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Die wichtigste Energiequelle fiir alle in lebenden Organismen vorkommenden endergonischen
Prozesse ist die Energie der Phosphorsidureanhydrid-Bindung der Nucleosidtriphosphate, spe-
ziell des Adenosintriphosphats (ATP). In aeroben Organismen, zum Beispiel Sdugetieren, wird
mehr als 90% des ATP in einem oxidative Phosphorylierung genannten Vorgang gebildet. Wie
bei der Muskelkontraktion und der Nervenerregung bedient sich die Natur auch bei der oxida-
tiven Phosphorylierung vektorieller Prozesse, die an einer Membran ablaufen, welche verschie-
dene Riume voneinander abgrenzt. Der vorliegende Ubersichtsartikel befaBt sich mit der
Funktion einer Reihe von wasserunloslichen Membranproteinen und Enzymen, die vektoriell
Elektronen sowie Protonen und andere lonen transportieren und letztendlich zur Bildung von
ATP fiihren. Die Maschinerie, welche die Substratoxidationsenergie in chemische Energie in
Form der Phosphorsiaureanhydrid-Bindung von ATP umwandelt, arbeitet mit sehr hohem
Wirkungsgrad. In diesem Beitrag werden Struktur und Funktion des Systems der oxidativen
Phosphorylierung in Mitochondrien behandelt. Das Gesamtsystem besteht aus der Elektronen-
transportkette, der ATP-Synthetase, der Adeninnucleotid-Translokase und dem Phosphat-
Transportsystem. Die Elektronentransportkette kann in vier Multiprotein-Komplexe — an drei
davon findet eine Energieumwandlung statt — und in die Elektroneniibertrager Ubichinon und
Cytochrom c unterteilt werden. Die bei der Substratoxidation freigesetzte Energie wird in che-
mische Energie in Form von ATP umgewandelt, wobei ein elektrochemischer Protonengra-
dient als Zwischenform auftritt. Die energetischen Aspekte dieser Prozesse lassen sich mit der
linearen irreversiblen Thermodynamik behandeln. Die letzten Jahre haben grofie Fortschritte
bei der strukturellen Charakterisierung der beteiligten Proteine gebracht. Die Funktion der ge-
nannten Systeme ist teilweise auf molekularer Ebene erforscht; dies gilt insbesondere fiir den
Protonen- und Adeninnucleotid-Transport sowie die ATP-Bildung.

1. Einleitung

Das Zusammenwirken der an der oxidativen Phosphory-
lierung beteiligten Enzyme wird in diesemn Beitrag auf der
Grundlage der chemiosmotischen Theorie!* behandelt.
Diese Theorie 148t sich nicht nur zur Interpretation der ener-
gieumwandelnden Prozesse in Mitochondrien, sondern auch
in Bakterien, Algen und griinen Pflanzen anwenden® °. Als
intermediire Form der Energie wird  hierbei ein Protonen-
gradient an der inneren Mitochondrienmembran postu-
liert'™. Es sei allerdings erwihnt, daB es Vorbehalte hinsicht-
lich der Freisetzung der Protonen gibt: Es konnten abge-
grenzte Bezirke an der inneren Mitochondrienmembran be-
stehen, die eine Protonenfreisetzung verhindern'®. Dieser
Beitrag zeigt, da3 der Hauptteil der Protonen durch einen
Pumpmechanismus durch die Membran beférdert wird.

Neuere wie dltere Ergebnisse erhielten eine neue Interpre-
tation durch die Anwendung der irreversiblen Thermodyna-
mlqu 10].

Die Protonen/Elektronen-Stochiometrien, die seit der
Entwicklung der chemiosmotischen Theorie vor 20 Jahren
umstritten sind, wurden nun sehr sorgfiltig gemessen und
stimmen jetzt mit den thermodynamischen Erfordernissen
iiberein. Die Anzahl der Protonen, die fiir ein vom Substrat
auf Sauerstoff iibertragenes Elektron durch die innere
Mitochondrienmembran transportiert werden, ist doppelt so

[*] Prof. Dr. G. von Jagow, Dipl.-Biochem. W. D. Engel
Institut fiir Physiologische Chemie, Physikalische Biochemie und Zellbiolo-
gie der Universitat
Goethestraie 33, D-8000 Miinchen 2

684 © Verlag Chemie, GmbH. D-6940 Weinheim, 1980

grof wie frither berichtet!'"-'?. Dasselbe gilt fiir die zur Syn-
these eines ATP-Molekiils benétigte Anzahl von Protonen.
Die fritheren Daten erwiesen sich als falsch, da der Proto-
nenverbrauch des Phosphat-Protonen-Cotransports nicht in
Betracht gezogen wurde.

Bei der vorliegenden Beschreibung des mitochondrialen
Systems wurde besonderes Augenmerk auf die Vielzahl neu-
er Ergebnisse iiber die Struktur der beteiligten Enzyme ge-
richtet. Die meisten davon sind Multiprotein-Komplexe.

2. Das Mitochondrion

Das System fiir die Umwandlung von Substrat-Oxida-
tionsenergie in chemische Energie in Form von Adenosin-
triphosphat (ATP) befindet sich im Mitochondrion, einer
Organelle der meisten eukaryotischen Zellen. Das
Mitochondrion enthilt zwei Membranen: die duflere und die
innere Membran (Abb. 1). Die duflere Membran, die fiir

aullere Membran

Intermembran-

raum

innere Membran

Matrixraum

Abb. 1. Schematische Darstellung der Struktur des Mitochondrions.

0044-8249/80/0909-0684  $ 02.50/0 Angew. Chem. 92, 684-700 (1980)



Molekiile mit Molekulargewichten bis zu einigen Tausend!'?
frei durchlissig ist, umschliet die Organelle. Diese Mem-
bran ist von untergeordneter Bedeutung fiir den Mechanis-
mus der Energieumwandlung; sie wird deshalb in diesem
Beitrag nicht weiter behandelt. Die innere Mitochondrien-
membran, die fir die meisten Metabolite undurchlissig ist,
faltet sich zur Vergroflerung der Oberfliche in cristae mito-
chondriales. Diese Membran enthilt die Enzyme der oxida-
tiven Phosphorylierung. Dariiber hinaus befindet sich in der
inneren Membran eine Vielzahl von Proteinen - ,integrale
Membranproteine”, die in die Phospholipid-Doppelschicht
eingelagert sind -, z. B. die Acyl-CoA-Dehydrogenase!', die
a-Glycerophosphat-Dehydrogenase!"?, die 8-Hydroxybuty-
rat-Dehydrogenase!'® und die energieabhingige Pyridinnu-
cleotid-Transhydrogenase!'”~'?l. Des weiteren enthiilt die in-
nere Membran zahlreiche Transportsysteme®”, da sie fiir
ein- und mehrwertige lonen undurchlissig ist. All diese Sy-
steme sorgen fiir einen auBergewohnlich hohen Proteinge-
halt der inneren Membran (> 70%). Der Lipidanteil der in-
neren Membran setzt sich hauptsichlich aus Phosphatidyl-
cholin, Phosphatidylethanolamin und Cardiolipin zusam-
men. Im Gegensatz zu den meisten eukaryotischen Membra-
nen enthilt die innere Mitochondrienmembran kein Chole-
sterin.

Die beiden Membranen grenzen zwei Riume ab. Die in-
nere Membran umschliet den Matrixraum, zwischen den

NADH -

« NADH/NAD

beiden Membranen liegt der Intermembranraum. Die dufle-
re Membran trennt das Mitochondrium vom Cytosol der
Zelle. Bei der Behandlung des Prozesses der Energieum-
wandlung sollen hier nur die beiden Begriffe ,,Matrixraum*
und ,,Cytosol* benutzt werden. (Zur Lokalisation der Enzy-
me und zum Stoffwechsel mit seinen Wechselwirkungen
zwischen den mitochondrialen Raumen siehe die ausfiihrli-
chen Ubersichten!>'-221)

3. Die Elektronentransportkette

Die mitochondriale Elektronentransportkette kann sowohl
nach ihrem Aufbau als auch nach funktionelien Gesichts-
punkten in Multiprotein-Komplexe aufgeteilt werden, die
durch die Elektroneniibertriger Ubichinon und Cytochrom
¢ verbunden sind™-?%. Jeder der Multiprotein-Komplexe
reicht durch die Phospholipid-Doppelschicht hindurch?!,
Das relativ kleine, bewegliche Ubichinonmolekiil, das sich in
der Phospholipidphase befindet, bewegt sich wahrscheinlich
von der einen zur anderen Seite der Membran®®. Cyto-
chrom c schlieBlich ist ein auf der cytoplasmatischen Ober-
fliche angeheftetes ,peripheres“ Membranprotein, das
wahrscheinlich auf der Oberfliche diffundiert und Drehbe-
wegungen ausfithrt?!. Die vier Multiprotein-Komplexe der
Atmungskette werden iiblicherweise mit den romischen Zif-
fern I-1V bezeichnet.
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Anordnung und der elektrochemischen Beziehung der vier elektroneniibertragenden Komplexe in der inneren Mitochondrienmem-
bran. Auf der linken Membranseite ist die Beziehung der Komplexe L, 111 und 1V, auf der rechten Membranseite die der Komplexe II. I[] und [V dargestellt. Die Komple-
xe 1 und 111 sowie 11 und III sind durch Ubichinon (Q}), die Komplexe 11l und 1V durch Cytochrom ¢ (C) verbunden. Das Diagramm auf der rechten Seite der Abbildung
zeigt die Halbreduktionspotentiale (E)) der Redoxkomponenten bei pH=7.0. Um die freie Energie der einzelnen Reduktionsschritte zu berechnen, miiten die tatsichli-
chen Redoxpotentiale angegeben werden, die allerdings von der jeweiligen Stoffwechsellage abhingen. Die Abweichungen betragen im allgemeinen jedoch nicht mehr als

50-100 mV. cyt=Cytochrom, Index lp bzw. hp=niedriges bzw. hohes Potential.
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3.1. Komplex I (NADH: Ubichinon-Oxidoreduktase)

Die NADH: Ubichinon-Oxidoreduktase ist der Komplex
der Atmungskette, iiber den man am wenigsten weif3. In
Komplex-I-Priparationen wurden bedeutend mehr Polypep-
tide (Untereinheiten) als in Priaparationen der drei anderen
Atmungsketten-Komplexe gefunden (Tabelle 1)1*2%. Dies
deutet, ebenso wie enzymatisch mef3bare Verunreinigungen,
darauf hin, daB die bisherigen Komplex-1-Priparationen

Der Komplex I ist die Eingangspforte fiir Reduktionsdqui-
valente in Form von NADH. Die Reduktionsidquivalente
werden vor allem durch die Nahrungsoxidation nach der all-
gemeinen Gleichung (1) bereitgestellt (S = Substrat):

SH, + NAD® —» S + NADH + H® )

Die Elektroneniibertragung von NADH auf Ubichinon ist
an einen Protonentransport durch die Membran gekoppelt,

Tabelle 1. Molekulargewicht, Polypeptid-Zusammensetzung und Gehalt an prosthetischen Gruppen der Komplexe I-V aus

Rinderherz-Mitochondrien.

