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Eine strukturelle Grundlage fur die Ubertragung von Lichtenergie 
und Elektronen in der Biologie (Nobel-Vortrag) ** 
Von Robert Huber * 

Fur Christa 

Es werden Aspekte der intramolekularen Ubertragung von Lichtenergie und Elektronen bei 
drei Protein-Cofaktor-Komplexen behandelt, deren dreidimensionale Strukturen durch Ront- 
genkristallographie aufgeklart wurden: Es sind dies lichtsammelnde Phycobilisome von 
Cyanobakterien, das Reaktionszentrum der Purpurbakterien und die blauen Multikupfer- 
Oxidasen. Fur diese Systeme liegt eine Fiille von Beobachtungen uber die Funktion vor, die 
es ermoglichen, spezifische Beziehungen zwischen Struktur und Funktion zu erkennen und 
allgemeine Schliisse zur Ubertragung von Lichtenergie und Elektronen in biologischen Syste- 
men zu ziehen. 

Einleitung [***I gen, die als Baustoffe oder Energiespeicher dienen. Dies wur- 
de deutlich von L. Boltzrnann ausgesprochen, der 1886 fest- 
stellte: ,,Dagegen herrscht zwischen Sonne und Erde eine 
kolossale Temperaturdifferenz; . . . Der in dem Streben nach 
grofierer Wahrscheinlichkeit begriindete Temperaturaus- 
gleich zwischen beiden Korpern dauert wegen ihrer enormen 

Alles Leben auf der Erde hiingt letztlich von der Sonne ab, 
deren Strahlungsenergie von den Pflanzen und anderen zur 
Photosynthese rahigen Organismen eingefangen wird. Sie 
nutzen das Sonnenlicht zur Synthese organischer Verbindun- 

[*I Prof. Dr. R. Huber 
Max-Planck-Institut fur Biochemie 
Am Klopferspitz. D-8033 Martinsried 

The Nobel Foundation 1989. ~ Wir danken der Nobel-Stif- 
tung, Stockholm, fur die Genehmigung zum Druck einer deutschen Fas- 
sung des Vortrages. 

[**I Copyright 

[***I In diesem Beitrag verwendete Abkurzungen: 
PBS Phycobilisome sind lichtsammelnde Organellen an der Aunenseite 

der Thylakoidmembran der Cyanobakterien, die die Photosyste- 
me I und 11 enthalten und m r  Photosynthese unter Freisetzung 
von Sauerstoff fihig sind. 

Phycoerythnn, Phycoerythrocyanin, Phycocyanin, 
Allophycocyanin sind Biliproteinkomponenten der PBS mil kova- 
lent gebundenen Tetrapyrrol(Bi1in)pigmenten. 

PS I und 11 Photosysteme I und 11 in Chloroplasten und Cyanobakte- 
rien. 

RBP Retinol-bindendes Protein. 
BBP Bilin(Bi1iverdin 1Xy)-bindendes Protein aus Pieris hruuicue. 
Rps. viridis. Rhodopscudomonas viridis, Bakteriochlorophyll-b- enthalten- 

des Purpurbdkterium mit Photosynthese ohne Sauerstofffrei- 
setzung. 

PE, PEC, PC, APC 

RC Reaktionszentrum. 
C, H, L, M Die vier Untereinheiten des RC aus Rps. virfdis: Die Cyto- 

chrom-c-Untereinheit (C) hegt auf der periplasmatischen Seite der 

Membran und enthilt vier Hiimgruppcn mit zwei Redoxpotentla- 
len (CSs3, Cs58); die L- und M-Untereinheiten sind in die Mem- 
bran eingebettet. durchdringen diese mil je funf a-Helices (als A. B. 
C, D. E bezeichnet) und binden die Cofaktoren Bakteriochloro- 
phyll-b (BChl-b oder BC). Bakteriophiophytin-b (BPh-h oder 
BP), Menachinon-9 (Q,,). Ubichinon-9 (UQ; QR)  und Fe2+ (dic 
Indices P, A, M, L kennzeichnen Cofaktoren als P a r .  accesso- 
risch. und als Bestandteil der M- hzw. L-Untereinheit): die H-Un- 
tereinheit liegt auf der cytoplasmatischen Seite, und ihr N-termina- 
les, a-helicales Segment (H) durchdringt die Membran. 

Primare Elektronendonorendes PS I1 bzw. des RC von Rps. 
viridk mit Angdbe der langwelhgen Absorptionsmaxima. 

Elektronisch angeregte Zustinde von P. D (Donor) und A 
(Acceptor). 

P,,,,, P,,, 

P*, D*, A* 

LHC Lichtsammelsysteme (light harvesting complexes). 
LH,, ,, Lichtsammelnde Protein-Farbstoff-Komplexe in Bakterien mit 

BChl-a, b. 
Car Carotinoide. 
Sor Soret-Banden von Chlorophyll und Bakteriochlorophyll. 
PCY Plastocyanin, ein Elektronenubertriger ini Photosynthesesystem 

der Pflanzen. 
LAC Laccase, eine Oxidase der Pflanzen und Pike. 
AO Ascorbat-Oxidase, eine Oxidase der Pflanzen. 
CP Ceruloplasmin, eine Oxidase im Plasma der Siuger. 
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Entfernung und Grof3e Jahrmillionen. Die Zwischenformen, 
welche die Sonnenenergie annimmt, bis sie zur Erdtempera- 
tur herabsinkt, konnen ziemlich unwahrscheinliche Energie- 
formen sein, wir konnen den Warmeiibergang von der Sonne 
zur Erde leicht zu Arbeitsleistungen benutzen, wie den 
vom Wasser des Dampfkessels zum Kuhlwasser. . . . Diesen 
Ubergang moglichst auszunutzen, breiten die Pflanzen die 
unermeRliche Flache ihrer Blatter aus und zwingen die Son- 
nenenergie in noch unerforschter Weise, ehe sie auf das Tem- 
peraturniveau der Erdoberflache herabsinkt, chemische Syn- 
thesen auszufiihren, von denen man in unseren Laboratorien 
noch keine Ahnung hat."['] 

Heute sind viele der ,,ungeahnten Synthesen" durch die 
biochemische Forschung aufgeklart und die mangeblichen 
Proteine und ihre katalytischen Funktionen bestimmt wor- 
den ['I. 

Ich werde mich in meinem Vortrag auf Boltzmanns ,,un- 
wahrscheiniiche Zwischenformen der Energie", namlich die 
Elektronenanregungs- und Charge-Transfer-Zustande in 
heutiger Ausdrucksweise, die Strukturen der beteiligten bio- 
logischen Systeme und die Wechselwirkungen von'Cofakto- 
ren (Pigmenten und Metall-Ionen) und Proteinen konzen- 
trieren. Ich werde einige Aspekte des photosynthetischen 
Reaktionszentrums von Rhodopseudomoms viridis (siehe die 
spater zitierten Originalarbeiten und kurze Ubersich- 
ten I 3  - '1) und funktionell verwandter Systeme besprechen, 
deren Strukturen in meiner Arbeitsgruppe untersucht wur- 
den: die lichtsammelnden Phycobilisome der Cyanobakte- 
rien und die Blauen Oxidasen. Eine Fiille von Struktur- und 
Funktionsdaten ist fur diese drei Systeme verfiigbar, die so- 
mit besonders geeignet sind, um allgemeine Prinzipien der 
Ubertragung von Lichtenergie und Elektronen in biologi- 
schen Systemen zu erkennen. Es gibt tatsachlich nur sehr 
wenige fur diesen Zweck hinlanglich genau bekannte Syste- 
me[*]. 

Wir bemiihen uns rnit guter Aussicht auf Erfolg um das 
Verstandnis der physikalischen Prinzipien, die der Licht- und 
Elektronenleitung in biologischen Systemen zugrundeliegen, 
denn diese Prozesse scheinen einfacher erforschbar zu sein 
als andere biologische Reaktionen, an denen die Diffusion 
von Substraten und Produkten und intramolekulare Bewe- 
gungen beteiligt sind. Eine derartige Mobilitat wurde bei 
vielen Proteinen festgestellt und als wesentlich fur ihre Funk- 
tionen nachgewiesen [12, 13]. Theoretische Analysen dieser 
Reaktionen miissen Flexibilitat und LosungsmitteleinfluB in 
Betracht ziehen und lassen sich nur dann durchfuhren, wenn 
man die sehr vereinfachenden Naherungen der Molekuldy- 
namik[14, ''1 anwendet oder das System auf ein aktives Zen- 
trum aus wenigen Resten beschrankt, so darj es rnit quanten- 
mechanischen Methoden behandelt werden kann. 

Licht- und Elektroneniibertragungsprozesse scheinen ei- 
ner quantitativen theoretischen Behandlung eher zuganglich 
zu sein. Die Substrate sind masselos oder sehr klein und die 
Ubertragungsprozesse, auf die ich mich konzentrieren 
mochte, verlaufen intramolekular und weit entfernt vom Lo- 
sungsmittel. Molekiilbewegungen scheinen unwesentlich zu 
sein, wie die geringen Temperaturabhangigkeiten zeigen. Die 

[*] Die Strukturen der Reaktionszentren von Rb. sphaeroides und Rps. viridis 
sind sehr Bhnlich [6-81. Bei einem Lichtsammelprotein griiner Bakterren 
mit Bacteriochlorophyll-a kennt man zwar die Struktur [9], aber nicht die 
Funktion. Bei den Multiham-Cytochromen [lo, 111 is t  das Vorhandensein 
oder die Bedeutiing des intramolekularen Elektronentransfers unklar. 

beim Energie- und Elektronentransport mitwirkenden Kom- 
ponenten sind Cofaktoren, die in erster Naherung fur eine 
theoretische Analyse ausreichen, was die Berechnungen 
betrachtlich vereinfacht. 

