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Struktur und Evolution des Atmungsferments Cytochrom-c-Oxidase

Von Bernhard Kadenbach*

Zum Andenken an Otto Warburgs 100. Geburtstag

Yor ca. 50 Jahren erhielt Otto Warburg fiir seine grundlegenden Arbeiten iiber das ,,At-
mungsferment* den Nobelpreis. Doch erst gegen Ende der fiinfziger Jahre gelang die Iso-
lierung dieses komplizierten Membranenzyms, das fiir Atmung und Energiegewinnung der
meisten Lebewesen auf der Erde unentbehrlich ist. Seitdem wurden intensive Untersuchun-
gen durchgefiihrt, um den Mechanismus der Sauerstoffreduktion zu Wasser und die daran
gekoppelte Protonentranslokation iiber die Membran, die zur ATP-Synthese dient, zu
verstehen. Die Erkenntnisse sind bisher allerdings unbefriedigend, nicht zuletzt deshalb,
weil die vier Schwermetall-Redoxzentren an Proteine gebunden sind, deren Struktur zu er-
forschen erst in jiingster Zeit begonnen wurde. Dabei entdeckte man, daB Cytochrom-c-
Oxidase aus Bakterien nur zwei oder drei, der tierische Enzymkomplex dagegen dreizehn
Protein-Untereinheiten enthilt. In diesem Beitrag werden die moglichen Funktionen der
einzelnen Protein-Untereinheiten erdrtert; am Beispiel der Cytochrom-c-Oxidase wird ge-
zeigt, daB die biochemische Evolution eine Zunahme an regulatorischer Kapazitit mit sich

bringt.

1. Historischer Uberblick

Die katalytische Wirkung von Eisen bei der zeltuliren
Atmung wurde von Otto Warburg 1924 erstmals nachge-
wiesen. Er fand, daf dieser ProzeB mit einem Wertigkeits-
wechsel des Metallions verbunden ist: Fe** wird durch or-
ganische Substanz zu Fe?* reduziert, das durch molekula-
ren Sauerstoff zu Fe** reoxidiert wird™. 1926 entdeckte
Warburg, daB Blausiure und Kohlenmonoxid die zellulare
Atmung hemmen, und dal die CO-Hemmung durch Licht
wieder aufgehoben werden kann. Damit war es tihm mog-
lich, das Wirkungsspektrum des Atmungsferments aufzu-
nehmen; es stimmte weitgehend mit dem von anderen Ei-
senporphyrinen wie Himoglobin und den von Keilin 1925
entdeckten Cytochromen {iberein, enthielt jedoch lang-
wellige Absorptionen; diese verursachten die griine Farbe
der HiminkomponenteP!. Bis dahin kannte man nur rote

{*] Prof. Dr. B. Kadenbach
Fachbereich Chemie der Universitdt
Hans-Mcerwein-StraBe, D-3550 Marburg
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Himine. Otto Warburg erhielt fir diese Arbeiten 1931 den
Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie.

Das von Warburg an intakten Hefezellen gemessene
Wirkungsspektrum des Atmungsferments'™ stimmt er-
staunlich gut mit dem Differenzspektrum der isolierten,
griinen Cytochrom-c-Oxidase iiberein'¥,

Zwischen Warburg und Keilin entstand eine Auseinan-
dersetzung iiber die Frage, ob die von Keilin beschriebenen
Cytochrome a, b und c'?, eine Wiederentdeckung der von
McMunn 1886 mit einem Handspektroskop erstmals beob-
achteten Histo- oder Myohimatine!>®, direkt an der Oxi-
dation der Atmungssubstrate durch molekularen Sauer-
stoff beteiligt sind. Die Kontroverse wurde 1939 durch
Keilins Entdeckung, dal Cytochrom a aus zwei Kompo-
nenten besteht, beendet; eine, Cytochrom a; oder Cyto-
chrom-Oxidase genannt, reagiert mit CO und HCN und
hat das gleiche Spektrum wie Warburgs ,sauerstoffiiber-
tragendes Ferment*®7],

Nachdem Methoden zur Isolierung der Cytochrom-c-
Oxidase in den fiinfziger Jahren entwickelt worden waren,
konnten die molekularen Eigenschaften des Enzyms im
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Detail untersucht werden. Sie wurden in einer Reihe von
Ubersichtsartikeln ausfiihrlich beschrieben!'®-2),

2. Die Funktion der Cytochrom-c-Oxidase

Cytochrom-c-Oxidase (EC 1.9.3.1, auch Cytochrom-Oxi-
dase oder Cytochrom aa; genannt), das Sauerstoff-aktivie-
rende Enzym der Zellatmung, kommt in nahezu allen eu-
karyotischen Zellen vor, wo es in der inneren Membran
der Mitochondrien lokalisiert ist. Auch in einigen aeroben
Bakterien findet sich Cytochrom-c-Oxidase, hier jedoch
als Bestandteil der Plasmamembran. Die Cytochrom-c-
Oxidase ist das terminale Enzym der Atmungskette, das
vier Elektronen von Cytochrom ¢ auf molekularen Sauer-
stoff unter Bildung von Wasser iibertrigt; dabei entstehen
keine toxischen Intermediate wie H,O, oder Superoxidra-
dikale O; . Die vier Reduktionsiquivalente stammen von
den Atmungssubstraten, die Wasserstoffiquivalente vor-
wiegend iiber das Coenzym NADH auf die Atmungskette
ibertragen. An der Atmungskette sind als Katalysatoren
Flavoproteine, Nicht-Ham-Eisenproteine, Ubichinon und
Cytochrome beteiligt?”!; die Redoxenergie der Reduk-
tionsiquivalente wird beim Ubergang von einer Kompo-
nente zur anderen stufenweise vermindert, wobei die frei-
werdende Energie an drei Stellen (NADH-Dehydrogena-
se-Komplex, Cytochrom-bc,-Komplex und Cytochrom-c-
Oxidase) zur Synthese von ATP (Adenosintriphosphat) ge-
nutzt wird (Fig. 1).

