1990, s. 1.3), ob die bisher kinetisch entersuchten Carrier auch in
bezug auf ihren Transportmechanismus in eine Kategorie fallen. In dicser Hinsicht wéren der Oxoglutarat-
Carrier und sehr wahrscheinlich auch der ADP/ATP-Carrier (Sluse ct al. 1989) dic crsten Mitglieder sowohl
der struktureilen als auch der *kinctischen Familie’. Kiirzlich konnten ndmlich Runswick ct al. (1990} durch
cDNA-Sequenzierung zeigen, daBl die Primérstruktur des Oxoglutarat-Carriers chenlalls einen tripartiten
Aaufbau hat, wobel die sich wicderholenden Sequenzen verwandt sind zu den entsprechenden Wicderholungen
des ADP/ATP-, des Phosphat-Carriers und des Uncoupling-Proteins. Hicr soll nun die Evidenz erbracht
werden, daB der rekonstituierte Oxoglutarat-Carricr auch im Hinblick auf seinen intrinsischen, der Antiport-

funktion zugrundclicgenden Mechanismus der Carrierfamilic angehort.

5.2 Methoden

Rekonstitution des Oxoglutarat-Carriers

Der Oxoglutarat-Carrier wurde aus mit 3% Triton X-114 solubilisicrten Rinderherz-Mitochondricn durch
Chromatographic auf Hydroxvlapatit und Celite in Gegenwart von Cardiolipin gereinigt (Bisaccia ct al. 1985).
Die Rekonstitution des Carriers in Liposomen erfolgte durch hydrophebe Chromatographie gemischicr
Mizellen, dhnlich wie es im allgemeinen Methodenteil firr den Asp/Glu-Carricr beschrieben ist. Dazu wurde
folgende Mixtur eingesetzt (Endvolumen 700 wl): 320 pl gercinigtes Carrierprotein (10-20 pg) in 3% Triton X-
114, 8.5 mg Truthahn-Eigelb-Phospholipid in Form beschallter Liposomen, o-Ketoghutarat oder Malat in
angegebenen Konzentrationen, 10 mM Pipes {(pH 7). Diese Mischung wurde 13 mal tiber Saulchen mit
Amberlite XAD-2 (5 x 32 mm) gegeben, dic zuvor mit 10 mM Pipes (pH 7) und derscltben Konzentration an
Substrat wic in den gemischten Mizellen dquilibriert worden waren. Mit Ausnahme der hydrophoben

Chromatographic wurde alles bei 4°C durchgefiihre.,

Messung der Transportaktivitiit

Um das externe Substrat zu entfernen, wurden die Proteoliposomen iiber Scpadex G-75-Siulen gegeben, die

nﬁit 10 mM Pipes (pH 7) und ciner die Osmolaritiit des intornen Substrats ausgleichcnden Konzentration NaC
_' équilibﬂert waretl. Dic Transportaktivitat wurde im Vortausch- oder im Riicktausch-Modus bestimmt, wic fiir
den Asp/Glu-Carrier beschricben (s, 2.3). Fiir die Ritcktausch-Messungen wurde der internc Substratpool der
Proteoliposomen durch carrier-vermittelte Aquilibrierung mit 0.5 wM 3¢ Substrat vormarkiert, welches in
.hoher spezifischer Radicaktivitat zugesetzt wurde; hicrbei wurden die internen Substratkonzentrationen nicht
- veridndert (Homoaustausch-Bedingungen). Nach 30 Min wurde dic nicht aulgenommenc Markierung durch
einen zweiten Gelfiltrationsschritt entfernt. Die Transportmessung wurde durch Zusatz von unmarkicrtem

- (Riicktausch) oder von markiertem Substrat (Vortausch) gestartet. Bei beiden Methoden wurde der Austausch

-~ durch Gabe von 50 mM Pyridoxalphosphat und 10 mM Bathophenanthrolin, zwei wirkungsvollen Inhibitoren

*des Oxoglutarat-Carricrs (Indiveri et al. 1987, Passarella ct al. 1973) gestoppt. SchlieBlich wurde jede cinzclne

- Probe (100 ul) auf Ionenaustauscher-Saulchen gegeben, analog der Beschreibung fir den Asp/Glu-Carricr (s.

o
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Im Falle von Vortausch-Messungen wurde die Transportrate normalerweise aus der nach 60 s aufgenom-
menen Radioaktivitidt berechnet, Schancllere Kinetiken, die nicht itber 1 Min linear verliefen, wurden nach Gl
2.1 durch ein Kurvenanpassungsprogramm ausgewertet, das die Bercchnung von Anfangsraten erméglichte (s.
2.3). Vortauschraten sind in pmol/min pro mg Protein angegegeben. Im Falle von Ricktausch-Messungen
wurde die Abnahme der Markicrung in den Liposomen bis zum Isotopengleichgewicht durch eine einfach
exponentielle Funktion angepalit (vgl. 7.2}, so daB die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung (k) ermittelt

werden konnte. Die Riicktausch-Aktivitdten sind als relative Raten v’ in mM/min ausgedriickt (Gl 2.6).

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Zuverldssigkeit der Riickfausch-Methode

Voraussctzung fiir detaillierte kinetische Analysen cines Antiporters ist die genaue Kenntnis sciner Transport-
Affinititen auf beiden Seiten der Membran. Zur Charakterisierung der von innen zuginglichen Bindungsstellen
ist dic bisher cingesetzte Vortausch-Methode aber nur begrenzt anwendbar. Wenn niimlich intern geringe und
gleichzeitig extern siitigende Substratkonzentraiionen eingestellt werden miissen (Bedingungen pseudo-erster
Ordnung), so wird von den Profcoliposomen nur wenig 14¢ substrat aufgenommcen, und das erreichte
Isotopengleichgewicht (dpm; /dpm ) licgt zu stark auf der Seite des externen Substratpools (s. Gl 2.2). In
diesem Fall kann ein zuverldssigeres Signal registriert werden, wenn der interne Substraipool markiert ist, um

dann durch Zugabe von unmarkiertem Substrat den Riicktausch der Radioaktivitit zu messen (s. 5.2).

Tab.VI: Transport-Affinitfiten des mitochondrialen Oxoglutarat-Carriers: Vergleich des nativen und des
rekonstituierten Profeins.

Substrat Membran- {Gegen- K. (mM), (Anzahl der Experimente)
seite substrat) Proteoliposomen Mitochondrien
Vortausch Rilcktausch
o-Ketoglutarat - extern . (o-Ketoglutarat) 031008 (7) 026=0.12(4) 0.010-0.017°
o “  (Malat) 028007 (3) nbA
~ ntern . {orKetoglutarat) 020007 (3) 017=006(10)  1.0°
(Malat) 0.1 n.b.
Malat = extern (o-Ketoglutarat) 136=0.14(6) n.b. 0.214
A ' (Malat) 14 n.b.
“intern 7 (o-Ketoglutarat)  0.71=0.18(6) nb. ' 130

TMalat) T 0s T nb.

- % Nicht bestimmt.
b Stuse et al. 1979.

€ Sluse et al. 1989.

) d Stuse-Goffart et al. 1983.
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Tab.VI belegt die Anwendbarkeit der Riicktausch-Technik, die im rekonstituicrten System zuvor allein fiir
den Asp/Glu-Carrier etabliert worden war (s. 3.3.1), auch fiir den Oxoglutarat-Carrier. Dies sei anhand des
externen K -Werts fir o-Ketoglutarat ciwas genauer exemplifiziert. Die parallel in Vor- und Riicktausch-
Messungen ermittelten Antiport-Raten (bzw. -Geschwindigkeitskonstanten, s. 5.2) crgaben im Lineweaver-
Burk-Diagramm zwei Geraden, die iiber den gesamten Konzentrationsbereich (12 bis 500 uwM bzw. 50 pM bis
10 mM) lincar verliefen und beide zu fast demselben Abszissenabschnitt (= K ) fihrten (nicht gezeigt). Der
aus zahlreichen Riicktausch-Experimenten ermittelte K -Wert lag bei 0.260.12 mM, was mil den Ergeb-

nissen der Yortausch-Messungen (0.31 =0.08 mM) gut tbereinstimmte (Tab.Vi).

5.3.2 Bestimmung der internen Transport-Affinititen

Der Riickiausch war also die geeignelc Methode, um auch dic internen Halbsédttigungskonstanten zu
bestimmen. In reziproken Diagrammcn wurde eine lineare Abhingigkeit der Austausch-Aktivitat von intcrnem
o-Ketoglutarat bis hinunter zu sehr niedrigen Konzentrationen beobachtet (40-460 pM), wobei das exierne
o-Ketoglutarat bei 0.5 mM konstant gehalten wurde, also etwa zweimal iber seinem K . Aus zehn Experi-
menten dieser Art wurde ein interner K von 0.17+0.06 mM bercchnet (Tab.VI). Um diesen Wert durch
Vortausch-Experimente bestitigen zu kdnnen, mufite die Konzentration des externcn o-Ketoglutarats aus
methodischen Griinden gesenkt werden (0.15 mM), wie oben erkldrt, Trotzdem wurde fiir den internen K cin
schr dhnficher Wert erhalten (0.20 =0.07 mM, Tab.VI).

Fiir eine vollstindige kinetische Beschreibung fehlicn noch die Transport-Allinitdten fiirr Malat, dem
zweiten Substrat des Oxoglutarat-Carriers. Es stellie sich heraus, dafl der internc K fiir Malat crheblich diber
dem fiir a-Ketoglutarat lag. Daher withlten wir {ir weitere Analysen nur noch dic Vortausch-Technik, dic bei
interncn Konzentrationen iiber 0.1 mM verléBliche Transportaktivititen lieferte. Dic ermittelten Halbsétti-
gungskonstanten fiir Malat lagen bei 0.71 =0.18 mM auf der Innen- bzw. bei 1.36 2.0.14 mM auf der Aufienscite
der Liposomen (Tab. V).

5.3.3 Symmetrie der Austauschreakiion
Wenn man den kinetischen Mechanismus des Austausches untersucht, so ist es von grundlegendem Interesse,
ob der Antiporter die zwei verschiedenen Substrate in beide Richtungen symmetrisch transportiert, d. h. mit
derselben V. unabhiingig von der Art des Gegensubstrats. Andernfalls konnten zusétzliche kinctische Para-
meter den Austausch-Zyklus limiticren. Um diese Frage zu klaren, wurden V. -Werlc der a-Ketoghutarat-
und Malat-Aufnahme jeweils in Homo- und Heteroaustausch-Experimenten bestimmt, Wie fiir die Malat-Aul-
nahme in Abb.12 gezeigt, konnten die beiden verschiedenen Datensitze in doppelt-reziproken Diagrammen
mit zwei schr dhnlich verlaufenden Geraden angepaBt werden. Dies belegt, daB nicht nur die ¥, sondern
auch der K, fiir externes Malat sich nicht signifikant unterschieden, wenn in den Liposomen 20 mM Malat
(Vmax: 110 wmol/min'mg, K, 1.4 mM) oder 20 mM w-Ketoglutarat vorlag (V. ..+ 9.2 pmol/min-mg, K 1.4
ﬁlM)._ Eine _ﬁ_och_ bessere Uberainstimmung ergab sich in einem anderen Experiment (nicht gezcigt), wo die
. Aufnahme von o-Ketoglutarat in- Liposomen mit 20 mM o-Ketoglutarat (¥ : 7.8 pmol/min-mg, K = 0.25
mM). oder mit 20 mM Malat untersucht wurde (V.- 7.0 wmol/min-mg, K 0.23-mM). Die Symmetrie des
"'-.:'rckonstituierten Antiporters 'wurde durch Bestimmungen ‘der_ internen Halbsittigungskonstanten erhartet,

*- ‘wobei Homo- und Heteroaustausch-Experimente zum gleichen Ergebnis fithrien (Tab.VI).
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Abb.11: Vermischung der internen und externen Bindungsstellen des rekenstituierten Oxoglutarat-Carriers
nach Beschallung. (A) Bestimmung der apparenten Transport-Affinitat {ir e-Ketoglutarat an der Membran-
innenscitc (ohne Beschallung). Dic angogebenen K -Werte errechnen sich aus den Steigungen der Geraden
(Eadie-Hofstee-Aufiragung). Die Relevanz der gestrichelien Linie st im Text beschrieben. (B) Proteo-
liposomen wurden cingefroren, wicder aufgetaut und fir 3 Min in Pulsen (0.3 s) beschallt. Dann wurde die
Transport-Affinitét fir o-Ketoglutarat an der externen Membranseite bestimmt. Dic zwel gefundenen K -
Werie (0.28 und (.1 mM) entsprachen dem crwarteien externen K (Tab.VI) bzw. dem urspriinglich internen
K, (siche A). Alle Daten wurden mit der Vortausch-Methode crmiudt wic in 5.2 fiir den Fall linearer (A)
und nicht-linearer (B) [ C]Sub‘;trat Aufnahme beschrieben. Die Konzentrationen des a-Ketoglutarats waren
wic folgt: (A) 5 M extern, 0.005-1 mM intern; (B) 0.005-1 mM exicrn, 20 mM intern.
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Abb.12 12 Funktionelle Analyse der Proteinorientierung. Um die seitenspezifische Verteilung der unterschiedlich
affinen Bindungsstellen (Tab.VY) aufzukldren, wurde die Transport-Affimitdt fiir externcs Malat erneut
bestimmt (@ A), wobei das Substrat diesmal aber im Bereich des internen K (0.7 mM) variiert wurde (0 1-1.0
:mM). Nur mcdng—afﬁne Bmdungsqtellen wurden gefunden (K : 1.4 mM) K, und V. waren nahezu
unabhingig von der Art.des interncn Subsirats: 20 mM Malat (&) oder 20 mM (x—.Ketogluiarai (&). Auch auf
" der Innenseite war nur ein K__ fiir Malat auszumachen (0.68 mM, O), obwohl Malat itber einen Bereich variiert
~wurde (0.05-2 mM), der auch den externen K, einschioB; extern 1 mM o-Ketoglutarat. Dle Daten wurdcn
' emerscnts mlt der Vortausch- (% A) und anderersetts mit der Riicktausch- Methode ermIltht L




53.4 Orientierung des rekonstituierten Carrierproteins

In fritheren Studien der Kinetik des Oxoglutarat-Translokators in intakten Mitochondrien (Sluse-Goffart et al.
1983, Sluse et al. 1979) wurden cxterne K -Werle erhalten (vgl. Tab. V1), die signifikant niedriger lagen als die
hier auf beiden Seiten der Membran gefundenen. Diese Diskrepanz wird besonders deuthich im Falle des K-
Werts fiir externes a-Ketoglutarat. In Mitochondrien wurde cine komplexe Sittigungskurve mit numerischer
Halbsatligung bei 10-17 pM beobachtet, was mindestens einc GroBenordnung von unseren K -Werten
abweicht. Auf der exofazialen Scite des rekonstituicrien Oxoglutarat-Carriers konnte kein zusétzlicher K fiir
a-Ketoglutarat detektiert werden, wobei das Substrat bis hinab zu Konzentrationen von 12 pM variiert wurde.
Daher mufte dic alternative Moglichkeit getestet werden, dafl hoch-affine Bindﬁngsstcllen an der inlcrncn
Scite des rekonstituierten Carriers iiberschen worden warcn. In diesen Experimenten war es ndtig, dic intcrne
Substratkonzentration unter 20 1M zu senken, was aber zu einer exirem schnellen Isotopeniquilibricrung
sowohl in Vor- als auch in Riicktausch-Messungen fithrie. Nur wenn man auch das exierne Substrat in sciner
Konzentration stark herabsetzte (5 uM, Abb.11 A), war es moglich, cinen sehr weiten Bereich intcrner
Substratkonzentrationen zu untersuchen, wic firr o-Ketoglutarat (5 wM bis 1 mM, Abb.11 A) und fir Malat
durchgefithrt (15 @M bis 3 mM, nicht gezcigt). Tatsdchlich trat in diescn Experimenten cine zusétzliche kine-
tische Komponente zutage, dic cinem tefen apparenten K, entsprach; doch galt dics nicht nur fir
o-Ketoglutarat (ca. 5 pM), sondern auch fiir Malat (ca. 25 wM). Dic zwei internen X -Werte, 5 und 100 1M
fiir a-Ketoglutarat, ergaben sich aus den unterschiedlichen Stcigungen der zwei Geraden im Eadie-Hofstee-
Djagramm (Abb.11 A). Nach dieser Darstellung wiirde die hoch-affinc Komponente etwa 40% der gesamten
Maximalaktivitit ausmachen, wie aus den Ordinaten-Abschnitten abzuschatzen ist.

Die nicdrigen internen K_-Werte fiir beide Substrate kénnten jedoch auf Artefakte zurtickzufithren scin,
einerscils als Folge fehlender pseudo-erster-Ordnung-Bedingungen (sehr geringe Substratkonzentrationen in
beiden Kompartimenten) und andererseits als Folge fchlender steady-state-Bedingungen. Um das zweite
Argument zu veranschaulichen, mu man sich cinen oder mchr Carrier pro aktivem Proteoliposom vorstellen,
das bei ciner Konzentration von 20 uM nur einige, d. h. weniger als zchn Substratmolekiile enthilt, wie sich
einfach errechnen Hift. Um trotzdem die Existenz hochaffiner Bindungsstellen auf der Innenseite des Carriers
zu bestitigen oder aber zu widerlegen, was einer Entscheidung iiber die seitenspezifische Ausrichiung des
rekonstituierten Proteins gleichkam, wurden Proteoliposomen - nach ihrer Herstellung - mit Ultraschall
behandelt, damit sich die bevorzugte Orienticrung der Carriermolekiile aufhob. Nach dieser Behandlung
konnten wir den niedrigen X auch auf der AuBenseite der Liposomen erwarten, wo er ohne Einschrinkungen
meBbar sein soflte. Abb.11 B zeigt die Transportrate als Funktion von externem a-Ketoglutarat (5 wM bis 1
mM) nach Puls-Beschallung der Protcoliposomen fiir 3 Min (intern 20 mM o-Ketoglutarat). Erncut wurde eine
nicht-lineare Abhingigkeit deutlich. Jedoch entsprachen diesmal die beiden beobachteten K -Werte, namlich
0.28 und 0.1 mM, dem zuvor gefundenen cxternen K (Tab.VI) bzw. dem hohen interncn K {(vgl. Abb.11 A).
Im mikromolaren Bereich war dagegen kein weiterer K, auszumachen, der signifikant, d. h. mehr als 15%, zu
der Gesamtaktivitdt beigetragen hiitte. Stattdessen wurde die V- durch dic zwei kinetischen Komponenten
in ungefihr gleich groBe Halften geteilt. Offensichtlich hatte sich dic. Orientierung der membran-inserierten

_Carriermolekiile durch die Beschallung statistisch ausgeglichen.
Um ¢in zweites Kriterium zur Klarung der asymmetrischen Carrierorienticrung zu erhalten, untersuchten

wir, ob der-interne X _-Wert fiir Malat (0.7 mM) auch auf der AuBBenseite der Liposomen gefunden werden
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konnte und dementsprechend der externe K, (L4 mM) auf der Innenseite. Der Faktor von 7zwei zwischen
beiden Werten versprach zuverldssigere Ergebaisse als dic Diffcrenz der entsprechenden Alffinititskonstanten
fir e-Ketoglutarat. Abb.12 macht deutlich, dafl extern erneut ein K, fir Malat von 1.4 mM gefunden wurde,
obwohl das Substrat im Konzeatrationsbereich des internen K varilert wurde, nimlich von 0.1 bis 1 mM. Ein
zusitzlicher K 1y Unterhalb von 1 mM auf der exofazialen Seite des Carricrs war also definitiv aicht vorhanden.
Wie bereits oben angefithrt, war dieses Ergebnis unabhingig davon, ob o-Ketoglutarat oder Malat als internes
Gegensubstrat verwendet wurde (Abb.12). Damit iibercinstimmend war kein vusitzlicher K _-Wert fiir Malat
oberhatb von 1 mM zu entdecken, als die interne Seite der Proteoliposomen iiber einen Konzentrationsbereich

von 50 .M bis 2 mM untersucht wurde (X : 0.68 mM, Abb.12).

5.3.5 Kinetischer Mechanismus des Antiports

Die asymmetrische Oricntierung des Carriers in der Liposomenmembran einerseits und die intrinsische,
kinetische Symmetric der Antiportreaktion andererseits gewihrleisteten klar definierte Bedingungen, um den
Transportmechanismus zu studieren. Zu dicsem Zweck mufiten in einem Experiment die Substratkonzen-
trationen im inneren wic im duleren Kompartiment variiert werden (vgl. 43.1.1). Abb.13 zeigt dic Ergcbnisse
ciner solchen Bisubstrat-Analyse der o-Ketoglutarat/a-Ketoglutarat-Austauschreaklion, die unter Anwendung
der Riicktausch-Methode durchgefithrt wurde. Die kinetischen Daten zcigen diec Abhidngigkeit der
Transportrate von iaternem o-Ketoghutarat (40-400 wM) bei 40, 120 und 500 uM cxiernem o-Ketoglutarat.
Analysierte man sic in Lineweaver-Burk-Diagrammen, so erhielt man daraus ein Musier von Geraden, dic in
eincm gemeinsamen Schnittpunkt auf der Abszisse konvergierten (Abb.13 A). Stellte man dieseiben Daten als
Funktion der externen -Ketoglutaratkonzeatration dar (Abb.13 B), wurde ¢in dhnliches Bild erhalten. Dieses
intersekiierende Muster - im Gegensatz zu dem parallelen Muster von Ping-Pong-Reaktionen - ist bezeichnend
fiir den scquentiellen Mechanismustyp, der immer dann zu beobachten ist, wenn beide Substratmolekiile
binden, bevor die Katalyse ablaufen kann {vgl. 4.4). Demnach bildet also der Oxoglutarat-Carrier vor der
Translokation einen terndren Komplex mit den zwei Gegensubstraten, Der Schnittpunkt auf der Abszisse
bedeutet, dall das erste, interne (oder externe) Substrat keinen oder nur einen geringen Einfiufl hatte auf dic
apparcnie Affinitat fiir das zweite, extern (oder intern) gebundene Substrat. Nur dic Transportrate wurde mit
steigender Konzentration der jewciligen Gegensubstrate stimuliert, wie an den Ordinatenabschnitien (Vmax!app)
und folglich auch an den unterschiedlichen Steigungen zu erkennen ist.

- Diese wechselseitigen Abhiingigkeiten konnten quantitativ analysiert werden durch sekundire Auswertung
der Steigungen und Qrdinatenabschniite aus Abb.13 A und B, wie es in Abb.13 C bzw. D durchgefuhrt wurde.
Aus den linearen Beziehungen wurden K -Werte abgelciiet, dic {ir unendliche Konzentration des jeweiligen
Gegensubstrats exirapoliert sind (vgl. 4.3.1.1). Diese sog. "konzentrationsunabhangigen’” Transport-Affinititen,
ndmlick 0.19 mM fir externes und 0.15 mM fiir internes a-Ketoglutarat, stimmten gut iiberein mit den zuvor in
_'Rﬁckiausch—_Messungen bei endlicher Konzeniratton bestimmien Werten (0.26 baw. 0.17 mM, s. Tab VL)
“Weiterhin - konaten * die  Dissoziationskonstanten K. der bindren Carrier-Substrat-Komplexe aus den
- sekundéren Diagrammen gewonnen werden (vgl. 4.3.1.1). Die unabhingig aus Abb.13 C und D ermittelten
Werte, ndmlich 0.15 mM [ir externes und 0.12 mM fiir internes o-Ketoglutarat, waren se¢hr dhnlich zo den
| _' jeweiligen K, -Werten. Dies fithrt zu einem konstanten Faktor zwischen X und K¢, 0.79 fiir externes bzw.

-'O._SO__fii_r internes w-Ketoglutarat, im Einklang mit einem rapid-equilibrium-random-Mechanismus (Gl 4.2).
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Abb.13: Bisubstrat-Analyse im Riicktausch-Verfahren der vem rekenstituierten Oxoglutarat-Carrier vermit-
teften a-Ketoglutarat/a-Ketoglutarat-Homoaustauschreaktion. A, B: Lineweaver-Burk-Diagramame zeigen die
Abhéngigkeit der Antiportaktivitdt von internem (A) bzw. externem (B) a-Ketoglutarat. Die Konzentraiionen
-an-o-Ketoglutarat waren wie folgt. A: 0.04 (2), 0.12 (&) und 0.5 mM (A) extern; B:.0.04 (0), 0.067 (1), 0.1
(8), 02 (A) und 0.4 mM (A ) intern. Relative Austauschraten v’ wurden nach Gl ‘2.6 berechnet. C, D:
~Sekundire Auftragung der Steigungen (&) und Crdinaicnabschnitte ([0) der priméren Diagramme A bzw. B.
- Aus den Achsenabschnitten und Steigungen der sckundéren Diagramme konnten "konzentrationsunabhéingige’

-K -Werte und K -Konstanten (s. Text) ermittelt werden (vgl-Abb.6): K (extern), 0.19 (C) ur'd 0.19. mM (D) :

E 'K (mtern) 0. 15 (C) und 0 16 mM (D), 1S(ﬁ:xtf:rn) 0 15 (D) K (mlcrn) (.12 mM (C)
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Es war wichtig zu zeigen, dal} dieser besondere Mcchanismus auch fiir dic Malat/Malat-Austauschreaktion
Giiltigkeit besall. Wegen des hoheren internen X, fir Malat konnte diese Frage mit der wemger aufwendigen
Vortausch-Technik angegangen werden. In einem ersten Schritt wurde der Vortausch angewendet, um die oben
beschriebenen Ergebnisse zum a-Ketoglutarat/o-Ketoglutarat-Austausch durch diese unabhingige Methode zu
untermauern (Abb.14 A). Trotz der durch den Vortausch bedingten Einschrankungen beziighich der internen
Substratkonzentration wurde erncut cin kinetisches Muster vom sequentiellen Typ mit einem Schaittpunkt auf
der Abszisse erhalten. Durch sekundire Auswertung (nicht gezeigt) konnte auch der interne "konzentrations-
unabhéingige’ K, bestatigt werden (0.11 mM); cine analoge Auswertung fiir die externe Seite war hier wenig
sinnvoll. Schlieflich wurde der Malat/Malat-Austansch untersucht, wie in Abb.14 B zu schen. Auch in dicsem
Fall wurde ein Schnittpunkt nahe der Abszisse erhalten, wodurch angezeigt wird, dall der Reaktionsmecha-
nismus sich nicht dndert, wenn ein anderes Subsirat fransportiert wird (K | fur internes Malat: 0.63 mM, fir

externes Malat: 1.2 mM). Die K;q-Werte erfiillien erncut die Bezichung aus Gl 4.2, wic fir einen random-

Mechanismus anzunehmen ist.
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Abb.14: Bisubstrat-Analyse im Vortausch-Verfahren der vom rekonstituierten Oxoglutarat-Carrier vermittelten
d-E{etoglntarat/as-}(etoglutarat- und Malat/Malat-Homoaustauschreaktion. Lineweaver-Burk-Diagramme
zeigen die Abhangigkeit der Antiportakiivitiit von cxternem o-Ketoglutarat (A) bzw. externem Malat (B). Die
- Konzentrationen der Gegensubstrate waren wie folgt. A: 0.1 (@), 0.2 (B) und 0.4 mM (£J) internes o-Ketoglu-
“tarat; B: 0.2 (A), 0.6 (00) und 5 mM (O) intercs Malat, Durch sekundédre Diagramme (nicht gezeigt) konnten
- *konzentrationsunabhéngige’ K| -Werte und Ko-Konstanten ermittelt werden: K, fir internes o-Ketoglutarat
0.11mM (A); K, fiir internes Malat 0.63 mM, fiir externes Malat 1.2 mM (B); K¢ fur externes Malat (.74 mM,
fiir internes Maiat 0.52 mM (B). Die V, . -Werte, extrapoliert auf unendliche Konzentratmn von internem und

' - externem Substrat, lagen bei 8.3 pmol/min pro mg (A) bzw. 8.5 umol/min pro mg (B).
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5.4 Diskussion

Kinetische Beschreibung des rekonstituierien Qxoglutaral-Cariers und Vergleich zu Milochondrien

Das Liposomensystem bictet prinzipiell die Moglichkeit, die Substratkonzentration nicht nur im duleren,
sondern auch im inneren Kompartiment frei zu variicrcn. Um diesen offensichtlichen Vorteil im Vergleich zu
den erheblich schwierigeren Experimenten in intakten Organellen voll nutzen zu konnen, war cs notwendig, auch
die Ritcktausch-Technik einzusetzen. Die Kompatibilitit der Vor- und Riicktausch-Methode zcigic sich in
{ibereinstimmenden Ergebnissen bei der Ermittlung der Halbsattigungskonstanten (Tab.VI) und ebenso bei der
Analyse des Transportmechanismus (Abb.13 und 14). So konnten dic mit ciner Methode crhaltenen Resultate
durch die andere Methode unfermauert werden. Alle kinetischen Konstanien wurden ermittelt, dic nitig waren,
um die beiden verschicdenen Seiten des rekonstituicrten Carriers zu beschreiben. Innen fanden sich mittel-afline
und aufen mittel- bis niedrig-affine Bindungsstellen (Tab.VI).

Vergleicht man das hier klar umrissene kinctische Erscheinungsbild des Carriers mit Befunden ausfihr-
licher Studien mit intakten Mitochondrien (Sluse et al. 1972, 1973, 1975, 1979, 1980, 1989, Sluse-Golfart et al.
1983, 1986), so wird deutlich, da die Situation in Proteoliposomen wesentlich unkomplizierter ist. Wir
beobachicten keine kooperativen Phanomene und brauchlen wegen der Abwesenheit anderer Metabolite auch
keine (moglicherweise) aufiretenden allosterischen Einflissc zu beriicksichtigen (vgl. 5.1). Dic reziproken
Diagramme warcn linear fiir beide Substrate auf beiden Sciten der Mcmbran, Dagegen crgab sich in
Rattenherz-Mitochondrien fiir externes «-Ketoglutarat ein komplexes Muster, das als Heterogenitit der
Bindungsstellen interpretiert wurde (Sluse-Goffart cf al. 1983, 1986, Sluse et al. 1979, 1989). Sichi man cinmal
von diescr Ausnahme ab, so ergibt sich aber dennoch cine hinreichend gute Ubereinstimmung hinsichilich der
apparenten Transport-Affinitéten, da auch in Mitochondricn mittel-alfinc Bindungsstellen (K : 0.2-1.3 mM)
gefunden wurden (vgl. Tab.VI). Es wurde zuvor gezeigl, daB die Substratspezifitdt und die Inhibitorscnsitivitét
des rekonstituierten und des nativen Translokators schr dhnlich sind (Bisaccia et al. 1985, 1988, Indiveri et al.
1987); auBerdem erwies sich der kinetische Mechanismus als identisch (s. unten). Daher erscheint ¢s unange-
bracht, zusdtzliche hypothetische Untereinheiten anzunchmen, die bei der Isolierung hétten verloren werden
kénnen. Vielmehr reflektieren die klaren Kinetiken die drastisch reduzicrte Komplexilat unseres Modcellsystems.
Zur Rekonstitution benutzten wir mehr oder weniger ungeladene Membranen und inscricrten eine einzige
Proteinspezies -in geringer Kopicnzahl pro Liposom. Spezifische Protein-Protein- und Protein-Lipid-Wechsel-
wirkungen, dic fir das iiberraschend komplexe kinetische Verhalten unter ’physiologischen Bedingungen’
veramworthch sein konnten, spielen also im Liposomensystem keine Rolle.

- Will_man im Falle rekonstituierter Carrierproteine mchrdeutige Interpretationen kinctischer Analyscn
vermeiden, so ist es wichtig zu erfahren, ob das Protein in der Liposomenmembran unidirektional orientiert ist -
s Sei___denn, man kann einc der beiden moglichen Orientierungen durch sciten-spezifische Inhibitoren sclektiv
ausschalten. Eosinmaleimid, das in Mitochondrien den Oxoglutarat-Carrier nur von der cytosolischen Scite her
mhlblert (Zara & Palmicri 1988),. fuhrte Zu einer voilstandlgen Inhibilion des Au%tauschcs im rekonstituierten
System Jedoch erwies sich die Liposomenmembran als permeabcl fur dleses Rcagens (Ergcbnisse “nicht
'.gczf;i_gt)_._ Um dic Frage der transmembranen Asymmetric anzugchen, benutzten wir daher denselben Ansatz wic

fir den rekonstituierten Asp/Glu-Carrier (s. 3.3.1). Dort wurde die Unidircktonalitdt der Membran-Inscriion
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aufgezeipt, indem die seitenspezifische Ausrichtung der externen und internen Bindungsstellen, charakterisiert
durch verschiedenc Affinitdtskonstanten, bestimmt wurde.,

Wenngleich signifikant und statistisch abgesichert, so waren die Unterschiede zwischen den internen und
externen Transport-Affinititen des Oxoglutarat-Carriers tatsichlich nicht besonders grofs - besonders im Falle
von a-Ketoglutarat (Tab.VI). Auflerdem ergaben sich aber noch zwel unabhingige Hinwcise auf sciten-spezi-
fische Halbsattigungskonstanten. Bei Anwendung beider unabhiingiger MeBmethoden wurde dasselbe Verhilt-
nis von internem und externem K fiir o-Ketoglutarat crhalten - in Vor- (1.55) wie Riicktausch-Bestimmungen
(1.53). Weiterhin konnte die Carricrorienticrung durch Beschallung der Protecliposomen umgekehrt und
vermischt werden, wonach sich in der Tat die beiden erwarteten K, -Werte auf der Auflenscite zeigten, und
zwar in ciner Stochiometric von anndhernd 1:1 {Abb.11B). Dic Scitensperifitit der zwei verschiedenen
Alffinitdtskonstanicen fiir Malat (ohne Beschallung) wird in Abb.12 demonstriert, wo dic Substratkonzentration
diber cinen Bereich variiert wurde, der auch den K| der jeweils anderen Membranseite einschloB. Wie in allen
anderen Experimenten so war auch hier nur cine kinetische Komponente auf jeder Seite erkennbar,

Leider konnien wir nicht herausfinden, ob dic so bewiesene Orientierung right-side out’ oder “inside out’
ist im Vergleich zu Mitochondrien. Eine {iberzcugende Korrelation einer mitochondrialen mit einer liposomalen
Scite konnie nicht festgestellt werden, da dic Differenzen der X -Werte zwischen den zwei Seiten in beiden
Systemen zu gering waren. In dieser Hinsicht die einzige Ausnahme war die sehr niedrige halbsitiigende
Konzentration an cxternem o-Ketoglutarat (10-17 uM), die in Rattenherz-Mitochondrien cinem mittleren
Plateau einer komplexen Sittigangskurve entsprach (s. oben). Dazu sollte crwihnt werden, daB in diesen
Studien (Sluse et al. 1979) eine vollstandige Sattigung der externen Bindungsstellen durch o-Ketoglutarat nicht
erreicht wurde, da nur bis 200 pM gemessen werden konnte, In Profeoliposomen erhielten wir einen einzigen
Ky éuf jeder Seite (0.31 mM {ir externes und (.17 mM fiir internes o-Ketoglutarat), Wie bereits im Ergebnisteil
diskuticrt, beruhle die Beobachtung eines internen Ko von 5 uM (Abb.11A) sehr wahrscheinlich auf einem
experimentellen Artefakt, der sich nicht nur fir internes o-Ketoglutarat, sondern unter entsprechenden
Bedingungen auch fir internes Malat zeigle. Ein tiefer K, fiir Malat wurde jedoch bisher nicht berichtet. Bei
den éxtrem geringen internen Substratmengen (s. 5.3.4) resultierten &hnlich niedrige K _-Werte aulerdem in
Untersuchungen anderer Carrier in einem &hnlichen Liposomensystem (nicht verdffentlichte Ergebnisse). Nach
Eingrifl in die Membrantopologie des rekonstituierten Oxoglutarai-Carriers durch Beschallung erschien aufien
nur der ‘normale’ interne K, (0.1 mM, Abb.11 B).

' Angesu:hts der exzellenten Ubereinstimmung der Affinitdtskonstanten zwischen Proteoliposomen und
_Mllochondrlcn im Falle des Asp/Glu-Carriers (s. 3.) mogen die Unterschiede beim Oxoglutarat-Carrier
verwundern, -doch es gibi plausible Erkldrungen. Die Herkunft des Oxoglutarat-Carriers war verschieden
.(Rindcr.- bzvé. .'Raltcnherz). Weiterhin kinnte - anders als beim Asp/Glu»Carrier {s. Tab.IV) - die wesentlich
'liefe.r“e Tempcratur (2°C) bei den Messungen von Sluse und Mitarbeitern (1979) eine Rolle spiclen, zumal schon
.Pahmen et al (1972) in Rattenlober-Mitochondrien einen Anstleg des cxternen K fir c-Ketoglutarat von 20
MM bel 0°C auf 46 p,M bei 9°C beobachteten.

AbschheBend soﬂ dennoch eine Spekulation gewagt werden. Stuitzt. man sich auf den unserer Meinung nach
zuvcr1a551gsten K -Wert aus Rattenherz-Mitochondrien, ndmlich den fir externcs Malat, dem einzigen
Mlchaehs Muntcn—Subsirat auf der cytosohschen Seite (Sluse- (Joffart et al. 1983), so ergibt sich ein Hinweis auf

“eine msxdc out Onennerung Auch der Matrix- K, fir Malat bes{angt diesen Vorschlag (Tab.VI).
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Der sequentielle Transportmechanismus, ein gemeinsarmes Charakteristikum mitochondrialer Antiporicarier

Gliicklicherweise ist die Situation himsichtlich des kinetischen Mechanismus @beraus klar und konsistent. Wic
zuvor in Rattenherz-Mitochondrien (Sluse et al. 1972) offenbarien auch dic hicr durchgelahrten Bisubstrat-
Analysen cinen sequentiellen Mechanismus, Fiir den rekonstituierten Oxoglutarat-Carricr ist dics in Abb.13 und
14 dokumentiert. Die sich schneidenden Geraden konnen nur im Rahmen dicses kinctischen Reaktionstyps
interpreticrl werden, der einen terniren Komplex des Carriers mit zwei Substratmolckilicn als zentralem
Intermediat des Austausch-Zyklus impliziert. Dabel scheint die Bindung der zwei Gegensubstraic keiner
obligatorischen Reihenfolge zu unterliegen, worauf der gemeinsame Schnittpunkt auf der Absizze hinweist.
Weitere Beobachtungen stiitzen cinen solchen random-Mechanismus. Die Kig-Werte, dic dic Interaktion des
Substrats mit dem unbeladenen Carrier charakierisieren, stimmen ungefahr mit den entsprechenden K -Werlen
fiberein (Interaktion mit dem einfach-besetzten Carrier). Der geringe Unterschied zwischen K und K¢ war
zudem identisch, wenn beide Konstanten unabhéngig voneinander fir die interne und die cxterne Seite der
Membran bestimmt wurden (Abb.13), so daf} dic rapid-equilibrium-random-Bedingung (GIL 4.2) erfiilll ist.
Diese Ergebnisse bedeuten eine schnelle und unabhidngige Bindung der zwei Substratmolekiile. Einc derartige
Unabhingigkeit wurde sowohl fiir den Homoaustausch, und zwar von o-Ketoglutarat (Abb.13) wic von Malat
(Abb.14 B), als auch {ir den Heteroaustausch beobachtet (nicht gezeigt). Diese Symmetric des Oxoglutarat-
Carriers driickte sich ebenso hinsichtlich der maximalen Geschwindigkeit des Transports von a-Kcetoglutarat
und Malat aus, die unabhiingig von der Art des zweiten Substrats auf der anderen Seite der Membran war.

FaBt man die folgenden Befunde zusammen, {a} dic Notwendigkeit cincs ternidren Komplexes, (b) die
Unabhingigkeit der externen und internen Bindungsstellen, (¢} den fehlenden Einfluld der verschicdenen
Substrate auf die Transportrate und (d) das friher beobachtete kompetitive Verhalien von a-Ketoglutarat und
Malat bei Anwesenheit im selben Kompartiment (Indiveri et al. 1987), so wird cin Funktionsmodcll des
Oxoglutarat-Carriers offensichtlich. Nach Bindung je eines Substratmolekils auf beiden Seiten der Membran
bildet sich ein ternirer Komplex, der zugicich das katalytische, d. h. das transport-kompetente Intermediat
darstellt. Folglich werden beide Substrate in cinem konzertierten Schritt tber die Membran hinweg
ausgetauscht. In seiner vollig symmetrischen Konzepiion dhnell dicses Modell stark dem {ir den Asp/Glu-
Carrier * beschricbenen (s. 4.4, Abb.10). Allerdings brauchen im Falle des Oxoglutarat-Carriers keine
unterschiedlich geladenen, durch ein  cotransporticries Protorn  bedingien  Carrier-Substrat-Komplexe
berticksichtigt werden.

Wie oben diskutiert, wurde cin sequentieller Mechanismus (rapid-equilibrium random) fir den
Oxoglutarat-Carrier bereits zuvor auch in intakten Mitochondricn (Sluse et al. 1972) urd fiir den Asp/Glu-
Carrier sowohl im rekonstituierten System (s. 4.3.1.1) als auch in Mitochondrien (s. 4.3.1.2, Murphy et al. 1979)
nachgewicsen. Beriicksichtigt man ferner dic zunchmenden Evidenzen aus Studien mit intakten Mitochondricn
(Duyckaerts et al. 1980, Sluse et al. 1989), daB auch der ADP/ATP-Carrier nach eincm scquenticllen Mecha-
nismus funktionieri, so scheint sich ein generelles Konzept abzuzeichnen. Demnach driicke sich dic nahe
Verwandtschaft der mitochondrialen *Carrierfamilie’ nicht nur in einer Ahnlichkeit der Primirstruktur und

Konformation aus, sondern auch in einem gemeinsamen Typus des Antiportmechanismus.
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6. Antiportfunktion des Dicarboxylat-Carriers: Reaktionsmechanismus mit zwel separaten Bindungsstellen

an der Auflenseite des rekonstituierten Proteins (Indiveri, Dierks, Krdmer & Palmieri 1989b)

6.1 Einleitung

Die Eigenschaften des Dicarboxylat-Carriers in intakten Mitochondrien sind seit etwa 20 Jahren ausfithrlich
untersucht worden. Dieses Transportsystemn Kkatalysiert einen elektroneutralen Austausch verschiedener
Dicarboxylate wie Malat, Malonat, Succinat u. a. gegen anorganisches Phosphat {Chappell & Haarholl 1967,
Chappell 1968, Palmicri ot al. 1970, 1971, McGivan & Klingenberg 1971). Der Export von Malat aus den
Mitochondrien ist vor allem fiir die Gluconcegenese von Bedeutung, da zugleich Oxalacetat, als Vorstufe von
Phosphoenolpyruvat, und NADH in den cytosolischen Teil dieses Stoffwechselweges eingeschleust werden. Im
Gegensatz zur Leber findet im Herzen keine Gluconeogenese statf; dementsprechend hoch bzw. niedrig ist die
meBbare Aktivitit des Dicarboxylat-Carriers in diesen Geweben.

Berceits schr frithe Befunde ans intakten Mitochondrien von Palmieri et al. (1971) deuteten auf dic
Existenz zweier scparater Bindungsstellen auf der cytosolischen Seite des Dicarboxylat-Carriers, davon eine mit
Spezifidl fiir Phosphat und cine mit Spezifitit fiir Picarboxylate. Spéter wurden weitere Anionen, ndmlich
Sulfat, Sulfit und Thiosulfat, als Subs{rate dieses Carricrsystems emtdeckt (Crompton et al. 1974a, 1974b}, und
es gab Hinweise, dal Sulfat mit der Dicarboxylat-Bindungsstelle interagiert (Crompton ¢t al. 1975). Da nun das
gereinigte Carrierprotein in funktionell aktivem Zustand verfigbar ist {Bisaccia ¢t al. 1988), erdfinet sich dic
Maglichkeit, diese interessanten Eigenschaften des Dicarboxylat-Carriers im rekonstituierten System weller zu
erforschen, um die Anzahl und Spezifitit der Bindungsstellen zu charakterisieren.