Komplex Molekular- Anzahl der Molekular- Bezeichnung Gehalt an
gewicht der Unter- gewicht der oder prosthetischen
kleinsten einheiten Unter- Zuordnung Gruppen
Einheit einheiten der Unter- [mol/g]

(% 10%) einheiten

I 670000 16-18 75; 52; 49, — FMN 1.5

NADH: 45; 36; 33; Fe; S 26; 26

Ubichinon- 27, 24; 21,

Oxidoreduktase 19 16; 13;

9 8

1 125000 4 70 FAD; 2-Fe,S, FAD 5.0

Succinat: 27 Fe Sy Fe; S 38; 38

Ubichinon- 15 Cytb Ham b 4.8

Oxidoreduktase 13

111 250000 9 49 } Core-

Ubichinol: 47 Proteine

Cytochrom-c- 2 x30 2xCytb Him b 8.0

Oxidoreduktase 29 Cyt ¢ Ham ¢ 40

25 Fe,S: Fe; S 8 8
12

11

8

v 166000 12 36 I Hima 120

Cytochrom-c¢- 26 II sichere Cu 12.0

Oxidase 22 111 Zuordnung

17 v

12 v

14 Via

11 Vib
1 Vic
10.5 Vil
5.5 VIlla
6 VI1Ilb
6 Ville

v

ATP-

Synthetase

F, 295000 5 2x55 « feste FAD 1.0
2% 52 £ Bindungs- Fe: S 3
2 x30 v stellen
2x13 ]
2x 8 €
Fy [63) 4 29 DCCD-Bindung unsicher, ob pro-
20 {a] sthetische Gruppen
10 zugehorige Kompo-
7 nenten sind

[a} DCCD = Dicyclohexylcarbodiimid.

noch Fremdproteine enthalten, z. B. Pyridinnucleotid-Trans-
hydrogenase!?®*'. An Redox-Zentren hat der Komplex ein
nichtkovalent gebundenes Flavinmononucleotid (FMN) und
mehrere Nichthimeisen-Zentren (Abb. 2). ESR-Untersu-
chungen ermoglichten die Identifizierung von sieben Eisen-
Schwefel-Zentren?!; die Zugehorigkeit einiger dieser Zen-
tren zu Komplex I ist jedoch umstritten™!. Die genaue An-
ordnung dieser Zentren wie auch die von FMN ist noch un-
bekannt. Aus dem spezifischen FMN-Gehalt von 1.5 umol/
g Protein der saubersten Komplex-1-Praparation 1463t sich ein
minimales Molekulargewicht von 670000 berechnen. Dies ist
etwa dreimal so viel wie bei den anderen Komplexen.
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was fiir Mitochondrien®, submitochondriale Partikeln!**

und auch fiir den in Phospholipid-Vesikeln eingebauten
Komplex 1** gezeigt werden konnte. Die Protonen werden
mit einer Stéchiometrie von 4H®/oxidiertem NADH und
reduziertem Ubichinon vom Matrixraum ins Cytoplasma
transportiert”; das entspricht 4H®/2e® (Abb. 3). Die vom
Komplex I katalysierte Reaktion ist in Gleichung (2) zusam-
mengefafit; die transportierten Protonen sind kursiv geschrie-
ben. Auf die Funktion der beiden von Ubichinon (Q) auf-
genommenen Protonen wird in Abschnitt 3.4 eingegangen.

NADH +H® + Q+ 4HS,, - NAD® + QH, + 4H .. )

Angew. Chem. 92, 684-700 (1980)
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Abb. 3. Schematische Darstellung der Bildung und Nutzung des Protonengradienten bei der oxidativen Phosphorylierung. a) Bildung des elektrogenen Protonengradien-
ten an den Komplexen 1, 11I und IV sowie an Ubichinon (Q) beim FluB von 2¢® von NADH auf Sauerstoff (schraffierte Fliche: Mitochondrienmembran; Rechtecke:
Komplexe); b) Protonenriickflufl bei der ATP-Synthese. Die Ladungsbilanz beim Adeninnucleotid-(ADN-)Transport wird durch die beim elektroneutralen Phosphat-Pro-

tonen-Cotransport auf der Cytosolseite verbleibende positive Ladung ausgeglichen.

Der Mechanismus dieses Protonentransports an der ersten
Phosphorylierungsstelle ist noch nicht geklirt. In der ersten
Fassung der chemiosmotischen Theorie wurde ein Wasser-
stofftransport durch FMN angenommen!!. Dies erforderte
eine gerichtete Wasserstoffiibertragung durch die Membran
hindurch. Der Vorgang ware mit der Freisetzung von zwei
Protonen bei der Oxidation von FMNH, verbunden, d. h. es
ergibe sich eine 2H®/2¢e®-Stéchiometrie. Da aber anderer-
seits eine 4H®/2e®-Stdchiometrie fiir die erste Phosphory-
lierungsstelle als gesichert angesehen wird, muf3 noch ein an-
derer Reaktionsmechanismus am Protonentransport beteiligt
sein, der entweder fiir die beiden noch fehlenden Protonen
oder aber fur alle vier Protonen (falls FMN nicht am Proto-
nentransport beteiligt ist) verantwortlich ist. Hierfiir gibt es
bisher zwei Vorschliage: 1) Ein Ubichinon-Radikal-Mecha-
nismus mit einem die Eisen-Schwefel-Zentren FeS-1 und
FeS-2 verbindenden proteingebundenen Ubichinon!. Wih-
rend der Ubertragung eines Elektrons von FeS-1 auf dieses
Ubichinon wiirde ein Proton von der Matrixseite aufgenom-
men; bei der Oxidation des hierbei entstandenen Ubisemi-
chinons an FeS-2 wiirde dieses Proton ins Cytoplasma frei-
gesetzt. 2) Im Gegensatz, dazu konnten iiber einen Pumpme-
chanismus®®"! die beiden fehlenden Protonen, im Fall einer

Angew. Chem. 92, 684-700 (1980)

FMN-Beteiligung am Protonentransport aber auch alle vier
Protonen transportiert werden (siche Abschnitt 3.4).

3.2. Komplex II (Succinat: Ubichinon-Oxidoreduktase)

Der zweite Multiprotein-Komplex, der Reduktionsiquiva-
lente auf Ubichinon tibertragen kann, ist die Succinat: Ubi-
chinon-Oxidoreduktase. Die kleinstmogliche Einheit besteht
aus nur vier Proteinuntereinheiten®® (Tabelle 1). An Redox-
Zentren enthalt Komplex II ein kovalent gebundenes Flavin-
adenindinucleotid (FAD), ein Him b und drei Nichthim-
eisen-Zentren (Abb. 2)P*° Die Untereinheit vom Moleku-
largewicht 70000 tragt das FAD, das iiber seine C-8-Methyl-
gruppe an N-3 eines Histidinrestes gebunden ist!**#'!. Die
beiden Eisen-Schwefel-Zentren FeS,, und FeS., (Fe,S,-
Typ)™ befinden sich ebenfalls auf der groBten Untereinheit,
das dritte Eisen-Schwefel-Zentrum FeS, 1 (Fe,S,-Typ)!** da-
gegen auf der zweitgroBien Untereinheit™®!. Das Him-b-
Zentrum kann wahrscheinlich der Untereinheit mit dem
Molekulargewicht 15000 zugeordnet werden. Das minimale
Molekulargewicht des Komplexes II betrigt 125000, wenn
man eine 1:1-Stochiometrie der vier Unlereinheiten an-
nimmt.
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Die Sequenz der Redox-Zentren im Elektronenfluf} ist bis-
her nur teilweise gekliart. Die Funktion des Him-b-Zentrums
ist unklar, da das gemessene Mittelpotential von —200
mVH ) fiir eine Beteiligung am ElektronenfluB von Succinat
zu Ubichinon viel zu stark negativ ist. Es wurde daher argu-
mentiert, dal Cytochrom b an einem speziellen Stoffwech-
selweg beteiligt ist oder aber einen regulatorischen Einflu
auf den Elektronenflul ausiibt!*, Dasselbe gilt fiir das
FeS, ,-Zentrum.

Komplex II kann durch chaotrope Reagentien, z. B. Per-
chlorat, in zwei Teilkomplexe gespalten werden!*”!. Der was-
serlosliche Anteil besteht aus den beiden grofSen Unterein-
heiten. Dieser Teil wurde irrtiimlicherweise Succinat-De-
hydrogenase genannt — eine Bezeichnung, die normalerweise
fir das Gesamtenzym als Bestandteil des Citronensidurezy-
klus gebraucht wird. Der Teilkomplex kann keine Elektro-
nen mehr von Succinat auf Ubichinon iibertragen, sondern
nur noch auf kiinstliche Elektronenacceptoren, z. B. N-Me-
thylphenazonium-methylsulfat. Der lipophile Teilkomplex
besteht aus den beiden kleinen Untereinheiten, von denen
eine die Ubichinon-Bindungsstelle enthalten koénnte!## !
(siche auch Abschuitt 3.3).

Der Elektronenflufl von Succinat zu Ubichinon ist an kei-
nen vektoriellen Protonentransport gekoppelt. Dieser Teil
der Atmungskette ist daher nicht an der Energieiibertragung
beteiligt, sondern iibertrigt Reduktionsiquivalente von Suc-
cinat zu Ubichinon, wie das auch andere Enzyme tun. Die
katalytische Aktivitiat von Komplex I kann daher durch die
einfache Reaktionsgleichung (3) zusammengefaf3t werden:

Succinat + Q — Fumarat + QH; 3)

An Komplex II ist ein Regulationsmechanismus wirksam!2,
Das Enzym kann zumindest zwei Zustinde annehmen. Der
inaktive Zustand wird durch Oxalacetat stabilisiert, das in ei-
ner 1:1-Stochiometrie fest an den Komplex gebunden
ist?®>*¥, Das Enzym kann durch Inkubation mit aktivieren-
den Liganden (z. B. einigen Dicarbonsiuren!®®, einigen An-
ionen wie Perchlorat, Nitrat oder Bromid"*°"), aber auch
ATPE® Ubichinol™ oder Succinyl-CoA®) in die aktive
Form umgewandelt werden. Ein wesentlicher Unterschied
zwischen der aktiven und der inaktiven Form betrifft das
Mittelpotential von gebundenem FAD, das von ungefdhr 0
mV im aktiven auf weniger als —190 mV im inaktiven Zu-
stand fallt. Diese Abnahme wird durch eine Konformations-
anderung erklart: Das planare oxidierte Flavin nimmt eine
geknickte Form an, wie sie vom reduzierten Flavin her be-
kannt ist'*?. Bisher gibt es noch keine Daten fiir Cytochrom
b und das FeS,_,-Eisen-Schwefel-Zentrum, die sich vielleicht
dhnlich verhalten konnen. Komplex II ist sehr empfindlich
gegeniiber SH-Gruppen-blockierenden Verbindungen. Die
reaktiven SH-Gruppen kénnen durch Substrate und kompe-
titive Inhibitoren geschiitzt werden!®'l.

3.3. Ubichinon

Ubichinone sind Derivate von 2,3-Dimethoxy-5-methyl-
1,4-benzochinon, die an C-6 eine sechs bis zehn Isopren-Ein-
heiten umfassende Seitenkette enthalten (Abb. 4). Die Linge
dieser Seitenkette ist speziesabhéangig und betrigt beispiels-
weise bei Sdugetieren zehn Einheiten!®?, bei der Bickerhefe
nur sechs!®¥), Die stark lipophilen Ubichinonmolekiile finden
sich ausschlieBlich in der Membran und liegen dort in ca.
10fachem Uberschuf zum Komplex IIT vorl®*%3,
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Um die Funktion des Ubichinons zu veranschaulichen,
die immer noch diskutiert wird, seien einige Bemerkungen
vorangestellt. Ubichinone sind zwar im Vergleich zu den an-
deren Redoxkomponenten der Atmungskette (Proteinmole-
kiilen) relativ klein, doch ist ausgestrecktes Ubichinon-10
mit ca. 5.5 nm fast lang genug, um die Phospholipid-Doppel-
schicht der Membran (ca. 6 nm dick) zu tiberbriicken (sieche

CH,0 CH,
{
CH,0 } H
0 n

Abb. 4. Oxidiertes Ubichinon (Q);, n=6-10. Q-6 kommt in einigen Mikroorga-
nismen, Q-10 in der Mitochondrienmembran der Siugetiere vor.