Mitochondrien -
membran
N\
Cytosol Matrix
\\ NADH =, »CO,
FMN P-NAD* Substrate
NADH-Dehydrogendss
(Komplex I) Fe/S
Ublchinon
Cytoch b Fe/S
ogchrom
(Kemplex %) +/ ¢ b N\ .
Cytochrom ¢ H c H
Cytoch -Oxidi \ o Cu
ochrom-¢-Oxidase
{Komplex X Cugy |~ O +H*
HeO
A\
ATP— Synthat ADP + Py
ATP - Sytnetoss Fo N F;
(Komplex X ’%L 2 ATP +H 0

Fig. 1. Schematische Darstellung der Atmungskette der Mitochondrien. Die
Atmungskette setzt sich aus den Multiproteinkomplexen 1-V zusammen, die
in der Lipidphase der inneren Membran frei beweglich sind. Die Wasser-
stoff- bzw. Elektronenitbertragung zwischen den Komplexen erfolgt iiber
Ubichinon (UQ), ein Lipid, bzw. iber Cytochrom ¢ (c), ein l8sliches Protein,
das von der AuBenseite an die Membrankomplexe gebunden wird; diese
Prozesse sind an drei Stellen mit einem Protonentransport von der Matrix ins
Cytosol gekoppelt. Der Succinat-Dehydrogenasekomplex (Komplex II)
transportiert keine Protonen und wurde in der Figur weggelassen, Der Proto-
nengradient wird von der ATP-Synthetase zur Bildung von ATP aus ADP
und anorganischem Phosphat (P;) genutzt.

Mitchells ,,chemiosmotische Hypothese** besagt, daB3 als
senergiereiches Zwischenprodukt* dieser Reaktion ein
Protonengradient an der Membran entsteht, dessen ,,pro-
tonmotive force* (AP) sich aus einem elektrischen Poten-
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tial (A¥) und einem Konzentrationspotential (ApH) zu-
sammensetzt [Gl. (a)]?®.

AP=AY — % ApH; (Ap - “H+)' @)

F

Zahlreiche Befunde beweisen, daB dieser Protonengra-
dient das fast zwei Jahrzehnte lange gesuchte ,,energierei-
che Intermediat” der oxidativen Phosphorylierung, des
wichtigsten Prozesses der Energiegewinnung aller aeroben
Zellen, ist. Der Protonengradient wird von dem membran-
gebundenen ATP-Synthetase-Komplex zur Synthese von
ATP aus ADP und anorganischem Phopshat (P;) ge-
nutzt?”,

Die Cytochrom-c-Oxidase, die dritte energiekonservie-
rende Komponente der Atmungskette, ist ein Enzymkom-
plex, der sich aus mehreren Polypeptiden (,,Untereinhei-
ten'’), zwei Hdm-a-Gruppen, zwei Kupferionen sowie ei-
nem Phospholipid (Cardiolipin'?-3"), essentiell) zusam-
mensetzt. Die beiden Ham-a-Gruppen sind zwar chemisch
identisch, lassen sich aber spektroskopisch unterscheiden:
Cytochrom a; bindet in der Fe"'-Form O, und CO, und in
der Fe''-Form HCN, HN; und H,S; Cytochrom a dage-
gen bindet diese Liganden nicht, wie schon von Keilin und
Hartree gezeigt wurde™. Dies deutet auf unterschiedliche
Umgebung oder Komplexierung der Him-a-Gruppen hin.
In der Tat wurden die beiden Him-a-Gruppen in verschie-
denen Polypeptiden des Enzymkomplexes (Polypeptid I
und II) lokalisiert™, obwohl nach ESR-spektroskopischen
Untersuchungen der Abstand zwischen den beiden Zen-
tren nur 10-14 A betrigt®*. Auch die beiden Kupferionen
wurden am Polypeptid II lokalisiert®?**); die vier Redox-
zentren des Enzyms sind also eng benachbart. Dies scheint
fur den Mechanismus der Sauerstoffreduktion, bei dem
vier Elektronen von den vier Redoxzentren extrem schnell
auf O, libertragen werden, essentiell zu sein (Geschwindig-
keitskonstante der Reaktion 2. Ordnung bei Raumtempe-
ratur: 1078 M~ s~ '®*l), Unter Anwendung verschiedener
physikalischer MeBmethoden (Tieftemperatur-Absorp-
tionsspektroskopie, ESR-, CD-, MCD-Spektroskopie,
Rontgenstrahlbeugung, EXAFS, ENDOR, magnetische
Suszeptibilitit, Mdssbauer- und Raman-Resonanz-Spek-
troskopie) wurden der Mechanismsus der Elektroneniiber-
tragung von Cytochrom c auf O,, sowie die strukturelle
Umgebung der vier Redoxzentren, untersucht. In Figur 2
sind die gegenwirtigen Vorstellungen schematisch skiz-
ziert’2°‘3°'37].

Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen an
zweidimensionalen Kristallen konnte die Y-férmige, drei-
dimensionale Struktur des Cytochrom-c-Oxidase-Komple-
xes ermittelt werden®®*1 Die beiden oberen Enden des
»Y* ragen in die Matrix, das untere Ende in das Cytosol.
Wihrend sich die Bindungsstelle fiir Cytochrom ¢ auf der
cytosolischen Seite befindet, ist die Lage der fir O, um-
stritten?™*°). Die ftir die Wasserbildung erforderlichen Pro-
tonen gemiB Gleichung (b)

0, +4e+4H® — 2H,0 (b)
stammen jedoch aus der Matrix*®, Damit werden bei die-
ser Reaktion vier Ladungséiquivalente durch die Membran

transportiert.
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Aus der Gleichung (b) geht nicht die Bildung eines Pro-
tonengradienten durch die Cytochrom-c-Oxidase hervor.
Mitchell hat dies weder in seiner Hypothese gefordert!?®,
noch in experimentellen Untersuchungen an Mitochon-
drien gefunden!'\. Wikstrém et al. konnten aber im Gegen-
satz dazu, sowohl an intakten Mitochondrien™®* 4 als

10-14 &

low_spin

N N
high spin @
- ————n Ng

s

(N,c,O)si AR
...s"

N N

Fig. 2. Das aktive Zentrum der Cytochrom-c-Oxidase (schematisch). Bei den
vier Redoxzentren des Enzyms sind die vier N-Atome des Porphyrin-Ringsy-
stems mit einem, die von Histidin (5. und 6. Ligand am Eisen) mit drei Bin-
dungsstrichen symbolisiert. Die Natur der vier Liganden an den Kupferio-
nen ist nicht exakt bekannt; in einigen Fillen ist selbst das Atom, (ber das
der Ligand an Cu gebunden ist, noch unklar (andere Méglichkeiten jeweils in
Klammern). Die vier Redoxzentren werden durch reduziertes Cytochrom ¢ (Fe,)
sukzessive iiber Cytochrom a (Fe,) reduziert. Die 6. Koordinationsstelle
von Cytochrom a; (Fe,s) wird im oxidierten Zustand (Fel; /Cu%") durch
Schwefel, der zwischen Fe und Cu eine Brilcke bildet, besetzt. Nach
Reduktion beider Redoxzentren schwingt der Schwefelarm heraus, und O,
wird von Fe,; und Cu,; gebunden, wobei ein Peroxid-Intermediat entsteht
(Fe} —0~—0~—Cu} ,,compound B*). Danach werden zwei Elektronen
nahezu gleichzeitig von Fe, + Cu, ibertragen. Unbekannt ist, wann und wo-
her die vier Protonen fiir die Wasserbildung kommen.

