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3Ip_Resonanzen im Kernspinresonanzspektrum

P.Rosch und R. S. Goody

Max-Planck-Institut fiir medizinische Forschung, Abteilung Biophysik,
Jahnstrasse 29, D-6900 Heidelberg, Bundesrepublik Deutschland

Liebe Kollegen,

es seien uns ein paar Anmerkungen zum Artikel von W.D.Keidel et al. in
Nr. 184/1 (1984) Ihrer Zeitschrift erlaubt, in dem aus *’P-NMR Untersuchungen
auf das Vorhandensein von AP, in Muskelzellen geschlossenn wird:

3P NMR Spektren von Nukleotiden bestehen oberhalb des pK-Bereiches —
ca. pH 6,5 im metallfreien, weniger als pH 6 im metallgebundenen Zustand —
im wesentlichen aus einer Resonanz pro Phosphoratom (die wieder durch P-P-
bzw. H-P-Kopplung weitere Struktur zeigen). Diese Resonanzen sind im allge-
meinen auch bei kleineren Magnetfeldstirken gut trennbar, insbesondere 146t
sich bei den metallfreien Triphosphaten die f-Resonanz bei ca. —20 ppm gut von
der a-Resonanz bei ca. —11 ppm und der y-Resonanz bei ca. —6 ppm trennen
(ppm von 85%igem H;PO,). Im metallgebundenen Zustand verschiebt sich die 8-
Resonanz zu positiveren ppm-Werten. Unterhalb des pK-Bereiches sind bei
niedrigen Feldstirken die a-Resonanz und die y-Resonanz nicht mehr zu
trennen; dies gilt fiir die metallfreie wie fiir die metallgebundene Form.

Ahnliches ist fiir das Tetraphosphat AP, zu erwarten: Eine Resonanz (6) bei
—6 ppm, eine («) bei—11 ppm, und zwei (8 und y) jenseits von —20 ppm im metall-
freien System oberhalb des pK-Wertes; Verschiebungen durch Metallbindung
sollten analog denjenigen bei Triphosphaten stattfinden. Dieses Verhalten wird
in von uns durchgefiihrten Experimenten in der Tat beobachtet. Die pK-Werte
sollten in dhnlichen Bereichen wie die der Triphosphate liegen.

Hieraus folgend mochten wir in Bezug auf die Verdffentlichung feststellen:

1. In pH-Bereichen, in denen die Autoren drei Resonanzen fiir ATP sehen,
sollten sie mindestens ebensoviele fiir AP, sehen —unabhéngig von der Spektro-
meterfrequenz und den MeBbedingungen.

2. Ein Vergleichsspektrum von AP, im oder unterhalb des pK-Bereiches im
metallfreien Zustand ist nicht geeignet als Vergleichsspektrum fiir diese Sub-
stanz oberhalb dieses Bereichs, schon gar nicht, wenn Metalle in der Losung
anwesend sind. (In Abb.3 wird das Skelettmuskelspektrum mit metallfreiem
ATP bei pH 7 verglichen, in Abb. 5 dasselbe Spektrum mit metallfreiem AP, bei
pH 6,5.)
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3. Das verdffentlichte Vergleichsspektrum (Abb. 5c) hat unseres Erachtens
sehr viel mehr Ahnlichkeit mit dem fiir AP,A zu erwartenden Spektrum als mit
dem von AP,.

Es sei betont, daB diese Punkte nicht notwendig dem Vorhandensein von AP,
in den vermuteten Konzentrationen im Muskel widersprechen. Es ist sehr
leicht moglich, daf in einigen Spektren die a-Resonanz von AP, mit der a-Reso-
nanz von ATP liberlappt, die f-Resonanz von AP, mit der f-Resonanz von ATP.
Dies ist auf Grund der nur grob bestimmbaren Intensititsverteilung in den
gezeigten Spektren nicht ohne weiteres auszuschlieBen.

Zur Kldrung des Problems wird 'H-NMR nicht weiter helfen, da die Pro-
tonenspektren aller Adenosinphosphate praktisch identisch sind. Ahnliches gilt
fiir *C-NMR, wobei hier noch die geringe Empfindlichkeit von *C in natiirlicher
Héufigkeit hinzukommt.