Abb. 5). Das Ubichinonmolekiil kénnte senkrecht oder par-
allel zur Membranebene orientiert sein’*®.. Eine Anordnung
senkrecht zur Membranebene wiirde, wie erwihnt, ein
Durchstoflen der Membran und die Zuginglichkeit des Chi-
nonringes von einer Membranseite her bedeuten. Eine Dif-
fusion in der Membranebene wire leicht moglich, nicht je-
doch ein ,,Flip-Flop*, der den Chinonring auf die andere
Seite der Membran brichte, da derartige Vorginge eine
hohe Aktivierungsenergie bendtigen®”. Die Vorstellung ei-
ner planaren Anordnung in der Mitte der Membran an der
Beriihrungsfliche der beiden Phospholipidschichten beding-
te hingegen eine Abschirmung des Ubichinonmolekiils von
hydrophilen Substanzen.

Beide Vorstellungen lassen sich durch experimentelle Er-
gebnisse stiitzen wie auch in Frage stellen. Einerseits ist das
Chinonsystem in der Mitochondrienmembran fiir hydrophi-
le Substanzen wie Dithiothreit unzuginglich, und zwar un-
abhangig von der Angriffsseite dieser Substanz; andererseits
konnen aber kurz- und langkettige Ubichinone die Reduk-
tion von in Phospholipid-Vesikeln eingeschlossenem Fi-
sen(1i)-cyanid durch externes Dithionit vermitteln®®, Hier-
bei zeigen sich allerdings bemerkenswerte kinetische Unter-
schiede in Abhidngigkeit von der Lange der Isoprenoid-Sei-
tenkette. Ubichinon-9 katalysiert die Reduktion schneller als
Ubichinon-1, die Aktivierungsenergie dieser Reaktion ist
aber bei den langkettigen Ubichinonen viel hiher als bei den
kurzkettigen. Eine denkbare Beteiligung des Doppelbin-
dungssystems an der Reaktion wurde durch Experimente mit
einem Ubichinon-9-Analogon mit gesittigter Seitenkette
ausgeschlossen, da sich dieses wie Ubichinon-9 verhielt[®?],

Die widerspriichlichen Ergebnisse tiber die Zugénglichkeit
des in die Membran eingebetteten Ubichinons fiir polare Re-
duktionsmittel kénnten sowohl durch die unterschiedliche
Zusammensetzung der untersuchten Membranen (die mito-
chondriale Innenmembran hat einen hohen Gehalt an nega-
tiv geladenem Cardiolipin und mehr als 70% Proteinanteil,
wihrend die Phospholipid-Vesikeln aus neutralem Phospha-
tidylcholin bestehen) als auch durch die unterschiedliche
Krimmung der Membranen, die die Packungsdichte der
Molekiile beeinflufit, bedingt sein. In einem direkteren Ver-
such, die Lokalisierung des Ubichinons in der Membran auf-
zukldren, wurde die Fluoreszenzloschung der Verbindung
12-(9-Anthroyl)stearinsdure verfolgt, die 1.4 nm in die Mem-
bran eindringt®®. Die Léschung wurde dem Chinonring in
Ubichinon zugeschrieben, der sich in dieser Entfernung von
der Membran-Oberfliche befindet.
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Die Anordnung des unteren Ubichinonmolekiils in Abbil-
dung 5 zeigt unsere gegenwirtigen Vorstellungen iber die
Orientierung des Ubichinons in der Membran. Wir gehen
von einer Kombination der beiden diskutierten Orientie-
rungsmoglichkeiten aus. Der Hauptteil der Isopren-Seiten-
kette der langkettigen Ubichinone befindet sich demnach
zwischen den beiden Phospholipidschichten, und die Kopf-
region mit dem beiden ersten Isopren-Einheiten steht senk-
recht zur Membranebene. Das Eindringen der Kopfregion in
die Phospholipidschicht wird durch einen Knick zwischen
der zweiten und dritten Isopren-Einheit der Seitenkette er-

- - Bnm — -

Abb. 5. Hypothetische Anordnung von Ubichinon-10 (Q-10) in der inneren
Mitochondrienmembran, dargestellt durch das untere Ubichinonmolekiil. Q-10
liegt mit dem Hauptteil seiner Isoprenseitenkette zwischen den beiden Phospho-
lipidschichten, mit der Kopfregion und den beiden ersten Isopreneinheiten je-
doch senkrecht zur Membranebene, was durch einen 90°-Knick in der Seitenket-
te verursacht wird (Diskussion siehe Text).

moglicht (siehe Abb. 5). Nach dieser Vorstellung wird der
Transport von Reduktionsiquivalenten von der inneren zur
dufleren Membranseite durch eine Rotation des Ubichinons
um die Achse der ,,Schwanzregion* erméglicht. Diese Bewe-
gung konnte als ein durch Verankerung erleichterter ,,Flip-
Flop“-Mechanismus bezeichnet werden.

Ubichinone mit weniger als drei Isopren-Einheiten diffun-
dieren wahrscheinlich frei in der Membran und vermitteln
dadurch einen Transport von Redoxiquivalenten. Dieser
Mechanismus benotigt weniger Aktivierungsenergie als der
vorgeschlagene erleichterte Flip-Flop-Mechanismus. Die ho-
here Reduktionsgeschwindigkeit von Eisen(ni)-cyanid durch
langkettige Ubichinone konnte auf der Fixierung des Ubi-
chinonschwanzes beruhen, da diese Fixierung eine er-
folgreiche Kollision des Ubichinonkopfes mit dem entspre-
chenden Reaktionszentrum begiinstigen konnte.

Um die Funktion von Ubichinon in der Atmungskette zu
erkldaren, wurden mehrere Moglichkeiten vorgeschlagen. Es
scheint aufler Zweifel zu stehen, daf3 Ubichinon als Coen-
zym wirkt, das Redoxidquivalente von den Komplexen I und
Il, aber auch von anderen Dehydrogenasen, auf den Kom-
plex III iibertragt (Abb. 2 und 3). Viele experimentelle Daten
fuhrten zur Vorstellung eines einheitlichen Ubichinon-Re-
doxpools, der die Dehydrogenasen mit Komplex III verbin-
det'™ 71 In letzter Zeit hdufen sich allerdings Befunde, die
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in Widerspruch zu dieser Vorstellung sind und darauf hin-
deuten, dafl eine weitere Ubichinonspezies, und zwar prote-
ingebundenes Ubichinon, existiert. Neuere Ergebnisse legen
es beispielsweise nahe, da3 Komplex I und Komplex I1I eine
Einheit bilden, die Elektronen von NADH auf Cytochrom ¢
ibertragt. Mit weniger als drei Ubichinonmolekiilen pro
Einheit wird hierbei schon nahezu maximale Aktivitit er-
reicht™!, Mit Ubichinon- und Phospholipid-Uberschuf}
kann ein ,,Pool“-Verhalten wiederhergestellt werden'””), das
allerdings durch eine schnelle Dissoziation-Reaggregation
der Komplex-I-III-Einheit und nicht durch einen alle betei-
ligten Komplexe verbindenden Ubichinon-Pool erklart wird.
Aus kinetischer Sicht erscheint jedoch eine Redox-Verbin-
dung durch einen Ubichinon-Pool wahrscheinlicher als der
vorgeschlagene Aggregationsprozef3, der eine geeignete An-
ordnung der riesigen Komplexe erfordern wiirde. Eine
analoge Einheit (eine Art ,,Superkomplex“), bestehend aus
den Komplexen II und III, wurde ebenfalls beschrieben!™!,

Aus ESR-Untersuchungen wurde auf ein Ubisemichinon-
Paar geschlossen, dessen durch die Sauerstoffatome fithren-
de Achse senkrecht zur Membranebene steht'®'. Diese
Orientierung, wie auch eine Funktion von Semichinonen, ist
unwahrscheinlich, wenn die Radikale nicht durch ein Prote-
in stabilisiert werden. Die Untereinheit vom Molekularge-
wicht 15000 des Komplexes Il, das vermutlich Ubichinon-
bindende Protein, konnte eine solche Rolle spielen!**.

Die Beteiligung von Ubichinon am Protonentransport ist
noch nicht endgiiltig geklidrt. Wie urspriinglich vorgeschla-
gen?, konnte es als Wasserstoffiibertriager iiber die Mem-
bran wirken (Abb. 6). Bei diesem Mechanismus (,,Redox-

Cytosol Matrix

' 2
~A
> XH,=— 2H*
P
!
B
~ 2¢©
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Abb. 6. Schematische Darstellung eines Redox-Loop-Prozesses mit 2H®/2e®-
Stochiometrie. Die bewegliche Wasserstoff-tibertragende Komponente X nimmt
am Reaktionszentrum A (auf der Matrixseite der Membran) zwei Elektronen so-
wie zwei Protonen aus dem Matrixraum auf. XH, gibt zwei Elektronen an das
Reaktionszentrum B (auf der Cytosolseite) und zwei Protonen ins Cytosol ab.
Beim Ubichinon-Loop ist X= Ubichinon.

Loop*) wird Ubichinon (X) am aktiven Zentrum der Redox-
komponente A auf der Matrixseite der Membran zu Ubichi-
nol (XH,) reduziert. Die Reduktion wird von der Aufnahme
von zwei Protonen begleitet. Nach der Wanderung durch die
Membran wird XH, am Redox-Zentrum der Komponente B
auf der Cytosolseite der Membran oxidiert, wobei zwei Pro-
tonen ins Cytoplasma freigesetzt werden. Die Elektronen
flielen danach weiter auf den nichsten Elektronenacceptor.
Nach Untersuchungen an Chloroplasten scheint dieser Me-
chanismus in der Natur zu existieren!'").
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3.4. Komplex III (Ubichinol: Cytochrom-c-Oxidoreduktase)

Komplex III iibertrigt Redoxdquivalente von Ubichinol
auf Cytochrom c. Seine kleinstméogliche Einheit umfaflt acht
bis neun Polypeptide (Tabelle 1)¢7>7¢l Die beiden grofiten
Polypeptide vom Molekulargewicht 49000 und 47000 wer-
den iblicherweise ,,Core-Proteine® genannt!””l. Obwohl sie
keine Redox-Zentren enthalten, haben sie aufler struktu-
rellen noch weitergehende Funktionen (s. u.). Die vier Poly-
peptide von mittlerem Molekulargewicht weisen alle ein Re-
dox-Zentrum auf. Sie umfassen zwei Cytochrom-b-Molekiile
(Molekulargewicht jeweils 30000)"*7°), das Rieske-Eisen-
Schwefel-Protein (Fe,S,-Typ, Molekulargewicht 25000)#%-#!
und schlieBlich Cytochrom c, (Molekulargewicht 29000)®#2
(Abb. 2). Die iibrigen zwei bis drei Polypeptide haben nur
Molekulargewichte von etwa 12000, 11 000 und 8000; sie ent-
halten kein Redox-Zentrum/™®. Die Funktion der vier bis
finf Polypeptide ohne Redox-Zentren wurde bisher nicht
aufgeklirt, obwohl sie die Hilfte der Masse des Komplexes
bilden. Die Cytochrom-b-Molekiile sind auf der mitochon-
drialen DNA codiert!®, wihrend die Information fiir die an-
deren Polypeptide auf Kern-Genen liegt™]. Im Gegensatz
dazu findet sich das Gen fiir Cytochrom b von Komplex II
auf der DNA des Kerns'®l,

Addiert man die Molekulargewichte der Polypeptide und
nimmt an, daf in einem Komplex zwei Him-b- und ein
Him-c-Molekiil enthalten sind, so errechnet man ein Mole-
kulargewicht von 250000 fiir die kleinstmogliche Einheit.
Wird der Komplex jedoch in Gegenwart milder Detergen-
tien isoliert und gelchromatographisch und durch Ultrazen-
trifugation untersucht, so verhilt er sich wie ein Molekiil
vom Molekulargewicht 500000%¢!. Deshalb wurde speku-
liert, daB dieser 2 x 250000-Komplex (mit vier Cytochrom b,
zwei Eisen-Schwefel-Proteinen und zwei Cytochrom c,) die
funktionelle Struktur des Komplexes ist, wie sie in der
Mitochondrienmembran vorliegt!®!. Dieselbe Quartirstruk-
tur ergab sich aus neuen elektronenmikroskopischen Studien
von ,,zweidimensionalen Kristallen* des in eine Phospholi-
pid-Doppelschicht eingelagerten Komplexes 11", Die Mo-
lekiile vom Molekulargewicht 500000 liegen in einer gegen-
laufigen (,,up and down*) Anordnung im , Kristallgitter*.