1. Modelle fur den Energie- und 
Elektronentransport 

Zur Uberpriifung von Theorien des Energie- und Elek- 
tronentransports sind Modellverbindungen unentbehrlich, 
die zwar nicht unbedingt genaue Nachbildungen der biologi- 
schen Strukturen sein miissen, aber ihnen doch moglichst 
nahe kommen sollen. 

Forsters Theorie der strahlungslosen Energieubertra- 
gungr161 behandelt sowohl die FaIle starker als auch sehr 
schwacher Kopplung. Starke Kopplung fiihrt zu Spektren, 
die von denen der Einzelkomponenten stark abweichen. Bei- 
spiele sind konzentrierte Losungen oder Kristalle einiger 
Farbstoffe und das in Abschnitt 3.1 behandelte Bakterio- 
chlorophyllpaar (BC,). Die elektronische Anregung ist in 
diesen Fallen uber mehrere Molekiile delokalisiert. Eine sehr 
schwache Kopplung bewirkt nur geringe oder keine Verande- 
rungen der Absorptionsspektren, kann aber die Lumines- 
zenzeigenschaften erheblich beeinflussen. Raumlich genau 
definierte Modelle fur diesen Fall sind selten. Als Beispiele 
mogen die kontrolliert aufgebauten Farbstoffschichten von 
Kuhn und Frommherz et al. gelten[", ''I, die, wenn auch rnit 
Abweichungen, die allgemeine Giiltigkeit von Forsters Theo- 
rie belegen. 

Synthetische Modelle fur den Elektronentransport sind 
zahlreich und jungst noch durch entsprechend modifizierte 
Proteine erganzt worden [I9 - "I. Zusammenfassungen sind 
in Ubersichtsartikeln zu finden (siehe z. B.[22-291). Abbil- 
dung 1 zeigt die wesentlichen Bestandteile eines solchen Mo- 
dells: Der Donor D (der Elektronen) und der Acceptor A 
konnen durch einen verbruckenden Liganden (B) verbunden 
sein, der eine anhangende (,,pendant") Gruppe (P) enthalten 
moge. Das System ist in eine Matrix M eingebettet. 

Abb. 1. Die Bestandteile des Elektronentransportmodells. D: Donor. A :  Ac- 
ceptor, B: Brucke, P: anhingende (.,pendant") Gruppe, M:  Matrix 

Durch Modelle rnit Porphyrinen als Donoren und Chino- 
nen als Acceptoren wird das Reaktionszentrum nach- 
gebildet[30. 311.  Modelle rnit Peptiden als verbriickenden Li- 
 gander^'^^' interessieren besonders im Zusammenhang mit 
den Blauen Oxidasen. Zu beachten ist auch der EinfluB der 
anhangenden Gruppen (P), die nicht unmittelbar im Elek- 
tronentransportweg liegen, im Hinblick auf den unbenutzten 
Elektronentransportzweig des Reaktionszentrums und die 
Blauen Oxidasen. Natiirlich sind die biologischen Systeme 
erheblich komplizierter als die synthetischen Modelle, da die 
Proteinmatrix sowohl inhomogen als auch individuell ver- 
schieden ist. Dennoch bilden Theorie und Modelle den Rah- 
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men, in welchem die Faktoren zu beschreiben sind, die den 
Transport von Anregungsenergie und Elektronen sowie kon- 
kurrierende Prozesse beherrschen. 

1.1. Determinanten des Energie- und 
Elektronentransportes 

Die wichtigsten Faktoren sind in Tabelle 1 zusammenge- 
fafit. Sie konnen aus der Forster-Theorie und Varianten der 

rungs- und Tunnelbarrieren und kann somit ,,Triebkmft" 
und Geschwindigkeit erhohen. Die Energieubertragung 
hangt auch vom Medium ab;  in Medien mit hohem Bre- 
chungsindex ist sie weniger giinstig. 

Konkurrenzprozesse zur erwunschten Ubertragung von 
Energie und Elektronen aus angeregten Zustlnden ,,lauern" 
iiberall (Tabelle 2). Sie werden durch hohe Ubertragungsge- 

Tabelle 2. Mit der Ubertragung von Anregungsenergie und Elektronen kon- 
kurrierende Prozesse. 

Tabelle 1. Geschwindigkeitsbestimmende Faktoren der Ubertragung von An- 
regungsenergie und Elektronen. 

iibertrdgnng von Anregungsenergie 
D* + A + D  + A *  
(sehr schwache Kopplung) 

Ubertragung von Anregungsenergie 
D* + A + D  + A* 
(sehr schwache Kopplung) 

Elektronenubertragung vom 
angeregten Zustand 
D* + A - D t  + A -  
und vom Grundzustand 
D -  + A +  D + A -  

Abstand und Orientierung (Kopp- 
lung angeregter Zustinde); 
spektrale Uberlappnng der 
Emission nnd Absorption 
von D und A;  
Brechungsindex des Mediums 
Abstand und Orientierung 
(Elektronenkopplung, Orbital- 
Uberlappung); Anderung der Freien 
Energie ("Triebkraft") ; 
Umlagerung von D und A ;  
Orientierungspolarisation 
des Mediums 

Marcus-Theorie[261 fur die Ubertragung von Anregungs- 
energie bzw. Elektronen abgeleitet werden. Diese theoreti- 
schen Verfahren wiederum lassen sich aus klassischen Be- 
trachtungen oder Fermis Goldener Regel mit geeigneten 
Nlherungen (siehe z. B.[331) herleiten. Die Ubertragung von 
Anregungsenergie und Elektronen hangt von der rlumlichen 
Anordnung der Donoren und Acceptoren ab. Anregungs- 
energie kann iiber grol3e Entfernungen iibertragen werden, 
wenn die Ubergangsdipolmomente giinstig ausgerichtet 
sind. Fur schnelle Elektroneniibertragung miissen sich die 
Orbitale geniigend iiberlappen. Elektroneniibertragung iiber 
groRe Entfernungen erfordert deshalb eine Reihe eng be- 
nachbdrter Ubertrager rnit tiefliegenden unbesetzten Mole- 
kiilorbitalen oder geeignete Briickenliganden zwischen Do- 
nor und Acceptor. Diese Liganden konnen aktiv am 
Ubertragungsprozelj teilnehmen, und zwar iiber radika- 
lische Zwischenzustande (chemischer Mechanismus) oder 
durch Resonanzphanomene, wobei sich das Elektron zu kei- 
ner Zeit gebunden am Liganden befindet[341. Die spektrale 
Uberlappung bei der Energieiibertragung und die ,,Trieb- 
kraft" (Potentialdifferenz) bei der Elektronenubertragung, 
die fur die Ubertragungsgeschwindigkeit wesentlich sind, 
werden vor allem durch die chemische Natur der Donoren 
und Acceptoren bestimmt und durch deren raumliche An- 
ordnung beeinflufit. Die Umgruppierung der Atome von 
Donoren, Acceptoren und umgebendem Medium beim 
Elektroneniibergang ist ein wichtiger Faktor, der sich aber in 
einem kornplexen Proteinsystem selbst qualitativ nur schwer 
bestimmen 1aRt. Wir beobachten jedoch, dalj das Protein im 
allgemeinen die Donoren und Acceptoren fest und starr bin- 
det, so daB der Umgruppierungseffekt der Reaktanten klein 
ist. Polare Gruppen in der Umgebung konnen einen schnel- 
len Elektroneniibergang infolge ihrer Reorientierung ver- 
langsamen. Allerdings beeinfluBt eine polare Umgebung 
auch die Energiebilanz durch die Stabilisierung von Ionen- 
paaren (D' A-)  oder durch die Erniedrigung von Aktivie- 

Elektronenubertragung vom 
angeregten Zustand 
D * f A - D +  + A -  

und vom Grundznstand 
D -  + A - D  + A- 

Strahlungslose Relaxation von D* 
durch Photoisomerisierung und an- 
dere Konformationsinderungen; 
Protonentransfer vom angeregten 
Zustand; Spinumkehr; chemische 
Reaktionen von D*, A*. D', A -  
rnit der Matrix; Fluoreszenzstrah- 
lung von D* 
Energieubertragung; die oben ange- 
fuhrten Prozesse; Riickreaktion in 
den Grundzustand D, A 

schwindigkeiten und eine starre Konformation der Cofakto- 
ren im Proteinverband meistens vermieden. 

Ich werde diese Faktoren spater im Zusammenhang rnit 
den biologischen Strukturen besprechen. 

2. Die Rolle der Cofaktoren 

Die naturlich vorkommenden Aminosauren sind fur 
sichtbares Licht durchlassig und scheinen auch, rnit Ausnah- 
me von Tyrosin, als Einelektroneniibertrager ungeeignet zu 
sein. Tyrosinradikale sind im Photosystem I1 als angeregte 
Zwischenzustande Z * und Donoren D* identifiziert worden, 
die an der Elektronenubertragung vom wasserspaltenden 
Mangan-Protein-Komplex zum photooxidierten P,,,+ be- 
teiligt sind (Ubersichten ~ i e h e ' ~ ~ .  361). Ihre Identifizierung 
wurde durch die Beobachtung erleichtert, daB Tyr L162 im 
bakteriellen Reaktionszentrum in der kiirzesten Verbindung 
von Cytochrom zum Bakteriochlorophyllpaar (BC,,) 
liegtr3" (siehe Abschnitt 3.2.2.2 und Abb. 1Oc). Im bakte- 
riellen System wird aber kein Tyrosinradikal erzeugt, da das 
Redoxpotential von P,,,+ nicht ausreicht. 

