
Biliproteine 

Von Hugo Scheed'J 

Professor Hans Herloff Inhoflen zum 75. Geburtstag gewidmet 

Biliproteine, die aus Proteinen und Gallenfarbstoffen bestehen, dienen als Lichtsammlerpig- 
mente der Photosynthese und als Lichtsinnespigmente photosynthetisierender Organismen. Es 
wird ein Uberblick iiber neuere Entwicklungen der Biochemie und Biophysik dieser Pigmente 
gegeben und versucht, ihre Funktionen als Lichtsammler und Informationswandler auf mole- 
kularer Ebene zu beschreiben. 

1. Einleitung 

Cyanobakterien, Rotalgen und Kryptophyten enthalten 
grofle Mengen blauer und roter Pigmente, welche wesentlich 
die Farbung dieser Organismen bestimmen und bis zu 40% 
des gesamten Proteins ausmachen"'. Engelmann121 brachte 
diese Pigmente erstmals mit der Photosynthese in Verbin- 
dung; H ~ x o [ ~ ' ,  und Gantt[" sowie andere erkann- 
ten ihre Funktion als Antennenpigmente hauptsachlich fur 
das Photosystem 11. 1928 zeigte Lembergl6l, da8 sie Gallen- 
farbstoffe als chromophore Gruppen enthalten; diese Chro- 
moproteine werden deshalb entsprechend ihrer Herkunft 
und Zusammensetzung als Phycobiliproteine bezeichnet. 

Pigmente dieser Struktur, aber vollig anderer Funktion, 
kommen auch in vielen anderen Organismen vor. Die bei 
weitem wichtigste Verbindung dieser Gruppe ist das Phy- 
tochrorn. Dieses Sinnespigment griiner Pflanzen wurde 1945 
aktionsspektroskopisch entdecktL7], konnte aber wegen seiner 
Instabilitat und geringen Konzentration erst 1959 angerei- 
chert und absorptionsspektroskopisch charakterisiert wer- 

den''). Phytochrom ist ein photoreversibel-photochromes 
Pigment. Die Lage des Gleichgewichts zwischen beiden For- 
men (R- und FR-Form), die Gesamtkonzentration und an- 
dere Faktoren sind ein fundamentaler Faktor bei der pflanz- 
lichen Entwickl~ng[~I. 

Photoreversibel-photochrome Pigmente, die Phycochrome, 
wurden auch aus Cyanobakterien isoliert["l, und zumindest 
ein Phycochrom wurde ebenfalls rnit Entwicklungsvorgan- 
gen wie der chromatischen Adaptationil,"*'21 in Verbindung 
gebracht. 

Diese drei Arten von Pigmenten werden als Biliproteine 
bezeichnet (Tabelle 1). Der vorliegende Beitrag befafit sich 
mit neueren Entwicklungen ihrer Biochemie und Biophysik. 
Seit der letzten Ubersicht iiber das gesamte Gebietl'3al sind 
mehrere Teilaspekte zusammenfassend behandelt wor- 

aneben sei noch auf Gallenfarbstoff-Pro- 
tein-Aggregate ohne kovalente Bindung zwischen beiden Be- 
standteilen hingewiesen. Dazu gehoren die physiologisch 
wichtigen Komplexe des in Wasser schwerloslichen Biliru- 
bins rnit Serum-Albumin[261 und eine wachsende Zahl von 

den[!.5.9. 13-25.3101 D . 

Tabelle I .  Vorkommen und Funktion von Billproteinen. Im Text werden die ersten drei Pigmentgruppen behandelt. 

Pigment Vorkommen Funktion Chromophor-Struktur Lit. 

Phycobiliproteine Cyanobakterien. Rotalgen. Antenncnpigmente der Photosynthese Phycocyanohilin (la), Phyco- siehe Text 
(z. B. Phycocyanin (PC) Kryptophyten erythrobilin (2) u. a. 
Allophycocyanin (APC) 
Phycoerythrin (PE)) 

Phytochrom Hohere grune Pflamen, einige ReaktionsLentrumspigment der Photomor- (lb),  (3) [a] siehe Text 
Algen. Pihe (?). Moose. Rotal- phogenese 
gen (3 

Phycochrome Cyanobakterien, Rolalgen Eventuell Reaktionszentrumspigmente der (la) (?) [ I .  10-121 
Photomorphogenese und chromatischen 
Adaptation (..Adaptachrome") 

Bilirubin-Serum- Wirbeltiere Wasserlosliche Transportfonn des Biliru- - 124 

Aplysioviolin Ap/ysia (marine Nacktschnecke) Abwehrsekret Monoester von (5) 1291 

Pterobilin Lepidoptercn Schutzfarbung (?) IXy-Isomer von (19), R = H  1271 

Albumin-Komplexe bins 

Turhoverdin Turbo cornutus (Muschel) Schutzfarbung (?) [18-Ethyl]-[3-(2-hydroxyethyI)]- 1301 
(19). R = H  

Phorcabiline Lepidopteren Schutzfarbung (?) Gestrectte Derivate von Pterobi- 1271 
lin. ahnlich (31) 

[a] Die Substituenten R. R' und R" in (3) deuten an, daR sich die in P, vorhandene Doppelbindung zwischen C-4 und C-5 im Ahsorptionsspektrum von denaturiertcm 
nicht mehr hemerkbar macht (siehe Ahschnitt 2.3). 

I"] Dr. H. Scheer 
Botanisches lnstitut der Universitat 
Menzinger Strafie 67. D-8000 Miinchen 19 

In~ertebraten-Pigmenten[~~.*~-~~~. Eine Auswahl von ihnen 
ist in Tabelle 1 mit aufgenommen. 
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2. Struktur der Chromophore 

Die beiden hauptsachlichen Chromophore von Phycobi- 
liproteinen sind (la) (Phycocyanobilin) und (2) (Phycoery- 
throbilin)l'l. (In den Formeln ist die Bindung an das Protein 
angedeutet.) (la) ist der blaue Chromophor der Phycocyani- 
ne und Allophycocyanine, (2) der rote Chromophor der Phy- 
coerythrine. Einer von ihnen kommt in jedem Phycobilipro- 
tein vor, R-Phycocyanin (R-PC)I"l enthalt beide. Daneben 
gibt es mehrere Chromophore mit ungeklarter Struktur, z. B. 
ein Phycourobilin in der y-Kette von B-Phycoerythrin (B- 
PE)1**113'l, den roten Chromophor in der a-Kette von Phyco- 
erythr~cyanin'~'], den ,,dritten" Chromophor (P5y0) von PC 
aus einem Herniselmi~-Stamm~~~l und den blauen Chromo- 
phor von PC aus Chroornon~sl~~I. 

Y///////// ,   pop rote in v///////J 

Oe), R = C2H5 (76) R = C2H3 
Apoprotein 

c / Go; k o  
I ,  

\ L s - p r o t c i n  \ J- s- Protein 

U 

Streng genommen wurden die Strukturen (la) und (2) bis- 
her erst fur wenige Phycobiliproteine eindeutig bestimmt. In 
den meisten Fallen erfolgte die Zuordnung aufgrund chro- 

1'1 Die Nomenklatur der Gallenfarbstoffe hat sich in den letzten Jahren mehr- 
fach geindert. Vier Systeme wurden und werden zum Teil noch nebeneinander 
vcrwendet. Die altere Litcratur benutzt Trivialnamen und das Baifferungssy- 
stem von H. Fischer, welches die Gallenfarbstoffe eindeutig mit den Porphyrinen 
korreliert [Beispiel: /19)=Biliverdin IXQ]. Die in den Formeln (1) und (23) ge- 
zeigte, noch heute iibliche Bezifferung entstand beim ersten Versuch einer ratio 
nalen Nomenklatur. Sie ermoglicht jedoch keine eindeutige Korrelation der C- 
Atome cyclischer und davon abgeleiteter offenkettiger Tetrapyrrole. Neben Tri- 
vialnamen verwendet sie das vollstandig geslittigte ,,Bilan" als Basis. Ausgehend 
von beiden is1 eine Austausch-Nomenklatur moglich: Der neue Substituent einer 
Stammverbindung, der die Stelle des urspriinglichen einnimmt, wird in eckige 
Klammern gesetzt [Beispiel: [18-Vinyl]-(la) = (Ib)]. Die Nomenklatur in diesem 
Beitrag entspricht dem VI. Memorandum der IUPAC-Nomenklatur-Kommis- 
sion. Neben einer begrentten Zahl von Triviahamen [z. B. (19) = Biliverdin) ver- 
wendet sie als Basis Bilin, das die in natiirlichen Ga//enfarbstofen maximale Zahl 
nicht-kumulierter Doppelbindungen enthalt [vgl. R. Bonnet1 in [24a]. Vol. I, 
1978. S. 1; Beispiel: (23) =2,3.7.8.12.13,17.18-Octaethyl-2.3-dihydro- 
l,l9[21H,24~-bilindion]. Die vor kurzem von der IUPAC vorgescblagene N o  
menklatur [Pure Appl. Chem. 51, 2251 (1979)) ist iihnlich. 
I**] Abkiirzungen: PC = Phycocyanin, APC = Allophycocyanin, PE = Phyco- 
erythrin, P, und Prr= Phytochrom in der R- bzw. FR-Form (siehe dam Abschnitt 
4.3 und 5.2). Vorangestellte Buchstaben kennzeichnen die Herkunft: C=Cyano- 
bakterien. R = Rotalgen, B = Bangiales (eine Rotalgen-Ordnung). K = Krypto- 
phyten. 

matographischer Vergleiche und spektroskopischer Daten 
denaturierter Biliproteine (siehe Abschnitt 2.3). 

Der Chromophor (lb) der R-Form des Phytochroms (P,) 
ist dem Phycocyanobilin (la) sehr ahn l i~h [ '~ -~~] .  Er enthalt 
eine Vinyl- anstelle der Ethylgruppe an C-18137.3R1; die abso- 
luten Konfigurationen an C-2, C-3 und C-3' sind in beiden 
Fallen g l e i~h l~~ l .  Die Struktur des Pfr-Chromophors ist unge- 
klart, man weiR jedoch, daR er ein kiirteres Konjugationssy- 
stem als der P , - C h r o m ~ p h o r ~ ~ ~ ~ ,  aber die gleichen 6-pyrroli- 
schen Substit~entenI~~] enthalt. Aus vergleichenden Untersu- 
chungen an freien Gallenfarbstoffen lieRen sich zwei Model- 
le ableiten, welche die Eigenschaften des Pfr-Chromophors 
erklaren: Er konnte ein geometrisches (Z,E)-I~omer[~~l oder 
ein Substitutionsprodukt des P,-Chromophors seinl4'1 (siehe 
Abschnitt 2.4). 

2.1. Abspaltung der Chromophore 

Die Strukturermittlung der Biliprotein-Chromophore wur- 
de lange Zeit dadurch erschwert, da? diese kovalent an die 
Proteine gebunden sind und nicht chemisch unverandert ab- 
gespalten werden konnen. Je nach den Bedingungen entste- 
hen unterschiedliche Phycobiline aus ein und demselben 
Pigment, ein Befund, der nicht nur die Nomenklatur sehr 
uniibersichtlich gestaltete (vgl. [t3.22,241). Am besten unter- 
sucht sind die Ethylidenbiline (4a) und (5), welche aus den 
entsprechenden Biliproteinen mit den Chromophoren (la) 
bzw. (2) als Hauptprodukte durch Kochen in Methanolf421 
oder hoheren Alk~ho len [~~]  sowie durch Behandlung rnit 

COOCH, COOCH, 

HBr/Trifluoressigsaure (TFA)Iu1 entstehen. Die Spaltung 
erfolgt durch stereoselektive Eliminierung oder c-3-Thio- 

in (2) und/oder (5) kann das asymmetrische C-16 
epimeri~ierenl~*~'I. Die urspriinglich vor allem aufgrund der 
'H-NMR- und MS-Daten148-5'1 sowie des Chromslureab- 
baus[t3*52.531 vorgeschlagenen Strukturen sind durch Total- 
synthesen ge~ iche r t l~ .~~ ' .  Wesentlicher Schritt dabei ist die 
regioselektive Verkniipfung der Ringe A und B. Sie gelingt 
in guten Ausbeuten durch Kondensation des Monothioimids 
(7) rnit dem Pyrrolyfid (8); die Verkniipfung des Produkts (9) 
rnit dem CD-Fragment (10) fuhrt zu (46) (Schema 1). Bei 
thermolabilen S~bsti tuenten~~~']  wird die Schwefel-Kontrak- 
tion a n g e ~ e n d e t l ~ ~ l .  Nach dem ersten Verfahren wurde das 
18-Vinyl-bilindion (4b) ( = ,,P,-Bilin") herge~telltl~~]; durch 
HBr/TFA-Behandlung von (lb), dem Chromophor von P,, 
lieR sich (4b) rnit (1 b) k0rrelieren1~". Die Stereochemie von 
C-2 in (4a) und (5) wurde durch Chromsaureabbau zum 
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/c00CH3 

COOCH, 

J 

Schema 1 

Imid (6) bekannter absoluter (4R)-Konfiguration bewie- 
sen1561, die von C-16 in (5) durch asymrnetnsche Synthese 
und Korrelation mit (4R,16R)-Ur0bilin[~~.~~]. 

2.2. Abbaureaktion von Biliproteinen 

Tetrapyrrole werden durch Chromsaureoxidation in cycli- 
sche Imide gespalten, welche (zumindest im Prinzip) die ur- 

PC, PE 

(11) (11) 

spriinglichen P-pyrrolischen Substituenten enthalten. Diese 
von H. Fischer eingefuhrte Methode wurde mehrfach verbes- 
sert und standardisiert und insbesondere von Rudiger et al. 
auf Biliproteine ange~endet[l~.~’I. Der ,,hydrolytische“ 
Chromsaureabbau von Phycocyanin (PC) bei 100°C ergibt 
die Imide (6), (11) und (12j, der von Phycoerythrin (PE) und 
PJ371 die Imide (6), (11) und (13), das sich unter den Reakti- 
onsbedingungen leicht zersetzt. Bei Oxidation in der Kdte 
entsteht kein (6), und auch (11) ist nur in etwa 50% Ausbeute 
extrahierbar, was auf Protein-Bindungen an den entspre- 
chenden Ringen hinweist[131. Unter diesen Bedingungen 
wird gleichzeitig rnit der Spaltung des Tetrapyrrols der Thio- 
ether zum Sulfon (14) oxidiert, welches mit wiiBrigern Am- 
moniak glatt zu (6) eliminiedS81. Diese Reaktionsfolge be- 

weist nicht nur die Proteinbindung an Ring A, sie ist auch 
stereoselekti~[~~.~~-~~1 und fuhrt unter Beriicksichtigung der 
bekannten 4R,E-Konfiguration des Abbauimids ( 6 ~ ) [ ~ ~ ]  zur 
(2R,3R,3’R)-Konfiguration fur (la), {lb), (2) und (3). Eine 
mogliche zweite Bindungsstelle[”] ist u r n ~ t r i t t e n ~ ~ ~ . ~ ~ - ~ ~ ~ .  