Abb. 7. Modell der Grobstruktur des Komplex-11I-Dimers. Die weie Region
(B) ist der in dic Membran eingebettete Teil des Komplexes. Die obere dunkle
Region (C) ragt in das Cytosol. die untere dunkle Region (A) ragt in den Matrix-
raum. (Mit freundlicher Genehmigung von K. R. Leonard und H. Weiss, noch
unverd(Tentlicht.)
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Die grobe Architektur des Molekiils wurde durch Rekon-
struktion aus den Ultramikrogrammen abgeleitet (Abb. 7).
Ein starkes Drittel des Dimers ragt iiber die innere Oberfla-
che und etwa ein Viertel iiber die duflere Oberfliche der
Phospholipid-Doppelschicht hinaus. Die Hilften des dime-
ren Komplexes berithren sich im Inneren der Phospholipid-
Doppelschicht. Als Kontaktflichen fungieren moglicherwei-
se die vier Cytochrom-b-Molekiile. So ergibt sich die Mog-
lichkeit, da3 diese vier Molekiile des Dimers kooperativ an
der Energieumwandlung beteiligt sind (s. u.).

Die Sequenz der Redoxkomponenten im Elektronenfluf3
ist noch nicht ganz klar. Folgende Anordnung wird vorge-
schlagen: Ubichinon, zwei Cytochrom-b-Molekiile, Eisen-
Schwefel-Protein, Cytochrom c;, Cytochrom ¢

Von entscheidender Bedeutung ist die komplizierte An-
ordnung der zwei oder vier Cytochrom-b-Molekiile. Diese
Molekiile haben zwei unterschiedliche Absorptionsspektren
und Halbreduktionspotentiale sowie ein kompliziertes kine-
tisches Verhalten!*®-%'-##1  Aus diesen Daten wurde geschlos-
sen, dal3 zwei verschiedene molekulare Formen von Cyto-
chrom b existieren®!. Genetische Studien und Untersuchun-
gen der DNA-Sequenz zeiglen jedoch, daB nur ein einziges
Struktur-Gen existiert, das das Cytochrom b von Komplex
III codiert®**?, Dariiber hinaus ergab die teilweise durchge-
fiihrte Aminosiduresequenzanalyse — einschlieBlich des Ami-
no- und Carboxylendes - keinen Hinweis auf ein heteroge-
nes Monomer” . In einem kiirzlich publizierten Modell wur-
de daher ein Homodimer angenommen. Die funktionellen
Unterschiede der Cytochrom-b-Molekiile wurden durch ko-
operative Wechselwirkungen erkldrt®”.,

Komplex III {ibernimmt Redoxiquivalente von Ubichi-
nol, das durch Komplex I oder II oder andere Dehydrogena-
sen reduziert wurde, und iibertrigt sie auf Cytochrom c. Zwi-
schen den Cytochrom-b-Molekiilen und dem Eisen-Schwe-
fel-Protein tritt ein grofer Sprung im Halbreduktionspoten-
tial auf: dieser Teil des Komplexes wurde daher der zweiten
Phosphorylierungsstelle zugeordnet (Abb. 2). Die durch
Komplex III katalysierte Elektroneniibertragung ist mit ei-
ner Protonentranslokation gekoppelt, wobei sich wie bei
Komplex I ein Verhiltnis von 4 H®/2e® ergibt (Abb. 3)I"*,
Die Gesamtreaktion an Komplex III kann daher folgender-
maflen beschrieben werden:

QH, +2Cyt-c*® + 2HD, - Q+2Cyt-c*® + 4H .y, 4)

Der Mechanismus dieser vektoriellen Protonenbewegung
wird noch untersucht. Wie in Abschnitt 3.3 beschrieben,
konnte ein Ubichinon-Loop nur die Hilfte der Protonen
transportieren. Alternativ wurde ein Ubichinonzyklus in Er-
wigung gezogen (Abb. 8)"*°%l Er ist durch den RiickfluB ei-
nes Elektrons charakterisiert (gestrichelte Linie), wodurch
sich die H®/e®-Stochiometrie verdoppelt. Der Zyklus be-
ginnt mit der Reduktion von Ubichinon durch ein Elektron
von einem Cytochrom b aus Komplex III und der gleichzei-
tigen Aufnahme eines Protons von der Matrixseite (Reaktion
1). AnschlieBend wird das entstandene Semichinonradikal
QH® durch ein Elektron reduziert, das von einem Eisen-
Schwefel-Zentrum in Komplex I oder II stammt, unter
gleichzeitiger Aufnahme eines zweiten Protons von der Ma-
trixseite (Reaktion 2). Nachdem das Ubichinol durch die
Membran gewandert ist, wird es von Komplex III wieder
oxidiert, wobei es 2H® auf die Cytosolseite abgibt. Das eine
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Elektron geht auf Cytochrom b iiber (Reaktion 3), wo es fiir
die Reduktion des ndchsten Ubichinonmolekiils gebraucht
wird, das andere wird auf das Rieske-Eisen-Schwefel-Protein
von Komplex 111 weitergeleitet und reduziert schlieBSlich Cy-
tochrom ¢ (Reaktion 4). Der Mechanismus erfordert zwei

auflen I
(Cytosol)
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i (Matrix)

Komplex | oder
Komplex I]
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Abb. 8. Hypothetisches Schema des mit einer 4 H® /2 e®-Stochiometrie arbeiten-
den Ubichinonzyklus (Reihenfolge der Reaktionen und Lage der Reaktionszen-
tren siche Text).

Ubichinonradikale QH® als Zwischenstufen. Das Auftreten
eines Radikals zwischen Reaktion 3 und Reaktion 4 ist vor-
stellbar, da es an einem gemeinsamen Reaktionszentrum sta-
bilisiert werden konnte. Ein Radikal jedoch, das als Produkt
der Reaktion 1 entsteht, muf3 von Komplex 11 zu Komplex I
oder II wandern. Wegen der geringen Stabilitat dieser Spe-
zies kann man sich diese Wanderung nur schwer vorstellen,
wenn man nicht einen strukturellen Zusammenhang der be-
teiligten Komplexe annimmt. Deshalb sollte man in Erwi-
gung zichen, daf} Protonen, zusitzlich oder alternativ zum
Transfer iiber den Ubichinon-Loop durch einen Protonen-
translokator durch die Membran gepumpt werden konnen.

Als Protonentranslokator bieten sich die Cytochrom-b-
Molekiile des Komplexes 11T an7-%¢1,

Cytochrom b reagiert in Abhédngigkeit von seinem Reduk-
tionszustand unter Protonierung/Deprotonierung (Abb. 9).
Aus der Analyse veroffentlichter Redoxtitrationen®”** wur-
de abgeleitet, dal bei physiologischem pH-Wert der Proto-
nierung 1 der Gruppe R die Reduktion 2 des Himzentrums
folgt. Der Zyklus besteht aus einer symmetrischen Reakti-
onsfolge, da nach der Oxidation 4 die Deprotonierung 5
stattfindet. Die Reaktionen 3 und 6 sind Konformationsan-
derungen von Cytochrom b. Im Verlauf von Reaktion 3 wird
der Aminosdurerest R von der Matrixposition, d. h. einer in-
neren Lage, zu einer Cytosolposition, d. h. einer dufleren
Lage, umgeklappt. Reaktion 6 umfafit die Riickkehr der
Gruppe R in ihre urspriingliche Lage. Fiir die Gruppe R
wurde ein pK-Wert von 6.9 bzw. 8.5 fiir das oxidierte bzw.
reduzierte Hdm-Zentrum berechnet®®”. Entsprechend der
symmetnischen Reaktionssequenz finden Protonierung und
Deprotonierung auf beiden Seiten der Membran bei einem
pK-Wert von 6.9 statt. In der inneren Lage stabilisiert die
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Abb. 9. Schema der Reaktionssequenz von Cytochrom b, das als Protonentrans-
lokator mit einer 2H"¥/2e"-Stéchiometrie arbeitet. Die eckige Form symboli-
siert Cytochrom b mit von der Matrixseite her zuginglicher protonierbarer
Gruppe R. Die runde Form symbolisiert das entsprechende, von der Cytosolseite
zugingliche Molekiil. Die Reduktion von Cytochrom b fiihrt zu einem Anstieg
des pK-Werts der Gruppe R von 6.9 auf iiber 8.5, was die geschlossene Form der
Protonenbindungsstelle andeutet. Der gepunktete Pfeil steht fiir die Moglichkeit
eines unproduktiven Ubergangs, der wahrscheinlich nur in geringem Ausmaf
stattfindet (siehe Text).

pK-Anderung (von 6.9 auf 8.5 durch die Reduktion) den
protonierten Zustand der Gruppe R wihrend der Transloka-
tion (Reaktion 3); in der duBleren Lage erleichtert die pK-
Anderung (von 8.5 auf 6.9 durch die Oxidation) die Abgabe
des H® auf die Cytosolseite. Eine Umkehr der Reaktionsse-
quenz kann experimentell durch ein hohes Phosphorylie-
rungspotential ([ADP]/(JADP]-[P,])) induziert werden. Die
Elektronen flieBen dabei die Elektronentransportkette auf-
wirts. Der Vorgang wird durch einen iiber die Riickreaktion
der ATP-Synthetase, d. h. ihre ATPase-Aktivitit, aufgebau-
ten Protonengradienten getrieben (siche Abschnitt 4).

Das vorgestellte Modell einer Cytochrom-b-Protonen-
pumpe setzt vor allem voraus, daBl die als Protonentransloka-
tor wirkende Redoxkomponente ihre Konformation in Ab-
héngigkeit vom Redoxzustand des Metallzentrums #ndert.
Bei Cytochrom b geht das Eisen des Him-Zentrums vom
zweiwertigen in den dreiwertigen Zustand iiber, wobei durch
eine Konformationsinderung ein Aminosdurerest R (z. B.
Histidin) verschoben wird. In Abhingigkeit vom Redoxzu-
stand des Him-Zentrums dndert sich der pK-Wert des be-
wegten Restes, was die Protonentranslokation erleichtert.
Ein analoges Modell wurde auch fiir die Cytochrom-Oxida-
se, die als Protonenpumpe arbeitet, vorgeschlagen®. Wahr-
scheinlich wiirde eine Verschiebung des Aminosiurerestes R
um einige Zehntel Nanometer ausreichen, um den Abstand
zwischen zwei Protonenkanilen zu iiberbriicken und so die
Verbindung zwischen der Matrix- und der Cytosolseite der
Membran herzustellen!"®). Diese Protonenkanile kénnten
von ciner a-helicalen Struktur des Protonentranslokators
(Cytochrom b) gebildet werden!'®!!, die sich senkrecht zur
Membranebene befindet, aber auch zusitzlich von «-helica-
len Strukturen benachbarter Polypeptid-Untereinheiten, z.
B. den Core-Proteinen. Im Gegensatz zu einer denkbaren
Verschiebung einer Gruppe R infolge des Riickflusses von
Protonen bei der protonengetriebenen ATPase!'®? bewegt
sich die Gruppe RH® des Protonentranslokators gegen einen
Protonengradienten und gegen das Membranpotential; trei-
bende Kraft ist die bei der Substratoxidation freiwerdende
Energie.
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Es fragt sich nun, ob ein nichtproduktiver Ubergang von
(Cyt. B*®*H®),upen zu (Cyt. b** H®),en, angedeutet durch
die gestrichelte Linie in Abbildung 9, stattfindet und be-
wirkt, da3 weniger als 2H®/2¢® transportiert werden.