In biologischen Systemen dienen somit im allgemeinen 
Cofaktoren, d .  h. Pigmente und Metall-Ionen, als Accepto- 
ren fur Lichtenergie und als redoxaktive Elemente. 

Abbildung 2 ist eine Aufstellung der Pigmente und Metall- 
cluster, die im folgenden besprochen werden : die Gallen- 
farbstoffe Phycocyanobilin und Biliverdin IXy in den 
Lichtsammelkomplexen, Bakteriochlorophyll-b, Bakterio- 
phaophytin-b und die Chinone im Reaktionszentrum der 
Purpurbakterien sowie die Kupferzentren in den Blauen 
Oxidasen. 

Wahrend das allgemeine Verhalten der Protein-Pigment- 
Komplexe durch die physikalisch-chemischen Eigenschaften 
dieser Cofaktoren bestimmt wird, iibt der Proteinanteil einen 
entscheidenden EinfluB auf die spektralen Eigenschaften 
und die Redoxeigenschaften aus. 
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Ahb. 2. Die Cofaktorcn in Phycocyanin (PC), Bilin-bindendem Protein (BBP). Ascorhdt-Oxidase (AO) und dem Reaktionsientrum (RC) dei- 
Purpurbakterien. Phycocyanobilin ist in Phycocydnin (PC) iiber Thioetherhindungen kovalent an das Protein gebunden. Biliverdin IXy ist 
nichtkovalent mit dern Protein BBP verknupft. Die Typ-1-, Typ-2- und Typ-3-Kupfer-lonen sind durch Koordination mit den angegebenen 
Aminosiiureresten mit dem En7ym A 0  verbunden. Vier Molekule Baktcriochlorophyll-b (BChl-b) und iwei Molekiile Bakteriophiophytin-h 
(BPh-b) sind a n  das Reaktionsrentrum (RC)  der Purpurbakterien gebunden. Ein Paar BChl-b dient als primirer Elektronendonor. ein 
Mcnachinon-Y (QM) als primirer und ein Ubichinon-9 (Q")  als sekundiirer Elektronenacceptor. Die vier HPnigruppen sind durch Thioether- 
hindungen an  Cytochrom c gebunden. 

3. Die Rolle des Proteins 

Fur den Einfluf3 des Proteins auf die Eigenschaften der 
funktionellen Protein-Cofaktor-Komplexe gibt es eine 
Rangfolge, die in Tabelle 3 aufgefuhrt ist. Die genannten 

Tabelle 3. Rangordnung der Protein-Cofaktor-Wechselwirkungen. 

1 .  EinlluB au f  Konfiguration iind Konformation der Cofaktoren durch 
Art und Gestalt dcr Liganden (das Protein als viriiihniger Ligund) 

2 .  Bcstimmung der riumlichen Anordnung von Cofaktorgruppen (das 
Protein als Gerirsf) 

3. Das Protein als Mrdilium 

4. Verniiltlung der Wechselwirkung m i l  anderen Komponenten in1 uherge- 
ordneten biologischen System 

Wechselwirkungen unterscheiden sich in den verschiedenen 
Systemen und sollen jeweils dort beschrieben werden, ausge- 
nommen Punkt I ,  da  Proteine in ihrer Wirkung als vielzah- 
nige Liganden Gemeinsamkeiten zeigen, die einem ,,rack- 
Mechanismus" zugeschrieben werden konnen. 

3.1. Das Protein als vielzahniger Ligand 

Der Begriff ,,rack-Mechanismus" wurde von Lumry und 
Eyring I3'] sowie Grey und M a l m ~ t r o m ~ ~ ~ ~  eingefuhrt, uin 
ungewohnliche Reaktivititen, spektrale Eigenschaften und 
Redoxeigenschaften von Cofaktoren durch die Verzerrun- 
gen zu erklaren, die vom Protein erzwungen werden. 

Durch einen Vergleich isolierter und proteingebundener 
Gallenfarbstoffe 15Dt sich dieser Effekt demonstrieren. Iso- 
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Abb. 3. Die Tetrapyrrolstrukturen der Cofaktoren Biliverdin IXy in BBP und 
Phycocyanobilin in PC und ihre optischen und Circulardichroismusspektren 
[42,44]. Absorptions- (----) und CD-Spektrum (- - -) von BBP; Absorptions- 
(+) und CD-Spektrum (--) von PC. 

lierte Gallenfarbstoffe bevorzugen in Losung und im Kristall 
eine makrocyclische helicale Anordnung mit der Konfigura- 
tion ZZZ und der Konformation syn,syn,syn und zeigen eine 
schwache Absorption im sichtbaren Bereich sowie eine ge- 
ringe F l u o r e ~ z e n z q u a n t e n a u s b e u t e [ ~ ~ - ~ ~ ~ .  Als Cofaktoren 
an lichtsammelndes Phycocyanin gebunden absorbieren und 
fluoreszieren sie jedoch sehr stark im Sichtbaren (Abb. 3).  
Die fur die Lichtsammelfunktion unentbehrliche Auxochro- 
mie ist eine Folge der energetisch ungiinstigen gestreckten 
Gestalt des Chromophors, dessen ZZZ-Konfiguration und 
anti,syn,anti-Konformation durch enge polare Wechselwir- 
kung mit dem Protein stabilisiert ~ i r d [ ~ ~ - ~ ~ ~  (Abb. 4). Be- 
sonders bemerkenswert ist ein an die zentralen Pyrrolstick- 
stoffatome gebundener Asparaginsaurerest (hier A 87), der 
bei allen Pigmentbindungsstellen erhalten ist. Er beeinflufit 
die Protonierung, die Ladung und die spektralen Eigenschaf- 
ten des Tetrdpyrrolsystems. Eine feste Bindung verhindert 
auch die Deexcitation durch Konformationsanderungen. 
Die in Abbildung 3 als reprasentativ fur ein freies Pigment 
gezeigte Struktur von Phycocyanobilin ist tatslchlich in ei- 
nem Bilin-bindenden Protein aus Insekten gefunden wor- 
den[4',42]. Dieses Protein hat eine andere Funktion und be- 
vorzugt die Konformere niedriger Energie. Die offenkettigen 
Tetrapyrrolbiline sind konformationell anpassungsfahig, ei- 
ne Eigenschaft, die sie zu geeigneten Cofaktoren fur unter- 
schiedliche Zwecke macht. 

Das cyclische Bakteriochlorophyll im Reaktionszentrum 
der Purpurbakterien ist zwar geometrisch weniger anpas- 
sungsfahig, reagiert aber auch auf die Umgebung durch Ver- 
biegen und Verdrillen des Makrocyclus. Dies mag eine der 
Ursachen fur die spater zu besprechenden unterschiedlichen 
Elektronenubertragungseigenschaften der beiden Pigment- 
zweige im Reaktionszentrum sein (vgl. Abschnitt 3.2.2.2). 
Der tiefgreifende EinfluB des Proteins auf das Pigmentsy- 

Abb. 4. Stereozeichnung des Phycocyanobilins AS4 (dicke Bindungen) und seiner Proteinumgebung (diinne Bindungen). 
Alle polaren Gruppen des Bilins, ausgenommen jene des terminalen D-Pyrrolringes, sind durch Wasserstoff- und Salzbriicken 
an Proteingruppen gebunden [44]. 
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A tnm) - 
Abb. 5. Steieozeichnung des Speziellen Paares BCp im Reaktionszentrum [47], das die Hauptursache fur die spektralen Ande- 
rungen und die langwellige Absorption des Reaktionszentrums von Rps. viridis (- - -) gegenuber dem Spektrum von Bacterio- 
chlorophyll-b (BC) in Etherlosung ( -) ist (Spektren nach [48]). 

stem des Reaktionszentrums lafjt sich aber besonders an des- 
sen Absorptionsspektrum erkennen, das von den summier- 
ten Spektren der Einzelkomponenten abweicht (Abb. 5) .  
Das Protein bindet ein Paar Bakteriochlorophyll-b-Molekii- 
le (BC,) derart, dafj es zu einer starken Wechselwirkung 
zwischen den beiden Molekulen uber die Pyrrolringe I, die 
Acetylsubstituenten und die zentralen Mg-Ionen kommt[471. 
Die Ausrichtung der Ubergangsdipolmomente und die star- 
ke Anniherung bewirken eine excitonische Kopplung, die 
zum Teil die langwellige Absorptionsbande P,,, erklirt 1491. 

Noch starker ist die Veranderung der optischen Spektren 
von blauen Kupferproteinen, wenn man sie mit denen von 
Kupfer(ll)-Ionen in normaler tetragonaler Koordination 
vergleicht (Abb. 6). Das Redoxpotential ist ebenfalls erhoht, 
und zwar auf etwa 300-500mV gegeniiber 150mV fur 
Cu2 f(aq)[5'1. Diese Effekte werden durch die verzerrte te- 
traedrische Koordination des Typ-I -Kupfers (eine gespannte 
Konformation, die den Kupfer(1)-Zustand stabilisiert) und 
einen Charge-Transfer-Ubergang von einem als Ligand 
gebundenen Cystein-S - - Cu2+ v e r ~ r s a c h t [ ~ ~ -  521. 