Die bercits fiir die Analyse des Asp/Glu- und des Oxoglutarat-Carriers erfolgreich eingesetzte Rekonsti-
tutionsmethode (s. 3.-5.) wurde kitrzlich auch far den gereinigten Dicarboxylat-Carrier adaptiert {Indiveri et al.
1989a). Dieses Melisystem erlaubte es, zuverldssige K, - und V. -Werte zu ermitteln, Eine Ubereinstimmung
zwischen dem isolierten und dem nativen Carrier beztiglich sciner Substrat- und Inhibitorspezifitit war bereits
zuvor gezeigt worden (Bisaccia et al. 1988). Hier nun sollen dic funktionellen Eigenschafien des rekonsti-
turerten Dicarboxylat-Carriers im Hinblick auf drei chemisch recht verschicdene Gruppen von Substraten
beschrieben werden: Dicarboxylate, Phosphat oder Arsenat und Schwefel-enthaltende Anionen. Zu diesem
Zweck wurde der wechselseitige Einflulb der unterschiedlichen Liganden auf die Transportakiivitit des
Carriers untersucht. Angesichts des vergleichsweisc komplexen kinetischen FErscheinungsbildes decs

Dicarboxylat-Carriers beschrankte sich die Analyse zunichst aul dic externe Seite der Proteoliposomen. -
. Xy ¥ p
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6.2 Methoden

Reinigung des Dicarboxylal-Carriers

Kiirzlich konnte der Dicarboxylat-Carrier aus Rattenfeber-Mitochondricn durch Chromatographie aul Amber-
lite und Hydroxylapatit in Gegenwart von Cardiolipin gereinigt werden (Bisaccia ct al. 1988). Dazu wurden
Rattenlcber-Mitochondrien, dic nach Palmieri et al. {1974} prépariert wurden, in 3% Triton X-114/20 mM
Na,SO,/1 mM EDTA/10 mM Pipes (pH 7) solubilisicrt und nach Supplementierung mil Cardiolipin (4 mg/ml)
und Reduzierung des Detergens durch Amberlitc XAD-2 (10 g/g Triton) auf trockencs Hydroxylapatit aufge-
tragen {1 ml2 g). Die mit 0.1% Triton X-114 (sonst wie Solubilisicrungspuffer) eluicrende Durchlauffraktion
wurde gesammelt. Dabei wurde das Protokoll von Bisaccia et al. (1988) genau cingehalten. Das Vorgchen
entspricht in weiten Ziigen der Reinigung des Oxoglutarat-Carriers aus Rinderherz-Mitochondsien (s. 5.2). Dic
Unterschiede liegen in der zusitzlichen Anwendung von Amberlite im Falle des Dicarboxylal-Carriers bzw.
von Celite (im Gemisch mit Hydroxylapatit) im Falle des Oxoglutarat-Carriers sowie in der viel hoheren
Detergenskonzeatration {3%) bei der Elution des Oxoglutarat-Carriers. Die Reinheit des Dicarboxylat-
Carriers betrug mindestens 95% und wurde steis durch SDS-Gelelektrophorese kontrollier(. Kontaminationen

durch andere mitochondriale Carrier konnten ausgeschlossen werden,

Rekonstitution des Dicarboxylat-Carriers

Die Rekonstitution des isolierten Protcins in Liposomen wurde wiederum durch hydrophobe Chromatographie
gemischter Mizellen erreicht, dhnlich wie es im allgemeinen Methodenteil fiir den Asp/Glu-Carrier beschric-
ben ist. Vor diesem Schritt wurde das Protein iber DOWEX 1-X8 (Acctat-Form) gegeben, um Sulfat und
Phosphal zu entfernen, das aus dem Solubilisicrungspuffer bzw. dem Hydroxylapatit stammte (Indiveri ot al.
1989a). Folgende Mixtur wurde dann zur Rekonsiliutlon emgc,sctzt (Endvolumen 680 pd) 200 wlk gercinigtes
Carrierprotein (7.5-15 pg) in 0.1% Tnton X 114, 60 pl 10% Triton X- 114 6.7 mg Truihaim Eigelb-Phospho-
lipid in Form beschaliter Liposomen, 15 mM Phosphat, 10 mM Pipes (pH 7). Diesc stchung wurde 13 mal
iiber Saulchen mit Amberlite XAD-2 (5 x 32 mm) gegeben, die zuvor mit 10 mM Pipes (pH 7) und 15 mM
Phosphat aquilibriert worden warcn, Mit Ausnahme der hydrophoben Chromatographie wurde alles bei 4°C

durchgefithrt.

Messung der Transportaktiviidt

Um das externe Substral zu entferncn, wurden die Proteoliposomen tiber Sepadex G-75-Siulen gegeben, die
mit 50 mM NaCl/10 mM Pipes (pH 7) dquilibriert warcn. Die Transportaktivitdten wurden mit der Vortausch-
Methode bestimmt, wie fir den Asp/Glu-Carrier beschrieben (s. 2.3). Die Messung wurde durch Zusatz von
markicriem Substrat ({14C]Malat oder: [32P]Phﬂspi13t) in angegehenen Komentrationcn-gestariei und durch
Gabe von 20 mM Butylmalonat gestoppt. Scnheﬁhch wurde jede cinzelne Probe (100 wl) auf fonenaustanscher-
Saulchen gegeben. Dabei wurde analog der Beschreibung fiir den Asp/Glu—Lamer vorgegangen (s 23) Die
Transportaktivititen wurden aus dem linearcn Bereich der Aufnahme von markiertem Substrat berechnet. Alle
in den Abbildungen gezeigten Geraden wurden durch lineare Regression ermittelt und die so bercchneten
.Parameler zur ‘kinetischen Auswertung hcrangezogcn Dic Bustlmmung der angegcbenen K -Wertc. erfolgtc

. :durch Auftragung der Datcn nach D1x0n (1953) (mcht gezelgt)
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Abb.15; Inhibition der Malat- und der Phosphat-Aufnahme in Phosphat-beladene Liposomen durch Butyl-
maionat (A bzw. B) sowie durch Arsenat (C bzw. D). Zugaben: (O) keine; (%) 0.4 mM (é) 0. 3 mM oder (ﬁ)
0.6 m Butylmaionat (&) 0.4 mM, ( 2) 0.8 mM oder (%) 0.6 mM Arsenat.™ " :
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~AbDb.16: Inhibition der Malat- (A) und der Phosphat-Aufnahine (3) in Phosphat-beladene Liposomen durch

o ) 0.4 mM Malat. -

‘Phosphat (4) bzw. Maiat (§i) Zugaben (O) keine; (%) 0. 3 mM oder () 0. 6 mM Phosphat (%) 0.2 mM oder. "
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6.3 Ergebnisse

6.3.1 Inhibition durch Substratanaloga

in einem ersten Schritt der kinetischen Analyse wihiten wir dic zwei Inhibitoren Arsenat und Butylmalonat als
reprisentative Analoga der Substrate Phosphat bzw. Dicarboxylat. Die Hemmung des Austausches Malat
{extern}/Phosphat (intern} und Phosphal/Phesphat durch diese Analoga wurde bel verschicdenen cxternen
Substrat- und Inhibitorkonzentrationen untersucht. Wie in Abb.15 A gereigt, inhibierte Butylmalonat die
Aufnahme von Malal rein kompetitiv. Der X fiir Butylmalonat lag bei 0.4 mM. Auch allc anderen getesteten
Dicarboxylate konnten als kompetitive Inhibitoren des Malat/Phosphat-Austausches identifiziert werden,
nimlich Malonat (K; 0.44 mM), Benzylmalonat (0.43 mM), Succinat (0.82 mM), Phenylsuccinat (1.6 mM) und
Phthalat (0.95 mM). In allen Fallen war lediglich ein Effekt auf den K, mcht aber auf die V. der Malat-
Aufnahme zu beobachten.

Wenn dagegen dic Aufnahme von Phosphat durch Butylmalonat (Abb.15 B), Malonat oder Succinat
gehemmt wurde, war der Typ der Inhibition klar nicht-kompetitiv. Fiir Butylmalonat wurde erncut ein K von
0.4 mM erhaiten. Exakt die gegenteilige Situation war zu beobachten, als dic Hemmung durch Arsenat
analysiert wurde. Arsenat inhibierte dic Phosphat-Aufnahme kempetitiv (Abb.15 D) und zeigle ¢inen rein
nicht-kompetitiven Hemmtyp bei der Aufnahme von Malat (Abb.15 C). In beiden Fillen nicht-kompetitiver
Interaktion mit dem Carrier (Abb.15 B und C) lag der gemeinsame Schnitipunkt der Geraden auf dor
Abszisse. Dies bedeutet, dall der Inhibitor an das freie wie an das Substrat-beladene Carrierprotein mit

derselben Halbsdttigungskonstan(c bindet. .

6.3.2 Wechselseitige Inhibition der Substrate Malat und Phosphat

Fiir eine direktere Charakterisicrung der Transporikinetik des Dicarboxylat-Carriers wurden Malat und
Phosphat, die bisher nur einzeln als Transportsubstrate eingesetet worden waicn, gleichzeitig zﬁ den Liposo-
men gegeben, um sie als gegenseitige Inhibitoren agieren zu lassen, Wihrend Dicarboxylate, wie oben gezeigt,
dic Malat-Aufnahme kompetitiv inhibierten, fithrte die Gabe von Phosphat zu einem rein nicht-kompetitiven
Hemmtyp (Abb.16 A). Wenn umgekehrt der Phosphat/Phosphat-Austausch verfolgt und den rekonstituierten
Liposomen Malat zugeseizt wurde, 50 .'f_:nthijiltc dic kinetische Analyse ebenso gine 'ﬁicht—kompeti{ive
- Bezichung dieser zwei Liganden (Abb.16 B). Die K;-Werte ‘der Inhibitoren Phosphat. bzw. Malat konnten
durch Auswertung der Daten aus Abb.16 nach Dixon (1953) bestimmt Werden (nicht gezeigt). Die Inhibitions-
konstante K fiir Phosphat hinsichtlich der Malat-Aufnahme lag bei 0.8 mM, also im Bercich seines X -Werts
als Substrat (etwa 1.4 mM). Dasselbe galt fitr Malat als Inhibitor der Phosphat-Aufnahme. Der in dicsem Fall
-erhaltene X;-Wert von 0.5 mM enisprach der dazugehorigen Halbsattigungskonstante K, (0.49 mM). |
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633 Inhibition durch Schwefel-enthaltende Anionen

Das relativ breite Substratspektrum des Dicarboxylat-Carriers bot die Mglichkeit, auch "nicht-physiologische’
Substrate einzusetzen. Aus Experimenten mit Mitochondrien war geschlossen worden, daB Sulfat, Sulfit und
Thiosulfat ebenfalls transportiert werden (Crompton et al. 1974a, 1974b). Im rckonstituterten System inhibier-
ten alle drei Schwefel-haltigen Anionen die Malat-Aufnahme. Unterschiede ergaben sich jedoch hinsichllich
der Art der Interaktion mit dem Carricr. Sulfat und Sulfit hemmten kompetitiv, wibrend dic Inhibition durch
Thiosulfat nicht-kompetitiv war (Abb.17). Dic K-Werte dieser Liganden wurden mit 0.6, 0.2 bzw. 0.8 mM
berechnet.

Wie zu erwarten, konnten gerade die gegenteiligen Effckie beobachtet werden, als diese drei Anionen auf
ilre Hemmung der Phosphat-Aufnahme getestet wurden (Abb.18). Thiosuifat steilie sich als kompetitiver
Inhibitor heraus, wahrend Sullat und Sulfit nicht-kompetitiv wirkten. In diesem Fall betragen die K,-Werte fiir

Sulfat, Sulfit und Thiosulfat 0.5, 0.3 bzw. 0.4 mM.

6.3.4 Analyse des Mechanismus der Transportinhibition

Um Einblick in dic wechselseitige Interaktion zwischen Substrat und Inhibitor am Carrierprotein zu
bekommen, ist es hilfreich, wenn man zwischen vollstandiger und particfler Hemmung unterscheiden kann, Zu
diesem Zweck variierten wir die Inhibitorkonzentration bei ciner konstantcn Substratkonzentration, Dic
crhaltenen Aktivititsdaten wurden dann nach Webb (1963) analysiert, indem die fraktionelle Inhibition (7)
gegen die Konzentration des Inhibitors doppelt-reziprok aulgetragen wurde (Abb.19). Die fraktionclle Inhibi-
tion ist definiert als i = 1 - (v; /), worin v; und v die Aufnahmeraten in An- bzw. Abwesenheit des Inhibitors
bedeuten. Vollstindige Hemmungen - kompetitiver oder nicht-kompetitiver Natur - fithren zu Geraden, die die
Ordinate bei 1 schneiden, wihrend particlle Hemmtypen zu Abschnittea mit hoherem Wert fithren. Im Falle
beider Substrate, Malat und Phosphat, schnitten die jewcils fiir die verschicdenen Ligandcn crhaltencn
Geraden die Ordinate nahe bei 1, wic in Abb.19 fiir Sulfat, Thiosuffat, Malonat und Phosphat zu schen ist.

Dic kinetische Analyse des nicht-kompetitiven Inhibitionsmechanismus konnte noch wcilcr vertieft
werden. Dazu wurde untersucht, ob der Hemmeffekt darauf zuriickzufihren ist, dafl dic beiden Substrate,
Malat und Phosphat, gleichzeitig die zwel verschiedencn Bindungssiellen desselben Carriermolekiils besctzen
und dabei einen nicht-katalytischen Komplex bilden. Falls solch ein Komplex auftritc, konnte einc Trans-
lokation weder des einen noch des anderen Substrats stattfinden, wenn Malat und Phosphat sattigend vorligen.
Folglich wurde die totale Transportaktvitit, d. h. die Summe der {32P}Phosphat- und [14C]Malai_—Aufnahme,
bestimmt, wenn beide Substrate in unterschiedlichen Verhiltnissen und bei unterschiedlichem Séttigungsgrad
(0.4 und 4 mM) an der AuBenseite der Proteoliposomen anwesend waren. Dic in Abb.20 dargesteliten Ergeb-
ﬁissc bf;_iegen, daB der Gesamtumsatz des Carricrs keinesfalls konstant blieb bei unterschicdlichen Verhalt-
nissen dicscr zwei Liganden, obwohl die totale Konzentration von Malat plus Phosphat nicit verdndert wurde.
."Interes.santcrwei_se wurde die geringste Aktivitdt bei cinem Malat - Phosphat-Vérhéitnis von clwa 1::1 beobach-
tet. Weiterh_in War der Hemmeffek[ wesentlich _deullicher,_. WEnR, die_jgweilige_n_Bindungsstcﬂcn_ zu .éinpm

“héheren Grad gesittigt wurden (4 mM, Abb.20 B). Das Ausmal der Inhibition, das bei 2 mM Phosphat/2.mM

-.'_'-Ma_i_at erzielt wurde, betrug 40-60% (fiinf Experimente).
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Abb.19: Inhibition der Malat- (A) und der Phosphat-Aufnahme (B) ia Phosphat-beladene Liposomen durch
unterschiedliche Konzentrationen an Suifat, Thiesulfat, Malonat und Phosphat. Die Raten der Aufnahme von
0.1 mM Malat (A) und 0.1 mM Phosphat (B) wurden gemessen. Alle Inhibitoren wurden gleichzeitig mit dem

markierten Substrat zugesetzt: { Q) Malonat; () Thiosulfat; ( A) Sulfai; { ®) Phosphat. Zur Erkidrung der
fraktionellen Inhibition i siche Text. . .
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Abb.20: Inhibition des Carrier-Umsatzes durch gleichzeitige Bindung von Phosphat und Malat an den rekon-

. stituierten - Dicarboxylat-Carrier, [14C}Malat und. [*“P}Phosphat wurden gleichzeitig in ‘den angegebenen
-+ Konzentrationen zu Phosphat- beladcnen prosomen zugesetzt D:e Gesamtkonzentratmn bmder Substrate lag
o '_'bel(}4mM(A)0der4mM(}3) .
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6.4 Biskussion

Fir die Analyse cings carrier-vermittelten Transportprozesses, der separate Bindungsstellen fiir verschiedene
Substrate involviert, mufiten dic kinctischen Parameter zuniichst fir jodes einzelne Substrat ermittelt werden,
Diese Untersuchungen wurden bereits zuvor von Indiveri et al. (1989a) ausfithrlich beschrieben. Dabei war das
fiir die hier durchgefiihrien Studien wichtigste Ergebnis, dall die V. -Werte der Phosphat- bzw. Malat-
Aufnahme in mit Phosphat beladene Proteoliposomen exakt Gibercinstimmten. Diese intrinsische Symmetric
der Antiportreaktion ist eine wichtige Voraussctzung, wenn man das kompetitive oder nicht-kompetitive
Verhalten zweler Substrate analysicren will, die gleichzeitig auf derseiben Seite der Membran anwesend sind.

Experimente mit intakten Mitochondrien fithrten schon schr {rith zu Hinweisen, dafl der Dicarboxylat-
Carrier zwei verschiedene Bindungsstellen besitzt (Palmieri et al. 1971). Die hicr berichteten Daten zum rckon-
stituierten Carrier stiitzen diesen Vorschlag, Die wesentliche Evidenz [iir ein derartiges Modell 1st die nicht-
kompetitive Natur der Hemmung der Phosphat-Aufnahme durch Malat oder Butylmalonat cinerseits und die
nicht-kompetitive Hemmung der Malat-Aufnahme durch Phosphat oder Arsenat andererseits.

Aufgrund dicses Befundes konnten wir die genannten sowie verschicdene andere Substrate und Inhibi-
toren des Dicarboxylat-Carricrs in zwei einander ausschlieBende Klassen von Liganden cinteilen. Dazu muBiten
ihre inhibitorischen Bezichungen zueinander kinefisch analysiert werden. Liganden derselben Klasse zeigten -
bel simultaner Anwesenheit auf der MembranauBenseile - cine kompetitive Interaktion mii dem Carricr,
withrend Vertreter aus den zwei verschicdenen Klassen eindeutig auf micht-kompetitive Weise wechselwirkten.
Es ist allgemein anerkannt, daf eine nicht-kompetitive Inhibition auf (zamindest teilweise) verschicdene
Bindungsstellen zuriickzufiihren ist. Folglich wurden die Liganden Malat, Succinat, Phenylsuccinai, Malonat,
Butylmalonat, Benzylmalonat, Phthalat, Sulfat und Sulfit einerscits und Phosphat, Arsenat und Thiosulfat
andererseits mit den zwei verschiedenen Bindungsstellen an der dufieren Oberfliche des Dicarboxylat-Carricrs
korreliert. Es mul} dabei beriicksichiigt werden, dal3 einc detailliertere Charakterisicrung des Transport-
mechanismus von der Orientierung des rekonstituierten Carrierproteins in der Membran abhéngt. Diese Frage
wird zur Zeit untersucht. Da aber Malat und Phosphat in beide méglichen Richtungen transporiiert werden
(Indiveri ot al. 1989a), diec zwei Bindungsstellen also vermutlich auch auf der Membraninnenseite vorhanden
sind, witrde selbst eine gemischte Orientierung des Carrierproteins dic hier gezogenen SchluB{olgerungen nicht
wescntlich beeintrachtigen. Die Beobachtung von nicht-kompetitiven Inhibitionsmechanismen kana in jedem
Fall nicht das Ergebnis verschiedener Bindungsstellen auf unterschiedlich orientierten Carricrproteinen sein.
Dies hat zur Konsequenz, dafl dic beiden Bindungsstellen auf einer Membranseite desselben Carricrmolckiils
lokalisiert sein miissen.

Wenn die Aktivitdtsdaten in den Filien nicht-kompetitiver Inhibition in reziproken Diagrammen analy-
siert wurden, also nach Lineweaver-Burk und nach Dixon, so war der Schaittpunkt der crhaltenen Geraden
jedesmal auf der Abszisse zu finden. Dies bedeutet rein formal, daBf X, = Kj;. Man kann demnach davon
ausgehen, daB die Bindung (nicht der Transport!) des Substrats an den Carrier nicht durch dic Anwescnheit
.~ des betreffenden Inhibitors beeinfluBt wird und umgckehrt. Das Auftreten der nicht-kompetitiven Inhibition,
- wie hier fiir den rekonstituierten Dicarboxylat-Carrier beschrieben, kann man sich am einfachsten als Folge der
" Bildung cines nicht-katalytischen, d. h. nicht-transport-kompetenten, terniren Komplexes erkliren. Dieser

. entsteht durch simultane und schnelle Bindung von Substrat und Inhibitor an die externe Seile des Carrier-
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proteins, Dabei ist zu berticksichtigen, dall der bisher aus formalen Griinden als Inhibitor betrachtete Ligand
selbst ein Substrat ist. Dieses Modell wird durch Abb.20 unmittelbar veranschaulicht. Nicht nur die Transpor-
taktivitdl beziiglich eines einzelnen (markierten) Substrats war klar reduziert, sondern der gesamte Umsatz des
Dicarboxylat-Carriers, d. h. die Summe der Transportaktivititen fiir [MC]Maiai und fiir {32P}Phosphat, wenn
beide Liganden in etwa derselben Konzentration anwesend waren. Bei Séltigung der zwel verschiedenen
Bindungsstellen kann man davon ausgehen, dafl der gebildete ternire Komplex vollstindig inaktiv ist, wie
tendenziell zu erkennen war, als die Konzentration der Substrate von 0.4 auf 4 mM angehoben wurde (Abb.20).
Aus methodischen Griinden konante dieses Experiment nicht bei Konzentrationen durchgefihrt werden, bei
denen beide Bindungsstellen vollkommen gesattigt waren. Daher wurde die maximale Hemmung auch nicht
crreicht, In dhnlicken Studien, wo der Effekt von ATP plus ADP auf die Translokationsrate des rekonstituier-
ten ADP/ATP-Carriers untersucht wurde, war keine signifikante Erniedrigung der Umsatz-Zahl festzustellen
{R. Kramer, uaverdffentlichte Ergebnisse).

Die hier mit dem rekonstituterten Dicarboxylat-Carrier crhaltenen Resullate stehen im Einklang mit
einem nicht-kompetitiven Inhibitionsmechanismus, der die Bildung cines nichi-translozierenden terndren
[Phosphat,, -Carrier-Malat |- Komplexes beinhaltet. Es muB hervorgehoben werden, dafl diese Interpretation
der Intcraktion von Substrat und/oder Inhibitor mit dem Dicarboxylat-Carricr sich nicht nur von der Situation
beim ADP/ATP-Carricr unterscheidet, sondern auch von der bei anderen mitochondrialen Transportsysicmen.
Die kinetische Analyse des Asp/Glu-Carriers (s. 4.3.2) und auch des Oxoghutarat-Carriers (Indiveri et al. 1987,
vgl. 5.) fihrie zu ciner gemeinsamen Bindungssiclic fir alle spezifisch durch diese Carrter transportierten
Substrate. Das insofern komplexere kinetische Verhalten des Dicarboxylat-Carriers 14t schwierige, aber umso
mteressantere Untersuchungen des Bisubstrat-Mechanismus erwarten, wobei die internen Bindungsstellen des
Carriers in dic Analyse mit cinbezogen werden milssen. Mogliche Konsequenzen aus den hier beschriebenen

Befunden fiir das generelle Carrierkonzept werden in der aligemeinen Diskussion (10.2) naher erldutert.
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7. Effiuxfunktion des rekonstituierten Asp/Glu- und ADP/ATP-Carriers:
Modifizierung durch SH-Reagenzien fithrt zum Umschalten von obligatem Gegentausch za
unidirektionalem Transport (Dicrks, Salentin, Heberger & Kramer 1990a; Dierks & Krdmer 1989a)

7.1 Einleitung

Um weiteren Einblick in den Mechanismus carrier-vermit{eiien Transports zu erlangen, ist es - nach der
kinetischen Beschreibung der Transportfunktion (s. 3.-6.) - von grundlegendem Infcresse, auch strukiurclle
Aspekte dieses Prozesses zu untersuchen. Das rekonstituierte System bietet die Moglichkeit, recht selekiiv das
interessierende Carrierprotein an spezifischen Aminosiuren zu modifizieren, danach die Effekte auf dic
Transportfunktion zu analysieren, um schlieflich beides miteinander zu korrelieren. Durch Verwendung
verschiedener SH-Reagenzien konmten in vielen Carricrproteinen Cysteine von funktioneller Bedeutung
nachgewiescn werden, Von den mitochondrialen Carriern werden der Phosphat-Carrier (Fonyd & Bessmann
1968, Tyler 1968, Coty & Pedersen 1974, Fonys 1979, Hiither & Kadenbach 1984), der Oxoglutarat-Carricr
(Quagliarictlo & Palmieri 1972, Bisaccia et al. 1985), der Pyruvat-Carrier (Papa & Paradies 1974, Halestrap
1976, Thomas & Halestrap 1981) und der Carnitin-Carricr (Pande & Parvin 1976) sowohl durch Hg-Verbin-
dungen wic Mersalyl gehemmt als auch durch alkylierende Malcimide wie N-Etylmaleimid (NEM) oder, im
Falle des Oxoglutarat-Carriers, Fosinmaleimid (Zara & Palmieri 1988). Der Tricarboxylat- (Bisaccta el al.
1989) und der Dicarboxylat-Carrier (Meijer & Tager 1969, Meijer et al. 1970, Palmieri et al. 1974, Coly &
Pedersen 1974, Bisaccia et al. 1988) sowie das Uncoupling-Protein (Jezek 1987) sind sensitiv gegeniiber Hg-
Reagenzien, der ADP/ATP-Carrier (Leblanc & Clauser 1972, Vignais & Vignais 1972, Aquila et al. 1982) und
der Glutamat-Carrier gegeniiber NEM (Meijer et al. 1972, Meyer & Vignais 1973). Die Aktivitdt des Asp/Glu-
Carriers wird nach Behandlung mit DTNB (Dierks & Krimer 1988) und NEM stark reduziert und kann, wie
hier gezelgl durch Hg- Verbmdungen vollstindig blockiert werden (Tab. VII).

' Selt mehr als 20 Jahren beschreiben zahireiche Publikationen einen Efffux verschicdener Solute aus
Mxiochondnen mfolve unicrschiedlicher Behandlungen. Von den angewendeten Agenzien induzierten
msbesondere solche Efﬂux, die ihre Wirkung auf Cysteine ausubicn und zwar direkt (Scott & Gamble 1961,
nght et al 1968, Scott et al. 1970, Siliprandi et al. 1973, Bogucka & Wojlczak 1979, Hams et al. 1979,
Beatrice et aI. 1980, Novgorodov ct al. 1987, Rizzuto et al. 1987, Chévez et al. 1989) oder indireke iber
Glutafhion (Harris é_t al. 1979, Beatrice ot al. 1984, Vercesi 1984). Folglich wurde der Redoxzustand von SH-
Gruppen in die Argumentation cingebracht, um den genercllen Permeabilititsanstieg der Mitochondrien-
membrait Zu cﬁdéren. Proteine, die die fir dicsen Effekt relevanten Sulthydryl-Gruppen enthielten, wurden
j_eddch nicht identifiziert. Eine wesentliche Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin zu kléfc_n, ob der
Asp/Glu-Carrier —”E%IS cin Vertreter der mitochondrialen Transportsysteme - an der Efflux-Induktion durch SH-
Reagenzien beteiligt ist. Diese Fragestellung konnte im rekonstituierten System zicigcriéhtet angegangen
werden. In der Tat war ein reversibles Umschalten des Asp/Glu-Carriers und ebenso des ADP/ATP-Carriers

“von der. Antiport-Funktion zu unidirektionaler Effluxakiivitit zu beobachten, hervorgerufen durch Modifizie-

.rung der_Carri_er_p_roEei_nz;mit.Hg2._+ oder organischen Hg-Verbindungen.
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7.2 viethoden

Reinigung des Asp/Glu- und des ADP{ATP-Carriers

In den meisten Experimenten wurde die nach Hydroxylapatit-Zentrifugationschromatographie und Entsalzung
crhalienc Proteinfraktion zur Rekonstitution eingesetzt (G-25-Protein) (s. 2.2). Fine weitere Reinigung des
Asp/Glu- und des ADP/ATP-Carriers, dic beide in dicser Priparation vorhanden waren, warde durch HPLC
auf etner Hydroxylapatit-Saule erreicht (s. 2.2). Es wurden 2.5 mg G-25-Protein injiziert (0.64% CioEg/ 600
mM Ammoniumacetat). Nach einem Natriumphosphat- und einem Cardiofipingradienten fithrte schiicBlich ein
Ammoniumaceclatgradient bei einer Konzentration von etwa 800 mM zu Fraktionen mit nahezn reinem
Asp/Glu-Carricrprotein. Die genaue Durchfiihrung ist in 2.2 beschrieben.

Zur Reinigung des ADP/ATP-Carriers wurden 1.7 mg (G-25-Protein (0.64% C1oEg/300 mM Amimonium-
acetaty auf die gleiche HPLC-Saule aufgetragen. Die mit 0.4% Cy7Eg/300 mM Ammoniumacetat/10 mM
Natriumphosphat eluierende Durchlauf-Fraktion wurde gesammelt (vgl. Abb.27 A). Die in Abb.27 B gezeigte
Proteinpriparation wurde erhalten, wenn der Siulendurchlauf von 2.5 mg aufgetragenem Protein gesammelt

wurde, dor mit 0.4% Cy,Eg/750 mM Ammoniumacetat/10 mM Natriumphosphat eluierte.

Reinigung des Porins

Porin wurdc aus mit 3% Triton X-100 solubilisierten Rinderherz-Mitochondrien durch Chromatographie auf
Hydroxylapatit/Celite {2:1) isoliert, wobei die Vorschrift von De Pinto ct al. {1987) angewendet wurde. Der
Aultrag auf die Saule (3 mg Protein/0.6 g Sdulenmaterial) darf eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml nicht
iibersteigen, da sonst das endogene Cardiolipin der solubilisierten Milochondrien ausreicht, um die Elution des
Porins von der Sdule zu verhindern. Bei Elution mit Solubilisierungspuffer, der kein Salz enthalten darf,

passiert Porin als einziges Protein die Sulc im Durchlauf (1.2 ml) (vgl. Abb.23).

Prdparation der Profeoliposomen _
Die verschicdencn Proteinprdparationen wurden erneut durch hydrophobe Chromatographie gemischier
Mizellen m Liposomen inkorporieit (s. 2.2). Auch zur Rekonstitution vor Porin ﬁfurden dic Bedingungen
angepaldt, wobei ein Verhiltnis von 1.7 mg Triton X-100/mg Phospholipid eingestellt warde. In den Porin-
Korekonstitutionsexperimenten (Abb.24) wurden nur 8 statt 12 mg/ml Phospholipid eingesetzt und 1.6 mg
Triton X-180 plus 0.1 mg Cy,Eg pro mg Phospholipid. Das Protein/Phospholipid-Verhiltnis lag im Falle von
(3-25-Protein bei elwa 0.04 mg/mg, war aber viel geringer im -Fa_!lé der HPLC-Fraktionen (0.002-0.004 mg/mg)
und im Falle von Porin (0.00065-0.0026 mg/mg). | |

HIID_ie in Abb.27 B analysierte Proteinfraktion wurde wiederholt in liposomale Membranen inseriert, um die
Protcinmenge i)ro Liposom zu erhohen. Zu diesem Zweck wurden Proteoliposomen bei 140000 x g sedimen-
ﬁ__cr__t (40 Min, 4°C), erncut in gemischicn Protein/Detergens-Mizelien solubilisiert und dann ein zweites und

drittes Mal auf Amberfite rekonstituiert unter Anpassung aller Substrat- und Puffer-Konzentrationen.

Messung der. Transportaktivititen

| “Um die Antiportaktivitét des Asp/Glu-Carriers zu verfolgen, wurde in den allermeisten Fillen die Riicktausch-
.Mcthodc eingesetzt (s. 2.3). Bei Benutzung der Vortausch-Methode ist dies ansdriicklich erwahat. Alle Trans-

_. portmessungen (Antiport wic Efflux) wurden bei pH 6.5 durchgefithrt mit Ausnahme der Experimente mit

~Proteinasen, wo pH 7 wihrend des gesamien Experimentes gewahlt wurde: zundchst bet der Inkubation
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vormarkierter Proteoliposomen fiir 1 h mit Subtilisin, Trypsin oder Pronase (I mg/ml, 25°C), dann wihrend
der Geifiltration zur Entfernung der Protcinasen und schlieBich bei der Efffux- bzw. Riicktausch-Messung,

Ui den unidirektionalen Transport (Efflux} mit ausreichender kinetischer Auflésung messen zu kdnnen,
wurde eme dem Riicktausch-Verfahren sehr dhnliche Inhibitor-Stopp-Technik entwickelt. Nach Gelfiltration
der vormarkierten Proteoliposomern wurde der Efffux des radioaktiven Substrats durch Zugabe von SH-
Reagenzien gestartet, wie im Zusammenhang jedes einzelnen Experimentes angegeben ist. Als Stopp-Losung
wurde eine Mischung aus 5 mM DTE und 40 mM Pyridoxalphosphat angewendet, zwei Inhibitoren der
Aspartat-Effluxaktivitit (s. Ergebnisse). Die Vormarkierung des internen Substratpools (normalerweise 16 mM
Aspartat) geschah gewthnlich unter Ausnutzung der Carricraktivitdt, wic in 2.3 fir dic Rilcktausch-Mecthode
beschrieben wurde. In den Experimenten aber, in denen die Effluxaktivitit von Liposomen tiberpritft wurde,
dic kein Protein, maktiviertes Protein oder Porin enthielten, wurde das markierte Substrat (0.3 pCi/ml)
wihrend der Rekonstitution in die Liposomen eingeschlossen.

Genau dieselbe experimentelle Vorgehensweise wurde angewendet, um den Transport von ATP quantita-
tiv zu erfassen. ATP/ATP-Antiport wurde im Ricktausch-Modus gemessen, indem der Export von [14C]ATP
aus vormarkierten Proteoliposomen (10 mM ATP) nach Zusatz von unmarkicriem ATP verfolgt wurde. In den
ATP-Efflux-Experimenten wurde das Ausschleusen des markierten ATP (10 mM, wenn nicht anders angege-
ben) durch Zufiigen von 5 pM HgCl, oder 100 uM Mersalyl mititert - also in Abwesenheit von externem
Substrat. Der Antiport wurde durch eine Mischung aus 33 pM CAT und 5 oM BKA gestoppt, wahread 5 mM
DTE und 40 mM Pyridoxalphosphat angewendet wurden, vm den Efflax von ATP zu stoppen.

Bei Aatiport- und Efflux-Messungen wurde der zeitliche Verlauf des Isotopenfluxes durch ein Computer-
programm (ENZFITTER, Biosoft) nach einer einfachen Exponentialgleichung ansgewertet (vgl. Gl 2.1 und
Gl. 2.4). Fiir die Ermittlung der Riicktausch- wie der Effluxaktivitdten licf3 man das Programm die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten k berechnen (1/min). Diese waren inncrhalb jedes einzelnen Experiments direke
mitcinander vergleichbar, solange Liposomen mit identischem Substratpool verwendct wurden (Dicrks &
Kriamer 1988). In Tab.VII wurde die Ricklausch-Geschwindigkeit (v) entsprechend Gl 2.5 berechnet (vgl.
Tab.Il), wozu es einer Abschatzung des aktiven Innenvolumens der Liposomen gemil Gl. 2.7 bedurfte. Wenn
man die Geschwindigkeitskonstanten aus Riicktausch- oder Eftluxkinetiken ermittelt, dic nach Einwirkung von
Inhibitoren oder Proteinascn gemessen wurden, so mufl gewahrleistet werden, daf3 der Computer aul den
Endwert der unbehandelten Kontrofle cxtrapoliert, der dem Isotopengleichgewicht (Ritcktausch) oder dem

chemischen Gleichgewicht (Efflux) der transporticrien Substrate entspricht.

SDS-Polvacrvlamid-Gelelekirophorese

. Proteinproben wurden mit Desoxycholat und Trichloressigsdure préazipiticrt (Peterson 1977} und mit 90%

Ether/100 mM Tris (pH 9) oder, bei Extraktion aus Proteoliposomen (Abb.27 B), mit 90% Aceton/100 mM

~Tris (pH 9) gewaschen, um das koprézipitierte Detergens und Phospholipid zu cntfernen. Die elekirophore-

““tische Trennung in Gegenwart von SDS wurde in 10-15% Acrylamid-Gradicntengelen (Phast Gel) unter

Benuizung eines automatisierten Systems durchgefithrt (Phast System, Pharmacia). Die Gele wurden ciner

Silberfarbung nach-c“icm_Pr'(.)tokoli.{fon QOlsson et al. (1988) unterzogen, jedoch unter Anv{endung von 0.25%

Stibernitrat fiir 13 Min.
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Immunologischer Nachweis des ADP/ATP-Carriers und des Porins

Fiir Western-Analysen der getrennten Proteinbanden wurden dic ungefarbten Gele mit einem in Wasser
angefeuchteten Stiick Nitrocellulose {Schleicher & Schilll BA 85) bedeckt und auf dem Trennbetl des Phast-
systems fir 20 Min auf 70°C erhitzt. Nach Blockicrung des Nitrocellulose-Filters fir 2 h mit 2% Gelatine in
Phosphat-gepufferter Saline (pH 7.3) und 0.05% Tween 20 wurde die Immunodekoration durchgefithrt. Dazu
bedurfte es einer einstindiger Inkubation zunichst mit polyclonalen Antikérpern gegen Porin (1:380 in
Blockierungspufter) bzw. gegen den ADP/ATP-Carrier (1:1000) und anschlicBend mit Peroxidase-konjugier-
tem anti-Kaninchen IgG (Fc) aus Ziege (1:5000 in Blockierungspuffer). Darauthin wurde der Nitrocellulose-
Filter durch die Peroxidase-Reaktion unter Verwendung von 3,3-Diaminobenzidin als Substrat in Gegenwart

von Kobalt- und Nickelionen cntwickelt {(De Blas & Cherwinski 1983).

Tab, VI Inhibition des Aspartat-Antiports uad Induktion des Aspartat-Effluxes durch unierschiedliche SH-
Reagenzien. Proteoliposomen wurden mit den genannien SH-Reagenzien in angegebenen Konzentrationen
versetzt, Nach 30 s wurde die Restaktivitit im Vortausch gemessen (Zugabe von 100 pM [14(I}Aspartat). Dic
Fihigkeit dieser Reagenzien, Effllux zo induricren, wurde in Abwesenheit von externemn Substrar getestet. Die
Messung starietc also dirckt mit der Zugabe des jeweiligen Reagenzes zu vormarkierten Proteoliposomen. Fiir
den Efflux wurden apparente Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung (k) ermittelt (s. 7.2). Zum Vergleich
von Efflux- und Antiportgeschwindigkeiten wurde k auch fiir den Riicktausch bestimmt nach Zusatz von 100
uM Aspartat anstellc des SH-Reagenzes. Alle Daten wurden mit Proteoliposomen identischer Zusammen-
setzung erhalten (16 mM internes Aspartat). Zur Vormarkicrung des internen Substratpools siche Abb.21.

‘SH-Reagens Angewendete Vortauschaktivitat Efflux-Geschwindigkeits-
i Konzentration (uM/min) konstante & {(1/min)
- : _ 12.1 0.006
DTE . 2000 pM 11.0 0.008
NEM 5000 pM 2.1 0.004
DTNB 200 uM 3.0 < 0.003
PCMB = 20 uM <06 0.004
. PCMS : 20 uM < 04 0.018
HgCl, 5uM < 0.7 0075
Mcrsalyl 5pM < 0.5 0.604
Mersalyl 100 uM < 0.3 (.105
Mersaly/DTE ¢ 160 uM 11.9 0.007
Mersalyl/PLP 2 100 pM <03 0.007
“Mersaly/EDCS 7 100 oM <02 0.012
“Mersalyl/DEPC© 100 pM < 02 0.010
' Rﬁc_k_tausch—IKontrolle 0.340¢

4 Proteoliposomen wurden mit 2 mM DTE versetzt nach Vorinkubation mit 100 @M Mersalyl fur 30 5.
) b Proteoliposomcn wurden gleichzeitig mit Mersalyl und 20 mM Pyridoxalphosphat (PLP) versetzt. '
. « Proteoliposomen wurden fiir 20 Min mit 5 mM EDC bzw. 100 1M Diethylpyrocarbonat (DEPC)
" vorbehandelt. Nicht gebundenes Reagens wurde withrend der Gelfiltration der Liposomen entfernt, die stets
-+ der Zugabe der SH-Reagenzien voranging (s. 7.2).
' -'_Q_T_Einer Austauschaktivitat von 11.8 wM/min entsprechend (s. 7.2).
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7.3 Ergebuisse

7.3.1 Grundlegende Eigenschaften der Efflux-Induktion

Die Zugabe unterschiediicher Cystein-modifiziesender Reagenzien zu Proteoliposomen mit rekonstituiertem
Asp/Glu-Carrier fithite zu zwei grundlegend verschiedenen Beobachtungen. Auf der einen Seite konnte eine
mechr oder weniger vollstandige Inhibition der Antiportaktivitdt durch verschicdenen Klassen von Reagenzien
erreicht werden, wic sich in Vortausch-Messungen zeigte (Tab.VII). Die jeweiligen ICq-Werte (Inhibitor-
konzentrationen bei halbmaximaler Hemmung) lagen um 2 pM fiir HgCl,, Mersalyl, PCMS und PCMB, waren
aber erheblich hher fir DTNB (etwa 125 pM) und NEM (ctwa 1 mM). Wurden auf der anderen Seite
Proteoliposomen mit markicricm Aspartat vorbeladen, um danach den Antiport als Expori von Markicrung
messen zu kommen (Rilcktausch), so wurde nach Zugabe von Hg-\/erbindungen ein drastischer Efflux von
internem Asparlat detektiert. Dieser Efflux war aber nicht aufl die Antiportaktivitit des Asp/Glu-Carriers
zuriickzufithren, trat er doch in Abwesenheit von externcm Gegensubstrat auf, sondern stellte einen unidirek-
tionalen Flux von Aspartat dar.

Die Konzentration an Reagenzica, die fiir die Induktion diescs Elffuxes mit halbmaximaler Rate bendtigt
wurde, schwankte betrichifich zwischen HgCl, (2 uM), Mersalyl (100 pM), PCMS (etwa 40 uM) ﬁnd PCMB
(ctwa 1 mM). Bei maximaler Induktion durch Mersalyl, dem effektivsien Reagens (Tab.VII), wurden Efflux-
raten gemessen, die im Bereich der Antiportakiivitdt lagen (Abb.21), d. h. 20- bis 60-mal hoher verglichen iﬂit
dem langsamen Efflux, der stets nach Entfernung des externen Substrats zu beobachten war - ohne Zugabe
irgendeines Reagenzes. DTNB hemmte dicse Grundefflux-Komponente (Abb.21), wie bereiis frither beobach-
tet wurde (Dierks & Krimer 1988). Es mufiten also vollig verschiedene Effckte der einzelnen SH-Rcagenzien
auscinandergehalten werden. Alle dicse Effekte konnten durch einen Uberschuffi an DTE unterbunden
werden, wie Tab.VII und Abb.30 (s. unten) zu entnehmen ist. Folglich wurde DTE fiir die kinetischc Analyse
des Hg-induwzierten Efffuxes (s. 7.2) als Stoppreagens eingese(zt, und zwar n Kombination mit Pyridoxal-
phosphat, dem wirkungsvollen, aber unspezifischen Inhibitor des Asp/Giu-Carriers (Tab. VI, Abb.25).

Obwohl der Hg-induzierte Efflux von Aspartat stets mit ciner, Hemmung des Asp/Asp-Antiporis
gekoppell war, bedeutete dies nicht notwendigerweise, dafl der Eiflux - wie der Antiport - dem rekonstituierten
Asp/Glu-Carrier zuzuschreiben war. Daher galt ¢s zu beweisen, dal der unidirektionale Efflux nicht auf ein

unspezifisches Auslaufen der Liposomen zuriickzufihren war, sondern cinen carrier-vermittelten Prozefs

reprisentierte.

