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Abstract: Salicylat-1,2-Dioxygenase (SDO) ist das erste be-
kannte Enzym, das die oxidative Spaltung eines einfach hy-
droxylierten Aromaten, Salicylat, statt der wohlbekannten
elektronenreichen Substrate katalysiert. Wir haben den Me-
chanismus der Sauerstoffaktivierung in SDO mit QM/MM-
Simulationen untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass das
Nicht-H�m-FeII-Zentrum in SDO Salicylat und O2 gemeinsam
durch eine starke kovalente Wechselwirkung aktiviert, um die
reduktive Spaltung von O2 zu ermçglichen. Die reaktive Sau-
erstoffspezies ist ein kovalenter Salicylat-FeII-O2-Komplex,
wobei die Elektronenstruktur zwischen den beiden Grenzf�l-
len FeII-O2 und FeII-O2C¢ mit partiellem Elektronentransfer
vom aktivierten Salicylat zu O2 îber das Fe-Zentrum liegt.
Folglich verwendet SDO eine synergetische Strategie der
Substrat- und Sauerstoffaktivierung, um die katalytische Re-
aktion auszufîhren, die einmalig in der Familie der Eisendi-
oxygenasen ist. Darîber hinaus erfolgt die O2-Aktivierung in
SDO ohne die Hilfe einer Protonenquelle. Unsere Studie zeigt
eine bisher unbekannte Mçglichkeit fîr den Mechanismus der
O2-Aktivierung.

Einkernige Nicht-H�m-Eisenenzyme erschließen das große
Oxidationsspotential von Sauerstoff, um eine große Band-
breite von biologischen Aufgaben durchzufîhren.[1–6] Von
besonderer Wichtigkeit sind diejenigen Eisen-Dioxygenasen,
die die chemisch hçchst interessante Reaktion von Triplett-O2

mit organischen Singulett-Substraten katalysieren. Das Re-
duktionspotential von FeII/FeIII reicht fîr die Aktivierung von
O2 in einer Einelektronenreduktion nicht aus.[7] Im Allge-
meinen aktivieren die meisten Nicht-H�m-Oxygenasen, wie
die Extradioldioxygenasen, O2 durch eine FeII/FeIII-Redox-
reaktion mit high-spin-FeII in der Gegenwart des Substrats
oder eines zus�tzlichen Kofaktors als Elektronenquelle. Die
andere wichtige Enzymklasse, die Intradioldioxygenasen,
nutzen FeIII, wobei O2 das Substrat direkt angreift. Allgemein
nutzen die Extradiolenzyme (FeII) den Sauerstoffaktivie-
rungspfad, wohingegen die Intradiolenzyme (FeIII) einen
Substrataktivierungsmechanismus verwenden.[7, 8] In allen
F�llen (Intradiol und Extradiol) sind die Substrate elektro-
nenreich, z. B. substituierte Catechole, Protocatechuate und
Gentisate (Schema 1 a), und erleichtern dadurch die fîr die
reduktive Spaltung von O2 bençtigte Elektronenabgabe.

Demnach sind die Substrate in diesen Dioxygenasen entwe-
der Dihydroxyverbindungen oder enthalten mindestens eine
elektronenabgebende Gruppe im aromatischen Ring.[9] Ver-
schiedene Spezies wie FeIII-O2C¢[10] oder der Hybridzustand
FeIII-O2C¢/SQC-FeII-O2C¢ (SQ = Semichinon)[11] wurden auf
Basis von DFT- bzw. QM/MM-Rechnungen als reaktive
Sauerstoffspezies in Homoprotocatechuat-2,3-Dioxygenase
(HPCD) vorgeschlagen. Kîrzlich wurde Salicylat-1,2-Dioxy-
genase (SDO) aus Pseudaminobacter salicylatoxidans isoliert,
welches die oxidative Spaltung von Salicylat zu 2-Oxohepta-
3,5-diendioat îber einen neuartigen Ringspaltungsmechanis-
mus katalysiert (Schema 1b).[12] SDO spielt eine maßgebliche
Rolle im biologischen Abbau von Aromaten, die sich auf-
grund industriell und landwirtschaftlich bedingter Verunrei-
nigungen in der Umwelt anh�ufen.