Beim Chromstiureabbau geht die Information ubex a-pyr- 
rolische und Methin-Substituenten verloren, und es sind z. 
B. hydrolytische Nebenreaktionen an den p-pyrrolischen 
Substituenten nicht auszuschlieRen. Beim schonenderen 
Chromatabba~[ l~ ,~~]  erhdt man aus den endstandigen Rin- 
gen wiederurn Irnide, aus den mittleren dagegen Pyrroldi- 
carbaldehyde. Damit ist es z. B. moglich, isomere Biliverdine 
zu unterscheiden und (1)-(5) dern IXa-Substitutionstyp zu- 
zuordnen. Durch eine noch schonendere Oxidationsreaktion 
gelingt die regioselektive Spaltung der dem Ring A benach- 
barten Methinbriicke zu Formyltripyrrinonen, welche spezi- 
fisch fur A-Dihydrobilindione i ~ t [ ~ . ~ ’ ] .  Aus PC wurde so das 

PC - 

COOCH3 COOCH, 

(15) 

Tripyrrinon (15) erhalten. Eine weitere selektive Spaltung, 
diesmal jedoch zwischen den Ringen B und C, ist die Diazo- 
Spaltung[681. Diese in der medizinischen Analytik des Biliru- 
b i n ~ ~ ~ ~ ~  wichtige Reaktion 1 s t  sich bei entsprechender Vor- 
behandlung auch auf die hoher oxidierten Bilindione an- 
 ende en^'^'. Dazu mu0 zuerst das Protein durch Zugabe von 
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Harnstoff entfaltet und dann die zentrale Methinbrucke der 
Chromophore rnit NaBH4 reduziert werden. Die gesamte 
Reaktionsfolge ist unter sehr schonenden Bedingungen 

PC 

+ 

f H 
\ I  / 

Protein 

N N 
coo0 

(4 "C, pH = 7) durchfuhrbar. Aus PC wurden die Bruchstiik- 
ke (16) und (1 7) erhalten. Durch (1 7) wird die Bindung von 
Ring A an das Protein bestatigt; beide letztgenannte Reak- 
tionen weisen aber auch auf eine zweite Bindung an Ring C 
hin, zumindest im verwendeten PC aus Spirulina platensis. 
Die Menge an freiem, extrahierbaren (16) steigt nach hydro- 
lytischer Vorbehandlung; (15) ist nur so zu erhalten. 

2.3. Spektroskopie der denaturierten Pigmente 

Eine zerstorungsfreie und empfindliche Methode zur Ana- 
lyse von Biliprotein-Chromophoren ist die Absorptionsspek- 
troskopie. In den nativen Pigmenten sind die Spektren in ho- 
hem MaBe von der Proteinumgebung abhangig (siehe Ab- 
schnitt 3); die nicht-kovalenten Wechselwirkungen, die die- 
sen Effekt bewirken, lassen sich durch Denaturieren des Pro- 
teins rnit Harnstoff oder Guanidiniumchlorid vollstandig 
entkoppeln. Obwohl immer noch kovalent an das Protein ge- 
bunden, konnen die Chromophore rnit freien Gallenfarb- 
stoffen bekannter Struktur korreliert werden. Die Aussage- 
kraft wird bedeutend erhoht, wenn man neben den freien 
Basen auch die Kationen, Anionen und Metallkomplexe her- 
anzieht, vor allem die Kationen und Zink-Komple- 
xe135,36.61.71*721, Die Methode eignet sich auch zur quantitati- 
ven Bestimmung der Chromophorzahl (vgl. Tabelle 3)161.721, 
und durch Saure-Base-Titration sind die pK-Werte fur Pro- 
tonierung und Deprotonierung als weitere wichtige Parame- 
ter z u g a n g l i ~ h [ ~ ~ * ~ ~ ' .  

Denaturiertes PE stimmt weitgehend rnit (18) uberein; PE 
enthalt die Rhodin-Chromophore (2)[71]. Denaturiertes PC 

und P, absorbieren liingerwellig als (18). aber kiirzerwellig 
als Bilindione wie (19); die spektroskopische Ahnlichkeit rnit 
(23) beweist fur die Chromophore beider Pigmente das 2,3- 
Dihydrobilindion-Konjugationssystem, wobei die 18-Vinyl- 
gruppe in (lb) jeweils zu einer geringfugig langerwelligen 
Absorption als bei Pigmenten mit (la) fuhrtI3'l. Das Absorp- 
tionsmaximum von denaturiertem Prr liegt bei pH s 5.2 bei 
610 nm, und damit - im Gegensatz zum nativen Zustand - 
kiirzerwellig als das von P, unter diesen Bedingungen 
(hE:y=660 nm). Prr hat demnach ein kiirzeres Konjuga- 
tionssystem als P!351. Analoge Ergebnisse wurden erhalten, 
als die Chromophore durch proteolytischen Abbau des 
Apoproteins von diesem entkoppelt w ~ r d e n [ ~ ~ ] .  Die A-Di- 
hydrobilindion-Struktur der Chromophore (la) und (lb) 
und die Thioether-Bindung wurden kiirzlich auch durch 
NMR-Spektroskopie entsprechender Bilipeptide bewie- 
sen[3R.6sl. 

2.4. Reaktivitat der Chromophore 

Die unterschiedlichen Spektren der beiden Formen des 
Phytochroms (P, und Pr) im denaturierten Zustand bewei- 
sen, da8 die Chromophore unterschiedliche Molekulstruktur 
haben. Dadurch scheiden Konf~rmationsanderungen['~], 
Protonierungs-Deprot~nierungs-Reaktionen['~~ u. a. als allei- 
nige Veranderungen der Chromophore bei der Phytochrom- 
Umwandlung aus, und photochemische Reaktionen gewin- 
nen besonderes Interesse. Die erste Reaktion des Phyto- 
chromsystems ist die photochemische Umwandlung von P, 
zu Pfr oder umgekehrt. Die Reaktion verlauft iiber spektro- 
skopisch definierte Zwischenprodukte, welche jeweils unter- 
schiedlich fur die Hin- und Riickreaktion sind. Die Struktur 
der Zwischenprodukte ist bisher offen, aber die Ergebnisse 
von k ~ r z z e i t - [ ~ ~ - ~ * ~  und tieftemperaturspektroskopischen Un- 
ters~chungenl~~. 79-R21 sowie Dehydratisierungsexperimen- 
ten[82-84] deuten darauf hin, daB nur der Primarschritt photo- 
chemisch ist und die weiteren Schritte Dunkelreaktionen 
sind (vgl. ["l). Diese formale Analogie rnit den Reaktionen 
des Rhodop~ins[~~] fuhrte zu einer analogen Nomenkla- 
t ~ r [ ' ~ ] .  

Im Zusammenhang rnit diesen Ergebnissen wurden auch 
photochemische Reaktionen von freien Gallenfarbstoffen[861 
und insbesondere von Bilindionen untersucht, die mit dem 
P,-Chromophor ( lb)  verwandt sind. Anhand der am natiirli- 
chen System festgelegten Randbedingungen sollte es mog- 
lich sein, Hinweise auf die Struktur von Pfr, den Reaktions- 
weg und das Primarsignal zu erhalten. Von den heute be- 
kannten photochemischen Reaktionen kommen prinzipiell 
zwei als Moglichkeit fur die P,+Prr-Umwandlung in Frage: 
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1. die geometrische Isomerisierung an der Doppelbindung 
zwischen C-4 und C-5 oder C-15 und C-16 und 2. die oxida- 
tive Substitution an der C-5-Methinbrucke. Es ist seit lange- 
rem bekannt, daB Dipyrromethenone stabile geometrische 
(Z,E)-Isomere bilden, welche sich im photochemischen 
Gleichgewicht befinden[R7.XXI. Photochemische Untersuchun- 
gen des Pterobilins (,,Biliverdin IXy") ergaben Hinweise auf 
entsprechende Isomere auch bei Bilindi~nen["~. Falk et al. 
konnten bei systematischen Untersuchungen an Gallenfarb- 
stoffen zeigen, daB Bilindione an einer oder beiden endstan- 
digen Methinbriicken isomerisieren, und haben die Produkte 

/ 
COOR 

\ 
COOR 

wie (20) isoliert und ~harakterisiert~~~~~~.~~l. Ausgehend von 
einem E-konfigurierten Formylpyrromethenon gelang Gos- 
sauer et a1.[901 kiirzlich auch die Totalsynthese von (E,Z,Z)- 
Bilindionen. Die Absorptionsmaxima sind gegenuber denen 
der (Z,Z,Z)-Edukte kurzwellig verschoben und liegen in 
dem fur den P,-Chromophor erwarteten Bereich. Dies wird 
dadurch erklart, daB sich neben der Konfiguration z. B. der 
Doppelbindung zwischen C-4 und C-5 in (20) auch die Kon- 
formation der benachbarten Einfachbindung zwischen C-5 
und C-6 andert, wodurch die E-konfigurierte Doppelbin- 
dung vom restlichen a-System partiell entkoppelt wirdI9'I. 
Fur die thermische Ruckisomerisierung wurden A@ = - 20 
kJ/mol und A H +  = 105 kJ/mol be~t immt[~~] .  Bilindione rnit 
nicht spiegelsymmetrischem Substitutionsmuster ergeben 
zwei (E,Z,Z)-Is~rnere'~~~. Starker unsymmetrische Edukte 
isomerisieren regio~elektiv[~~1. 

Die Chromophore der Biliproteine sind infolge des hy- 
drierten Ringes A und bei P, [(lb)] zusatzlich durch die 18- 
Vinylgruppe unsymmetrisch perturbiert. Ramachandran- 
Rechnungen deuten hier auf eine bevorzugte Isomerisierung 
der dem hydrierten Ring benachbarten A4-Bindung aus ste- 
rischen GriindeniP4], was Produkte vom Spektraltyp der Vio- 

0 

I 

COzCH, 

line erwarten 1aBt. Diese Annahme wurde kiirzlich experi- 
mentell be~tatigt[~"~! A"-E- ( 2 4 ,  aber nicht A4-E-konfigu- 
rierte 2,3-Dihydrobilindione sind totalsynthetisch zugiing- 
lich, wobei erstere durch Entkopplung des Ringes D ein 

Rhodinspektrum aufweisenlwbl. Entsprechend ist fur das in- 
stabilere A4-E-Isomer ein Violinspektrum zu erwarten. 

f 

(22) 

do-Protein iooe 

Das hypothetische (E,Z,Z)-Isomer von (lb) [vgl. (22)] 
ware damit spektroskopisch dem P,Chromophor vergleich- 
bar. Dagegen ist der Reaktionsmechanismus bisher rnit den 
Befunden am Phytochrom nur schwierig vereinbar. Die Pho- 
toisomerisierung von Bilindionen verlauft nicht direkt, son- 
dem uber intermediar in einer Dunkelreaktion gebildete ru- 
binoide Produkte. Aufgrund ihrer geringen Elektronendichte 
an C-10[95] addieren Bilindione dort reversibel Nucleophi- 
le1"b.96-991; die entstehenden gelben Pigmente sind die ei- 
gentlichen Substrate fur die Isomerisier~ng[~~~I. Entspre- 
chend ihrem Absorptionsmaximum um 450 nm ist daher 
blaues Licht besonders wirksam fur die Isomeri~ierung[~~~l, 
wahrend das Aktionsspektrum der P,+P,-Reaktion sein 
Maximum im roten Spektralbereich bei 660 nm, dem Ab- 
sorptionsmaximum des P,-Chromophors, hat. Allerdings ist 
der Mechanismus der Reaktion sehr strukturabhangig, und 
grundsatzlich scheint eine direkte photochemische Reaktion 
in allen Fallen moglich, in denen die Geometrie des Tetra- 
pyrrolgeriistes von der flachen, gleichformigen Helix ab- 
weicht. Beispiele dafur sind N-alkylierte Bilindi~ne'~~'  und 
Ni~ht-(Z,Z,Z)-Isomere[~*1. Es bleibt deshalb abzuwarten, wie 
weit die Asymmetrie der naturlichen Chromophore den Re- 
aktionsverlauf beeinflussen kann. 

Die zweite Modellreaktion fur die P,-+ Pfr-Umwandlung 
ist eine photochemische Oxidation des P,-Chromophors (Ib). 
Denaturiertes P, wird von starken Oxidationsmitteln (Fe"', 
Ce'") zu Produkten oxidiert, welche spektroskopisch dem 
denaturierten PR ahneln[351. Die Phytochrom-Umwandlung 
ist bereits friiher rnit Redox-Reaktionen in Zusammenhang 
gebracht wordenf'00-'021; die Spektren deuten auf photoche- 
mische Oxidation des Chromophors bei der P,-Bildung. 
Diese Moglichkeit wurde rnit (23) als Model1 fur P, studiert. 
Durch Vergleich von (23) und (19) laBt sich ferner untersu- 
chen, ob ein hydrierter Ring bei den Gallenfarbstoffen ahn- 
lich starke Unterschiede bedingt wie bei den cyclischen Te- 
trapyrrolen (vgl. z. B. Die Photooxidationsprodukte 
von (23) sind in Schema 2 zusammengefa8t. In Gegenwart 
von Sauerstoff werden in einer regioselektiven selbstsensibi- 
lisierten Singulett-02-Reaktion die Purpurine (24) und (25) 
gebildet'66! 

(25) ist ebenfalls in einer sehr glatten Dunkelreaktion zu- 
gangli~h['~l, welche sich auch als Abbaureaktion fur Bilipro- 
teine eignet16". Spektroskopisch ahnliche Produkte wurden 
bei der Dunkelreaktion von (19) mit Singulett-02 beobach- 
tet['@"; das typische zweibandige Spektrum["] macht die 
in ['O4I vorgeschlagene Endoperoxid-Struktur jedoch unwahr- 
scheinlich und laBt dort gleichfalls eine Purpurinbildung 
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Schema 2 

vermuten. Der EinfluI3 des hydrierten Ringes ist bei diesen 
Reaktionen deutlich ausgepragt: (23) reagiert wesentlich 
schneller als das vollstiindig ungesattigte Analogon und an- 
dere Bilindione, und die Reaktion ist regioselektiv an C-5. 
(24) und (25) entsprechen zwar in ihren spektroskopischen 
Eigenschaften dem denaturierten Pfn aber sie reagieren wie 
andere Purpurine[lw] nur in maBigen Ausbeuten und unter 
drastischen Bedingungen zuriick zu (23). 

Im Hinblick auf die Reversion erscheinen vor allem die 
Produkte (26) und (27) der anaeroben Photooxidation wich- 
tig, da ihre spektroskopischen Eigenschaften denen des de- 
naturierten Pfr entsprechen, und da sie, zumindest thermisch, 
zuriick zu (23) reagieren konnen. Auch diese Reaktionen 
sind spezifisch fur das A-Dihydrobilindion (23) und verlau- 
fen regioselektiv an der C-5-Methinbrucke; entsprechende 
Reaktionen an C-15 bzw. mit den Bilindionen wurden nur in 
Ausnahmefallen gefunden[1061. Die Dimerisierung von (23) 
zu (26) ennnert an die reversible Photodimerisierung von 
Pyrimidinen in Nucleinsauren (vgl. z. B. ['''I). Voraussetzung 
dafur wiire die Anwesenheit von zwei Chromophoren im 
Phytochrom, was nach den bekannten Daten unwahrschein- 
lich i ~ t [ ~ ~ . ~ ~ * ~ ~ . ~ ~ ~ .  Die Bildung des Pyridiniobilindions (27) 
zeigt jedoch, daB prinzipiell auch andere Reaktionspartner 
als Bilindion selbst in Frage k~mmen[~ ' ] .  Die Reaktion ver- 
kuft wahrscheinlich in zwei Schritten. Im ersten wird das 
Edukt in ein oder zwei Ein-Elektronen-Schritten oxidiert. 
Eine solche Oxidationsfolge ist an Bilindionen elektroche- 
misch nachgewiesenl'osl und wird durch den Befund gestiitzt, 
da8 bei der Oxidation von Zn-(23) langlebige Radikalkatio- 
nen entstehenltWl. Im zweiten Schritt fmdet die nucleophile 
Addition von Pyridin an C-5 statt. In diesen Produkten ist 
offensichtlich die Reaktivitiit umgepolt. Das entstehende 

(27) hat zwar formal das Konjugationssystem des Edukts 
(23), sein Absorptionsspektrum ist jedoch wiederum kurz- 
wellig verschoben, da die A5-Bindung durch die sterische 
Hinderung zwischen den Ringen A, B und dem spemgen C- 
5-Substituenten verdrillt i ~ t [ ~ ' .  ' ''1. 