7.3.2 Abhéngigkeit von aktivem: Protein

Um die Stabilitit der Liposomen in Anwesenhcil der angewendeten Reagenzien zu fberpriifen, wurde

markiertes Aspartat wihrend der Rekonstitution in dic Vesikel emgcschlossen Anders als bei der sonst

~-benutzten - Markicrungsmethode uber__-dl_e .-Anhportaktwﬁat:_ -(s 72) wurden hler aHe Liposomen mit-

: '[1.4CIAspartaE beladen, inklusive. derer -ohne Carricrprotein. Nach Entfernung des cxternen Aspartats durch

Passage iiber Scphadcx G-75. wurde Mersalyl i in ‘einer Konmntratxon von 1 -mM zugesetzi, aiso mmdcstens_

dreimal hoher als fur ‘maximale . Efﬂux‘indukilon no[wendlg AbD 22 zcigt daB dxe Integrltat von, prosomen-- S
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Abb.21: Indukiion des Aspartat-Efffuxes durch Mersalyl. Der interne Substraipoof von Proteoliposomen (16
mM Aspartat) wurde durch carrier-vermittelte Aquilibrierung mit externem [ C]Aspartat markiert (s. 7.2).
Nach Gelfiltration der Liposomen zur Entfernung des externen Substrats wurde die Abnahme der internen
Markierung verfolgt, Die Messungen wurden durch verschiedene Zugaben initiiert: O, Puffer (Grundefflux); A,
200 uM DTNB; O, 10 oM, V,26 uM, X, 64 uM, +, 160 uM und <, 400 pM Mersalyl. Zum Vergleich
wurde auch die Antiportaktiviir (Rucktausch) nach Zugabe von 3 mM Aspar[a[ in Abwesenhelt von SH-
Rcagcnhcn (&) gemessen : o

internes ‘Aspartat "'(14C~'dp'm)"

| | ] | ] i
10 20 30 40 50 60
SR t{min} o

Abb.22: Abhiingigkeit des Efftuxes von aktivem Carrierprotein. Wahrend der Rekonstitution wurde markiertes
'Aspartat (16 mM) in die Liposomen eingeschlossen (s. 7.2), die danach einer Gelchromatographie unierzogen
~und mit 1 mM Mersalyl behandelt wurden. Liposomen ohne Protein (&) oder mit Protein, das zuvor durch 4%
-8DS bei pH 9 denaturiert worden war (&), zeigten keinen bzw. nur geringen Effiux im Vergleich zu Liposomen

-mit infaktem Protein (A). Die Efffuxaktivitit konnte gehemmt werden, mdem dle Proteohposomen rmt Subtt- o

| _".'11s1n (1 mg/ml) bei 250C fur 1 h vormkubiert wurden (7 )




69

ohne Protein durch diese Behandlung itberhaupt nicht beeintrachtigt wurde. Ebenso behiclien Proteolipo-
somen ihre interne Markierung nahezu vollstindig, wenn zu ihrer Herstellung durch SDS denaturiertes Protein
verwendet wurde. Abb.22 macht auflerdem deutlich, dall die Effluxaktivitit von Liposomen mit intaktem
Asp/Glu-Carrierprotein gehemmt werden konnte, wenn zuvor Proteinasen wic Subtilisin eingewirkt hatten.
Auch der Asp/Asp-Antiport war dann auf einc geringe Restaktivitat reduzicrt (s, unten). Eine dhnliche Inakti-
vierung beider Transportfunktionen wurde nach Vorbehandhung der Proteoliposomen mit den Aminosdure-
reaktiven Reagenzien EDC und Diethylpyrocarbonat beobachtet (Tab.VII, Abb.25), die Proteine an Lysin-
bzw. Histidin-Resten modifizieren (s. 9.3.3). Folglich beruht der Efflux von Aspartat essenticll auf aktivem

Protein in der Liposomenmembran.

7.3.3 Ausschlub einer Beteiligung von Porin

Die fiir die Rekonstitution eingesetzte Proteinpriparation enthielt angereicherte Aktivitdten des Asp/Glu- und
des ADP/ATP-Carriers. Aufl einem SDS-Polyacrylamidgel (Abb.23 A, Spur 1) wurden diese beiden Proteine
der 68 kiDa-Bande bzw. der Doppelbande bei etwa 30 kDa zugeordnet (Kramer ot al. 1986). Die zusélzliche
Bande bei 44 kDa wurde bisher nicht identifiziert, kann aber nicht an der Effluxinduktion beteiligt sein, wie
sich bei Benutzung gereinigter Protcine herausstellte (s. unten). Auf demselben Gel (Spur 2) wird gercinigtes
Porin, der spannungsabhingige Anionenkanal der dufleren Membran (35 kDa), mit der Préparation des
Asp/Glu-Carriers verglichen, um zu verdeutlichen, daf letztere Proteinfraktion kein 35 kDa-Porin enthiclt,
Dics konnte durch Western-Analyse mit anti-Porin-Antikorpern untermaucrt werden (Abb.23 B). Auch diese
sensitive Methode farbte keine Bande im 35 kDa-Bereich. Allerdings rcagierfen dic Antikorper in der
Kontrolle mit Porin (Spur 2) zusiilzlich mit einer schwachen Bande von etwa 66 kDa. Auch in Sur 1 wurde eine
Bande dicser GroBe gerade noch sichtbar angefarbt, dic auf dem SDS-Gel nicht vom Asp/Glu-Carrier
unterschieden werden konnte, da ex ungefihr dic gleiche Mobilitit zeigte. Zu unscrer Uberraschung crkannten
die eingesetzten Antikdrper die 66 kDa-Bandc aber auch in Priparationen des Oxoglutarat-Carriers und des
ADP/ATP-Carriers, dic nach Bisaccia et al. (1988) bzw. Kramer (1986) gereinigt worden waren (nicht gezeigt).
Demnach scheint die Immunofarbung der 66 kDa-Bande auf cimer gewissen unspezifischen Reaktivitit der
Antikorper zu beruhen und nicht auf der Anwesenheit von méglicherweisc undissoziierien Porin-Dimeren.
Evidenzen gegen cine Beteiligung von Porin erbrachte auch ein zweiter, funktioncller Ansatz. Angesichts
der hohen Leitfahigkeit von Porin mag man cinwenden, daf cin einziges Molckiil pro Liposom zu einem Ver-
lust des internen Aspartats fithren wiirde. In den untersuchten Proteoliposomen jedoch konnte keine Aktivitét
von Porin entdeckt werden, obwohl nach verschiedenen Aspckten seiner Funktion gesucht wurde: (a) Porin
geht bei cinem Membranpotential von 10-30 mV in geschlossene Zustinde itber (Schein et al. 1976, Benz
1985). Im Gegensatz dazu konnte keine Ininbition des induzierten Effluxes oder des Grundeffluxes festgestellt
werden, Weﬁn die Liposomenmembran durch ein K+-Diffusionsp0tential beiderlei Polaritilen energetisicrt
wurde (nicht gczcigt). (b) Ein polyanionischer Inhibitor von Pogin (Benz et al. 1988) hemmte den Hg-
induz_i_c_r[en Efflux nicht. In Kontroll-Liposomen mit gereinigiem Porin dagegen verzogeric das Polyanion den
schnellen Efflux via Porin (zumindest im Falle von ATP, nicht gezeigt). (c) In Abwesenheit des Inhibitors ver-
22 at

loren diese Liposomen ihr internes Aspartat, ATP oder , sobald ¢in transmembraner Konzentrations-

gradient erzeugt wurde; dies konnte kinetisch nicht aufgeldst werden. Der schnelle, von Porin vermittelte Efflux

Al
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Abb.23: Abwesenheit von Porin in der Asp/Glu-Carrierpriparation, Die fiir die Efflux-Experimente verwen-
dete Proteinpriparation (G-25-Protein, Spur 1} wurde mit gereinigiem Porin aus Rinderherz-Mitochondrien
verglichen (Spur 2): (A) durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und (B) durch Western-Analyse. Nach
elektrophorctischer Auftrennung der Proteine und Diflusionstransler anf einen Nitrozellulose-Filter wurden
dic Proteinbanden sichtbar gemacht: (A) durch Silber-Farbung des Gels bzw. (B) durch Immunofdrbung des
Filters unier Anwendung von Antikorpern gegen Porin aus Rattenleber. Zur Préiparation der Proteinproben
sowie zu den Farbeprozeduren siche 7.2. Pfeile markieren dic Posilion von Molekulargewicht-Standard-
proteinen (M 1n kDa).
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Abb.24: Der Porin-vermiitelte Efflux unterscheidet sich grundlegend von der Hg-induzierten Effluxaktivitit
Eine konstante Menge an Asp/Glu-Carrier (0.012 mg/mg Phospholipid) und verschiedene Mengen gercinigien
Porins (0-0.0026 mg/mg Phospholipid) wurden zusammen rekonstituiert (s. 7.2), wobel die (monomere) Porin-
konzentration im.Rekonstitutionsansatz 0 (O, @), 150 (A, 4), 375 (O, B) bzw. 525 nM (V ,¥) betrng. Nach
Vormarkierung des internen Aspartatpools durch die Aktivitat des Asp/Glu-Carriers (s. Abb.21), wurde der
Efflux durch 100 pM Mersalyl induziert (geschlossene Symbole). Parallel dazu wurde der uninduzierte

_‘_Grundefﬂu)'( verfolgt (offene Symbole) nach Zugabe von Puffer. Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten
“des Effluxes (k) [iir die verschiedenen Praparationen an Proteoliposomen waren sehr dhnlich: 0.005 (O), 0.004
(&), 0005 (3), 0.004 min™L (¥); 0.072 (©), 0.061 (&), 0.057 (&), 0.061 min"! (7).
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differieste also fundamental von der erhcblich langsameren Kinetik des Hg-induzierien Effluxes (s. auch
Abb.24). (d) Der Porin-vermittelte Efflux wurde durch Hg-Verbindungen nicht beeinflulBt (Abb.24).
SchlieBlich wurden auch Positivkontrollen durchgefiithrt. Durch Korekonstitution von Asp/Ghi-Carricr
(etwa 300 nM wihrend der Rekonstitution) und gercinigtem Porin (0-600 nM) in dicselben Liposomen
simulierten wir eine Kontamination durch Porin. Wic in Abb.24 zu erkennen, sank das zum Zeitpunk( nulf
mefbare interne [14C}Aspartat mit zunchmender Kontamination'. Die Beladung der Liposomen mit
markicrtem Subsirat verlor an Effizienz, da Porin - bei Anwesenheit im selben Liposom - sofort wieder zum
Verlust der durch den Asp/Glu-Carrier importierten Markicrung fithrte. Dies hatte zur Konsequenz, dall nach
Induktion durch Mersalyl nur die Liposomen mit Carrier, aber ohne Porin am unidirektionalen Transport
tcilnahmen. Dies wird aus Abb.24 anhand zweicr Beobachtungen offenkundig. Erstens waren die Geschwindig-
keitskonstanten (nicht dic Raten!) des Hg-induzierten Effluxes nahezu identisch in Proteoliposomen mit oder

1, n = 5). Zweitens wurden auch die Geschwindig-

ohne kontaminierendem Porin (k = 0.061 + 0.006 min
keitskonstanten des Grundelfluxes, dic in Abwesenheil von Mersalyl gemessen wurden, nicht durch Porin
crhoht (& = 0.005 min'l). Weiterhin belegt Abb.24, daB} eine betrichtlichc Menge Porin zugesctzt werden
mubte, um eine signifikanic Portion der Liposomen mit zumindest eincm Porin-Molekiil zu rekonstituicren,
was dann zu einem Abfall des Nullwerts fithrte. Daher kann eine geringfiigice Kontamination der Asp/Glu-
Carrierpriiparation mit Porin, die in der Western-Analyse von Abb.23 hitte iibersehen werden kdnnen, nicht
den Efflux von Aspartat aus 80-90% aller Liposomcn erkliren, wie genercll nach Zugabe der Hg-Verbin-

dungen zu beobachten war (vgl. Abb.21). Selbst ecine Anwesenheit von Spuren von Porin wilrde nicht im

geringsten mit der Kinctik des Hg-induzierten Effluxes interferieren.

7.3.4 Identifizierung des Effiux-vermitielnden Proteins

Auf der Grundlage dieser Ergcbnisse untersuchten wir, ob der unidirckiionale Efflux tatsichlich durch ein
Carrierprotein vermittelt wurde. Die einzigen in der verwendeten Proteinpriparation (s. Abb.23) identifizierten
Carrier, der Asp/Glu- und der ADP/ATP-Carricr, wurden bis dato als obligate Antiporter kiassifizicrt. Interes-
sant genug war daher die Feststellung, dafd Messalyl und HgCl, auch Efflux von ATP induzierten, wenn auch
mit erheblich geringeren Raten, verglichen mit dem Efflux von Aspartat (Tab.VIII). Fiir cine eindeutige
Korrelation der Effluxaktivititen mit dem Asp/Glu- bzw. dem ADP/ATP-Carrier wire es angebracht, Experi-
mente mii gereinigten Carrierproteinen durchzufithren. Unglitcklicherweise war aber in den Fraktionen, dic
durch HPLC auf Hydroxylapatit erhalten wurden (s. unten), das reinc Carrierprotein sehr verdiinnt. Dics hatte
..'z_ur Folge, daB die rekonstituiertcn Transportaktivildten zwar ausrcichten, um genau quantifiziert werden zu
konnen (Tab.IX), aber dennoch zu gering waten {ir cine kinetische Analyse der Transportinhibition, wie unten
_ beschrieben. Deshalb fand weiterhin die bisher eingesetzte Proteinpriparation Verwendung, als cs darum ging,
' die Efflux-vermittelnden Carrier durch vergleichende Untersuchungen der Efflux- und Antiportfunktion zu

charakterisicren.
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7.3.4.1 Kompetitionsstudien

Die Substratspezifitat des Aspartat- und/oder des ATP-Effluxcarriers war im Vergleich zu den eatsprechenden
Anliportearriern stark reduzicr(, wic im folgenden Kapitel beschrieben wird. Um troizdem zwischen dem vom
Asp/Glu- und vom ADP/ATP-Carrier vermittelten Efflux zu diskriminicren, wurden verschiedene kinetische
Ansitze unternommen. Es stellte sich heraus, dafi der Efffux von Aspartat und Glutamat ein ausgeprigies pH-
Optimum im Bereich von pH 6.5-6.8 aufweist, wihrend der Efflux von ATP unterhalb von pH 6.0 stimuliert
wurde (nicht gezeigt). Dies konnte bedeuten, dall unterschiedliche SH-Gruppen modifiziert werden miissen,
um den Efflux von Aspartat brw. ATP zu induzicren. Da der Efflux von Aspartat im Vordergrund des Inte-
resses stand, wurde der pH von 6.5 betbehalten.

In Kompetitionsstudien war gleichzeitig jo cin spezifisches Substrat der beiden (Antiport-) Carricr,
Aspartat bzw. ATP, in unterschiedlichen Verhilinissen in den Liposomen aawesend. Ein Substrat wurde
jeweils markier( eingesetzt und untersucht, ob das zweile (unmarkierte) Substrat den Tfflux der Markierung
inhibierte, was einen gemeinsamen Effluxcarrier fiir Aspartal und ATP anzeigen wiirde. Einc kinciische
Analyse der Efflux-Inhibition, die zwischen Effckien anf X m und V7 ax differenziert, konnte nicht durchgefiihrt
werden, da der EffluxprozeB keine Michaelis-Menten-Eigenschaficn zeigte (s. 8.3.1). Dennoch wire cin
Hemmeffekt von Aspartat aul den zicmlich langsamen Efflux von ATP (und umgekehrt) zu erwarien, wenn
beide Substrate densetben Weg durch die Membran nchmen und an einem gemciusamen, geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt kompetieren wiirden. Jedoch belegt Tab . VHI eindeuntig, dafl weder der Efflux von

Aspartal noch der von ATP signifikant durch die Anwesenheil des jeweils anderen Substrats verlangsamt

wurde.

Tab.VI: Wechselseitiver Einfluf von infernem ATP und Aspartat auf den Effiux von Aspartat baw. ATP.
Proteoliposomen wurden mil unterschicdlichen Konzentrationen an Aspartat und ATP pripariert, wie anpe-
geben. Nach Vormarkierung des internen Aspartat- oder ATP-Pools durch die Antiportaktivitit des korckon-
stituierten Asp/Glu- bzw. ADP/ATP-Carriers (s. 7.2) wurde der Efflux beider Substrate durch Gabe von 100
uM Mersalyl nitiiert. Die Geschwindigkeitskonstanien (k) fiir den Efffux des ersten (markierien) Substrats
wurden in An- oder Abwesenheit des jeweils zweiten (unmarkierten) Substrats bestimmt. In allen Féllen waren
iso-osmotische Bedingungen durch Anpassung der externen Sucrosckonzeatration gewiihrleistet (vgl. 8.3.5).

Erstes Substrat Zweites Substrat Efflux des ersten Substrats
k {L/min})

10 mM Aspartat, - 0.153
25 mMATP 0.172

5 mM ATP 0.156

10 mMM ATP 0.187

- 10 mM ATP - 0.046
4 mM Aspariai 0.053

8 mM Aspartat 0.048

16 mM Aspartat 0.046
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7.3.4.2 Inhibitorstudien

Mehrere Inhibitoren des ADP/ATP-Carriers wie CAT, BKA, Palmityl-CoA, NEM, Agaricin, Cibacron Blue
3GA und Pyridoxalphosphat wurden mit der Intention cingesetzt, den Efflux von ATP moglichst selekiiv zu
hemmen., Aus dieser Reihe bawirkten dic hochspezifischen Inhibitoren CAT (50 wM) und BKA (17 pM) eine
50-prozentige Hemmung des ATP-Effluxes, withrend der Efffux von Aspartat nicht cingeschrinkt warde
(Abb.25, Daten fiir BKA nicht gezeigt). Am cffcktivsten waren Cibacron Blue, ein als spezifisch {ir den
ADP/ATP-Carrier * beschriebener Inhibitor {Boos & Schlimme 1981), und Pyridoxalphosphat, das den
ADP/ATP- (Bogner et al. 1986) ﬁnd den Asp/Glu-Carrier hemmt (Kramer 1984). Dementsprechend zeigle
Pyridoxalphosphat (20 mM) einen dhnlichen Effckt auf Aspartat- und ATP-Efflux (95% Hemmung), wihrend
Cibacron Blue (0.1-0.25 mM) nur dc_:n Efflux von ATP hemmte (75 = 10%, Abb.25). Ubcrraschend war der
Befund, daB Cibacron Blue auch dic Asp/Asp-Antiportakiivitat beeintrachtigte (83 = 5%), wenn auch
schwicher als den Antiport von ATP (94 + T%). Trotzdem ermdiglichte die Hemmung durch diesen
Anthrachinon-Farbstoff eine klare Differenzierung hinsichtlich der xwei Effluxprozessc.

Weitcrhin belegt Abb.25, daf Diethylpyrocarbonat und EDC, zwei effektive Inhibitoren des Asp/Glu-
Carriers (s. 9.3.3), den Efflux von Aspartat, aber nicht den von ATP inaktivierien, Eine Behandlung mit 80 pM
Diethylpyrocarbonat vor Zugabe von Mersalyl fithite zu einer deutlichen Hemmung des Aspartai-Effluxes (77
* 4%) und -Antiports (96 + 2%;, wihrend der ATP-Efffux und -Antiport nahczu unbecinfluf3t blieben.

Ahnliche Ergebnisse wurden mit EDC erhalten.

7.3.4.3 Sensitivitit gegeniiber Proteinasen
Weitere Evidenvzen fir dic Beteiligung zweier verschicdener Proteine am Efflux von Aspartat bzw. ATP licfer-
ten Untersuchungen zur differenziclicn Inaktivierung der beiden Carricr durch Protcinasen. Einc Inkubation
der Proteoliposomen mit Trypsin oder Pronase (s. 7.2) reduzierte die Asp/Asp-Antiportaktivitdt um ca. 85%,
withrend der ATP/ATP-Antiport hichstens zu 25% beeintriichtigt wurde (Abb.26). Dementsprechend wurde
auch der Efflux von Aspartat viel starker inhibiert - besonders durch Pronase (65 * 10%) - als der Efflux von
ATP (etwa 15%). Subtilisin fiihrte zu ciner noch stirkcren Hemmung des Effluxes und Antiports von Aspartat
(etwa 75%), doch war dic Diskriminierung zwischen Asp/Glu- und ADP/ATP-Carrier nicht verbessert
(Abb.26). |

Generell wurde der Antiport stirker inaktiviert als der Efffux, wie fiir die Proteinasen und auch fur die
unterschiedlichen Inhibitoren aus Abb.25 zu beobachten war. Dieser Befund 148t sich leicht erkldren, da alle
angewendeten Agenzien die Liposomenmembran nicht permeicren und éo__mil nur externe Teile des Carrier-
proteins angreifen konnten. Diese Doménen 'Sin_d offensichtlich fur: c_i&_m_ ;Antiport esscnticll, aber weniger
bedeutsam fiir die Efftuxfunktion. Als ijbcre_instirﬁmend_cs Ergebnis dieéer:Un[crsuchungen soll daher hervor-
gehoben werden, dafl die Sensitivitiit des Transports von Aspartat, Antiport wic Efflux, gegenitber Pronase,
Trypsin, Subtilisin, EDC und. Dicthylpyrocarbonat in allen Fallen ausgepragier war alsdic Sensitivitat der

“entsprechenden ATP-Transportvorgénge.
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Abb.25: Bifferentielle Hemmung des vom Asp/Glu- und vom ADP/ATP-Carrier vermitielten Transports durch
verschiedene Inhibitoren. Efflux- und Antiportaktivititen der zwei korekonstituicrten Carrier wurden ermittelt,
nachdem Proteoliposomen, vorbeladen mit- markiertem Substrat, fir 10 Min mi# 20 mM Pyridoxalphosphat
(PLP) oder Cibacron Bluc 3GA (0.1-0.25 mM) bzw. fiir 15 Min mit 80 pM Diethylpyrocarbonat (DEPC) oder
3 mM EDC mkubiert worden waren (7.5 Min mit EDC im Falle der Antiport-Bestimmungen). Nicht abreagies-
tes DEPC oder EDC wurde durch Gelfiltration der Liposomen entfernt. CAT (50 pM) war bereits wihrend
der Rekonstitution der Carrierproteine anwesend. Efflux und Rickiausch wurden durch 100 pM Mersalyl bazw.
1 mM cxlernes Substrat {Aspartat oder ATP) inititert. Zur Vormarkierung des internen Substratpools (16 mM
Aspartat und 10 mM ATP) siehe Tab.VILL Da alle Akiivititen in wenigstens zwei unabhingigen Experimenten
bestimmt wurden, sind sic in Prozent der unbehandelien Kontrolle angegeben. Standardabweichungen der
Hemmung durch CAT (n=4), Cibacron Blue (n=8) und DEPC (n=3) wurden berechnet.
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Abb.26: Differentielle Inakiivierung des vom Asp/Glu- und vom ADP/ATP-Carrier vermitteiten Transports
- durch Proteinasen. Eiflux- und Antiportaktivitilen der zwei korckonstituierten Carrier wurden ermittelt, nach-
- dem Proteoliposomen, vorbeladen mit markiertem Substrat, fir 1 h (25°C, pH 7) mit Trypsin, Subtilisin oder
“Pronase (1 mg/ml) inkubiert worden waren. Das experimentelle Vorgehen entsprach dem in Abb.25 beschrie-
benen. Nach der Proteolyse wurden die Liposomen fiber eine Gelfiltrationssdule gegeben, um die Protginasen
. zu entfernen. Mehrere unabhiingige Bestimmungen wurden durchgefihrt (pH 7), die die Berechnung von

. Standardabweichungen der Hemmung durch Trypsin (n=3), Subtilisin (Transport von Aspartat, n=6 und von
- ~ATP, n=3) sowic Pronase (n=35 (Aspartat), n=3 (ATP)) erlaublen. Zur Normierung der Daten siche Abb.25.
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7.3.4.4 Untersuchungen mit gereinigten Carrierproteinen

Wenn Antiport- und Effluxaktivitat intrinsische Funktionen desselben Carriers sind, dann sollten beide Modi
des Transports wihrend der Reinigung des jeweiligen Proteins (des Asp/Glu- bzw. ADP/ATP-Carricrs) eng
miteinander korreliert sein. In Tab.IX werden die spezifischen Geschwindigkeitskonstanten (4} der Efflux- und
Riicktausch-Aktivititen verschiedener Protcinfraktionen miteinander verglichen. In Liposomen, die mit der
angereicherten Proteinpriparation (G-25-Protein) rekonstituiert wurden, war der ATP-Elflux in den zwei
gezeigten Experimenten 6.5- bzw. 10.6-fach langsamer als der ATP/ATP-Austausch; dagegen unterschieden
sich dic k-Werte fiir den Aspartat-Efflux und -Antiport nicht wesentlich voncinander (Tab.IX). Nach Reini-
gung des Asp/Glu-Carriers aufl einer Hydroxylapatit-HPLC-S4ule stellte sich heraus, dafl beide Transport-
aktivitaten (mit Spezifitat [iir Aspartat) im gleichen Ausmal zusammen gercinigt worden warcn und wiederum
dhnliche Geschwindigkeitskonstanten fiir Antiport und Efflux zeigten. Von den Aktivititsdaten konnie cin
Kopurifikationsfaktor berechnet werden (s. Tab.IX), der nahe bei 1 lag (0.82). Auch der ADP/ATP-Carrier
wurde auf der gleichen HPLC-S#ule (in einer anderen Fraktion) gereinigt. In diesem Fall wurde ebenfalls eine
gemcinsame Reinigung von Efflux- und Antiportaktivitat (mit Spezifitat fir ATP) beobachtct (Kopurifikations-
faktor 1.11). Die SDS-Gele der gercinigten Proteinfraktionen sind in Abb.27 A zu sehen.

Tab.IX; Kopurifikation der Efflux- und Antiport-Aktivitit des Asp/Glu- und des ADP/ATP-Carviers. Aus-
gehend von der sonst verwendeten Proteinpraparation (G-25-Protein, vgl. Abb.23) wurden beide Carrier auf
ciner Hydroxylapatit--IPLC-Siulc gereinigt (s. Abb.27 A), wobei der ADP/ATP-Carricr in der Durchlauf-
fraktion (HPLC Durchl) und der Asp/Glu-Carrier withrend eines Salzgradienten bei ca. 800 mM Ammonium-
acctat eluierte (HPLC AAS00). A: Nach Rekonstitution der verschiedenen Fraktionen mit 10 mM ATP und 16
mM Aspartal als internen Substraten wurden die Aktivititen des Effluxes und Riicktausches gemessen unter
Zugabe von 100 pM Mersalyl bzw. 1 mM cxternem Substrat (Aspartat oder ATP). Um zwischen den verschie-
dencn Proteinfraktionen vergleichen zu konnen, wurden spezifische Geschwindigkeitskonstanten (k) berechnet.
Zwei separate Datensitze sind wiedergegeben. B: Auf der Grundlage der Werte aus A wurden Reinigungsfak-
toren fiir den Asp/Glu- und den ADP/ATP-Carricr joweils beziiglich ihrer Antiport- und Efffuxakiivitit
bercchnet. AuBerdem wurde gemidB [Antiport{ HPLC)-Efflux(G-25)}/[Antiport{G-25)- Efftux(HPLC)| cin
Faktor ermit(cli, der die Kopurifikation der zwei verschiedenen Transport-Modi mit Spezifitdt fiir Aspartat
oder ATP angibt. Ein Wert um 1 belegl, da Antiport und Efflux zusammen gereinigt wurden.

Protein- Transport von Aspartat Transport von ATP
priparation Antiport Eiflux  Antiport/Efflux Antiport Effftux  Antiport/Efflux
Atk min"l-mg“I min” ! -mg'l
G-25 12,76 10.13 1.26 25.16 3.87 6.50
HPLC AAS00 115.1 1116 1.03 472 nbf -
G-25 12.53 840 1.49 14.09 1.33 10.59
HPLC Durchl. 2.93 n.b? - 80.11 6.84 11.71
B: Reinigungsfaktoren fach fach
HPLC AAS00 9.02 11.02 0.82° 0.19 - -
. 'HPLC Durchl. 0.23 . - 5.67 5.14 11t

9'Nicht bestimmbar (s. Text).
b Kopurifikationsfaktor, d. h. Reinigungsfaktor (Antiport) / Reinigungsfaktor (Efflux).
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Abb.27: Immunologische Identifizierung des Proteinase-resistenten ATP-Effluxcarriers, Die G-25-Protein-
préparation (vgl. Abb.23) wurde einer weiteren Reinigung durch HPLC auf Hydroxylapatit unterzogen (s. 7.2).
Auf dem SDS-Gel in Teilbild A sind dic Fraktion AA800 und der Siulendurchlauf (p.th.) gezeigt, die
gereinigten Asp/Glu-Carrier (68 kDa) bzw. gereinigien ADP/ATP-Carrier (30 kDa) enthielten (vgl. Tab.IX),
Dic Proteinfrakiion aus Teilbild B enthielt sowohl Asp/Glu- als auch ADP/ATP-Carrier (Spur 1). Nach
wiederholter Rekonstitution (s. 7.2) dicser Proteinfraktion und Inkubation der Proteoliposomen mit Trypsin (1
mg/ml) sowie anschlicBender Gelfiltration zur Entfernung der Proteinase, wurden die Proteine wieder ans den
Liposomen extrahiert (s. 7.2) und elektrophoretisch aufgetrennt (Spur 2). Die extrahierien, aber unbehandclten
Kontroilen zeigt Spur 3. Vor der Silberfdrbung des Gels (B) wurden die Proteine durch Diffusionstransfer auf
einen Nitrozellulose-Filter fibertragen, um cinc Western-Analyse durchzufithren (C). Zur Immunoldrbung des
Nitrozellulose-Filters wurden polyclonale Antikdrper gegen den ADP/ATP-Cartier aus Rinderherz-Mitochon-
drien eingesetzt. Zur Priparation der Protcinproben sowie zu den Farbeprozeduren siche 7.2. Pleile markicren
die Position von Molckulargewicht-Standardproteinen: Rinderserumatbumin (67kDa), Ovalbumin (43kDa) und
Carboanhydrase (30kDa).

Ein direkier Test, ob Effiux von Aspartat auch durch den ADP/ATP-Carrier vermittelt werden kann oder
ob Efflux von ATP auch via Asp/Glu-Carrier stattfindet, konnte nicht durchgefithrt werden. Fir solche
Experimente mufite das markierte Aspartat (bzw. ATP) wihrend der Rckonstitution in die Liposomen
eingeschlossen werden, da eine spezifische Vormarkierung durch die Aktivitit des Asp/Glu- (bzw. ADP/ATP-)
Carriers, der ja wahrend der Reiigung cntfernt worden waren, nicht mehr méglich war. Die Proteinkonzen-
tration in denr HPLC-Fraktionen war aber duBerst niedrig. Daher war in diesen Experimenien der insgesamt
mefibare Efflux - entsprechend dem sehr kleinen Anteil aktiv transportierender Protcoliposomen - zu gering,
um signifikante E{fluxraten berechnen zu konnen.

In einem vllig anderen Ansatz benutzten wir HPLC-Protein aus einer Fraktion, die sowohl den Asp/Glu-
als auch den ADP/ATP-Carricr, aber keine welteren Kontaminationen enthielt (Abb.27 B). Um ausreichende
Transportaktivitit zu erlangen, wurde diese Proteinfraktion wiederholt in dieselben Liposomen eingebaut {s.
7.2). Eine Inkubation dicser Proteoliposomen mit Trypsin fithrte zu einer nahezu totalen Hemmung des
Aspartat-Transports (Antiport wie Efflux), wahrend der ATP-Transport nur zu 42% betroffen war (nicht
gezeigt). Nach Extraktion der Proteine aus den Liposomen und SDS-Gelelektrophorese war sowohl die 68

kDa-Bande (Asp/Glu-Carrier) als auch die 30 kDa-Bande (ADP/ATP-Carrier) verschwunden und nur ein
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tryptisches Fragmeml von 27-28 kDa sichtbar (Abb.27 B). In einer Western-Analyse wurde dieses Fragment
noch durch sperzifische Antikdrper als ADP/ATP-Carrier identifiziert, wenn auch mit geringerer Sensitivitit
{(Abb.27 C). Diese Resultate lassen sich unier der Annahme erkldren, dafl der Nucleotid-Carrier durch
Behandlung mit Trypsin nur in geringem Ausmal angegriffen wurde, ohne dadurch vollstindig inaktiviert zu
werden, Legt man diese Korrelation zugrunde, so muf} der Proteinase-empfindliche Efflux (und Antiport) von
Aspartal dem Asp/Glu-Carrier zugeschrieben werden, da nur die 68 kDa-Bande durch Trypsin komplett

abgebaut wurde,

7.4 Biskussion

Robillard und Konings (1982) stellien eine Hypothese zur Regulation cncrgic-umwandelnder Membran-
proteine - unter besonderer Beriicksichtigung der Carrier - vor, worin Thiol-Gruppen cine entscheidende
Bedeutung zukam. Obwohl das Hauptprinzip dieser Hypothese, ndmlick die Modulation der Substrat-
Affinitaten durch  Afgy+ -induzierte Dithiol-Disulfid-Redoxwechscl, in darauffolgenden Studien widerlegt
wurde (Neuhaus et al, 1983, Viitanen et al. 1985, Menick et al. 1987), so bleibt doch die Tatsache, dali Cysteine
in Carrierproteinen nahezu ubiquitdr funktionelle Bedeutung besitzen. Um cssenticle Aminosduren zo identi-
fizieren, behandelten wir daher den mitochondrialen Asp/Glu-Carrier insbesondere mit SH-modifizierenden
Reagenzien. Das rekonstituierte System bot dabei den Vorteil, das isolierte Protein nach Wicedercinbau in cine
Lipid-Doppelschicht recht selektiv modifizieren und Effekic auf scine {unktionellen Eigenschaften untersuchen
7zt konnen, In dicsem Kapitel wird die Sensitivitdt des Asp/Giu-Antipor‘ts gegeniber Sulfhydryl-Reagenzicn
beschricben, womit ein weiteres Transportsystem der Liste der mitochondrialen Carrier hinzugefiigt wird, dic
durch diese Verbindungen gehemmt werden (s. 7.1). Das wesentlichere Ziel jedoch bestand darin, einc
fundamentale Umwandlung der Carrierfunktion aufzuzeigen, ndmlich das Umschalten von gekoppeltem
Gegentransport zweier Substrate zu unidircklionalem Netto-Flux, ausgelost durch Modifiziernng  mit

bestimmten Hg-Verbindungen.

thzr_wmen des carmier-vermiitelten Efffuxes

Mehrere Argumente beweisen, dall der Hg-induzierte Efffux nicht auf eine unspezifische Permeabilitat der
Proteoliposomen zuriickzufiihren ist. Efflux beruhte eindeutig auf funktionell aktivem Carrierprotein (Abb.22).
Die Induktion der Netio-Fluxaktivitdt ging einher mit einer Hemmung des Asp/Glu-Antiports und wurde
nahezu vollig verhindert, wenn Proteinascn aul das intakt rekonstituicric Carrierprotein eingewirkt hatten.
Beide Transportaktivititen waren auBerdem sensiliv gegeniiber EDC, Dicthylpyrocarbonat und Pyridoxal-
phosphat, drei Reagenzien, dic Proteine an anderen Aminosdure-Resten als an Cysieinen modifizieren
(Tab.VID). In der Literatur wurde ein Modell fir den passiven Efffux aus Erythrocyten beschricben, das auf
einem AusflieBen durch Protein-Lipid-Grenzschichten beruht, hervorgerufen durch ein Querverneizen von
'.'__S.,Hf_Gr_uppcn des Cytoskeletts und anderer integraler Proteine {Deuticke 1986). Diese Maglichkeit kann fir
.":.'.dcn _i‘ekonsti;_uierten Asp/GIu—Carricr ausgeschlossen werden. Um die Efflux-Hemmung zu erkliren, miibte
"man sonst annchmen, daf die hypothetischen Undichtigkeiien an den Kontakt-Stellen spezifisch durch dic
. :a_l_lgewendeten Inhibitoren oder Proteinasen verschlossen wiirden. Auch dic Aktivierungsenergic des Efflux-

. .'p_r.ozesses_-(s. 83.3) spricht klar gegen eine Diffusion durch wasscrgefiilite Poren jeglicher Art.
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Eine mogliche Kontamination der Proteinpriparation durch Porin, was zur Erkldrung unserer Ergebnisse
hatte vorgebrach! werden kénnen, wurde griindlich untersucht und eindeculig durch immunologische und
funktionelle Analysen zuriickgewiesen (Abb.23 und 24). Ein weiterer Kandidat {ir mdgiiche Artefakée wire
der Anionenkanal der inneren Mitochondricnmembran (IMAC) (Selwyn et al. 1979, Garlid & Beavis 1986},
Wihrend jedoch der durch Mersalyl induzierbare Efflux von Aspartat cin pH-Optimum unter pI 7 zeigt, wird
der IMAC bel alkalischem pH aktiviert und durch eine Mersalyl-Dosis tiber 10 nmel pro mg mitochondrialem
Protein inhibiert (Beavis 1989). AuBerdem zeigtea Inhibitoren des IMAC wie Palmityl-CoA (Halle-Smith ct al.
1988} oder Agaricin (Murray ct al. 1988} keinen hemmenden Effekt auf den Heg-induzicrten Efffux.

Falit man dic Argumenie zusaminen, so dentet alles auf den Asp/Glu-Carrier als das Protein, das fiir das
Efflux-Phinomen verantwortlich ist. Dicsc Sichtweise stiitzt sich vor allem darauf, dafl dic Induktion des
Aspartat-Efftuxes mit der Inhibition des Aspartat-Antiports gekoppelt war und daf - umgekehrt - die Antiport-

Hemmung durch Proteinasen oder Inhibiteren auch zu ciner Hemnming des Effluxes fiibric.

Zwel unabhangige, vom Asp/Ghit- und ADPIATP-Carrier vermiftelie Effiux-Wege
Da zusatzlich zum Efflux von Aspartat {(und Glutamat) auch ein langsamer Efflux von ATP durch HgCl, oder
Me salyl induziert wurde, muBte die Méoglichkeit Gberprift werden, ob neben dem Asp/Glu- auch der
ADP/ATP-Antiporter in cinen unidircktionalen Carrier umgewandelt wurde. Einc klarc Korrelation des
Aspartat- bzw. des ATP-Effluxes mit dem jeweiligen Carricr wurde jedoch durch zwei Befunde erschwert: (a)
Die Hg-Verbindungen reduzierten die Substrat-Spezifitat und -Affinitdi betrichelich (s. 8.3.1), so daf} die
Effluxcarrier nicht aufgrund ihrer Substratspektren oder Affinitdtskonstanten tdentifiziert werden konnten. (b}
Eine Untersuchung der Elekirogenitdt {Aspartat) oder Proton-kompensierien Elek(roncutralitdt (Glutamat)
des Effluxes war ebenfalls nicht maglich, da infolge der Substrat-Unspezilitdl cin (proteinabhingiger) Effux
kleiner Toncn auftrat (s. 8.), der in diesen Experimenten zu instabilen Kalium- bzw. Protonengradicnten fithrte.
Trotzdem konnte der Aspartat- wie auch der ATP-Effluxcarricr identifiziert werden, wobei die unter-
schiedlichen Sensitivitit des Asp/Glu- bzw. des ADP/ATP-Carricrs gegeniiber verschiedenen Inhibitoren oder
Proteinasen ausgenuizt wurde (Abb.25, 26). In diesen Untersuchungen lieBen sich die (unspezifischem)
Efftuxakiivititen eindeutig den (spezifischen) Antiportaktivititen zuordnen. Alle getesteten Inhibitoren oder
Proteinasen, dic préferenzicll den Efflux von Aspartat (ATP} inaktivierten, henunten ohne Ausnahme auch den
Aantiport von Aspartat {(ATP) starker als den Antiport von ATP (Aspartat). Insbesonderc Diethylpyrocarbonat
und EDC inhibierten fast ausschlicBlich den Transport von Aspartat (Efflux und Antiport), der andererseits
ﬁicht éingcs_chréinki wurde durch CAT, BKA oder Cibacron Blue, drei Inhibitoren des ATP-Transports.
Deﬁmac_h wird der Efffux von Aspartat allein vom Asp/Glu-Carrier vermittelf, und es gibt keine Hinweise fiir
cinc Beteiligung des Nucleotid-Carriers. Die cntsprechenden Daten fir den ATP-Effluxcarrier stimmen mit
'diessm Modell iiberein. Wie die Experimente mit Cibacron Blue zeigen, werden mindestens 75% des gesamten
ATP-Netio Fluses vom ADP/ATP-Carrier vermittel:. |
. Um pall bcwuscn dal} die Antmort~ und Effiuxfunktion beide demselbenr Protein innewohnen, erhob sich
: .'dic Notwendigkeit die beiden Carrier zu reinigen, Dies wurde durch HPLC auf Hydroxylapalit erreichi. Dabei
| . redumerte sich die Lontammlcrcnde Aktivitit des jeweils zweiten Carriers auf weniger als 5% (Tab.IX). Sowohl

dxe Aspartat als auch dle ATP- Efﬂuxaktw:tat wirden zusammen mit dem Asp/Glu- bzw. ADP/ATP Carrier
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gereinigt, womit klar belegt wire, daf beide Carrier vom Antiport- zum unidirektionalen Efflux-Zustand
konvertiert werden kdnnen.

HPLC-Protein wurde weiterhin eingesetzt, um den Aspartat- oder ATP-Transport distinkten Banden auf
einem SDS-Gel zozuweisen (Abb.27). Die unterschiedliche Proteinase-Sensitivitdt der zwel Carrier, die
Antiport- wie dic Effluxfunktion betreffend, wurde anch nach Elektrophorese der aus den Liposomen exira-
hierten Proteine deutlich. Der Asp/Glu-Carrier wurde durch die Proteinase-Behandlung voilstandig abgebaut,
wihrend der weniger sensitive ADP/ATP-Carrier ‘offensichtlich nur an einem sciner Enden proteolytisch
angegriffen wurde, wie aus ‘Tmmunoblots’ zu schliefen. Es l4Bt sich also eine Konsistenz struktureller und
funktioneller Daten konstatieren, Dabei sollte aber erwidhnt werden, dall andere, vermutlich kleinere Protein-
fragmente bei der Extrakiion aus den Proteofiposomen anscheinend nicht zuriickgewonnen wurdcen,

Trotz der Einschriankungen hinsichtlich der Moglichkeit, die Spezifitit cines jeden der beiden Effiux-
carrier zu testen (s. 7.3.4), wurden also in unterschicdlichen experimentellen Ansidtzen schlissige Daten
zusammengetragen. Diese sprechen cinerseits klar fiir einen Aspartat-Effluxcarrier, der Aspartat, Glutamat
und wahrscheinlich andere Metabolite angemessener GroBe (s. 8.) ‘transloziert’, und belegen andererseits
einen zweiten Effluxcarrier fiir ATP, Diese unidirektionalen Transportaktivititen werden vom Asp/Glu- bzw.

ADP/ATP-Carrier nach Modifizicrung mit bestimmten Hg-Verbindungen katalysiert.