Vor allem ist SDO das erste Enzym, fîr das die Spaltung
eines einfach hydroxylierten Aromaten, Salicylat, statt der
bereits bekannten elektronenreichen Substrate nachgewiesen
werden konnte. Selbst Salicylat-1-Monooxygenase bençtigt
fîr seine katalytische Aktivit�t den zus�tzlichen Kofaktor
FAD.[13] Das Besondere an SDO ist, dass es ein Substrat, das
keine Dihydroxyverbindung ist und keine Elektronendonor-
gruppe besitzt, aufspalten kann und dies auch ohne zus�tzli-
chen Kofaktor bewerkstelligt. Es stellt die allgemein aner-
kannte These in Frage, dass das Substrat die fîr die Spaltung
von O2 bençtigten Elektronen liefern muss, da das Redukti-
onspotential von FeII/FeIII fîr diesen Vorgang nicht ausreicht.
Es muss daher untersucht werden, wie die O2-Aktivierung fîr
solch ein einfach hydroxyliertes Substrat in SDO funktioniert.
Ein weiterer hochinteressanter Aspekt ist die bisher unge-
kl�rte Rolle der Aminos�uren Histidin 162 und Arginin 127,

Schema 1. a) Bekannte Substrate von Dioxygenasen. b) Reaktion, die
durch Salicylat-1,2-Dioxygenase (SDO) katalysiert wird.
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von denen angenommen wurde, dass ihnen eine aktive S�ure-
Base-Rolle in SDO zukommt.[12a]

Solch eine Aminos�ure soll die O2-Aktivierung unter-
stîtzen, indem sie die Bildung eines Superoxydliganden er-
leichtert und/oder diesen protoniert, um ein Hydroperoxid zu
bilden.[5] Wie unterstîtzen diese Aminos�uren die Aktivie-
rung in SDO? Oder geschieht die O2-Aktivierung ohne eine
Protonenquelle? Um diese grundlegenden Fragen zu beant-
worten, mîssen die chemischen Reaktionen in einer realisti-
schen Umgebung simuliert werden. Die Kombination von
Quantenmechanik und Molekularmechanik (QM/MM)[14] ist
eine vielversprechende Methode, um eine solche enzymati-
sche Reaktion in einer realistischen Umgebung zu simulie-
ren.[15]

Um diese Fragen zu beantworten, untersuchen wir den
Mechanismus der O2-Aktivierung in SDO mittels QM/MM-
Simulationen. Unseres Wissens ist dies die erste QM/MM-
Untersuchung einer Dioxygenase der Klasse III (SDO), im
Gegensatz zu Klasse I (Intradiol-) und Klasse II (Extradiol-
dioxygenasen), fîr die bereits umfangreiche Literatur exis-
tiert. WIr geben erstmalig einen neuartigen Mechanismus zur
molekularen O2-Aktivierung in der Familie der Eisendioxy-
genasen an.

Salicylat-1,2-Dioxygenase (SDO) wurde der PDB-Struk-
tur 3NJZ[12b] entnommen, welche die Struktur von SDO aus
Pseudaminobacter salicylatoxidans inklusive Salicylatsubstrat
in einer Auflçsung von 2.1 è enth�lt. O2 wurde dem Eisen-
zentrum des Monomermodells hinzugefîgt, um ein Fe-O2-
Addukt im Katalysezyklus von SDO zu erhalten. Die QM/
MM-Rechnungen werden mit der Chemshell-Suite[16] durch-
gefîhrt. Das Kraftfeld CHARMM22[17] wurde fîr den MM-
Teil der Simulation benutzt. Die QM-Rechnungen wurden
mit TURBOMOLE in der Version 6.4[18] durchgefîhrt. Der
QM-Teil wurde, wenn nicht anders angegeben, aus Fe, Sa-
licylat, O2, den Seitenketten der Aminos�uren der ersten
Koordinationssph�re (His119, His121, His160) sowie von
Arginin 127 gebildet (Abbildung 1). Der QM-Teil wird durch
das B3LYP-Hybridfunktional[19] in Kombination mit dem
Basissatz def2-SVP[20] beschrieben, eine Kombination, fîr die

gezeigt wurde, dass sie fîr Dioxygenasen verl�ssliche Er-
gebnisse liefert.[8, 10a,11] An den damit erhaltenen Strukturen
wurde die Energie mit dem grçßeren Basissatz def2-TZVP[21]

berechnet. Der QM-Teil besitzt bei den Geometrieoptimie-
rungen eine Gesamtladung von + 1 bei einer Spinmultiplizit�t
von 5. Die natîrliche Spindichte[22] wurde fîr die Komplexe
mit TURBOMOLE berechnet. Darîber hinaus wurden die
Bindungsverh�ltnisse der QM-Region der QM/MM-opti-
mierten Geometrie durch natîrliche Bindungsorbitalanalyse
(NBO), wie in Gaussian 09[23] implementiert, analysiert.