auch an isolierter, in Liposomen rekonstituierter Cyto-
chrom-c-Oxidase eine Protonenpumpaktivitit von der Ma-
trix ins Cytosol (Stdchiometrie ca. 1 H*/e) nachweisen!**),
Andere Autoren bestitigten dieses Ergebnis, wobei die ge-
messene H*/e-Stéchiometrie jedoch stets <1 war**49),

Die funktionelle Einheit der Cytochrom-c-Oxidase ist
ein dimerer Enzymkomplex, der vier Him-a-Gruppen und
vier Kupferionen enthilt; dies geht auch aus elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen an zweidimensionalen
Kristallen® und aus Sedimentationsanalysen am isolier-
ten Detergens-geldsten Enzym®’*®! hervor. Auch die voll-
stindige Hemmung der Enzymaktivitit nach kovalenter
Bindung von nur einem halben Mol Azidoarylcytochrom c
pro Mol Cytochrom aa;"*® deutet auf einen dimeren Kom-
plex als funktionelle Einheit hin. Zwar kénnte auch das
monomere Enzym Elektronen von Cytochrom ¢ auf O,
tibertragen'**31 doch scheint die Protonenpumpaktivi-
tdt nur durch den dimeren Enzymkomplex mdglich zu
sein, wie es in dem “‘reciprocating site model” von Wik-
strom et al. gefordert wird®e),

3. Polypeptidzusammensetzung
tierischer Cytochrom-c-Oxidase

Die zahlreichen Untereinheiten der tierischen Cyto-
chrom-c-Oxidasen sind im Enzymkomplex durch nichtko-
valente Bindungen so fest assoziiert, daf} sie beim Auflo-
sen der Membran durch Detergentien wie Triton X-100
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oder Na-Cholat (dem ersten Schritt zur Isolierung des En-
zyms) nicht getrennt werden. Nach Hackenbrock et al. ist
der Cytochrom-c-Oxidase-Komplex in der ,,zweidimensio-
nalen Fliissigkeit* der biologischen Membran mit den an-
deren Enzymkomplexen der Atmungskette nicht fest asso-
ziiert, sondern frei beweglich: Spezifische Antikorper fiih-
ren zur Aggregation des Enzymkomplexes’®?; VergrofBe-
rung der Membranoberfliche durch Fusion mit protein-
freien Liposomen ergibt eine elektronenmikroskopisch
sichtbare ,,Verdiinnung** der Enzymkomplexe in der Mem-
bran, dabei verringert sich auch die Elektronentransport-
rate iliber die Atmungskette von NADH auf O,%. Die Be-
weglichkeit des Enzymkomplexes in der Membran folgt
auch aus der Anderung des Dichroismus nach Photolyse
des Cytochrom-c-Oxidase-CO-Komplexes mit einem li-
near polarisierten Laserblitz; die Relaxationszeit von eini-
gen 100 us spricht fiir die Rotation des Enzymkomplexes
um eine zur Membran senkrecht stehende Achse®. ESR-
Messungen von Spin-markierter, in Liposomen rekonstitu-
ierter Cytochrom-c-Oxidase ergaben eine Rotation des En-
zymkomplexes mit einer Korrelationszeit von 401°* oder 34
us®® bei 4 °C.

Die feste Assoziation mehrerer Polypeptide zu einem
Komplex definierter Raumstruktur deutete auf eine spezi-
fische Funktion der einzelnen Untereinheiten hin. Es war
daher von groBem Interesse, welche und wieviele Mem-
branproteine zum Cytochrom-c-Oxidase-Komplex geho-
ren. Dies herauszufinden erwies sich jedoch als besonders
schwierig, zumal der Begriff ,,Untereinheit* unterschied-
lich interpretiert wurde. Wir bezeichnen alle Polypeptide,
die im Komplex fest assoziiert sind, als Untereinheiten,
unabhingig davon, ob diese katalytische oder regulatori-
sche Funktion haben.

Die beiden wichtigsten Methoden zur Analyse der Poly-
peptidzusammensetzung des Cytochrom-c-Oxidase-Kom-
plexes sind: 1) Trennung der in 2proz. Na-Dodecylsul-
fat(SDS)-Losung oder in 10-70proz. Essigsiure dissoziier-
ten Untereinheiten aufgrund unterschiedlicher Molekular-
gewichte durch Gelfiltration und Identifizierung der iso-
lierten Proteine durch Bestimmung der N-terminalen Ami-
nosduren und Sequenzanalyse. Mit dieser Methode wur-
den von zwei Arbeitsgruppen zwolf'*” bzw. elf *® verschie-
dene Proteine identifiziert, von denen sieben bzw. sechs in
stdchiometrischer und fiinf in substdchiometrischer Menge
gefunden wurden. 2) Trennung der durch SDS dissoziier-
ten Untereinheiten aufgrund unterschiedlicher Molekular-
gewichte durch SDS-Gelelektrophorese. Mit den am hiu-
figsten angewendeten Trennsystemen'®® %" erhdlt man bei
tierischer Cytochrom-c-Oxidase normalerweise nur sieben
Polypeptidbanden. In Analogie zu dem sehr sorgfiltig un-
tersuchten Hefeenzym, bei dem ebenfalls sieben Unterein-
heiten identifiziert worden waren!®!-%?, wurde allgemein
angenommen, auch das tierische Enzym bestehe aus
Sieben Untereinheitcﬂ[16'17' 19, 20,22, 26, 50, 53,55.6].63—75]’ ob_
wohl sehr hiufig mehr als sieben Polypeptidbanden
bei der gelelektrophoretischen Trennung gefunden wur-
den[SSv 68,69,71,73, 76-79]'