SH-induzerier Efftux aus Mitochondrien

Die hier im rekonstituierten System erhaltenen Ergebnisse diirften auch fiir viele Beobachtungen refevant scin,
die in den letzten 20-30 Jahren in Mitochondrien gemacht wurden. Eine Reihe unterschicdlicher Behandlungen
wurde beschrieben, die zum Efffux einer Vielalt von Soluten aus dem Mafrixraum fithrten. Nach Anwendung
verschiedener SH-Reagenzien {Mersalyl, Hg2+, p—Hydrokymcrcuribenzoat, PCMB, NEM, DTNB, Diamid,
Hydroperoxide, Arsenit oder Phenylarsinoxid) resulticrte eine erhohte Permeabilitit fiir Anionen wic CI°
(Knight et al. 1968, Scott et al. 1970, Bogucka & Wojtczak 1979, Rial ct al. 1989), Phosphat (Kaplan &
Pedersen 1983, Rial et al. 1985) und Sulfat (Rial et al. 1989), aber auch fiir Kationen wic K+ (Scott & Gamble
1961, Knight et al. 1968, Scott et al. 1970, Bogucka & Wojtczak 1979, Rizzuto et al. 1987, Novgorodov et al.
1987} und insbesondere Ca? ™ (Harris et al. 1979, Beatrice et al. 1980, Rizzute et al. 1987, Novgorodov et al.
1987, Sokolove 1988, Chavez et al. 1989). Im Zusammenhang mit den hicr beschriebenen Befunden ist ein
Bericht von besonderer Bedeutung, wonach Mersalyl auch einen Efflux der crheblich groBeren Verbindungen
ADP und ATP aus Mitochondrien induzierte (Harris et al. 1979). Eine direkte Beteiligung des ADP/ATP-
Carriers wurde jedoch nicht ins Auge gefafit, obwohl BKA den Verlust der Adeninnucleotide verminderte.
Stattdessen wurden mehrere verschiedenc Hypothesen aufgestellt, um die Effluxphénomene zu erkliren. Aus
offenkundigen Griinden wurde der Redoxzustand von SH-Gruppen der innercn Mitochondrienmembran als
zentraler Punkt bei der Effluxinduktion angesehen (Knight ct al. 1968, Scott et al. 1970, Siliprandi et al. 1973,
Bogucka & Wojtezak 1979, Harris et al. 1979, Beatrice et al. 1980, Novgorodov et al. 1987, Rizzuto et al. 1987).
Eine Abgabe von Ca® ' aus den Mitochondrien konnte auch herbeigefithrt werden, indem Bedingungen ciner
erhohten Oxidation von Nicotinamid-Nucleotiden geschaffen wurden. Dies liell vermuten, dal3 SH-Gruppen
. 'infoigc cines Abfalls an reduziertem Glutathion oxidiert werden (Harris ¢t al. 1979, Beatrice et al. 1984,
Vercesi 1984). Eine andere Gruppe erhob jedoch den Anspruch, daf} dieser Efffux von Ca2 ¥ auf cine ADP-
Ribosylicrung ecines spevifischen Membranproteins zuriickzufithren sei, die eine Hydrolyse von NAD T

.- bedinge (Létscher et al. 1979, Richter et al. 1983). Ein weiterer hypothetischer Mechanismus impliziert die
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Beteiligung freier Radikale (Novgorodov et al. 1987), moglicherweise Sauerstoffradikale (Carbonera & Azzone
1988, Aungustin ct al. 1979), die nach Modifizierung von reduzierenden SH-Gruppen nicht mehr ausreichend
entfernt werden konnen (Carbonera & Azzone 1988) und somit zu Lipidperoxidation fihren. Bei einer
anderen Erklirung fir das Auftreten von Efffux wird eine Akkumulation von Lysophospholipiden in der
Membran gefolgert aufgrund einer Hemmung von Enzymen, die fiir die Reacylierung oder vollstindige
Deacylierung der Lysolipide notwendig sind (Pfeiffer et al. 1979, Beatrice et al. 1980). Es sollte erwihnt
werden, dafl diese und andere in der Literatur beschrichene Effluxphinomene besonders in Anwesenheit von
Ca2 ™ undfoder Phosphat beobachtet wurden, '

Anders als diese divergierenden Hypothesen, die zumeist den Efflux der Solute auf eine gednderte osmo-
tische Intcgritit der Mosaik-Doppelschicht zuriickfithren, zogen wir eine Beteiligung von Carrierproteinen in
Betracht. Tatséchlich konnie ein carricr-vermittelter Efffux von Aspartat und ATP aufgezeigt werden, der
durch Behandlung des rekonstituierten Asp/Glu- bzw, ADP/ATP-Carriers mit besiimmlen Hg-Verbindungen
induzierbar war. Da dicse zwei Carrier im Antiportzustand spezifisch Aspartat und Glutamat bzw. ADP und
ATP transporticren, scheint es, dafl die Hg-induzierten Netto-Fluxaktivitdten nur den berichicten Efflux von
Adeninnucleotiden erklaren konnen, nicht aber den von K+, Ca2+, Cr', Phosphat oder Sulfat, Wic jedoch im
niichsten Kapitel gezeigt wird, kann durch Modifizierung der rekonstituierten Carrierproteine nicht nur e¢in
Efflux von Aspartat, Glutamat und ATP induziert werden, sondern ebenso ein Efflux anderer Solute, worunter
sich auch anorganische Anionen und Kationen finden. Die Richtung des in Mitochondrien und in unscrem
rekonstituierten System gemessencn Netto-Fluxes ist identisch, da zumindest im Falle des Asp/Glu-Carriers die
Orientierung des Proteins in der Liposomenmembran ‘right-side out’® ist, wie unter 3. beschrieben wurde.
Dariiber hinaus muB aus Studien des Phosphat-Carriers (Kaplan & Pedersen 1983), des Uncoupling-Proteins
{Rial & Nicholls 1986, Rial et al. 1989), des ADP/ATP-Carriers (L& Qudc & L& Qubc 1988, Meisner &
Klingenberg 1968, Wilson & Asimakis 1987), des Carnitin-Carriers (Pande & Parvin 1980; Indiveri et al,
unverdffentlichte Ergebnisse) und des Ca2+—Uniporters (Nicholls & Brand 1980, Broekemeier et al. 1985)

geschlossen werden, daB auch noch andere mitochondriale Transportproteine in Effluxcarrier-Systeme

fiberfihrt werden kénnen.
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8. Antiport-Efffux-Interkonversion des rekonstituierten Asp/Glu-Carrlers:
Porenartige Eigenschafien lassen einen priformierten Kanal als struktureile
Voraussetzung carrier-vermittelter Transports erkennen (Dierks, Salentin & Krimer 1990b)

8.1 Einieifung

Im vorangegangenen Kapitel wurde einc intcressante und zuerst recht dberraschende Entdeckung geschildert,
wonach der Transportmechanismus des rekonstituicrien Asp/Glu-Carriers sich grundlegend &ndert, wenn
Cysteine des Carrierproteins durch bestimmte Hg-Reagenzien modifiziert werden. Mikromolare Konzentra-
tionen an Hg2+, Mersalyl oder PCMS blockierten den Asp/Glu-Antiport vollstdndig, induzierten aber gleich-
zeitig eine unidircktionale Transportaktivitat, die als Efflux von Aspartat aus Proteoliposomen in Abwesenheit
von exiernem Substrat gemessen werden konnte. Die elementarcn Eigenschalten dieses Phinomens (s. 7))
lieBen cindeutig erkennen, da3 der Asp/Glu-Antiporter in cin Effluxsystem umgewandelt wurde. Dieser Funk-
tionswechsel bedurite weiterer Auflklirung. Thm mufitc auch deshalb ein besonderes Interesse zukommen, da
Mersalyl und Hg2+ auBerdem einen Efflux von ATP induozicrten, der dem ADP/ATP-Carrier zugeschricben
werden konnte.

Die Antiport- und Effluxaktivititen des jeweiligen Translokators wicsen mehrere gemeinsame Eigen-
schallen auf - so die Sensitivitit gegeniiber Inhibitoren oder Proteinasen (s. 7.3). Jedoch gab es auch schwer-
wiegende Unterschiede zwischen den zweil Modi des Transports. Wie hier gezeigt werden soll, wurden im
Efffux-Zustand porenartige Charakteristika festgestellt, obwoh! auch wesentliche Carrier-Charakteristika nach
SH-Modifizicrung crhalten blicben. Durch diesen Vergleich funktioneller Eigenschaften war cs maglich,
grundlegende Aspekte der Antiport-Kopplung und auch der Kanalisierung des Substrats durch das Carricr-
prolein zum Vorschein zu bringen. Ein Modell der Antiport-Efffux-Interkonversion wurde erarbeitet, das auf
der Basis des etablierten Antiport-Mechanismus (s. 4.) auch den Efffux-Vorgang - zumindest ansatzwcise -
beschreibt. Berficksichtigt man ferncr Befunde aus der Literatur, so trdgt die vereinfachte Funktionsweisc.des

Effluxcarriers zu einem tieferen Verstdndnis der Transportkatalyse im allgemeinen bei.

8.2 Methoden

Messung der rekonstituierten Transportaktivititen

Proteoliposomen mit rekonstituiertem Asp/Glu- und ADP/ATP-Carrier (G-25-Protein) wurden prépariert und
zur Messung der Ritcktausch- bzw. Effluxaktivitdt eingesetzt, wic in 7.2 fiir den Asp/Glu-Carrier beschricben
wurde. Die Markierung des internen Substratpools (16 mM Aspartat) wurde normalerweise mit Hilfe der
Antiportakiivitél durch Vortausch-Beladung mit [14CjAsparta{ erreicht. In den Experimenten aber, wo die
'-Speiiﬂtéit des Effluxcarriers analysiert wurde, mufiten die markicrien Substanzen wahrend der Rekonstitution
in die Liposomen eingeschlossen werden (0.3 pCi/ml). Der Ritcktausch bzw. Efflux der.internen Markierung
‘wurde initiiert und gestoppt, wie in 7.2 beschrieben. “Zur Abtrennung der experlierten von der innen verblie-
“benen Radioaktivitit wurde normalerweise cin Anionen-Austauscher beautzt (s. 2.3). Bei kationischen

“Substraten hingegen wurde Kationen-Austauschermaterial verwendet (Dowex 50 W-XG8, Lithium-Form). Im

Falle von Glucose wurden dic Liposomen (50 pl) iiber kleine Séulen {7 x 65 mm) mit Sephadex G-50 gegeben,
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Appareate Geschwindigkeitskonstanten erster Ordnung (k) von Antiport und Efflux wurden ermittelt, wie
in 7.2 beschrieben. Wenn dic interne Substratkonzentration variiert werden muBte (Abb.28), so wurden relative
Geschwindigkeiten (v) nach GL 2.6 berechnet. Die Vortausch-Technik (s. 2.3) kam lediglich zur Besiimmung

der externen K_ -Werte zum Eimsatz (Tab.X).

Inhibition des Effluxes von o-Ketoglutarat durcli Diethylpyrocarbonat

Fiir diese Untersuchungen wurden Liposomen hergestellt, die neben dem Asp/Glu- und ADP/ATP-Carrier
auch noch den Oxoglutarat-Carrier enthielten. Dieser wurde nach Bisaccia ct al. (1985) pripariert (s. 5.2). Im
Verglcich zu den anderen Experimenten wurden die Rekonstitutionsbedingungen nur beziiglich des Detergens
gedndert, wobet .05 mg Triton X-114 plus 1.7 mg C,,Eg pro mg Phospholipid eingesetzt wurden. Dazu mulite
dic Konzcntration an Triton X-114 in der Priparation des Oxoglutarat-Carriers af etwa 0.4% reduziert
werden, indem das Protein sechsmal iiber Amberlite XAD-2 gegeben wurde {ctwa 20 mg/mg Triton). Der
Oxoglutarat-Carrier ermglichtc die Beladung der Proteoliposomen (innen 20 mM a-Kctoglutarat und 16 mM
Aspartat) mil markiertem o-Ketoglutarat. Dics [thric zu zuverldssigeren Inhibitionskinetiken, verglichen mit
Experimenten, in denen die Markicrung wihrend der Rekonstitution eingeschlosscn wurde (s. oben). Nach
Zugabe von 6 uM HgCly oder 100 pM Mersalyl war ein Efflux von o-Ketoglutarat nur in Liposomen mit kore-
konstituiertem Asp/Glu-Carrier zu beobachten. Diescr Efflux wurde gehemmt, wenn die Proteoliposomen mit
80 uM Dicthylpyrocarbonat fiir 15 Min vorinkubicrl wurden. In Liposomen, die nur den Oxoglutarat-Casrier

truged, sonst aber unter identischen Bedingungen hergestellt worden waren, trat nahezu kein Efffux auf.

8.3 Ergebnisse

Wie im ‘vorangegangenen Kapitel beschricben wurde, konnten sowohl der Aspartat- als auch der ATP-
Effluxcarrier gereinigt und identifiziert werden. Aus dort erlanterten, methodischen Griinden waren die reinen
Proteinfraktionen jedoch ungeeignet fir cine detailliertere kinetische Analyse. Um dic efflux-vermitielnden
Carrier hinsichtlich ihres Transportmechanismus zu charakterisicren, muBten dic Experimente daher
wiederum mit G-25-Protein durchgefithrt werden, das den Asp/Glu- und auch den ADP/ATP-Carrier enthicht

(vel. Abb.23).

8.3.1 Substrat-Spezifitit und -Aflinitit

Dic bisher vorgesteliten Ergebnisse siehen im Einklang mit zwei Effluxcarricr-Systemen, dic einerseifs Aspartal
und Glutamat transportieren und andererseits ADP und ATP - entsprechend den Spezifititen der jeweiligen
Antiporter. ‘Dic weitere  Analyse der funktionellen Eigenschaften brachte jedoch mehrere bedeutende
‘Unterschiede zwischen Efflux und Antiport zum Vorschein, dic ¢ine Verdnderung der intcrnen Substrat-
- Bindungsstelle anzeigien: (a) Der Aspartat-Effluxcarrier lief3 sich Gber einen Konzentrationsbereich von 1-50
ﬁl_M nicht. mit internem Aspartat sittigen, wie man direké der Steigung des Eadie-Hofstee-Diagramms aus
' 'Abb.28 entnchmen kann. Zum Vergleich ist dic urspriingliche Transport-Affinitit des Antiporters dargestellt
o __(Km: 2.8 mM). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir den ATP-Effiuxcarrier crhalten (nichi gezeigt). (b) Auch die

Substrat-Spezifitat war nach Efffuxinduktion mit Hg-Verbindungen drastisch reduziert. Durch Mersalyl konnte
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Abh.28: Transport-Affinititen des Asp/Glu-Antiporters und des Aspartat-Efffuxcarriers. Mchrere Liposomen-
praparationen mit verschiedenen internen Aspartatkonzentrationen (8, 0.25-10 mM; O, 1-30 mM) wurden im
Vortauschverfahren mit [1 ClAspartat beladen (s. 2.3). Nach Gelfiltration der pro‘;omen unter iso-
osmotischen Bedingungen wurde der Riicktausch mit Zugabe von 8 mM Aspariat (&) gestartet bzw. der Efflux
durch 100 M Mersalyl induziert (O). Relative Transportgeschwindigkeiten () wurden nach GI. 2.6 berechnet
und in einem Eadie-Hofstee-Diagramm aufgetragen. Die aus den Steigungen der Geraden abgeleiteten K-
Werte sind angegeben.
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Abb.29: Effiux verschiedener Solute aus Pmteehpommen mit rekonstituiertem Aspf(;lu- und ADP/ATP-
Carrier. Wihrend der Rekonstitution wurde markiertcs Substrat { O, © , 16 mM [**ClAspartat; A , 16 mM
[14C](x—Ketog1utarat @ , 16 mM Natrium{>S]sulfat; ¥, 16 mM [MCijsm O, &8, 10 mM [*C] ATP) in
Liposomen emgeschlossen (s. 8.2). Nach Gelfiltration wurdc, die Effluxakiiviedt durch_Gabe von 1600 M
Mersalyl induziert. Zum Vergleich ist auch der nicht-induzierte Efflux von Aspartat (O) und ATP (£1) nach
Zusatz von Puffer gezeigt. Da die Messungen aus vier verschiedenen Experimenten stammen, wurde das
“interne .Substrat- in Prozent -der anfiinglich innen vorhandenen Radioaktivitit ausgedriickt, die sich nach
Anpassung der Daten mit einer einfachen Exponentialgleichung errechnete (s. 7.2). Die erhaitenen Werte
wurden auf der Grundlage der Aspartat-Efffuxkon(rolle (@) normiert, dic 1n jedem Experiment mitgemessen
- wurde: Dazu wurde das interne Aspartat, das fiir f = o extrapoliert wurde, gleich 0% gesetzt. So wurden die
.- gemessenen Geschwindigkeitskonstanten des Efﬂuxes dirckt miteinander verglelchbar <0 001 (Ei) 4] 003 ( 0),
' 0006 (?’) 0015 (@) (.048 (&) 0.056 (@) 0094m1n (). e S :
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neben dem Efflux von Aspartat oder Glutamat ebenso ein Efflux von o-Ketogluiarat (Abb.29}, Malat, Malonat
und selbst Glucose induziert werden, wobei sich in allen Fallen eine dhnliche Geschwindigkeitskonstante ergab.
Sogar hohere k-Werte wurden fir Sul{at (Abb.29), Na™ und besonders fir CI gemessen. Dagegen war der
Efftux der kationischen Aminosiuren Lysin und Ornithin nur geringfitgie erhoht, verglichen mit dem
Grundefflux von Aspartat (Abb.29), jener sehr langsamen Netto-Fluxaktivitde, die immer zu messen war, auch
ohne Anwendung von Hg-Reagenzien {(vgl. 7.3.1).

Der beobachtete Efflux all dieser lonen war nicht etwa auf eine erhohie Permcabilitdt der Membran
zuriickzufihren, wie durch Lip_osomcn ohne Protein iberpriift wurde. Diethylpyracarbonat, cin wirksamer
Inhibitor des Asp/Glu-Carriers (s. Abb.25), verminderte klar den Efflux von o-Ketoghutarat (67 +17%
Hemmung); die Hemmung des Aspariat-Effluxes unter diesen Bedingungen (s. 8.2) betrug 76 +12%. Folglich
wird der unspezifische Efffux zumindest des o-Ketoglutarats vom Asp/Glu-Carrier vermittelt und nicht vom
korekanstituiertcn ADP/ATP-Carrier, der gegeniiber Diethylpyrocarbonat insensitiv ist {Abb.25). Abb.29 zeigt
auch den erheblich jangsameren Efflux von ATP. Dicses volumindse Substrat wird vom Aspartat-Effluxcarrier
eindeutig nicht akzeptictt, wie oben mehrfach belegt ist (s. 7.). Als Subsirat vergleichbarer Grofle wurde noch
UDP-Ghucose getestet, deren Efflux 3- bis 10-mal langsamer als der Efflux von ATP ablief und damit gerade
noch mefibar war (nichi gezeigt).

Eine Konsequenz dieser Unspezifitit des Effluxcarricrs war eine Anzahl vergeblicher Versuche, den
unidircktionalen Transport durch Energetisierung der Membran zu modulieren. Die in dicscn Experimenten
erzeugten K T Na'-und H " -Gradienten waren nach Effluxinduktion duBerst instabil. Somit konntcn auch
keine Krilerien crhalien werden, die die elektrischen Eigenschaften des Effluxes von Aspartat, Glutamat, ATP

oder ADP betreffen.

8.3.2 Reversibilitit der Effluxinduktion

in Anbetracht dieser offensichtlich porenartigen Charakteristika mufte dic Moglichkeit erwogen werden, dal
die angewendeten Hg-Reagenzien solch drastisehe Effekte auf die Proteinstruktur ausiibten, daB aufgrund
einer particllen Denaturierung sich fitr verschiedene Solute cin Weg durch dic Membran dffnete. Daher teste-
ten wir, ob der Efffuxcarrier nach Induktion mit Hg-Verbindungen wieder in den Antiport-Zustand zuriickver-
setzt werden konnte. Zu dicsem Zweck benutzien wir das Dithiol DTE, das keinen hemmenden oder efflux-
induzierenden Einfluf} zeigic (Tab.VII). DTE entfernt bekanntermafien gebundenes DTNB von Proteinen und
iiberfithrt Cysteinyl-Mercaptide in cyclische DTE-Dimercaptide (Wolman 1974). Abb.30 zeigt den Efflux von
Aspartat pach Gabe von 5 pM HgCl, (erste Zugabe, offene Dreiecke). In einem Parallelansatz wurde 2.5 Min
nach der Effluxindukiion DTE zugesetzt (zweite Zugabe), das das gebundene Quecksilber offensichilich
énlfcx;nte,_ denn der Efflux von internem Aspartat wurde auf einc schr geringe Aktvitdt reduziert (offene

Quadrate); die -G_eschwindigkcitskonstante sank auf den Werl der nichtinduzierten Grundefflux-Kontrolle

_..('.offene Kreise). Wenn nun diesen Liposomen Substrat angeboten wurde (dritic Zugabe), so wurde der
‘Antiport.reaktiviert. Dies- ging -aus-dem..erneut einsetzenden. Export ~von Markierung -hervor (gefiillic
"fQ_uadrate), der ‘mit nahezu derselben Geéchxﬁndigkcilskonstante wie die unbehandelte Riicktausch-Kontrolle
: ::abiief {gelitllte Kreise). Abb.30 belegt also, daB.die modifizierten Cysicine, dic an der Induktion der Netto-
.: _Fiu_xa_kiifi_téil -und an der Hemmung des Antiports beteiligt sind, du;ch Anwendung von Dithiolen wie DTE in

“den Ausgangszustand zuriickgefithrt werden kénnen. -
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Abb.30: Reversible Antiport-Efflex-Umwandlurg. Nach drei aufeinander folgenden Zugaben zu den angege-
benen Zeitpunkten wurde der Efflux {offene Symbole) und der Riickiausch (gelillte Symbole) ven
[1 4C]Aspartat aus vormarkierten Proteoliposomen gemessen. O, Grundefflux (Zugabe von Puffer); A, Efffux-
induktion durch 5 uM HgCl, (erste Zugabe); O, Stopp des Effluxcs nach Entfernung des gebundencn Queck-
silbers mit 4 mM DTE (zweite Zugabe); B, Reaktivicrung des Antiports (Riicklausch) durch 2.5 mM Aspartat
{dritte Zugabe); &, Riicktausch-Kontrolle (2.5 mM Aspartat nach zwei Zugaben von Puffer). Die folgenden
Geschwindigkeitskonstanten wurden berechaet: 0.007 {Q}, 0.265 (A}, 0.011 (), 0.307 (&) und 0.284 mint
(8). Vormarkierung des internen Substratpools wie in Abb.28. o o "

Tab.X: Transport-Affinititen des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers nach Revertierung vom Efflux- zum Anti-
port-Zustand. Externe und interne Transport-Afﬁnitéitskqnstanten (K,,) wurden aus Vortausch- bzw.
Riicktausch-Messungen der Antiportaktivitdt. ermittelt (Lineweaver-Burk-Auswertung). Dic  Substral-
konzentrationen wurden wie folgt variiert: externe X, _-Bestimmungen, 20-140 pM Aspartat (16 mM internes
Aspartat); interne K -Bestimmungen, 1-15 mM Aspartat (1 mM externes Aspartat). Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den K__-Werten, die in Liposomen mit unbehandeltem Protein crhalien
wurden oder aber in Liposomen, deren Carrierprotein durch HgCl, (erste Zugabe) zunichst in den Efflux-
Zustand iiberfithrt und nach 1 Min durch DTE (zweite Zugabe) wicder zum Antiporter revertiert worden war.

Erste Zugabe | Zweite Zugabe = K o .(mM) filr
- “Puffer S SmMDTE s 0045 270
10 uM HgCly SmMDTE. . . .© . - 0042 . 24
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Der revertierte Asp/Glu-Antiporter, d. h. nach Behandlung zunichst mit HgCl, (1 Min) und dann mit
DTE, akzeptierte nicht mehr e-Ketoglutarat als Substrat. Dariiber hinaus liel er sich wicder durch Transpori-
Affinititskonstanten charakterisiercn, Wie Tab.X zeigt, waren die ermittelten K -Werte nahezu identisch mit
denen des unbehandelten Carriers, und zwar im Hinblick auf die interne und die extcrne Seite der Membran.
Es muf} also gefolgert werden, dalb durch spezifische Cystein-Modifizierung cin vollig reversibles Umschalten

zwischen Antiport- und Effluxfunktion ausgeldst wurde.

8.3.3 Aktivierungsenergie des Effluxes

Efftux-Vorginge durch transmembrane Poren sind durch niedrige Aktivierungsencrgien charakterisierbar (16
kJ/mol im Falle von Porin, R. Beny, personliche Mitteilung). Um dieses Kriterium {iir den Mersalyl-induzierten
Efffuxcarrier zu iberpritfen, wurde die Temperaturabhingigkeit des Aspartat-Elfluxes untersucht. Aus dem
Arrhenius-Diagramm der Abb31 lieB sich cine Aktivierungsenergie von 86 kl/mol (15-30°C) ermitteln, was im
Bereich der Werte licgt, dic aligemein fiir carrier-vermitielte Prozesse gefunden werden. Wurden dicsclben
Proteoliposomen fiir die Messung des Asp/Asp-Antiports eingesetzt, so crgab sich eine Aktivicrungsenergie

von 77 ki/mol (15-30°C) (Abb.31).

8.3.4 Einfluf} des externen Suhsirats auf Efffuxinduktion und Effuxaktivitat

Weiterhin wurde untersucht, ob die externe Bindungsstelle des Carricrs, die ja Voraussctzung fiir die Antiport-
funktion ist, auch an der Efffuxfunktion teilnimmi. Da im Efflux-Zustand dic Interaktion des Substrats mit der
internen Bindungsstelle unspezifisch war, mufiten wir dic Moglichkeit iberpriifen, ob auch dic externe Stelle
ihre Spezifitat verloren hatie und ob “unspezifischer Antiport’ auftrat. Ein solches Konzept kénnic Efflux als
Austausch von internem Aspartat gegen irgendeine noch nicht identifizierte Komponente des Inkubations-
mediums erklaren. AufschluB dariiber sollte der Einflu von externem Substrat anf die Elffuxaktivitit geben.
Die Anwesenhcit von externem Aspartat konnte einerseits den hypothetischen “unspezifischen Antipor?’
stimulieren, konnte andererseits aber auch cine eventuell verblichene spezifische Antiportaktivitdt (unmodifi-
zierter Carriermolekiile) reaktiviercn. In beiden Fillen wire cin schnellercr Export der Markicrung aus den
Proteoliposomcn zu erwarfen. Wie aber Abb.32 zeigt, fithric der Zusatz von Aspartat zusammen mit Mersalyl
nicht zu einer Stimulicrung des *Efffux-Austausches’ im Vergleich zu der Effiux- bzw. Riicktausch-Kontrolle;
stattdessen war die Transportaktivitat klar reduziert. Selbst wenn man externes Aspartat dem bereils induzier-
ten Effluxcarrier éinbot, also 1.5 Min nach Zusatz von Mersalyl, so wurde dIC Effluxakrivita: auf relativ geringe
Raien erniedrigt (Abb.32). Dicse Effekie waren offenbar spezifisch fiir Aspartat, wic Kontrollen mit o-Keto-
giutarz__it erkennen fieBen. Dic Abwesenheit eines einwirtsgerichteten Substratflusses wurde durch weitere
Experimente bestatigt. Weder ein Influx noch ein “Influx-Austausch’ von externem {14C}Aspartat in Liposomen
ohnie Aspartat bzw. mit [3H]Aspartat konnte gemessen werden (Ergebnisse nicht gezeigt), Zusammengefalit
machen dicse Befunde deuilich, daf (a) die angewendeten Hg-Verbindungen den unidircktionalen Transport
3 nur in Abwesenheil von externem Substrat induzieren; andernfalls wird der Carrier gehemmt. (b) Nach Efflux-
" induktion kann keine Antiportaktivitdt mchr stattfinden. (c) Extcrnes Aspartat reduziert dic Effizienz selbst
*des induzierten Effluxcarriers. Folglich kann die zweite (externe) Bindungsstelle, obwohl nicht direkt am
. unidirektionalen Transport beteiligt, dennoch nachgewiesen werden, da ihre Besetzung mit Aspariat zu einer

bmzs-lnhibiiio_n der Effluxfunktion fihrt.
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Abb.31: Temperaturabhingigkeit des Efffuxes und Antiports von Aspartat. Efflux- (&) und Antiportaktivitdicn

(&) wurden bei verschiedenen Temperaturen (15-30°C) gemessen. Dazu wurden vormarkicrte Proteoliposomen

mit 200 pM Mersalyl bzw. 200 wM.Aspaitat versetzt. Die ermittelten apparcnten Geschwindigkeitskonstanten

sind in einem Arrhenius-Diagramm dargestellt. Aus den Steigungen der Geraden wurden Aktivierungsencergicn

~ von 86 und 77 ki/mol fiir den Efflux bzw. Riickiausch errechnet. Zur Vormarkierung des internen Substratpools
siche Abb.28. :
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Abb.32: Wechselseitige Interakiion von Aspartat und Mersalyl mit dem Asp/Glu-Carrier. Elflux von [14._(31'
Aspartat aus vormarkierten Proteoliposomen wurde durch 100 wM Mersalyl induziert. Dics geschah in Ab- (A)
‘oder Anwesenheit von 5 mM Aspartat, das gleichzeitig mit Mersalyl (B) oder 1.5 Min spiter zugesetzt wurde
_ :(%) Die Riicktausch-Kontroile wurde nach Zusatz von 5 mM Aspartat in Abwesenheit von Mersalyl gemessen

(®). In allen Féllen bestand der Stopp-Inhibitor aus ciner Mischung von 60 mM Pyrldoxalphosphat und 5 mM ) ' . o

- DTE. Zur Vormarklerung des internen Substratpooﬁs siehe Abb 28
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8.3.5 Einfliisse der Membran auf Effiux und Antiport (unverdffentlicht, Kurzbericht in Dierks & Krdmer 198%)

Der unidirektionale Flux des Aspartats reagierte duflerst empfindlich auf osmotische Gradienten. Hypo-
osmotische Bedingungen {auflen erniedrigte Osmolaritdt) bewirkten einen stimulierenden, hyper-osmotische
Bedingungen hingegen einen inhibitorischen Effekt (Abb.33). Ein vollig anderes Bild ergab sich fiirr den
Antiport. Dieser war osmotisch nur wenig zu beeinflussen und zeigte optimale Aktivitdt bel iso- bis hyper-
osmotischen Verhiltnissen {Abb.33). Unspezifische Effekte durch Instabilitdten der Liposomen konnten in
Kontrollen mit inaktivieriem Asp/Glu-Carrier ausgeschlossen werden, Auch die Wahl des Osmoiikums war
nicht entscheidend.
Osmaotische Gradienten bewirken primér ein Schwellen oder Schrumpfen der Liposomen, wodurch sich
vor allem di¢ Fluiditit der Membran andert. Bei Aufiragung der Effluxaktivititen aus Abb.33 gegen die
reziproke duBere Osmolaritdt ergab sich eine lineare Abhingigkeit, die aber im hyper-osmotischen Bereich
abknickic (nicht gezeigt). Letzteres EiBt sich durch ein partielles Kollabieren der Liposomen erkldren.
Fine Erhohung der Membranfluiditdt kann auch durch Einlagerung von Benzylalkohol in die Lipid-
Doppelschicht hervorgerufen werden (Armston et al. 1982). Tatsdchlich licBen sich so hypo-osmotische Bedin-
gungen simulieren, 0.25% (v/v) Benzylalkohol bewirkte eine etwa dreifache Stimulierung der Effluxakeivitat,
withrend der Antiport nahezu unbeeindruckt blieb (Tab.XI). Benzylalkohol und osmotischer Druck wirkten
dabei synergistisch oder - bei hyper-osmotischen Bedingungen - kompensatorisch. Dicse Einfliisse tiber die
Membran auf das Carrierprotein bringen also die durch die Hg-Modifizierung anfgeweichie Kopplung des
Antiporters (s. 8.4) noch deutlicher zum Vorschein. Die Fluidisierung der Membran wirkte sich offensichtlich
auf den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Effluxes aus, da unter hypo-osmotischen Bedingungen (-70
mosM) cine Erniedrigung der Aktivierungsenergie von 81 =5 kJ/mot (vgl. Abb.31) auf 54 =9 kI/mol zu messen
war (drei Bestimmungen, nicht gezeigt). Wiederum handelte es sich um cinen Effekt, der fiir die Antiportakti-
vitat nicht {estgestellt werden konnte (77 und 79 ki/mol bei iso- bzw. hypo-osmotischen Bedingungen).
Auch cine verdnderte Oberflachenladung der Membran beeinflufite Iden Efflux und Antiport von Aspartat
schr unterschiediich. Geringe Konzentrationen amphiphiler Polyanionen wic Palmityl-CoA (= 20 M),
Cibacron Blue 3GA (= 250 uM) oder der polyanionische Inhibitor des Porins (= 5nM), ein Copolymer aus
Methacrylat, Malcat und Styrol (1:2:3), inhibierten den Asp/Asp-Antiport (vgl. auch 7.3), stimulierten aber den
Efflux von Aspartat bis ym das Dreifache (nicht gezeigt). Man kann davon ausgehen, dafl diese lonen von
auflen mit der Membran assoziieren, wic von Konig et al. (1982) fiir das Polyanion beschrieben wurde. Die so
erhohte negative Oberflachenladung begiinstigt offensichtlich den unidirektionalen Efflux, moglicherweise
aufgrund ciner beschleunigten Abgabe des exportierten (anionischen) Substrats. Unter Antiport-Bedingungen
jedoch iiberwiegt der abstoBende Effekt bei der Bindung des externcn Substrats an den Carrier, so daf die
amphiphilen Anionen als kompetitive Inhibitoren erscheinen. Dies erklirt, dai Cibacron Blue neben dem
_'ADP/ATP— auch den Asp/Glu-Antiporter hemmte (Abb.25) und dal} Palmityl-CoA und das Polyanion auf

" nahezu alle Amoncncdrncr wirken (Konig et al. 1982). Eine Stimulicrung des ATP-Effluxcarriers konnte aller-
: dings nur in erheblich ggrmgerem AusmaB beobachtet werden und Clbacron Blue - war sogar ein drastlscher
: .Inh1b1lor (Abb.25).. Dies mag auf dic spezifische Wechselwirkung mit dem ADP/ATP-Carrierprotein zuriick-
o zufuhren sein, die fiir- Clbacron Blue (Boos & Schlimme 1981), fur Palrmtyl CoA (Lerner et ai 1972) und auch
. .fur das Polyamon (Konig et al. 1982) beschrieben wurde ' Tormrme
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Abb.33: Einfluf} osmotischer Gradienten auf Efffux und Antiport von Aspartat. Vormarkicrte Proteoliposomen
(innen: 30 mM Aspartat/ 100 mM MOPS) wurden iber Sephadex G-75 gegeben (0-250 mM Sucrose/ 100 mM
MOPS), um osmotische Gradienten zu erzeugen. Der osmotische Druck ar ist in kg/cm? angegeben (positiv:
osM, > 0sM, . negativ: osM, < osM, ). Der Efflux (&) wurde durch 100 pM Mersalyl, der Riicktausch (4)
durch 300 uM Aspartat gestartet. Zur Yormarkierung des interncn Substratpools siche Abb.28.

Tab.Xi: Einfluf der Membranfluiditét auf Efflux snd Antiport von Aspartat. Vormarkierte Proteoliposomen
(innen: 25 mM Aspartat/ 100 mM MOPS) wurden iiber Sephadex G-75 gegeben (5, 75 oder 145 mM Sucrose/
100 mM ‘MOPS), um hypo-, iso- bzw. hyper-osmotische Bedingungen einzustellen. Benzylalkohol wurde
zugesetzt, um die Membraofluiditit zu erhohen. Etwa 4 Min spéter wurde der Efflux mit 100 pM Mersalyl und
der Riicktausch mit. 2.5 mM Aspartat gestartet, dercn Geschwindigkeitskonstanten (k) angegeben sind. Alle
Ansitze erhielten 1.5% (v/v) Ethanol. Unspezifische Effekie auf die Stabilitdt der Llposomcn waren mcht zu
beobachtcn Zur Vormarklerung des internen. Subslratpools smhe Abb. 28

‘Bonzylalkohol - Efflux, k (1/min) ~Antiport, k (1/min)
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8.4 Diskussion

Zwei Antiporter der inneren Mitochondricnmembran, der Asp/Glu- und der ADP/ATP-Carrier, konnten in
unidirektionale Efflux-Systeme umgewandclt werdern. Dies legt nahe, dafBl ein gemeinsames "Struktur-Funktions-
prinzip’ mitochondrialer Carrier durch die angewendeten Hg-Verbindungen getroffen wurde. Diese Schlufifol-
gerung wird durch andere Arbeitsgruppen gestiitzt, dic die Existenz von Effluxcarriern in intakicn Mitochon-
dricn annahmen, Um den Efflux von Phosphat in Gegenwart von Mecrsalyl zu erkldren, wurde ein anderer
Konformationszustand des Phosphat-Carricrs postuliert (Kaplan & Pedersen 1983). Die durch NEM stimulierte
Permeation von C1" und H ¥ wurde dem Uncoupling-Protein zugeschrieben (Rial & Nicholls 1986, Rial et al.
1989). AuBerdem wurde die Moglichkeit betrachtet, dall der ADP/ATP-Carricr in den Phosphat-induvicrten
Efflux von Adeninnuclcotiden verwickelt ist (Meisner & Klingenberg 1968, Wilson & Asimakis 1987). Auch von
ciner durch Mersalyl induzierten Abgabe von ADP und ATP aus Mitochondrien wurde berichtet {Harris ct al.
1979). Von besonderem Interesse scheint der Carnitin-Austauscher zu sein, der sowohl in Mitochondrien
(Pande & Parvin 1980) als auch im rekonstituierten System (Indiveri et al,, unverdffentlichte Ergebnissc) eine
Netto-Transportaktivitit sogar im physiologischen Zustand veigt, die durch SH-Rcagenzien nicht stimuliert,
sondern inhibiert wird. Aus dieser Liste von Beispiclen (s. auch L& Qudc & L& Québce 1988, Panov ct al. 1980,
Davidson & Halestrap 1987, Nicholls & Brand 1980, Brockemeier et al. 1985) mag geschlossen werden, dall
unterschiedliche Behandlungen zu cinrer Anderung des Transportmechanismus verschiedener Carrier fithren,

In der vorliegenden Arbeit iiber den rekonstituicricn Asp/Glu-Carricr werden Fragestellungen behandelt,
die mit dem Transportmechanismus des Netto-Fluxes (im Vergleich zum Antiport) und mit der Antiport-
Efflux-Interkonversion zusammenhingen. Dabei solite hervorgehoben werden, daB dieser {undamentale
Wechsel funktioneller Eigenschaften vollstandig reversibel war (Abb.30, Tab.X), was belegt, dal der induzierte

Effluxcarrier in enger Beziehung zu dem urspriinglichen Protein stcht.

FPorenartige und carrieraniige Eigenschafien

Zu unserer Uberraschung dnderten dic angewendeten Hg-Verbindungen nicht nur den Mcchanismus des

Transports, sondern zeigten auBerdem - infolge Reaktion mit exofazialen Sulfhydryl-Giuppen - einen frans-

Effekt-auf die interne Bindungsstelle des Carriers. Dies war zum einen an einer unmef3bar geringen Transport- '

Affinitit (Abb.28) zu erkennen und zum anderen-an ciner drastisch erniedrigten Substrat-Spezifitdt {(Abb.29).
Im Efftux-Zustand konnte die interne Bindungsstelle also nicht mehr Giber ihre Spezifitdt uad Halbsattigungs-
konstante identifiziert ‘werden, was mit cinem klassischen ~carrier-vermittelien Mechanismus (Uniport)
ﬁnvereinbar ist. Die Beobachtung, dall ATP ﬁnd die Kationen Lysin und Ornithin keine - oder nur échr
schlechte - Efflux-Subsirate waren, wihrend die viel kleineren Ionen CT, SO42' und Na* akzeptiert warden,
kann als Hinweis gelten, daB die Selektion geeigneter Substrate vor allem durch Groflenausschluf und elektro-
.__statische chhse_lwir.kung erfolgte,_'”was cher an eine Pore erinnert. Vergiic‘hen:mit normalen Poren oder

.- Kanilen war der SubstratfluB jedoch verschwindend gering, und die Effluxraten iibertrafen die Antiportraten

nur bei schr hohen internen Substratkonzentrationen (Abb.28). Weiterhin war die Aktivierungsenergie fiir den
" unidircktionalen Flux genauso hoch wie fiir den Gegentausch (Abb.31), was klar gegen eine cinfache Diffusion RN

- durch wissrige, vom Carrierprotein gebildete Porcn spricht.

Ein Nettoflux von Soluten konnte ebenso durch cinen unspezifischen Antiporl zustande kommen, wie

E ':angcsi_c_:hts_dcr fehlenden Spezifitit des Aspartat-Effluxcarriers vermutet werden mubte. Ein solches Konzept -
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wiirde, wic im Ergebnisteil erkldrt, eine Stimulation des "Fiflux-Austausches’ bei Gegenwart von externem
Substral voraussagen; stattdessen wurde eine Hemmung beobachtet (Abb32). Diese frans-Inhibition durch
externes Substrat deutet auf cine indirckte Beteiligung der (unbeladenen) cxternen Bindungsstelle auch am
unidirektionalen Transport. Dafiir sprechen auch die Befunde mit jenen Protein-modifizierecnden Reagenzien,
die den Antiport und auch den Efftux inhibierten, namlich Dicthylpyrocarbonat, EDC und Pyridoxalphosphat
{(s. 7.3). Alle drei reagierien nahce der externen Bindungsstelle des Carriers, wic in Substratschutz-Experimenten
deutlich wurde (s, 93). Der Asp/Glu-Carrier behdlt also auch nach Modifizicrung mit Hg-Verbindungen
typische Merkmale des Antiportcarriers. Zu einer moglichen molekularen Erklarung der frans-Effekte siche 10.

In diesem Zusammenhang mag von Interesse sein, daBl eine SH-abhangige Anderung der Transport-
Affinitat aoch bei anderen Transportsystemen gefunden wurde (Robillard & Konings 1982 und Referenzen
darin). AuBlerdem ergaben Studien zur Nettoflux-Aktivitat des Anioncnaustauschers aus Erythrocyten (s.
unten), dab diese Akiivitét - anders als der Austausch - nicht mit Subsirat gesiitigi werden konnte und daf

auch di¢ Anionen-Sclektivitat verindert war (s. Zitate in Frohlich 1988).

ANTIPORT Kein Transport EFFLUX

2 M Mersalyl

PCMB
DTNB
NEM 100 pM Mersalyl S
HgCl,
-S (ex) PCMS
+S (ex) DTE

Abb.34; Funktionelles Modell der Antiport-Efflux-Interkoaversion des Asp/Glu-Carriers. Der Antiporter kata-
lysiert elnen konzertierten Gegentransport von internem und cxterncm Substrat (S), der mit einen Konforma-
tionswechsel des strikt gekoppelten [S; -Carrier-S, J-Komplexes einhergeht (vgl. Abb.10). Nach Entiernung
des externen Subsirats fithri eine Zugabe der angegcbenen SH-Reagenzien (I) zu einer Lockerung der
Kopplung von einwirls- und auswirtsgerichietem Transport. Mindestens zwei Sulthydryl-Gruppen des Carrier-
proteins milssen -modifiziert werden, um eatkoppelte Transportaktivitdt zu crreichen (Elffux), Im Efflux-
Zustand zeigle der Carrier keinerlei Antiportaktivitit mehr, wenn externes Substratl anwesend war. Jedoch
konnte wihrend des Efftuxes auch die unbeladene externe Bindungsstelle an den Konformationsiibergingen bei
‘der Translokation beteiligt sein (‘slippage’, gestrichelter Pfeil). Einige SH-Reagenzien (DTNB, NEM, PCMB
~und geringe Konzentrationen von Mersalyl) sind nicht in der Lage, Efflux zn induzicren, hemmen aber - genau
wie die effluxinduzierenden Hg-Verbindungen - den Antiport vollstindig (kein Transport). Dieser blockierte
- Carrier kann, genau wie der.unbehandeite Antiporter, durch HgClz, PCMS oder hohere Konzentrationen von
Mersalyl in den Efflux-Zustand oberfithrt werden. Der Effluxcarrier und auch das blockierte Intermediat
. (auBer nach NEM-Modifizierung) werden zum anfangfichen Antiportzustand revertiert, wenn das gebundene
“Reagens durch DTE entfernt wird. '
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Antipori-Efffux-Interkonversion C

Alle Hg-Verbindungen mit der Fahigkeit zur Effluxinduktion hemmfe_n obligatorisch auch den Asp/Glu-
Antiport. Dagegen induzierlen cinige Reagenzien nicht den Efflux (DTNB, NEM),. sondern iibten nur den
inhibitorischen Effekt avs (Tab.VIID). Weiterhin blockierten alle eingésetzten Hg-VBrbindungen den Auntiport
bereits in einer Konzentration von 2 pM, induzierten aber - mit der Ausnahme von Hg - den Efflux nur bei
Anwendung in erheblich hoherer Konzentration, wie vor allem fitlr Mersalyl (100 pM) und PCMB (1 mM)
beobachtet wurde. Demnach miissen mindestens zwei verschiedene Klassen von réaktiven Cysteinen
modifiziert werden, um den Antiporter in einen unidirektionalen Efﬂux..car_rier umzuwa,ndein. Dies ist in
Abb.34 schematisch dargestellt. Wenn das Reagens nur Zugang zu ciner Klasse hatte, resuliierie eine
Hemmung der Transportfunktion. Somit wurde ein Zustand zwischen dem Antiport- und derﬁ‘ Eftluxcarrier
identifiziert, der durch HgCl,, PCMS oder 100 .M Mersalyl ebenfalls in den Ef flux-Zustand itberfithrt werden
konnte {Ergebnisse nicht gezeigt). Interessanterweise wurde kiirzlich eine solche Z,We_:i'su_lfen'-ModiﬁziCrung mit
cinem nicht transportierenden Intermediat auch fiir das Uncoupling-Protein vorgeschlagen, um den Maleimid-
induzierten Ubergang in einen Zustand hoherer Leitfahigkeit zu erkliren (Rial et al. 1989).