Die vorgestellten Beispiele zeigen, wie das Protein die 
Cofaktoren durch verschiedene Mechanismen beeinflufjt: 
durch Stabilisierung instabiler Konformationen und ge- 
spannter Geometrien der Liganden sowie durch Bildung von 
Kontakten zwischen den Pigmenten, die zu starker elek- 
tronischer Wechselwirkung fiihren. In zweiter Stufe dient das 
Protein als Gerust zur Fixierung von Systemen von Cofakto- 
ren, zwischen denen Energie oder Elektronen iibertragen 
werden. 

3.2. Das Protein als Geriist 

3.2.1. Lichtsammeln duvch Phycobilisome 

Die wenigen rnit dem Reaktionszentrurn verkniipften Pig- 
mentmolekule wiirden nur einen geringen Teil des Sonnen- 
lichtes absorbieren. Darum sind die Reaktionszentren rnit 
Lichtsammelsystemen (LHC) assoziiert, die in der photosyn- 
thetischen Membran liegen oder mit der photosynthetischen 
Membran verbundene Schichten oder antennenartige Orga- 

Abb. 6. Stereozeichnung des Typ-1-Kupfers und seiner Liganden in der Ascorbat-Oxidase (AO). Das Kupfer ist mit His A446, His A 513, Met A518 und Cys A 508 
koordiniert [SO]. Das Absorptionsspektrum des ..bIauen" Kupfers in den Kupferproteinen (-) wird mit dem Spektrum yon normalem tetragonalem Kupfer (- - -) 
verglichen (Spektren nach [51]). 
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nellen bilden. Cyanobakterien enthalten Lichtsammelsyste- 
me, die Phycobilisome (PBS), als Organellen an der Auljen- 
seite der Thylakoidmembran. Diese absorbieren Licht 
kiirzerer Wellenlange als die Photosysteme I und I1 und nut- 
zen somit einen breiteren Spektralbereich des Sonnenlichts 
(Abb. 7). Die Phycobilisome sind aus Komponenten rnit fein 
abgestimmten spektralen Eigenschaften zusammengesetzt, 
so dalj die Lichtenergie entlang einem Energiegradienten 
zum Photosystem I1 geleitet wird. 

3.2.1.1. Der Aujbau der Phycohilisome 

Die Phycobilisome bestehen aus Biliproteinen und Linker- 
Polypeptiden. Biochemische und elektronenmikroskopische 

ben ahnliche Strukturen rnit acht a-Helices (X,Y,A,B,E,F, 
G,H: siehe Abb. 13). A 84 and B 84 befinden sich in der Helix 
E und B155 in der G-H-Schleife. Die a-Helices X und Y 
bilden ein hervorstehendes antiparalleles Paar, das zum Auf- 
bau der (ap)-Einheit erforderlich ist. 

Isoliertes Phycocyanin ergibt (aS),-Trimere mit C,-Sym- 
metrie und (up),-Hexamere rnit D,-Symmetrie aus Kopf- 
Kopf-verbundenen Trimeren (Abb. 8). Der Kontakt zwi- 
schen den Trimeren wird ausschlieljlich von den a-Unter- 
einheiten vermittelt, die durch ein kompliziertes Netzwerk 
polarer Bindungen miteinander verkniipft sind. Die Stape- 
lung der Hexamere kommt im Kristall (und in den nativen 
PBS-Stabchen) durch die P-Untereinheiten z ~ s t a n d e [ ~ ~ ] .  

I 
I PE , I PC , LHa 

, Sor 

A L H b  , , P W O ,  , pa70 , 
Car ,PSI1 I PSf 1 I p960 , 

I I I 1 I I I I I 
300 400 500 600 700 800 900 loo0 1100 

Xtnrn) - 
Abb. 7. Schematischer Aufbau eines typischen Phycobilisoms (PBS) mit der Anordnung der Komponenten und der mutmafllichen riumlichen 
Beriehung zum Thylakoid und zum Photosystem II  (PS 11; Ubersichten siehe [53. 541). Die als PS I1 bezeichnete Komponente in der Abbildung 
sol1 das PS I1 und die Anheftungsstelle des PBS darstellen. AuDerdem sind die Hauptabsorptionsbanden der photosynthetischen Protein-Cofak- 
tor-Komplexe aus Organismen rnit Photosynthese eingezeichnet. Die PBS-Komponenten absorbieren unterschiedlich, um einen breiten Spektral- 
bereich abzudecken und den Energieflul? vom Phycoerythrocyanin (PEC)/Phycoerythrin (PE) uber das Phycocyanin (PC) und Allophycocyanin 
(APC) zum PS I1 L U  ermoglichen (Abkiirzungen siehe FuBnote [***I rur Einleitung). 

S t ~ d i e n [ ' ~ -  "I fuhrten zum Modell eines Phycobilisoms 
(PBS) rnit halbkreisformigem Querschnitt, das in Abbil- 
dung 7 dargestellt ist. PBS-Stabchen sind aus Phycoerythrin 
(PE) oder Phycoerythrocyanin (PEC) und Phycocyanin (PC) 
zusammengesetzt, das rnit einem inneren Kern aus Allophy- 
cocyanin (APC) verbunden ist. APC liegt an der photosyn- 
thetischen Membran und dicht beim Photosystem I1 (Uber- 
sicht ~ i e h e ' ~ ~ ] ) .  Die PC-Komponente besteht aus a- und 
S-Proteinuntereinheiten, die scheibenformige (ap),-Aggre- 
gate rnit den Abmessungen 120 8, x 60 8, bilden (Ubersich- 

Kristallographische Analysen haben ein detailliertes Bild 
der PC- und PEC-Komponenten ergeben[44-46, 64, . D' ie 
Homologie in den Aminosluresequenzen weist darauf hin, 
daR alle Komponenten lhnliche Strukturen haben. 

ten ~ i e h e [ ' ~ - ~ ~ ]  1. 

3.2.1.2. Die Struktur des Phycocyanins 

Die a- und p-Untereinheiten des Phycocyanins (PC) (aus 
Mastigocladus laminosus) bestehen aus 162 bzw. 172 Amino- 
saureresten. Die Phycocyanobilinchromophore (vgl. Abb. 2) 
sind fiber Thioetherbindungen Cysteinresten in Posi- 

Untereinheit (B 155) verkniipft r661. Beide Untereinheiten ha- 

Abb. 8. Stereozeichnung der Polypeptidkettenfaltung eines (ci!3)6-Hexamers 
von Phycocyanin (PC) in Richtung der Scheihenachse gesehen (oben). Das 

84 Ketten (A 84, 84) Position 155 der P- Schema (unten) relgt die Packung der Untereinheiten des Hexamers in Seiten- 
ansich t . 
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3.2.1.3. Die oligomeren Aggregate: 
Spektrale Eigenschafien und Energieiibertragung 

Die spektralen Eigenschaften der Biliproteine - Absorp- 
tion und Fluoreszenzquantenausbeute ~ hangen vom Aggre- 
gationszustand ab. Das Absorptionsspektrurn der (uP)-Ein- 
heit von Phycocyanin gleicht den sunmierten Spektren ihrer 
Bestandteile; allerdings ist die Fluoreszenzquantenausbeute 
etwas erhoht. Die Trimerbildung fiihrt zu Rotverschiebung 
sowie erhohter Absorption und Fluoreszenzquantenausbeu- 
te167- 681 (Ubersicht siehel"]). Bei den (up),-Komplexen ist 
die Fluoreszenz weiter verstarkt und das Absorptionsspek- 
trum weiter verandert [ 6 9 1 .  

Diese Beobachtungen konnen durch die Struktur der Ag- 
gregate erklart werden. Die Bildung der (uP)-Einheiten ver- 
iindert die Umgebung der Chromophore nur geringfiigig. Sie 
bleiben mit Abstanden > 36 A noch recht weit voneinander 
entfernt (Abb. 9a). Bei der Trimerbildung wird die Umge- 
bung des Chromophors A 84 entscheidend verandert, da  ihm 
der Chromophor B 84 einer symmetrisch verbundenen Ein- 
heit nahekommt (Abb. 9a,  oben). Im Hexamer (Abb. 9a, 
Mitte) erfolgt eine paarweise starke Wechselwirkung zwi- 
schen A 84 und B 155 der gestapelten Trimere. AuBerdem 
werden mit zunehmender GroBe der Aggregate die Molekiil- 
strukturen immer starrer, wie an den Kristallen der trimeren 
und hexameren Aggregate zu erkennen ist[44,461. Diese Rigi- 
ditit verhindert Deexcitation durch Isomerisierung und 
erhoht so die Quantenausbeute der Fluoreszenz. 

Die Chromophore konnen in die Untergruppen der s- 
(sensibilisierenden) und f- (fluoreszierenden) Chromophore 
eingeteilt werden["- " I ,  Die s-Chromophore absorbieren an 
der langwelligen Flanke der Absorptionsbande und iibertra- 
gen die Anregungsenergie schnell auf f-Chromophore. Die- 
ser Ubergang ist rnit einer Depolarisation ~ e r b u n d e n [ ~ ~ ] .  Bei 
der Anregung an der langwelligen Flanke (f-Chromophore) 
findet dagegen nur eine geringe Depolarisation statt. Offen- 
bar wird die Anregung entlang von Stapeln ahnlich ausge- 
richteter f-Chromophore iibertragen (Abb. 9a,  unten)[731. 
Die Zuordnung der Chromophore zu s und f gelang durch 
Spektroskopie an verschiedenen Aggregaten[681, durch che- 
mische Modifikation auf der Grundlage der Raurnstruk- 
t ~ r [ ' ~ '  und endgiiltig durch Messung des Lineardichroismus 
und der Fluoreszenzpolarisation an Einkristallen Dem- 
nach ist B 155 der s-, B84 der f- und AS4 der intermediare 
Chromophor. 