Durch Weiterentwicklung der SDS-Gelelektrophorese-
Trennung dieses Systems gelang es uns, hochgereinigte tie-
rische Cytochrom-c-Oxidase in dreizehn verschiedene Po-
lypeptide zu trennen (Fig. 3)*3%: deren Zugehdorigkeit
zum Enzymkomplex wurde durch zahlreiche Befunde be-
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Fig. 3. Polypeptidzusammensetzung tierischer Cytochrom-c-Oxidase, die aus
Mitochondrien von Schweineherz (1), Rinderherz (2) und Rattenleber (3) nach
der Vorschrift in [81] isoliert wurde. Nach hochaufldsender SDS-Gelelek-
trophorese [80] wurden die Proteinbanden mit Coomassie Blau R 250 ange-
farbt.

wiesen: Das isolierte Enzym aus verschiedenen Organen
(Leber, Niere, Herz) von sieben Siugetieren und vom
Huhn ergab bei der Trennung stets dreizehn Polypepti-
de®-#3 die eine unterschiedliche Aminosiurezusammen-
setzung haben® und in stéchiometrischer Menge vorkom-
men®"; alle zusammen sind mit einem spezifischen Anti-
kdrper gegen nur ein Polypeptid (IV) aus einem Triton-X-
100-Extrakt von Rattenleber-Mitochondrien immunprizi-
pitierbar'®!, Spezifische Antikdrper gegen die isolierten
Polypeptide I, II, 111, IV, Vab, VIa, VIbc, VIIabc und VIII
reagieren nur mit den entsprechenden Polypeptiden, wo-
durch proteolytische Artefakte ausgeschlossen wurden'®®.
Von zwélf Polypeptiden des Rinderherzenzyms sind die
vollstindigen Aminosduresequenzen bekannt, die alle
verschieden sind!®%),

4. Polypeptidzusammensetzung von
Cytochrom-c-Oxidase aus
Spezies unterschiedlicher Entwicklungsstufen

Bei Untersuchungen zur Biosynthese des Enzyms wurde
die Polypeptidzusammensetzung der Cytochrom-c-Oxi-
dase aus Neurospora crassa und aus Hefe sehr sorgfiltig
analysiert; es wurden acht!®”# bzw. sieben®"%? verschie-
dene Untereinheiten identifiziert. Dabei wurde die interes-
sante Beobachtung gemacht, daB die drei gréBten Poly-
peptide (I, II und III) von der mitochondrialen DNA co-
diert und in den Mitochondrien synthetisiert werden, wih-
rend alle iibrigen Polypeptide von der Kern-DNA codiert
und im Cytoplasma synthetisiert werden (Fig. 4)16%%%,
Auch von tierischer Cytochrom-c-Oxidase werden die gro-
Ben Polypeptide I-1II in den Mitochondrien, alle iibrigen
im Cytoplasma synthetisiert!®®-*4, Die Information fiir den
zielgerichteten Transport der cytoplasmatisch synthetisier-
ten Polypeptide in die Mitochondrien ist in zusitzlichen
Aminosiduresequenzen von 2000-6000 Dalton (,,Signalpep-
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tide**) enthalten, die wihrend des Transports oder danach
durch die Mitochondrienmembran proteolytisch abgespal-
ten werden!®5-%7,

In den letzten Jahren wurde Cytochrom-c-Oxidase auch
aus Bakterien isoliert; dabei iiberraschte, daB dieses En-
zym hier nur zweil'®-1% oder dreil’® %! Untereinheiten
enthilt. Trotzdem ist das isolierte Enzym voll funktionsfi-
hig: Nach Rekonstitution des nur zwei Untereinheiten ent-
haltenden Enzyms aus Paracoccus denitrificans in Liposo-
men konnte eine Elektronentransport-abhingige Protonen-
translokation mit einer Stéchiometrie von 0.6 H* /e nach-
gewiesen werden!'%!. Die Ursache dafiir, daB auch das En-
zym aus P. denitrificans eine Protonenpumpaktivitiit entfal-
tet, obwohl das Polypeptid II!, das in eukaryotischen En-
zymen die Protonentranslokation bewirkt, fehlt, ist bisher
ungeklart.

Zeoltkern — ONA ——— mRNA

Polypeptide iV-VH

Polypeptidel — IH

-

Fig. 4. Koordinierte Biosynthese der Cytochrom-c-Oxidase in den Mitochon-
drien und im Cytoplasma. Die Information fiir die Polypeptide 1-I1I ist in
der mitochondrialen DNA (mtDNA) gespeichert; nach Transkription in
mRNA werden an mitochondrialen Ribosomen die Proteine synthetisiert, die
schlieBlich in der inneren Membran verankert werden. Die Polypeptide 1V-
VIII sind in der Zellkern-DNA codiert und werden an cytoplasmatischen Ri-
bosomen synthetisiert. Der Transport der Vorliufer-Polypeptide zur inneren
Mitochondrienmembran erfolgt mit zusatzlichen Signalsequenzen, die beim
Durchtritt durch die Membran abgespalten werden. Der Mechanismus des
Zusammenbaus des intakten Enzymkomplexes (Bindung von zwei Him a
und zwei Kupferionen) ist ungeklirt.

Die Polypeptide der Cytochrom-c-Oxidase aus Proka-
ryoten sind mit den mitochondrial synthetisierten Polypep-
tiden des Enzyms aus Hefe verwandt: Ein Antikorper ge-
gen das Polypeptid II aus P. denitrificans reagiert mit dem
Polypeptid II des Hefeenzyms, und umgekehrt®®, Auch
die Aminosduresequenzen der Polypeptide I, 11 und I
aus hoheren Tieren dhneln denen der entsprechenden Po-
lypeptide aus Hefe, wie der Vergleich der Sequenzen der
mitochondrialen DNA aus Hefe, Rind und Mensch
zeigt!'¥-"12. Zwischen dem Polypeptid II aus Hefel!?7- 198
und dem aus Rind""! wurden 49%, zwischen dem aus
Rind und dem aus Mensch 72%!""" Sequenzhomologie ge-
funden.