Wir beginnen mit der detaillierten Analyse der Elektro-
nenstruktur des Enzym-Substrat-O2-Komplexes (ESO2 ; 1),
um die reaktive Sauerstoffspezies in SDO zu ermitteln. Die
Kopplung von Quintett-FeII mit Triplett-O2 kann zu Septett-,
Quintett- und Triplett-Spinzust�nden fîhren. Der Triplett-
zustand liegt energetisch um 3.4 kcal mol¢1 hçher als der
Quintettzustand. Die Berechnungen fîr den Septettzustand
ergaben jedoch, dass dieser energetisch 2.7 kcalmol¢1 tiefer
liegt als der Quintettzustand. Die Reaktionsbarriere fîr den
ersten Schritt liegt fîr den Septettspinzustand mindestens
11.5 kcal mol¢1 îber der fîr den entsprechenden Schritt auf
der Quintett-Oberfl�che.[10a] Daher haben wir den Quintett-
zustand von 1 als den katalytisch relevanten Zustand der
Reaktionen der einkernigen Nicht-H�m-Eisenenzyme ge-
nutzt.[10a, 11] Der optimierte ESO2-Komplex 1 nimmt eine
verzerrt oktaedrische Struktur ein, wobei O2 endst�ndig an
das Fe bindet (Abbildung 1). Der Salicylatring ist in Richtung
des O2-Atoms von O2 gekippt, um den O2-Angriff zu er-
mçglichen. Mehrere Versuche, einen seitlich gebundenen O2-
Komplex zu erhalten (h2), scheiterten. Diese resultierten
immer in einer endst�ndigen Koordination. Die L�nge der
Fe-O1(O2)-Bindung betr�gt 1.98 è in 1 (Abbildung 1), die
etwas kîrzer ist als die Fe-O(O)-Bindungsl�ngen (2.10-
2.22 è)[10a, 11] in HPCD. Die O-O-Bindung des O2 ist mit
1.26 è l�nger als die eines freien O2-Molekîls (1.20 è). Die
Fe-O(C1)- und Fe-O(C2)-Bindungsl�ngen mit dem Salicylat
betragen 2.05 è bzw. 1.92 è, was relativ kurz ist im Vergleich
zu den Fe-OSubstrat-Bindungen bei HPCD.[11] Die vergleichs-
weise kurzen Fe-OSubstrat-Bindungen deuten auf eine starke
Metall-Salicylat-Bindung in 1 hin. Die wichtigsten einfach
besetzten Grenzorbitale von 1 sind in Abbildung 2 darge-
stellt. Das hçchste besetzte Molekîlorbital (HOMO, b) und
das dritthçchste (HOMO¢2, b) zeigen eine starke Wechsel-
wirkung zwischen dem Metall, O2 und dem Salicylat. Die fînf
unbesetzten b-Orbitale besitzen grçßere Metall-d-Orbital-
Beitr�ge (Abbildung S2, Hintergrundinformationen (SI)).
Die besetzten a-Fe-d-Orbitale sind sehr gut stabilisiert. Dies
zeigt, dass die kovalente Wechselwirkung nicht gleichm�ßig
auf die drei Einheiten verteilt ist. Folglich sehen wir, dass die
Metall-d-Orbitale nur geringfîgig zur Bildung der Grenzor-
bitale beitragen.