Eine Ubertragung dieser Reaktion auf P, wiirde erfordern, 
dal3 dieses sowohl ein Oxidans als auch ein Nucleophil ent- 
halt. Nach dem heutigen Wissen kommen dafiur nur die 
Aminosaurereste in Frage, da sich Phytochrom in Losung 
umwandeln laBt und neben dem Chromophor nur noch 
Zucker[llll gebunden sind. Fur die Oxidation kame Cystin in 
Frage, fur die Addition Tryptophan, Tyrosin, Serin, Cystein 
u. a. Tatsiichlich gibt es Hinweise dafur: So enthiilt Pfr ein bis 
zwei leicht zugangliche SH-Reste mehr als Pr["2.''31, und 
(23) reagiert z. B. mit Tryptophan-Derivaten zu Violinen[lm1; 
eine Entscheidung ist aber auch hier noch nicht moglich. 

3. Chromophor-Protein-Wechselwirkungen 

3.1. Molekulare dkologie 

Die Chromophore nativer und denaturierter Biliproteine 
unterscheiden sich in k e n  Eigenschaften so auffdlig von- 
einander (Tabelle 2), da8 eine Verwandtschaft unwahr- 
scheinlich erscheinen mag. Phycobiliproteine sind durch 
Harnstoff oder Guanidiniumchlorid in exzellenten Ausbeu- 
ten und reversibel denaturierbarI"1. Weil dabei die kovalen- 
ten Bindungen zwischen Chromophor und Protein erhalten 
bleiben, sind die veranderten Eigenschaften der Chromo- 
phore in den nativen Pigmenten ausschlieBlich durch nicht- 
kovalente Wechselwirkungen mit dem Protein bedingt. Die- 
se Wechselwirkungen dienen in wesentlichen Punkten der 
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Tabelle 2. Molekulare Okologie der Biliproteine. Vergleich der Eigenschaften 
nativer Biliproteine mit denen der denaturierten Pigmente sowie freier Bilindio- 
ne vergleichharer Struktur. 

Freie Bilindione oder dena- 
turierte Biliproteine 

Native Biliproteine 

UV/VIS-Ahsorp- Breite Banden. intensiv 
tionsspektren ( F  r 35000) [a] im nahen 
(siehe Ahh. I )  UV. schwach ( € 9  15000) 

[a] im Sichtbaren 
Photochemie Vomugsweise strahlungslo- 

se Desaktivierung. geringe 
Quantenausbeuten 
(< 10- ') fur Fluoreszenz 
oder photochemische Reak- 
tionen 

Chemische Gering, glatle Bildung von 
Stahilitat Metallkomplexen, leichte 

Addition oder Reduktion 
an C-10. empfindlich gegen 
Photooxidation 

Schmale Banden. schwach 
(~=15oOO) [a] im nahen 
UV. intensiv ( ~ r  100000) 
[a] im Sichtbaren 
Hohe Quantenausheute fur 
Fluoreszenz (20.6 in Phy- 
cohiliproteinm) oder pho- 
tochemische Reaktionen 
(-0.15 im Phytochrom) 

Gut, wenig bis keine Reak- 
tion mil diesen Reagentien 

[a] Alle Extinktionskoeffizienten beziehen sich auf einen Chromophor. Sie sind 
dementsprechend mil der Chromophorzahl (Tabelle 3) zu multiplizieren. um die 
Extrnktionskoeffizienten der Biliproteine zu erhalten. Die Berechnungsgrundla- 
gen und entsprechend die F-Werte sind in der Literatur unterschiedlich. 

Optimierung der Chromophore fur ihre Photorezeptor- 
Funktion. Dazu gehort a) zur besseren Lichtabsorption die 
Erhohung der Extinktionskoeffizienten im sichtbaren Spek- 
tralbereich um nahezu eine GroBenordnung, b) zur Verrin- 
gerung von Verlusten die Unterdriickung der strahlungslo- 
sen Desaktivierung zugunsten von Fluoreszenz (bei den Phy- 
cobiliproteinen) oder photochemischer Reaktionen (beim 
Phytochrom), und c) die chemische Stabilisierung der Chro- 
mophore (Tabelle 2). AuBerdem sind auch die Lagen der 
Absorptionsmaxima bestimmter Chromophore in beachtli- 
chen Grenzen variabel [z. B. 80 nm fur (la)] und ermogli- 
chen so eine ,,Feinjustierung" der Energieubertragung. Die 
Frage nach den Ursachen dieser Optimierung, die man mit 
dem Schlagwort ,,molekulare Okologie" umreil3en kann, ist 
daher wesentlich zum Verstandnis der Funktion von Bilipro- 
teinen. Dabei scheinen geometrische Anderungen, Proto- 
nierung-Deprotonierung und eine eingeschrankte Flexibili- 
tat der Chromophore wesentliche Faktoren zu sein. 

3.2. Ceometrie der Chromophore 

sungsmittel-induzierten Circulardichroismus (SICD)I' ''. ' l91 

in Losung. In den formal achiralen Bilindionen vom Typ des 
Biliverdins fuhrt dies zu einer gleichmaBigen Population von 
zwei enantiomeren Konformationen (29a) und (29b), die 
sich in ihrem Schraubensinn unterscheiden und miteinander 
im Gleichgewicht stehen [AH* =42 kJ/mol fur ein Derivat 
von (1 9)1'201]. Das Gleichgewicht kann durch Verwendung 
chiraler Losungsmittel['"~ oder durch Adsorption an das chi- 
rale Biopolymer Serum-Albumin['*'] so verschoben werden, 
da8 sich die fur inharent dissymmetrische Chromophore ty- 

' 1 /  coo* cooe 

pischen groRen Cotton-Effekte beobachten lassen. In Ein- 
klang damit zeigen Purpurine wie (25) mit planaren Chro- 
rnophorenr'221 keinen SICD-Effektr'231. Auch (E,Z,Z)- 
isomere Bilindione sind SICD-negati~[~~l, was die vorge- 
schlagene anti,syn,syn-Konformation [Formel (20)][9'1 besta- 
tigt. 

Die Gleichgewichtslage zwischen den beiden helicalen 
Formen kann aber auch durch Asymmetriezentren im Mole- 
kul verschoben werden. Die hohen Drehwerte optisch akti- 
ver Urobiline sind darauf zuruckzufuhren, daB die Asymme- 
triezentren an C-4 und C-16 bei gleicher absoluter Konfigu- 
ration aus sterischen Grunden die eine Form stark begiinsti- 
genl"4]. Da sich aus dem Vorzeichen der optischen Aktivitat 
helicaler Chromophore die absolute Konfiguration der Helix 
ableiten la&, ist damit indirekt auch die absolute Konfigura- 
tion der Asymmetriezentren z u g a n g l i ~ h [ ~ ~ ~ " ~  90b* 

In den Biliprotein-Chromophoren (1)-(3) hat Ring A min- 
destens drei Asymrnetriezentren. Aus Ramachandran-Rech- 
nungen an (30) als Modell fur denaturiertes PC und P, la8t 
sich abschatzen, da8 die unterschiedliche sterische Hinde- 

tren C-4 und C-16 bestimmt wird. Cyclisch-helicale Struktu- 
ren wurden auch fur Bilindione wie (1 9) nachgewiesen, und 
zwar sowohl durch Rontgen-Strukturanalyse[115,"61 als auch 
durch 1H-NMR-Messungen['17.'181 und Messungen des Lo- 

< cooe 
< 
COOW 

(29b) 

Die erste detaillierte Untersuchung zur Geometrie freier 
Gallenfarbstoffe stammt von Moscowitz et a1,11'41, welche fur 
Urobiline [ (28); der Ubersichtlichkeit halber wurden die 
Substituenten weggelassen] in Losung eine cyclisch-helicale, 
Porphyrin-ahnliche Struktur postulierten, deren Drehsinn 
durch die absolute Konfiguration der a-pyrrolischen Zen- 

< 
COOCH, 

H 

> 
CGOH, 

rung der beiden Formen zu einer Energiedifferenz von 
AG'=4-8 kJ/mol fuhrt[941. In Einklang damit zeigt denatu- 
riertes PC ausgepragte optische Aktivitat (Oms = 133 00011241). 
Im Chromophor (2) des denaturierten PE sind die Einfliisse 
der Asymmetriezentren entgegengesetzt zum EinfluB des 
asymmetrischen C-16; entsprechend ist seine optische Akti- 
vitat gering'1441. 
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Die bisher beschriebenen Effekte lassen sich nur mit einer 
bevorzugten cyclisch-helicalen Konformation freier Gallen- 
farbstoffe vom Typ des Biliverdins erklaren. Zum einen ist 
diese jedoch nicht starr, sondern flexibel, zum anderen befin- 
det sie sich mit starker gestreckten Konformationen im 
Gleichgewicht. Hinweise darauf geben die breiten, auch bei 
tiefen Tempera t~ ren~" , '~~~  unstrukturierten Absorptionsban- 
den, wobei planare Pigmente wie (25) wiederum eine Aus- 
nahme sind1=]. Das Problem wurde kiirzlich von der Miilhei- 
mer Gruppe genauer untersucht. Durch Fluoreszenzspektro- 
skopie konnten sie im Biliverdin zumindest zwei Populatio- 
nen von Konforrneren unterscheided"'l. Die langerwellig 
fluoreszierende Form wurde einer cyclischen Konformation 
zugeordnet, da nur sie einen SICD-Effekt zeigt, die kiirzer- 
wellig emittierende Form aufgrund des erhohten Extink- 
tionsverhaltnisses der sichtbaren und der nahen UV-Bande 
Q$ (s. u.) einer starker gestreckten Konformation. Das 
Gleichgewicht zwischen ihnen ist temperatur- und losungs- 
mittelabhangig, die offene Form wird in viskosen H-Donor- 
Losungsmittelnl'z61 und insbesondere in Lipid-Ve~ikeln~'~~' 
bevorzugt. Starke intramolekulare H-Briicken, iihnlich de- 
nen des Bilirubinsl'2a1, sollen auch bei der Bildung eines 
Isomers bei der Chromophorspaltung von Biliproteinen be- 
teiligt sein, welche nur bei den freien Sauren beobachtet 
~ u r d e n l ~ ~ l .  

Denaturierte Biliproteine sind in ihren Eigenschaften frei- 
en Gallenfarbstoffen entsprechender Struktur [(l8) bei PE, 
(23) bei P, und PC] so ahnlich, daB sie ebenfalls bevorzugt 
cyclisch-helicale Konformationen haben miissen. Die gean- 
derten spektroskopischen Eigenschaften nativer Biliproteine 
(z. B. PC, Abb. 1) sind wesentlich dadurch bedingt, daJ3 ihre 
Chromophore in einer gestreckten Konformation fixiert 
sindl''. 1251, Das lntensitatsverhaltnis Q:: der sichtbaren zur 
nahen UV-Bande ist vor allem durch die Chromophor-Geo- 
metrie bestimmt. Es ist klein und damit Porphyrin-ahnlich 
bei cyclisch-helicalen Konformationen, groB und damit Po- 
lyen-ahnlich bei gestreckten Konformationen. Dies geht als 
das wesentliche ubereinstimrnende Resultat aus MO-Rech- 
nungen mehrerer Gruppen[".''. ' 2 ' . ' 3 1 - 1 3 4 1  hervor und wird 
durch die Spektraldaten freier Biline bekannter Konforma- 
tion bestatigt. Im cyclisch-helicalen (19) (s. 0.) ist Qr: = 
0,25, dagegen steigt es auf 6.4 im Isophorcabilin (31), das 
aufgrund seiner intramolekularen Briicken nur eine ge- 
streckte Konformation einnehmen kann'27h1. 

0 

COOCH, 

Fur ein 21,24-Methanobilindion, welches zwangslaufig in 
der all-syn,Z-Konformation vorliegt, wurde kurzlich QY; = 
0.i5 g e m e ~ s e n ~ ~ ~ ' ~ .  Die Anderungen von Qt: von Bilindio- 
nen bei der Bildung der Kationen, Anionen und Zn-Kom- 
plexe sind vergleichsweise gering, und insbesondere bleibt 
dabei die Absorption im nahen UV praktisch unverb- 
dert1361. 

Im denaturierten PC bei pH=7.5 ist Q::"=O.43, im nati- 
ven PC erhoht es sich auf 4.1, wobei sich beide Banden ge- 
gensinnig andern (Abb. i)li2']. Im P, sind die Verhiiltnisse 
entspre~hend['~]. Die Chromophore beider Pigmente liegen 
demnach in einer gestreckten Konformation vor. Ein interes- 
santer Aspekt ist dabei, daR gestreckte Konformationen von 
Bilindionen energiereicher sind als die c y c l i ~ ~ h e n ~ ~ ~ . ~ ~ 1  und 
daB die erforderliche Energie dann vom Protein geliefert 
werden miiBte. Tatsachlich sind die Faltungsenergien meh- 
rerer Phycocyanine deutlich geringer als die vergleichbarer 
Pr~teine'"~], d. h. die Differem beruht moglicherweise auf 
den Chromoph~ren[ l~~~.  Auch im PE erhoht sich Q::" in ver- 
gleichbarem Mane wie bei PC gegenuber dern denaturierten 
Pig~nent['~'.'"~. Der Zusammenhang zwischen Chromophor- 
Absorption und -Geornetrie ist beim PE unseres Wissens nur 
einmal theoretisch untersucht wordenI'bl, und dern Bilin- 
dion (31) entsprechende gestreckte Pigmente mit dem Tetra- 
hydro-Konjugationssystem des Rhodins (18) sind bisher 
nicht bekannt. Aufgrund der Rechnungen kann man aber 
annehrnen, daB auch hier Q';1" ein gewisser Indikator fur die 
Molekiilgeometrie ist, woraus sich fur natives PE ebenfalls 
gestreckte Chromophore ergeben. 

CO Protein 

A 

0.6 - 

0.4- 

0.2- 

700 600 500 LOCI 700 600 SO0 LbO 
c A [ n m ]  - h[nrn] 

Abb. 1. Spektrum von denaturiertem a) und nativem C-Phycocyanin b) aus Spi- 
rulina plarensis (gleiche Konzentration bei a und b). Die Denaturierung durch 
Harnstoff (8 M) is1 reversibel; die glcichen Anderungen werden bcim thermi- 
scben Denaturieren beobachtet. Die Formeln entsprecben dem Konformations- 
typ der beidcn Formen: cyclisch-helical fur a) und gestreckr (in einer sterisch we- 
nig gehinderten Konformation) fur b). 

Sowohl beim PC als auch beim PE deuten die hohen El- 
liptizitaten der langwelligen CD-Banden der nativen Protei- 
ne auf einen inharent dissymmetrischen Chromophor und 
damit auf eine gleichsinnige Verdrillung der gestreckten 
Chromophore. Die Banden haben im allgemeinen positives 
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Vorzeichen. Eine bemerkenswerte Ausnahme ist Pfr, welches 
- bei vermutlich13'1 gleicher absoluter Konfiguration der 
Asymmetriezentren an Ring A wie P, - eine negative CD- 
Bande ~ e i g t l ' ~ ~ ~ ] .  Zumindest in diesem Fall ist Exciton- 
Kopplung unwahrscheinlich, da Phytochrom nur einen 
Chromophor hat. 