5. Mitochondrial synthetisierte Polypeptide I-II1 -
Triger der katalytischen Aktivitit

Die in den Abschnitten 3 und 4 genannten Befunde deu-
ten darauf hin, daB fiir die katalytische Funktion des tieri-
schen Enzyms allein die mitochondrial synthetisierten Po-
lypeptide I-III notwendig sind. Die Lokalisation der bei-
den Him-a-Gruppen zu gleichen Teilen in den Polypepti-
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den I und II sowie der beiden Kupferionen im Polypeptid
I1 stiitzt diese Annahme®”, Die Komplexierung der Kup-
ferionen durch das Polypeptid II wird plausibel, wenn
man weiB, daB dessen Aminosiuresequenz der der kupfer-
bindenden Proteine Azurin und Plastocyanin!’'® dhnelt.
Das Polypeptid I1 enthilt auch die Bindungsstelle fiir Cy-
tochrom c, das iiber dieselben Lysinreste eines definierten
Oberflachenbereichs (Lys-8, -13, -72, -87) sowohl an den
Elektronenacceptor (Cytochrom aa,) wie an den Elektro-
nendonor (Cytochrom bc,) gebunden wird!''*-1"], Aus ki-
netischen Daten wurde abgeleitet, daB8 die Cytochrom-c-
Oxidase zwei Bindungsstellen fir Cytochrom c, eine hoch-
affine und eine niedrigaffine, enthdlt!"" """, Die hochaf-
fine Bindungsstelle befindet sich am Polypeptid 1I, wie
durch Quervernetzung mit Cytochrom ¢ mit 3,3’-Dithio-
bis(succinimidopropionat)!''® oder mit dem photoreakti-
ven, am Lys-13 modifizierten, Azido-3-nitrophenyl-cyto-
chrom c*¢-'" gezeigt werden konnte. Niedrigaffin-ge-
bundenes, am Lys-13 oder Lys-22 modifiziertes Cytochrom
c bindet dagegen nur an Phospholipide*’.

Das Polypeptid III scheint den Protonenkanal der Oxi-
dase zu enthalten: Wie bei der ATP-Synthetase!'?” hemmt
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid die Protonentranslokation
in rekonstituierten Cytochrom-c-Oxidase-Vesikeln"; da-
mit verbunden ist eine partielle Hemmung der respiratori-
schen Aktivitit und eine spzeifische kovalente Bindung an
das Polypeptid III''**'3! Somit kdnnen alle bekannten
funktionellen Aktivititen der Cytochrom-c-Oxidase (Elek-
tronentransport von Cytochrom c auf O, und Protonen-
translokation) den drei mitochondrial synthetisierten Poly-
peptiden I-111 zugeordnet werden. Wir bezeichnen sie da-
her als katalytische Untereinheiten. Obwohl bisher keine
definierte Funktion der zehn cytoplasmatisch synthetisier-
ten Polypeptide, die mit den Polypeptiden 1-111 fest asso-
ziiert sind, bekannt ist, sprechen die folgenden Befunde fiir
eine ,,regulatorische** oder ,,modifizierende‘* Funktion, die
durch konformative Wechselwirkung mit den katalytischen
Untereinheiten I-1II zustande kommt.

6. Gewebsspezifische Isoenzyme
tierischer Cytochrom-c-Oxidase

Beim Vergleich des Polypeptidmusters bei der SDS-gel-
elektrophoretischen Trennung der Cytochrom-c-Oxidase
aus Leber und Herz des gleichen Tieres fanden wir unter-
schiedliche Molekulargewichte fiir die cytoplasmatisch
synthetisierten Polypeptide Vla, VIla und VIII®>®, Die
Banden wurden aus dem Acrylamidgel eluiert und die N-
terminalen Aminosduresequenzen bestimmt!?*'*), Wie
aus Tabelie 1 hervorgeht, sind die N-terminalen Sequenzen
der Polypeptide VIa, VIIa und VIII aus Rinderleber und
Rinderherz zwar unterschiedlich, aber doch sehr dhnlich.
Die zwdlf N-terminalen Aminosiuren der Polypeptide [V
und Va aus dem Rinderleber- und Herzenzym sind dage-
gen villig gleich. Daraus lassen sich zwei Schlufifolgerun-
gen ziehen: 1) Fiir die Polypeptide VIa, VIla und VIII kom-
men im Genom des Rindes jeweils zwei verschiedene Gene
vor, von denen eines als Leber-, das andere als Herzenzym
exprimiert wird, 2) Die Gene stammen von-einem gemein-
samen Vorldufer ab, entwickelten sich aber im Laufe der
Evolution unabhingig voneinander.
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Tabelle 1. Vergleich der N-terminalen Aminosiuresecquenzen ciniger Poly-
peptide der Cytochrom-c-Oxidase aus Rinderherz und Rinderleber. Die Pep-
tide des Enzyms aus Rinderherz wurden durch Gelchromatographie isoliert,
diejenigen aus Rinderleber aus den Gelbanden nach SDS-Gelelektrophorese
{124, 125).

Poly- Ge- N-terminale Aminosiuresequenz
peptid webe

v Herz H,N-Ala-His-Gly-Ser-Val-Val-Lys-Ser-Glu-Asp-Tyr-Ala-

Leber H;N-Ala-His-Gly-Ser-Val-Val-Lys-Ser-Glu-Asp-Tyr-Ala-
Va Herz H;N-Ser-His-Gly-Ser-His-Glu-Thr-Asp-Glu-Glu-Phe-Asp-

Leber H;N-Ser-His-Gly-Ser-His-Glu-Thr-Asp-Glu-Glu-Phe-Asp-
Vla  Herz H;N-Ala-Ser-Ala-Ala-Lys-Gly-Asp-His-Gly-Gly-Thr-

Leber H;N-Ser-Ser-Gly-Ala-His- Gly- Glu- Glu-Gly- Ser- Ala-
Vila Herz H,N-Phe-Glu-Asn-Arg-Val-Ala-

Leber H,N-Phe-Glu-Asn-Lys-Val-Ala-

(Phe)

VIIl Herz H;N-Ile-Thr-Ala-Lys-Pro-Ala-

Leber H,N-Ile-His-Ser-Lys-Pro-Pro-

(Phe)

Um die immunologische Verwandtschaft von Polypepti-
den der Cytochrom-c-Oxidase aus verschiedenen Organen
und Spezies zu untersuchen, wurde die Methode der Im-
mundetektion nach Transfer der Polypeptidbanden auf
Nitrocellulose (,,western blot‘*) angewendet. Die auf einem
Acrylamidgel getrennten Polypeptide werden elektropho-
retisch auf Nitrocellulose iibertragen und mit einem spezi-
fischen Antiserum inkubiert. Polypeptide, die den Antikdor-
per gebunden haben, werden durch Fluorescein-markiertes
Protein A, das mit Immunglobulinen einen Komplex bil-
det, sichtbar gemacht. Dabei fanden wir groBe Unter-
schiede in der immunologischen Reaktivitit eines Antise-
rums gegen Rattenleber-Cytochrom-c-Oxidase mit dem ge-
websspezifischen Polypeptid Via aus verschiedenen Gewe-
ben der Ratte (Leber, Herz, Skelettmuskel). Die Reaktivitit
des Antiserums mit den gewebsunspezifischen Polypepti-
den I-V aus den gleichen Organen verschiedener Spezies
(z. B. Ratte und Amsel) war dagegen sehr #hnlich®®, Dar-
aus folgt, daB der Zeitpunkt, an dem die getrennte Evolu-
tion gewebsspezifischer Polypeptide der gleichen Spezies
begann, weit frither liegen muB als der Zeitpunkt, von dem
an sich Sdugetiere und Vdgel getrennt entwickelten.