In 1 betragen die natîrlichen Spindichten bei Fe, O2 und
Sal (Sal = Salicylat) 3.80, ¢0.27 und 0.29 (Tabelle S1, SI), was
eine anti-ferromagnetische Kopplung zwischen den Fe- und
O2-Zentren mit einem Teil der Spindichte auf dem weiter
entfernten O2-Atom impliziert. Die Spindichte auf dem
Substrat ist grçßtenteils auf den O-Donoratomen lokalisiert.
Die verh�ltnism�ßig geringe Spindichte auf dem Fe-Zentrum
wird der starken kovalenten Wechselwirkung mit dem Sa-

Abbildung 1. Optimierte Struktur des ESO2-Komplexes 1 mit B3LYP/
def2-SVP/MM. Abst�nde in ç und Winkel in Grad (C grau, H weiß,
N blau, O rot).
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licylat und O2 zugeschrieben, die das Metallzentrum redu-
zieren. Salicylat beh�lt in 1 seine planare Struktur bei, was

gegen jegliche Stçrung der planaren Aromatizit�t durch ra-
dikalen Charakter (Elektronentransfer zu O2) spricht. Dies ist
konsistent zur Analyse der Spindichte. Wie wird O2 nun ak-
tiviert? Die Antwort liegt, wie es aus den Molekîlorbitalen
(Abbildung 2) deutlich wird, in der stark kovalenten Natur
von 1. FeII aktiviert das Salicylat durch eine starke kovalente
Wechselwirkung, um partiell b-Elektronendichte auf O2-p*-
Orbitale îber das FeII-Zentrum zu îbertragen. Die zus�tzli-
che Elektronendichte bei O2 liegt in den p*-Orbitalen senk-
recht zur Fe-O-O-Ebene. Die C-C-p-Bindungen in Salicylat
sind durch eine starke kovalente Wechselwirkung mit dem
Fe-Zentrum gestçrt, wie es bereits fîr das HOMO (b) und
HOMO¢2 (b) beobachtet wurde. Die im Verh�ltnis zu den
anderen C-C-Bindungen recht lange C1-C2-Bindung (1.43 è)
im Ring ist in diesem Zusammenhang ebenfalls erw�hnens-
wert (Abbildung 1). Dies impliziert, dass das Salicylat und O2

synergetisch fîr die Reaktion durch das FeII-Zentrum akti-
viert werden. Sogar der relativ enge Kontakt zwischen den
O2- und C1-Atomen (3.05 è) in 1 deutet auf den beginn des
Elektronentransferprozesses von der aktivierten C1-C2-p-
Bindung zum O2 hin, was durch das HOMO¢1 (a) und
HOMO¢20 (b) bekr�ftigt wird.

Die sieben mçglichen Resonanzstrukturen fîr 1 sind in
Schema 2 dargestellt. Neben der s-Bindung zwischen Fe und
Salicylat zeigt die NBO-Analyse auch, dass das b-Elektron an
O(C2) des Salicylats an einer starken p-kovalenten Donor-
wechselwirkung mit dem Fe-Zentrum in der Zusammenset-
zung 0.886 O(C2)(p) + 0.114 Fe(d) mit 89.9% Besetzung
beteiligt ist, die sich im Mehrfachbindungscharakter der Fe-
O(C2)-Bindung widerspiegelt (Tabelle S2, Abbildung S4, SI).
Dies resultiert in einer partiellen a-Spindichte an O(C2). Die
Mitwirkung von p-Orbitalen des Salicylatrings bei den ko-
valenten Donor-p-Wechselwirkungen wird aus dem HOMO
(b) und HOMO¢2 (b) klar ersichtlich. øhnlich starke kova-
lente Wechselwirkungen, um partielle b-Elektronendichte
vom Substrat zu O2 zu transferieren, werden bei den Intra-
dioldioxygenasen beobachtet.[24] Die starken kovalenten p-
Donor-Wechselwirkungen spielen eine maßgebliche Rolle in
der Bindung von 1. Die C2-O(C2)-Bindung hat Einzelbin-

Schema 2. Mçgliche Resonanzstrukturen fír 1 und schematische Darstellung des Elektronentransferprozesses in 1.