Man koénnte spekulieren, daB in Analogie zur Situation
bei anderen enzymkatalysierten Systemen!'*?! immer eine ge-
wisse Unspezifitdt vorhanden ist, welche eine ausreichend
hohe Geschwindigkeit der Translokation sicherstellt. Eine
Abnahme des cytosolischen pH-Wertes unter experimentel-
len Bedingungen konnte weiterhin das Ausmaf dieser Ener-
giedissipation vergréBern, da sich (Cyt. b*® H®), s, anhiuft.
Unter physiologischen Bedingungen wiirde der Protonen-
translokator mit einer durchschnittlichen Ausbeute von et-
was weniger als 2H®/2¢® arbeiten. Fiir diesen Fall miiten
wir unsere frithere Feststellung korrigieren, daB die H®/e®-
Stéchiometrie eines solchen Systems immer ganzzahlig ist?®”).
Die geringfiigige Energiedissipation bei der Protonentranslo-
kation mul von der Energiedissipation groffen AusmafBes
unterschieden werden, die von einem Hydroxidionen-Trans-
lokator des braunen Fettgewebes bewirkt wird und speziell
der Erzeugung von Wirme dient (siehe Abschnitt 8).

Zusammenfassend sei festgestellt, dafl an Komplex 111, d.
h. an der zweiten Phosphorylierungsstelle, zwei Redoxproto-
nenpumpen beteiligt sein miissen, sofern kein Protonentrans-
port iiber Ubichinon stattfindet, da fir ein Cytochrom-b-
Molekiil eine 2H®/2e®-Stéchiometrie gilt. Diese Arbeit
kénnten die beiden Cytochrom-b-Molekiile verrichten, wenn
sie in Serie geschaltet wiren. Dies wiirde jedoch dem von
uns vorgeschlagenen Modell®”! widersprechen.

3.5. Komplex IV (Ferrocytochrom c: Sauerstoff-Reduktase)

Komplex 1V, der letzte Abschnitt der Atmungskette, ist
auch als Cytochrom-Oxidase bekannt. Im Vergleich zu den
anderen Atmungskettenkomplexen wurde er nach Struktur
und Funktion schon sehr intensiv untersucht®”!*1%51 Das
Enzym, das aus mehreren Untereinheiten besteht, iiber-
nimmt Elektronen von Ferrocytochrom ¢ und iibertrigt sie
schlieBlich auf Sauerstoff, wobei ein Sauerstoffmolekiil zu
zwel Wassermolekiilen reduziert wird (Abb. 2). Einzelheiten
itber den Mechanismus der Sauerstoffaktivierung sollen hier
nicht beschrieben werden (Ubersichten siehe [1%-197!), Dieser
Abschnitt soll hauptsichlich strukturelle Aspekte und den
wahrscheinlichen Mechanismus der Protoneniibertragung in
diesem Teil der Atmungskette behandeln. Die Energieum-
wandlungsstelle an Komplex IV wird traditionsgemif3 dritte
Phosphorylierungsstelle genannt.

Die kleinstmogliche Einheit des Komplexes besteht aus
zwolf Polypeptiden!'"® (Tabelle 1). Sie enthilt vier elektro-
neniibertragende Zentren: zwei Kupferzentren — das eine mit
niedrigem, das andere mit hohem Potential!'*! (Abb. 2) -,
und zwei Himgruppen, die als Cytochrom a und Cytochrom
a, bezeichnet werden!''". Es war bisher nicht méglich, die
vier Redox-Zentren wie bei Komplex III (siehe Abschnitt
3.4) einzelnen Polypeptiden zuzuordnen, da Komplex 1V
noch nicht unter milden Bedingungen in seine funktionellen
Polypeptide zerlegt werden konnte. Die Verwendung hoher
Salz- und Detergenskonzentrationen fiihrt zur Ablésung der
Redox-Zentren von den Apoproteinen.

Die drei groBten und am stirksten hydrophoben Polypep-
tide werden auf der mitochondrialen DNA codiert!'!"''
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und an mitochondrialen Ribosomen synthetisiert; die ver-
bleibenden Polypeptide sind Produkte der cytosolischen Pro-
teinsynthese.

Es gibt wahrscheinlich mehr Analogien zwischen Kom-
plex IV und III als man bisher annahm. Dies gilt nicht nur
fur den unterschiedlichen Ort der Proteinsynthese fiir die
einzelnen Untereinheiten, den Mechanismus des Zusam-
menbaus des Gesamtkomplexes und den Mechanismus der
Protonentranslokation, sondern auch fur die Quartérstruktur
der Molekiile und die mogliche kooperative Funktion der
Ham-Zentren.

Das Molekulargewicht der kleinstméglichen Einheit von
Komplex 1V betragt 166000, berechnet aus dem Hiamgehalt
von 12 pmol/g Protein, unter Annahme von 2 Him a/mini-
male Einheit. Die Summe der Molekulargewichte der Unter-
einheiten betragt 178000. Bei Ultrazentrifugationsstudien
verhilt sich das Molekiil als Dimer.

Komplex 1V wurde in zwei kristalline Formen gebracht.
Durch Negativextraktion mit Triton X-100 erhaltenes Prote-
in zeigt einen hoheren Phospholipidgehalt!'**! als Priparatio-
nen in Desoxycholat''¥. Die Tritonpriparation bildet Vesi-
kel, die den Komplex als Dimer enthalten!'"”), wihrend die
Cholatpraparation Schichten bildet, in denen der Komplex
monomer angeordnet ist!''*), In beiden Formen der ,,zweidi-
mensionalen Kristalle* zeigt der monomere Komplex die
groben Umrisse eines schiefen ,,Y* von 11 nm Linge (Abb.
10). Die Arme des ,,Y* sind 5.5 nm lang. Sie zeigen zur Ma-
trixseite der Membran, und man glaubt, daB sie in der Phos-
pholipid-Doppelschicht eingebettet sind. Der Stamm des
., Y*, der ebenfalls 5.5 nm lang ist, befindet sich auf der Cy-
toplasmaseite der Membran und ragt wahrscheinlich aus de-
ren Oberfliche heraus.

Diese Studien fithrten zur Annahme, daB das Dimer
(nicht gezeigt), das vier Cytochrom-a-Molekiile und vier
Kupferzentren enthilt, der funktionelle Zustand von Kom-
plex IV in der inneren Mitochondrienmembran ist!''*!. Ne-
ben der Kenntnis der Grobstruktur und der Abgrenzung des

Abb. 10. Modell der Grobstruktur des monomeren Komplexes 1V. M1 und M2
sind die Domiinen auf der Matrixseite, C die Domiine auf der Cytoplasmaseite
(mit freundlicher Genehmigung von R. Henderson).
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Molekiils gibt es jedoch bisher keine genauen Daten iiber die
geometrische Anordnung der Untereinheiten in diesem
Komplex. Die Reihenfolge und Funktion der vier Metall-
zentren im Elektronenflul sind nur teilweise geklart. Die
Halbreduktionspotentiale von Cytochrom a und a; unter-
scheiden sich um etwa 200 mV (Abb. 2)!''7); ein wesentlich
groferer Potentialsprung — etwa 400 mV - tritt jedoch zwi-
schen Cytochrom a; und Sauerstoff auf.

Wihrend der letzten drei Jahre wurde bewiesen, daf3 der
Elektronenfluf3 von Ferrocytochrom ¢ zu Sauerstoff mit ei-
nem vektoriellen Protonentransport gekoppelt ist (Abb.
3)U'81 Die Daten ergaben sich aus zahlreichen Studien mit
Komplex IV, der in Phospholipid-Vesikel eingebaut war, so-
wie aus Studien an dem in der Mitochondrienmembran ein-
gebetteten Komplex!"'*'29 Fiir das isolierte und in Phos-
pholipid-Vesikel eingebaute Enzym ergab sich eine 2H®/
2¢%-Stochiometrie®”; die Stochiometrie des Prozesses in der
biologischen Membran betrigt 4 H®/2e®'2!), Die 2H®/2¢°-
Stéchiometrie, die in Vesikelpriparationen gefunden wird,
konnte durch eine nur teilweise Wiederherstellung der
Pumpfihigkeit in diesem kiinstlichen System bedingt sein.
Der GesamtprozeB3, der von Cytochrom-Oxidase katalysiert
wird, kann folgendermafien zusammengefafit werden:

2Cyt. ¢*® +1/20, + 4HE,, + 2HO 0 -

%)
2Cyt. ¢*® + HyO + 4HS,,,

Die transportierten Protonen sind kursiv geschrieben (siche
Abb. 3).

Komplex IV ist ein Segment der Atmungskette, das kein
Chinon oder andere bewegliche Wasserstoffiibertrager ent-
hilt. Diese Ergebnisse zwingen daher fast zu dem Schluf,
daf} der Protonentransport durch Komplex IV von zwei in
Sequenz verbundenen Protonenpumpen bewirkt wird. Die
Cytochrom-a- und -a;-Molekiile kénnen wie die Cytochrom-
b-Molekiile von Komplex 111 hierfiir als mogliche Kandida-
ten betrachtet werden, da ihre Halbreduktionspotentiale pH-
abhingig sind!'?%,

3.6. Cytochrom ¢

Im Gegensatz zu den meisten anderen Komponenten der
Atmungskette ist Cytochrom ¢ ein Protein, das strukturell
und funktionell auf molekularer Ebene charakterisiert ist,
und anders als die anderen Komponenten ist es ein hydro-
philes Molekiil. Bei Cytochrom c handelt es sich um ein peri-
pheres Membranprotein, das ohne Detergentien extrahiert
werden kann. Es kann schon durch hohe lonenstirke von
seiner Bindungsstelle auf der Auflenseite der inneren
Mitochondrienmembran abgelost werden. Man kann es sehr
leicht reinigen, wenn man seinen hohen isoelektrischen
Punkt ausnutzt!'**. Das Molekulargewicht von Cytochrom ¢
betrigt etwa 120001"**. Charakteristisch fiir die meisten Cy-
tochrome vom Typ c ist die kovalente Bindung von Proto-
porphyrin IX an das Apoprotein iiber zwei Thioetherbriik-
ken, die von den Vinylgruppen des Protoporphyrins IX und
zwei Cystein-Thiolgruppen des Proteins gebildet werden!'?".
Die Aminosiduresequenz von Cytochrom c ist fiir mehr als 50
Spezies bekannt!!?l, Aus diesen Daten wurde ein phylogene-
tischer Stammbaum konstruiert!’?”!. Dariiber hinaus konnte
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die dreidimensionale Struktur von Cytochrom ¢ aus Thun-
fischherz mit einer Auflésung von 0.2 nm ermittelt wer-
den!"?®, Das Hiam wird durch die beiden Thioetherbriicken
zu Cys-14 und Cys-17 in einer hydrophoben Tasche gehalten
(Abb. 11). Auf der rechten und der linken Seite (Abb. 11) des
mit einer Ecke dem Medium zuginglichen Hidmsystems
kann man den funften und sechsten Eisenliganden, His-18
und Met-80, erkennen. Die meisten basischen Aminosiuren
(Lys-5, Lys-7, Lys-8, Lys-13, Lys-27, Lys-73, Lys-86, Lys-87)
umgeben die Offnung der Tasche. Dies ist ein allgemeines
Merkmal von Cytochrom ¢ aus verschiedenen Quellen.

Aminoende

Abb. 11. Geriist der Aminosdure-a-C-Atome von Cytochrom ¢ aus Pferdeherz
(mit freundlicher Genehmigung von R. E. Dickerson).

Fiir Cytochrom ¢ wurde ein Halbreduktionspotential von
etwa +250 mV bestimmt, das im Bereich physiologischer
pH-Werte pH-unabhingig ist und auf eine Lage in der At-
mungskette zwischen Cytochromen vom Typ a und b hin-
weist. Cytochrom ¢ wird tatsichlich von Komplex III, der
Cytochrom b enthilt, reduziert, und von Komplex IV, der
Cytochrom a enthilt, oxidiert (Abb. 2).