7. Cytoplasmatisch synthetisierte
Polypeptide IV-VIII -
Modulatoren der katalytischen Aktivitiit

Die unterschiedlichen Aminosiuresequenzen der Poly-
peptide Via, Vila und VIII in Leber und Herz beeinflus-
sen die katalytische Aktivitdt der Cytochrom-c-Oxidase:
Das Enzym aus Rinderleber zeigt gegeniiber dem aus Rin-
derherz eine hdhere maximale Anfangsgeschwindigkeit
V..ax sowie unterschiedliche K,-Werte, sowoh! fiir die
hochaffine als auch fiir die niedrigaffine Bindungsstelle
fiir Cytochrom c. Diese Unterschiede treten an intakten
Membranen, an desoxycholatgeldsten Membranen und
auch am isolierten Enzym auf'?%,

Die physiologische Bedeutung dieser Unterschiede
konnte in der verschiedenen Enzymausstattung von Leber-
und Herzmitochondrien begriindet sein. In der dufleren
Membran von Lebermitochondrien wurde eine NADH-
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Cytochrom-bs-Reduktase nachgewiesen, die extramito-
chondriales NADH zu oxidieren vermag!>-2?, Im Inter-
membranraum von Lebermitochondrien wurde eine 18sli-
che Sulfit-Oxidase gefunden, die Molybd4nionen und ein
bs-Typ-Hém als prosthetische Gruppen enthiilt und Sulfit
zu Sulfat oxidiert!'**-'*3. Die Sulfit-Oxidase ist die termi-
nale Stufe des Schwefelmetabolismus in héheren Tieren;
diese kann etwa 20% des Sauerstoffverbrauchs der Leber
ausmachen (maximale Sulfitoxidationsrate der perfundier-
ten Rattenleber bei 30°C: 1.2 umol-g Feuchtge-
wicht ~!- min ~'1?2; O,-Verbrauch der Rattenleber in
vivo: ca. 3 umol - g Feuchtgewicht~' - min ' [*¥). Die Sul-
fit-Oxidase und die NADH-Cytochrom-bs-Reduktase
ibertragen in Lebermitochondrien zusétzlich zum Cyto-
chrom-bc,-Komplex der Atmungskette Elektronen dber
Cytochrom c auf die Oxidase (Fig. 5).

Mitochondrienmembranen

inners

duBere

E NADH
= NAD *
N
MU
Cytosol a Matrix

T3

intermembranraum

Fig. 5. Schematische Darstellung der Elektronentransportwege iiber Cyto-
chrom ¢ zur Cytochrom-c-Oxidase in Lebermitochondrien. Cytochrom ¢©,
ein kleines, wasserldsliches Protein, das im Intermembranraum lokalisiert ist,
Gbertragt in allen Mitochondrien Elektronen vom Cytochrom-bc;-Komplex
auf die Cytochrom-c-Oxidase (aa;). In Lebermitochondrien kdnnen auch
Elektronen von der Rotenon-insensitiven NADH-Dehydrogenase der dufe-
ren Membran (Fp') iiber Cytochrom bs (bs), und von der im Intermembran-
raum lokalisierten Sulfit-Oxidase (bsMo) iiber Cytochrom c auf die Cyto-
chrom-c-Oxidase ilbertragen werden. Fp*: Rotenon-sensitive NADH-Dehy-
drogenase; UQ: Ubichinon.

Lebermitochondrien scheinen diesen zusitzlichen Elek-
tronendonoren angepaBt zu sein: das Verhiltnis von Cyto-
chrom c+ Cytochrom ¢, zu Cytochrom aa; ist groBer als
z. B. in Herzmitochondrien (Tabelle 2). Die unterschiedliche
katalytische Aktivitit der Cytochrom-c-Oxidase aus Leber
und Herz!"*® kénnte in den Unterschieden der Elektronen-
transportwege begriindet sein.

Inkubiert man isolierte Cytochrom-c-Oxidase aus Rin-
derherz mit Trypsin, so werden das Polypeptid I etwa zur

Tabelle 2. Das Verhiltnis der Gehalte [nmol/mg Mitochondrienprotein] an
Cytochrom c+¢,; zu Cytochrom aa, ist in Leber- und Herzmitochondrien
verschieden.

Gewebe c+c aa, (¢ + c)/aa, Lit.
Rinderleber 0.23 0.08 29 [126}
Rinderherz 0.47 0.68 0.69 [126]
Rattenleber 0.38 0.27 14 [135])
Rattenherz 0.83 0.98 0.85 {135}
Huhnleber 0.44 0.36 1.2 [135)
Huhnherz 0.49 0.63 0.78 1135)
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Hilfte und die Polypeptide Vla, VIb und VIc vollstindig
gespalten, wahrend die iibrigen Polypeptide unverdndert
bleiben®!. Dabei wird die Affinitit zu Cytochrom ¢ auf
die Hilfte reduziert und V,,, erh6éht (Fig. 6). Dieses Er-
gebnis deutet auf einen modifizierenden Einflufl der Poly-
peptide Vla, VIb und/oder VIc auf die katalytische Aktivi-
tit des Enzyms hin.

10
KnlM)  vmax{s™)
Kontrolle 13.2 145
8 +Trypsin 28.4 177

()

N

TN/S (s™'x um Cytochrom ¢™')
H

1 A

O

(o)

40 80 120
™ (s™)

Fig. 6. Wirkung von Trypsin auf die kinetischen Eigenschaften der Cyto-
chrom-c-Oxidase. Isolierte Cytochrom-c-Oxidase aus Rinderherz (2 mg/mL)
wurde in 2proz. Na-Cholat-L8sung, die 20 mg/mL Asolectin und 50 mm Na-
phosphat enthiit, bei pH 7.6 geldst und 30 min in Gegenwart oder Abwesen-
heit von 0.02 mg/mL DPCC-Trypsin bei 23 °C inkubiert. Die Enzymaktivitdt
wurde photometrisch mit 2-20 pm reduziertem Cytochrom ¢ gemessen [135].
In der reziproken Darstellung nach Eadie-Hofstee sind die molekularen Akti-
vitaten (TN} in mo!l Cytochrom cxs~' pro mo! Cytochrom-c-Oxidase ange-
geben. §: Cytochrom-c-Konzentration. e Kontrolle; o + Trypsin.