Die Lichtenergie wird sehr schnell innerhalb von 50 bis 
100 ps von den Spitzen bis zurn Zentrum der Phycobilisome 
iibertragen (Ubersichten siehe[60%73x 76-801) .  Die Ubertra- 
gungszeiten sind um mehrere GroBenordnungen kurzer als 
die Eigenfluoreszenzlebensdauern der isolierten Komponen- 
ten['?. 701. Da die Abstinde zwischen den Chromophoren 
innerhalb und zwischen den Hexameren zu groB fur eine 
starke (excitonische) Kopplung sind, erfolgt die Energie- 
ubertrdgung durch induktive Resonanz. Ein Forster-Radius 
von etwa SO A wurde von Crabowski und Gantt vorge- 
schlagen. Die von Sclrirmer et aLCs4' ermittelten Orientierun- 
gen und Abstlnde der Chromophore waren die Grundlage 
fur die Berechnung der Energieiibertragungsgeschwindigkei- 
ten in Abbildung 9a. Sie zeigt die bevorzugten Energieiiber- 
tragungswege in den (uP)-Einheiten, den (up),-Trimeren, 
den (up)6-Hexameren und den gestapelten Scheiben als Mo- 
dell fur native Antennenstabchen. Danach sind die Chromo- 

h 

I- 
A l = A 8 4 .  81.884, 82 '8155  

n 

8 
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- s-Chromophore 

C* f -Chromophore 

0 - a-Chromophore 

Abb. 9a .  Anordnung der Chromophore und bevorzugte Energieubertrdgungs- 
wege in den (ag),-Trimeren (ohen), den (ap),-Hexameren (Mitte) und den He- 
xarnerenstapeln von Phycocydnin (PC) (ndch Tabelle 10 atis [441). Im Trimer 
sind die genauen Strukturen der Chromophore eingezeichnet, sonst nu r  die 
Richtungen ihrer Ubergangsdipole. Trimer und Hexamer sind in Aufsicht (in 
der Scheibenachse) und der Hexamerenstapel in Seitenansicht (senkrecht dam) 
dargestellt. Fur den Hexainerenstapel sind nur die interhexameren Uberginge 
angegeben (tinten). Die Kopplungsstbrke wird durch die Dicke der Linien aus- 
gedriickt. Die Ubergangswege in und zwischen den Trimeren sind durch ausge- 
zogene b7w. gestrichelte Linien dargestellt. 
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phore der (c@)-Einheit nur sehr schwach initeinander gekop- 
pelt. Dennoch findet eine gewisse Energieiibertragung statt, 
vermutlich zwischen B 155 und B 84, wie Polarisationsmes- 
sungen zeigen['*% 8 2 ] .  Die Trimerbildung fiihrt zu einer star- 
ken Kopplung zwischen A84 und B84, wahrend B 155 nur 
wenig beteiligt ist. Im Hexamer ergeben sich viele zusatzliche 
ijbertrdgungswege; B 155 1st nun wirkungsvoll gekoppelt. 
Die Hexamere sind offensichtlich die funktionellen Einhei- 
ten, da die Energie auf die zentralen f-Chromophore, die die 
Hexamerenstapel miteinander koppeln, konzentriert werden 
kann. Kinetische Studien["0~68~73~s31 haben das Bild des 
Energietransportes entlang der Stabchen als eine Zufallsbe- 
wegung (begrenzt durch Einfang oder Diffusion) entlang ei- 
ner eindimensionalen Anordnung von f-Chromophoren be- 
statigt. Sauer et al.[841 konnten die beobachteten Energie- 
iibertragungskinetiken in Phycocyanin-Aggregaten unter 
Verwendung der raumlichen Strukturen erfolgreich mit dem 
Forster-Mechanismus simulieren. Die Phycoerythrocyanin- 

I I 

teine bestehen aus 336, 273, 323 bzw. 258 Aminosiurere- 
''3 8 9 1 .  Das c-Typ-Cytochrom enthalt vier Hamgrup- 

pen, die iiber Thioetherbindungen kovalent gebunden sind. 
Die Cofaktoren sind vier Bakteriochlorophyll-b (BC,, , 

BC,,, BC,, , BC,,), zwei Bakteriophaophytin-b (BP,, 
BP,), ein Menachinon-9 (Q,) und eiii Eisen(r1)-Ion, das am 
Elektronentransport beteiligt ist. Ein zweites Chinon (Ubi- 
chinon-9, UQ, QB), ebenfalls ein Bestandteil des funktio- 
nellen Komplexes, geht wahrend der Aufarbeitung und Kri- 
stallisation des Reaktionszentrums teilweise verloren. 

3.2.2.2. Die Anordnung der Chromophore und 
der Elektronentransport 

Die Chromophore sind in L- und M-Zweigen angeordnet, 
die beim Bacteriochlorophyllpaar (BC,) zu'sammentreffen 
und iiber eine Achse angenahert zweizahliger Symmetrie in 

Komponente an den Spitzen der Phycobilisom-Stabchen ist 
Phycocyanin auljerordentlich ahnlich[64, 651. Ihr Chromo- 
phor fur kurzwelliges Licht, A 84, liegt an der Peripherie (vgl. 
Abb. 10a) ebenso wie die zusatzlichen Chromophore von 
Phycoerythrin, das ebenfalls ein Bestandteil der Antennen- 
spitzen ist (Abb. 9 b). 

Die Phycobilisomenstlbchen wirken als Lichtsammler 
und Energieverdichter von den auheren zu den inneren 
Chromophoren hin, das heiht, als Trichter der Anregungs- 
energie, die von auDen nach innen und von oben nach unten 
geleitet wird. 

Die Linker-Polypeptide modulieren die funktionellen Ei- 
genschaften der Aggregate. Es wird angenommen, dal3 einige 
dieser Proteine im zentralen Kana1 der Hexamere liegen, wo 
sie B 84 beeinflussen konnen. 

3.2.2. Elektronentransport im Reaktionstentrum[*' 

3.2.2. I .  Der Aufhau des Reaktionszentrums'**' 

Das Reaktionszentrum von Rps. viridis besteht aus einem 
Komplex der vier Proteinuntereinheiten C, L, M, H und 
Cofaktoren. Die Anordnung zeigt Abbildung 10a. Die Pro- 

Ahb. 9 b. Modell des (r*&Trimers von Phycoerythrin (PE) auf 
der Grundlage der Struktur yon Phycocyanin (PC). Die Lage 
der zusatzlichen Phycoerythrobiline ist durch Pfeile gekenn- 
zeichnet. 
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[*] Einen Uherhlick zur Historie der Konzepte und Erkenntnisse iiber das 
Reaktionszentrum der Purpurbdkterien gibt Parson [ 8 5 ] .  

[**I Die elektronenmikroskopisch ermittelte Lage des Redktionszentrums in 
der Thylakoidmembran von Rps. virtdis wird von SlnrX- et al. [86] beschrie- 
hen. 

Abb. 10a. Das Strukturschemd des Redktionszentrums von Rps. ~.ir idi .~ zeigt 
das System der Cofaktoren, den Umril3 der Proteinuntereinheiten (C, L, M, H), 
die Halhwertszeiten der Elektroneniihergange und die Redoxpotentiale defi- 
nierter Zwischenprodukte (Literaturzitate siehe Ahschnitt 3.2.2.2; Abkiirzun- 
gen siehe FuDnote [***I zur Einleitung). 
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Beziehung ~tehen[~ ' ] .  Diese Achse steht senkrecht auf der 
Membranebene. 

Wlhrend viele optische Eigenschaften des Pigmentsy- 
stems auf der Grundlage der Raumstruktur recht gut ver- 
standen werden [491, trifft dies fur den Elektronentransport 
nicht zu. Die Loschung der optischen Anregung des Bakte- 
riochlorophyllpaars (BC,) erfolgt durch Elektronenuber- 
tragung zu Bakteriophlophytin (BP,) innerhalb von 3 ps 
und weiter zum primlren Acceptor QA in etwa 200 ps. Der 
Transfer wird durch den Redoxpotentialgradienten zwischen 
P*/P' (etwa -760 mV) und QA/QA (etwa - 110 mV) ge- 
steuert. Das Redoxpotential von BP,/BP, liegt rnit etwa 
-400 mV dazwischeni'0~'9]l. In Abbildung 10a sind diese 
Funk tionsdaten zusammengefaljt. Allgemeine Faktoren, die 
die Ubergangsgeschwindigkeit bestimmen, sind in Tabelle 1 
zusammengestellt und werden hier fur das Reaktionszen- 
trum spezifiziert. 