Aus Acetylierungsversuchen mit freiem Cytochrom ¢ und
mit an Cytochrom ¢, oder an Komplex III gebundenem Cy-
tochrom c¢ schlof3 man, daf3 Cytochrom ¢ an die Cytochrom-
¢,-Untereinheit von Komplex 111 bindet!'** 3% Die Bin-
dungsdomine befindet sich in der Nihe der Lysinreste 13,
72, 73, 83, 87 und 88 auf der linken oberen Seite des Mole-
kiils in Abbildung 11, was dadurch gezeigt wurde, daf} diese
Reste abgeschirmt und deshalb fiir das Acetylierungsrea-
gens weniger zuginglich waren. Dieselbe Bindungsdomine
ergab sich fiir die Cytochrom-Oxidasel'!132; dies weist dar-
auf hin, daB Cytochrom c¢ kein festes Bindeglied zwischen
den Komplexen III und IV in der Atmungskette ist, sondern
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daB es sich bewegt oder die Offnung der Himtasche zu den
Reaktionszentren der Komplexe 11T und IV dreht.

Nach der Ermittlung der dreidimensionalen Struktur von
Cytochrom ¢ wurde eine Beteiligung der aromatischen Ami-
nosiuren Tyr-74, Trp-59 und Tyr-67 bei der Elektronen-
iibertragung uber den vierten Pyrrolring auf das Eisen ver-
mutet!">3. Der vorgeschlagene Mechanismus einer radikali-
schen Elektroneniibertragung muflte jedoch zuriickgenom-
men werden, als die dreidimensionale Struktur von Cyto-
chrom css, aus P. denitrificans bekannt wurde!'>¥, Dieses Cy-
tochrom ¢ enthilt einen Leu-Rest anstelle von Tyr-74, rea-
giert aber immer noch mit Komplex IIIU*). Ein weiteres Ar-
gument gegen den Mechanismus der Radikaliibertragung —
eine Art ,,Elektronenhiipfen® — besteht darin, daf eine hohe
Energieschwelle besteht, die eine Aktivierungsenergie von
etwa 250 kJ/mol erfordert'*¢),

Zur Zeit finden zwei andere Moglichkeiten der Elektro-
neniibertragung Beachtung: 1) ein Mechanismus, der iiber
die duBlere Elektronenhiille ablduft!**”, und 2) ein Tunnel-
mechanismus!"**'**I. Der erste Mechanismus setzt eine
Uberlappung des w-Orbitalsystems des Cytochrom-c-Hims
an seiner duBersten Ecke mit einer prosthetischen Gruppe
der Reduktase oder Oxidase voraus. Dabei kann maximal
eine Entfernung von 0.3 nm iiberbriickt werden. Beim Tun-
neln bewegen sich Elektronen durch Energieschwellen, die
sie nach der klassischen Mechanik nicht iiberschreiten kon-
nen; dieses Verhalten wird aber durch die Quantentheorie
vorausgesagt, wenn man die Elektronen als Materiewellen
betrachtet. Nach einer einfachen Beschreibung des Prozesses
ist es moglich, durch Tunreln eine Maximalentfernung von
3 nm zu iiberbriicken!**'**!, Diese Entfernung liegt in der-
seiben Grofienordnung wie der Abstand zwischen den Him-
gruppen von Cytochrom-Oxidase und Cytochrom ct'#0-14'1,
Ein ausschlieBlicher TunnelprozeB diirfte keine Temperatur-
abhingigkeit zeigen, die aber fir das meistuntersuchte Sy-
stem, die Photooxidation von Cytochrom c in der Purpur-
membran des Schwefelbakteriums Chromatium, oberhalb
von 100 K gefunden wurde. Eine weiterentwickelte Beschrei-
bung des Tunnelmechanismus, die ,,thermisch aktiviertes
Elektronentunneln* genannt wird, sagt eine Temperaturab-
hiangigkeit voraus!'*?. Der uiberbriickbare Abstand verrin-
gert sich nach dieser Berechnung aber auf ca. 1 nm. Diese
kleinere Distanz ist nicht unbedingt ein Nachteil, da ein Ab-
stand von 3 nm die Beteiligung von mehreren Redoxzentren
ermoglichen wiirde, wihrend bei 1 nm Abstand eine scharfe
Unterscheidung der Reaktionszentren méglich wire.

4, ATP-Synthetase (Komplex V)

Man findet protonengetriebene ATP-Synthetasen nicht
nur in der inneren Mitochondrienmembran, sondern auch in
der Cytoplasmamembran von Bakterien und in der Thylako-
idmembran von Chloroplasten. Die ATP-Synthetasen dieser
Quellen haben dhnliche Struktur und Funktion!"** %), Das
Enzym aus Mitochondrien 146t sich sehr leicht in zwei Mul-
tiprotein-Untereinheiten und mindestens zwei zusitzliche
Polypeptid-Bestandteile trennen (Abb. 12). Eine dieser Mul-
tiprotein-Untereinheiten, der Kopplungsfaktor Fy, ist eine
wasserlosliche Komponente, die kiirzlich kristallisiert wer-
den konnte!'**'¥! Sie besteht aus fiinf verschiedenen Poly-
peptiduntereinheiten («, f, v, 3, £). Die stochiometrische Zu-
sammensetzung betragt moglicherweise as, B2, 2, 82, &5 (Ta-
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belle 1); hieriiber gibt es aber noch widerspriichliche Ansich-
tenl!48-150]

Abb. 12. Untereinbheiten der ATP-Synthetase. Die Untereinheiten von F, sowie
das ,.oligomycin-sensitivity-conferring protein* (OSCP) und der Kopplungsfak-
tor F sind nicht dargestellt.

F, zeigt die seltene Eigenschaft einer Kiltelabilitit, die auf
einen Zerfall in die Untereinheiten bei tieferen Temperatu-
ren zuriickzufiihren ist!'*'!. Im Gegensatz zu F, ist die zweite
Multiprotein-Untereinheit (Fg) ein integraler Membranbe-
standteil aus wahrscheinlich vier Polypeptidketten (siche Ta-
belle 1){'52:1531,

Aufler den Multiprotein-Untereinheiten F, und F, enthalt
die mitochondriale ATP-Synthetase noch zwei weitere Pro-
teine: das ,oligomycin-sensitivity-conferring  protein*
(OSCP) mit einem Molekulargewicht von 1900054 1% dag
sich direkt an F, mit einer 1:1-Stéchiometrie bindet!'*®), und
den Kopplungsfaktor Fq mit einem Molekulargewicht von
8000!'*”1. Man nimmt an, daB der Kopplungsfaktor F, an der
Bindung von OSCP-F, an F, beteiligt istt'**'>,

Aus Rinderherz-Mitochondrien wurde ein weiteres Prote-
in - das F,-Inhibitor-Protein - isoliert!'”). Es kann sich bei
einem geringen ATP/ADP-Verhiltnis an F, binden und
hemmt so scheinbar die ATPase, nicht aber die ATP-Synthe-
tase-Reaktion!!®!- 162,

Auf elektronenmikroskopischen Bildern ist die ATP-Syn-
thetase als Kugel, die iiber einen Stiel mit der Membran ver-
bunden ist, zu erkennen. Diese Kugeln, die zum Matrixraum
hin zeigen, werden dem F,-Teil zugeschrieben. Die Stiele
konnten von OSCP und F, gebildet werden, wihrend der
Membranteil aus der Fy-Einheit besteht!!*>'*¥ Man sollte
jedoch erwihnen, dafl das elektronenmikroskopische Ausse-
hen auch auf Fixierungsartefakte zuriickgefithrt wurde.

Den Untereinheiten der ATP-Synthetase kénnen be-
stimmte katalytische Aktivititen zugeordnet werden!"**.. Der
isolierte F,-Teil zeigt sogar noch ohne die y- und 3-Unter-
einheit eine ATP-Hydrolyse-Aktivitit, hat aber die Fahig-
keit zur ATP-Synthese verloren!'*®. Dieser Befund ist mit
der Forderung in Einklang, daB3 die Energieiibertragung an
einen elektrochemischen Protonengradienten iiber die innere
Mitochondrienmembran gekoppelt ist. Der Gradient kann
von einem loslichen Enzym in einer einheitlichen Phase aber
nicht aufgebaut werden. Der Fy-Teil bildet einen Protonen-
kanal!'*®l. Wird F, von der Mitochondrienmembran abge-
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16st, kann sie den Protonengradienten nicht mehr aufrechter-
halten, sondern zeigt eine Dicyclohexylcarbodiimid-sensitive
Protonendurchlissigkeit!'®”-1%*! Diese Hemmung beruht auf
der kovalenten Bindung des Dicyclohexylcarbodiimids an
einen Glutamat-Rest der kleinsten Untereinheit von Fy!!'**l,

Der Kopplungsfaktor F, trigt mehrere Bindungsstellen
fiir Adeninnucleotide!'**!, die wahrscheinlich verschiedene
Funktionen fiir ATP-Synthese und -Regulation haben. Die
folgende Beschreibung beschrinkt sich auf sogenannte feste
Bindungsstellen, von denen ADP oder ATP, obwohl nicht
kovalent gebunden, auch durch Dialyse oder Gelfiltration
nicht entfernt werden konnen. Wie durch Photoaffinitits-
markierung gezeigt werden konnte, befinden sich diese Bin-
dungsstellen auf den B-Untereinheiten!!7%-1721,

In kiinstlichen Systemen konnte gezeigt werden, daf3 ein
pH-Gradient oder ein elektrisches Feld den Protonenfluf3
antreiben kann, der mit der ATP-Synthese gekoppelt
ist!'7>174)_ Bis jetzt ist noch unbekannt, wie dieser Protonen-
fluB die ATP-Synthese antreibt; es werden Vorschlige disku-
tiert!'”> 71, Ein hypothetisches Reaktionsschema fiir die
ATP-Synthese soll hier beschrieben werden!'’™ (Abb. 13). Es
basiert auf der Annahme, dafl es zwei gleiche Bindungsstel-
len fiir ATP oder ADP und P; auf den beiden -Untereinhei-
ten eines F;-Molekiils gibt, die beide abwechselnd aktiv sein
konnen. Ist ein ATP-Molekiil fest an die erste Bindungsstelle
geheftet, so binden sich ADP und P; schwach an die zweite
Bindungsstelle (Reaktion 1). In einer energieabhéngigen Re-
aktion werden dann ADP und P; fest gebunden, wihrend die
Bindung zu ATP an der inneren Bindungsstelle gelockert
wird (Reaktion 2). Man nimmt an, daf3 die Lockerung der
Bindung von ATP der energieverbrauchende Schritt ist, und
nicht die Bildung der Anhydridbindung. Im nichsten Schritt
wird ATP freigesetzt (Reaktion 3). Zum Schlufl wird ATP
aus ADP und P; gebildet (Reaktion 4). Die zweite Halfte des
Zyklus lauft in derselben Reihenfolge ab, wobei aber die an-
deren Bindungsstellen benutzt werden (Reaktionen 5-8). Er-
gebnisse, deren Deutung mehr als zwei Bindungsstellen fiir
die ATP-Synthese erfordert!!*?!, konnten darauf zuriickge-
fithrt werden, daf3 eine Reihe von Zwischenstufen ,,eingefro-

N

Abb. 13. Modifiziertes Schema der Reaktionssequenz der an zwei alternierenden
Bindungsstellen der ATP-Synthetase stattfindenden ATP-Synthese (nach P. D.
Boyer et al. [177]). Die beiden Bindungsstellen sind durch unterschiedliche
Schraffierung gekennzeichnet.

Angew. Chem. 92, 684-700 (1980)

ren und als verschiedene Bindungsstellen interpretiert wur-
den.