Isolierte Cytochrom-c-Oxidase aus Rattenleber wurde
mit Dimethyl-3,3'-dithiobis(propionimidat), einem spaltba-
ren Quervernetzungsreagens, inkubiert. Die Reaktionspro-
dukte wurden durch zweidimensionale SDS-Gelelektro-
phorese in Abwesenheit und in Gegenwart von p-Mercap-
toethanol, das die Addukte wieder spaltet, analysiert. Die
Polypeptide VIa und VIb zeigten nur Quervernetzungen
mit den Polypeptiden II und Va, Polypeptid VIc nur mit
Polypeptid I11**!, Dies deutet auf eine enge Nachbarschaft
der Polypeptide Vla, VIb und Vic zum Polypeptid 11 hin,
das die Bindungsstelle fiir Cytochrom ¢ enthilt. Diese An-
nahme wird durch Befunde von Bisson und Montecucco er-
hirtet, die nach Quervernetzung des Cytochrom-c-Cyto-
chrom-c-Oxidase-Komplexes nicht nur Addukte zwischen
Cytochrom ¢ und dem Polypeptid II, sondern auch zwi-
schen Cytochrom ¢ und den Polypeptiden VIa, VIb und/
oder VIc gefunden haben!"*”.

Diese Ergebnisse deuten auf eine ,,regulatorische‘ oder
»modifizierende** Wirkung der cytoplasmatisch syntheti-
sierten Polypeptide hin. Thre physiologische Bedeutung
148t sich bisher nur vermuten: Die Atmung, normalerweise
durch das Angebot an ADP!*¥ reguliert (,,Atmungskon-
trolle*), kénnte je nach Substratangebot (intramitochon-
driales NADH, Sulfit, extramitochondriales NADH) zu-
sdtzlich gewebsspezifisch reguliert werden. Einige Poly-
peptide konnten als substratspezifische Rezeptoren wir-
ken, die konformativ die Aktivitit modifizieren. Die
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Kopplung von Atmung und Protonentranslokation konnte
variabel sein'®* und durch gewebsspezifische Polypeptide,
die z. B. Rezeptoren fiir zellulire Effektoren sind (cAMP,
cGMP, Ca’*, P;, Schilddriisenhormone etc.), reguliert
werden. Durch partielle ,,Entkopplung* von Elektronen-
und Protonentransport wiirde mehr Wirme produziert
werden. Dadurch wire eine gewebsspezifische Regulation
der Thermogenese denkbar.

8. Die Evolution der Cytochrom-c-Oxidase

Beim Vergleich der Cytochrom-c-Oxidasen aus Siuge-
tieren mit denen aus Prokaryoten fillt eine erstaunliche
strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit auf, die im Ver-
lauf einer mehr als zwei Milliarden Jahre wihrenden, un-
abhingigen Evolution erhalten blieb: 1) Beide Enzyme
reagieren mit ,tierischem Cytochrom c¢*, wenn auch mit
unterschiedlicher Aktivitat!?>'®, 2) Das aktive Zentrum
beider Enzyme enthilt zwei Him-a-Gruppen und zwei
Kupferionen'”. 3) Der Elektronentransport von Cyto-
chrom c auf O, ist in beiden Fillen mit einer aktiven Pro-
tonentranslokation durch die Membran gekop-
peltl4®-43.96.10¢ Dyjese Einheitlichkeit der Atmung in den
meisten aeroben Organismen wurde bereits von Otto War-
burg erkannt, der 1928 schrieb!*!:  Entsprechend gibt es
in der Natur nicht nur 1 Atmungsferment, aber der Mecha-
nismus der Atmung in einem bestimmten Falle ist, wie der
Mechanismus des Sauerstofftransports, ein bestimmter
und einheitlich. Wie zum Transport des Sauerstoffs, so be-
nutzt die Natur zur Verbrennung durch Sauerstoff vorwie-

Prokaryoten Eukaryoten MG
Pdenitrificans  Hefe Rind
Leber Herz
| ——— e . — s - 56993
| —— e ———— e o— —-— 20049
Mooe te — e o— - 29918
{V o -—— [___E\"} 17153
V L]
[ra— — a 12463
Vi e 7 o— - Vb 10670
o — a 9419
—— = Vib 10068
—_— —— c 8480
V| co— T e a 6244
— wemm Vb ggg?(?)
——— ——— c
— T V) 4962

Fig. 7. Die Evolution des Cytochrom-c-Oxidase-Komplexes. Die Banden
stellen individuelle Polypeptide dar, die den Banden bei der SDS-Gelelek-
trophorese entsprechen. MG ist das aus DNA-Sequenz (1, 111) oder Amino-
sduresequenz berechnete Molekulargewicht der Rinderherzpolypeptide[85).
Die Pfeile geben ,evolutiondre Verwandtschaft" an. Die Verwandtschaft der
iibrigen Banden zwischen dem Rinderleber- und dem Herzenzym ist noch
nicht nachgewiesen. Es besteht eine Homologie von Polypeptid VI aus Hefe
und V aus Rinderherz [142)].

gend einen Mechanismus. Denn das Atmungsferment in
Hefezellen und Chorion, in Leberzellen und Blutplittchen,
in Leucocyten und Seeigeleiern verhilt sich im Prinzip
gleich®.

Trotzdem finden wir mit zunehmender Differenzierung
und Spezialisierung der Zellen eine wachsende Komplexi-
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tit des Enzyms, die sich in einer zunehmenden Zahl von
,Untereinheiten* niederschligt. Wihrend die gleiche
Funktion (O,-Reduktion und Protonentranslokation) beim
prokaryotischen Enzym von zwei oder drei Polypeptiden
bewirkt wird, sind beim eukaryotischen Einzeller sieben
oder acht Polypeptide daran beteiligt. Die Differenzierung
zu vielzelligen Organismen mit spezifischen Organen ist
mit einer weiteren Zunahme der Polypeptidzahl, bei Siu-
getieren bis auf dreizehn, sowie mit einer Multiplikation
und unabhiingigen Evolution gewebsspezifischer Polypep-
tide innerhalb desselben Organismus verbunden (Fig. 7).