Beim Pf,, der aktiven Form des Phytochroms, sind die Ver- 
haltnisse wesentlich komplexer. Zum einen ist Q':;" im nati- 
ven Pfr nur etwa halb so groR wie im nativen P, (vgl. z. B. 
I"]), zum anderen ist das Absorptionsmaximum des nativen 
Pigments extrem rotverschoben. Denaturiertes Pfr absorbiert 
in der protonierten Form (pH = 2) bei 610 nmPsl; das ent- 
spricht ca. 570 nm fur die freie Im nativen P, 
(A,,, = 730 nm) ist das Maximum demgegeniiber um 160 nm 
( G 3850 cm- I )  rotverschoben. Wahrend der verringerte Wert 
von Q:: noch auf eine gestreckte Konformation hinweist, ist 
die Rotverschiebung mit einer Konformationsanderung al- 
lein nicht zu erklaren. Da die Deprotonierung von Bilindio- 
nen zu ahnlich ausgepragten langwelligen Verschiebungen 
fuhrt [z. B. 3800 cm-' bei (23)][361, wurde dieser Effekt als 
Deprotonierung des Chromophors im nativen Pigment ratio- 
nali~iertl~~]. Neuere MO-Rechnungen an Chromophoren mit 
dem Konjugationssystem von (3) stiitzen diese Interpreta- 
ti0n["~1. 

3.3. Ladung und 
Chromophor-Chromophor- Wechselwirkungen 

Elektrische Ladungen in der Nahe des Chromophors sind 
zusiitzlich zu geometrischen Anderungen moglicherweise 
auch fur die funktionell wichtige (siehe Abschnitt 5.1) Fein- 
justierung der Absorptionsmaxima von Phycobiliproteinen 
wichtig. Diese enthalten bis zu vier Chromophore an einer 
Peptidkette und bis zu sechs im (ap)-Monomer (Tabelle 3). 
Obwohl diese Phycobiliproteine haufig die gleichen Chro- 
mophore und im groRen und ganzen auch ahnliche Geome- 
trien haben, unterscheiden sie sich spektroskopisch, che- 
misch und funktionell voneinander aufgrund der unter- 
schiedlichen Umgebung der Chromophore (siehe Abschnitt 
3.4) und damit auch unterschiedlichen Chromophor-Protein- 
Wechselwirkungen. Zum Beispiel absorbiert APC-B bei 670 
nm[14Xbl, der s-Chromophor von C-PC bei 590 nm[36.'40-1421; 
trotz der Verschiebung um 80 nm ( 2  2020 cm ~ I )  handelt es 
sich beide Male um den Chromophor (la). Chemisch BuBern 
sich diese Wechselwirkungen z. B. in einer unterschiedlichen 
Stabilitat gegeniiber Red~kt ion[ ' '~~  oder Entfalt~ng[l~'~, 
spektroskopisch lassen sich insbesondere bei tiefen Tempera- 

sowie durch F l ~ o r e s z e n z - [ ~ ~ ~ - ' ~ ~ ~  und CD- 
Messungen'l- '471 mehrere Absorptionsbanden auflosen. 
Physiologisch sind diese differentiellen Effekte fur eine opti- 
male Energieiibertragung wesentlich (siehe Abschnitt 5.1) 
und wurden auch erstmals bei Fluoreszenzmessungen genau- 
er untersucht['ml. Die Chromophor-spezifischen Wechselwir- 
kungen sind offenbar bereits in den Untereinheiten festge- 
legt, da sich die CD- und Absorptionsspektren bei der Ag- 
gregation zu den Monomeren nicht andern. Bei einem C-PE 
stimmten die Spektren mit den summierten Spektren der 
Untereinheiten iiberein1Iu1. Dagegen fuhrt die weitere Ag- 
gregation der Monomere zu langwelligen Verschiebungen 
der sichtbaren Banden. In den differ en^-['^* -'541, Tieftempe- 
r a t ~ r - 1 ' ~ ~ .  13'1 und CD-Spektren('45-147- 15*] macht sich dies als 

turen[ 125.136-1391 
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zusiitzliche langwellige Bande bemerkbar. Diese Verschie- 
bung ist klein beim PC und PE (10-15 nm;250-450 cm-I), 
aber stark ausgepragt beim APC. Monomeres APC absor- 
biert bei 620 nm, die Trimere bei 650-670 nm, dabei erhoht 
sich die Extinktion auf das D~ppel te"~~ ' .  

In einigen Fallen wurden in letzter Zeit auch Hinweise auf 
Chromophor-Chromophor-Wechselwirkungen gefunden 
und als Ursache fur Verschiebungen von Absorptionsmaxi- 
ma bezeichnet. S-fdrmige CD-Banden wurden in C-PE['"I, 
B-PE[311, K-PC[341 und einem Allophy~ocyanin[l~~~ beobach- 
tet. Dieser Bandentyp kann durch Exciton-Aufspaltung be- 
dingt sein; eine Entscheidung ist bei Anwesenheit mehrerer 
Chromophore nicht trivial. Die langwellige Verschiebung 
der Abs~rptionsbande[l~'~ im trimeren APC (ap)3[1491 wurde 
kunlich als ,,mittelschwache" (= CD-inaktive) Chromo- 
phor-Chromophor-Wechselwirkung zwischen unterschiedli- 
chen Monomeren im Aggregat interpretiert['501. 

3.4. Fluoreszenzerhohung und chemische Stabilitat 

Die zweite spektroskopische Besonderheit nativer Bilipro- 
teine ist ihr photochemisches Verhalten. Phycobiliproteine 
fluoreszieren mit Quantenausbeuten nahe 1 (vgl. Phy- 
tochrom hat Quantenausbeuten von 0.13 bzw. 0.17 fur die 
photoreversible Umwandlung zwischen den beiden For- 
men["l. Freie Bilindione und denaturierte Biliproteine zei- 
gen nur sehr geringe Fluoreszenz[". 119.130.132. l5'1 und 
Phosphoreszed ' 56. ' 5x1, die ,,natiirlichen" all-syn,Z-Bilindio- 

und selbst die deutlich reaktiveren A-Dihy- 
drobilindione[66. '051 sind auch photochemisch trage. Der 
wichtigste Weg angeregter freier Gallenfarbstoffe oder dena- 
turierter Biliproteine fur die Ruckkehr in den Grundzustand 
ist demnach strahlungslose Desaktivierung. Dafur kommen 
insbesondere zwei Moglichkeiten in Frage: Schwingungsin- 
duzierte De~aktivierung[ '~~~ sowie Protonentransfer oder be- 
reits eine Storung einer Wasserstoffbriicken-Potentialkur- 
ve[1641. Beide konnen in komplexer Weise zusammenwirken, 
da z. B. eine intramolekulare Wasserstoffbrucke einerseits 
interner Rotation entgegenwirken, andererseits aber bereits 
einen neuen Kanal der strahlungslosen Desaktivierung off- 

Beide Moglichkeiten wurden an Partial~trukturen['~~I und 
- bisher weniger systematisch - an Gallenfarb~toffen[~~. ' 5 5  

1571 untersucht. Beide wurden als wesentlich erkannt, aber 
eine quantitative Abschatzung ist schwierig, da chemische 
Manipulationen im allgemeinen beide Faktoren beeinflus- 
sen. So wird z. B. durch N-Methylierung von Dipyrromethe- 
nonen der intermolekulare Protonentransfer durch Unter- 
druckung der Dimerisierung in unpolaren Losungsmitteln 
~erringert['~~1; auch die konformative Beweglichkeit wird 
eingeschrankt. Ahnlich wirkt sich die N-Protonierung 
aus[96.'551. Der EinfluB der Viskositat - bisher vor allem['581 
durch Verringerung der Temperatur ~ariiert"~. 132. '"I - be- 
trim im wesentlichen die Schwingungsrelaxation. Bei 77 K 
zeigen Bilindione allgemein[96. 13'. 1551, aber insbesondere kon- 
formativ starker fixierte Pigmente wie Isophorcabilin (31), 
eine maRige F luo re~zenz [~~~~l .  

In diesem Zusammenhang ist es interessant, daR Isophor- 
carubin (32) kraftig f lu~resz ie r t [ l~~~.  Das Ring-A,B-Frag- 
ment entspricht dem eines gewohnlichen 10,23-Dihydrobi- 
Iindions (,,Bilirubin") und sollte entsprechend nur sehr 
schwach fluoreszieren[86, '&I, dagegen ist der C,D-Teil starr 

ne[66. 105,159--1621 

nen kann (vgl. dazu 1163.1641 ). 

L H  
A I  

\COOCH, 

und unfahig zum intramolekularen Protonentransfer, so daR 
ihm die Fluoreszenz zugeschrieben ufi~d[l~~1. Fur die Separie- 
rung und quantitative Abschatzung von Protonentransfer- 
prozessen gibt es bisher noch wenige direkte Hinweise, eine 
Moglichkeit ware die systematische Untersuchung von 2H- 
I~otopeneffekten['~~I. 

In den Biliproteinen ist die strahlungslose Desaktivierung 
weitgehend unterdruckt. Die Schwingungsrelaxation kann 
wirksam durch eine starre Fixierung der Molekiile verringert 
werden. Hinweise dafur sind die vemngerte Bandenbreite 
der Absorptionsspektren[66. 1251, die auch bei den Fluores- 
zen~anregungsspektren['~~-'~~1 zum Ausdruck kommt, und 
der starke negative Temperaturkoeffizient der Fluores- 
ze11zI17. 1391. 

Ein wirksames Mittel zur Unterdriickung des Protonen- 
transfers ware die Uberfuhrung der Chromophore in eine 
hydrophobe Umgebung, z. B. in das Innere der Proteine. Die 
Streckung des Molekiils wurde dabei zugleich den intramo- 
lekularen Transfer erschweren. Das Ausbleiben typischer 
Reaktionen der Bilindione, z. B. der Zinkkomplex-Bil- 
dung[1681, liehe sich so erklaren'22,1691, oder das Loschen der 
Fluoreszenz durch B e n ~ o c h i n o n ~ ' ~ ~ . ~ ~ ~ 1 .  

Andererseits gibt es in jungerer Zeit Hinweise, nach denen 
die Chromophore von Biliproteinen sich wahrscheinlich in 
einer hydrophilen oder zumindest Wasser zuganglichen Po- 
sition nahe der Proteinoberflache befinden. Beispiele sind 
Redox-Reaktionen der Chromophore an Elektroden-Ober- 
flachenll711, in L6sunglW. 100.129.1721 und an Memb~anenl'~'1, 
die reversible Addition von Thiolen und Dithionit (oder Sulf- 
~ x y l a t ~ ' ' ~ ~ )  an die zentrale Meth inbr i i~ke l '~~ , '~~] ,  die Chro- 
mophor-Chromophor-Wechselwirkungen bei der Aggrega- 
tion von APC["'] und der H2IXO-Austausch der beiden Lac- 
tam-Sauerstoffatome an C-I und C-1911751. Im Falle der Re- 
aktion von PC, APC und PE mit Dithionit konnte gezeigt 
werden, daR sich dieses Reagens im thermodynamischen 
Gleichgewicht mit den Chromophoren befindet. Zumindest 
in diesem Fall ist demnach die verringerte Reaktionsfahig- 
keit der Chromophore im nativen Pigment thermodyna- 
misch und nicht kinetisch bedingt11291. Moglicherweise sind 
die Konformationsanderungen eine direkte Ursache fur die 
erhohte Stabilitat. 

Die Fluoreszenzquantenausbeute ist vielleicht der emp- 
findlichste Parameter fur den Zustand von Phycobiliprotei- 
nen. Beim kontrollierten Entfalten der Proteine sinkt sie be- 
reits deutlich, bevor sich die Absorptions- oder CD-Spektren 
merklich andern['", 1761. Unter schwach denaturierenden Be- 
dingungen andert sich komplementar dazu auch das photo- 
chemische Verhalten von Phycobiliproteinen. Die photoche- 
mische Stabilitat von PC ist in Gegenwart von Allylthio- 
h a r n ~ t o f l ' ~ ~ '  ~e r r inge r t l ' ~~~ .  Losungen von PC und APC be- 
kommen in Gegenwart von 0.5 M Guanid in i~mchlor id~ '~~~ 
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oder nach Senken des pH-Weds auf 3.8['"1 photoreversibel- 
photochrome Eigenschaften. Der letzte Befund ist vor allem 
im Hinblick auf die Phycochrome[''- '21 interessant, da diese 
ahnliche Differenzspektren zeigen, und prinzipiell wohl auch 
im Hinblick auf Phytochrom. 

4. Proteine 

Phycobiliproteine reprasentieren eine Entwicklungsge- 
schichte von etwa 3.5 Milliarden Jahren und kommen so- 
wohl in Pro- als auch in Eukaryonten in sehr unterschiedli- 
chen Biotopen vor. Sie interessieren deshalb fur vergleichen- 
de Untersuchungen, welche derzeit in der vollstandigen Se- 
quenzierung von zwei Phycocyaninen gipfeln[62.631. Die 
wichtigsten Daten der spektroskopisch und aufgrund ihrer 
Herkunft charakterisierten Typen der Biliproteine sind in 
Tabelle 3 zusamrnengefafit. Die Phycobiliproteine sind glo- 
bular und wasserloslich, diejenigen aus Rotalgen und Cy- 
anobakterien zeigen ausgepragte Aggregation. Sequenzana- 
lysen der N-Termini, immunochemische Untersuchungen 
und Hybridisierungsexperimente deuten auf einen gemeinsa- 
men Stammbaum dieser Pigmente (Abb. 2). Die engste Ver- 
wandtschaft besteht zwischen entsprechenden Untereinhei- 
ten eines Proteintyps aus unterschiedlichen Organismen, 
eine entferntere zwischen entsprechenden Untereinheiten 
verschiedener Pigmenttypen und zwischen verschiedenen 
Untereinheiten des gleichen Pigments. Dabei scheinen die 
Pigmente aus Rotalgen und Cyanobakterien miteinander en- 
ger verwandt zu sein als mit den Pigmenten aus Kryptophy- 
ten. 

a-C-PE p- C-PE 
(2x121) (3 -4~(21) 

a-APC 
(1.1 ta I )  

Abb. 2. Phylogenetischer Stammbaum der Biliproteine und ihrer a- und p-Un- 
tereinheiten aus Cyanobakterien. C-PC: Phycocyanin. C-PE: Phycoerythrin, 
APC: Allophycocyanin (nach [205]). 

Phytochrom ist proteinchemisch deutlich von den Phyco- 
biliproteinen abgetrennt. Es ist wesentlich groBer, hat wahr- 
scheinlich eine hantelformige Struktur, und insbesondere Pa 
tendiert zur Assoziation rnit Membranen. Immunochemische 
und spektroskopische Untersuchungen zeigen die groDe 
Ahnlichkeit von Phytochrom(en) aus unterschiedlichen Or- 
ganismen. Bisher gibt es keinen direkten Hinweis fur eine 
phylogenetische Verwandtschaft rnit den Phycobiliprote- 
inen. Die ahnliche Struktur der Chromophore, ihre gleichar- 

tige Protein-Bindung, vergleichbare nicht-kovalente Wech- 
selwirkungen und schlieDlich auch das Auftreten der Phy- 
cochrome sind indirekte Hinweise dafur, schlieBen aber eine 
konvergente Entwicklung nicht aus. 