Auch bei der Na,K-ATPase!'"", der Ca?®-ATPase!'”" und
der Myosin-ATPase!'"*! nimmt man an, daf3 die Freisetzung
von fest gebundenem ATP und nicht die Bildung der Anhy-
dridbindung von ATP der energieverbrauchende Schritt ist.

Die ATP-Synthetase kann auch in der umgekehrten Rich-
tung als elektrogene Protonenpumpe arbeiten (ATP-getrie-
bene Protonenpumpe)!'®'-'*. Eine 3 H®/ATP-Stéchiome-
trie scheint nun fiir die eigentliche ATP-Synthetase-Reakti-
on festzustehen (Abb. 3) (siche Abschnitt 9)!".

5. Adeninnucleotid-Translokase

Die Adeninnucleotide ADP und ATP brauchen fiir den
Durchtritt durch die innere Mitochondrienmembran ein
Transportsystem (Carrier), da diese Membran fiir die hoch
geladenen und sperrigen Molekiile (ADP*® und ATP*®) un-
durchlissig ist!'#*'% Das transportierende Enzym, die Ade-
ninnucleotid-Translokase, hat nach der SDS-Gelelektropho-
rese ein minimales Molekulargewicht von 30000!"*7, In mil-
den Detergentien, wie man sie fiir Studien mit der analyti-
schen Ultrazentrifuge benutzt, betrigt das Molekulargewicht
dieses Carriers 60000!"*¥, Tn diesem Fall liegt er als Dimer
vor. Da nur eine Bindungsstelle pro Dimer fiir die Adenin-
nucleotide ADP und ATP sowie fiir die spezifischen Inhibi-
toren gefunden wurde, die sowohl fir ADP und ATP zu-
ganglich ist!'*, stellt man sich vor, da3 das Dimer den funk-
tionellen Zustand des Proteins in der inneren Mitochon-
drienmembran reprasentiert. Eine teilweise durchgefiihrte
Aminosiuresequenzanalyse erbrachte keine Hinweise auf ir-
gendwelche Heterologien. Man betrachtet das Enzym des-
halb als Dimer mit zwei gleichen Untereinheiten. Der Car-
rier ist ein ziemlich hydrophobes, integrales Membranprote-
in. Er ist in dieser Hinsicht mit dem Cytochrom-b-Dimer
von Komplex III vergleichbar. Aufgrund seiner Funktion
wird eine durch die Membran hindurchreichende Anord-
nung angenommen!!®* 1%,

Die Adeninnucleotide ADP und ATP werden in einer
strengen 1:1-Stochiometrie iiber die Membran ausgetauscht
(Abb. 3)l'#-1%0 Die Translokase ist hochspezifisch fir diese
beiden Nucleotide. AMP wird nicht transportiert. Es gibt fiir
den Carrier spezifische Inhibitoren, z. B. das pflanzliche Gift
Atraktylat (ein Diterpenoid-Derivat)!'®'! und das bakterielle
Toxin Bongkrekat (ein Polyisoprenoid-Derivat)!'"?. In ei-
nem Modell wurde der Transportmechanismus als ,.gated
pore“-Mechanismus dargestellt!'®*, Der Carrier ist ein hoch-
aktives Membrantransportsystem, das 14% des gesamten
Proteins der inneren Mitochondrienmembran ausmacht. Die
Transportgeschwindigkeit ist mit der der Phosphat-Translo-
kase vergleichbar (siehe Abschnitt 6). Der Transport der
Adeninnucleotide scheint die Versorgung des Cytosols mit
mitochondrial synthetisiertem ATP nicht zu limitieren, d. h.
der Adeninnucleotid-Carrier reagiert schneller als die proto-
nengetricbene ATP-Synthetase (siche Abb. 3).

Der Adeninnucleotid-Transport ist ein sekundir aktiver
Transport, der Energie verbraucht, die in Form des Mem-
branpotentials zur Verfiigung gestellt wird!"*¥, Der Trans-
port findet gegen das Phosphorylierungspotential ([ATP]/
([ADP]-[Pi])) statt, das im Cytosol hoher liegt (etwa 66 kJ)
als im Matrixraum (etwa 55 kJ)!'**. Im energetisierten Zu-
stand wirkt das Adeninnucleotid-Transportsystem asymme-
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trisch, d. h. die ADP-Aufnahme ist gegeniiber der ATP-Auf-
nahme begiinstigt, und umgekehrt wird ATP bevorzugt ge-
geniiber ADP abgegeben!"”. Wird das Membranpotential
durch Entkoppler wie Dinitrophenol zerstdrt, so wird auch
die Asymmetrie des Transports aufgehoben, d. h. ATP wird
mit derselben Geschwindigkeit aufgenommen wie ADP, und
ADP wird mit derselben Geschwindigkeit wie ATP freige-
setzt. Theoretisch kann also ein reiner ADP/ADP- oder
ATP/ATP-Gegentausch stattfinden.

Der Einflul des Membranpotentials auf die Austauschak-
tivitit und auf die Asymmetrie des Transports, bedingt
durch seine elektrogene Natur, wurde kiirzlich an einem re-
konstituierten System demonstriert, bei dem gereinigtes Car-
rier-Protein in Phospholipid-Vesikel eingebaut warl!®%!7l,
Die Beziehungen zwischen dem Elektronentransport, der das
elektrochemische Membranpotential aufbaut, und den drei
das Potential verbrauchenden Vorgiangen (ATP-Synthese,
Adeninnucleotidaustausch und Phosphattransport) werden
in Abschnitt 7 diskutiert.

6. Phosphat-Transportsystem

Mitochondrien enthalten zwei Carrier-Systeme, die anor-
ganisches Phosphat durch die innere Membran transportie-
ren kénnen: den Dicarboxylat- und den Phosphat-Car-
rier?™ 1981991 Der Dicarboxylat-Carrier tauscht HPO2® ge-
gen Dicarbonsiure-Anionen aus, z. B. Succinat oder Malat.
Dieses Transportsystem unterscheidet sich vom Phosphat-
Carrier dadurch, daB es durch einige nichtphysiologische Di-
carboxylate wie n-Butylmalonat!"® gehemmt wird. Der
Phosphat-Carrier spricht dagegen sehr empfindlich auf SH-
blockierende Reagentien an!'**2°°\. Der Dicarboxylat-Car-
rier scheint nicht fiir die Bereitstellung von anorganischem
Phosphat zur ATP-Synthese, die ja im Matrixraum stattfin-
det, benotigt zu werden, sondern ist vielmehr fir die Dicarb-
oxylat-Aufnahme im Gegentausch gegen HPOZ® zustandig.

Phosphat wird hauptsiachlich von einem spezifischen
Phosphat-Carrier bereitgestellt, einem Protein, dessen durch
N-Ethylmaleimid markierte Form ein Molekulargewicht von
etwa 30000 hat (SDS-Gelelektrophorese)??'-2%l  Dieses
Transportsystem ist wahrscheinlich das aktivste in der inne-
ren Mitochondrienmembran!'®. Die Phosphataufnahme
verliuft elektroneutral®® entweder iiber einen H,PO9/
OH®-Gegentausch oder einen H,PO%/H®-Cotransport. Der
Einfachheit halber wird im folgenden die zweite Moglichkeit
angenommen. Auf jeden Fall hangt die Aufnahme vom Pro-
tonengradienten an der Membran ab (Abb. 3).

Da der Phosphat-Carrier unter physiologischen Bedingun-
gen nur H,POY vom Cytosol- in den Matrixraum transpor-
tiert, konnte man annehmen, dafl die pH-Differenz iiber die
Mitochondrienmembran in groflerem Ausmafl als man es
aufgrund des Cotransports eines Protons erwartet beeinfluf3t
wird, weil dem Dissoziationsgleichgewicht der Phosphorsidu-
re in der Cytosolphase H,PO% entzogen wird, das sich im
Matrixraum anreichert. Dieser sekundiare Einflufl auf den
pH-Gradienten ist aber zu vernachlassigen, da das Phosphat
formal wihrend der Phosphorylierung im Matrixraum als
H,PO¢% in ADP eingebaut und als solches auch wieder wih-
rend des ATP-Verbrauchs im Cytosol freigesetzt wird. Wie
aus Abbildung 3 hervorgeht, wird dadurch das Gleichge-
wicht wieder hergestellt.

696

7. Protonen- und Ladungsbilanz
des gesamten Systems, das Energie aus der Oxidation
in chemische Energie umwandelt

Die Ubertragung von Elektronen von NADH auf Sauer-
stoff durch die Atmungskettenkomplexe I, III und IV ist an
einen elektrogenen Transport von 12H® iiber die innere
Mitochondrienmembran gekoppelt!!'- 12932052081 (Abb. 3a).
Bei der Succinat-Oxidation wurden 8 H® gemessen (nicht ge-
zeigt). Da man schon lange weif3, daB3 die NADH-Oxidation
maximal 3 ATP und die Succinat-Oxidation maximal 2 ATP
liefert, liegt es auf der Hand, daf3 die mitochondriale ATP-
Bildung 4H® pro ATP-Molekiil erfordert (Abb. 3b).

Ein elektrogener Protonentransport ohne den Cotransport
von Anionen erzeugt einen Protonengradienten (ApH) und
zusitzlich ein Membranpotential (A¥). Da die Phosphatauf-
nahme elektroneutral verlduft, wird nur die pH-Differenz
beeinfluBt, d. h. die positive Ladung des Protons, das ur-
spritnglich wihrend des Elektronenflusses elektrogen itber
die Membran transportiert wurde, verbleibt auf der AuB3en-
seite der Membran. Diese positive Ladung wird durch den
elektrogenen ADP-ATP-Gegentausch ausgeglichen (Abb.
3b). Es bleiben also fir die ATP-Synthesereaktion drei elek-
trogene Protonen iibrig. Diese Stochiometrie ist mit thermo-
dynamischen Gesichtspunkten in Einklang (siche Abschnitt
9).

Die ATP-Bildung in submitochondrialen Partikeln ist sehr
informativ, da hier die Energiecausbeute nach Vertauschen
der Seiten, auf der die Vorginge ablaufen, betrachtet wird.
In submitochondrialen Partikeln, die man durch Behand-
lung von Mitochondrien mit Ultraschall erhilt, ist die innere
Membran umgedreht (,,inside out*), und der Transport von
Adeninnucleotiden und Phosphat fiir die ATP-Synthese ent-
filit. In Einklang mit dieser Uberlegung wurde fiir submito-
chondriale Partikel eine Stochiometrie von 3 H® pro gebilde-
tem ATP-Molekiil mitgeteilt?**2'%. Aus diesen Werten leitet
sich eine Stéchiometrie von 4 ATP pro oxidiertem NADH
ab. Dieser Wert berechnet sich aus den zwolf pro oxidiertem
NADH transportierten Protonen und drei pro synthetisier-
tem ATP zuriickgeflossenen Protonen.

8. Wirmeerzeugung in Mitochondrien
des braunen Fettgewebes

Saugetiere produzieren Wirme im allgemeinen durch fei-
ne, ungerichtete Muskelkontraktion, die man Muskelzittern
nennt?'", Es gibt jedoch noch eine weitere Moglichkeit zur
Wirmeerzeugung, die in den Mitochondrien des braunen
Fettgewebes auftritt®!22'9 Dieser Vorgang kommt nur bei
neugeborenen Siugetieren (einschlieBlich des Menschen),
bei Winterschlifern und bei kilteadaptierten Kleinsidugern
vor. Das braune unterscheidet sich vom weilen Fettgewebe
darin, daf} es viele Triglyceridtropfchen enthilt und eine ex-
trem hohe Mitochondrienzahl aufweist?'>),

Die Mitochondrien des braunen Fettgewebes haben ein
System zur Energiedissipation, das anderen Geweben fehlt.
Es betreibt eine Reaktion, die mit der ATP-Synthetase um
das elektrochemische Membranpotential konkurriert, das
durch den protonentransportierenden Elektronenfluf aufge-
baut wurde!*'?. Diese Mitochondrien veratmen mit grofer
Geschwindigkeit freie Fettsauren, produzieren hierbei aber
kaum ATP. Sie enthalten ein Protein, das durch die Mem-
bran hindurch reicht (Molekulargewicht 32000)!*'* und eine

Angew. Chem. 92, 684-700 (1980}



Pore fiir H®- oder OH®-lonen bildet. Seine Permeabilitiit
wird durch die spezifische Bindung von Purinnucleotiden re-
guliert. Die Bindung von GDP oder GTP oder — weniger ef-
fektiv ~ von ADP oder ATP vermindert den OH®-Ionen-
flup!?'3217-218 " der durch das Membranpotential getrieben
wird.