Wir schlagen deshalb vor, das *'P-NMR Spektrum mit Hilfe von Phosphor-
Phosphor Doppelresonanz bei hoheren Magnetfeldstirken genauer zu unter-
suchen.

Ebenso sei an dieser Stelle an andere Verfahren der Biochemie, etwa Chro-
matographie mit HPLC, erinnert. Da nach unseren Erfahrungen die Stabilitit
von ATP und AP, auch im saueren Bereich sehr dhnlich ist, sollte die Indentifika-
tion von AP, mit HPLC einfach und sicher méglich sein.

Paul Rosch Roger S. Goody
Received January 24, 1984

AbschlieBender Kommentar

W. D. Keidel, V. Reiman

Institut fiir Physiologie und Biokybernetik, Universitit Erlangen-Niirnberg,
Universititsstrasse 17, D-8520 Erlangen, Bundesrepublik Deutschland

Zur Kldrung der in der Leserzuschrift vom 24. 1. 84 angefiihrten Punkte ist fol-
gendes zu bemerken:

Zu 1.

Durch Verwendung diinner, rotierender Probenréhrchen (<10 mm) und Proto-
nenentkoppelung 148t sich die Auflosung des von uns verwendeten BRUKER-
Spektrometers soweit erh6hen, da im NMR-Spektrum des AP, die zwei Spek-
trallinienpaare als vier Linien (6, & und vy, 8) beobachtet werden kénnen. Diese
sind durch P-P-Koppelung noch weiter aufgespalten (Abb. 1g). Fiir einen direk-
ten Vergleich der Spektren verschiedener Nukleotidpolyphosphate mit den
Spektren des Herz- und Skelettmuskels ist es jedoch notwendig, unter den glei-
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chen Bedingungen wie im Gewebe zu messen, also grofer Probendurchmesser
(=10 mm), ohne Rotation, sowie zusatzlicher Linienverbreiterung durch Proto-
nenkoppelung und Rauschunterdriickung. Dadurch wird die Auflésung soweit
verringert, daf

bei pH-Werten <6.0

bei einem AP,- Vergleichsspektrum nur zwei Linien, und zwar rechts von der a-
und der S-Linie des MgATP zu sehen sind. Diese verschieben sich bei weiter fal-
lendem pH nach rechts und stimmen dann noch besser mit den zu identifizieren-
den Resonanzen des Muskelgewebes liberein (Abb. 1d). Ein solcher Fall ist auch
in Abb. 5c der Arbeit dargestellt.

Bei pH-Werten >6.0

werden drei Linien (6, « und y-8) aufgelost (Abb. 1c). Dabei liegt aber die é-Linie
im Bereich zwischen der a- und y-Resonanz des MgATP. Dies hat zur Folge, dafl
wegen der geringen AP,-Konzentration und der grofen Linienbreiten, die im
Gewebe gemessen werden, die 6-Resonanz im Muskelspektrum nicht identifi-
zierbar ist.

Aus diesem Grund wurde in Abb. 4a der Arbeit nur der Teil des AP,-Spek-
trums eingezeichnet, der die zwei zur Identifizierung bei pH 6,5 verfiigbaren
Spektrallinien (e und y-6) enthélt.

Die Zahl der von uns beobachteten Linien stimmt also unter Beriicksichti-
gung der im Gewebe vorliegenden Besonderheiten mit der von der Heidelberger
Gruppe gemessenen iiberein.

Zu 2.

Im ischdamischen Gewebe liegen zwar die untersuchten Nukleotidpolyphos-
phate zum groBten Teil als Mg-Komplexverbindung vor (z. B. Gupta et al. 1980, J
Biol Chem 255 :3987), dennoch ist zu ihrer Identifizierung ein Vergleich der
Muskelspektren mit metallfreien, stark saueren Testlosungen moglich. Dieses
Vorgehen ist zellphysiologisch begriindet durch die in der Literatur eingehend
beschriebene Compartmentierung. Durch sie kdnnen gebietsweise gleichzeitig
sehr hohe Konzentrationsunterschiede aufrechterhalten werden, die stark von
den Uber die gesamte Zelle gemittelten Werten abweichen. So ist selbst bei kur-
zer Ischdamie ein A pH von 1,5 moglich (Brooks et al. 1983, J Mol Cell Cardiol
15 : 495). Ahnliches gilt fiir das freie Mg, das in einer mittleren Konzentration von
nur 0,6 mM vorliegt (z. B. Gupta et al. 1980, J Biol Chem 255 :3987), in den Mito-
chondrien jedoch eine erh6hte Konzentration aufweist, so da nahezu Mg-freie
Compartmente mit einem A pH von ca. 2 zumindest kurzzeitig angenommen
werden miissen.