Abbildung 2. Wichtige einfach besetzte Molekílorbitale (MO) des
ESO2-Komplexes 1.
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dungscharakter, was jegliche semichinonartige Struktur aus-
schließt. Die antiferromagnetische Kopplung zwischen den
O2- und Fe-Zentren îbertr�gt b-Elektronendichte vom Fe-
dxz-Orbital auf das O2-p*-Orbital, was einen partiellen Su-
peroxidcharakter ergibt. Dieser �bertrag von b-Elektronen-
dichte aus besetzten O2-p*-Orbitalen auf unbesetzte Fe-b-d-
Orbitale zeigt die kovalente Wechselwirkung zwischen O2

und Fe. Folglich erh�lt das Fe-Zentrum b-Elektronendichte
vom Salicylat durch eine starke kovalente Wechselwirkung,
um diese an O2 fîr dessen Aktivierung weiterzugeben
(Schema 2).[24,25] Die Summe der NBO-Ladungen des Sa-
licylats betr�gt ¢1.51e, diejenige von O2 betr�gt ¢0.44e. Dies
bedeutet, dass das Salicylat 0.44e abgibt und O2 0.44e erh�lt,
was ein weiterer Punkt ist, der fîr einen partiellen Elektro-
nentransfer vom aktivierten Salicylat zum O2 îber das Fe-
Zentrum spricht. Daher sind, basierend auf den Analysen der
Strukturparameter, MO, NBO und Spindichte, die Reso-
nanzstrukturen A und B maßgeblich, um 1 zu beschreiben.
Wir schlagen hier also vor, dass der kovalente Sal-FeII-O2-
Komplex als reaktive Sauerstoffspezies in SDO anzusehen ist.
Die Elektronenstruktur des Fe-O2-Addukts wird am besten
beschrieben durch eine Struktur zwischen den beiden
Grenzf�llen FeII-O2 und FeII-O2C¢ mit partiellem Elektro-
nentransfer vom aktivierten Salicylat îber das Fe-Zentrum,
um O2 fîr die Reaktion zu aktivieren. Die Interpretation
eines unver�nderten FeII-Oxidationszustands bei der reakti-
ven Spezies wird maßgeblich durch die Erkenntnis gestîtzt,
dass die Aktivit�t der Dioxygenase nicht vom Redoxpotential
der Metallatome abh�ngt.[25, 26]

Unsere Analyse zeigt, dass diejenigen Gruppen, die die
F�higkeit des Salicylats zur Elektronenabgabe erhçhen (wie
die OH- und NH2-Gruppen), die Aktivierung von O2 unter-
stîtzen und dadurch die katalytische Effizienz von SDO er-
hçhen sollten. Tats�chlich stimmt dies gut mit experimentel-
len Beobachtungen îberein.[12a] Ebenso interessant w�re die
Untersuchung des Effekts von elektronenziehenden Gruppen
wie F und NO2 im Salicylatring auf die katalytische Aktivit�t
von SDO.

SDO ist einzigartig, da die Substrataktivierung durch ein
reduziertes FeII-Metallion statt einem oxidierten FeIII-Ion in
der Intradioldioxygenase ausgelçst wird. Wir untersuchten
auch den Enzym-Substrat-Komplex ohne O2, welcher eine
starke kovalente Wechselwirkung zwischen dem Metall und
dem Salicylat aufweist, was auch aus den Fe-O(C1)- und Fe-
O(C2)-Bindungsl�ngen deutlich wird (2.08 è bzw. 1.92 è),
wenn man sie mit den Bindungsl�ngen von 2.05 è und 1.92 è
fîr den Komplex mit O2 vergleicht. Unsere Studie zeigt, dass
SDO eine einzigartige synergetische Substrataktivierungs-
und Sauerstoffaktivierungs-Strategie nutzt, um die oxidative
Spaltung eines einfach hydroxylierten Aromaten wie Salicylat
durchzufîhren, die neuartig ist in der Familie der Eisen-Di-
oxygenasen. Tats�chlich zeigt der �bergangszustand TS1 des
ersten Schritts bei der Bildung des Alkylperoxo-Intermedi-
ats[27, 28] 2 (Abbildung 3) die vollst�ndige Ausbildung der O2-
C1-Bindung mit dem gleichzeitigen Transfer zweier Elektro-
nen zu O2 vom p-System des Salicylats (SI).