Betrachten wir die mitochondrial synthetisierten Poly-
peptide I-III als , katalytische** und die cytoplasmatisch
synthetisierten als ,,regulatorische** oder ,,modifizierende**
Untereinheiten des Enzymkomplexes, so zeigt sich die
Evolution der Cytochrom-c-Oxidase als eine Zunahme an
regulatorischer Kapazitit. Hier wird ein allgemeines Prin-
zip der Evolution biologischer Systeme deutlich: Die
Grundprinzipien des Energie- und Metabolitstoffwechsels
(Atmung, Glykolyse) sowie der Informationsspeicherung
und -expression (DNA-Replikation, Proteinsynthese) sind
in allen Lebewesen im Verlauf der Evolution weitgehend
unverindert geblieben. Verdndert hat sich jedoch die Re-
gulierbarkeit der einzelnen Schritte, die in organdifferen-
zierten Lebewesen zu extrem komplizierten Mechanismen
gefuhrt hat (z. B. Regulation von Glykogensynthese und
-abbau!'4%141),

9. Ausblick

Seit der Entdeckung des Atmungsferments durch Otto
Warburg in den zwanziger Jahren sind unsere Kenntnisse
iiber dieses Enzym auBerordentlich gewachsen. Doch mit
jeder neuen Erkenntnis nahm die Zahl der ungelosten Pro-
bleme zu. Gegenwirtig werden vor allem die Struktur des
aktiven Zentrums und der Mechanismus der O,-Reduktion
untersucht; hier ist eine umfassende Deutung in absehba-
rer Zeit zu erwarten. Wesentlich schwieriger erscheint da-
gegen die Untersuchung der Kopplung von Elektronen-
und Protonentransport im Cytochrom-c-Oxidase-Kom-
plex. Bisher konnte der Mechanismus des gerichteten Pro-
tonentransports noch fiir keines der dafiir zustindigen
Membranenzyme aufgeklirt werden, obwohl fiir ein En-
zym (Bacteriorhodopsin) sowohl die Aminosauresequenz
als auch die Raumstruktur bekannt sind. Von besonderem
Interesse ist das Vorkommen von Isoenzymen der Cyto-
chrom-c-Oxidase in verschiedenen Organen héherer Tiere,
die sich in ihren katalytischen und strukturellen Eigen-
schaften unterscheiden. Die in diesem Fortschrittsbericht
erorterten Unterschiede deuten auf eine komplexe Regula-
tion des Enzyms hin. Intensive Forschungen, sowohl im
Hinblick auf die strukturellen Unterschiede der Polypep-
tide als auch auf die funktionelle Bedeutung der einzelnen
Untereinheiten, sind erforderlich, um die Anpassung der
Atmung und der daran gekoppelten ATP-Synthese an die
spezifischen Erfordernisse in den einzelnen Geweben hd-
herer Organismen zu verstehen.

Ich danke Prof. R. Thauer fiir hilfreiche Kritik, Frau Rol-

ler-Miiller fiir das Schreiben des Manuskripts, der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (SFB 103, A2) fiir Sach- und Perso-
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nalbeihilfen und dem Fonds der Chemischen Industrie fiir
eine grofiziigige Spende.
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Die photoelektronenspektroskopische Untersuchung
nichtbindender und transanularer Wechselwirkungen **

Von Hans-Dieter Martin* und Bernhard Mayer

Klassische Strukturformeln vermitteln hiufig die Vorstellung, einzig und allein jene Bezie-
hungen zwischen den Atomen seien von Bedeutung, welche fiir den Zusammenhalt des Mo-
lekiils sorgen und durch Bindungsstriche wiedergegeben werden. Viele Wechselwirkungen
zwischen Atomen oder Atomgruppen werden jedoch durch diese Schreibweise nicht erfaBt.
Ihre Anwesenheit hat dennoch mitunter wichtige Konsequenzen fiir Grundzustandsenergien
(cis-Difluorethylen ist stabiler als trans-Difluorethylen), Konformationen (syn-Methylvinyl-
ether ist stabiler als die anti-Form), Reaktivitdten (ein endo-stindiger Cyclopropanring in 7-
anti-Norbornylderivaten beschleunigt die Solvolyse um den Faktor 10'%), UV-Spektren (die
n-Systeme von Acridin und Purin - durch eine viergliedrige Kette verbunden - ergeben
beim ,,Ubereinanderlegen™ Hypochromie), CD-Spektren (der inhdrent symmetrische, dis-
symmetrisch gestrte Chromophor von 2-Deuterionorbornadien [48t drei Uberginge im na-
hen UV erkennen) und ESR-Spektren (die Fernkopplung mit H-4 im Briickenkopf-Radikal
Bicyclo[2.1.1]hex-1-yl betrdgt 22.5 G). An den meisten intramolekularen Effekten dieser Art
sind Orbitalwechselwirkungen beteiligt; die Photoelektronenspektroskopie hat sich wie er-

wartet als aussagekriftige und wertvolle Erginzung der anderen Methoden erwiesen.

1. Einleitung

1.1. Substituenteneffekte

Die auf Erfahrung beruhende Erkenntnis, daB funktio-
nelle Gruppen das Reaktionsverhalten organischer Verbin-

{*] Prof. Dr. H.-D. Martin, B. Mayer
Institut fir Organische Chemie I der Universitdt
UniversititsstraBe 1, D-4000 Disseldorf

[**] Der Terminus ,,Nachbargruppenbeteiligung* ist den Wechselwirkungen
zwischen einem Substit und einem Reaktionszentrum durch den
Raum vorbehalten (19]; in diesem Beitrag werden alle Wechselwirkun-
gen zwischen nicht direkt benachbarten Gruppen oder Orbitalen - un-
abhdngig davon, ob es sich um ,,through space- oder ,through bond*-
Wechselwirkungen handelt - als Proximititseffekte bezeichnet.
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dungen entscheidend bestimmen, hat zur Formulierung
von Substituenteneffekten gefilhrt, die sich grob in drei
Kategorien einteilen lassen: Polare oder elektrostatische
Effekte sowie Konjugationseffekte und sterische Effekte!",
Die literaturfiillende Diskussion der polaren Effekte und
ihre Unterteilung in induktive Komponenten (durch die
Bindungen) und Feldanteile (durch den Raum) ist bedeut-
sam®, fiir unsere Zwecke aber weniger entscheidend. Die
klassische m-Konjugation und m-Delokalisation kann in-

- nerhalb der Gruppen oder Chromophore, die nichtbin-

dend in Wechselwirkung treten, vorhanden oder abwesend
sein. Sterische Effekte (sterische Hinderung) werden im
allgemeinen mit nichtbindender Kompression und Absto-
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