4.1. Phycobiliproteine: Monomere 

Die weitaus meisten Daten zur Primarstruktur sind fur 
Phycocyanine bekannt. Neben der Sequenzermittlung der 
N-Termini (vgl. [1s~205~2061) und der Chromophor-Bindungs- 
bereiChe[62-65,207-21 I ]  einer Reihe von Organismen gelang 
kiirzlich die vollstandige Analyse von PC aus Mastigocladus 
laminosus[62], einem thermophilen Cyanobacterium, und aus 
Cyanidium ~aldariurn[~~1, einer einzelligen thermo-acidophi- 
len Rotalge, sowie die der 0-Kette von PC aus Synechococ- 
cus spec. 6301 (friiher A nacysfis nid~lans)[~~1,  einem einzelli- 
gen mesophilen Cyanobacterium, und die der p-Kette von 
APC aus M. laminosus[20s'. Fur die beiden vollstandigen 
Strukturen sind die jeweiligen Homologien der a- bzw. p- 
Ketten (80 bzw. 78%) in Anbetracht der unterschiedlichen 
systematischen Stellung und Biotope der Organismen be- 
achtlich. 

Allerdings handelt es sich bei beiden um thermophile Or- 
ganismen; die zu 80% bekannte Sequenz des marinen Cyano- 
bacteriums Agmenellum quadmplicatum zeigt nur etwa 30% 
Homologie (L. Fox, personliche Mitteilung). Eine hohe Ho- 
mologie findet sich auch beim Vergleich der p-Ketten rnit 
der p-Kette von S. spec. Die (I- und p-Ketten von PC ausje- 
dem der beiden Organismen zeigen erheblich geringere Ho- 
mologien (25% bei PC aus M. l~rninosus)'~~~~. Bei den Primar- 
strukturen wird auch die Verwandtschaft gleichartiger Un- 
tereinheiten von Pigmenten unterschiedlichen Spektraltyps 
deutlich. So sind die P-Ketten von PC und APC aus M. lami- 
nosus zu 25% homolog; die Verwandtschaft wird noch deutli- 
cher beim Vergleich der (nach Chou und Fassman berechne- 
ten) Sekundarstrukturen[20s1. 

Die Homologie ist nicht gleichfdrmig, sondern besonders 
hoch in den Chromophorbereichen. Eine friihere Zusam- 
menstellung deutete auf eine sehr hohe Homologie im N-ter- 
minalen Bereich fur die entsprechenden Untereinheiten von 
Pigmenten unterschiedlicher Herkunft und unterschiedli- 
chen Spektraltyps["]. Die von der Ziiricher Gruppe gefunde- 
ne geringe Homologie in diesen Bereichen beim PC und 
APC ist jedoch ein erstes Beispiel fur eine Ausnahme von 
dieser Regel oder deutet auf eine Sonderstellung von APC. 
Die Homologie in den Chromophor-Bindungsbereichen 
wird durch Sequenzvergleich von Chromopeptiden aus meh- 

stutzt. So wurden z. B. fur das funf Chromophore enthalten- 
de PE aus Pseudanabaena W 1173 funf unterschiedliche 
Aminosauresequenzen im Bereich der bindenden Cysteine 
gefunden. Das sechs Chromophore enthaltende PE aus Phor- 
midium persicinum hat sechs unterschiedliche Bereiche, von 
denen sich funf eindeutig den funf Bereichen des ersten Pig- 
ments zuordnen lassen12091. Die fur die einzelnen Chromo- 
phore charakteristischen Peptidsequenzen lassen sich mit 
den unterschiedlichen Spektren der Chromophore in diesen 
Pigmenten k~rrelierenl'~~]. 

Studien des Proteinanteils der Biliproteine ergeben die zu 
den Chromophor-Untersuchungen (siehe Abschnitt 2) kom- 
plementaren Daten uber die Bindung der Chromophore. Mit 
einer A u ~ n a h m e [ ~ ' ~ ]  enthalten alle bisher bekannten ,,Chro- 

reren Phycoerythrinen['*I und Cyaninen[62-65~207~2fo.2111 ge- 
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mopeptide" C y ~ t e i n [ ~ ~ . ' ~  h5.205-2161. Die friihe Vermutungl2"I, 
daR Cystein an der Chromophor-Bindung beteiligt ist, wurde 
erstmals fur ein B-PE-Peptid aus Porphyridium cruentum be- 
wiesen[20Rl; seitdem wurde fur mehrere C-Phycocyanine und 
Phycoerythrine erkannt, daR Cystein als bindende Amino- 
saure fur alle Chromophore f ~ n g i e r t [ ~ ~ - ~ ~ . ~ ~ . ~ '  '.2161. Diese 
Ergebnisse werden gestutzt durch einen Vergleich der ge- 
bundenen Cysteine und der Zahl der Chromophore mehre- 
rer Rotalgen- und Cyan~bakterien-Pigmente[~'~I. Daraus 
geht zusammen rnit dem Beweis der Thioether-Bindung der 
Chromophore an Ring A [Abschnitt 2.2, Formeln ( l ) ,  (2)] 
hervor, daB die blauen ( la)  und roten (2) Chromophore uber 
eine Cystein-Bindung rnit dem Protein verknupft sind. Die 
gelben, urobilinoiden Chromophore von B-PE und R-PE ha- 
ben vermutlich sogar noch eine zweite Cystein-Chromophor- 
Bindung zu Ring D[22.2'71. 

Kryptophyten-Pigmente sind bisher weniger untersucht 
worden; der Befund eines einzigen, freien Cysteins in einem 
Chromopeptid deutet auf eine gewisse Sonders te l l~ng[~~~~.  

Weniger Ubereinstimmung gibt es dagegen uber andere, 
eventuell zusatzliche Bindungsstellen. Hierfur kommt insbe- 
sondere die Verknupfung von Serin mit einer Propionsaure- 
Seitenkette in Frage~22.209.2'3.2'51 . I n den sequenzierten Phy- 
cocyaninen und Allophycocyaninen gibt es keine Hinweise 
darauf, aber fur ein K-PC[2'51 und R-PE['*I wird eine solche 
als einzige Bindung diskutiert, und fur einen der C-PE-Chro- 
mophore wurde sie zusatzlich zur Cystein-Bindung identifi- 
ziert[20gl. Das Problem ist dadurch kompliziert, daR beim 
Proteinabbau Esterhydrolyse eintreten kann, daB aber auch 
artifizielle neue Bindungen gebildet werden konnen (vgl. 
1221). Crespi und Smith[2'41 postulierten eine Lactimester-Bin- 
dung zu Asparaginsaure, um die leichte Spaltung der Thio- 
ether-Bindung zu erklaren; nach Modelluntersuchungen ist 
diese Aktivierung aber nicht erforderli~h~~~'~~~-~~~~. Fur ein 
Kryptophyten-Peptid wird auBerdem eine Glutamat-Bin- 
dung bes~hr ieben[~ '~~.  

Uber die Sekundar- und Tertiarstrukturen ist bisher nur 
wenig bekannt. Obwohl insbesondere PC und PE leicht zu 
isolieren sind und gut kristallisieren, gibt es bisher keine 
hochaufgeloste Rontgen-Strukturanaly~e[~~.'~~.'~~.~'~-~~~l. 
Eine Erklarung dafur ware die ungunstige Packung, welche 
zu einer Abschwachung von Reflexen durch Nachbarmole- 
kule fuhren kann[22'l. Die Aminosauresequenzen und die 
Loslichkeit sind typisch fur globulare Proteine, wobei APC 
einen hoheren Anteil an hydrophoben Aminosauren als PC 
(?) hat. Die Packung im Kri~tall[~'. 1941 und Formuntersu- 
chungen in Losung[2221 ergaben fur das (@)-Monomer von 
PC eine langliche Gestalt (2.5-3.5 nm Durchmesser, 5 4  nm 
Lange); diese GroRen lassen sich auch fur andere Biliproteine 
aus elektronenmikroskopischen Messungen ableiten[2z3-2251. 
Nach Circulardichroismus-Messungen an mehreren Pig- 
menten betragt der Helixgehalt ca. 60% in der a- und 40% in 
der P-Kette[144.'471. Fur PC und APC aus M. laminosus wur- 
de die Sekundarstruktur aus der Sequenz abgeschatzt. Auch 
hier unterscheiden sich a- und P-Ketten, und es ergaben sich 
Hinweise auf eine unterschiedliche Flexibilitat der Peptid- 
kette in der Umgebung der Chromoph~re [~~~ l .  

Als zweite wesentliche Methode bestsltigt die Immunoche- 
mie Verwandtschaftsbeziehungen der Phycobiliproteine. Die 
Pigmente gleichen Spektraltyps, APC[14Xb.149. 1x7,227 -2291, 

, sind immu- 
nologisch eng verwandt, unabhangig davon, ob sie aus den 

pcp2.72.14Rb. 149,187.227-2291 und p~[19X.227.228.230.231] 

prokaryotischen Cyanobakterien oder den eukaryotischen 
Rotalgen stammen. Pigmente unterschiedlicher Spektralty- 
pen geben dagegen keine Kreuzreaktionen, selbst wenn sie 
aus demselben Organismus stammen. Auf diese Weise lieBen 
sich R-PCr721 und Phycoerythro~yanin[~~.~~~l, welche sowohl 
blaue ( la)  als auch rote Chromophore (2) enthalten, als Phy- 
cocyanine klassifizieren, und APC-B als Allophycocy- 
anin[14Rb1. Bei C-PEr23'1 und APC[1491 - dessen Untereinheiten 
anderweitig nur schwer zu differenzieren sind - erwiesen 
sich die Untereinheiten als immunochemisch nicht ver- 
wandt; verwandt sind aber entsprechende Untereinheiten 
der Pigmente verschiedener Organismen. 

Die Kryptophyten-Pigmente nehmen auch immunoche- 
misch eine Sonderstellung ein. Erste Untersuchungen erga- 
ben keine Verwand t~chaA[~~~~  rnit Pigmenten aus Cyanobak- 
terien und Rotalgen; dies wurde fur PC bestatigt[22Xl, wah- 
rend sowohl PC als auch PE aus zwei Kryptophyten rnit PE 
aus der Rotalge Porphyridium cruentum kreuzreagieren, nicht 
jedoch rnit C-PE['9R1. Demnach scheinen beide Kryptophy- 
ten-Pigmente rnit PE aus Rotalgen verwandt zu sein. Bisher 
sind keine definierten immunologischen Determinanten be- 
kannt. Die fehlende Kreuzreaktion von APC und PC wird 
als Hinweis angesehen, daR der Chromophor nicht determi- 
nierend ist, da beide ( la)  enthalten[2311. Die unterschiedli- 
chen Spektren von PC und APC deuten jedoch auf unter- 
schiedliche Zustande dieses Chromophors in den nativen 
Pigmenten, bei denen immunologisch wichtige Kriterien wie 
Konformation und Ladung geandert sein konnen. Zudem 
gibt es mehrere Hinweise, daR der Chromophor von auBen 
zuganglich ist (siehe Abschnitt 3.4). Immunochemische Ver- 
fahren sind prinzipiell fur eine numerische Taxonomie ge- 
eignet. In einer quantitativen Studie konnte fur C-PE aus 
sieben Arten von Cyanobakterien gezeigt werden, daR neben 
den typen- auch artspezifische Determinanten wichtig sind, 
und daR die Ergebnisse von der Methode (Phagen- bzw. Pra- 
zipitationstest) abhangen[23"l. 

4.2. Phycobiliproteine: Quartarstruktur 

Wesentlich eingehender untersucht als die Monomere 
wurden die Quartarstruktur und hohere Aggregate, da sie 
entscheidend fur die biologische Funktion der Phywbilipro- 
teine sind. Die meisten Pigmente haben eine (a#).-Struktur, 
wobei je nach Aggregationszustand und Herkunft (s. u.) n 
von 1 bis uber 12 variiert (siehe Tabelle 3). In einigen Fallen 
wurde eine dritte Untereinheit gefunden, so im B-PE und R- 
PE (a6P6y)[153.193. 1 9 4 1  , im APC I (a3p3y)[ls21 und im PC aus 
Chroomonus spec. mit aa'f32-Struktur~'xYl. 

Das Molekulargewicht der a-Untereinheiten variiert zwi- 
schen 9200['x91 und 20500[2321, das der P-Kette zwischen 
16000 und 23500, wobei die a-Untereinheiten der Krypto- 
phyten-Biliproteine im unteren Bereich liegen. Die y-Ket- 
ten sind wesentlich schwerer. Die Zuordnung der Unterein- 
heiten erfolgt definitionsgemaB nach dem Molekulargewicht 
(a < p), bei unterschiedlicher Chromophorzahl enthalt die p- 
Untereinheit auch die meisten Chromophore. Eine alternati- 
ve Zuordnung ist immunochemisch moglich und hat sich 
insbesondere bei APC b e ~ a h r t [ ' ~ ~ ] ,  dessen Untereinheiten je 
einen Chromophor aufweisen und sehr ahnliche Molekular- 
gewichte haben konnen['I. 

Die Untereinheiten lassen sich nach ~ar t ie l le r"~~.  ly61 oder 
vollstandiger E n t f a l t ~ n g [ ~ ~ - ~ ~ .  147. 149, 233. 2341 praparativ durch 
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Ionenaustauschchromatographie trennen. Die getrennt rena- 
turierten Untereinheiten aggregieren vorzugsweise zu Dime- 
ren. Im Gemisch lassen sich die nativen (a&-Pigmente in 
guten Ausbeuten rekonstituieren. Fur C-Phycocyanine aus 
einzelligen sowie fadigen Cyanobakterien wurde eine glatte 
Hybridisierung in 40-60% Ausbeute g e f ~ n d e n ' ~ ~ ~ ' ,  beim 
APC gibt es sogar Hybride mit den Untereinheiten der Rot- 
alge, Cyanidium caldari~m['~~].  Ein limitierender Faktor fur 
die Ausbeuten ist sicherlich die groBe Empfindlichkeit der 
Chromophore (la) im denaturierten Zustand. 

Die kontrollierte Denaturierung monomerer Pigmente 
wurde bei PC['251 und PE[Ia1 untersucht. In beiden Fallen 
wurden sequentielle Effekte beobachtet. Die Fluoreszenz 
nimmt als erstes ab1144.1761, danach - bei PC ~tufenweise[ '~~~ - 
die Absorption der Chromophore, und erst zuletzt schmilzt 
die CD-spektroskopisch beobachtete Proteinstruktur[lal. 

Entsprechend der engen Kopplung zwischen Chromophor 
und Protein sind die Fluoreszenzquantenausbeute und die 
Absorptionsspektren die empfindlichsten Indikatoren fur 
den Zustand des Proteins (siehe Abschnitt 3.3 und 3.4), 2.B. 
partielle Proteolyse oder Denaturierung. 

Die Thermodynamik der Proteinfaltung wurde fur Phyco- 
cyanine aus mehreren Biotopen untersucht. Ausgehend von 
nicht definierten Aggregaten liegt A@ fur die Entfaltung 
rnit 8 M Harnstoff fur Pigmente aus meso-, psychro- und ha- 
lophilen Organismen bei 10-22 k J / m ~ l [ ' ~ ~ ] .  Dieser Wert ist 
deutlich niedriger als fur globulare, disulfid-freie Proteine 
ahnlicher GroBer235.2361; nur bei den Pigmenten thermophiler 
Organismen wurden ahnliche Werte gef~nden['~']. Ein mog- 
licher Faktor ist dabei die notwendige Energie zur Streckung 
der Chromophore der nativen Pigmente['29] (siehe Abschnitt 
3.2). Die Kinetik der Riickfaltung fur PC aus Spirulina pla- 
tensis ist mehrphasig, rnit einer schnellen ersten Phase (7112 

= 110 ms), welche sowohl durch Fluoreszenz- als auch durch 
Absorptionsmessung zuganglich i ~ t [ ~ ~ ' I .  