Ein schneller Elektronentransport erfordert Uberlappung 
der Molekiilorbitale. Die Orbitalwechselwirkung nimmt ex- 
ponentiell rnit dem Abstand zwischen Donor und Acceptor 
a b  und ist bei Abstanden iiber etwa 10 A bereits sehr ge- 
ring[293 'Ool. Im Reaktionszentrum ist der Abstand zwischen 
BC, und Q, vie1 zu groR fur einen schnellen direkten Elek- 
tronentransport; statt dessen nimmt das Elektron einen uber 
BP, fiihrenden Weg. BP, ist ein spektroskopisch und kine- 
tisch gut charakterisiertes Zwischenprodukt. Obwohl es 
zwischen BC, und BP, liegt, ist BC, kein Zwischenprodukt, 
sondern wahrscheinlich durch einen ,,Superdustausch"- 
Mechanismus, der eine starke quantenmechanische Kopp- 
lung vermittelt, am Elektronentransport beteiligt (['01], 

Uberblick siehe['"]). Der Abstand zwischen BP, und QA 
scheint groR fur einen schnellen Transport zu sein. Tat- 
slchlich wird im L-Zweig des Pigmentsystems diese Lucke 
durch die aromatische Seitenkette von TrpM250 iiberbruckt 
(Abb. I0 b)i37, **I, die eine Kopplung uber geeignete Orbitale 

durch die chemische Natur der Komponenten, geometrische 
Faktoren und die Umgebung (Losungsmittelpolaritat) be- 
stimmt wird. Sie hiingt vom Ionisationspotential des Donors 
im angeregten Zustand, von der Elektronenaffinitlt des Ac- 
ceptors und von der Coulomb-Wechselwirkung des Radikal- 
ionenpaares ab. Letztere ist wahrscheinlich klein, da Donor 
und Acceptor (BC, und Q, im RC) weit voneinander ent- 
fernt sind. Der EinfluB der Umgebung bei der Stabilisierung 
des Radikalionenpaares durch Ionenwechselwirkung und 
Wasserstoffbruckenbindungen kann erheblich sein. AG ist 
ein wichtiger Faktor der Aktivierungsenergie des Elektro- 
nentransports. Ebenso wichtig ist die Umgruppierung der 
Reaktanten und der Umgebung, die rnit der Ladungsentste- 
hung an Donor und Acceptor einhergeht. Diese Anderungen 
sind im Reaktionszentrum wahrscheinlich klein, da die Bak- 
teriochlorophyll-Makrocyclen ziemlich starr in das Protein 
eingebunden sind und die Ladung iiber das ausgedehnte aro- 
matische Elektronensystem verteilt ist. Bewegliche dipolare 
Gruppen (Peptidgruppen und Seitenketten) konnen erheb- 
lich zur Energiebarriere des Elektronentransports beitragen. 
Andererseits stabilisiert eine Matrix mit hoher elektronischer 
Polarisierbarkeit die entstehende Ladung im Ubergangszu- 
stand der Reaktion und vermindert die Aktivierungsenergie. 
Man kann sich auch vorstellen, dalj die Potentialenergiebar- 
riere fur ein tunnelndes Elektron erniedrigt wird. Aroma- 
tische Verbindungen, die solche Eigenschaften haben, treten 
im Reaktionszentrum gehauft in der Umgebung der Elek- 
tronenubertriiger auf (siehe Trp M 250). 

Der Elektronentransport von P* nach QA hat eine sehr 
geringe Aktivier~ngsenergie[~'.~~.'~, 105-1081 und findet 
selbst bei 1 K statt. Thermisch aktivierte Prozesse, Kernbe- 
wegungen und StoDe sind demnach fur die ersten sehr schnel- 
len Ladungstrennungsschritte ohne Bedeutung. Die Ge- 
schwindigkeit nimmt rnit abnehmender Temperatur sogar 
geringfugig zu, entweder wegen einer Kontraktion der Pig- 

% 
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Abb. 10  b. Stereozeichnung der Anordnung von BP,, Trp M 250 und Qn im L-Zweig des Pigmentsystems des Reaktionszen- 
trums. 

vermitteln konnte. AuBerdem befindet sich die Isoprenoid- 
seitenkette von QA nahe bei BP,. Elektronentransport iiber 
lange verbindende Ketten durch Through-bond-Kopplung 
der Donor- und Acceptororbitale ist beobachtet wor- 
deni'''. lo4], doch liegen im Reaktionszentrum nur van- 
der-Waals-Kontakte vor. 

Eine zweiter wichtiger Faktor fur den Elektronen- 
transport ist die Anderung der Freien Energie (AG), die 

mentsysteme bei tiefer Temperatur oder wegen Veranderun- 
gen der Schwingungsniveaus, die zu einem giinstigeren 
Franck-Condon-Faktor fuhren konnen. 

Der Elektronentransport zwischen dem primaren und 
dem sekundaren Chinon-Acceptor Q, bzw. QB unterscheidet 
sich erheblich von den vorhergehenden Prozessen, weil er 
vie1 langsamer ist (etwa 6 ps bei p H  7 nach Curithers und 
Parson L 9 ' 1 )  und eine betrachtliche Aktivierungsenergie von 
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etwa 8 kcal mol-' hat. Bei Rps. vividis ist Q, ein Menachi- 
non-9 und Q, ein Ubichinon-9, deren Redoxpotentiale in 
Losung sich urn etwa 100 rnV unterscheiden. In anderen Pur- 
purbakterien sind Q, und Q, Ubichinone. Die fur einen 
effizienten Elektronentransport notige Redoxpotentialdiffe- 
renz wird in diesen Fallen durch die asymmetrische Protein- 
matrix erzeugt. Die Proteinmatrix ist auch fur die ganz un- 
terschiedlichen funktionellen Eigenschaften von Q, und Q, 

Der Kreislauf des Elektronentransports schlieRt sich 
durch die Ruckreduktion von BC,+ durch Cytochrom c (Un- 
tereinheit C des Reaktionszentrums), wobei eine Entfernung 
von etwa 11 8, zwischen dein Pyrrolring I von Ham 3 und 
dem Pyrrolring 111 von BC,, zu iiberbriicken ist. Die Uber- 
gangszeit betrlgt 270 ns[951; der Transfer ist also betracht- 
lich langsamer als die ersten Elektronentransferschritte. Das 
dazwischenliegende Tyr L 172 (Abb. 1Oc) konnte den Elek- 

Y L 162 

Abb. 1Oc. Stereozeichnung des Hims 3 (H3) in Cytochrom c, des Speziellen Paares BCp und des dazwischenliegenden Restes 
Tyr L 162 (Y L 162) der L-Untereinheit [37]. Die His- und Met-Liganden des Eisens von H 3 und der His-Ligand des Magnesium- 
Ions von BC, sind ebenfalls eingezeichnet. 

marjgeblich. Q, nimmt nur ein Elektron auf (es entsteht ein 
Semichinon-Anion), das in Q, uberfuhrt wird, ehe der nach- 
ste Elektronentransport stattfinden kann. Q, jedoch nimmt 
zwei Elektronen auf und wird unter Bildung eines Hydrochi- 
nons protoniert, das vom Reaktionszentrum abdiffundiert 
(Z~eielektronen-Gatter[~~~]).  QR liegt nahe bei Glu L 212, 
das einen Zugang zur H-Untereinheit ermoglicht und Q, 
protonieren kann. Der Elektronentransport zwischen Q, 
und Q, findet in einer Umgebung statt, die sich erheblich von 
der Umgebung der Komponenten des primaren Elek- 
tronentransports unterscheidet. Die Verbindungslinie zwi- 
schen Q, und Q, (auf die Q,-Bindungsstelle wurde aus der 
Art der Bindung kompetitiver Inhibitoren und von Ubichi- 
non-I in Rps.-viridis-Kristallen geschlossen[371) ist durch das 
Eisen und seine fiinf koordinierenden Liganden - vier Histi- 
dinreste (M217, M264, L 190, L230) und einen Glutamin- 
saurerest (M232), ~ besetzt. His M217 bildet eine Wasser- 
stoffbriicke zu Q,. His L 190 liegt nahe bei Q,. DaR Q, und 
Q, etwa 15 A voneinander entfernt sind, mag die Ursache 
des langsamen Transportes sein. Falls Elektronentransport 
und Protonierung gekoppelt sind, konnte damit die beob- 
achtete pH-Abhangigkeit der Geschwindigkeit des Elek- 
tronentransports von QA nach Q,[llO1 erklart werden, und 
die fur den Protonentransport erforderlichen Konforma- 
tionsanderungen konnen die beobachtete Aktivierungs- 
energiebarriere verursachen. Die Funktion des geladenen 
Fe-His,-Glu-Komplexes wird bisher nur unzureichend ver- 
standen, da der Elektronentransport von Q, nach Q, auch 
ohne Eisen stattfindet [ I 1  'I; seine Rolle scheint vorwiegend 
struktureller Art zu sein. 

tronentransport zu dem weit vom Donor entfernten Acceptor 
durch elektronische Kopplung erleichtern. Die biphasische 
Temperaturabhlngigkeit weist auf einen komplizierteren Me- 
chanismus hin, bei dem bei hohen Temperaturen Umgrup- 

Die besprochenen Faktoren, die die Geschwindigkeit giin- 
stig beeinflussen, sind eine notwendige, aber nicht hinrei- 
chende Bedingung fur den Elektronentransport, der mit an- 
deren Anregungsloschprozessen konkurriert, die in Tabelle 2 
zusammengefdk sind und nun fur das Reaktionszentrum 
beschrieben werden. 