Die Entfernung der gebundenen Reagenzien (alle auBer NEM) durch DTE;vcrsctzt_c das Transport-
System stets zuriick in den urspriinglichen Zustand, wobei simtliche Antiport—Eigenschéftcn wicderhergestelit
wurden (Abb.30, Tab.X). Folglich miissen die reaktiven Cystuine in einer hydrophilen Umgebung am von
auBen zuginglichen (cytosolischen) Teil des Carrierproteins lokalisiert sein, das ja orientiert rekonstituiert
wurde (s. 3.). Anders als PCMS ricf PCMB keine Effluxaktivitiit hervor (Tab.VII), vermutlich weil das
hydrophobere PCMB schacller mit zusitzlichen, eventuell verborgencren Cysteinen reagierte und dadurch die
Effluxinduktion behinderte. Dazu sollte auch angemerkt werden, dafi nach Vorbehandlung mit PCMB nur
ng *+ | nicht aber Mersalyl den Efflux in vollem Ausmal stimulierte (nicht gezeigt); (siche ebenso 9.3.3.2),

Die zweite, fiir die Effluxinduktion entscheidende SH-Gruppe wird nur in Abwcsenheit von externem
Substrat exponiert. Dagegen war die erste SH-Gruppe fir alle getesteten Reagenzien auch in Gegenwart von
Aspartat erreichbar (vgl. auch 9.3.3.2). Wenn das Substrat nach der Efffuxinduktion zugefiigt wurde, was prin-
zipiell eine eventuell noch vorhandene Antiportaktivitdt initiicren sollte, so war der Flux der Markierung von
innen nach aullen nicht stimuliert, sondern eindeutig reduziert (Abb.32). Demnach wird keine Antiportaktivitat
mehr katalysiert, sobald der Carrier einmal im Efflux-Zustand ist. Die Antiport-Efflux-Umwandlung muf} also
als ein volistindiges funkiionclles Umschalten zwischen zwel ausschlieBlichen Transpert-Modi verstander
werden. Die Beobachtung, daB exicrnes Substrat sogar den induzierten Effluxcarricr mhibiert, legt nahe, dafl
die auswirts-gerichiete Bindungsstelle an den Konformationswechseln wihrend des Effluxprozesses teilnimm,
z;uch wenﬁ sie-nicht mit Substrat besetzt ist ("slippage’). Dicse Moglichkeit ist in Abb.34 mit einem gestrichelten
Pleil angedeutet. Folgt man dicsem Modell, so konnte die Anwesenheit externen Substrats eine frans-Inhibition
des -’sﬂppage’-SphriLtcs bewirken, wodurch der Carrier seine Kompetenz zu unidirektionalem Transport mehr
odef weniger vollstindig verlieren wiirde. Solch eine Darstellung des Efffuxcarriers erinnert an das Modell des -

\__Asp/Glu—Anhporters mit je einer Bmdungssielie auf beiden Seiten der Membran (vgl. Abb.10). Um aus dem
:.Anuporlcarriar einen Efﬂuxcarrler zu machen, miissen die angewendeten Hg- Verbmdungen zunachst cinmal
.. .dIB einwiirls--von. der auswarts-gerichteten Komponente des Antiports entkoppeln. Nach der Theorxc des
.. chrgangszustands hingt der Grad der Kopplung vom Anstieg der Bindungscnergie im chrgangsmtermedl_a_[
.'-_'.;v..'_éihret.xd. der Translokation ab (Krupka 1989). Folglich konnte jegliche Storung der intrinsischen Bindung zu

_entkoppeltem Transport und vermutlich auch zu porenartigen Eigenschalien fithren (s. 10.3).
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Eonsequenzen fiir carier-vermittelten Transport im allgemeinen

‘Slippage’ erkldrt entkoppelten Antiport unter Annahme von Konformationsiibergingen unbcladener - oder
zumindest teilweise unbeladener - Transportproteine. Dieser Ausdruck wird seit frithen Untersuchungen des
Anionenaustauschers aus Erythrocyten benutzt (Vestorgaard-Bogind & Lassen 1974), der im physiologischen
Zustand Netto-Fluxaktivitdt zeigt. Griindliche Studicn dieser Aktivitit fithrten jedoch zu neueren Modellen,
transit’ (Knauf et al. 1983), *tunneling’ (Frahlich et al. 1983) oder diffusive flow’ (Kaplan et al. 1983) genannt,
die alle eincn eher kanalartigen Transportweg beinhalteten. Die Hauptkomponente des Netto-Fluxes - neben
‘slippage’ - wurde als Transport ohne Konformationswechscl beschrieben (tunneling’), Es miissen also zwei
Arten des molekularen Entgleitens der Antiport-Kopplung unierschieden werden (Frohlich 1988). Da carrier-
vermittelter Transport auf eincm Konformationswechsel beruht, mag das ’tunneling’ als einc funktionclle
Verbindung zwischen einem Carrier und einem Kanal angesehen werden. Trotz mehrerer Gemeinsamkeiten (s,
oben) kann der Netto-Flux des Anionen-Carriers aber nicht in jeder Hinsicht mit der artifiziell induzierten
Effluxaktivitat des Asp/Glu-Carriers verglichen werden. Dics wird durch dic reduzierte (aber dennoch hohe!)
Aktivierungsenergie im Erythrocyten-Sysiem verdeutlicht, wo 70 kJ/mol (Frohlich et al. 1983) anstelle von 96-
136 kJ/mol (Brahm 1977) gemessen wurden. AuBcrdem war die #ans-Inhibition durch cxternes Substrat
weniger vollstédndig (Frohlich et al. 1983), was jedoch durch die unterschiedlichen Modelle fiir dic jeweilige
Antiportaktivitdt erklart werden kann: durch das "Ein-Bindungssiellen-Modell* des Anionenaustauschers
(Passow 1986) bzw. das "Zwei-Bindungsstcllen-Modell" des Asp/Glu-Carriers (s. 4.).

Auf der Basis unserer Daten muf fiir die Effluxaktivitdt ein Mechanismus ins Auge gefaBt werden, der
Aspekte des Uniport/slippage’-Modells einerseits und des Pore/Kanal-Modells andererseits kombinicrt. Hohe
Aktivicrungsenergie und frans-Inhibition sind gute Argumente zugunsten von slippage’. Folgt man hingegen
der alternativen Kanal-Hypothese, so konnte man argumentieren, daf3 das externe Substrat cinen Konforma-
tionswechsel in einen Efflux-inkompetenten Zustand herbeifithre. Die hohe Aktivierungsenergie lieBe sich
erklaren, wenn nach Anderung des Transporimechanismus zusitzliche Transferschrittc dcs Substrats auf
seinem Weg von der oberflidchlichen Bindungsstelle zu Stellen im Kanal geschwindigkeitsbestimmend wiirden
(vgl. Sluse-Goffart & Sluse 1986). Als Kompromifl kann man sich den Asp/Glu-Carrier mit einem schmalen
Kanal vorstellen, der cinen Teil des gesamten Transportweges itberspannt. Dieser hybride Carrier-Kanal kann
nur von Substraicn penetriert werden, die von ciner spezifischen Bindungsstelle erkannt werden, was dann
einen carricrartigen ’gating’-Mechanismus auslost. Eine dhnliche Sichtweise liegt dem *gated-porc’-Modell des
ADP/ATP-Carricrs zugrunde (Klingenberg 1981, 1989), wobei man in unscrem Fall allerdings zwei Bindungs-
stellen anzunchmen hitte (vgl. 4.). Die SH-Modifizierung des Carricrproteins konnte mit dem ‘gating’ des
Kanals interferieren. Aufgrund der erniedrigten Spezifitat und Aflinitdt der internen Bindungsstelle wiirde so
der protein-immanente Kanal transient fiir unterschiedliche Solute gedffnet. Die Offnungswahrscheinlichkeit
héngt dabei moglicherweise von der Rigiditit der Kanalstruktur in der Membran ab. Eine Fluidisierung der
Membran, hervorgerufen durch cin Schwellen der Liposomen (Abb.33) oder aber durch Eintagerung von
Benzylalkohol in die Lipid-Doppelschicht (Tab.XI), stimulierte den Efflux - im Gegensatz zum Antiport -
.drastisch_. Nichtsdestoweniger zeigte dieser Flux Eigenschafien eines carrier-vermitteiten Transports, da die
Kanalfunktion auch fiir den normalen katalytischen Antiport-Zyklus eine essentielle Voraussetzung ist.

_ | : Am Ende mul} betont werden, dafl - wic der Anionencarrier aus Erythrocyten und auflerdem der nahe
.- 'verwandte Carnitin-Carrier aus Mitochondrien (s. oben) - auch der unmodifizierte Asp/Glu-Carrier einen

Netto-Flux katalysierte, wenngleich schr langsam (Abb.21). Diese Grundefflux-Aktivitit beruhte eindeutig auf
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aktiv rekonstituicrtem Asp/Glu-Carricrprotein, bendtigte cinc hohe Aktivicrungsenergie und konnte durch
Proteinasen, DTNB (Abb.21) und andere Inhibitoren gehemmt werden (nicht gezeigt). Obwohl dieser Netto-
Flux vermutlich firr dic physiofogische Funktion des Carriers nicht sehr bedeutungsvoil ist, so geben dic hier
beschricbenen Efflux-Eigenschaften doch einen ticferen Einblick in den Mechanismus der Transportkatalyse
durch biologische Membranen, zumal der Efflux cinen gegeniiber dem Antiport deutlich vereinfachten Modus
des Transports darstellt. Die dadurch zutage tretenden neuen Aspekte sollen in der allgemeincn Diskussion

auch vor einem theoretischen Hintergrund betrachtet werden (s. 10.3).
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9. Strukturelle Aspekte der Transportfunkiionen des Asp/Glu-Carriers: Modifizierung und Markierung
funktioneller Gruppen der aktiven Bindungsstelle (Kurzberichte in Dicrks & Krimer 1989b, 1989¢, 1990)

9.1 Einleitung

Die chemische Modifizierung ist - neben der Mutagenese - die aussichtsreichste Mcthode, um strukturclle
Aspekte von Membranproteinen zu erhellen, denn nur in Ausnahmefdllen konnen spektroskopische Techniken
oder gar Rontgen- baw. Elektronenstreuung angewendet werden, Die Modifizierung allein kann immer nur zu
einem funktionell-deskriptiven Modell und weniger zu der rdumlichen Struktur des Proteins fithren, wozu es der
Kombination mit Sequenzierungs- und eventucll mit immunologischen Methoden bedirfle. Eine spesifische
Modifizierung und Markierung essenticller Aminosiiuren ist jodoch stets der erste Schritt, der es bereits bei
einer Vielzahl von Mecmbranproteinen crmoglichte, wesentlichen Gesichispunkten der Protcinfunktion cine
clementare strukturelle Grundlage zu geben. Derartige Struktur-Funktionskorrelationen wurden in den voran-
gegangenen Kapiteln (7., 8.) auch fiir den Asp/Glu- und den ADP/ATP-Carrier beschrieben. Durch Anwendung
Cystein-modifizierender Reagenzien konnte cin grundlegender Funktionswechsel induzicrt werden, wobei dic
Antiportcarrier in unidirektionale Transportsysicme umgewandelt wurden. Um dic strukturclicn Aspekte dicser
dualen Funktion besser verstechen zu kénnen, wurde der Einflufl weiterer spezifischer Aminosdure-Reagenzicn
sowoht auf den physiologischen Antiportzustand als auch auf den SH-induzierten Effluxzustand des Asp/Glu-
Carriers untersucht. Der Wirkungsmochanismus der verwendeten Reagenzien und die wechselseitige Interaktion
von Reagens und Substrat mit dem Carrierprotein sollte Aufschlufl geben tiber die funktionellen Aminosiure-
Seitenketten vor allem am aktiven Bindungszentrum des Carriers. In der Absicht, das Protein selcktiv zu
markicren, wiurden auBerdem Experimente mit radioaktiven Rcagenzien durchgefithrt. Gewissermalien als
Grundlage fiir die erzielten Ergebnisse soll zunichst aber das Asp/Glu-Carrierprotein durch scinc Aminosdure-

Zusammensetzung charakterisiert werden.

9.2 Methoden

Reinigung des Asp/Glu-Carriers

Die Reinigung des Asp/Glu-Carriers iber HPLC auf Hydroxylapatit wurde in 2.2 beschrieben. Zur Trennung
von Asp/Gla- und ADP/ATP-Carrier durch HPLC auf einer Gelchromatographic-Séule (LKB TSK-G4030SW,
7.5 x 600 mm) wurden 500 wl G-25-Protein {ca. 400 pg Protein) oder 1 ml verschiedener Fraktionen der
Hydroxylapatit-HPLC-Sdule (=350 pg Protein) injiziert. Die Elution - erfolgte mit 0.4% (,12]58/500 mM

Ammomumacetat (pH 6.5) bei einem Flufl von 0.8 ml/min.

: Elektmphorese und Elektrotransfer auf Membranen
_ :Fur analytlschc ZWc,cke (Protcmauftrag =1 u.g) aber dU(,h ZUr Kontroile bei dbn Markmrungsexpenmcntcn (s.
‘unten) wurde das auiomausmrte Phast System (Pharmacia) und die dazu crhalllchen SDS-Gele (10-15%
_.-Acryla_zmd)_ eingeseizt, wie in 7.2 beschrieben. Fiir dic Aminoséure-Analyse und die Proteinsequenzierung sowic
'. _._{f_ﬂ_r_dif_: Ma_rkie_:rungs_cxperimentc wurden préparative Gele mit 10% Acrylamid/ 0.3% Bisacrylamid (10% T/ 3%
' ZC), gego_sseg (55 mm Trennstrecke, 1.5 mm dick). Das komplette Gelsystem wurde vo.n Schigger & Von Jagow
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(1987) beschricben, wobei teilweise Glycerin durch 6 M Harnstoff ersetzt wurde. Die Proteinproben, d. h.
Proteoliposomen oder gemischte Mizellen mit hohen Salzkonzentrationen, wurden gewohnlich mit Trichlor-
essigsdure/Desoxycholat ausgefallt {s. 7.2). Koprazipitiertes Lipid und Detergens wurde mit Ether/Tris baw.
Accton/Tris (s. 7.2) oder, wo angegeben, mit Hexan/Isopropanol (3:2) (Rodriguez-Vico et al. 1989) extrahiert.
Auf dic in Abb.39 A und 40 D gezeigten Gele wurden Proteoliposomen direkt in Probenpuffer (Schigger & Von
Jagow 1987) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte unter Kihiung (10°C) m einer LKB 2030 Midget-Kammer
bei 30 mA (konstant). Zur Silberfarbung der analytischen Gele siche 7.2. Alle anderen Gele wurden nach der
Vorschrift von Schigger & Von Jagow (1987) mit Coomassic Blue gefédrbt.

Zum Elektrotransfer der Proteinbanden wurde ein halbtrockenes Verfahren angewendet. Das unfixicrtce, in
Transferpuffer (10 mM 3-(Cyclohexylamino)-propansulfonsédure/109% Methanol, pH 11) getauchie Gel wurde
auf cinc mi{ Methanol (10 Min) und dann mit Transferpuffer vorbehandelte PVDF-Membran (immobilon, Milli-
pore) lufiblasenfrei anfgelegi, Aufl Kathoden- und Anodenseite diescs Sandwich befanden sich je drei Lagen mit
Transferpuffer getrinktes Filterpapier (Whatman 3MM). Der Elckirotransfer erfolgte zwischen den Graphit-
elekiroden eines LKB Multiphor 1 Nova Blot-Systems fir 30-50 Min bei 1.3-1.7 mA/cm? Nach Farbung von
Membran und Gel in 0.1% Amidoschwarz (5 Min) und Entfarbung mit 10% Essigsdure/25% Methanol zeigte

sich, daBl die Proteinbanden nahezu vollstindig (z. T. aber bis aufs Filterpapier!) tibertragen worden waren.

Aminosdure-Analyse

Dic mit Amidoschwarz gefarbten Proteinbanden von 6-10 Spuren {Proteinmengen in 9.3.1.3) wurden aus der
PVDF-Membran mit einem sauberen Skalpell knapp ausgeschnitten. Ste wurden in ausgeglithte Hydrolyse-
Rohrchen tber{thrt und mit 6 N HCY5% Thioglykolsdure benetzt. Die Rohrchen wurden zusammen mit 700 wi
6 N HCl in ein VakuumgefaB mit Teflon-Dichtung gegeben, Nach Evakunicrung erfolgte die Hydrolyse in der
Gasphase bel 110°C fiir 24-26 h. Das Hydrolysai wurde mit 3 x 200 1l 0.1 N HCY30% Methanol extrahiert (Tous
et al. 198%) und in cinem Speed-Vac-Konzentrator getrocknel. Die Aminosiuren wurden auf einer Kationen-
austauscher-HPLC-Siule, gefollt mit MCL-Gel CK 10F (Mitsubishi, Tokyo), mit Hilfe eincs Aminosiure-
Analysator (Biotronik LC 5001) gemaB der Vorschrift des Herstellers getrennt und nach "Derivatisierung” mit
Ninhydrin photometrisch bei 570 nm detektiert {Prolin bei 440 nm). Dic Berechnung der Aminosdure-Zusam-
mensetzung des Proteins aus den gefundenen Mcngen der einzelnen Aminosiuren wurde durch cin Rechner-

programm erleichiert, das auBerdem eine statistische Auswerlung ermbghchte.

Chemisclie Modifizierung des Carrierproteins

Dicin Tab. X1 aufgelisteten Modifizierungsreagenzien wurden mit Ausnahme von DTNB, PCMB, PCMS,
HgCl, und Mersalyl fiir jedes Experiment frisch angesetzt. Als Losungsinittel dienten absoluter Ethanol (DEPC,
NBD-CI), 50% Ethanol (SITS, DIDS), Acetonitril (BPAB), Dimethylsulfoxid (Fluoresceinisothiocyanat), 50 mM
- Phosphatpuffer (pH 7) (DTNB), der jeweils verwendete Gelfiltrationspuffer (100 mM MOPS, 50-80 mM
Sucrose, pH 6.5) (PLP) oder Wasser. Die Modifizierung des Asp/Glu-Carriers erfolgte in fast allen Fillen durch
Inkubation von rekonstituiertem (G-25-Protein mit diesen Reagenzien. Die Wirkung aufl den korekonstituierien
_ "ADP/ATP-Cafrier wurde ebenfalls untersucht. Dazu wurden Proteoliposomen mit den internen Substraten

: Asparlat (16.-mM) - bei Substratschutz-Experimenten 8 mM Aspartat/8 mM Glutamat - und gegebenenfalls auch

._._ATP (10 mM). hergcsielit wie im allgememen Methodenteil beschrieben wurde. Fir die Expcrxmcnte mit

- Woodwards Reagens K wurde das verwendete G-25-Protein in 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6.5) statt in
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Ammoniumacetat priipariert, um zu verhindern, daf8 moglicherweise bis zum Inkubationsschritt verschlepptes
Acetat die Wirkung dieses Carboxyircagenzes blockiert.

Vor der Inkubation mit den einzclnen Reagenzien wurde das externe Substrat stets durch Gelfiltration der
Liposomen auf Sephadex (G-75 abgetrennt (s. 2.3). In den Experimenten zum Substratschutz wurde das Substrat
(bzw. der Protektor) in gewilnschiter Konzentration vor dem Reagens zugefiigt. Das gilt auch fiir die zur Modifi-
zierung mit EDC bendtigten Carbonsduren (s. 9.3.3.1.2) sowie fiir dic blockierenden Aminosiuren und Nukleo-
phile. Die Reagenzien wurden stcts aus einer ca. 50-fach konzentrierten Stammldsung zugeseizt, Kontrollen
erhiclten das entsprechende Losungsmiitc! {Endkonzentration <2.5%). In Kompetitionsexperimenten wurde
das zweite Reagens direkt nach kurzer Vorinkubation mit dem ersten Reagens zugegeben. Die genauen Bedin-
gungen sind in den jeweiligen Legenden beschricben. Die Modifizierungsreaktionen wurden meist durch Zusatz
der entsprechenden Aminosauren oder durch Nukleophile, spatestens aber mit der Abtrennung der Reagenzien
durch eine zweite Gelfiltration gestoppt. Dic Revertierung der SH-Modifizicrung durch DTE (vgl. 7., 8.) wurde
vor (Tah. XV, XVII) oder nach der Geliiltration {Tab. XTX) vorgcnommen.

Um den Einflufl der Reagenzien asuf dic Effluxaktivitit zu festen, muflten die Proteoliposomen mif
[14C]Aspartat (hzw. [_MC}ATP) beladen werden (s. 7.2), bevor dann die Inkubation in Gegenwart der Radio-
aktivitit (etwa 0.5 pM Aspartat bzw. ATP) crfolgen konate. In entsprechenden Kontrollen wurde dic Wirkung
auf dic Antiportaktivitit in dem methodisch dhnlichen Riicktauschverfahren bestimmt (vgl. 7.2). Die Transporl-
messungen {Vortausch, Racktausch und Efftux) worden gewdhnlich nach Abtrennung aller Reagenzien, d. h.
nach der zweiten Gelliltration, durchgefithrt, wie bereits unter 2.3 bzw. 7.2 {E{flux) beschricben wurde. Um die
volle Hemmwirkung von PLP zu bestimmen (Abb.35), fanden die Transportmessungen in Gegenwart des
Reagenzes statt (5. 9.3.3.1.1). Die Auswertung erfolgte stets mit Hilfe eines Compulerprogramms, wic im allge-

meinen Methodenteil beschrieben (s. auch 7.2).

Radioaklive Markierung der Carrierproteine

Die EDC-vermittelte Modifizicrung mit [14C}Succinat entsprach dem gerade erlduterien Vorgehen. Genauere
Angaben finden sich in 9.3.3.1.2. In dem in Abb.40 D gezeigten Experiment wurde der Markierungsschritt nach
einer Vorbehandiung mit EDC und unmarkiertem Succinat durchgefithrt. Zwischen beiden Schritten crfolgte
eine Gelfiliration. Die Markierung mit [14C}DEPC wurde zunfchst mit Proteoliposomen, spiler aber mit solu-
bilisiertem G-25-Protein durchgefiithrt (s. 9.3.3.3.1). Zur Abtrennung von iiberschiissigem DEPC wurde dann
eine Gelfiltration der gemischten Mizellen auf Scphadex G-25 herangezogen (PD10-Séulen, Pharmacia).

Dsr Embau der Radioaktivitiit in dic Protcoliposomen (oder Protein/Detergens-Mizellen) wurde durch
{raktionierie Elution von der Gelfiltrationssédule kontrolliert und bilanziert. Dic Markierung im Protein konnte in
den meisten Fallen bei der Vorbereitung der Proben fiir die Elekirophorese durch Ausfillung des Proteins und
Extraktion des Lipids (s. oben) quantifiziert werden. Je nach Gelsystem (s. oben) wurden <1 ug oder aber 3-20
pg markiertes P_rotein elektrophoretisch aufgetrennt. Die gefirbten Gele wurden zur fluorographischen Detek-
tion der Radioaktivitat mit 5% Glycerin (15 Min) und ENHANCER (NEN Du Pont) (1 h) oder direkt, d. h.
ohne Glycerin, mit AMPLIFY (Amersham) (30 Min} vorschriftsgemdl} vorbehandelt. Danach wurden die Gele
'.'.auf'FiIter;.)apie.r im Va.kuum gétrocknet (70°C, 60 Min). Im Falle der analytischen Gele geschah dies auf dem

: thenﬁostatisierlen Trennbett des Phast Systems (ohne Vakuum). Dic fluorographische Belichtung eines nicht

Vo_fgebi_itzten Rontgenfilms (Fuji RX) crfolgte wihrend einer Exposition filr 1.6 Wochen bei -70°C.

" Proteinbestimmung und Transportmessungen wurden unter 2.3, die Western-Analyse unter 7.2 beschrieben.
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9.3 Ergebnisse und Diskussion

9.3.1 Aminosiure-Zusammensetzung des Asp/Glu-Carriers

9.3.1.1 Identifizierung des Asp/Gle-Carrierproteins

Eine Methode, den Asp/Glu-Carrier in funktionell aktivem Zustand iiber HPLC auf Hydroxylapalit zu reinigen,
war bereits zuvor von Kramer et al. (1986) beschrieben worden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde auf
einer verbesserlen Hydroxylapatit-Siule jeder der einzelnen Elutionsschritte optimiert (s, 9.2). Nach emem
Phosphat- und einem Cardiolipingradicnten cluierte dic Hauptaktivitdt des Asp/Glu-Carriers wihrend eines
Ammoniumacetat-Gradientens, wie bereits bei der ldentifizicrung des Aspartat-Effluxcarriers unter 7. niher
ausgefihrt wurde (Tab.IX). Die Fraktionen mit hichster Asp/Glu-Carrieraktivitdt enthiclten ncben eincm 68
kDa-Proiein (s. Abb.27 A) zusitzlich eine 30 kDa-Bande, die sich durch cinc scusitive Silber{arbung der SDS-
Gele nachweisen lield (s. 9.2). Obwohl in diesen Frakiionen nahczu keine ADP/ATP-Carrieraklivitét [estgestelll
werden konnte, identifizierten Antikorper dic 30 kDa-Bande als ADP/ATP-Carrier. Durch den kombinierten
Einsatz proteolytischer und immunologischer Mathoden (Abb.27) konnte der Proteinase-empfindhiche Asp/Ghu-
Transport dem 68 kDa-Protein zugeschricben werden (s. 7.3.4). Dicses Ergebnis wurde anch durch weitere
Protein-Analytik auf cincr Gelfiltrations-HPLC-Saule (s. 9.2) bestitigt, wobei dic cluierte Asp/Glu-Carrierakti-

vitat recht gut mit der Starke einer Protcinbande bei ca, 70 kDa im SDS-Gel korrelierie (nicht gezeigt).

$.3.1.2 Aminosadure-Analyse
Die idealc Basis fiir strukturcilc Untersuchungen eines Proteins ist dic Kenntnis seiner Aminosiure-Sequenz.
Bevor man versuchen konnte, dicse auf molekularbiologischem Weg iiber die ¢DNA-Sequenz zu crmifieln,
mufite zumindest cin kurzes Stiick des Proteins ansequenziert werden. Dic vielen vergeblichen Versuche, das
iiber priparative Elektrophorese gereinigle 68 kDa-Protein in einem Liquid Pulse Sequencer (Applied
Biosystems 477A) einem Edman-Abbau zu unterzichen, fithrten jedoch ledxghch zu der Feststeliung, dafl der N-
Terminus biocluert sein mufl. Fine Behandlung zur Dcformyheru'lg mit Acetylchlorid/Methanol nach der
Vorschrift von Halker (1988) dnderte daran nichts, Demnach diirfte, wie aufgrund der Befunde bei anderen
nul(}(,hondnalen Carriern zu erwarten war, cine N-Acetylierung vorliegen. Diese 1368t sich jedoch bisher mit
keiner Methode beseitigen, ohne dal} dabei gleichzeitig auch die anderen Peptidbindungen angn,grlffen wiirden.
Dic Bestimmung der Aminosdure- -Zusammensetzung des 68 kDa-Proleins stitzte sich auf cine neu
éﬁ&wipke_lie Methode (Tous ct al. 1689), die és ermdglichte, auf PVDF-Membranen transfcrierte ?roteinproben
zu hyd_rolyéierén (s. 92) Es_muﬁten ca. 125 pg Asp/Glu-Carrier (ch1. 1.8 ﬁmol) éingeseizt werden, da laut
Literatnrangabcn nuf ca. 20% des Protein.s pach Elcktrotransfer und Hydrolyse als freie Aminosdurcn Wieder-
gefunden wcrd(,n Das Proteinhydrolysat wurde von der Membran extrahiert und getrockanet. Nach Trennung
mlt Hll{e cmgs Ammosaure Analysators wurden du, Ammosauren als thydrm- "Derivate" dblﬁktzert Es
:ergabc,n sich Mengen zwischen 1.3 nmol (Mcthionin) und 7 4 nmoi (Glycin). Wie Stochtomcmc—Berechnungen

zeigten, muBlc von etwa 10-70 Resten einer ;cden Ammosaure ausaegang(,n werden, um auf cin Molekular-

gcwxchi von €a. 70000 zn kommen (Tab X11). Der Verglexch mil der ungcsutzten Protemmcnge belegt, daB nicht

20%, sondern ~weniger als 10% im Hydroiysat zuruckgewonncn wurden, Dies konmc auf emen Vcrrmgerten

o _Protﬁmlransfer aus dcn iiberladenen Gelen auf dlB Mcmbran zuruckzufuhren seln,
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Die Zuverldssigkeit und Reproduzierbarkeit der Methode solite sich erweisen, indem mehrfach dic
Aminosdure-Zusammensetzung des auf denselben Gelen vorhandenen ADP/ATP-Carriers (30 kDa-Bande)
bestimmt und mit der tatsdchlichen Zusammensetzung verglichen wurde {Tab.XI1). Sicht man von den stets zu
beobachtenden Unterbestimmungen von Iscleucin und Valin und der Unsicherheit beim Prolin ab, so zeigte sich
doch eine so gute Ubereinstimmung zwischen theoretischen und gemessenen Werten, dall cine klare Identifi-
zierung des ADP/ATP-Carriers moglich war. Hinsichtlich der verzweigtkettigen Aminosduren brachte eine 48-
bzw. 72-stiindige Hydrolyse keine besseren Ergebnisse. Daher wurde fiir Isoleucin und Valin aus dem Verhilinis
von theoretischem und gemessenem Wert im Falle des ADP/ATP-Carriers ein Korrekturfakior ermitielt, der bei
den Angaben fiir den Asp/Glu-Carrier {68 kDa-Bande) beriicksichligt wurde (Tab.XII). Aus den aulgelisteien
Werten ergibt sich ein 70 kDa-Protein mit ca. 633 Aminosiurcn (ohne Cystein und Tryptophan). Darin
enthalten sind relativ viele geladene Reste: 14(-16) Histidine, 30-33 Lysine, 34-38 Arginine, also ca. 82 positive
Ladungen, sowic 54-58 Aspartaie/Asparagine und 61-66 Glutamate/Glutamine. Dementsprechend resuitiert aus
der Gesamizusammenselzung ein leicht negativer Hydropathic-Index von -0.151 {GRAVY-Score, nach Kyte &
Doolittle 1982), cin fiir Membranproteine recht tiefer Wert. Aber auch der ADP/ATP-Carrier weist einen Index
um null auf (+0.052). Damit liegen beide Carrier im Uberlappungshercich der gewdhnlich fiir Membran-

proteine (-0.22 bis +1.4) und lgsliche Proteine {-0.9 bis +0.2) gefundenen Werte.

9.3.2 Bindungsstellen- und Transiokationsinhibitoren des Asp/Glu-Carrlers:
Klassifizierung nach funktionellen und strukturellen Gesichispunkien

Die in diesem Kapitel beschriebenen Modifizicrungsreagenzien liefen sich aufgrund ihres Finflusses auf die
zwei verschiedenen Transportfunktionen des rekonstituierten Asp/Glu-Carricrs in drei verschicdenc Klassen
einteilen (Tab.XIII). Alle Reagenzicn zciglen cinen mehr oder weniger vollstandigen Hemmellekt auf dic
Antiportfunktion. Neben den Verbindungen, dic ausschlieBlich diese Wirkung ausiibten (Klasse A), gab es auch
soich_e',. die zusitzlich die Effluxfunkiion des Carriers beeintrachtigten (Klasse B), ndmhlich Pyridoxalphosphat
{PLP), EDC und Diethylpyrocarbonat (DEPC). Ihre Anwendung intesferierte mit der Wirksamkeit der Reagen-
zien aus Klasse C, den Effluxinduktoren, deren gravierender Einfluf} aul den Transportmechanismus in Kapitel 7
und 8 ausfithrlich beschricben wurde. Die Zuordnung von 4,4’-Diisothiocyanostilben-2,2'-disulfonat {DIDS) und
-4-Bromphenacylbromid (BPAB) zu Klasse C lie3 sich nicht eindcutig klaren, wie unten crliuvtert wird.
Eine strukturelle bzw. topologische Einteilung der aufgelistcien Reagenzien ist den zwei letzten Spalten aus
“ Tab XII zu eninehmen. Die genannten Wirkungen beruhten auf der kovalenten Modifizierung bestimmier
. Aminosiure-Reste des Carrierproteins. Dicse Aminosiuren chemisch zu identifizieren, war aufgrund von
" Literaturbefunden sowie eigener experimenteller Daten zumeist mit hoher Wahrscheinlichkeit moglich (s. 9.3.3).
" "Von besdnderem Interesse waren jene Recagenzicn, deren Wirkungen durch die Gegenwart der Substrate
" Aspariat und Glntamat unterdriickt wurden, was auf cine Reaktion an der aktiven Bindungsstclle schliefien lieB.
_ ; Zu dicsen Bindungsstellen-Inhibitoren gehorten alle Klasse B-Reagenzien, die Hg-Verbindungen aus Klasse C -
5. . allerdings nur hinsichtlich ihrer effluxinduzierenden Wirkung (s. 9.3.3.2) - sowie aus Klasse A 4-Acctamido-4’-
isothiocyanostilben-2,2-disulfonat (SITS), 4-Chlor-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI) und wahrscheinlich DTNB.
' ___Inwicweit_'é,ich aus den Wirkungen dicser: Lysin-, Cystein- und Histidin-Reagenzien ein Bild der exolazialen

Bindungsstelle des Carricrs ableiten 1a8t, soll nachfolgend ausfithrlich dargelegt und diskutiert werden (s. 9.3.3).
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Tab.XII: Aminoséurezusammensetzung des Asp/Glu- und des ADP/ATP-Carrierproteins, Nach Hydrolyse
membran-fixierter Proteinproben wurde eine Aminosdure-Analyse durchgefiihrt (s. 9.2). Im Falle des ADP/ATP-
Carriers (30 kDa-Bande) konnte auch Tryptophan quantifizicrt werden. Die gemessene und die aus der Sequenz
bekannte Aminosdure-Zusammensetzung sind einander gegenilbergestellt. Im Falle der 68 kDa-Bande (Asp/Glu-
Carricr) wurde bei der Berechnung cin Molckulargewicht von ca. 70 kDa vorausgesetzt. Die Anzahl der Amino-

sdurereste ist mit der bei mehrfacher, unabhingiger Auswertung gefundenen Schwankungsbreite angegeben.

ADP/ATP-Carrier

Asp/Glu-Carrier

Aminosdure Mol% (gemessen) Reste (gemessen/theoretisch) Mol% Reste
Asx 8.7 24723 8.8 54 -58
Glx 7.3 20720 10.0 61 - 66
His 1.8 5/3 2.4 14(- 16)
Lys 7.5 21/23 4.9 30-33
Arg 6.2 17/17 5.7 34-38
Thr 4.7 13/12 54 33-36
Ser 49 14/ 14 5.6 32-37
Tyr 43 12712 3.6 22-24
Phe 6.6 19721 4.4 27-29
Gly 106 30/30 10.5 64 - 70
Ala 11.1 31/33 8.7 53-58
Lew 8.1 23/22 85 51-56
lie 4.3 12/ 19 704 43-46°
Val 6.5 18/24 787 48-52°
Met 25 777 1.8 11-12
Pro 49 13/8 4.7 28(- 31)
Trp 12 4/5 nb.” n.b.

Summe 100 {chnc Trp) 283 /293 99.8 605 - 662

Nol.gewicht (Da)

31307 /32255 (ohne Cys)

ca. 69300 (ohne Cys und Trp)

# nach Korrektur (s. Text)

b

nicht gefunden

Tab.X1iI: Klassifizierung der beschriehenen Reagenzien nach funkiionellen und strukturellen Gesichtspunkien.
Alle Angaben beziehen sich auf den rekonstituierten Asp/Glu-Carrier. Proteoliposomen wurden bei pH 6.5 (EDC:
pH 6.2) und in Abwesenheit von cexternem Substrat (Pyridoxalphosphat: 50 wM Aspartat) mit den verschiedenen
Reagenzien fiir unterschiedliche Zeiten inkubiert, wic in 9.3.3 beschrieben. Zur Einteilung in dic Klassen A bis C

sowie zur Definition des Bindungsstelleninhibitors siche Text.

Klasse 1C5 Effluxinduktion  Bindungsstellen- modifizierter
Reagens Antiport Efflux (Konzentration}  inhibitor Rest
A:"DTNB 200 uM - nein ja Cys
NBD-Cl 50 pM - nein ja Cys
PCMB 2 puiv - nein nein Cys
N-Ethylmaleimid 1mM - nein nein Cys
. -Woodward’s Reagens K 220 M - nein nein Glu (Asp)
SITS 300 uM - nein ja® Lys
- Fluoresceinisothiocyanat 80 uM - nb.? n.b. Lys
B: Pyridoxalphosphat 0.9 mM >1mM nein ja Lys
- EDC/50 mM Acetat 05 mM 4 mM nein ja Lys
" Diethylpyrocarbonat 20 uM 80 LM ncin ja His / Lys
| € HeCL, o 2 WM - ja (2 pM) ja? Cys
i Mersalyl 2 uM - ja (100 M) ja® Cys
U PCMS 2 uM - ja (40 uM) ja” Cys
(DIDS) SuM 100 pM schwach (50 uM)  ja’ (7) Lys
-+ {Bromphenacylbromid) 3 uM n.b, schwach (50 LM) ja (M His (1)

4 zusitzliche Wirkorte

b nicht bestimmt
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Unsere Untersuchungen konzentrierten sich anf die Bindungssteilen-Reagenzien. Die anderen, nicht dort
wirkenden Hemmstoffe, auch als Translokationsinhibitoren bezeichnet (Falkc & Chan 1986b), seien kurz
aufgezihlt. Darunter fallen auch sclche, dic mehrere Wirkorte haben. Die bereits unter 7. besprochenen SH-
Reagenzien HgCl,, Mersalyl, PCMB, PCMS und NEM hemmten den Antiport sehr cffektiv und nahezu
unabhéngig von der Anwesenheit von Aspartat. Folglich mufl mindestens ein weiteres cssenticlles Cystein
existieren (vgl. 8.4). Ebenso lieB dic Analyse der Inaktivierung durch die Isothiocyanate DIDS, SITS und
Fluorescein-5-1sothiocyanat auf mindestens ein weiteres Lysin schlieflen. Auf die meisien dicser Reagenzien
wird unten genauer cingegangen, da sic cingesetzt wurden, um eine Differenzierung zu dem Lysin bzw. Cystein
an der aktiven Bindungsstelle vornchmen zu konnen. Ein reiner Translokationsinhibitor war das sehr spezifische
Carboxylreagens (mit Priferenz fir Glutamat) N-Ethyl-5-phenylisoxazolium-3"-sulfonat {Woodwards Reagens K,
WREK). Is maktivierte die Antiportfunktion des Asp/Glu-Carriers bei pH 6.5 (10 Min Inkubation) mit ciner
ICs;y von 220 wM. Das nachstehende Reaktionsschema (Gl 9.1) beruht auf den Arbeiten von Woodward (1961),
Weodward & Olofson (1966), Dunn ot al. (1974) sowie Jennings & Andersen (1987).

Wegen ihrer geringen Effizienz wurden das Arginin-Reagens Phenylglyoxal (ICqq ca. 10 mM) und das

Lysin-Reagens Phenylisothiocyanat (ICj{) ca. 3 mM) nicht weiter untersucht.

GL 9.L:
50, 803 503
o H,0 AGC-COOH
—_— =0 —_— / 0-¢-AGC —— = w0
//C—O\ Ringdffnung H, 1. Angriff an C* H Umlagerung o JFHaCHg
HC, N CHg-CH3 % 2.0 -> O-Acyl- M-CHCH3 (O > NoAcyl- Pa s
NA N : © w O  £-AGC
o \ wanderung wanderung) P
H CH,CHs o]
WREK Ketoketimin Enolester Stabiles Derivat

9.3.3 Funkticnelle Gruppen an der exofaziaien Bindungsstelle

Die negative Ladung der Substrate des Asp/Glu-Carriers lassen in den aktiven Bindungszemtren basische
Gruppen vermuten. Die in Tab. X1l aufgelistete Aminosdure-Zusammensctzung zcigt, dall dieses Protein cine
Viclzahl basischer Seitenketten enthélt, Positive Ladungen sind in Membranproteinen hiufig auch in den
Grenzbereichen von fransmembranen Helizes anzutreffen (Dalbey 1990), so auch beim ADP/ATP-Carricr
(Klingenberg 1989). Dics konnte fir den Transporivorgang von Bedeutung sein, nimm¢ man an, dafl die
Ladungen den Eingang zu dem postulierten Kanal des Carriers auskleiden, wodurch dessen Affinitat zum
Substrat erhoht ﬁﬁrde. Vor allem Lysin- und Histidin-modifizierende Reagenzien fithrien zu einer Hemmung
_3er Asp/Glu-Carriers. In viclen Fillen waren sowohl die Antiport- als auch dic Effluxakiivitit betroffen
:(T_ab.XH_I). Dies impliziert bereits, dal} dic unter 8. funktionell charakterisicrten Cysicine zu dicsen basischen
Aminqséuren in_eincr strukturellen Beziehung stehen (s. 9.3.3.2). Ob die mo_diﬁziérlcn Gruppen der akfiven
"'-Bindungssiellc des. Carriers éuzuordnen waren, liefl sich aus Subsiratschutz-Experimenten und aus der
_.Kompe_ti_tion verschiedener Bindungsstelleninhibitoren schiieBen. Leider war es aus methodischen Griinden

- nicht méglich, Substratbindung an den modifizierten und dadurch inaktivierten Carrier zu messen.