Aus den genannten Griinden wurden in der Arbeit die Muskelspektren mit
Testspektren verglichen, bei denen das Ionenmilieu so eingestellt wurde, daf3
groftmogliche Ubereinstimmung mit den Resonanzen im Muskelgewebe erzielt
wurde; und zwar ergibt sich diese bei metallfreier ATP-Testlosung bei pH 7 und
bei metallfreier AP,-Testlosung bei pH = 6,6 (letzteres also insbesondere in stark
sauerer Umgebung, z.B. bei pH 5.0). Dieser Fall ist in Abb.3 und Abb.5 der
Arbeit dargestellt. Damit ist es sehr wahrscheinlich, da} im ischdmischen Mus-
kelgewebe die unbekannten, rechts neben den Resonanzen des MgATP auftre-
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Abb. 1. a *'P-NMR-Spektrum des Skelettmuskels.

Es sind die Phosphorresonanzen fiir anorganisches
Phosphat (P), Kreatinphosphat (CrP), die drei
Phosphatgruppen (e, 8, y) der Mg-Komplexbindung
des Adenosintriphosphats (MgAP;) und zwei Linien
(e, y-B) des metallfreien Adenosintetraphosphats
(AP,) zu erkennen. b Losung 1 enthdlt 10 mAM P,
SmM AP;, 12mM Mg**. Als externer Standard
dient methylendiphosphorige Sdure (MDP). Es bildet
sich der Komplex MgAP, dessen a,f,y-Resonanzen
im gleichen Bereich liegen wie die entsprechenden
Linien des AP; im Gewebe. Zusitzlich sind die
Resonanzen einer metallfreien AP-Losung bei pH
6,0 und 5,0 schraffiert mit eingezeichnet. Dies soll
die im Gewebe vorliegende Compartmentierung
veranschaulichen. Die a-Linie und die S-y-Linie des
metallfreien AP, stimmen mit den im Gewebe
beobachteten zusitzlichen Resonanzen iiberein.
Die 6-Linie, die bei einem pH >6,0 von der a-Linie
getrennt ist, liegt zwischen der a-MgAP; und der
y-MgAP;-Linie und kann im Gewebe wegen der
groBen Linienbreite nicht beobachtet werden.

¢ Losung 2 enthilt 2 mM metallfreies AP, bei

pH 6,0. Bei pH > 6,0 werden unter den gleichen
MeBbedingungen wie im Gewebe drei Linien
aufgeldst, und zwar «, 6 und y-8, wovon die a-Linie
und die y-B-Linie mit den zusétzlichen Resonanzen
im Gewebe iibereinstimmen. d Losung 3 enthalt

2 mM metallfreies AP, bei pH 5,0. Bei pH <6,0
werden unter den gleichen MeBbedingungen wie
im Gewebe nur zwei Linien «-6 und y-8 aufgelost,
die (im Vergleich zu c) geringfiigig nach rechts
verschoben sind und damit noch besser mit den
zusitzlichen Resonanzen im Gewebe tiberein-
stimmen. e Losung 4 enthilt 2 mM metallfreies
AP,A bei pH 8,0. Die beiden Linien stimmen mit
den zusitzlichen Resonanzen im Gewebe liberein.
f Losung 5 enthilt 2 mM metallfreies AP,A bei