Die Energieubertragung von P* zuriick zum Lichtsammel- 
system oder auf andere Pigmente konnte durch Orientierung 
und Nahe begiinstigt werden, ist aber energetisch ungunstig. 
Das Spezielle Paar BC, absorbiert gewohnlich (aber nicht bei 
Rps. virirdis, bei dem die starkste Absorption des Reaktions- 
zentrums und des Lichtsammelsystems bei 960 bzw. 1020 nm 
liegt; siehe Abb. 7) bei grorjerer Wellenlange als andere Pig- 
mente des photosynthetischen Apparates und ist soinit eine 
Falle fur Lichtenergie. Die naturliche Lebensdauer des ange- 
regten Singulettzustandes P* betragt etwa 20 ns[1073 l 14]  und 
konnte als Abschltzung fur die Zeiten anderer verlustreicher 
Loschprozesse dienen. Zweifellos ist der Elektronentrans- 
port vie1 schneller. Strahlungsloser Energieverlust von BC; 
durch Isomerisierung und Konformationsanderungen ist un- 
wahrscheinlich, da die cyclischen Pigmentsysteme durch eine 
Vielzahl von Wechselwirkungen mit der Proteinmatrix ver- 
bunden sind. 

Die Riickreaktion P'QA zu PQ, hat eine giinstige Trieb- 
kraft (Abb. 10a) und Iauft temperaturunabhangig ab, ist 

pierungen eine Rolle spielen (Ubersichten siehe" 1 2 ,  1 3 1  ). 
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aber unter physiologischen Bedingungen langsam und be- 
deutungslos (oberblick ~ i e h e [ ~ ~ ] ) .  Die physikalische Grund- 
lage ist kuRerst interessant, aber bis jetzt noch ratselhaft. Sie 
mag mit einer Gatterfunktion von BP, zusammenhangen, 
die dadurch zustandekommt, daR sein Redoxpotential nega- 
tiver als das von Q,% ist, oder rnit elektronischen Eigenschaf- 
ten von P+ ,  die eine Ladungsruckiibertragung behindern, 
und mit Konformationsanderungen, die durch den Elek- 
tronentransport ausgelost werden. 

Ganz offensichtlich zeigt sich der tiefgreifende EinfluR der 
Proteinmatrix auf den Elektronentransport im Reaktions- 
zentrum durch die beobachtete Assymmetrie der Elek- 
troneniibertragung in den Pigmenten Bakteriochlorophyll-b 
(BC) und'Bakteriophlophytin (BP), je nachdem, ob sie dem 
L- oder dem M-Zweig angehoren. Nur der mit der L-Unter- 
einheit enger verbundene Zweig ist aktiv. Eine Erklarung 
bietet vielleicht der Befund, daR die Proteinumgebung beider 
Zweige, obwohl sie durch homologe Proteine (L und M) 
gebildet wird, durch das zwischen BP, und QA gelegene Trp 
M 250 und die rahlreichen Unterschiede in den Q,- und Qe- 
Bindungsstellen doch recht verschieden i ~ t [ ~ ' .  "I. Asymme- 
trie wird auch in1 Paar BC, selbst infolge unterschiedlicher 
Verdrillungen und Wasserstoffbriickenbindungen der beiden 
Ringsysteme und in der etwas unterschiedlichen riumlichen 
Anordnung von BC, und BP beobachtet. Man vermutet, 
daB dadurch die Freisetzung von Elektronen in den L-Zweig 
erleichtert wird" 15]. Der M-Zweig mag als anhangende 
(,,pendant") Gruppe einen Einflul3 haben. 

Die Proteinmatrix dient auch dazu, die iiberschussige 
Energie von etwa 650 mV1921 des angeregten Speziellen Paa- 
res P*Q, gegeniiber dem Radikalionenpaar P'QA abzufuh- 
ren. Diese Prozesse sind wahrscheinlich sehr schnell. 

Zusammenfassend 1aBt sich sagen, daR der sehr schnelle 
Elektronentransport von BC,* zu QA zwischen eng benach- 
barten aromatischen Makrocyclen rnit abgestimmten Re- 
doxpotentialen stattfindet. Die Proteinmatrix, in die die Pig- 
mente fest eingebettet sind, ist vonviegend mit apolaren 
Aminoslureseitenketten rnit einem hohen Anteil aromati- 
scher Reste ausgekleidet. Der Weg der Elektronen ist von der 
Wasserphase weit entfernt. 

3.2.3. Die Blauen Oxidasen 

Oxidasen ka talysieren die Reduktion von molekularem 
Sauerstoff durch Einelektronenubertragungen von Substra- 
ten. Zur Reduktion eines Sauerstoffmolekiils zu zwei Mole- 
kiilen Wasser sind vier Elektronen und vier Protonen erfor- 
derlich. Die Oxidasen benotigen Erkennungsstellen fur beide 
Substrate sowie einen Speicher fur Elektronen undioder die 
Fahigkeit. reaktive, partiell reduzierte Sauerstoffzwischen- 
produkte zu stabilisieren[' l 6  ~' 18]. 

Klassifiziert werden die ,,Blauen" Oxidasen nach den in 
ihnen enthaltenen drei Typen von Kupfer rnit bestimmten 
spektroskopischen Eigenschaften: Typ-I -Cu2+ bewirkt die 
tiefblaue Farbe dieser Proteine; T y p - 2 - C ~ ~  + oder normales 
Cu2+ hat keine erkennbare optische Absorption; die 
Typ-I - und Typ-2-Kupfer(11)-Ionen sind paramagnetisch; 
Typ-3-Kupfer absorbiert stark bei etwa 330 nm und ist 
antiferromagnetisch durch Kopplung der Spins eines Kup- 
fer(~~)-Tonenpaares. Bei Reduktion verschwinden die 
charakteristischen optischen Spektren und Elektronenspin- 
resonanzspektren. 

Untersuchungen der katalytischen Eigenschaften und Re- 
doxeigenschaften der Blauen Oxidasen sind in mehreren 
neueren Ubersichten ausfiihrlich beschrieben (z. B. fur  Lac- 
case" ''], Ascorbat-Oxidase['201, Ceruloplasmin['2'1). Zu- 
erst wird das Typ-1 -Cuz+ durch Elektronenubertragung 
vom Substrat rcduziert. Das Elektron wird weiter auf Typ-2- 
und Typ-3-Kupfer iibertragen. Das zweite Substrat, der mo- 
lekulare Sauerstoff, ist rnit den Typ-3- undioder Typ-2-Kup- 
fer-lonen verbunden 

3.2.3.1. Ascvrhat-Oxidascz: 
Aujbuu und Anordnung der Kupferzentren 

Ascorbat-Oxidase (AO) ist ein Polypeptid aus 553 Amino- 
saureresten, die zu drei eng verbundenen Domanen gefaltet 
~ i n d l ~ ~ ~ .  Die Oxidase liegt in Losung als Dimer vor; die 
funktionelle Einheit ist jedoch das Monomer. Ascorbat-Oxi- 
dase gehort zusammen rnit Laccase und Ceruloplasmin zur 
Gruppe der Blauen Oxidasen" 221. 

Strukturen von Kupferproteinen, die nur einen der ver- 
schiedenen Kupfertypen enthalten, sind bekannt : Plasto- 
cyanin hat ein ,,blaues" Typ-1-Kupfer, das rnit zwei Histi- 
dinresten und den Schwefelatomen eines Cysteins und Me- 
thionins in einer verzerrten tetraedrischen Koordination ver- 
bunden i ~ t [ ' ~ ~ ] .  Cu-Zn-Superoxid-Dismutase enthalt ein 
Typ-2-Kupfer, das vier Histidinliganden in leicht verzerrter 
quadratischer Koordination bir~den[ ' '~] .  Hamocyanin von 
Panulirus interruptus enthalt als Typ-3-Kupfer ein Paar von 
Kupfer-Ionen im Abstand von 3.4 A mit sechs Histidinligan- 
den 1' 251. 

In der Domane3 der Ascorbat-Oxidase (siehe Ab- 
schnitt 4.4) findet man ein Kupfer-Ion in stark verzerrter 
tetraedrischer Koordination, die sich trigonal-pyramidaler 
Geometrie nahert, rnit den Liganden His, Cys, His, Met, wie 
bereits in Abbildung 6 zu sehen war. Es ahnelt dem blauen 
Typ-I -Kupfer des Plastocyanins. Zwischen den Domiinen 1 
und 3 der Ascorbat-Oxidase befindet sich eine dreikernige 
Kupfergruppe (Abb. 11 a). Vier (-His-X-His-)-Aniinosaure- 
sequenzen liefern die acht Histidinliganden. Die dreikernige 
Kupfergruppe enthalt ein Kupferpaar (Cu31, Cu32) rnit je 
drei Histidinliganden (A 108, A451, A507; A64, A 106, 
A509)> die ein trigonales Prisma bilden. Es ist das Typ-3- 
Kupferpaar; eine vergleichbare Anardnung liegt in Hamo- 
cyanin vor. Das verbleibende Kupfer (Cu2) hat zwei Histi- 
dinliganden (A62, A449) und ist ein Typ-2-Kupfer. Der 
dreikernige Kupfercluster ist die Bindungsstelle des moleku- 
laren Sauerstoffs; die Einzelheiten der Struktur, einschliell- 
lich der Anwesenheit exogener Liganden, mussen noch ge- 
klart werden. Die raumliche Nachbarschaft der drei 
Kupfer-Ionen im Cluster laBt raschen Elektronenaustausch 
vermuten. Der Cluster dient als Elektronenspeicher und 
konnte als kooperativer Dreielektronendonor fur das Sauer- 
stoffmolekiil wirken, um die 0-0-Bindung irreversibel zu 
spalten. 