102
9.3.3.1 Modifizierung von Lysin

9.3.3.1.1 Modifizierung mit Pyridoxalphosphat

Pyridoxalphosphat (PLP) ist ein klassisches und hoch-spezifisches Lysin-Reagens (Churchich 1965, Rippa ct al.
1967). In millimolaren Konzcntrationen inhibierte es schr effektiv den Asp/Gle- und auch den ADP/ATP-
Carrier (Abb.25), wie bereits zuvor beschrieben wurde (Krimer 1984 bzw. Bogner et al. 1986). Da PLP in allen
aufgeklirten Fillen mit € -Aminogruppen von Lysinen reagicrte (s. Zitate in Hartman & Norton 1977), konate
es als einc Art Referenz-Reagens dicnen. Alie hier gezeigicn Ergebnisse beruhen auf der revessiblen Konden-

sationsreaktion von PLP mit Lysin-Seitenketten zu Schiffschen Basen (Anderson et al. 1966, Rippa et al. 1867):

e i
N NH
o * i i
C C— eH
0 AGC-NH, 0 NagH, 0 :
! ~
-O—T—OH,cﬁOHﬂ——— ~0—f—oH 20:@0}1 —-——E—-O—Tonzcﬁm (GL9.2)
|
o \g.‘ CHJ -0 \ft! CH3 -0 \R-a CH;
H H H
Pyridoxaiphosphat Schiff-Bass

{PLP}

Das Kondensationsprodukt liegt - je nach pH-Wert - protoniert vor und kann deshalb unter Addition von H,0
zuriickreagicren, Auf die dargestellie Moglichkeit, dic Schiffsche Base durch Reduktion mit NaBH, in ein
stabiles Modifizierungsprodukt zu tiberfithren, wurde verzichtet. Die Reversibilitit der Reaktion (und Wirkung)
von PLP, auf deren Vorteil auch Cabantchik et al. (1975) hinwicsen, wurde ausgenutzt, um in funktionellen
Messungen zu untersuchen, inwieweit durch Modifizierung von Lysinen dic Wechselwirkung anderer Reagen-
zien mit dem Protein eingeschrankt wurde. Daraus Hefen sich SchiuBfolgerungen hinsichtlich Art und Lage der
beteiligten funktionclien Gruppen ziehen. Bei hohen PLP-Konzentrationen war die Reversibilitét allerdings cin-
geschrinkt. So verblieb nach Inkubation (5-10 Min) der Proteoliposomen mit 20 mM PLP und anschlicBender
Gelfiliration zur Entfernung des Reagenzes eine Hemmung von ca. 50%. Ahnliches wurde auch mit anderen
Proteinen festgestellt (vgl. Piskicwicz & Smith 1971). Die reverticrbare Transportaktivitdt reichtc aber in jedem
Fall aus, um dic Wirkung eines »wciten, in Anwescnheit von PLP eingesctzten Reagenzes genau quantifizieren
zu konnen. Bevor diese Experimente im Zusammenhang mit den joweiligen Reagenzien beschricben werden,
sofl der Bindungsstelleninhibitor PLP und seine Wirkung auf den Asp/Glu-Carrier vorgestellt werden.
| .Die vollstindige Hemmwirkung des PLP wurde bestimmt, indem dic Transportmessungen ohne vorherige
Abtrennung des Reagenzes durchgefithrt wurden (vgl. Rippa et al. 1967), also unter vergleichbaren Bedingungen
wie bm den oben in ihrer Konzeption geschilderten Kompcutlonsverc;uchen Der Asp/Glu-Antiport wurde bei
pH ¢ 6. 5 mit einer 1C5, von 0.9 mM gehemmt (in Gegenwart von 50 pM qudr[at) PLP crwies sich auBerdem als
dcr effektlvstc Inhibitor der Aspartat-Efffuxaktivital. 20 mM PLP hemmie den Efflux (wie auch den Antiport) zu
".95% (Abb 25). Dic genaveren Umsténde dieser Wirkung werden in 9.3.3.2.1 beschrieben. Die gleiche Effizienz
bewies - PLP. jedoch dUCh bezughch der beiden Transportaktmtatf,n des ADP/ATP-Carriers (Abb. 25) Ein
:.WCILU‘LS wichtiges Kriterium war der Schutz vor Enakhwcrung durch dic Anwesenheit von Substrat, Wie Abb.35
_ zeigt vcrhmderlen saulgcnde Aspaltatkonacmranonen (=300 p.,M) dxe erkung von 2.5 mM PLP s0 gut wie
":vollstandlg Aus diesem kompcmwen Verhaltcn des reversibel bindenden PLP und Aspartat ist auf eine

':.Interaktxon des Inhﬂntors an der Substrat- Bmdungsstelle Zu schheﬁen Der apparenic K far PLP betmg etwa

~ 0.4 mM. Eine Reaktion von PLP mit der cz-Ammogruppe von Aspartat (pK 9.8) diirfte bei pH 6.5 kaum moglich

sein und kann schon allein wegen des Uberschusses an PLP fiir den Schutzeffekt nicht verantwortlich sein.
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Abb.35: Kompetitive Interaktion von Pyridoxalphesphat und Aspartat mit dem Asp/Glu-Carrier. Dic Asp/Asp-
Antiportaktivitdt (16 mM intern/20-320 pM extern) wurde in Ab- (@) und Anwesenheil (8) von 2.5 mM PLP
bestimmt (Vortauschmessung). Die Ergebnisse sind in eincm Lineweaver-Burk-Diagramm dargestelll. Fiir
Aspartat wurde cin K -Wert von 85+ 19 pM, fir PLP ein K;-Wert von etwa 0.4 mM ermiitelt. '
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Abb.36: Abhingigkeit der Ingkéivierung durck EDC ven Carbonsiuren. Proteoliposomen wurden bei unter-
‘schiedlichen Konzentrationen an Acetat (8, 0 - 40 mM) oder  Succinat (&, 0 - 10 mM) mit 20 bzw. 10 mM EDC
fir 6 Min inkubiert. Nach Abtrennung iiberschiissiger Reagenzien-durch Gelfiltration wurde die restliche

- Austauschaktivitit des Asp/Glu-Carriers gemessen. In Abwesenheit von Acetat oder Succinat zeigte EDC keine

- Wirkung; dic gemessenen Transportaktivititen untcrschieden sich nicht signifikant von den Kontrolien ohne
~EDC (O, 40 mM Aceiat; V, 0 mM Acetat). Da die:Daten aus zwei verschicdenen Experimenten (mit Acetat
oder Succinat) stammen, wurden sie auf dic Aktivitat in Abwesenheit der jeweiligen Carbonsdure normiert. )
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$.3.3.1.2 Carbodiimid-katalysierte Acylierung

Proteoliposomen wurden in MOPS/Acetat-Puffer mit dem hydrophilen Carbodiimid EDC inkubiert. Nach Ein-
wirkung von 10 mM EDC fiir 20 Min bei pH-Werten unterhalb 6.5 resultierte eine vollstindige Hemmung des
Asp/Glu-Carriers, die sich sowohl auf dessen Antiportaktivitit als auch - allerdings mit geringerer Effizienz - auf
dic Induzierbarkeit seincr Efftuxaktivitit erstreckte (Abb.25). Die Geschwindigkeit des Antiports und auch der
crreichte Wert der Isotopendquilibrierung (Gl 2.1) wurde mit steigender EDC-Konzentration zunehmend
reduziert, was auf eine totale inaktivi.erung der modifizierten Carriermolekille schlieien Licll.

Die Wirkung von EDC hing obligaiorisch von der Gegenwart von Acetat im Inkubationsmedium ab. Nur
bei mindestens dquimolaren Acetatkonzentrationen war der maximale Hemmeflckt von EDC zu erzielen
(Abb.36). Geht man von der in der Literatur beschricbenen Reaktion des Carbodiimids mit intrinsischen, d. h.
proteinstindigen, Carboxylgruppen aus (Carraway & Koshland 1972),

e jo NHR, 0
Protein-CO,H + RN=C=NR, — Protein— C H ———— = Protcin-C—X (GL.2.3)
HX| (GME)
'NHR,

so sollten zugesetzte (extrinsische) Carbonsiuren die Wirkung des EDC auf das Protein aber geradc aufheben,
da sic mit den intrinsischen Carboxylen kompetieren. Folglich mufite die Inaktivierung des Asp/Glu-Carriers
durch EDC nach einem anderen Wirkungsmechanismus ablaufen. Als reaktives Zwischenprodukt wurde ein O-
Acetylisoharnstoffderivat (akiivierte Essigsdure) gefordert (s. GL. 9.4).

Glycinmethylester (GME) wird bei klassischer Wirkungsweise als extrinsisches Nukleophil benutzt (HX in
G1.9.3), um es an dic durch EDC aktivierte Carboxylgruppe des Proteins zu kuppeln, wodurch Glutamat- oder
Aspartat-Seitenketlen unicr Kniipfung einer Siurcamidbindung stabil modifiziert werden. Die Inaktivierung des
Asp/Ghi-Carriers jedoch wurde durch GME nicht erst ermoglicht, sondern -im Gegentieil - verhinderi, wic in
Abb.38 A daran zu crkennen ist, dal3 bei simultaner Gabe von EDC und GME (0 Min Inkubation) die Trans-
portaktivitit nicht gchemmt wurde. GME muBte also das Acctylisoharnstoffderivat ohne Beteiligung des Pro-
tcins abreagieren lassen. Aus diesen Befunden wurde der Wirkungsmechanismus ciner Carbodiimid-aktivierten

Acetylierung abgeleitet, welcher zur Modifizierung nukicophiler Gruppen (X|) des Asp/Glu-Carriers fubrt:

R |
o i i
CHy-COH + RN=C=NR, —= CHy—C | ——— CH;-C-X-AGC (GL.9.4)
0—C AGC-X|
NHR,

Dieser Mechanismus sollte durch den Einbau radioaktiv markierter Carbonsduren in das Carricrprotein
bewicsen werden. Da hicrfiir die Carbonsidure limitierend éingcsetzt werden mufite, wurde in Vorexperimenten
dic Abhingigkeit der Inaktivierung von der Art der Carboxylkomponente und deren Konzentration untersucht.
Es stellte sich heraus, daB Di- oder Tricarbonsduren wie Bernstein- oder Citronepséure erheblich effektiver
waren als Essig- oder Propionsiure (Tab.XIV A, Abb.36). Dies lieB eine Korrelation zu der mit der Modifizic-
rung ins Pr{)tem eingebrachten Ladung vermutei Entscheldend aber war offenbar die bei pH 6.2 bcssere Akti-
- vierbarkeit-von, Bernstemsaure (pK,=5.7).im Vergleich zu Essigséure- (pK 4.76), denn nur. ein promniertes
"CarboxyI geht eme Additionsreaktion mit dem Diimidsystem ein. Sowohl mii Succinat als auch mit Acetat war

cine kIar differentielie Inaktivierung .der beiden korckonstituierten Carrier fcstzuslcllen So. wurde fur die

.'-Hemmu_ng des Asp/Glu—Anuports bei Inkubation fiir-10 Min mit 10 mM EDC cine IC5 von 0.5 mM Su;:c_mat :

s ermittelt (Abb.36}, wahrend die IC5, fiir den ADP/ATP-Antiport ¢twa zehnmal hoher fag (nicht gezeigt). :
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Tab.XIV: Einfluf von Carboxylaten und Nuldeophilen auf die Hemmung des Asp/Glu-Carriers durch EDC. Die
Hemmung der Antiportaktivitdt des rekonstituicrien Asp/Glu-Carriers durch EDC wurde in Gegenwart der
aufgefithrten Carbonsduren und Aminoséuren bzw. deren Derivate bei pH 6.2 bestimmt. Experiment A und B,
Inkubation mit 5 mM EDC fiir 15 Min; Experiment C, Inkubation mit 2.5 mM EDC fiir 6 Min.

Carboxylat pK Nukleophil Y% Hemmung
A - - 0
10 mM Ammorninmacetat 4.8 - 70
10 mM Natriumacctat 4.8 - 67
10 mM Propionat 49 - 67
10 mM Oxoglutarat =5? - 65
10 mM Succinat 577 - 100
1) mM Citrat 6.4% - 99
10 mM Ammoniumacetat 48 5 mM Lysin 0
B 50 mM Ammoniumacetat - 98
30 mM Anmmoniwmacctat 5 mM Lysin 88
C 15 mM Succinat - 77
15 mM Succinat 5 mM Lysin 67
15 mM Succinat 5 mM Lysin-OMe 23
15 mM Succinat 5 mM Glycin-OMe 9
15 mM Succinat 5 mM Cystein 34
15 mM Succinat 5 mM N-Acetyl-Cystein 48

4 letzte Tonisierungsstufe

Tab.XV: Durch DTNEB, PCMB oder HgCl, modifizierbare Cysteine sind nicht an der Inaktivierung des Asp/Glu-
Carriers durch EDC beteiligt, Proteoliposomen wurden zunéchst mit 50 wM PCMB, 5 uM HgClz, 200 p.M DTNB
oder Wasscr bet pH 6.2 {iir ca. 0.5 Min vorbehandcH. Ein Teil der Ansdtze (¢) wurde dann mit 15 mM EDC/3 mM
Succinat inkubiert. Die EDC-Reaktion wurde nach 2.5 Min mil 50 mM Glycinmethylester (GME) gestoppt und
gleichzeitig gebundenes SH-Reagens mit 5 mM DTE entfernt {Ansitze b, ¢). Die nach Gelfiltration im Vortansch
gemessene Antiportaktivitit war bei EDC-Behandlung stets inhibiert. Nur dic vorherige SH-Modifizierung mit
DTNB reduzierte die Wirksamkeit des EDC (s. 9.3.3.2.1). Dic unvollstdndige Revertierung der HgCL-Wirktng ist =
auf den Efflux wihrend der Inkubation zuriickzufithren (s. 7.).

Ansatz SH-Reagens EDC GME DTE Aktivitit (uM/min)
{a) - - + - 1.17
(b) - - + + 1.12 )
(c) - + + + 0.09 '
(a) 50 pM PCMB - + - 0.03
(b) 50 WM PCMB - + + 1.22
OF 50 M PCMB + + + 0.15
(@ 5uM Hgll - + - 0.04
(b)) 5 M HgCl, - + + 0.57
{c) 5uM HgCly + + + 0.06
(a) ~  200uM DINB - + . 0.05
by 200 pM DTNB - + + 0.75
(c) 200 uM DTNB + + + 0.22




Abb.37: EDC-katalysierter Einbau von [*C]Succinat in das Asp/Glu- und ADP/ATP-Carrierprotein. A: Proteo-
liposomen (intern 16 mM Aspartat/10 mM ATP) wurden in Abwesenhceit von externem Substrat mit 20 mM EDC/
0.47 mM (Spur 2, 4) bzw. 4.82 mM [MCJSuccinat (Spur 3) fiir 30 Min bei pH 6.2 inkubiert. Die Reaktion wurde
durch 30 mM Glycinmethylester (GME) gestoppt. Bel dem in Spur 4 gezeigten Ansatz war GME bereits vor
Zusatz von EDC anwescnd. Nach Abtrennung iiberschiissiger Reagenzien durch Gelfiltration wurden die Proteine
aus den Liposomen extrahiert (s, 9.2) und jeweils ca. 12 pg auf cinem SDS-Gel (10% T, 3% C) elektrophoretisch

- aufgctrennt, Die markierten Banden wurden durch Fluorographie aul cinem Rontcvenf:lm smhtbar gemacht (s.
9.2). B: In cincm dhnlichen Experiment wurden Proteoliposomen mit 10 mM EDC/0.25 mM [ C]Succinat fiir 4
(Spur 2), 8 (Spur 3) bzw. 15 Min (Spur 4, 5) inkubiert. Die Reaktion wurde durch 38 mM GME gestoppt bzw.
durch vorherige Gabe (Spur 5) gar nicht erst ermoglicht (vel. A, Spur 4). Zur weiteren Behandlung der Proben
siche A, In Spur 1 wurden ~'C-markicrtc Molckulargewicht-Standardproteine aufgetragen (M in kDa).
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Abb.38&: Kinetik der Carrierinaktivierung durch EDC/Acetat. Mit [MCJAspartat vorbeladene Protcoliposomen
wurden mit verschiedenen EDC-Konzentrationen fiir die angegebenen Zeiten inkubiert (s. A). Die Acetylierungs-
reaktion (50 mM Acetat) wurde durch Zugabe von EDC initiiert und durch 20 mM Glycinmethylester gestoppt.
Kontrollproben wurden beide Verbindungen gleichzeitig zugesetzt (1 =0). Nach Gelfiliration wurde die restliche
Austauschaklivitit gemessen (Zugabe von 1.5 mM Aspartat). Die Ergebnisse sind in Prozent der Kontrollen ange-
geben (A). In einem doppelt-logarithmischen Sekundirdiagramm (B) der apparenten Inaktivierungskonstanten
(2.303 x Neigung der Geraden aus A) gegen die eingesetzte EDC-Konzentration wurde entsprechend Gl. 9.6
cihe lineare Bezichung crhalten. Aus der Steigung dieser Geraden lic sich die durchschnittliche Reaktions-
ordnung 1 des geschwindigkeitsbestimmenden Inaktivierungsschritts (beziiglich EDC) ableiten (geschlossene
‘Symbolc). AuBerdem sind dic Ergebnisse der Inaktivierung der Efftuxaktivitit gezeigt (offene Symbole}.
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Abb.37 zeigt den EDC-katalysierten Einbau von {14C]Succinat in das Protein. Proteoliposomen wurden mit
0.5 bzw. 5 mM Succinat (63 bzw. 16 dpm/pmol} und 20 mM EDC fiir 30 Min inkubiert. Dadurch wurde der
Asp/Glu-Aatiport zu 36% bzw. 100% inhibiert bei ca. 30% bzw. 70% Hemmung des ADP/ATP-Carriers. Nach
Abtrennung diberschilssiger Reagenzien iber Gelfiliration, Prizipitation des Proteins und zwei Waschschritten
{s. 9.2) fanden sich 4.3 bzw. 23.7 nmol [}4CjSuccinai in der Protein-FProbe. Jeweils 12 pg markieries Protein
wurde elektrophoretisch aufgetrennt und die Radioakitivitat fluorographisch detektiert (Abb.37 A). Wie von der
Hemmung der zwei korckonstituierten Carrier her zu erwarten war, warcn sowohl die 68 kDa- als auch dic 30
kDa-Bande markiert worden, letztere sogar sehr kriftig. Der Einbau der Markierung wurde bei beiden Banden
durch einen UberschuB an extrinsischem Nukieophil wie Glycinmethylester vollsténdig unterbunden (Spur 4),

Aber auch unter selcktiveren Bedingungen (16 mM EDC/0.25 mM Succinat fiir 4-15 Min), unter denen nur
der Asp/Glu-, nicht aber der ADP/ATP-Carrier signifikant gehemmt wurde, ergab sich keine diffcrentielle Mar-
kierung der entsprechenden Banden auf dem Gel (Abb.37B). Der Einbau von [14C]Succina[ stieg insgesami von
86 (4 Min) auf 350 pmol (15 Min) an - mit cinem [tir das 68 kDa-Protein ctwas schnelleren Verlauf. Die Markie-
rung des nicht inhibicrlen ADP/ATP-Carricrs bedeutet, dall EDC auch mit nicht-essentiellen Gruppen dieses
Proteins reagiert. Ebenso mul3 es im Asp/Glu-Carrier zusiatzliche Succinylicrungsstcllen geben, deren Modilizie-
rung nicht zur Hemmung fithrt, denn in Anwesenheit von 2 mM Aspartat, welches diesen Carrier nahezu voll-
stéandig vor Inaktivierung schiitzte (s. unten), erfolgte dennoch eine Markierung der 68 kDa-Bande (Abb39 B).

Durch Anwendung von GME als Stopprcagens der oben aufgeklirten Modifizierungsreaktion konnte die
Kinetik der Carrier-Inaktivierung genauer untersucht werden. Dic Carboxylkomponente wurde dabci nichi-
limitierend eingesetzt (50 mM Acetat). Die apparente Inaktivierungskonstantc (kapp) ersier Ordnung (in bezug

auf das Carrierprotein) ist eine Funktion der Inhibitorkonzentration. Fiir niedrige EDC-Konzentrationen gilt:

_ ot .
kppp = C[EDC] (Gl 9.5),

wobcei n die durchschnittliche Reaktionsordnung beziiglich EDC bedeutet und ¢ den Proportionalititsfaktor
zwischen echter und apparenter Inaktivierungskonstante darstellt (vgl. Levy et al. 1963). Die kapp—Wcrle licBen
sich aus den Steigungen der in Abb.38 A logarithmisch aulgetragenen Inakfivierungskinetiken ableiten. Die
erhaltenen Daten ergaben im dirckicn Diagramm eine lineare Abhingigkeit von der cingesetzten EDC-
Konzentration (zumindest im Bereich bis 1 mM, nicht gezeigt). Folglich verlicl die Reaktion des geschwindig-
kcitsbestimmenden Inaktivierungsschrittes erster Ordnung auch in bezug auf EDC (rn~1). Durch Logarith-
micren obiger Gleichung kann dic Proportionalititskonstante ¢ aus dem rechten Term climiniert werden:

log kapp = logc + nlog [EDC] (Gl. 9.6),

so dafl 7 durch doppelt-logarithmische Sekundérauftragung der apparenten Inaktivierungskonstanicn gegen die
eingeseizte EDC-Konzentration crmittelt werden kann. Wie Abb.38 B zeigt, ergab sich bei der Inaktivierung des
Antiports und auch des Effluxes fiir # ein Wert von etwa 0.7, was daraufl schlielen 146t, dafl die Modifizierung
eines Aminosdurerestes pro funktionellem Carricrmoickiil zur Inaktivierung {uhrt (Levy et al. 1963, Scrutton &
Utter 1965). Insgesamt handclt es sich um eine Reaktion zweiter Ordnung (k, = 260 min'l-M']'). Genau
- genommen mitbten sich all diese Angaben auf die aktivierie Essigsiure bezichen (vel. Gl 9.4). Deren Konzen-
iration diirfte jedoch bei Sittigung mit Acetat proportional zur eingesetzien EDC-Konzentralion sein.

Trotz gleicher Inakiivierungskinetik - zumindest im Hinblick auf die Reaktionsordnung {Abb.38 B) - wurde

- zur Hemmung des Effluxes cine deutlich hohere EDC-Konzentration bendtigt als zur Hemmung des Antiports.
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Dic Inaktivierungskonstante k4 lag bei etwa 40 min LML Dies darfle allerdings nicht auf die Modifizierung
unterschiedlicher Seitenketten zuriickzufithren scin. Angesichts der geringeren Effcktivitdt auch anderer Inhibi-
toren beziiglich der Efflux- im Vergleich zur Antiport-Aktivitat (Tab. XIII) ist ¢s plausibler anzunchmen, dafl die
modifizierten exofazialen Proteindomanen fitr den unspezifischen Efflux-Transport (vgl. 8.3.1) nicht mehr die
Bedeutung haben wie fiir den spezifischen Antiport (s. auch 10.3 und 10.4).

Nach der mechanistischen und kinctischen Beschreibung der Inaktivicrungsreaktion stellic sich vor allem
die Frage nach der funktionellen Gruppe des modifizierten Nukleophils (X in Gl 9.4). Dic Beobachtung, dal
(a) EDC einer Efffuxinduktion nicht forderlich war (Tab.XHI), und dal} (b) Hg-Reagenzien selbst bei fast
volistandiger Hemmung des Antiports durch EDC noch eine mefibare Effluxakiivitit induziercn konnten
{Abb.25), sprach gegen cine Beteiligung von Cysteinén. Tab. XV bestitigt, dal} es sich weder um die durch
HgCl, noch um die durch DTNB oder PCMB modifizierbaren SH-Gruppen handeln konnte (vgl. Abb.34).
Trotz Blockicrung dieser Cysteine durch jeweils eines der Reagenzien konnte durch EDC durchaus noch eine
Inaktivicrung der Asp/Glu-Carrieraktivitit erzicll werden. Diesc Kompetitionsexperimente konnten eindeutig
gestaltet werden, da die Hemmwirkung der genannten SH-Reagenzien zum fiberwiegenden Teil durch DTE
reverticrt wurde (Tab.XV, Ansitze b). Felglich wurde nach inkubation mit SH-Reagens, EDC/Succinat, GME
und DTE (Ansitze ¢} vor allem die durch EDC bedingte Inhibition gemessen.

Derartig kovalente und trotzdem revertierbare Modifizierungsreagenzien sind jedoch fiir andere nukleo-
phile Aminosduren wie Lysin, Histidin, Arginin oder Tyrosin kaum bekannt. Von diesen Kandidaten war
Arginin (pK 12.5) wegen seinct bei pH 6.2 wohl kaum zum Tragen kommenden Nukleophilic der unwahrschein-
lichste. Hinzu kam, daB Phenylglyoxal, ein Arginin-spczifisches Reagens, sefbst bei pH 7.2 nur sehr schilecht
wirkte (ICqp= 10 mM). Eine Modifizicrung von Tyrosin liel sich cbenfalls ausschlieBen: (a) Das Tyrosin-
Reagens Acetylimidazol zeigte keine inhibicrende Wirkung, (b) 4-Chlor-7-nitrobenzolurazan, das in mehreren
Membranproteinen spezifisch mit Tyrosin-Seitenketten reagiert, hemmte zwar die beiden untersuchien Carrier,
jedoch aufgrund ciner Reaktion mit SH-Gruppen (s. 9.3.3.2.2). (¢) Dic Modifizierung mit EDC und Succinat
Iicﬁ sich nicht durch 100 mM NH,OH (45 Min) revertieren. Dics schlieft zumindest dic Bildung eincs O-
Tyrosylharnstoffderivates aus (Catraway & Koshland 1968). Literaturbefunde (Miles 1977, vgl. 93.3.3.1) belegen
auBerdem, dafl eine Tyrosylester-Bindung und auch ein N Histidyl-Saurcamid durch diese Behandlung eher
a_ngegfiffen Wird als ein N=-Lysyl-Saureamid (Ergebnisse nicht gezeigt).

Versqhicdpne Lysin-Reagenzien, namlich PLP (9.3.3.1.1) und mehrere Isothiocyanate (9.3.3.1.3), erwiescn
sich - ebenso wie EDC - selbst bei pH-Werten zwischen 6 und 7 als sehr effektive Inhibitoren des Asp/Glu-
Carriers. Demnach mufite die modifizierte Seitenkette des Proteins einen relativ nicdrigen pK-Wert aufweisen,
um deprotoniert als Nukleophil zu reagieren. Fitr freies Lysin wird der pK-Wert der €-Aminogruppe mit 10.5-
10.9 angegeben, fiir Lysyllysin mit 9.5 (pK4}. Im Protein kdnnen pK-Werte sich jedoch durchaus um mchrere
; :Einh_eiten verschieben. Dies muf} beriicksichtigt werden, wenn man dic Experimente aus Tab. X1V inierpretieren
will, in denen verschiedene Nukicophile dem Inkubationsansatz zugesetzt wurden, um dic Kompelition mit dem
zu modifizicrenden Nukleophil des Proteins zu untersuchen. 5 mM Lysin schiltzte vollstindig vor Inaktivierung,
- wenn weniger effektive Carboxylkomponenten in nicht allzu hohem Uberschuf} verwendet wurden (Tab.XIV: 10
‘mM Acetat/S mM EDC). Mit Lysinmethylester (Lysin-OMe) hingegen konnic die Inaktivierung des Carriers
“unter fast allen Bedingungen recht effektiv verhindert werden. Dies 1a8t daraul schiicen, dafl bei limitierender

Carboxylkomponente die ungeschiitzte COOH-Gruppe des freien Lysins durch EDC aktiviert wird, was eniwe-
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Tab.XVI: Wirkung von EDC/Succinat, SITS, DIDS, DEPC und PCMB auf den Asp/Glu-Carrier nach Modifizie-
rung mit PLP. Proteoliposomen wurden zunichst mit 10 mM PLP oder mit Inkubationspuffer bei pH 6.5 fiir 2 Min
vorbehandelt und direkt danach mit den genannten Reagenzien inkubiert (3-5 Min). Nach Gelfiliration wurde die
restliche Antiportaktivitit im Vortausch gemessen. Dic aus mchreren Experimenten erhaltenen Ergebnisse (Mit-
telwert = Standardabweichung) sind in Prozent der PLP-behandelten bzw. der unbehandelten Kontrolle angege-
ben. Die Hemmung durch PLP wurde durch die Gelfiltration zu ca. 40% revertiert (s. 9.3.3.1.1). Wegen der relativ
kurzen Inkubationszeiten war dic Wirksamkeit einiger Reagenzicn auch in Abwesenheit von PLP nicht vollstandig.

Zugabe Antiportaktivitat nach Gelfiltration
{vor Gelfiltration) (%0 der Kontrolle)
PLP anwesend PLP abwesend
16 mM EDC/25mM Succ 83+ 16 14+ 9 (n=3)
20 uM PCMB 23x06 x4 (n=3)
800 uM  SITS 8616 M=13 n=4)
10 uM  DIDS 6713 5713 (n=3)
50 uM DEPC 96 +6 1611 (n=5)

Abb.39: 14C-Succiny1iemng von Lysin-Resten des Asp/Glu- und ADP/ATP-Carriers. A: Proteoliposomen (intern
16 mM Aspartat/10 mM ATP) wurden in Abwesenheit von externem Substrat mit 16 mM PLP (Spur 2), Wasser
(Spur 3), 25 wM Diethylpyrocarbonat (DEPC, Spur 4) oder 1 mM SITS (Spur 5) fir 10 Min bei pH 6.2 vorbehan-
delt und danach mit 12 mM EDC/A.12 mM [i4C]Succinai inkubiert (10 Min). Die Reaktion wurde durch 40 mM
Glycinmethylester gestoppt. Nach Gelfiltration wurden die rekonstituierten Proteine (etwa 3 pg) clcktrophoretisch
aufgetrennt (s. Abb.37), ohne das Lipid vorher zu entfernen. Die Radioaktivitit wurde fluorographisch aufl eincm
Rontgenfilm detektiert. B: In einem dhnlichen Experiment wurden Proteoliposomen zunéchst mit 10 uM DIDS
(S4pur 3) oder mit Wasser (Spur 2, 4) vorinkubicrt (10 Min, pH 6.2) und danach mit 10 mM EDC/0.32 mM
[*CJSuccinat fiir 10 Min markiert. Das crhaltene Ergebnis wurde weder durch die Vorbehandlung mit DIDS noch
durch die Anwesenheit von 2 mM Aspartat wihrend des Markicrungsschrittes (Spur 4) beeinflult. Die Proteine
wurden aus den Protecoliposomen extrahiert und jeweils etwa 0.3 pg auf einem Gradientengel (10-15% T) aufge-
trennt. A, B: In Spur T wurden 14¢_markierte Molekulargewicht-Standardproteine aufgetragen (M, in kDa).
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der zu einer Synthese von Polylysin fihren kana (ohne Beteilipung des Proteins) oder zu einer Lysylierung des
proteinstindigen Nukleophils. Tm letzteren Fall bliebe die positive Ladung des modifizierten Restes crhalten.

" Der Befund, dal} Glycinmethylester mindcstens genauso gut vor EDC-Inaktivierung schiitzte wie Lysin-
methylester (Tab.XIV), reflektiert die bei pH 6.2 hohcre Reaktivitdt der o-Aminogruppe (pK 9-9.8 in freien
Aminosdurcn). Auch Cystein und N-Acetyleystein zeigten einen deutlichen Schutrzeffckt, da der pK-Wert ihrer
SH-Gruppe cbenfalls tiefer liegt (7.5-8.4). Die so erhaltenen Ergebnisse entsprechen also denen von Modell-
reaklionen. Sie bestétigen, daf eine Modifizierung von Aminogruppen durchaus wahrscheinlich ist. Fiir Acylie-
rungen ist die Nukleophilic von -NH,, zwar schwicher als die von -SH, -OH und N'™ doch unterlicgt diesc
Reihenfolge starken Einfliissen durch die Protcinumgebung (Cohen 1970}. In jedem Fall muf man voraussetzen,
dal im Protein NH,-Gruppen mit tiefem pK vorliegen. Fiir das durch DIDS bei neutralem pH-Wert modifizier-
bare Lysin a im Aniongnaustauscher aus Erythrocyten wurde ein pK von 7-8 angegeben (Kampmann et al. 1982).

Der Beweis, dall durch EDC tatsichlich Lysin-Seitenketten des Asp/Glu-Carriers acyliert wurden, konnte
mit Hilfe des reversibel bindenden PLP (5. 93.3.1.1) erbracht werden. Nach Behandlung mit 10 mM PLP war
eine Hemmung durch 10 mM EDC/2.5 mM Succinat kaum noch mefibar (17% Hemmung gegenitber 86% in der
Kontrolle, Tab.XVI). Auch SITS, ein weitcres Lysin-spevifisches Reagens (s. 9.3.3.1.3), kompetierte - zumindest
teilweise - mit PLP {Tab.XVI) und, wie unten gereigt wird (Abb39 A}, mit EDC/Succinat. Demnach kann
davon ausgegangen werden, dafl alle drei Reagenzien mil demsclben Lysin reagieren. Tab.XVI belegt aufler-
dem, daf3 PCMB, das nicht mit EDC kompetierte {Tab.XV), auch in Gegenwart von PLP noch drastisch wirkte.

Die wechselseitige Verdringung von PLP, SITS und EDC von dem reaktiven Lysin konnte durch Markie-
rungsexperimente untermaucrt werden (Abb.39 A). So unterdriickte cine Vorbehandlung der Proleoliposomen
mit 10 mM PLP die Markicrung mit 12 mM EDC/0.12 mM [**CSuccinat vollstindig, und zwar sowohl im
Asp/Glu- (68 kDa) als auch im ADP/ATP-Carrierprotein (30 kDa). Eine Vorbehandlung mit 1 mM SITS zeigte
eine dhnlich wirksame Reduktion des {14C]Succinat~Einbaus nur bei der 30 kDa-Bande, wihrend die Markie-
rung des Asp/Glu-Carriers noch mit etwa eincm Drittel der Effizienz der Kontrolle erfolgte. Diese Kombination
zweier Lysin-Reagenzien scheint demnach zu cincr spezifischen Markierung des untersuchten Carricrproteins zu
fithren. Diethylpyrocarbonat, ein weiterer Bindungsstellen-inhibitor des Asp/Glu-Carriers (s. 9.3.3.3.1), untcr-
driickle die Reaktion von EDC/Succinat mit dem Prolein hingegen fiberhaupt nicht {Abb39 A).

Wenn PLP und EDC diesselben Lysine modifizieren, so soflte - wic im Fall von PLP (Abb.35) - auch far
dic Inaktivierung durch EDC nur der cine Rest am aktiven Zentrum cntscheidend sein. Tatséichlich wurde die
Wirkung von EDC deutlich eingeschrinkt, wenn vor der Inkubation Aspartat oder Glutamat (<1 mM)
zugeselzt wurde (Abb.40 A). Dieser Schutzeffekt war Substrat-spezifisch. w-Aminoadipinat, das nichsthohere
Homologe von Glutamat, zeigte keinen vergleichbaren Effekt (Abb.40 C), ebenso wie Asparagin, o-Amincbuty-
rat, o-Ketoglutarat (Abb.40 B) oder andere chemisch dhnliche Verbindungen. Die Verhinderung der Inaktivic-
rung ist daher auch nicht auf die nukleophile Wirkung der o-Aminogruppen von Aspartat und Glutamat zuriick-
iufﬁhren. Dies bestitigt crneut die bei pH 6.2 ungewohnlich hohe Reaktivitit der betroflencn €-Aminogruppe.
In Abb.40 B fallt auf, dafl der Substratschuiz bei hiheren Substratkonzentrationen vermindert war. Dies kinnte
.c.l_urch‘ die nicht zu vernachlissigende Reaktivitit des EDC gegenitber der - (pK 4.0) bzw. p-Carboxylgruppe
(pK 4.3) der Substrate erklért werden. Aspartat und Glutamat wilrden demnach auch als aktivierte Carboxyl-
__'komponenten ;ﬁit dem Carrier interagieren. Die resultierende Hemmung tiberwog bei hoheren Substratkonzen-

trationen offenbar die Schutzwirkung. Wurde als Carboxylkomponente nicht Acctat (pK 4.8), sondern das cffek-
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Abb.40: Substratschutz gegen Inaktivierung durch EDC. A: Protcoliposomen wurden mit 6 mM EDC/50 mM
Acetat in Gegenwart von Aspartat (0 - 3 mM) fiir 4 Min inkubiert. Nach Gelfiltration wurde die Aufnahme von
["*C]Aspartat (50 M) gemessen (Vortausch). Dic berechneten Aktivititen (&) sind in B in Prozent der unbe-
handelten Kontrolle angegeben. Aulerdem ist der EinfluB von Glutamat (B) und o-Ketoglutarat (A) gezeigt. In C
wurde als Carboxylkomponente Succinat (5 mM) anstelle von Acetat eingesetzt und die Hemmung durch 2 mM
EDC (4 Min) in Gegenwart von Aspartat (@), Glutamat (B) oder DL-o-Aminoadipinat (¥) ermittelt. Die rest-
liche Antiportaktivitit ist diesmal in Prozent der insgesamt, d. h. ohne Substratschutz, hemmbaren Aktivitit ausge-
driickt (maximale Hemmung: 28% Restaktivitat = 0% geschiitzte Aktivitdt). Die Abhédngigkeit dieser geschiitzten
Aktivitit von der Konzentration des Protektors konnte im Falle von Aspartat und Glutamat entsprechend folgen-
der Gleichung angepaBt werden: geschiitzte Akuvitdt (%) = 100 [Substrat}/(S,. + [Substrat]). Die S, Werte
sind angegeben. D: Proteoliposomen wurden in einem ersten Schritt mit 2.5 mM EDC/5 mM Succinat in Gegen-
wart von 1.5 mM Aspartat fiir 4 (Spur 4) bzw. 12 Min (Spur 3) inkubiert. Nach Gelfiltration erfolgte eine zweite
Inkubation (12 Min) mit 10 mM EDC/0.13 mM [*CJSuccinat in Abwesenheit von Aspartat. Nach Elektrophorese
der rekonstituierten Proteine (3 wg) und Fluorographie war die Markierung der 68 kDa- und der 30 kDa-Bande
gegeniiber der Kontrolle in Spur 2 (erster Schritt ohne EDC) reduziert. Spur 1: Molekulargewicht-Standards.
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tivere Succinat (pK, 5.7) eingesetzt, so konnte ein fast vollstindiger Substratschutz erzielt werden (Abb.40 C).
Ein 50-prozentiger Schutz vor Inaklivierung war in dicsem Fall bei ciner Konzentration (S5 5) von 58 uM
Aspartat bzw. 127 uM Glutamat zn beobachten. Diese Werte korrelierten ausgesprochen gut mit den [iir die
zwci Substrate unterschicdlichen Transportaffinititen des Carriers, die bei pH 6.2 durch K -Werte von 50 uM
(vgl. Tab.Iil} bzw. 120 pM (Dierks ct al. 1988) beschricben wurden. Dicse Ergebnisse sprechen erneul filr ein
cssentielles Lysin, das direkt an der externen Bindungsstelle des Asp/Glu-Carriers lokalisicrt ist. Allerdings kann
cin allosterischer Effekt der Substrate (in bezug auf die Acylierungsstelle) nicht ausgeschlossen werden. Der
Substratschutzeffekt fithrte leider nicht zur Unterdriickung der radioaktiven Markierung einer Protcinbande
(Abh.39 B). Es gelang zwar, dic Markierung nicht-schiitzbarer Reste durch Vorinkubation mit unmarkiertem
Succinat (in Gegenwart von Aspartat) zu reduzicren (Abb.40 D, Spur 3 und 4), doch wurden in dem nachfol-

genden Markierungsschritt (ohne Aspartat) immer noch die 30 kDa- und dic 68 kDa-Bande 14'(;‘-succinyliert.

9.3.3.1.3 Modifizierung mit Isothiocyanostitbendisulfonaten
Die reaktiven Isothiocyanat-Gruppierungen des monofunktionellen SITS und des bifunktionellen DIDS sind
nuklcophil leicht angreifbar. Durch Reaktion mit Aminogruppen entstehen stabile Thioharnstoffderivaic (vgl.
Hartman & Wold 1966), wohingegen dic Reaktionsprodukte mit Cysicin- oder Tyrosin-Resten wicder hydroly-
sicren kénnen (Maddy 1964, Miller 1942). Dies erklért dic hohe Lysin-Speifitat von Isothtocyanaten.

B-NH-C=5

RN=C=8 + AGG-NH, ——== ; (GL 9D
HN-AGC

DIDS wurde als cffektiver Inhibitor und selektives Markierungsreagens des Anioncncarriers (Bande 3-Protein)
aus Erythrocyten (s. Zitatc in Passow 1986) sowie des Phosphatcarriers aus Chloroplasten beschrieben (Rumpho
et al. 1988, Gross et al. 1990). Der Nachweis der Modifizierung eines Lysins wurde in beiden Fallen erbracht.
DIDS erwics sich auch fiir den Asp/Glu-Carrier als potenter, schnell wirkender (=5 Minj Inhibitor (IC5, 8
LM, pH 6.5). Bei ncutralen pH-Werten war DIDS wesentlich effektiver als Phenylisothiocyanat (IC5, ca. 3
mM)}, Fluorescein-S-isothiocyanat (1(35'0 ca. 80 M) und auch als SITS (ICq, ca. 300 M), das monofunktionelie
Analoge von DIDS. 4,4-Dinitrostilben-2,2"-disulfonat (DNDS), das keine Isothiocyanat-Gruppen besitzt, zeigte
ebenfails einen klaren Hemmeffekt auf den rekonstituierten Asp/Glu-Carrier (ICg ca. 200 M), der jedoch
allein auf einc Kompetition mit dem Substrat zuriickzufithren war. Dies legt nahe, daB Stilbendisulfonate einc
gewissc Affinitat fiir dic Substratbindungsstelle haben. Die reversible Interaktion des DNDS schitzte allerdings
nicht_ivér der irreversiblen Inaktivierung durch DIDS oder EDC/Succinat (nicht gezeigt). Eine solche Protektion
war zuvor [iir das Bande 3-Protein beschrieben worden (Werner & Reithmeier 1988).
-’DIDS inaktivierte den korckonstituierten ADP/ATP-Carrier bei pH 6.5 mit ctwas geringerer Effizicnz
(ICSO 17 uM). Wihrend dieser Carricr bei pH-Werten oberhalb von 7 deutlich besser reagierte, ergab sich im
Falle des Asp/Glu- Carrlcrs ein pH-Optimum bei 6.5-7.0. Dies ibcrraschte, da cin alkalischer pH-Wert der
.Deprotomcrung von Aminogruppen und auch der Reaktivitit der Isothiocyanate (Kampmann et al 1982)
_f_orderhgh _sem sollte. Einserscits bestitigt dies, daB der Asp/Glu-Carrier auBlergewohnlich reaktive Lysin-
”Seitenkeite_,n besitzt (vgl. 9.3.3.1.2). Andererseits konnte die abnehmende Reaktivitdl bei hoheren pH-Werten

.aber_.ifiuf eine mogliche Nebenreaktion hindeuten (s. unten).
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Nachdem das firr die Inaktiviernng durch PLP und EDC cntscheidende Lysin dem aktiven Zentrum des
Asp/Glu-Carriers zugeschriecben werden konnte, galt es, die durch dic Isothiocyanale medifizierbaren Reste
entsprechend zu charakterisieren. Hinige Ergebnisse mit SITS wurden bereits vorgestellt. Sowohl dic funktionellen
Daten zur Wirkung von SITS nach PLP-Bchandlung der Proteoliposomen (Tab.XVI) als auch die strukturelien
Paten aus Markierungsexperimenten mit EDC/| M'C]Succinat nach Vorbchandiung mit SITS (Abb.39 A) belegen
eing partielle Kompetition von SITS mit den beiden anderen Reagenzien. Bei DIDS war hingegen eine Verminde-
reng sciner Wirkung nach Behandlung mit PLP iberhaupt nicht zu erkennen (Tab. X VI). Ebenfalls keinen Binfiuft
zeigte eine Vorinkubation mit 10 uM DIDS auf die Markierung mit EDC/[MCjSuccinat (Abb.3% B). In cinem
anderen Experiment unterdriickte 100 1M DIiDS die Markierung der 30 kDa-Bande (nicht gezeigt) - ahnlich wic 1
mM SITS (Abb.39 A). Faflt man dicsc Ergebaisse zusammen, so mufl man zu dem Schlefl kommen, dall DIDS
noch stirker als SITS neben dem Lysin an der Bindungssielle weitere, moglicherweise essentielle Reste modifi-
ziert. Der sehr unvollstdndige Substratschutz vor Inaktivierung durch beide Reagenzien bestétigt diese Sichtweisc.