Phycobiliproteine aus Cyanobakterien und Rotalgen zei- 
gen [mit Ausnahme der bereits im Monomer komplexen 
APC-I, B-PE und R-PE (Tabelle 3)] eine ausgepragte Aggre- 
gation, welche vor allem Berm et al.[231 an C-Phycocyaninen 
systematisch untersuchten. Ausgehend vom Monomer bilden 
sich vorwiegend Tri- und He~amere[~~*] .  Dieses sind die 
Grundbausteine sowohl fur kristalline Pigmente[32, '94.21v1 als 
auch fur Phyc~bi l i somen[~~~ 2251, die Antennen-Superstruk- 
turen dieser Organi~men[~]. Je nach den Isolierungsbedin- 
gungen findet man auch hohere Aggregate[23.2391 und Hete- 
roaggregate[223.224.240.21141 als Phycobilisomenfragmente, so- 
wie intaktel5] oder sogar assoziierte Phycobi l i~omed~~~] .  
Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Morschel et 
al.[24R1 ergaben, daB die Hexamere von PC aus zwei aufein- 
anderliegenden torusformigen (ap),-Trimeren aufgebaut 
sind, und daB im B-PE die y-Kette den zentralen Hohlraum 
des gebildeten Zylinders einnimmt. 

In der Nahe der isoelektrischen Punkte (z 5.3) befindet 
sich das Gleichgewicht stark auf der Seite des Hexamers. Fur 
mehrere C-Phycocyanine wurde in verdunnten ksungen bei 
pH = 6 bis 5.4 im wesentlichen ein Monomer-Hexamer- 
Gleichgewicht mit einer Gleichgewichtskonstante von x lo3' 
zugunsten des Hexamers g e f ~ n d e n I ~ ~ ~ ' ~ ~ ' 1 .  Ebenso wurden 
Trirner-He~arner-~~~~] und bei hoheren pH-Werten ein Mo- 
n~mer-Tetramer-[~~~I sowie Monomer-Dimer-Gleichgewich- 
te[2441 durch Ultrazentrifugation untersucht. Bei C-PE liegt 
bei niedrigen Konzentrationen ein Monomer-Dimer-Gleich- 

gewicht v0r["~1. Die Aggregation wird bei Erhohung der 
TemperaturfZ3*] und der I ~ n e n s t a r k e [ ~ ~ ~ ]  sowie durch Are- 
ne12461 und geringe Konzentrationen an Guanidiniumchlo- 
rid[2471 begiinstigt, durch chaotrope und H/D-Aus- 
t a ~ s ~ h [ ~ ~ ~ . ~ ~ ~ 1  veningert. Diese Ergebnisse, die auf einen ho- 
hen Anteil hydrophober Wechselwirkungen bei der Aggre- 
gat-Bildung deuten, wurden mit der Micellen-Bildung von 
Detergentien vergI1ched~~~1. Die Rolle von geordneten Was- 
serstrukturen wurde kiirzlich durch Assoziationsexperimente 
mit Tetraalkylammoniumsalzen st~diert[~'~].  Da Cyanobak- 
terien auch extreme Biotope besetzen, sind die Phycobilipro- 
teine geeignete Objekte zum Studium dieser Adaptationen. 
C-PC aus einem psychrophilen Organi~mus[~''1 aggregiert 
ahnlich wie die Pigmente aus mesophilen Organismen, dage- 
gen zeigen H a l ~ p h i l e n - [ ~ ~ ~ ]  und Thermophilen-Phycocyani- 

deutlich abweichende Muster. Um die rnolekularen 
Ursachen dieser Adaptationen bei den Biliproteinen aufzu- 
klaren, wurden auch kalorimetrische Messungen der Prote- 
i n fa l t~ng[ '~~]  und Sequenzierungsstudien durchgefuhrt[621. 

Irn Gegensatz zu den Pigmenten der Rotalgen und Cyano- 
bakterien zeigen die Pigmente der Kryptophyten keine aus- 
gepragte Aggregation. 

4.3. Phytochrom 

Obwohl ubiquitar in griinen Pflanzen, ist Phytochrom erst 
aus wenigen Arten soweit gereinigt worden, daB eine prote- 
inchemische Charakterisierung sinnvoll war. 

Monomeres Phytochrom hat ein Molekulargewicht von 

tUr1203.2W1 (fjbenichten siehe 11.14. IR.2'1 ). Durch endogene 
Proteasen wird insbesondere das bisher wohl am besten cha- 
rakterisierte Pigment aus Hafer leicht (an der Einschnii- 
rung?) gespalten, dabei entsteht ein weiterhin photochemisch 
aktives Fragment rnit einem Molekulargewicht von 
60000[255 2571. Dieses Fragment wird allgemein als ,,kleines" 
Phytochrom bezeichnet; es wurde lange Zeit als das native 
Monomer angesehen. Beim Abbau andern sich die Absorp- 
tionsspektren, die photochemische Quantenausbeute[2621, die 
Energieubertragung von Tryptophan auf den Chromo- 
phor[2631 und die immunologischen Eigen~chaf ten~~~~] .  ,,Gro- 
Bes" Phytochrom bildet Aggregate, deren dimere Struktur 
durch Gelfiltration~203~256~2'8~, Sedimentati~nl~"'~~~,~~~~ und 
Elektronenmikroskopie gesichert i~ti~'~1. Fur P, sind zusatz- 
lich noch hohermolekulare Formen beschrieben, deren Na- 
tur ungeklart i ~ t [ ~ ' ~ ] .  Phytochrom enthalt etwa 35% hydro- 
phobe Arninosauren und inklusive der Chromophorbin- 
dungsstelle etwa 27 C y ~ t e i n e ~ ~ ~ ' . ~ " ~ .  Daneben wurden in 
,,kleinem" Phytochrom 4% Zucker gefunden'' ' '1, im ,,gro- 
Ben'' eine Phosphatgruppe[20'.202]. 

Zur Syrnmetrie des ,,groBen" Phytochroms gibt es wider- 
spriichliche Ergebnisse. Dimeres ,,groBes" Phytochrom er- 
scheint im Elektronenmikroskop als Tetramer (9 x 9 nm)[2541, 
und auch das Molek~largewicht[~~~-~~']  des ,,kleinen" Phy- 
tochroms deutet auf zwei annahernd gleich groBe Teile. 
Zwei Arbeitsgruppen verglichen die durch tryptischen Ab- 
bau erhaltenen Peptide von ,,groRem" und ,,kleinem" Phy- 
tochrom aus Hafer. Stoker et al.[259.260] erhielten weitgehend 
gleiche Peptidkarten und schlieBen daraus auf eine hohe 
Symmetrie, wiihrend Kidd et a1.[26'1 aufgrund deutlicher Dif- 
ferenzen bei unterschiedlicher Markierungstechnik zum ent- 
gegengesetzten SchluB kamen. Die verfugbaren Daten spre- 
chen ebenfalls fur eine asymmetrische Chromophorvertei- 

- - 120 OOO~200~2011 und vermutlich eine hantelformige Struk- 
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lung, d. h. nur eine HaIAe enthalt einen Chromophor (vgl. 
[I4, Antiserum gegen ,,groBes" Phytochrom gibt Sporn- 
bildung mit ,,kleinem" Phytochrom, aber nicht umgekehrt, 
was ebenfalls auf eine Asymmetrie in den determinanten Be- 
reichen hinde~tet[*~~I.  

Die Phytochrome aus verschiedenen Quellen sind spektro- 
skopisch nicht unterscheidbar. Auch nach immunochemi- 
schen Versuchen besteht eine enge Verwandtschaft zwischen 
den bisher untersuchten Phytochromen aus Hafer, Roggen, 
Mais, Gerste und Erbsen[203*25R.2641. Die Analysenwerte sowie 
die Sequenz der N-Termini differieren fur ,,gro&s" Phy- 
tochrom aus Roggen und Hafer, doch ist dies moglicherweise 
durch die Aufarbeitung bedingt[20'*2031. 

Fur das Verstandnis der Funktion (siehe Abschnitt 5.3) 
sind proteinchemische Unterschiede zwischen den beiden 
Formen entscheidend. Nach den Arbeiten von Tobin und 
Brigg~I'')~I, welche einen GroRteil der bis 1973 gefundenen 
Unterschiede stark relativierten, fuhrten verbesserte Isolie- 
r ~ n g s m e t h o d e n [ ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ ' ~ ~ 1  und neue Techniken in letzter Zeit 
zu wesentlich vielversprechenderen Ergebnissen. So ergaben 
sich Hinweise auf eine bevorzugte Wechselwirkung von Prr 
mit Cholesterin[26al, und Smith fand in der fur Prr bevorzug- 
ten Assoziation mit De~t ranblau~ '~~]  eine auch praparativ 
nutzbare Methode zur Reinigung von Phytochrom durch 
Sorption in der Pf,-Form an Dextranblau-Agarose und De- 
sorption nach Beli~htung['~')"~. Nach in-vivo-Umwandlung 
isoliertes Ph hat einen groBeren hochmolekularen 
(~4OOOOO) Anteil[2s61 und bindet sich in Gegenwart von 
zweiwertigen Ionen relativ unspezifisch an partikulare Frak- 
tionen (,,Pelletierbarkeit", siehe [270,27'l). Immunochemisch 
sind P, und Prr ~nunterscheidbar~'~~~, und auch die Ergebnisse 
der isoelektrischen Fokussierung stimmen ubereinr' 13], dage- 
gen zeigten sich signifikante Unterschiede bei der Titration 
leicht zuganglicher Aminosauren[' l31. Pfr enthalt ein Cystein 
und ein Histidin mehr als P,, und die Modifikation von zwei 
Tyrosinen inhibiert die photochemischen Reaktionen. 

4.4. Phycochrome 

Phycochrome erhielten ihren Namen in Analogie zum 
Phytochrom als Lichtsinnespigmente von Cyanobakterien 
(neuere Ubersicht siehe [lo]). Als Phycochrome werden heute 
aber prinzipiell photoreversibel-photochrome Pigmente aus 
diesen Organismen bezeichnet, unabhangig von einer be- 
kannten Funktion (vgl. ['Ol). Zur funktionellen Charakteri- 
sierung, die bisher wohl in keinem Fall gesichert ist, schlug 
Bogorad'] den Begriff der Adaptachrome vor, entsprechend 
dem wichtigsten und offensichtlichen Effekt der Regulation 
durch Licht, der chromatischen Adaptation (siehe Abschnitt 
5.3). Phycochrome wurden bereits friih n i t  Phycobiliprote- 
inen in Zusammenhang gebracht. S ~ h e i b e [ ~ ~ ~ '  gelang erst- 
mals die Anreicherung einer Fraktion mit photoreversibel- 
photochromen Eigenschaften. In der Folge charakterisierten 
die Bjiirns vier entsprechende Pigmente als Fraktion der 
Phycobiliproteine aus verschiedenen Algen1274, 2751, welche sie 
als Phycochrome a, b, c und d bezeichneten. Dabei ist insbe- 
sondere Phycochrom c interessant, da sein lichtinduziertes 
Differenzspektrum den Aktionsspektren der chromatischen 
Adaptation mehrerer Cyanobakterien und der Photomor- 
phogenese von Nostoc ahnelt. Die Phycochrome wurden 
durch isoelektrische Fokussierung angereichert; bei Phy- 
cochrom b gelang eine weitgehende Reinigung von den im 

groBen UberschuR vorhandenen, photochemisch inaktiven 
Phycobiliprotein-Antennenpigmenten. Die Proteine sind bis- 
her nur in einem Fall naher charakterisiert worden. Danach 
handelt es sich bei Phycochrom b moglicherweise um die a- 
Untereinheit von Phycoerythr~cyanin[~~~"~. 

Ein faszinierender Aspekt ergab sich durch neuere Unter- 
suchungen von zwei Arbeitsgruppen an partiell denaturier- 
ten ,,gewohnlichen" Biliproteinen. PC und APC aus Toli- 
pothrix tenuis erhielten durch Behandeln rnit 0.5 M Guanidi- 
n i ~ m c h l o r i d [ ~ ~ ~ ]  photoreversibel-photochrome Eigenschaf- 
ten, die charakteristisch fur Phycochrom a bzw. c ~ i n d [ l ~ ~ l ,  
und ebenso erhielt APC aus Fremyella diplosiphon durch 
Senken des pH-Werts auf 3.8 die photochromen Eigen- 
schaftsn von Phycochrom c[IUoI. Anscheinend werden die 
Chromophore durch diese Behandlung so weit vom Protein 
entkoppelt, daB die Fluoreszenz bereits unterdriickt ist, die 
strahlungslose Desaktivierung aber noch nicht die Hauptrol- 
le spielt. Die Quantenausbeuten der Photoreaktionen (ca. 
10%) sind etwa ebenso groB wie beim Phytochrom. Unab- 
hangig vom Beweis ihrer biologischen Relevanz werfen diese 
Ergebnisse ein neues Licht auf die chemisch-physikalischen 
Wechselbeziehungen zwischen Chromophor und Protein so- 
wie auf die moglichen phylogenetischen Beziehungen zwi- 
schen Phycobiliproteinen und Phytochrom. 

5. Biologische Funktionen 

5.1. Phycobiliproteine 

Phycobiliproteine sind Antennen- oder Lichtsammlerpig- 
mente von Cyanobakterien, Rotalgen und Kryptophyten. 
Die Absorptionsbanden der haufigsten Pigmente dieser 
Gruppe, der Phycoerythrine (PE) und Phycocyanine (PC) 
liegen im Spektralbereich von Griin bis Orange. Die Anten- 
nenpigmente griiner Pflanzen, Chlorophyll a und b, absor- 
bieren dort nur wenig, was den Biliprotein-bildenden Orga- 
nismen einen okologischen Vorteil in tieferen Gewassern 
und unter einem Schirm griiner Pflanzen gewahrt. Die Orga- 
nisation der Biliproteine und der Mechanismus der Energie- 
ubertragung ist in den Cyanobakterien und Rotalgen sehr 
ahnlich, wahrend bei den Kryptophyten groRere Unterschie- 
de bestehen. In ersteren sind die Phycobiliproteine in elek- 
tronenmikroskopisch sichtbaren Partikeln lokalisiert, den 
Phycobilisomen, welche ,,auRen" an den Thylakoidmembra- 
nen haften[5.224.2761. Die Phycobilisomen haben je nach 
Spezies unterschiedliche GroRe und Feinstruktur; bisher am 
besten untersucht sind die von den Rotalgen Porphyridium 
~ r u e n t u m [ ~ * ~ ~ ' ) ~  und Rhodella v i ~ l a c e a [ ~ ~ ~ ~ ~ * ~ l  (siehe Abb. 3 )  so- 
wie dem Cyanobacterium Synechococcus sp. 6301 (,,Anacystis 
niduZans'l[27RI. Neben den eigentlichen Lichtsammlerpig- 
menten, PC und PE, enthalten sie geringe Mengen verschie- 
dener Al lophyco~yanine[~~~~* , welche fur die Ubertragung 
der Anregungsenergie auf Chlorophyll wesentlich sind. Zu- 
siitzlich sind geringe Mengen farbloser Proteine beschrieben, 
welche moglicherweise fur die Organisation der Phycobiliso- 
men eine Rolle spielen~2Z3.27a~2sol. 

Innerhdb der Phycobilisomen sind die Pigmente in dich- 
ter Packung von ,,auRen" nach ,,innen" in der Reihenfolge 
steigender Absorptionswellenlange angeordnet. Gantt et al.l5l 
entwickelten fur Phycobilisomen aus Porphyridium cruentum 
ein ,,Zwiebelschalen"-Modell, nach welchem eine auBere 
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PE-Schicht eine Zwischenschicht PC umgibt, und diese wie- 
derum einen APC-Kern. Diese Reihenfolge wurde aus Dis- 
soziationsversuchen in Puffern niedriger Ionenstarke abge- 
leitet, wobei die Pigmente nacheinander abgelost werdenl5]; 
sie wurden vor allem fluoreszenzspektroskopischr28'l und im- 
mun-elektronenmikroskopischlz8'* 2821 nachgewiesen. Mit der 
letzten Methode lieB sich ebenfalls zeigen, daR APC an der 
der Membran zugewandten Seite lokalisiert istIzx21. 