9. Behandlung der Energiekopplung
in Mitochondrien
mit der irreversiblen Thermodynamik

Die Analyse des Vorgangs der oxidativen Phosphorylie-
rung hat in den letzten Jahren durch Anwendung der irre-
versiblen Thermodynamik einen neuen Aufschwung erfah-
ren®'%21° Da eine exakte Behandlung zu kompliziert ist,
entwickelte man eine lineare erste Niherung fiir das nichtli-
neare Problem. Die Niherung, auch lineare Nichtgleichge-
wichts-Thermodynamik genannt, erwies sich als brauchbar
fiir die zu untersuchenden Prozesse. Begriffe wie ,,P/O-Quo-
tient (Anzahl ATP-Molekiile, die pro reduziertem Sauer-
stoffatom aus ADP und Phosphat synthetistert wurden), oder
»Atmungskontrollquotient erhielten eine neue Bedeutung
und wurden auf neue Weise interpretiert. Der Atmungskon-
trollquotient r ist definiert als Verhiltnis der Atmungsge-
schwindigkeiten bei Substratsittigung in Gegenwart und in
Abwesenheit von ADP (Zustand 3 bzw. 4). Sogar bei klei-
nem r kann ein hoher Kopplungsgrad g bestehen. Der Kopp-
lungsgrad, der Werte von 0 (ungekoppelt) bis 1 annehmen
kann, hiangt von der Atmungskontrolle r nach folgender
Gleichung ab:

g=|1=1/r (6)

Der Kopplungsgrad g ist ein besserer Indikator fur die
Kopplung der Atmung mit der Phosphorylierung als der At-
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mungskontrollquotient r, der frither benutzt wurde, um die
Qualitit einer Mitochondrienpriparation zu beurteilen.

Wichtig ist ebenfalls der Befund, dafl die gemessenen P/
O-Quotienten, obwohl sie nicht gleichwertig mit der mecha-
nistischen Stdchiometrie sind, gute Niherungen dieser Sto-
chiometrie sein konnen, wenn sie bei hohem Kopplungsgrad
q gemessen werden. Die Anwendung der irreversiblen Ther-
modynamik erméglicht jedoch eine Berechnung phénome-
nologischer Stochiometrien, und zwar nicht {iber den Flu$3-
quotienten (Geschwindigkeitsverhdltnis von ATP-Synthese
und Oxidation) im Zustand 3, sondern aus dem ,,Kraftquo-
tienten® (,,force ratio*) (Verhiltnis der freien Energie der
ATP-Hydrolyse und der Substratoxidation) im Zustand 4 so-
wie dem dazugehorigen Kopplungsgrad. Auf diese Weise
wurden P/O-Quotienten von 3.0 fiir die NADH-Oxidation
und von 2.1 fiir die Succinat-Oxidation berechnet. Von be-
sonderem Interesse sind die H®/0- und die H®/ATP-St6-
chiometrien bei Mitochondrien und submitochondrialen
Partikeln, die aus dem Verhiltnis der freien Energie im Zu-
stand 4 und dem Kopplungsgrad berechnet wurden. Bei
Mitochondrien erhielt man St&chiometrien von 11.8 H®/0O
fiir die NADH-Oxidation, 8.1 H®/0 fiir die Succinat-Oxida-
tion und 3.9 H®/ATP fiir die protonengetricbene ATP-Syn-
these!®. Aufgrund der Tatsache, daB fiir den Adeninnucleo-
tidaustausch und fir den Phosphattransport in submitochon-
drialen Partikeln keine ,,protonenbewegende Kraft* aufge-
wendet werden muf, erhielt man P/QO-Stéchiometrien von
3.9 fiir die NADH-Oxidation und 2.7 fiir die Succinat-Oxi-
dation sowie 2.8 H®/ATP fiir die ATP-Bildung.

Alle diese Daten, die aus dem ,,Kraftquotienten* und dem
Kopplungsgrad g berechnet wurden, stimmen gut mit den an
Mitochondrien oder submitochondrialen Partikeln hohen
Kopplungsgrades im Zustand 3 gemessenen Stéchiometrien
iiberein.
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Abb. 14, Sequenz der bei der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung stattfindenden Vorginge, schematisch. Die drei vorkommenden Energieformen sind
eingekreist. Die Spirale der Ereignisse schliet die beiden moglichen Protonentransportmechanismen ein: 1) einen Protonenpumpmechanismus und 2) einen Re-
doxcarrier-vermittelten Loopmechanismus. Der zweite Vorgang konnte an der 2. Phosphorylierungsstelle stattfinden.
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Die irreversible Thermodynamik liefert die zunichst er-
staunliche Vorhersage, dal3 ein Kopplungsgrad ¢ sehr nahe
an 1 von Mitochondrien in vivo nicht erreicht wird, obwohl
der Wirkungsgrad der oxidativen Phosphorylierung, der de-
finiert ist als

__ Phosphorylierungsflul8 x Phosphorylierungspotential
n= OxidationsfluB x Redoxpotential

mit wachsendem ¢ zunimmt. Bei g nahe 1 verschwindet je-
doch der Phosphorylierungsflu immer mehr, was zu einer
kleinen Leistung (Phosphorylierungsflu x Phosphorylie-
rungspotential) fuhrt. Eine Optimierung der Leistung in be-
zug auf ¢ ergibt einen idealen Kopplungsgrad von ungefihr
0.9,

10. Zusammenfassung und Ausblick

Um die kausalen Zusammenhinge der mitochondrialen
Energieumwandlung zusammenzufassen, ist der gesamte
ProzeB in einem einfachen Schema in Form einer Spirale
von Ereignissen dargestellt (Abb. 14). Die Sequenz der Re-
aktionen zeigt, daf3 der von Redox-Protonenpumpen getrie-
bene Protonentransport einerseits (1), und die von der ATP-
Synthetase katalysierte ATP-Bildung andererseits (3), von
Konformationsinderungen der Enzyme abhingen. Diese
Konformationsinderungen kdnnen innerhalb einzelner Po-
lypeptide, aber auch durch Wechselwirkungen zwischen den
Polypeptiden in Multiprotein-Komplexen stattfinden. Abbil-
dung 14 zieht jedoch direkte Konformations-Wechselwir-
kungen zwischen den elektroneniibertragenden Komplexen
und dem ATP-Synthetase-Komplex, wie sie in fritheren Mo-
dellen detailliert vorgeschlagen wurden®®l, nicht in Be-
tracht. Ein Ubichinon-Loop-Protonentransportmechanismus
wird beriicksichtigt, denn er findet wahrscheinlich an der
Phosphorylierungsstelle 2 statt (siche Abschnitt 3.4)P. Es ist
dagegen kaum notwendig, einen verwickelten Reaktionsme-
chanismus wie den Ubichinonzyklus zu postulieren, da sehr
wahrscheinlich zusitzlich zum Ubichinon-Loop eine Proto-
nenpumpe an der zweiten Phosphorylierungsstelle wirkt.
Von den mitochondrialen Komplexen 111 und IV!''5- 1€l wie
auch von Bakteriorhodopsin!??'-???, wurden zweidimensio-
nale Kristalle erhalten. Die Grobstruktur dieser Membran-
proteine ist bekannt; zur Zeit wird versucht, ihre Feinstruk-
tur zu ermitteln. Die Isolierung der restlichen an der oxidati-
ven Phosphorylierung beteiligten Proteine und die Bestim-
mung von deren Primirstruktur wird zur Aufklirung der
Reaktionsmechanismen auf molekularer Ebene beitragen.

Wir sind Prof. Dr. M. Klingenberg, Dr. R. Krdamer und Dr.
W. Wintermeyer fiir ihre wertvollen Diskussionsbeitrage zu
Dank verpflichtet. Dr. R. E. Dickerson, Dr. R. Henderson und
Dr. K. R. Leonard danken wir fiir die Erlaubnis, die Abbildun-
gen 7, 10 und 11 aufzunehmen. Einige der zitierten eigenen Ar-
beiten wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (G.
v. J.) und der Studienstifiung des Deutschen Volkes (W. D. E.)
unterstiitzt.
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Die Struktur einer Fliissigkeit wird durch die Paarkorrelationsfunktion beschrieben. Falls die
Flissigkeitsteilchen Molekiile sind, hingt die entsprechende Korrelationsfunktion von Ab-
stands- und mehreren Winkelvariablen ab, so daB man der Ubersichtlichkeit wegen zu einer
symmetrieangepafiten Darstellung iibergehen mufl. Die wichtigsten Strukturparameter dieser
Molekiilpaarkorrelationsfunktion konnen durch Kombination mehrerer Streuexperimente,
wie Neutronen- (unter Verwendung verschiedener Isotope), Réntgen- und Elektronenstreuung
nidherungsweise bestimmt werden. Auch Lichtstreuung, dielektrische und kernmagnetische
Relaxation ermoglichen, allerdings weniger direkt, einen Zugang. Ergebnisse solcher Messun-
gen werden fiir Chloroform mitgeteilt. Moglichkeiten zur theoretischen Berechnung dieser

Strukturparameter werden ebenfalls behandelt.

1. Einleitung

Es ist kaum nétig hervorzuheben, welch eine wichtige Rol-
le Flissigkeiten bei chemischen Experimenten spielen, denn
die meisten chemischen Umsetzungen werden in der fliissi-
gen Phase durchgefuhrt. Dabei denkt man neben Wasser
wohl zuerst an organische Fliissigkeiten, die als Losungsmit-
tel verwendet werden. Offenbar interessieren in der Chemie
in erster Linie molekulare Fliissigkeiten, die man gegeniiber
atomaren Flissigkeiten (fliissige Edelgase) abgrenzen kann.

Leider bietet der Flissigkeitsbereich, der zwischen dem
wohlgeordneten festen Zustand und dem ungeordneten Gas-
zustand liegt, dem theoretischen Verstindnis besonders gro-
Be Schwierigkeiten. In den letzten drei Jahrzehnten konnten
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bei den atomaren Flissigkeiten bemerkenswerte Fortschritte
erzielt werden, wihrend die molekularen Fliissigkeiten im
gegenwirtigen Zeitpunkt noch viele Schwierigkeiten berei-
ten.

Aus diesem Grund ist verstindlich, dafl man sich zunichst
auf moglichst einfache molekulare Fliissigkeiten beschrin-
ken muB, d. h. auf Molekiile mit weniger als ca. zehn Ato-
men, mit hoher Symmetrie und ohne interne Flexibilitiit,
welche die klassische statistische Mechanik befolgen.

Das Ziel einer Fliissigkeitstheorie ist die Berechnung von
thermodynamischen Daten sowie von Transportgréfen aus
vorgegebenen zwischenmolekularen Potentialen. Der erste
Punkt ist dabei noch der einfachere, denn hier beschrinkt
man sich auf Gleichgewichtseigenschaften (Statistische
Thermodynamik), wahrend die Transportgrofen mit der
Nichtgleichgewichts-Statistischen-Mechanik berechnet wer-
den miissen.

Die Bedeutung von Strukturuntersuchungen im Zusam-
menhang mit statistisch-mechanischen Theorien besteht dar-
in, daB3 man auf dem Weg zwischen Fingabe des Potentials
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