Daf} auch Cysteine des Asp/Glu-Carriers mit DIDS reagieren, konnte zunichst ausgeschiossen werden. Dic
Wirkung von DIDS wurde durch eine vorherige Modifizierung mit DTNB, PCMB oder HgCl, nicht cingeschrankt
(Tab.XVil). Einige Befunde zur Hemmung der Efffuxfunk(ion waren deher uncrwarlel. Der Hg-induvicrbare
Efflux von Aspartat (und ATP) wurde nur durch hohe DIDS-Konzentrationen verlangsamt {= 30 M, Tab. X VIII
B). Nach Inkubation der Proteoliposomen mit 30 oder 83 pM DIDS war jedoch bercits vor Zugabe von Hg-
Reagenzien ein Efflux von internem [MCIAspar[al mclibar; {14C}ATP dagegen blichb in den Liposomen
(Tab.XVII A). Dra in beiden MeBansitzen identische Liposomen verwendet wuarden, die sowoh! Aspartat als auch
ATP enthiclien (cins von beiden markiert), waren unspezifische Effckte auf die Mombran auszuschlicssen. Wic
Tab. XVII zeigt, konnte durch 80 pM DIDS in ca. 30 Min ein Efflux von ctwas mchr als 50% des internen
{14C]Aspartats erreicht werden. Damit war dieser Efflux deutlich langsamer, verglichen mit dem Hg-induzierien
Efflux. SITS bewirkte keine Effluxinduktion. Diese Ergebnisse fithren zu {olgenden Schlulfolgerungen. (a) Wie die
Klasse B-inhibitoren {Tab.X11I, Abb.25) beeintridchiigt DIDS nur bet drastischer Hemmung der Antiportakiivitit
auéh 'die (Hg-induzierte) Effluxakiivitit. (b) Die dazu noiwendigen hohen DIDS-Konzentrationen filhren zur
Modifizierung zusitzlicher funktioncller Gruppen, wic die stimulieric Grundefflux-Aktivitdt {ohne Hg-Reagen-
zien) erkennen I48t. Der ADP/ATP-Carrier ist davon nicht betroffen, anders als mit den ibrigen Effluxinduktorcn
(Klasse C) zu beobachten war. {c) Diese spezifische Efflux-Stimulation einerscits und dic hemmende Wirkung auf
die Effluxinduktion durch Mersalyl andererseits signalisieren eine "Wechselwirkung’ im Prelein zwischen den
durch DIDS modifizierien Resten und den mit Mersalyl reagiercnden SH-Gruppen. {d) Da bei Vorinkabation mt
SH-Reagens die Wirkung von DIDS (aul den Antiport) nicht cingeschrankt wurde {Tab. XVI), kénnen beide

“Reagenzien jedoch nicht ausschlieflich dieselben Gruppen modifizieren. Dagegen spricht auch, dall eine

Behandlung von 3HZ—DIDS-markimte,m Protein bet pH 11 nicht zu ciner signifikanten Reduktion der Markierung

im Protein fithrte (R. Stappen, personliche Milteilung), wic 1m Falle einer Modifizierung von Cystein hilte

‘beobachict werden miissen (Maddy 1964). (e) Die genannte Wechseiwirkung kdnnte eine Modifizierung des
Lysins am akiiven Zentrum voraussetzen, da eine ollenbar sterische Behinderung der Zugiinglichkeit zu der mit
.__":_Marsaiyl reagierenden SH-Gruppe auch durch PLP (s. Tab.XIX) und auch durch EDC/Succinat (Abb.25) hervor-
- gerufen wurde. (f) Angesichts des starken Unterschieds von SITS und DIDS beziiglich threr Effekiivitat der Anti-

porthemmung muf} an die Wirkung des bifunktioncllen DIDS als quervernetzendes Reagens gedacht werdea. Eine

- Vernetzung des Lysins mit einemt der Cysteine (vgl. Abb.45 ) konnte auBerdem die Effluxinduktion erkléren.

I
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Tab.XVII: Cysteine sind nicht an der Inmaktivierung des Asp/Glu-Carriers durch DIDS eder DEPC betetligt,
Proteoliposomen wurden zundchst mit 50 pM PCMB, 5 uM HgCL,, 200 M DTNB, 100 uM NBD-Cl oder Wasser
bei pH 6.5 fiir ca. 2 Min vorbehandelt. Ein Teil der Ansétze wurde dann mit 20 pM DIDS {Experiment 1) bzw. 30
pM DEPC (Experiment 2) inkubiert. Die Modifizierungsreaktionen wurden nach 5 Min mit 23 mM Lysin bzw.
Histidin gestoppt und gleichzeitig, wo angegeben, gebundenes SH-Reagens mit 5 mM DTE entfernt (vgl
Tab.XV). Die nach Gelfiitration im Vortausch gemessene Antiportaktivitdt war bei Behandlung mit DIDS oder
DEPC stets inhibiert. Im Fali von DEPC aber reduzierte die vorherige SH-Modifizierung vor allem mit DTNB die
Wirksamkeit dcs Pyrocarbonats, Zur unvollstiindige Revertierung der HgCl-Wirkung siche Tab.XV.

SH-Reagens DTE Exp.1: Aktivitdf (uwM/min) Exp.2: Aktivitdt (LWM/min)
ohne DIDS  mit DIDS ohne DEPC  mit DEPC
- - 0.70 - nb. # -
- + 0.74 <0.05 2.38 0.13
50 M PCMB - ’ < 0.05 - < (.05 -
30 pM PCMB + 0.98 <0.05 310 043
5uM HgCh - <005 - <0.05 -
5uM HgCh, + 0.28 <0.05 0.55 0.12
200 M DTNB - <0.05 - 0.12 -
200 uM DTNB + 0.20 <0.05 272 1.00
100 M NBD-CI - n.b. - 0.04 -
106 uM NBD-CI + nb, - 1.03 0.22

2 picht bestimmt

Tab. XVIIL; Wirkungen von DIDS aul Protecliposomen mit rekonstﬂulertem Asp/Giu- und ADP/ATP-Carrier.
Proteoliposomen (intern: 16 mM Aspartat/10 mM ATP, Aspartat oder ATP ¥ marklert) wurden far 15 Min mit
0 {Ethanol), 30 oder 80 uM DIDS inkubiert. A: Nach Gelfiltration zeigte sich eine Reduzierung des internen
Aspartat- Pools nicht jedoch des ATP-Pools der Liposomen; dies war unabhingig davon, ob vor der Bestimmung
des internen *C-Substrats (gleichzeitig) 5 mM DTE/200 uM Mersalyi (Ansatz 1) oder 60 mM PLP/2.5 mM
Aspartat -(Ansatz 2) bzw. 33 pM CAT/5 uM BKA/25 mM ATP (Ansatz 3) zugesetzt wurde B: Restliche
Transportakiivititen von Asp/Glu- und ADP/ATP-Carrier nach der Gelfiltration. Die Efffuxaktivititen worden mit
200 wM Mersalyl, die Riicktauschaktivitiiten mit 2.5 mM Aspartat bzw. 2.5 mM ATP initiiert. Die angegebenen k-
Werte wurden crrechnet durch Multiplikation der Geschwindigkeitskonstanten & mit dem Anteil transportaktiver
Liposomen {{dpm(t =0) - dpm{f = )} / dpm{r =0)); die erhaltenen Werte sind also von der Grofle des internen
Substratpools bei £ =0 unabhingig.

A i DIDS Aspartat-Pool (dpm) ATP-Pool (dpmy)
- - (WM) Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 1 Ansaiz 3
- ' 4239 4723 4806 4919
30 2479 . 2851 4992 4446
80 1923 1341 4812 4771
B 'DIDS ' Aspartat-Transport, &’ (1/min) ATP-Transport, & {1/min)
: Coe (M) Efflux ~Riicktausch Efffux ‘Ritcktausch
O 4w 0ad9 0.047 0.142
30 c 0230 : 0.016 0.620 0.067

80 - 0243 0.002 0.020 0.017
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9.3.3.2 Modifizierung von Cystein

9.3.3.2.1 Medifizierung mit Hg-Verbindungen und DTNB

Cysteine sind fiir die Transportfunktion des Asp/Glu-Carriers von entscheidender Bedentung, Die Inhibition der
Antiportaktivitit und die Induktion emer artifizicllen Netto-Fluxaktivitdt durch Hg-Verbindungen wurden in den
Kapiteln 7 und 8 beschrieben. Dabei konnten zwei Klassen von SH-Gruppen unterschieden werden (Abb.34).
Zumindest einc dieser SH-Gruppen scheint sich an der externen Bindungsstelle des Asp/Glu-Carriers zu befin-
den, da eine effektive Induktion der Effluxaktivitit durch Hg-Reagenzien in Anwesenheit von Substrat nicht
moglich war {Abb.32). Dagegen wurde dic Antiport-inhibierende Wirkung dieser Reagenzien nicht wesentlich
durch externes Aspartat beeintrachtigt (s. 8.4). Auflerdem konnie aus der deutlichen Blockierung der Efffux-
funktion (bzw. dercn Induzierbarkeit) durch Modifizierung des Carrierproteins mit Lysin-Reagenzien wie PLP,
EDC (Abb.25) oder DIDS (Tab.XVIII) auf eine Nachbarschaft des betroffencn Lysin- und Cystein-Restes
geschlossen werden, Auch dieses Lysin wurde der externen Bindungsstellc zugeordnet (s. 9.3.3.1).

Dic wechselseitige Interaktion von Lysin- und Cystein-Reagenzien am aktiven Zentrum des Carrierproteins
wurde noch genauer untersucht. Zu dicsem Zweck war PLP wegen der Reversibilitit seiner Wirkung besonders
geeignet (vgl. 9.3.3.1.1). So konnte in Messungen der nach Einwirkung von PLP und SH-Reagens verblicbenen
Transportaktivitdl getestet werden, inwiewcit durch Modifizierung des genannten Lysins die Zugiinglichkeit zu
den zwei verschiedenen SH-Gruppen eingeschrinkt wurde. Vor diesen Messungen wurde durch Gelfiltration
das reversibel gebundenc PLP und iiberschiissiges SH-Reagens von den Proleoliposomen abgetrennt. Tab. XIX
belegt, dal PLP die Wirkung ciniger SH-Reagenzien reduzierie oder sogar verhinderte, Wihrend Hg2+ und
PCMS auch in Anwesenheit von PLP Effiux induzicrten, war dies fitr Mersalyl nicht mehr moglich (Tab. XIX A),
Wenn ng+ als EDTA-Komplex eingesetzi wurde, konnte ebenfalls ein Schutzeffekt durch PLP beobachtet
werden. Dall Hg/EDTA (in den Kontrollen) tiberhaupt noch wirkt, belegt die aufierordentlich hohe Affinitdt des
Hg2+ {weiche Pearson-Siure) zum Schwefel (S weiche Pearson-Base). Die Zugénglichkeit der betroffencn
SH-Gruppe wurde offensichifich durch Reaktion von PLP mit dem Lysin am aktiven Zentrum eingeschrankt,
und zwar umso stirker, je groBer das cingescizte SH-Reagens war (vel. Hg2+ - PCMS - Mersalyl - Hg/EDTA),
Die Beobachtung unterschiedlicher Effekie von PLP auf die Wirksamkeit verschiedener Hg-Reagenvicn schliefit
aus, daf} eine direkte Interaktion des Phosphatrestes von PLP mit He die Ursache dicser Effekie ist.

Bei der Untersuchung der Antiporthemmung durch SH-Reagenzicn war cin PLP-Schutzeffekt gegen
DTNB und Hg/EDTA festzustellen, nicht aber gegen Hg2+, Mersalyl, PCMB und PCMS (Tab.XiX B). Dic
unterschiedlichen Befunde im Falle von Mersalyl hinsichtlich seiner Wirkung auf Antiport und Efflux in Gegen-
wart von PLP belegen erneut, dall {ir die Effftuxinduktion zumindest cine zusitzliche SH-Gruppe modifiziert
- werden mul} (vgl. Abb.34). Demnach zeichnet sich folgendes Bild ab (vgl. Abb.45 C): (a) Das PLP-modifizicrte
Lysin fahrt zv einer partiellen Maskierung der SH-Gruppe an der externen Bindungsstelie und verhindert so dic
Effluxinduktion durch groBe Hg-Verbindungen (Mersalyl und Hg/EDTA). (b) Da diese die einzige fur DTNB
. und die besser fiir Ho/EDTA crrcichbare SH-Gruppe ist, wird auch die Fahigkeit dieser Reagenzien zur Anti-
- porthemmung eingeschrénkt. (c) Die Wirkungen der kiemeren Hg-Verbindungen_Hg2+, PCMS und PCMB
“-werden fiberhaupt nicht beeintrachtigt. (d) Fiir die Antiporthemmung scheint es unerheblich zu sein, welches
~der zwei Cysteine verdndert wird. Im Falle des hydrophoberen, ﬁich[-efﬂuxinduzierenden PCMB besteht die

Méglichkeit, dal es ausschlieBlich mit der zweiten, nicht schiitzbaren SH-Gruppe reagiert (oder zuséiiz_lich mit

' .einer__zu_ postulicrenden d.riiten, vgl. 8.4). Diesc sterische Beschreibung wird vervollstindigt, wenn man die
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Tab. XIX: Efftuxinduktion {A) und Antiportinhibition (B) durch verschiedene SH-Reagenzien nach Modiflzierung
mit PLP. A: Mit [14C}Aspar[at beladene Proteoliposomen wurden zundchst mit 20 mM PLP oder mit Inkubations-
puffer fiir 2 Min vorbehandelt und direkt danach mit den genannten Effluxinduktoren inkubiert (1-2 Min). Nach
Gelfiltration wurde 5 mM DTE zugesetzt und der wihrend der Einwirkdauer von insgesamt ca. 15 Min induzierie
Aspartat-Efflux durch Vergleich mit der unbehandelten Kontrolie ermittelt. B: In dbnlichca Experimenten wurden
Proteoliposomen zuniichst mit 20 mM PLP, dann mif den angegebenen SH-Reagenzien und nach Gelfiliration mit
5mM DTE (bzw. DTT, Dithiothreitol) oder Puffer behandeit. Ob dic SH-Reagenzien auch in Gegenwart von PLP
den Antiport inhibierten, zeigt der Vergleich zur DTE-rcaklivierten Antiportakiivitt. Die gemessenen Aktivititen
sind in Prozent der PLP-behandelicn Kontrofle angegeben. Dic Hemmung durch PLP wurde durch die Gelfil-
tration zu 35-60% revertiert (s. 9.3.3.1.1). Nahezu alle Angaben stellen Mittelwerte aus 2-5 Experimenten dar.

A Zugabe Efffuxaktivitat wihrend Inkubation und Gelfiliration
‘(vor Gelfiltration) (% des internen {14C]Aspartals /15 Min)
PLP abwesend PLP anwesend
5pM HgCl, L] 39+9 (n=5)
5uM  HgCly/50 uM EDTA 46+ 18 422 (n=4)
50 UM PCMS 22 25
100 pM  Mersalyl 52 1
B Zugaben relative Antiportaktivitit
nach Gelfiliration
(vor Gelfiltration) (nach (% der PLP-behandclten Kontrolle)
Gelfiliration)
L 2,
PLP 10 oM HgCl, Puffer 3
PLP 10 M HeCl,, DTE 474
‘PLP 10 M HgCl,/EDTA Puffer 82
PLP - 10 uM HgCL/EDTA DTE 1067
PLP Puffer 10 uM HgCly/EDTA 19
PLP 20 wM PCMS Puffer 24
PLP . 20 uM PCMS DTE 1097
PLP 20 oM PCMB Puffer 25°
UPLP 20 uM PCMB DTE 137
Puffer - - - 20.pM PCMB - Puffer 1¢
CUPLP 100 pM Mersalyl Puffer 23
UPLP w100 pM Mersalyl DTT 26"
PLP 200 uM DTNB puffer 75
SLUPLP T 200 pM DTNB DTE 107°
. - PLP- - .. Puffer 200 wM DTNB 11
CPLP 20 uM NBD-Cl Puffer 53
PLP 20 wM NBD-Cl DTE 75°

- AWegen starkem Efffux vor Messung der Antiportaktivitit (vgl. A) keine vollsidndige Reakiivierung moglich.
e ©Kein bzw. nur schwacher Efflux vor Messung der Transportakiivitdt (s. auch A).
+“Bezogen auf dic unbehandelic Kontrolle.
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Resultate aus Tab. XV hinzuzicht. Danach wird bel Einsatz der Reagenzien in umgekehrter Rethenfolge, d. h.
nach vorheriger Modifizierung der SH-Gruppen mit HgCl, oder PCMB, kein EinfluB auf die Wirksamkeit von
EDC beobachtet; (EDC reagicrt mit demselben Lysin wic PLP {Abb.3¢ A)}). Einen gewissen, reproduzierbaren
Effekt zeigte hingegen der sperrige durch DTNB eingebrachte Nitrobenzoesiurerest {Tab. XV).

9.3.3.2.2 Modifizierung mit 4-Chlor-7-nifre-benzofurazan (NBD-C

Hinweise auf ein Cystein direkt am aktiven Zentrum des Carriers ergaben sich auch durch cin anderes Reagens.
NBD-Cl ist aufgrung seiner elektronenziehenden Gruppen eine schr reaktive Substanz, dessen Chior am Benzol-
ring durch Tyrosin-OH-, Lysin-NH,- und Cystein-SH-Gruppen nukleophil substituiert werden kann (Birket( et
al. 1970, Aboderin et al. 1973, Ferguson et al. 1975). Trotz dieses scheinbaren Unsperzifitit wurde NBD-C cinge-
setzt, da bei tiefen pH-Werten dic Reaktion mit Cystein stark bevorzugt ablaufen sollte. Dies koante in spekire-
skopischen Messungen mit solubilisieriem G-25-Protein bei pH 6.5 bestitigt werden, Wic fiir NBD-S-Cys zu
erwarten (Birkett et al. 1970), lag das Absorptionsmaximum des Reaktionsprodukies bei 423 nm, wihrend bei

385 nm (NBD-O-Tyr) und 475 nm (NBD-NH-Lys) keine Pcaks auftraten (R. Stappen, perstnhiche Mitteilung).

/0\ /0\

A" pH 6.5 N

y ¢ + HE-CYs-AGE —— e L/ (GL 9.8)
oM o - HC on  )8-Cys-AGC

Die Wirkung von NBD-C1 aul das selubilisierte Protein, wie nach Rekonstitution gemessen werden konnte,
entsprach ungefahr der Wirkung aul Proteoliposomen. NBD-Cl inhibierte den rekonstitnierten Asp/Glu-Carrier
recht effekiiv (JCq 50 wM), den ADP/ATP-Carrier hingegen deutlich schlechter (IC5, =200 uM). Durch DTE
komnte die Hemmung zu einem grofen Teil revertiert werden. Dic Inakiivierung des Asp/Glu-Carriers wurde
durch Anwesenhelt von Substrat spezifisch anterdrackt (Abb.41), wobet - wie im Falle von EDC (Abb.40) und
DEPC (Abb.43) - Glutamai eincn ctwas geringeren Schutzeffeki zeigie (R. Stappen, personliche Mitteilung).
Dies lafit darauf schliefen, dafl die modilizicrte SH-Gruppe an der externen Bindungsstelle lokalisiert ist.

Um dieses Cystein in das cben entworfene Bild einordnen zu kinnen, scien noch einige Ergebnisse erwéhat,
die von R. Stappen in der Fortsetzung der Untersuchungen gewonnen wurden. Eine Modifizierung mit NBD-Cl
induzierte weder den Efffux noch interferierte sie mit der Efftuxinduktion durch Hg-Verbindungen. NBD-Ct
gehorte also zusammen mit DTNB, PCMB und NEM in die Klasse von SH-Reagenzien, dic den Carricr in ¢in
transport-inkompetentes Intermediat Uberfithrten, das dann durch Behandlung mit Effluxinduktoren wic Mer-
salyt in den Efflux-Zustand gebracht werden konnte (vgl. Abb.34). NBD-CI kann demnach nur eine SH-Gruppe,
ndmlich die am aktiven Zentrum, erreichen, dhalich wie im vorangegangenen Abschnitt fiir DTNB aufgrund der
Kompetition mit PLP gefordert wurde. Entsprechende Experimente mit PLP und NBD-CI { =50 nM) sprachen
cher gegen eine Kompetition (Tab.XIX B). Bei Verwendung hoherer NBD-Cl-Konzentrationcn war cine Inter-
'.'pretation érschwert, da dic Revertierbarkeit mit DTE zu gering war (vgl. Tab.XVII). Wahrscheinlich gchért
NBD_-CI_ also noch zu den kieineren, nichi-kompetierenden Reagenzien - a.nder_s als DTNB, dessen reaktive {S—_S_—
"G_rup_pierung vou zwel substituierten Benzolringén abgeschirmt wird, Dafl NBD-Cl und DTNB dennoch an

'dicselbe_ Gruppe binden, belegten Markierungsversuche mit [1.4(3]NBD—C1, dessen Reaktion durch vorherige
.Inkubation mit DTNB unterdriickt wurde. AuBlerdem.ergaben sich Hinweise, da8 NBD-Cl wie DTNB als

' éinzi_gc._der getesteten SH-Reagenzien die nicht-induzierte Grundeffluxaktivitét des Asp/Glu-Carriers hemmien. '
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Abb.4l: Sebstratschutz gegen Inaktivierung durch NBD-CL Protecliposomen wurden mit 5¢ pM NBD-Cl in
Gegenwart von 0 - 1.5 mM Aspar{at fir 20 Min bei pH 6.5 inkubiert. Nach Gelfiltration wurde die restliche Anti-
portaktivitdt als Aufnahme von E C]Aspartat (50 uM) gemessen (Vortausch). Sie ist als ‘geschiitzte Aufnahme’
in Prozent der insgesamt, d. h. ohne Substratschutz, inaktivierbaren Aufnahme angegeben. Hierzu wurde dic auf
{= o extrapolicrie Gesamtaufnahme der Kontrolle ohne NBD-CI (@) gleich 100% und die Restaufnahme bei
maximaler Hemmung (O, V') gleich 0% gesetzt. Die absoluten Aufnahmeraten betrugen 6.79 (@), 6.48 (¥), 5.56
(), 4.92 (A), 4.83 ($) bzw. 3.97 pM/min ({0} 1.5 mM o-Ketoglutarat zeigte keinen Schutzetfekt (v7).

“n v CpM/min]
o

-1.41
-1.8-
2.2}
¥ 31 T T T S T T
2.3 4 5.6 7.8 100 12 14 16 18
- tmin) : log [DEPC] (pM)-

Abb.42: Kinetik der Carrierinaktivierung durch Diethylpyrocarbonat. Proleoliposomen wurden mit DEPC in
“verschiedenen Konzentrationen (10 (&), 20-(E), 30 (&), 50 (¥) bzw. 75 (©) wM) fir die angegebenen Zeiten
~ inkubicrt (s. A). Die Modifizierungsreaktion wurde durch Zugabe von 3.75 mM Histidin gestoppt. Kontroll-
“proben wurde DEPC.und Histidin gleichzeitig zugesetzt (¢ =0). Die verblichene ‘Antiportaktivitit v wurde im
“ Vortausch gemessen (A). In einem doppelt-logarithmischen Sekundérdiagranmm (B) der apparenten Inakiivie-
rungskonstanten & (Neigung der Geraden aus A) gegen die eingesetzte DEPC-Konzentration wurde entspre-
chend Gl 9.0 die " durchschnittliche - Rgai\[lonsordnung n des geschw1nd1gke1tsbestImmenden Inaktmerungs-
'schrit{s (bezughch DEPL) ermittelt, wic in Abb 38 fr EDC erklart :
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9.3.3.3 Modifizierung mit Histidin-Reagenzien

9.3.3.3.1 Modifizierung mit Diethylpyrocarbonat (DEPQ)
Dicthylpyrocarbonat (Ethoxyameisensiurcanhydrid) besitzt in wissriger Losung nur eine recht kurze Halbwerts-
zcit von 9 (pH 7) bis 24 Min (pH 6). Trotz seiner hohen Reaktivitit modifiziert es mit beachtlicher Scicktivitit

dic nukleophilen Stickstoffatome im Imidazolring von Histidinen.

N/”_i " (€, H50C01,0 ' (GL.9.9)

Nach Angaben von Miles (1977) crfolgt die Ethoxyformylierung von Histidin 50-mal schneller als die von Lysin
und 250-mal schneller als dic von Cystein. Letztere Moglichkeit konnte bisher nur in Modellreaktionen (bei
Verwendung von Carboxylatpuffern) nachgewicscn werden (Osterman-Golkar et al. 1974, Garrison & Himes
1975). In Proteincn wurden Nebenrcaktionen mit Lysinen, in seltenen Fillen mit Tyrosinen (Burstein ot al. 1974,
Bagert & Rohm 1989) und cinmal auch mit eincm Serin gefunden (Melchior & Fahrney 1970). Bei pH-Werten
zwischen 6 und 7.5 und Anwendung von DEPC in submillimolaren Konzenirationen wurden jedoch fast
ausnahmslos Histidin-Reste modifiziert (s. Zitate in Miles 1977, Ovadi ct al. 1967).

Die Asp/Glu-Antiportaktivitat konnte durch DEPC bei pH-Werten zwischen 6.2 und 7.0 schr cffekiiv
gehemmt werden. Das ausgepriigte pH-Optimum lieB sich als Ubcrlagerung der mit dem pH steigenden Reakti-
vitét der modifizierten Gruppen und der sinkenden Stabilitit des Pyrocarbonats verstehen. DEPC crwies sich als
das sclcktivste Reagens hinsichtlich seincr Wirksamkeit auf den Asp/Glu-Carrier (1Cqq 20 M, pH 6.5) und den
ADP/ATP-Carricr (IC5, = 200 pM, pH 6.5). Diese differentielle Wirkung erstreckte sich auch auf die
Effluxaktivitdten der beiden Carrier, wenngleich hierfiir hohere Konzentrationen nitig waren (80 pM, Abb.25).
Wie bereits in 7.3.4.2 ausgefiihrt wurde, war es mit Hilfc von DEPC méglich, cine Korrelation von Asparlat- und
ATP-Effluxaktivitdt mit dem Asp/Glu- bzw. ADP/ATP-Carrier aufzuzeigen (s. auch 8.3.1).

Die Zugabe freicn Histidins stoppte die Wirkung von DEPC. Fiir eine vollstindige Blocklerung war aber
cin hoher Histidin-UberschuB nétig ( = 200-fach, vgl, Abb.42 A). Die kinetisch kontrollierte Reaktion von DEPC
mit dem Protein involvicrie demnach funktioncile Gruppen, deren Reaktivitit bei pH 6.5 hoher war als die von
fréicm Histidin. Die Inaktivierung des Carriers durch 20 uM DEPC war mit 100 mM NH,OH nicht revertierbar
(Inkubation fiir 45 Min, pH 7). Dies bestatigle einerseits, daB keine essentiellen Tyrosine (oder Serine) modifi-
ziert Wurden, wie bereits in den Untersuchungen mit NBD-Cl und mit EDC festgestellt werden konnte. Da
andererscils éber auch ethoxyformyliertes Histidin durch Hydroxylamin angegriffen werden sollte (Melchior &
Fahrne_y 1970), konnte dieser Befund als Hinweis gewertet werden, daB nicht Histidin-, sondern méglicherweise
Lysin- oder Cystein-Restc umgesetzt wurden. Allerdings kénnte die Nichtrevertierbarkeit der DEPC-Wirkung
durch NH,OH auch auf einer irrcversiblen Zerstorung der Histidin-Scitenkette beruben. Wic namlich in
Modellreakiionen gefunden wurde, kann NH,OH den Imidazolring offnen ‘wenn “dieser zuvor ‘an belden

:Suckstoff Atomen modlﬁzwrt wurde (Avaeva & Krasnova 1975, Mﬂes 1977)

I . B NH,OH . . R . L .
: czusocan\ N € 0CpHy  ——————=  CpHgOC — NH — CH'==CR — NH — C — OC3H; o (61.9_]_0) :
' M A . S | . '

BTN IR !F o I g . .
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Eine Modifizierung von Cystein, die unwahrscheinlichste aller Moglichkeiten, liefl sich ausschlicBen. In
cinem #hnlichen Ansatz, wie bereits zuvor fiir EDC und DIDS beschrieben, zeigic sich, daf avch die Wirkung
von DEPC durch vorherige SH-Modifizierung mit HgCl, oder PCMB nicht cingeschrinkt wurde (Tab.XVII).
Der beobachtete Effekt von DTNB diirfte sterisch begriindet sein (s. uaten). Gegen eine Reaktion mit Lysin
sprach der bereits in Abb.39 gezeigte Befund, wonach eine Vorinkubation der Proteoliposomen mit 25 yM
DEPC eine anschliefend durchgefithrte Lysin-Markicrung mit EDC/[MC]Succinat nicht im geringsien becein-
trichtigte. Dieses Resullat lieB jedoch keine eindeutige Aussage zu, da im Markierungsexperiment auch die
Reaktion von EDC mit anderen, nicht-essenticllen Gruppen erfalt wurde (vgl 9.3.3.1.2}). Experimente, in
denen erst EDC/Succinat und dann markiertes DEPC hitte eingesetzt werden sollen, waren nicht durchfithrbar,
da hicrzu aus technischen Griinden mit solubilisiertema Protein gearbeitet werden mufite (s. unten). In diesem
Zustand licB sich das Protein jedoch nicht mit EDC inaktivieren, und auch DEPC war nur in etwa 50-{ach hohe-
rer Konzentration wirksam. Letzterer Umstand schlof3 gleichzeitig den Einsatz spektroskopischer Methoden aus.
Dic Frage nach ciner méglichen Lysin-Modifizicrung durch DEPC mufite daher in funktionellen Messungen
angegangen werden. Hierzu konnte nur das reversibel bindende Lysin-Reagens PLP eingescizt werden (vgl.
9,3.3.1.1). Wie Tab.XVI zeigt, war in dor Tat durch PLP eine deutliche Protektion des Carriers gegen Inaktivic-
rung durch DEPC zu erkennen. Einen vergleichbaren Effekt zeigte PLP nur noch auf die Inaktivierung durch
EDC. Um dicse Kompetitionsexperimenl(c, dic durchaus fiir cine Modifizierung von Lysin sprachen, besser
beurteilen zu konnen, mubBite(n} der/die durch DEPC modifiziertc(n) Rest{e) weiter charakterisiert werden.

Zun#chst wurde cine Kinetik der Antiport-Inaktivierung bei verschicdenen DEPC-Konzentrationen aufge-
nommen. Die Modifizicrungsreaktion warde mit 3.75 mM Histidin gestoppt. Wie Abb. 42 A zeigi, resultiertc
auch bei simultaner Gabe von Histidin und DEPC (0 Min Inkubationszeit) cinc nicht zu vernachléssigende
Inaktivicrung, wenn DEPC in Konzentrationen oberhalb von 20 pM eingesetzt wurde. Dicser Fehler sollte
jedoch in allen Ansitzen etwa gleich scin. Die apparenten Inakiivierungskonstanien (kapp} lieBen sich aus den
Steigungen der Geraden in Abb.42 A gewinnen (vgl. 9.3.3.1.2). Trdgt man sie in einer sckundiren Auswertung
doppelt-logarithmisch gegen die jeweilige DEPC-Konzentration auf (Abb.42 B), so ergibt sich fiir die durch
Histidin blockierbare Inakiivierung eine durchschnittliche Reaktionsordnung s beztiglich DEPC von 0.8 (s. GL
9.6). In einem anderen Experiment wurde ein Wert von 0.6-0.7 crhalten. Dies bedeutet, dall im geschwindig-
keitsbestimmenden Reaktionsschritt die Modifizicrung durch ein DEPC pro funktionellem Carricr ausreicht,
digsen zu inaktivieren. Gl. 9.10 wird dadurch aber nicht widerlegt, da iiberschiissiges Reagens den betroffencn
Rest- (im Falle eines Histidins) weiter modifizicren kann. Fir dic Gesamtreaklion des DEPC mit dem Protein
wurde eine Tnaktivierungskonstante zweiter Ordnung (ko) in Hohe von ungefihr 6800 min Lt ermittelt.
DEPC iible scine Wirkung auf die Transportrate (..} und weniger auf die Transportaffinitdt (K ) aus, wie
cine kinctische Analyse der Restaktivitat des Asp/Glu-Carriers bei etwa halbmaximaler Inhibition zcigle. Eine

100-prozentige Hemmung durch Modifizierung ciner entscheidenden Aminosaure-Seitenkette ist demnach nur

_moghch wenn die Modifizierungsreaktion jedes betroffene Carriermolekiil vollstandig inaktiviert.

Fiir die Protoncnbindungsstelic des Asp/Glu-Carriers, Voraussetzung firr den Glu/H T -Cotransport, war

“zuvor aus kinetischen Untersuchungen ein pK-Wert von 6.5 abgeschitzt worden (s. 4.4), was aul die Beteiligung
" eines Histidins schlicBen lieB. Die starke pI-Abhingigkeit des Glutamaltransports bei Substrathmitierung (s.

“4.4) Wu_rde durch DEPC jedoch nicht verandert. Auch vergleichende K -Bestimmungen fiir (latamat und
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Aspartat mit und ohne DEPC-Behandlung (20 M) ergaben keine Hinweise auf einen zusitzlichen durch DEPC
modifizierbaren Aminosaurerest, der nur fitr den Glw/H + -Cotransport essentiell wire (nicht gezeigt).

DEPC reagicrte chenfalls an der externen Bindungsstelle des Asp/Glu-Carriers, wie Substratschutz-
Experimente erkennen lieflen (Abb.43). Die Sperzifitit dieses Schutzes entsprach der des Transports. a-Keto-
glutaral, Asparagin und o-Aminoadipinat zeigten keinen Einfluf3, Die bessere Schutzwirkung des Aspartats im
Vergleich zu Glutamat reflektierte wiederum die hohere Affinitat des Carriers fiir dieses Substrat (Abb.43). 50-
prozentiger Schutz (Sg ) wurde bei 97 M Aspartat (K .: 50 pM) bzw. 227 uM Glutamat (K : 200 pM)
beobachtet. Dicse Korrclation spricht stark fur ein Histidin (oder Lysin) am aktiven Zentrum des Asp/Glu-
Carriers und bestitigt, dafi Aspartat und Glutamat beide an dieser Stelle gebunden werden.

Die funktionelle Charakicrisicrung des modifizierien Restes versprach nahezu ideale Voraussetzungen fiir
cine spezifische Markicrung des Carrierproteins. [14C]DEPC war jedoch nur mit schr niedriger spezifischer
Aktivitdt (3.8 mCi/mmol) zu bezichen. Angesichts der geringen Stabilitdt des cthoxytormylierten Reaktionspro-
duktes (Miles 1977) mufitc [14C]DEPC fir einc ausreichende Markicrung in einer Konzentration von ca. 1 mM
eingesetzt werden, was weit tber dem Bereich lag, wo cine Differenzierung zwischen Asp/Glu- (98% Hemmung)
und ADP/ATP-Carrier (72% Hemmung) miglich war, Aspartat schiitzte uater dicsen Bedingungen den
Asp/Glu-Carrier nur noch zu ca. 20%. Dementsprechend lic$ sich der Einbau markierter Ethoxyformylgruppen
in die Proteoliposomen nach Inkubation mit 1 m []'4C]DEPC kaum durch Aspartat (20 mM) unterdriicken; 20
mM Histidin reduzierte die Markierung zu 93%. Nach Elektrophorese der Proteinproben (unter hohen Markie-
rungsveriusten) nnd Exposition des SDS-Gels auf einem Rontgenfilm (Fluorographic) war, wie zu erwarten, eine
schwache Markierung des 68 kDa- und des 30 kDa-Proteins entsprechend ihrer Bandenstirke festzustcllen
{Ergebnisse nicht gezeigt).

Die Markierung wurde auch mit solubilisicriem G-25-Protein durchgefiihrt, da fir cine Inaktivierung des
Asp/Glu-Carriers in diesem Zustand etwa 50-fach hohere DEPC-Konzentrationen bendtig wurden. So inhibierte
1.5 mM DEPC zu 83% - bei nur 18% Hemmung des ADP/ATP-Carriers. Die Gegenwart von Aspartat schiltzte
vollstandig vor Inaktivierung der Asp/Glu-Antiportaktivitdt, wenn dic Inkubation mit DEPC nach 10-20 Min
durch Zugabe von Histidin und anschliefiender Gelfiliration gestoppt wurde (s. 9.2). Auch in den Ansitzen mit
markiertem DEPC (0.9 bzw. 2.2 mM) wurde der Schutz durch 10 mM Aspartat deutlich (71 bzw. 66% geringere
Markierﬁng), withrend 10 mM ATP keinen klaren Effekt zeigte. Nach Elckirophorese (Abb.44 A) und Fluoro-
graphic (Abb.44 B) ergab sich in den Ansdtzen mit 0.9 mM DEPC nur eine Markierung der 30 kDa-Bande -
unabhdngig von der Anwesenheit von Aspartat oder ATP. Bei Inkubation mit 2.2 mM DEPC waren zusitzlich
die 44 kDa- und dic 68 kDa-Bande markicrt, was in diesem Fall aber durch 10 mM Aspartat verhindert wurde.
Die Unterdriickung der Markierung zweicr Banden und die verminderte Radioaktivitdt auch im 30 kDa-Protein
lassen allerdings cher einen unspezifischen Schutzeffckt des Aspartats vermuten. Dagegen spricht jedoch zum
einen, daf} die Markierung der 30 kDa-Bande bei Reaktion mit 0.9 mM DEPC nicht durch Aspartat reduziert
wurde (Abb.44 B, Spur 4) und zum anderen daf} Aspartat und ebenso a-Aminoadipinat hichstens einen leichten
Schutzeffekt beziiglich der Inaktivierung des ADP/ATP-Carriers ausitbten (nicht gezeigt).

" Fafit man-alle genannten Befunde zusammen, so wird deutlich, daff am aktiven Zentrum des Asp/Glu-
Carriers ¢ine durch DEPC modifizierbare funktionelle Gruppe existiert. Ob es sich dabei um ein Histidin
handelt, wie eingangs erwihnte Literaturbefunde wahrscheinlich machen, oder aber eventuell um das aulgrund

seiner Reaktion mit PLP und EDC bereits charakterisierte Lysin, laft sich nicht endgiiltig kldren, Hierzu wiren
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Abb.43: Subsiratschutz gegen Inaktivierung durch Diethylpyrocarbonat. Proteoliposomen wurden mit 20 pM
DEPC in Gegenwart von 0 - 1 mM Aspartat (&), Glutamat (8) oder DL-a-Aminoadipinat (¥) inkubiert (8
Min}. Nach Geliltration wurde die restliche Antiportaktivitit im Vortausch gemessen. Sie ist in Prozent der ins-
gesamt, d. h. ohne Substratschutz, hemmbaren Aktivitat angegeben {maximale Hemmung: 37% Restaktivitidt =
0% geschiitzte Aktivitat). Zur Bestimmung der fiir halb-maximalen Schutz notwendigen Substratkonzentration

(8,5 siche Abb.40 C.

Abb.44: Ethnxy-[”C]formyliemng des Asp/Glu- und ADP/ATP-Carriers. Solubilisiertes Carrierprotein (G-25-
Proteln 0.64% C,,E./300 mM Ammoniumacetat, pH 6.5) wurdc fiir 20 Min mit 0.9 mM (Spur 2, 4, ¢) oder 2.2
[ C]DEPC (Spur 3, 5, 7) inkubierf. In den angegebenen Fillen war 10 mM Aspartat oder 10 mM ATP
anwesend. Die Modifizicrungsreaktion wurde durch 5 mM Histidin gestoppt und itberschiissiges DEPC durch
Gelfiltration auf Scphadex G-25 cntfernt. Die Proteinproben (20 g) wurden nach Prézipitation und Extraktion
des Delergens durch Hexan/Isopropanol {s. 9.2) aul einem SDS-Gel getrennt (A) und die markierten Banden
auf cinem Rontgenfilm fluorographisch sichtbar gemacht (B), wie in Abb.37 beschrieben. In Spur -1 wurden
‘Molekulargewicht-Standardproteine aufgetragen (Mr: 69, 46 bzw. 30 kDa, vgt. Abb.37 B).
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aussagekriftigere Kompetitionssexperimente mit [14C]DEPC notwendig, e Nichtrevertierbarkeit durch
Hydroxylamin und die Protektion durch PLP vor Inaktivierung durch DEPC sprechen eher fiir ein Lysin, doch
gibt es alternative Erklarungsmdglichkeiten. So koante der Schutz-Effckt von PLP auf eine sterische Wechsel-
wirkung an benachbarten Lysin- und Histidin-Resten zuriickzufithren sein. Umgekehrt schriinkte DEPC die
Lysinmarkierung durch EDC/[MC}Succinat nicht ein (Abb.39 A). In jedem Fall kann der cthoxyformylicrie
Rest, der zur Inaktivierung fiihit, nicht allzu weit von der SH-Gruppe der externen Bindungsstelle entfernt scin,
da deren Modifizierung mit DTNB die Wirkung von DEPC signifikant reduzierte (Tab.XVII). Ahnliche Effckte
waren auch bei den Reaktionen von EDC (Tah. X V) und PLP {Tab.XIX) mit dem Proiein zu beobachten.

9.3.3.3.2 Modifizierung mit 4-Bromphenacylbromid (BPARB)
Der Asp/Glu-Carrier wurde auch durch BPAB, ¢in zweiles Histidin-Reagens ( Volwerk ct al. 1974, Crestficld ot
al. 1963), inaktiviert. Wic auch bei anderen Protcinen beobachtet (Fohlman et al. 1979, Yang & King 1980),

verlief die Inaktivicrungsreaktion sehr langsam.

‘O O

| H AGC-XH I, He
Br— C—C—Br s~ Br— C—C—X-AGC (GL9In)
-HBr

Nach Inkubation fiir 30 Min bei 30°C wurde cing EC’SO von 3 pM ermittelt; im Falle des ADP/ATP-Carriers

lag sic bei =20 uM. Die Differenzicrung entsprach also nicht ganz der durch DEPC erreichten. Bei Inkuba-
tionszeiten von 20-30 Min schiitzte 1.25 mM Aspartat den Asp/Glu-Carrier nur partiell vor Inaktivicrung durch 8
wM BPAB; 1.25 mM o-Kctoglutarat schiitzte itberhaupt nicht. Dabei ist anzumerken, dafl BPAB in anderen
Protcinen auch Carboxylgruppen modifizierte (Gross & Morell 1966). Ein Zusatz von 5 mM Histidin unter-
driickie die Wirkung von BPARB kaum, d. h. noch schlechtcr als im Falle von DEPC. Funktionelle Untersachun-
gen brachten weitere Unterschiede zur DEPC-Wirkung ans Licht. So heramte BPAB nicht den durch Mersalyl
induzierbaren Efffux. Stattdessen beobachtete man bei BPAB-Konzentrationen oberhaib von 30 pM cine
schwache Effluxinduktion (vor allem von Aspartat, aber auch von ATP). Diese Beobachtungen crinncrien an die
durch DIDS hervorgerufenen Effekte (Tab. X VIII). Die effluxinduzierende Wirkung von BPAB, wic dic von Hg-
Reagenzien, konnte durch vorherige Inkubation mit DEPC stark gehemmt werden.
~Aus dieser kurzen Beschreibung der Wirkungen von BPAB auf die Transportfunktionen des Asp/Glu-
Carriers wird deutlich, dafl es in der oben aufgeworfenen Frage nach einem méglichen Histidin an der akiiven
Bindungsstelle nichi entscheidend weiterhilft. Fiir cin Histidin spricht allein die Tatsache, dafl ein zweites, als
Histidin-spezifisch beschriebenes Reagens den Carrier aufgrund einer partiell durch Subsirai schiitzbaren
Reaklion inaktiviert. Obwohl! die Unterschicde in den Wirkungen von BPAB und DEPC teilweise durch dic
verschiedenen chemischen Reaktionen {Alkylierung bzw. Acylierung) erklirt werden kinnten, sind doch bei
beiden Reagenzien Zweifel angebracht, ob sie tatsdchlich mit einem Histidin des Asp/Glu-Carriers reagicren.
.- Wenn tatséchlich ein Histidin an der aktiven Bindungsstelle vorhanden scin sollte, so muf cine Nachbar-
schaft .VOI‘ allem zu dem zuvor beschriebenen Lysin bestechen. Diese topographischen Bezichungen aller
beschriebenen funktionellen Gruppen der aktiven Bindungsstelle werden in der allgemeinen Diskussion (10.4) in

-einem Arbeitsmodell zusammengefalit (Abb.45 C).
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10, Allgemeine Exskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Transportfunktion verschiedener mitochondrialer Antiportcarrier in
mechanistischer und struktureller Hinsicht untersucht. Die kapitelitbergreifenden Themen waren dabei die
asymmetrische Proteinorientierung in der Liposomenmembran, die Charakterisierung des kinetischen
Transportmechanisntus, die Induktion unidircktionaler Transportakiivitdt und dic chemische Modifizierung
funktioneller Aminosdure-Seitenketicn, Diese Punkte sollen hier im Zusammenhang und insbesondere auch

hinsichtlich ihrer allgemeinen Relevanz diskutiert werden.