Die Position von His162 in 1 ist zu weit entfernt von O2

(6.4 è), um als aktiver S�ure-Base-Partner zu fungieren. Wir

Abbildung 3. Optimierte Geometrien von 1, TS1 und 2 im Quintett-Zusand auf B3LYP/def2-SVP/MM-Niveau (Bindungsl�ngen in ç, Winkel in
Grad, Energien in kcalmol¢1).
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konnten auch nach mehreren Versuchen von MD-Simulation
des solvatisierten Enzyms kein Wassermolekîl ausfindig
machen, das als Protonenquelle dienen kçnnte. Folglich gibt
es keine Protonenquelle fîr die katalytische Aktivit�t von
SDO. Dies ist im Vergleich zu den anderen einkernigen
Nicht-H�m-Eisendioxygenasen sehr ungewçhnlich.[5] Statt-
dessen beobachteten wir, dass Arg127 die Carboxylat-O-
Atome des Salicylats durch H-Brîcken-Bildung in 1 stabili-
siert. Es wurde gezeigt, dass Arginin die O2-Aktivierung bei
3-Hydroxyanthranilat-3,4-Dioxygenase[5] und bei AlkB-Re-
paraturenzymen unterstîtzt.[29] Arg83 befindet sich gegen-
îber von O2 in der N�he des Substrats. Unsere Ergebnisse
stimmen ausgezeichnet mit den experimentellen Beobach-
tungen îberein, die basierend auf Mutationsstudien zeigen,
dass Arg127 essenziell fîr die enzymatische Aktivit�t von
SDO ist.[30] Daher schlagen wir vor, Arg127 durch eine be-
kannte Protonenquelle wie His in SDO zu ersetzen, um den
Effekt dieser Mutation auf die katalytische Effizienz, mit der
SDO einfach hydroxylierte aromatische Substrate spaltet, zu
untersuchen. Wir untersuchten den Effekt, den die Protein-
umgebung auf den ESO2-Komplex ausîbt, durch einen Ver-
gleich mit einem Gasphasen-Modell. Dieses beinhaltet die
QM-Region der vollst�ndigen QM/MM-Simulationen, wobei
die Positionen der H-Atome der QM/MM-Schnittstelle fest-
gehalten werden. Gasphasenoptimierung des Modells fîhrt
zu einer spontanen Rotation von O2 um die Fe-O-Bindung,
sodass O2 in Richtung des His-Liganden zeigt (Abbildung S3,
SI), was dem Fehlen der Proteinumgebung zugeschrieben
werden kann.[10a, 11] Der Triplett-Charakter von O2 (Tabel-
le S3, SI) nimmt in der optimierten Gasphasengeometrie mit
der erhçhten Spindichte am Fe-Zentrum (4.03) zu. Dies zeigt
den erheblichen Einfluss der Proteinumgebung auf die
Elektronenstruktur von 1 sowie auf die richtige Orientierung
des O2 zum Substrat. Jedoch zeigen die Cluster-Modelle auch
signifikante kovalente Metall-Salicylat-Wechselwirkungen,
wie sie auch fîr die vollst�ndigen QM/MM-Simulationen
beobachtet werden. Zudem erleichtert das 3His-Ligand-
Motiv die Reaktion, indem es die kovalente Wechselwirkung
zwischen Fe und O2 verst�rkt (SI).

Zusammenfassend l�sst sich sagen, dass wir auf Basis von
QM/MM-Simulationen gezeigt haben, dass das Nicht-H�m-
FeII-Zentrum das Salicylat und O2 synergetisch durch eine
starke kovalente Wechselwirkung in 1 aktiviert. Ein kova-
lenter Sal-FeII-O2-Komplex ist die reaktive Sauerstoffspezies
im Katalysezyklus von SDO, dessen Elektronenstruktur am
besten als eine Struktur zwischen den beiden Grenzf�llen
FeII-O2 und FeII-O2C¢ mit partiellem Elektronentransfer vom
aktivierten Salicylat zum O2 îber das Fe-Zentrum beschrie-
ben wird. Dabei verwendet SDO eine einzigartige Strategie
der synergetischen Substrat- und Sauerstoffaktivierung, um
die reduktive Spaltung von O2 durchzufîhren, die einzigartig
in der Familie der Eisen-Dioxygenasen ist. Darîber hinaus
geschieht die O2-Aktivierung in SDO ohne die Unterstîtzung
durch eine Protonenquelle. Zudem beeinflusst die Protein-
umgebung maßgeblich die Elektronenstruktur von 1, um die
Reaktion zu erleichtern. Es ist davon auszugehen, dass diese
Erkenntnisse bei der Entwicklung biomimetischer Katalysa-
toren fîr die Nutzung von O2 hilfreich sein kçnnten, beson-
ders im Kontext der Substratauswahl.
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