Abb. 3. Modell eines Phycobilisoms aus der einzelligen Rotalge Rhodda viola- 
cea. Der ..Kern" besteht aus drei APC-Hexameren, die angehefteten Stabchen 
(Dreier-Einheiten. ..Tripartite units") vom Zentrum nach aul3en jeweils aus ei- 
nem PC-Hexamer und zwei B-PE-Monomeren (nach E. Morschei. W. Wehrmqv- 
er, Ber. Dtsch. Bot. Ges. 92, 393 (1979)). 

Prinzipiell ahnlich, aufgrund der abgeflachten Form mor- 
phologisch vielleicht sogar noch eindrucksvoller, ist der Auf- 
bau von Phycobilisomen aus der einzelligen Rotalge Rhodel- 
la violacea (Abb. 3)[223-2241. Auffallig sind die stabchenformi- 
gen Strukturen, die rnit dem APC-Kern verbunden ~ ind[ '~~I .  
Diese Stabchen konnen durch vorsichtige Dissoziation iso- 
liert ~ e r d e n ' * ~ ~ ~ .  Im Elektronenmikroskop sind Stapel von 
drei Doppel-Scheibchen (,,Dreier-Einheiten") zu erkennen, 
wobei die Doppel-Scheibchen nach Dimensionen und Mole- 
kulargewicht aus hexamerem C-PC (a& oder aus dem im 
Prinzip ahnlichen B-PE (a6&,r) bestehen. Erstere sind ver- 
mutlich mit den C-PC-Hexameren identisch, welche bei der 
in-vitro-Assoziation oder -Kristallisation beobachtet werden 
(Homoaggregate, siehe Abschnitt 4.3). Weitere Dissoziation 
der Stabchen und Analyse der Bruchstiicke zeigte ferner, daO 
vier benachbarte Scheibchen aus PE, zwei endstandige aus 
PC bestehen, d. h. da8 sie ein Heteroaggregat aus zwei Bili- 
proteinen ~ i n d l ~ ~ ~ l .  Solche Heteroaggregate aus PC und PE 
wurden kiirzlich auch aus P.-cruentum-Phycobilisomen und 
aus Cyanobakterien Sie zeigen eine ausge- 
zeichnete Energieubertragung von PE auf PC (zur reversi- 
blen Dissoziation siehe 12X3aJ). Eine Rekonstitution von Phy- 
cobilisomen aus den isolierten Biliproteinen ist (bisher) nicht 
moglich. Hierzu sind vielleicht die erwahnten farblosen Pro- 
teine als Strukturelemente erforderlich[2x01. In Einklang da- 
mit sind partiell in eine APC-Rohfraktion und einen PC-PE- 
Komplex dissoziierte Phycobilisomen wieder rekonstituier- 
bar[2"3hl. Da die Dreier-Einheiten aus R. violacea keine farb- 
losen Proteine enthalten, sind diese wohl eher an der APC- 
PC-Verknupfung oder der Membranbindung beteiligt12231. 
Ein erster experimenteller Hinweis darauf ist der kiirzliche 
Nachweis eines schweren farblosen Proteins (Mo1.-Gew. 
x 80000) sowohl aus isolierten Phycobilisomen, als auch aus 
Biliprotein-befreiten Thylak~idmembranenI~~~~l. 

Uber Phycobilisomen aus Cyanobakterien ist vergleichs- 
weise wenig bekannt; die Ergebnisse deuten auf ein ahnli- 

ches Aufbauprinzip wie bei denen aus R. violacea. Im Elek- 
tronenmikroskop sind die Phycobilisomen nach Wildman 
und B0wenI~~~1 in allen 27 untersuchten Cyanobakterien zum 
Teil ausgezeichnet zu erkennen, aber die Isolierung bereitete 
bis vor kurzem groBere Probleme als bei Rotalgen. Eine sau- 
bere Abtrennung von anderen Pigmenten laBt sich zwar 
durch Immunchromatographie erreichen, doch gelingt die 
Elution der so gereinigten Phycobilisomen nur unter dissozi- 
ierenden Bedingungen'2Rol. Phycobilisornen sind aus einer 
No~toc-Spezie~1'''~~ , aus Synechococcus spec. 6031 (,,Ana- 
cystis n i d ~ l a n s ' ~ ~ ~ ' ~ ~  und aus anderen Spezies[2x5.2X61 isoliert 
worden. Die Phycobilisomen von S. spec. 6301 erscheinen im 
Elektronenmikroskop als Aggregate von Stabchen. Auch 
hier scheint sich APC an den Verkniipfungsstellen zu befin- 
den, da beim Dissoziieren die Energieiibertragung von PC zu 
APC unterbrochen ~ i r d [ * ~ ~ ] .  Kiirzlich gelang die elektronen- 
mikroskopische Charakterisierung von Phycobilisomen aus 
zwei anderen Cyanobakterien durch Verwendung zwitterio- 
nischer Detergentien, welche die Aggregation bei der Aufar- 
beitung verhindern s ~ l l e n [ ~ ~ ' ~ .  Diese Untersuchungen besta- 
tigen das Strukturprinzip der Abbildung 3 rnit Variationen 
in der Zahl der zentralen APC-Scheibchen sowie der Zahl 
und Lange der A ~ t e [ ~ ~ ' ] .  Die Phycobilisomen chromatisch 
adaptierender Cyanobakterien zeigen geringe, aber definier- 
te Unterschiede in ihrer GroBe und A n o r d n ~ n g ~ ~ " ~  sowie im 
Muster der farblosen Proteine[2x01. Bei Tolypothrix tenuis ver- 
langern sich die Aste im Griinlicht1288~. Dabei werden an- 
scheinend nicht nur zusatzliche PE-Einheiten angebaut, son- 
dern es wird auch PC abgebaut. 

Phycobilisomen sind auBerordentlich wirksame Antennen, 
welche Licht rnit hohem Wirkungsquerschnitt absorbieren 
und die Anregungsenergie auf die Reaktionszentren iibertra- 
gen. Diese Energieubertragung erreicht Quantenausbeuten 
bis 100%['42.143,2x9.2901 und ist nur unter Mangelbedingungen 
( L i ~ h t ~ ~ ~ ' ~ , N ~ ' ~ ~ ~ )  entkoppelt. Die Ubertragung erfolgt vor- 
wiegend auf das Photosystem I1 (PS II), wie urspriinglich aus 
den bichromatischen Akt ions~pekt ren~~,~~ geschlossen wurde. 
Heterocysten enthalten kein PS I1 und sind frei von Phycobi- 
li~omen[~"l (siehe jedoch 13231). Kurzlich isolierten Katoh und 
G~ntt1~"1 photosynthetische Vesikeln, die noch gebundene 
Phycobilisomen enthalten und PS-11-Aktivitat zeigen. Diese 
Aktivitat nimmt parallel rnit der Dissoziation der Phycobili- 
somen ab (induziert durch Verringern der Ionenstarke). Da- 
bei ist die Kopplung zwischen den Phycobilisomen und Re- 
aktionszentren variabel und vom physiologischen Zustand 
abhangig1"''. Bei heterotroph im Dunkeln gezogenerdnabae- 
nu variabilis wurde allerdings eine Energieubertragung auf 
PS I mitgeteilt, und kiirzlich wurden in PS-I-Praparaten aus 
Chloroglaea fritschii fluoreszenzspektroskopische Hinweise 
auf APC erhaltenf2961. APC fluoresziert ahnlich wie bestimm- 
te Chlor~phyl le~ '~~~;  ein direkter Nachweis ergab sich jetzt 
aus den in [3231 zitierten Ergebnissen. 

Ein Faktor fur die gute Ubertragung ist die Organisation 
der Phycobilisomen. Diese bewirkt, daB der energetisch be- 
giinstigte ,,Bergab"-Transport der Anregungsenergie vom 
energiereichen PE zum energiearmeren APC zugleich ge- 
richtet von der PE-Peripherie zum APC-Zentrum des Phyco- 
bilisoms fuhrt. Zur weiteren Ubertragung von dort zur Mem- 
bran sowie zur Fixierung der Phycobilisomen dent mogli- 
cherweise eine kiirzlich beschriebene ,,FiiBchen"-Struk- 
t ~ r [ ~ ~ ~ ~ .  Ein zweiter Faktor sind die intensiven Absorptionen 
der Biliproteine ( zz lo' cmz x mo1-' x Chromophor- I ) ,  wel- 
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che nahezu liickenlos den Bereich von 500-670 nm iiberdek- 
ken (vgl. f51), verbunden mit hoher Fluoreszenz ( = geringer 
strahlungsloser Desaktivierung) der Chrom~phore['~*l und 
Abstanden von 3 . 5 4  nm zwischen den C h r o m ~ p h o r e n ~ l ~ ~ -  
1 4 ~ ,  '"1. Diese Abstande sind fur den Energietransfer zwi- 
schen gleichartigen Chromophoren unterhalb des kritischen 
Radius fur Energietransfer nach dem Forster-Mechanismus 
bereits bei regelloser Orientierung optimal. Die Fluoreszenz- 
Quantenausbeute steigt bei Aggregation isolierter Unterein- 
heiten zum Monomer, wie kiirzlich fur C-PE gezeigt wur- 
de[1391. Sie steigt weiter bei Aggregation der Monomere zu 
Tri- und Hexameren1l4'] sowie zum quasi-Hexamer B- 
PE1I4'l. Zugleich sinkt die Fluoreszenz-Polarisation~139 1422971 

und die Halbwertszeit fur den Energietran~fer[~"]. 
Aufgrund der schnellen Energiewanderung und der hohe- 

ren Wahrscheinlichkeit fur den ,,Bergab"-Transport der 
Energie erfolgt die Fluoreszenz in allen Aggregaten prak- 
tisch au~schlieRlich[~~~~ von den jeweils langstwellig absor- 
bierenden Chromophoren, welche dementsprechend als ,,P- 
Chromophore klassifiziert ~ u r d e n [ ' ~ ' ~ ,  wahrend die kiirzer- 
wellig absorbierenden ,,s"-Chromophore sensibilisierend 
wirken und nur in Ausnahmefallen eine meBbare Fluores- 
zenz zeigen[l3'I. Beim Aufbau der Phycobilisomen verlangert 
sich diese Ubertragungskette sukzessive, und es bilden sich 
,,Forster-Kaskaden". Dabei sorgt die Anordnung der Pig- 
mente bei den nachsten Nachbarn jeweils fur eine optimale 
Uberlappung der Emissionsbande des Donors mit der Ab- 
sorptionsbande des Acceptors (Abb. 4). Dieser ProzeB wurde 

Tabelle 4. Schematische Darstellung des Energietransfers anhand des Phycobili- 
somenmodells aus Abb. 3 (nur eine Dreier-Einheit und ein zentrales APC ge- 
zeigt) und der Absorptions- und Emissionsspektren der Phycobiliproteine (ge- 
mittelte Werte; die Emissionsmaxima der ..s"-Chromophore der isolierten Pig- 
mente wurden aus ihren Absorptionsmaxima unter Annahme einer Stokes- 
Verschiebung von 15 nm abgeschltzt). 

Pigment Chromophor Absorption Fluoreszenz 
Inml Inml 

B-PE PUB [a] 
,.S'* (2) 
..I-' (4 

c-PC ..s" (la) 
2 (la) 

APC (10) 650 -, 665 

Chl all / 686 
1 

Photochernie 

[a] PUB = Phycourobilin-Chromophor. 

fur Biliproteine n i t  verschiedenartigen Chromopho- 

cobilisomen ge~ iche r t [ l~~ .~" ,~~ '~ .  Im intakten Phycobilisom 
fuhrt dieser ProzeR schlieBlich dazu, daR nur noch die Chro- 
mophore des mengenmaBig geringsten Biliproteins, APC, 
fluoreszieren, und die restlichen Chromophore als Sensibili- 
satoren wirken, mit einer Ubertragungswahrscheinlichkeit 
von ,,mindestens 99%" in Phycobilisomen aus P. cruen- 
t ~ r n [ ~ ~ ~ l .  

Auch Kryptophyten haben Biliproteine als Antennenpig- 
mente, aber diese sind deutlich von denen der Cyanobakte- 
rien und Rotalgen unterschieden (neuere Ubersicht siehe 
129x9. Diese Biliproteine sind an der Innenseite der Thylako- 
idmembran 10kalisiert[~~~1. Phycobilisomen konnten bisher 

ren[140. 142.2971 , f' ur Heter~aggregate[~~' .~~~~ und fur ganze Phy- 

nicht isoliert werden, aber kiirzlich fanden Wehrmeyer et 
al.f3wl elektronenmikroskopisch Hinweise auf partikulare 
Strukturen, welche moglicherweise Biliproteine enthalten. 
Auch der Energietransfer muR bei Kryptophyten unter- 
schiedlich verlaufen, da bisher kein APC nachgewiesen wer- 
den konnte und in ihnen im allgemeinen nur PC oder PE 
vorkommen. Wie bei den Biliproteinen aus Cyanobakterien 
und Rotalgen fluoresziert jeweils nur der energetisch nied- 
rigste C h r ~ m o p h o r [ ~ ~ ~ ~ " . ~ ~ ] .  Kobuyushi et al.[2971 fanden ex- 
trem schnellen Transfer (s 8 ps) in PC aus Chroomonus, in 
Einklang mit der von Jung et al.[341 postulierten Exciton- 
Kopplung zwischen den Chromophoren. Die Ubertragung 
von K-PC auf Chlorophyll a erscheint unproblematisch, ins- 
besondere beim vergleichsweise langwellig absorbierenden 
und emittierenden PC-645 aus Chroornon~s[~~. 'xy.3001 und 
PC-641 aus Hemiselmis vire~cens~~~].  Die Emissionsbande von 
PE fallt dagegen in einen Bereich minimaler Absorption von 
Chlorophyll a, so daR entweder nur eine unvollkommene 
Energieiibertragung moglich ist oder aber ein weiteres Pig- 
ment zwischengeschaltet sein m ~ B [ ~ ' ~ l .  Tatsachlich enthalten 
Kryptophyten mit Chlorophyll c mogliche Kandidaten. 

Nach diesen Daten scheinen die Morphologie der Anten- 
ne und der Aufbau der Biliproteine eng miteinander ver- 
kniipft zu sein. In Cyanobakterien uberdeckt jedes Bilipro- 
tein nur einen vergleichsweise kleinen Teil des Spektrums. 
Dabei bietet nur APC giinstige Voraussetzungen fur einen 
Energietransfer zum Chlorophyll; einen Energietransfer von 
PE zum Chlorophyll erfordert die Aggregation mehrerer Pig- 
mente. Dieser Nachteil wird durch die ausgefeilte Architek- 
tur der Phycobilisomen ausgeglichen, welche eine vektorielle 
Energieleitung, moglicherweise direkt zum Reaktionszen- 
trum von PS 11, ermoglicht. In den Kryptophyten-Phycocy- 
aninen ist diese Energieiibertragungskette bereits in den ein- 
zelnen Biliproteinen realisiert. So enthalt z. B. Chroornonus- 
PC Chromophore, welche im Bereich von 573-652 MI absor- 
bieren132. so daR auf eine hohere Organisation verzichtet 
werden kann. In den Rotalgen schlieBlich sind beide Strate- 
gien vereinigt. Sie enthalten Phycobilisomen, aber zugleich 
die Pigmente R-PC, R-PE und B-PE, in denen mehrere 
Chromophortypen zu einer kurzen Energieiibertragungsket- 
te zusammengefafit sind. 