16.1 Asymmetrische Rekonstitution von Membranproteinen

Die orientierte Rckonstitution von Membranproteinen wie dem Asp/Glu- (s. 3.) und dem Oxoglutarat-Carrier
(s.5.) ist recht auBergewdhnlich, da sic im Vergleich zu anderen asymmetrisch rekonstituierten Proteinen (wic
z. B. den Atmungskettenkomplexen) relativ klein sind. Dics belegt die ZweckmabBigkeit der angewendeten
Rekonstitutionsmethode. Unter Anwendung von Techniken, die Einfrier-Auftae-Zyklen und/oder Ultraschall-
Bchandlung beinhalteten, konnten weder Carrierproteine wie der Hexose-Carrier aus Erythrocyten (Wheeler
& Hinkle 1981) oder der Lactose-Carrier aus Escherichia coli (Seckler & Wright 1984) noch grofiere Proteine
wic dic Cytochrom c-Oxidase (Cascy et al. 1982) mit signifikanter Priferenz einer Orienticrung rekonstituiert
werden, Im Falle des mitochondrialen ADP/ATP-Carriers schienen dic zwei moglichen Orientierungen nach
Einfrieren, Auftauen und Beschallung in unterschiedlichen Anteilen aufzutreten, wie sich durch Korrelation
der CAT- bzw. BKA-Bindung mit dem Nucleotid-Transport aufzeigen lich (Krdmer & Klingenberg 1979},
Wegen der hohen Hydrophobizitit des BKA jedoch fithrte teilweise unspezifische Bindung vermutlich dazu,
den Grad der Asymmetrie zu tberschitzen (R. Kramer, unverdffentlichic Ergebnisse).

Andererscits gelang die Priparation von Proteoliposomen mit definicrter Proteinorientierung in mehreren
Fallen durch funktionclic Rekonstitution unier langsamer Entfernung des Delergens. Neben dem Asp/Glu-
nnd dem Oxoglutarat-Carricr wurde durch hydrophobe Chromatographie auf Amberlite auch das Uncoupling-
Protein aus Hamster-Mitochondrien unidirektional (right-side out) in Liposomen eingebaut (Klingenberg &
Winkler 1986). Der Lactose-Carrier aus £. cofi hingegen konnte durch Anwendung von Bio-Beads nicht asym-
metrisch rekonstituiert werden (Seckler & Wright 1984). Die Entfernung des Detergens durch Dialyse fihrte
bei mehreren Proteinen zu ciner ausgerichteten Membran-Insertion. Auf dicse Weise lieBen sich verschiedene
Komplexe der mitochondrialen Atmungskette vektoriell rekonstituicren. So wurde gezcigt, daf die Cytochrom
¢-Oxidase unter cntsprechenden Bedingungen cine starke Neigung (ctwa 85%) zugunsten ibrer nativen Orien-
tierung aufweis( (Casey ct al. 1982). Weiterhin konnte das Anionen-Transportsystem measchlicher Erythrocy-
ten (97 kDa) durch eine speziclle, auf Dialyse basierende Technik unidirektional rekonstituiert werden {Scheu-
_'ring et al. 1986). Beide Methoden, Chromatographie auf Amberlitc und Dialyse, gewéhrleisten offenbar milde

Bedingungen wihrend der Rekonstitution, was die orientierte Integration des amphiphilen Proteinmolekiils m
~die Membran ermdglicht. Bei Beschallungsprozeduren hingegen bewirken dic Kavitationskrifte ein stindiges
'.:-Vermischen der zwei gegensitzlichen Proteinorientierungen, was letztlich zu ciner bimodalen Insertion in die
‘Membran fiihrt. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit auch dadurch deutlich, daf§ sich mittels Uliraschall die

‘Orientierung des asymmetrisch rekonstituierten Oxoglutarat-Carriers wieder autheben lich (s. unten).
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Die transmembrane Asymmetric des rekonstituierten Asp/Glu-Carriers wird auch durch strukturelle
Belunde gestittzt, Die inhibitorische Wirkung des die Membran permeierenden PCMB konnte durch das nicht-
permeable DTE zu 100% revertiert werden, selbst wenn man dic Proteoliposomen mit hohem Uberschufl an
PCMB fiir lange Zeit inkubiert hatte {Tab.XV). Dies beweist die ausschlieBlich exofaziale Lage des betroffe-
nen Cysteins. Die beschrichenen Untersuchungen zur Proteinorienticrung des rekonstituierten Oxoglutarat-
Carricrs basierten dagegen ausschlicBlich auf funktionellen Figenschaften des Translokators, namlich seincn
scitenspezifischen Transportaffinititen. Dal diese Seitenspezifitat kein Artefakt des McBsystems war, belegien
die absolut vergleichbaren K - Werte, dic wir im Falle des Asp/Glu-Carriers auch in intakten Mitochondrien
bestimmten (Tah.1V). Da fiir den Oxoglutarat-Carrier der Grad der Ubereinstimmung mit den (publizierten)
K ,-Werten intakler Mitochondricn fiir eine dhnlich klare Aussage nicht ausreichte, lieBe sich das Argument
vorbringen, dal} die sich zwischen den beiden Mcembranseiten maximal um den Faktor zwei unterscheidenden
Transportaffinitdten auf physikalische Spannungen infolge der Krimmung der Membran zuriickzufithren sind.
Obwohl diese Annahme ziemlich hypothetisch ist, wurden Experimente durchgefithrt, um die Proteinorien-
tierung umzudrehen brw. zu vermischen. Nach Einfricren und Auftauen der Proteoliposomen, gefolgt von
ciner Puls-Beschallung, war in der Tat cine statistische Verteilung der Proteintopologic detektierbar, wie aus
dem Erscheinen der internen Bindungsstellen (mit hohcrer Affinitit) auf der externen Membranoberfliche
gefolgert werden muBite (Abb.13 B). Das heschricbene analytische System war also auch fiir den Oxoglutarat-

Carrier ohne Einschrénkung fiir dic kinetische Untersuchung des Transportmechanismus geeignet.

16.2 Die Kinetische Familie der mitochondrialen Antiperier

Aus der Reihe der spezifischen Antiportsysteme der inneren Mitochondrienmembran sind nur wenige ausrei-
chend untersucht worden, um ihren Transportmechanismus kinetisch beschreiben zu kénnen, Der erste Anii-
porter, der in intakien Mitochondrien als klassisches Bisubstratsystem analysiert wurde, war der Oxoglutarat-
Carrier aus Rattenherz (Slusc et al. 1972). Dic Ergebnisse fithricn zu dem SchluB, daB dieser Carrier eincm
seq_uéntieﬂén Mechanismus folgt, dessen Charakteristikum das Auftreten cines tcrndren Komplexes des
Proteins mit zwei Substrat-Liganden ist. Dabei wurde impliziert, daB dieser Komplex gleichzeitig das kataly-
tische Intermediat darsiellt, und es gab Evidenzen, dal} dieses sich durch schnclle Bindung zweier Substrat-
molekiile .(.ohne strikte Reihenfolge) bildet. Trotz dieses klaren Modclls ergaben nachfolgende Studicn ein
deutlich komplexeres Bild des Oxoglutarat-Carriers mit véllig unterschiedlichen Eigenschaften auf beiden
Seiten der Membran (vgl. 5.). Weitere Versuche kinetischer Bisubsirat-Analysen in Mitochondrien hatten den
Asp/G_iu-Car_rier (Murphy et al. 1979, LaNoue at al. 1979) und den ADF/ATP-Carrier zum Objekt (Barbour &
Chan 1981, Duyckacrts el al. 1983, Stusc ct al. 1989). Die Divergenz der dabei erziclten Ergebnisse wurde fiir
den_ Asp/Glu-Carrier in 1.2, 3.1 und 4.1, fiir den ADP/ATP-Carrier in 4.4 erlautert,

' der vorlicgenden Arbeit konnte mit Hilfe des oben besprochenen Proteoliposomen-Systems (s. 10.1)
der-Beweis angetrelen werden, dal} sorgléltige kinetische Studicn - in erster Linie Bisubstral-Analysen - sehr
.\:vohi zu ciner klaren ‘Aussage iiber den katalytischen Mechanismus fihren kénnen. Der scquentielle Mecha-
_RiSMUs. vom rapid—équilibrium-random-Typ, der unter 4. und 5. ausfithrlich beschricben wurde, crwies sich als

. gemeinsames. Charakteristikum von Asp/Glu- und Oxoglutarat-Carrier. Das daraus abgeleitete Modell
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{Abb.10, 45 A) ist deutlich einfacher (und symmetrischer) als aus den oben crwihnten Untersuchungen ganzer
Mitochondrien gefordert wurde. Im Falle des Oxoglutarat-Carriers zeigte sich dennoch eine gualitative, im
Falle des Asp/Glu-Carriers sogar eine quantitative Ubereinstimmung zu den Befunden in Mitochondrien, wie
die paraliel in beiden MeBsystemen durchgefiihrten Experimente ergaben (s. 4.). Es fanden sich zwei unab-
hingige Substral-Bindungsstellen, cine auf jeder Membranseite. Die Aatiporigeschwindigkeit hing allein von
der Sittigung dieser Bindungsstellen mit Substrat ab, ohne daf sich dabei dic interne und dic externe Stelle

hinsichtlich ihrer Affinitit gegenseitig beeinflufiten. Kooperative oder allosterische Phénomenc traten nicht

auf. Wihrend des Antiportzyklus fungicrt ein terndrer Carrier-Substrat-Komplex mit je einem von beiden
Seiten gebundenem Substratmolekill als Trarslokationsintermediat. Dieses bietet den Ansatzpunki fir dic
elektrophoretische Kontrolle des Asp/Glu-Antiports durch das Membranpolential.

An dieser Stelle ist zu erwihnen, daB der Transportmechanismus des ADP/ATP-Carriers, des am inien-
sivsten studierten mitochondrialen Carriers, als “gated-pore’-Mechanismus mit einer einzigen Bindungsstelle
beschrieben wurde (Klingenberg 1976, 1981, 1989, vgi. 1.4), was kinetisch als Ping-Pong-Mechanismus zu
klassifizieren wire. Dieses Modell fufite in erster Linie auf Untersuchungen der Zugénglichkeit der Bindungs-
stellen in den zwel verschiedencn Konformationszustinden des Carriers, welche sich durch die scitenspezi-
fischen Inhibitoren CAT und BKA blockieren lieBen. Bindungsstudicn fiihrten allerdings auch »u aliernativen
Modellen mit mindestens einer Bindungsstelle auf jeder Seite der Membran (s. Block & Vignais 1984 und
Zitate darin). In Ubereinstimmung damit lielerten kinetische Amalysen der Nucleotid-Austauschreaktion
dirckte Evidenzen fiir einen sequentiellen Mcchanismus (Barbour & Chan 1981, Duyckaerts ct al. 1983, Slusc
et al. 1989). Somit 1Bt sich das generelle Konzept einer funktionellen Carrierfamilic entwickeln, die sinem
gemeinsamen kinctischen Transportmechanismus folgt. Aus dicser Familie, bis dato bestchend aus dem
Asp/Glu-, dem Oxoglutarat- und dem ADP/ATP-Cariier, sind die zwel letztgenannten ‘Transportsysteme
gleichzeitig Mitglicder der strukturellen Familie (s. 1.3). Diese Ubcrlappung, wenn sie sich auch fiir den
Asp/Glu-Carrier erweiscn sollte, konnle bedeuten, daf dieses Protein als Monomer funktioniert, da es ein etwa
doppelt so hohes Molckulargewicht besitzt wic alle andercn bisher identifizierten Carrier aus Mitochondrien.
Man hitic dann einc hexapartite Struktur zu fordern, dic zur Bildung »w0lf transmembraner Helizes gecignet
wiire (vel. 1.3). Eine 12-Helix-Sirukiur wird auch ftir viele (monomere} Carrier aus Bakterien sowic filr andere
Membranproteine mit Transpostfunktion angenommen.

Die wesentlichste Aussage, dic sich aus den durchgefithrten Untersuchungen folgern 148t betrifft die
cingangs anhand des *gated-porc’-Modells angestellten Betrachtungen zur Transportkatalyse (s. 1.4). Von den
altcrnativen ‘Varianten dieses Modells (s. S. 6) muB} aufgrund der Forderung nach vweil gleichzeitig zuglng-
lichen Bindungsstellen die Moglichkeit mit nur einem Bindungszentrum (in einem Kanal) ausscheiden. Einc
solche von Klingenberg (1981) wegen ciner *half-of-the-silcs-reactivity’ des ADP/ATP-Carriers geforderte und
bis heute verteidigte Konzeption kann zumindest fiir den Asp/Glu- und den Oxoglutarat-Carricr nicht
-iutrcffen. Stattdessen miissen, will man dem “gated-pore’-Modell weiterhin folgen, zwei Kandle mit je einer
Bindungsstelle favorisiert ‘werden (Abb.45 A). Zwei Bindungsstellen in einem Kanal wiirden hingegen ein

' '__\:vesqntlich komplexeres ’gating’ als dem von Kiingcn‘{)erg (1981} als reziprozierend bezeichneten 'flip-flop’
:__Mec_han_ismu_s ‘bedingen. Diese deutlich erwciterten Vorstellungen sind mit den Vorschldgen zur Quartar-
struktur mitochondrialer Carrier problemlos vereiubar (s. 1.3). Ein Zwei-Kanal-Modell setzt natiirlich einc

" strenge Kooperativitdt beider Kandle voraus. Maglicherweise ist die Beobachtung unidircktionaler Efflux-
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aktivitdt, die in der vorliegenden Arbeit fiir don Asp/Glu- und den ADP/ATP-Carrier beschrieben wurde, ein
Ausdruck der Storung dieser Kooperativitit (vgl. 10.3 und 10.4).

Hinweise auf separatc Kandle lasscn sich aus crsten Befunden zum Tramsportmechanismus des
Dicarboxylat-Carriers ableiten. Obwohl sich hier noch crweisen muf, ob dic wechselseitige Interaktion von
internem und externem Substrat mit dem Carrier auch als sequentiell klassifiziert werden kann, bedeutet allein
der Befund, daf auf der MembranauBenseite zwei separate Bindungsstellen cxisticren (s. 6.), denen auf der
Innenseite cbenso zwei gegenilber stehen diirften, eine Herausforderung des generellen Carrier-Konzepts.
Geht man von einem Homodimer als Funktionseinheit aus (s. 1.3), so sind zwei Bindungsstelien mit unter-
schiedlichen Spezifititen nach den bisherigen Ausfithrungen am ehesten mit je zwei Stellen in zwei Kanilen
vercinbar. Die vollig unabhéngige Besetzung dicser zwei verschicdenen Bindungsstellen durch die Subsirate
Malat bzw. Phosphat (s. 6.) spricht fiir cine oberflichliche Lokalisierung (kcine *half-of-the-sites-reactivity’).
Alle vier Bindungsstellea in einem Kanal unterzubringen (zwei innen, zwei auBen) bedeutete cinen grundsitz-
lichen Widerspruch entweder zum sequenticllen Transportmechanismus, da im ‘gated-pore’-Modcll internc
und externe Bindungsstellen cines Kanals nie gleichzeitig zuganglich sind (vgl. S. 6) oder zum gated-pore’-
Mechantsmus selbst, da das *gating’ eben nicht mehr reziprozicrend ablaufen konnic.

Dies wirft Fragen auf, wic eine koordinicrtc Funktionsweisc des Dicarboxylat-Carriers bei Anwesenheit
beider Substrate der zwei unterschiedlichen Bindungsstellen maéglich ist. Hier erwics es sich, daB aus der

kinetischen Analyse auch Aussagen tiber dic Regulation von Carriern gemacht werden konnen. Dic crwihnte

Abb.45: Erweltertes ‘gated-pore’-Modell des Asp/Glu-Carriers. A: Antiportfunktion (vgl. Abb.10), B: Efflux-
funktion; nur zwei Konformationszusténde sind gezeigl. C: Topographisches Modell zur Lokalisierung ciniger
im ‘Text nédher  charakierisierier funktioneller Aminosdure-Seitenketten. Nur die von aufBen zugingliche
Bindungsstelle, die von den Modifizierungsreagenzien verindert wird, ist gezeigt. Nach Effluxinduktion durch
- Modifizierung von Cys_ und Cys,, ist sie - entkoppelt von der zweiten Bindungssicllc - aliernierend von beiden
‘Membranseiten aus zuginglich (vgl. B.) Die dargestellten Funkiionseinheiten des Carriers (A, B) sind nicht als
strukiurelle Untereinheiten anzuschen,
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unabhingige Besetzung beider (externer) Bindungsstellen fithric zur Bildung cines transport-inkompetenten
Komplexes (Abb.20). Dic aus der nichtkompetitiven Hemmung (s. 6.3) zu fordernde rapid-cquilibrium-
Bindung der beiden externen Substrate Malat und Phosphat (zusammen mit dem intcrnen Gegensubstrat!)
verhindert jedoch, daB der inaktive Komplex die Transportfunktion in einer Art *dead-end’-Komplex vollig
blockicrt (vgl. Fromm 1979). Dies diisfte auch in vivo relevant scin. Das Auftreten eincr selchen Hemmung
kann daher als sinnvolle Substrat- (bzw. Produkt-) Hemmung verstanden werden.

Beim Asp/Glu-Carrier gewahrleistet die rapid-equilibrium-ordercd-Bindung von H7 und Glutamat {GL
4.3y dic Kopplung dieses Cotransports auf eine Art und Weise, dal Homoaustausch-Zyklen vermindert statt-
finden (s. 4.4). Diese kinctische Regulation einer beiden Substraten (Aspartat und Glutamat) gemeinsamen
Bindungsstelie vermeidet Hemmeffekte, die bei zwei separaten Bindungsstellen auflreten konaten, wic gerade
fiir den Dicarboxylat-Carrier dargelegt. Inwieweit der bei Asp/Glu- und Oxoglutarat-Carrier tibercinstimmend
gemachicn Beobachtung ciner random-Bindung der beiden Antiportsubstrate cine Bedeutung beizumessen ist,
bleibt hingegen unklar. AusschlicBlich vom Standpunkt der Katalyse aus betrachtet, ergibt sich kein Vorteil
durch dic random- gegeniiber einer ordered-Bindung. Andererseits ist {iir einen Antiportprozess weniger das
koordinierte Zusammeniithren zweier Substrate, sondern vielmehr der gekoppelic Gegentransport entschei-
dend. Insgesamt bleibt fesizuhalten, daB bei dem hier abgeleiteten Modell eines konzertierten Transports
beider Gegensubstrate cine schneile, nicht-limitierende Bindung (random oder ordered) zur Ausbilduag des

katalytischen Komplexes moglicherweise cine wichtige Bedingung fir cine effiziente Funktion ist.

10.3 Transportkatalyse nach dem erweiterten 'gated-pore’-Meodeli: funktionelle, energetische und strukturelie
Aspekie

Die unter 7. und 8. beschrichenen Eigenschaften der unidirektionalen Effluxaktivitat, die sich durch SH-
Modifizierung des Asp/Glu- und des ADP/ATP-Carricrs induzieren lieB, geben cinen tieferen Einblick in die
eigentliche Transportkatalyse, d. h. in die Translokation des cinzelnen Substrats. Efflux ist ein gegenitber dem
Antiport deuthich vereinfachter Modus des Transports. Eimige Schritte des gesamicn Translokationsvorgangs
sind climiniert, so die spezifische Bindung zweier Substratmolekile unter Ausbildung des katalytischen
{erniiren Komplexes und so auch der konzertierte Transport dieser Molekille in entgegengesetzte Richtungen
(vgl. 10.2). Aus dicser reduzierien Komplexitat 148t sich folgern, daBd ncue Aspekic des Durchschleusens cines
Substratmolekils durch das Carrierprotein ans Licht gebracht wurden. Welches Modell auch 1mmer das rever-
sible Umschalten des Transportmechanismus auf molckularer Ebene korrekt beschreibt, unsere funktionellcn
Ergebnisse lassen sich folgerichtig interpreticren unter Annahme eines priformierten Kanals als.strukturellcr
Voraussetzung fitr dic Substraitranslokation,.und zwar [iir den Antiport wic den Eftlux {vgl. 8.4).

Nach den eingangs angestellten Betrachtungen zur Encrgetik des *gated-pore’-Modells bedarf es fiir einen
 effektiven Transpori einer festen intrinsischen Bindung des Substrats im Ubergangszustand (s. 1.4). Die dabei
frei werdende Bindungsenergic bestimmt nach Krupka (1989) zugleich die Transportrate, die Substratspezifitit
- und. e:_luc_:h den:Grad der Antiport-Kopplung. Von der SH-Modifizierung wurden ‘offensichtlich alle dret

_-?a_r_amcter betroffen. Beim Aspartat- und beim ATP-Efffuxcarrier war dic Aufhebung der Kopplung mit einer
' -~ drastischen Reduktion der Substratspezifitit (zumindest beim ‘Asp/Glu-Carrier) und der Transportrale (vor

- allem beim AD_P/ATP-Carricr) verbunden. Dies legt nahe, daB die angewendeten Reagenzien mit der intrin-
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sischen Bindung des Substrats inferferieren. Dementsprechend war auch die Aktivierungsenergie des Effluxes
gegeniiber der des Antiports eher erhoht als erniedrigt (bei iso-osmotischen Bedingungen, s. 8.3). Nimmit man
entsprechend des erweiterten “gated-pore’-Modells an, dafl die modifizierte von den zwei intrinsischen
Bindungsstellen selbst in Abwesenheit von cxtcrnem Substrat alternierend von beiden Membranseiten aus
zuganglich ist (Abb.45 B), so erkliren sich auch die rans-Effekte der exofazial angewendeten Reagenzien anf
den von innen nach auffen gerichteten unidirektionalen Transport; (zur Zuganglichkeit funktioneller Gruppen
von beiden Seiten der Permeabilitatsbarriere siehe auch Bogner et al. 1986 und Jennings & Afl-Rhaiyel 1988).
Davon zu unterscheiden ist die sogenannte frans-Inhibition des Netto-Fluxes durch extern anwesendes Substrat
(s. 8.}. Die Spezifitat dieses Effektes licl dic Betetligung der zweiten, extern zuginglichen Bindungssielle des
Asp/Glu-Carriers vermuten, was zum cinen belegf, dafd eine zweite Bindungsstelle existiert, und zum anderen,
daB einc Kopplung noch ansatzweise vorhanden ist.

Nach dem ’gated-pore’-Modell sind die intrinsische Bindung (und damit anch die Kopplung) mit dem
‘gating’ der Pore eng verbunden. Beides ist ganz offensichilich mit der korrekten raumlichen Position von
Cystein-Seitenkeilen korreliert, von denen beim Asp/Glu-Carrier mindestens eine der aktiven Bindungsstelle
zugeordnet werden konnte (5. 10.4). Das gestorte ‘gating’ licB dic Poren-Eigenschaften deutlicher zutage
treten. Dies zeigte sich darin, dal3 offenbar die Grolle der Pore die Selektivitat des Transports bestimmic. Die
Erkennung angemcssener Substrate durch die Bindungsstelle auf der Membraninnenseite war nahezu ausge-
schaltet (K| unmelibar). Moglicherweise driickt auch der nach Fluidisicrung der Liposomenmembran deutlich
gesteigerte Flux, begleitet von einer erniedrigien Aktivicrungsenergic (s. 8.3.5), die dominierende Rolle der
Kanalstruktur im Efflux-Zustand (nicht aber im Antiport-Zustand) aus.

Auch die physiologische Funktion des Asp/Glu-Carriers kana durch ein reines Carrier-Modell mit einem
Ubergang zwischen zwei ausschlicBlichen Konformationen nicht ausreichend beschrieben werden. Ein
langsamesr unidivektionaler Flux war auch ohne Modifizierung zu beobachten. Umifangreiche theoretische
Betrachtungen von Lauger (1980, 1985) tber die Dynamik und Energiebarrieren von Transportvorgingen
berechtigen die Forderung nach einer kanalartigen Struktur filr verschiedene Klassen von Transportproteinen.
Wie in diesen Studicn abgeleitet wurde, diiriten viele Transportsysteme nach einem intermedifiren Mechanis-
mus 'Z.wischen ginem reinen Carrier und einem reinen Kanal funktionieren. Unsere experimentellen Daten
fihren zu - ahnlichen SchluBfolgerungen fir den Asp/Gle-Carrier, dic hochstwahrscheinlich auch fir den
ADP/A_TP—Carricr relevant sind und moglicherweise auch aul weitere Transportsysicme iberiragen werden
kénnen (s. 84) Dicse Sichlwcise impliziert cin mobiles Substrat, das sich wihrend der Translokation relativ
zum Protein bewegt, und widerspricht somit jeglichem Modell mit mobilen Bindungsstcllen, die zusammen mit
dem gebundenen Substrat die Lipid-Doppelschicht fiberqueren - etwa infolge eines dramatischen Konforma-
tionswechsels des gesamten Proteins. Zu der Erkenntais, daB} eine Kanalstruktur fiir den Transport durch
biglogischc Membranen ein generelles Prinzip zu sein scheint, kommen auch Falke & Chan (1986a) aulgrund
struktureller und funktioneller Befunde zum Anionenaustauscher aus Erythrocyten. Und selbst bei einem so
andersartigen Transporisystem wie dem bakteriellen Phosphotransferase-System wird eine enge, hydrophile
2 Pore, __gebildét durch die EII-Komponente, intensiv diskutiert (Lengelér 19903; die Permeabilitdt dieser Pore

lieB3.sich nach molekularbiologischer Deletion der anderen Komponenten tatsichlich messen. Im Unterschied
" zu klassischen Kanélen iiberbriickt die Porenstruktur eines Carriers jedoch nicht den ganzen Transportweg,

éondern nur die Distanz vor und hinter der intrinsischen Bindungsstclie.
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10.4 Einblicke in die Topographie der exofazial zugéinglichen Bindungsstelle

Die in den Kapiteln 7 bis 9 beschricbenen Experimente mit ciner Vielzahl Aminosidure-reaktiver Modifizie-
rungsreagenzien fithrien zur funktionellen Charaktcrisicrung (a) eines cssentiellen Lysins, (b} zweier essentiel-
ler Cysteine und (c) eventucil auch cines essentiellen Histiding des Asp/Glu-Carriers. Diesc Seitenketten lassen
sich wie folgt beschreiben und differenzieren.

Das genanntc Lysin wurde eindeutig durch die Reagenzien PLP und EDC/Carbonsiure, sebr wahrschein-
lich durch die Isothiocyanostilbendisulfonate SITS und DIDS sowic miglicherweise (s. unten) auch durch
DEPC modifiziert (vel. Tab.XHE). Am genauesten wurde dabei die ncuartige, durch EDC katalysierte Acylie-
rung diescs Lysins untersucht. Das Ungewdhnliche an dicser Reaktion ist die auflerordentlich hohe Reaktivitit
der betroffenen €-Aminogruppe bei pH-Werten von 6.2-6.5, was einen fir Lysin sehr tielen pK bedingt. In der
Literatur wurde kiirzlich eine durch ein dhnliches Carbodiimid (1-Ethyl-3-(3-trimethyiaminopropyl)-carbo-
diimid, ETC) vermittelte Citrylierung cincs Lysinrestes (pK 7-8) des Anioncncarriers aus Erythrocyten
beschrieben (Werner & Reithmeier 1988). Der Reaktionsmechanismus des ETC wurde - nach crsten Fehl-
interpretationen (Craik & Reithmeier 1984, 1985) - analog der in G 9.4 formulierten Reaktionsgleichung
angegeben.

Die Modifizierung des angesprochenen Histiding durch DEPC, ein als stark Histidin-spczilisch beschrie-
benes Reagens, ist. wegen der hohen Reaktivitdt des genannten Lysins anzuzweifcln. Ahnlich wic bet EDC liel
sich auch die Inaktivierung durch DEPC mit PLP stark unterdriicken. EDC, DEPC und PLP fithrten alle nicht
nur zur Inhibition der Antiportaktivitit, sondern verhinderten auerdem die Induktion der Effluxaktivitat (s.
unten). Da aber auch klare Unierschicde in der Reaktivitdt von DEPC und EDC festgestelit wurden (Abb.39
A), soll zumindest dic Moglichkeit cines funktionelien Histidins in das topographische Modell aufgenommen
werden (Abb.45 C).

.Die zwel Cysteine lieBen sich in mehrfacher Hinsicht differenzicren, Allein funktionell galt cs drei Beo-
bachtangen zu erkliren: (a) dic Antiportinhibition durch alle beschricbenen SH-Reagenzien (bercits bei tiefer
Konzentration), (b) die Effluxinduktion durch HgCL, Mersalyl und PCMS (Mersalyl und PCMS nur bei deut-
lich hoherer Konzentration, vgl. Tab.X111) und (c) die Hemmung des sogenannten Grundeftiuxes durch DTNB
(Abb.21) und NBD-CL Die Zuordnung dicser Effekte zu den zwei Cysicinen (Cys, und Cysy) erfolgle auch
unter Beriicksichtigung der unten aufgefliihrien topographischen Kriterien. Demnach fithrt die Modifizierung
von Cys,, oder Cysy, zur Antiportinhibition und die von Cys,, auBerdem zur Grundeffluxhemmung. Sind sowohl
_C)_f'sa als auch Cys;, verinderl, kommt es zur Effluxinduktion unter Beibehaltung der Antiporthemmung.

.. Um-aus dieser {unktionellen zu ciner anndherungsweise topographischen Beschreibung za gelangen,
wurden folgende zwei Kritericn sugiunde gelegt. Ein spezifischer Substratschutz gegen dic Wirkung des jewei-
ligen Reagenzes bei Anwesenheit niedriger Substratkonzentrationen (im K -Bereich) wurde in jedem Fall als
-.-I__ndiz_ fiir cine Reaktion am aktiven Zentrum angeschen. Ein solcher Schutz war fiir die Reagenzien PLP
(_Lysin), EDC (Lysin), DEPC (Lysin oder Histidin) und NBD-C} (Cys,) zu beobachten. Auflerdem war in
_Anwesenheit von Substrat cine Effiuxinduktion weder durch HgCl, noch durch Mersalyl (Cys, und/oder Cysy,)

:m'c')g_ﬁch_; (PCMS wurde nicht getestet). Ein Schutz vor irrevessibler Modifizierung durch reversible Subsirat-

e -bindung ist bei schnell wirkenden Reagenzien nicht unbedingt zu erwarten. Als zweiter Gesichispunkt diente

- daher die Kompetition eines Reagenzes mit den gerade genanaten Bindungsstellen-Inhibitorcn. Hierbei muBlte
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allerdings beriicksichtigt werden, dafl einige Reagenzien mehrere Wirkorte hatien. Auﬁerciem war es nicht
mmmer moglich, eine direkte Kompetition (um denselben Aminosiure-Rest} von sterischen Effekten (benach-
barter Reste) zu unterscheiden.

Abb.45 C gibt ein Arbeitsmodell zur Topographie der genannten Aminosdure-Seitenketten wieder, Das
reaktive Lysin (Lys) und Cys, sitzen dirckt benachbart am akiiven Bindungszentrum. PLP (Lys) unterdriickte
dic Wirksamkeit grofierer SH-Reagenzien wic DTNB, Mersalyl und Hg/EDTA, nicht aber die von HgCl, und
kaum die von PCMB, PCMS und NBD-CI (Tab.XIX). Umgekehrt reduzierte DTNB (Cys, ) die Effektivitdt der
Antiportinhibition durch EDC (Lys). Da diese sterischen Interaktionen von Lysin- und Cystein-Reagenzien an
der externen Bindungsstelle nicht fiir jedes SH-Reagens und jede der beschriebenen Wirkungen emdeutig zu
kliren waren, wurden sowohl Cys, als auch Cysy, der Nachbarschalt des Lysins zugeordnet, wobei jedoch
deutlich wird, dafl das Lysin - nach Modifizierung - das Cys a deutlich stirker abschirmt als das Cysy,.-
AuBlerdem unterliegt nur das mehr endofazial gelegene Cys @ mcit aber das Cys, am exofazialen Rande der
Bindungsstelle einer Protektion durch dic Bindung von Substrat. Da PLP und teilweise auch DTNB vor der
Wirkung von DEPC genauso schiitzten wie vor der des EDC, wurde das putative Histidin (His} ebenfalls in die
Nahe von Lys und Cys, gezeichnet.

Dieses relafiv einfz;lche ModeHl erklart vor allem, dall die Effluxinduktion durch SH-Modifizierung mit der
oben diskutierten intrinsischen Bindung des Substrats interferiert {vgl. 10.3) and weiterhin da} die Modiizic-
rung des Lysins (und cventucH auch des Histidins) dic Effluxinduktion verhindert. Dabei ist zut betonen, dafl
dic chemischen Verdnderungen nur an der exolazial zuginglichen Bindungsstelle erfolgen kdnnen {Abb.45 C}.
Zur Effluxinduktion bedarf es somit entweder eines rrans-Effektes auf die cndoflazial zugdngliche Bindungs-
stelle, oder aber es kommt, wic in Abb.43B dargestellt, infolge der Entkopplung zu einem unidirekfionalen
Transpori, an dem nur die modifizierie Bindungsstelle teilnimmt. Letztere, wesentlich direktere Deutung dor
trans-Effekte bestatigt, wie bereits erwihnt wurde, prinzipiell das 'gated-pore’-Modell, wobel fitr den Antiport
ein Zwei- und fiir den Efflux ein Ein-Kanal-Modell favorisiert werden mufl (Abb.45).

Das vorgestelite Modell bedarf weiterer Untermauerung vor allem aufl der molekularen Ebene. Dabei
wird die Ideniifizierung der angesprochenen funktionellen Gruppen in der (zu ermiitelndenj Aminosiure-

chucnz dcs_Asprlu—Carricrs angestrebt.
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11, Zusammenfassung

Vier der wichtigsten mitochondrialen Antiportcarrier wurden in hposomale Membranen rekonstitutert. Dicses
MeBsystem mit aufgereinigtem Carrierprotein ermoglichte es, mechanistische und - im Falle des Asp/Glu-

Carriers - auch strukturelle Aspekte der Transportkatalyse unter definierten Bedingungen zu untersuchen,

1. Methodische Limitierungen hieBen sich durch den kombinterten Einsatz von Vor- und Ritcktansch-Technik
weitestgehend beseitigen. Die Transportaffinititen auf beiden Seiten der Membran wurden ermittelt und auch
die Scitensperifitdit der somit charakterisierten Bindungsstellen. Fiir den so untersuchten Asp/Glu- und

Oxoglutarat-Carrier ergab sich eine asymmetrische Orienticrung der Proteine in der Liposomenmembran.

2. Wie in Proteoliposomen so zcigte sich auch in intakten Mitochondrien, daB der Asp/Glu-Carrier auf seiner
externen Seite eine deutlich hdhere Affinitdt fiir Aspartat besitzt (K 123 brw. 216 pM) als auf der internen
Seite (K, 2.8 bzw. 2.4 mM). Dicse vergleichende Studic in den verschicdencn MoBsystemen belegt eine right-

side-out-Oricnticrung des rekonstituierten Carriers sowie eine dem nativen Carrier entsprechende Funktionalitat.

3. Bisubstrai-Analysen des rckonstituicrten Asp/Glu-Antiporis crgaben kinctische Muster, die nur mit der
Bildung cincs ternfiren Carricr-Substrat-Komplexes infolge sequenticller Besctzung zweier Bindungsstellen
crkldrbar sind. Kompetitionsstudien waren konsistent mit je einer Bindungssielle auf jeder Seite der Membran.
Untersuchungen der cleklrischen Eigenschaficn des Asp/Asp-Homoaustausches {thrien zu dem Schiufl, dafi das
Translokationsintermediat eine transmembran-symmetrische Ladungsverteilung hat - im Einklang mit eincm
terndren Komplex mit je cinem von jeder Scile gebundenen Subsiratmolekiil. Ein solcher katalvtischer Komplex
sollte beide Substrate in einem konzertierten Schritt translozieren. Vergleichende Analysen in Mitochondrien
bestitiglen den sequentiellen Transportmechanismus vollstindig. In beiden Systemen kam man zu dem Ergebnis,
dal sich der funktionelic terndre Komplex durch schnelle und unabhéngige Bindung von interncm und externem
Substrat bildet (rapid-cquilibrium-random-Mechanismus). Zur Bindung von Glutamat bedarf es zusatzlich der

vorherigen (schnelien) Protonicrung einer scparaten H o -Bindungsstelle (rapid-equilibrium ordered).

4. Bisubsirat-Analyscn fiihricn auch beim Oxoglutarai-Carrier zu einem seguentiellen Mechanismus mit rapid-
cquilibrium-random-Bindungsschritten. Zieht man veroffentlichte Daten zum Mechanismus des ADP/ATP-
Carriers hinzu, so zeichnet sich ein Konzept ab, wonach die Familie der mitochondrialen Antiporter einem
gemeinsaroen kinetischen Transportmechanismus folgt.

5. Im Unterschied zu Asp/Glu- und Oxoglutarat-Carrier lieflen sich beim Dicarboxylat-Carricr auf der exofazia-
len Scite zwei Bindungsstellen kinetisch cindeutig unterscheiden, Diesen Stellen wurden die zablreichen
Substrate und Inhibitoren dieses Carriers wie folgt zugeordnel: Dicarboxylate (und deren Derivate), Sulfal und
Suifit eincrseils sowic Phosphat, Arscnat und Thiosulfat andererseits. Liganden aus einer Klasse zeigten eine
kompetitive Interaktion mil dem Carricr, wohingegen Liganden aus verschiedenen Klassen rein nicht-kompetitiv
wechselwirkten. Wurden beide Bindungsstellen gleichzeitig mit Malat bzw. Phosphal gesittigt, so war der

Gesamtumsatz des Carriers infolge Bildung eines transport-inkompetenten Komplexes betrichtlich reduziert.

6. Asp/Gli- und ADP/ATP-Carrier lieBen sich durch Modifizierung mit SH-Reagenzien von obligaten
Gegentausch-Carriern in unidirektionale Effluxcarricr umwandeln, Die Effluxinduktion war siets mit einer
Antiportinhibition gekoppeli. Aspartat- und ATP-Efflux beruhte auf intakt rckonstituiertem Carricrprotein und
konnte eindeutic mit dem Asp/Glu- bzw. ADP/ATP-Carrier korreliert werden. Antiport- und Effluxaktivitit
| .wurdcn jeweils zusammen gereinigt, Diese Befunde sind Indizien fiir die Beteiligung von Carricrsystemen an dem

. vielfach beschriebenen Permeabilititsansticg der Mitochondrienmembran nach Behandlung mit SH-Reagenzien.

7. Die exofazial angewendeten Effluxinduktoren fithrten zu cinem unmeBbar hohen K| | und zu einer drastisch

' _reduzicrien Substratspezifitdt der internen Bindungsstelle des Asp/Glu-Carriers. Das Substratspektrum reflek-
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tierte Poren-Eigenschaften. Wichtige Carricr-Eigenschaften, die erhalten blieben, waren die niedrigen Trans-
portraten und die hohc Aktivierungsenergie (86 kJ/mol). Die beobachtete framns-Inhibition des Effluxes durch
externes Substrat offenbarte zudem eine Involvierung auch der externen Bindungsstelle. Eine Reversion zum
Amntiport-Zustand wurde mit DTE erreicht, wodurch auch Substratspezifitat und Sattigungskinetik wicderher-
gestellt wurden, Zur Antiport-Efflux-interkonversion mufiten zwei reaktive Cysteine modifiziert werden. Nicdrige
Reagens/Protein-Dosen fithiten zu einem vollig inaktiven Intermediat. Die porenartigen Charakteristika des
Effluxcs werden im Einklang mit theorctischen Betrachtungen als Hinweis auf eine Protein-immanente Kanal-

struktur gewertet, die eine Voraussetzung auch fiir die physiologische Substrattranslokation (Antiport) darstellt.

8. Ein funktionelles, mit PLP reagierendes Lysin am aktiven Zentrum des Asp/Glu-Carriers konnte niher
charakterisiert werden. In ciner neuartigen Modifizierungsrcaktion fithrie EDC zu einer Carbodiimid-aktivicrten
Acyhierung dieses Lysins, wie durch radioaktive Markicrung nachgewiesen wurde. Wie bei EDC so lief3 sich auch
dic Inaktivierung durch DEPC spezifisch mit Aspartat und Glutamat sowie mit PLP unterdriicken. Ein Substrat-
schutz von 50% wurde jeweils ber Halbsittigung der externen Bindungsstelle beobachtet. Es crgaben sich Hin-
weise, dafl das DEPC nicht ein Histidin, sondern ebenfalls das angesprochene Lysin modifiziert. PLP, EDC und

DEPC waren die emzigen Reagenzien, die neben der Antiport- auch die Efffuxaktivitat wirkungsvoll inhibierten.

9. Damit itbereinstimmend konntc eines der an der Effluxinduktion beteiligien Cysteine der Nachbarschaft des
genannten Lysins zugeordnet werden. Aspartat unterdriickte die Effluxinduktion grundsétzlich, PLP reduvierie
die Wirksamkeit gréBerer SH-Reagenzien wie DTNB, Mersalyl oder Hg/EDTA. Umpgekehrt verminderic DTNB
die Effektivitit von EDC. DaB sich unter diesen SH-Reagenzien auch Nicht-Effluxindukioren befinden, belegt
erncut, dafl eine weitere SH-Gruppe modifiziert werden muf}, um den Efflux-Zustand zu induzieren. Eine selek-

tive Veranderung des Bindungsstellen-Cysteins gelang durch NBD-CL

Die genannten kinefischen, energetischen und strukturellen Befunde fihrten zur Entwicklung cines umfasscnden

Funktionsmodells fiir den Asp/Glu-Carrier sowic fiir die Familie der mitochondrialen Carrier im allgemeinen,
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13, Verzeichnis der Abkéirzungen und Symbole

Asp
BKA
BPAB
Ciztg
C13E1p
CAT
dpm
DEPC
DIDS
DNDS
DTE
DTNB
AW

EDC
EDTA
Glu
GME
H,-DIDS
IC59

k

ky

Kp K
k

app
K. K.

]
Kis
-
Mersalyl
MOPS
H
()
NBD-Cl
NEM
PCMB
PCMS
Pipcs
PLP

Sos
SDS

SITS

v

VLV

cx’ m

Aspartat

Bongkrekat

4-Bromphenacylbromid

QOctaethylenglykol-monododecylether
Decaethylenglykol-monotridecylether

Carboxyatractylosid

radioaktive Zerfille pro Minute

Diethylpyrocarbonat

4,4-Diisothiccyanostilben-2,2’-disulfonat

4,4 Dinitrostilben-2,2’-disulfonat

i,4-Dithioerythrit

5,5 -Dithio-bis{2-nitrobenzoeséure)

elekirisches Membranpotential

Aktivierungscnergie
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid
Ethylendiaminictraacetat

Glutamat

Glycinmethylester
1,2-(2,2’-Disulfo-4,4’-diisothiocyano)-diphenyiethan

fiir halbmaximale Hemmung erforderliche Inhibitorkonzentration
Geschwindigkeitskonstantc crster Ordnung (des Transports)
katalytische Konstantc

Michaclis-Konstanten bei Mehrsubstratreaktionen

apparente Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung (der Inaktivierung)
Inhibitionskonstanten

Dissoziationskonstanten binfirer Carrier-Substrat-Komplexe (bei Mehrsubstratreaktionen)
Michaelis-Konstante |
Mersalylsdurc

3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure

durchschnittliche Reaktionsordnung ~

Anzahl der Bestimmungen -

4-Chlor-7-nitrobenzofurazan

"' N-Ethylmaleimid

p-(Chlormercuii)-benzoesiure

* p-(Chlormercuri)-benzolsulfonsaure -

1,4-Piperazindicthansulfonsdure

Pyridoxal-5’-phosphat

Substratkonzentration o o
fitr halbmaximalen Substratschutz erforderliche Substratkonzentration
Natriumdodecylsulfat

4-Aceiamido-4’-isolhiecyanostiibqn—Z,Z’-disulf_(_)_nat h

- absolute Temperatur .

Transportgeschwindigkeit (Anfangsrate)
Volumen des externen bzw. internen Kompartiments-~ -

:maximale Transportgeschwindigkeit

. N-Ethyl-5-phenylisoxazolium-3’-sulfonat
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