pH 4.5. Bei niedrigen pH-Werten verschieben sich
die Resonanzen des AP,A nach links und stimmen
nicht mehr mit den zusétzlichen Resonanzen im
Gewebe iiberein (gestrichelte Linien). g Losung 6
enthilt 10 mM metallfreies AP, bei pH 8,0. Die
MeBbedingungen wurden hier, was bei Unter-
suchungen im Gewebe nicht mdglich ist, so
gewihlt, daB groBtmogliche Auflosung erzielt
wurde. Dann konnen vier Linien (6, «, ¥, )
beobachtet werden. Diese sind durch die P-P-
Koppelung weiter aufgespalten, so daB die é- und
die a-Linie als Dublett erscheintt, wihrend die

y- und die B-Linie zwei Tripletts bilden, die sich

so iiberlagern, daB eine flinffache Aufspaltung
entsteht
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tenden Linien durch metallfreie Compartmente von AP, bei niedrigem pH
verursacht werden.

Allerdings ist im Gewebe ein Uberlappen der f-Resonanz von AP, mit der
B-Resonanz von ATP, wie es die Heidelberger Gruppe in vitro miBt, nicht
moglich, da das ATP im Gewebe als MgATP-Komplex vorliegt und die S-Linie
des komplexen ATP im betrachteten pH-Bereich nicht mit der S-Linie des AP,
zusammenfillt (Abb. 1a, b, ¢, d).

Zu 3.

Zunichst ist zu beachten, daf3 bei Verwendung von 85%igem H;PO, als Standard
die in Elektromagneten gemessenen Spektren geringfligig von den in supra-
leitenden Magneten gemessenen abweichen (Burt et al. 1976, J Biol Chem 251 :
2584). Nur bei Verwendung von Substanzen unverdnderlicher magnetischer
Suszeptibilitit, wie z. B. methylendiphosphorige Sdure als Standard, sind die in
verschiedenen Magnettypen gewonnenen Spektren vergleichbar.

Weiter ist zu bemerken: Das Spektrum einer AP,A-Testlosung zeigt unter
den angegebenen Bedingungen ebenfalls zwei Linien. Bei hohem pH besitzt das
Spektrum von AP,A tatsichlich groe Ahnlichkeit mit dem Spektrum einer AP,-
Losung bei niedrigem pH (Abb. le, d). Bei niedrigem pH liegen die Linien des
AP,-Spektrums jedoch links von den zu identifizierenden Resonanzen im
Gewebe (Abb. If). Da im ischdmischen Muskelgewebe eine starke Sduerung,
d.h. ein niedriger pH, anzunehmen ist, muf3 AP, und nicht AP,A als méglicher
Verursacher der zusétzlichen Resonanzen im Gewebe angesehen werden;
dementsprechend ist in Abb. 5¢ der Arbeit nicht etwa ein AP,A-, sondern ein
AP,-Spektrum, und zwar bei niedrigem pH, abgebildet!

Zu Doppelresonanzexperimente.

Doppelresonanzexperimente werden bei der am BRUKER HX 90-Spektrometer
gegebenen Magnetfeldstarke von 2,4 T nicht bei der Klarung des Problems wei-
terhelfen, da eine Identifizierung des AP, auf Grund seiner Feinstruktur
(-Veranderung) im NMR-Spektrum im Gewebe wegen der sehr grofen Linien-
breiten nicht méglich ist; selbst bei in vitro-Messungen, die unter den gleichen
Bedingungen durchgefiihrt werden wie Untersuchungen am Gewebe, ver-
schwindet die Feinstruktur weitgehend, wie ein Vergleich der Abb. 1g mit der
Abb. 1c bestatigt.

Daher erscheint uns nach wie vor eine Identifizierung mittels Vergleichs-
spektren von Testlosungen sowohl mit Phosphor als auch mit Resonanzen
anderer Kerne an unserer Anlage am erfolgversprechendsten. Welcher der
moglichen Wege letztendlich zum Ziel fiihrt, miissen zukiinftige Untersuchun-
gen zeigen und sollten auch erst dann diskutiert werden.

Im ganzen ist zu sagen, daB deutlich zu erkennen ist, da} die angesprochenen
Einwinde von einem Forscherteam gemacht wurden, das sicher sehr grofB3e
Erfahrung auf dem Gebiet der in vitro-NMR-Spektroskopie besitzt, sich jedoch
nicht an den physiologischen Gegebenheiten, die im lebenden Gewebe vorlie-

en, orientiert. i ;
= Viktor Reiman
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