Zusatzlich zur Lichtsammlung werden fur Phycobilipro- 
teine auch andere Funktionen diskutiert. Unter N-[ll oder S- 
Mangelbeding~ngen[~"~ werden Phycobiliproteine als Prote- 
inreserven (?) abgebaut. Sie machen insbesondere in Cyano- 
bakterien einen erheblichen Anteil des Gesamtproteins aus 
und sind prinzipiell fur die Photosynthese weniger wichtig 
als die Reaktionszentren. Daneben konnten sie auch eine 
Lichtschutz-Funktion haben, da Biliprotein-freie Mutanten 
lichtempfindlicher sind als die Wildtypen. 

SchlieBlich gibt es gute Hinweise darauf, daR Phycobili- 
proteine auch Funktionen bei der Elektroneniibertragung 
haben konnen oder friiher einmal hatten[303.3041. Eine ent- 
sprechende Funktion konnte allerdings in vivo bisher nicht 
nachgewiesen werden. 

Mit Biliproteinen belegte Elektroden geben Photopoten- 

durch synthetische Lipidmembranen~'73.3041. In beiden Fal- 
len stimmen Aktions- und Absorptionsspektren iiberein. 
Ebenso zeigt PC spezifische Wechselwirkungen mit Fe3 + , 
aber nicht mit Fez+, und einen asymmetrischen Effekt auf 
den Elektronentransfer von einseitig beladenen syntheti- 

tiale[ 17 I .305l. , auBerdem katalysiert PC den Elektronentransfer 
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schen Membranen[3061. Die Redox-Potentiale freier Gallen- 
farbstoffe wurden theoretisch bere~hnet[".~~'~, und die Chro- 
mophore nativer Biliproteine erwiesen sich als wesentlich 
stabiler gegen Redoxreagentien als die der denaturierten Pig- 
mente135. 1291. 

5.2. Phytochrom 

Die Funktion des Phytochroms ist die eines Lichtsinnes- 
pigments gruner Pflanzen. Beim Umstimmen des Wachs- 
turns hoherer Pflanzen vom heterotrophen, etiolierten 
Wachstum, z. B. als Keimling unter der Erde, zum autotro- 
phen, photosynthetisierenden Wachstum wirkt es als Sensor 
fur Licht an sich, in den ,,Hochenergiereaktionen" als Sensor 
fur die Lichtintensitat, und schliealich ermoglicht es auf- 
grund des Wellenlangen-abhangigen Gleichgewichts zwi- 
schen P, und Pfr, insbesondere im photosynthetisch wichti- 
gen roten Spektralbereich, ein ,,Farbemehen" bei Pflanzen. 
Wahrend einige physiologische und strukturelle Aspekte des 
Phytochroms eingehend untersucht worden sindl'. 14. l 6  "1, ist 
der Mechanismus der Informationsubertragung und 
-wandlung bisher nur in Ansatzen bekannt. Die Modelle 
sind entsprechend schwer zu bewerten und sollen hier nur 
skizziert werden. 

Phytochrom wird als physiologisch inaktives P, syntheti- 
siert; am Anfang jeder physiologischen Reaktionskette steht 
die photochemische Umwandlung in Pn. Die Bildung von Pfr 
ist durch Licht 3740 nm grundsatzlich und praktisch voll- 
standig umkehrbar; das gilt jedoch nicht fur alle Schritte der 
nachfolgenden Reaktionskette. Ein einfaches Beispiel dafur 
ist, da8 Pfr oder der P,-Rezeptor-Komplex in vivo abgebaut 
wird (vgl. z. B. r '4 ,1X1) .  Je nach der Laufzeit der Reaktion 
( T ~ ~ " )  bis zum Erreichen eines irreversiblen Schrittes ist da- 
durch auch die physiologische Antwort fur bestimmte Zeiten 
umkehrbar (oder annullierbar). Da die Zeit ( T ~ ~ " )  zum Ent- 
kommen aus der Reversibilitat fur die verschiedenen physio- 
logischen Antworten uber mehrere G roBenordnungen 
schwankt, fuhrte dies zu einer Klassifizierung der Phyto- 
chrom-Antworten in Modulationsprozesse (gro8er 
Wert = ,,reversibel") und Differenzierungsprozesse (kleiner 
T,.,-Wert = ,,irreversibel") (neuere Diskussionen siehe 
1 1  x. 3081). Eine Reihe von biochemischen und physiologischen 
Befunden, welche M ~ r m k [ ~ ~ l  kritisch zusammengestellt hat, 
deuten zumindest bei den Modulationsreaktionen auf rever- 
sible Anderungen von Membraneigenschaften. 

Basierend auf den bisher bekannten Unterschieden zwi- 
schen P, und Pfr (siehe Abschnitt 4.4) und der Photochemie 
von Modellsystemen (siehe Abschnitt 3.3) wurden mehrere 
Hypothesen fur die Primarreaktionen entwickelt. Song et 
al.[2631 postulierten eine lichtinduzierte Photoisomerisie- 
rung[40] unter Beteiligung von Protonentransfer, durch die 
eine im P, durch den Chromophor verdeckte Rezeptor-Bin- 
dungsstelle freigelegt wird. Hunt und Prud' 13] argumentie- 
ren, daS eine chemische Modifikation der dabei freigelegten 
Aminosauren die Photoreversibilitat beeintrachtigen sollte. 
Da dies nicht der Fall ist[lI3l, betrachten sie diesen Befund 
als Stutze fur die von Smith['"] diskutierte Konformationsan- 
derung des Proteins als Primarsignal. Eine dritte Hypothese 
postuliert schlie8lich eine reversible Redoxreaktion zwischen 
Protein und Chromophor unter Bildung einer neuen Chro- 
mophor-Protein-Bindung[1061. Alle drei Hypothesen konnen 
Anderungen von Membraneigenschaften erklaren, bei Re- 

dox- und Protonierungs-Deprotonierungs-Prozessen direkt, 
bei Konformationsanderungen und Freilegung von Rezep- 
tor-Bindungsstellen indirekt, aber eine Unterscheidung ist 
bisher nicht maglich. 

5.3. Phycochrome und Phycobiliprotein-Biosynthese 

Die Biosynthese der Phywbiliprotein-Chromophore ver- 
lauft in groBen Zugen ahnlich wie die wesentlich besser un- 
tersuchte Bildung der tierischen Gallenfarbstoffe. &Amino- 
lavulinsaure wird zu einem cyclischen Tetrapyrrol, sehr 
wahrscheinlich Protoporphyrin, kondensiert, welches an- 
schlieaend oxidativ unter Verlust von C-5 als Kohlenmon- 
oxid zum Gallenfarbstoff geoffnet ~ i r d ~ ~ "  3131. Die Ringoff- 
nung verlauft a h n l i ~ h [ ~ ' ~ ~  wie bei der Ham-Oxygenie- 
rung[31s1, aber aufgrund chemischer Indizien ist auch die 
Ringoffnung eines Mg-Porphyrins uber ein 7,8-Dihydropor- 
phinato-magnesium denkbar["l]. Ebenfalls ungeklart ist, ob 
sich das Apoprotein nach (und nicht vor) der Ringoffnung 
an den Chromophor bindet, und ob es sich dabei an die 3- 
Ethylidengruppe des Bilindions (4) (und nicht an die Vinyl- 
gruppe einer Vorstufe) anlagert. Ein Hinweis fur die hier 
nicht in Klammern aufgefuhrten Alternativen ist der Be- 
fund[3121, da8 Cyanidium caldurium im Dunkeln (4) sowie ein 
Additionsprodukt von (4)154c.3161 ausscheidet. Ein weiterer 
Hinweis ist die leichte und reversible Addition von Nucleo- 
philen an (4) und (6)~s4E*5x.591. 

In den meisten Cyanobakterien und zumindest in einigen 
Rotalgen ist die Biliprotein-Synthese durch Licht reguliert. 
Interessant ist dabei vor allem die Anpassung der Antennen- 
pigmente an die jeweilige Lichtqualitat (,,chromatische 
Adaptation"). Im vorherrschenden Rotlicht werden uberwie- 
gend die blauen Phycocyanine, im Grunlicht, z. B. unter ei- 
nem Blatterdach oder im tieferen Wasser, werden eher die 
roten Phycoerythrine gebildetll, I 1.287*317]. Der Effekt wurde 
besonders bei Tolypothrix ten~is['~,~"1 und Fremyella diplosi- 
p h ~ n ~ ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ ~  untersucht. Aufgrund der Aktionsspektren wur- 
de die chromatische Adaptation durch photochrome Pig- 
mentsysteme als Rezeptoren erklart, die funktionell als 
Adaptachrome oder mechanistisch, entsprechend dem Phy- 
tochrom, als Phycochrome bezeichnet werden. Daneben gibt 
es auch photomorphogenetische Effekte bei Rotalgen, wel- 
che mit entsprechenden Rezeptoren in Verbindung gebracht 
werden. Uber die Rezeptoren (siehe Abschnitt 4.4) ist wenig, 
uber die Wirkungsweise fast nichts bekannt. 

6. SchluRbemerkungen 

Phycobiliproteine waren lange Zeit als Opfer des ,,mam- 
malian chauvinism" und aufgrund ihrer Proteinbindung weit 
weniger untersucht als die anderen tetrapyrrolischen Photo- 
synthesepigmente, die Chlorophylle. Gegenuber den Chloro- 
phyllen haben die Phywbiliproteine jedoch den Vorteil, 
nicht membrangebunden zu sein. Diese Eigenschaft und die 
Erkenntnis der zentralen Funktion eines anderen Bilipro- 
teins, des Phytochroms, bei der pfladichen Entwicklung 
fuhrte in letzter Zeit zu einem Aufbluhen der Biliprotein- 
Forschung. Kein photosynthetisches Antennensystem ist so 
gut untersucht wie die Phywbilisomen, und - mit Ausnahme 
des Rhodopsins - ist auch kein Lichtsinnespigment so weit 
charakterisiert wie das Phytochrom. 
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Im vorliegenden Beitrag wurde versucht, einen Bogen von 
den Eigenschaften der isolierten Chromophore zur Funktion 
der Pigmente in vivo zu spannen. Dieser Bogen ist willkur- 
lich und stellenweise liickenhaft, aber in den letzten Jahren 
doch in groBen Teilen hinreichend gestutzt. Einige der offen- 
sichtlichen Lucken sind beim Phytochrom die Struktur von 
Prr und die damit verbundene Frage nach der Natur des Pri- 
marsignals, sowie die Rolle spezifischer Wechselwirkungen 
von Phytochrom mit bestimmten Membranen und Organel- 
Ien. Ein Fortschritt auf diesem Gebiet wird sicher auch die 
Arbeiten an den verwandten Phycochromen befruchten. 

Bei den Phycobiliproteinen ergibt sich aus dem funktio- 
nell und morphologisch beeindruckenden Model1 der Phyco- 
bilisomen eine Fiille von Fragen, die sich nur in enger Zu- 
sammenarbeit von Biophysikern und Biochemikern untersu- 
chen 1aBt. Die Details der Chromophor-Protein-Wechselwir- 
kungen und der Beziehungen der Biliprotein-Chromophore 
untereinander und zu den Chlorophyllen innerhalb der Pho- 
tosynthesemembran sind entscheidend fur das Verstandnis 
der Energieubertragung auf molekularer Ebene. Die zuneh- 
mende Differenzierung der Phycobilisomen-Struktur wirft 
die Frage nach ihren Organisationselementen, ihrer Bioge- 
nese und deren Regulation auf. Die Antworten werden nicht 
nur fur den Neugierigen interessant sein, sondern vielleicht 
auch grundsatzlich zum Verstandnis der Lichtsammlung und 
Informationswandung beitragen. 

Die zitierten Arbeiten des Autors wurden von der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft und der Miinchener Universitatsge- 
sellschaft ggordert. 
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Aminoacyl-tRNA-Synthetasen als Zielenzyme 
fur eine rationale Arzneimittelentwicklung 

Von Friedrich von der Haar, Hans-Joachim Gabius und Friedrich Cramerf'l 

Professor Hans Herloff Inhoffen zum 75. Geburtstag gewidmet 

Das ,,maBgeschneiderte" Arzneimittel ist ein alter Traum seit Paracelsus': ,,Dosis sola facit ve- 
nenum". Ein ideales Pharmakon sollte den pathologischen Vorgang oder den parasitaren Or- 
ganismus maximal inhibieren und dabei den menschlichen Korper minimal schadigen. Um 
dieses Ziel zu erreichen, muB man versuchen, metabolische Unterschiede zwischen dem patho- 
logischen bzw. parasitaren und dem normalen menschlichen Stoffwechsel gezielt auszunutzen. 
Dies erscheint heute aufgrund der vertieften Kenntnisse enzymatischer Vorgange ein mogli- 
cher, sogar vielversprechender Weg. Das Pharmakon sollte dabei an einem zentral wichtigen 
ProzeB eingreifen. Ein solcher ProzeB ist die Proteinbiosynthese, bei der die erforderliche Ge- 
nauigkeit im Zusammenbau der Makromolekule durch den Vorgang des ,,Korrekturlesens" er- 
reicht wird. Es zeigt sich, dal3 dieser Mechanismus j e  nach Spezies verschieden verlauft. 

1. Einleitung: 1st eine rational zielorientierte 
Arzneimittelsynthese moglich? 

,,...bier handelt es sich um das Problem, einen von be- 
stimmten Parasiten infizierten Organismus dadurch zu hei- 
len, daB man die Parasiten innerhalb des lebenden Organis- 
mus zur Abtotung bringt, also den Organismus sterilisiert, 
mit Hilfe von Substanzen, die in der Retorte des Chemikers 
entstanden sind'''']. 

,,Will man experimentell an das Studium der Frage heran- 
treten, so mu8 man zunachst Substanzen suchen, die 1. im 
Reagenzglas stark entwicklungshemmend oder abtotend auf 
Bakterien wirken, 2. praktisch ungefahrlich fur den Organis- 

[*I Priv.-Doz. Dr. F. von der Haar, Dip].-Biochem. H.-J. Gabius 
Prof. Dr. F. Cramer 
Max-Planck-Institut fur experimentelle Medizin. Abteilung Chemie 
Hermann-Rein-StraRe 3, D-3400 Gottingen 

250 0 Verlug Chemie, GmbH, 0-6940 Weinheim, 1981 

mus sind, die schlieBlich 3. die Desinfektionswirkung auch 
im Organismus beibehalten"'']. 

So schrieb Paul Ehrlich vor 75 Jahren, im selben Jahre, als 
der Forscher geboren wurde, dem dieser Beitrag gewidmet 
ist. Die damals weit vorausschauenden Forderungen sind bis 
heute nur zum geringsten Teil erfullt worden. Zwar hat die 
pharmazeutische Forschung eine groae Anzahl hervorra- 
gend wirksamer Mittel geschaffen, dies jedoch auf recht we- 
nig rationale Weise. Die meisten Pharmaka wurden durch 
gewaltige ''Screening"-Programme unter Tausenden von 
Verbindungen herausgefunden oder verdanken ihre Entdek- 
kung dem Z~fall '~I. Auch die Wirkungsweise vieler Pharma- 
ka war zunachst unbekannt und ist es zum Ted heute noch. 
Ein gutes Beispiel hierfur ist Aspirin (Acetylsalicyldure), das 
mit Abstand am meisten venvendete Arzneimittel. Aspirin 
wurde 1899 registriert; seine Wirkungsweise, die Inhibition 
der Synthese der Prostaglandine bzw. der Prostaglandin-Cy- 
clooxygenase, wurde aber erst 1971 bzw. 1975 aufge- 
~ a ~ 1 4 . 5 1 .  

Die biochemische und molekularbiologische Forschung 
hat in den letzten Jahren wesentliche Reaktionsablaufe in 
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