3.2.3.2. Intrarnolekularer Elektronentransport 
in Ascorbat-Oxidase 

Vom Typ-I-Kupfer werden Elektronen auf die dreikernige 
Kupfergruppe iibertragen. Der kiirzeste Weg fuhrt iiber Cys- 
A 508 und His-A 507 oder His-A 509. Das Segment (-His-X- 
His-) verbindet Elektronendonor und -acceptor und iiber- 
briickt dabei einen Abstand von 12 8, (Abb. 11 b). Der 
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Cysteinschwefel und die Imidazolringe des verbriickenden 
Liganden haben tiefliegende unbesetzte Molekiilorbitale 
und konnten einen chemischen Mechanismus des Elek- 
tronentransports begunstigen, doch werden die dazwischen- 
liegenden aliphatischen Einheiten und Peptidketten kaum 
Radikale bilden und wohl durch Resonanz beteiligt sein. Die 
einem Cystein-S- + Cu2+-Charge-Transfer-Ubergang zu- 
geschriebene Absorption des ,,blauen" Kupfers spricht fur 
den vorgeschlagenen Elektronenubergangsweg. 

Der mutmaDliche Weg der Elektronen verzweigt sich am 
C"-Atom von Cys-A 508. Modelle zeigten Nichtiiquivalenz 
und einen schnelleren Elektronentransfer in der N-C-Rich- 
tung von Amidbind~ngen[~ ' I .  Das konnte auch fur die 
Blauen Oxidasen gelten und einen bevorzugten Ubergang 
nach A507 begrunden. 

Die Redoxpotentialdifferenz zwischen Typ-1 - und Typ-3- 
Kupfer betragt bei Ascorbat-Oxidase -40 mV. Leider sind 

keine direkten Messungen der Elektronentransfergeschwin- 
digkeit verfiigbar. Die Wechselzahl der Ascorbat-Oxidase 
betragt 7.5 x lo3 s-"''~. "'1 und zeigt, als untere Grenze 
genommen, einen ziemlich schnellen Transport an, trotz des 
groRen Abstandes und der kleinen Triebkraft. Der Weg der 
Elektronen verlauft intramolekular und in groRem Abstand 
von der Wasserphase. 

Die charakteristische Verteilung der Redoxzentren als ein- 
und dreikernige Zentren in den Blauen Oxidasen mag auch 
in der komplexesten Oxidase, der Cytochrom-Oxidase (siehe 
das hypothetische Modell von Holm et a1.['281), und im was- 
serspaltenden Mangan-Protein-Komplex des Photosy- 
stems I1 vorliegen, der die Umkehrreaktion der Oxidasen 
ausfuhrt. Fur seinen (Mn),-Cofaktor werden zwei zweiker- 
nige oder ein vierkerniges Metallzentrum angenommen [l  291, 

aber ein- und dreikernige Anordnungen konnen nicht ausge- 
schlossen werden. 

Abb. 13 b. Stereozeichnung des dreizihnigen Peptidliganden (-His507-CysSOX-H1sSO9-) in Ascorbat-Oxidase zwischen 
dem Typ-1-Kupfer (Cul )  und der dreikernigen Gruppe (Cu31, Cu32, Cu2)  [ S O ] .  
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3.3. Das Protein als Medium 

Die Grenze zwischen Proteinen als Liganden und als Me- 
dium ist flieRend. Die extreme mikroskopische Komplexitat 
von Struktur, Polaritit und Polarisierbarkeit der Proteine 
beeinflufit den Energie- und Elektronentransfer. Es gibt kein 
offensichtliches allgemeines Strukturmerkmal der bespro- 
chenen Proteinsysteme, auBer daR ein hoher Anteil aromati- 
scher Reste (besonders Tryptophan) die Elektronentransfer- 
wege im Reaktionszentrum der Purpurbakterien und in der 
Ascorbat-Oxidase saumt und diese Wege, weit entfernt vom 
umgebenden Wasser, innerhalb des Proteins und innerhalb 
der Kohlenwasserstoffphase der Membrandoppelschicht 
(beim Reaktionszentrum) verlaufen. Diese Einfliisse wurden 
in den Abschnitten 3.1 und 3.2.2.2 behandelt. 

4. Strukturbeziehungen und interne Verdoppelung 

Alle vier im folgenden behandelten Proteinsysteme zeigen 
Wiederholungen von Strukturmotiven oder Ahnlichkeiten 
mit anderen Proteinen mit bekannten Faltungsmustern. Dies 
ist eine ganz allgemeine Erscheinung und nicht auf energie- 
und elektroneniibertragende Proteine beschrankt. Es ist 
auch nicht ungewohnlich, dal3 diese Beziehungen anhand der 
Aminosluresequenzen oft unerkannt bleiben; dies spiegelt 
letztlich unsere Unkenntnis der Sequenz-Struktur-Beziehun- 
gen wider. Eine Untersuchung der Strukturbeziehungen 

0125 LCi 

kann zur Klirung der Evolution und der Funktion von Pro- 
teinsystemen beitragen und ist darum hier angebracht. 

4.1. Retinol-bindendes und Bilin-bindendes Protein 

Der einfachste Fall ist in Abbildung 12 gezeigt, wo Bilin- 
bindendes Protein (BBP) [421 mit Retinol-bindendem Protein 
(RBP)['301 verglichen wird. Fur  die untere Seite des P-Barrel 
ist die Strukturverwandtschaft offensichtlich, wihrend sich 
der obere Teil mit den gebundenen Pigmenten Biliverdin 
bzw. Retinol erheblich unterscheidet. Das Molekiil ist offen- 
sichtlich in Gerust- und hochverlnderliche Abschnitte unter- 
teilt. Letztere bestimmen in Analogie zu den Immunoglobu- 
linen die Biiidungsspezifitat. Diese Verwandtschaft l2Ot 
wie fur RBP auch fur BBP eine Carrierfunktion vermuten, 
obgleich BBP auch zur Pigmentierung bei Schmetterlingen 
dient. 

4.2. Phycocyanin 

Phycocyanin (PC) besteht im Proteinteil aus den beiden 
Polypeptidketten c( und p, die strukturell deutlich verwandt 
sind (Abb. 13, unten) und wahrscheinlich von einem gemein- 
samen Vorlaufer abstammen. 

Die a-Untereinheit ist im G-H-Turn verkiirzt und hat kei- 
nen s-Chromophor B 155 (siehe Abschnitt 3.2.1.3). Der Ver- 
lust oder Erwerb von Chromophoren wihrend der Evolu- 

n f-G4 

Ahh 12. Vergleich der Faltung der Polypeptidketten von Bilin-hindendem 
Protein (BBP) und Retinol-hindendem Protein (RBP) (mlt gebundenen Cofak- 
torcn). 

Ahh. 13. Faltung der Polypeptldketten der a- und P-Untereinheiten von Phy- 
cocyanin [44] (nnterer Teil, links und rechts) und Vergleich der Anordnung der 
@-Helices in Myoglohin und Phycocyanin (oberer Teil, links und rechts). 
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tion niag weniger wichtig gewesen sein als die Differen- 
zierung der a- und fl-Untereinheiten, die iiichtaquivalente 
Platze im (ap),-Trimer einnehmen, so daB die homologen 
Chroniophore A 84 und B 84 nichtaquivalent werden und 
B84 an der Innenseite der Scheibe zu liegen kommt. AuBer- 
dem spielen die a- und P-Untereinheiten bei der Bildung des 
(aP)6-Hexamers sehr verschiedene Rollen, wie bereits Abbil- 
dung 8 zeigt. Symmetrische Hexamere mogen als Vorliufer 
existiert und auch Stapel gebildet haben, doch ohne die Dif- 
ferenzierung der Chromophore und insbesondere ohne die 
Nichtiiquivalenz und enge Wechselwirkung von A 84 und 
B84 im Trimer. Die funktionelle Vervollkommnung hat 
wahrscheinlich die divergente Evolution der a- und p-Unter- 
einheiten vorangetrieben. 

Eine hochst uberraschende Ahnlichkeit wurde zwischen 
den Untereinheiten von Phycocyanin und den Globinen ent- 
deckt, wie aus Abbildung 13 (oben) hervorgeht. Die Faltung 
der Helices A bis H zeigt eine ahnliche Topologie. Die von 
den N-terminalen X,Y-a-Helices gebildete U-formige Erwei- 
terung von Phycocyanin ist unerlaBlich fur die Bildung der 
(aP)-Unterstruktur. Der Vergleich der Aminosiuresequen- 

4.3. Das Reaktionszentrum 

Das Reaktionszentrum von Rps. vividis ist unsymmetrisch 
zur Membranebene angeordnet. Das 1st bei einem Komplex, 
der einen quer zur Membran gerichteten ProzeB katalysiert, 
nicht uberraschend. Es gibt jedoch beziiglich der L- und 
M-Untereinheiten und des Pigmentsystems eine Quasisym- 
metrie. Die strukturelle Ahnlichkeit und die Homologie der 
Aminosauresequenzen der L- und M-Untereinheiten legen 
einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung nahe. Diese 
Verwandtschaft erstreckt sich aufgrund der Sequenzhomolo- 
gie und der Erhaltung der an der Bindung der Cofaktoren 
beteiligten Reste auch auf die Photosystem-11-Komponenten 
D1 und D2 (Ubersichten ~ i e h e [ ' ~ ' *  1331) .  Der mutmaRliche 
Vorlaufer war ein symmetrisches Dimer mit identischen 
Elektronentransportwegen. Die Wechselwirkung mit der H- 
Untereiiiheit fiihrt zu Asymmetrie. Es sei besonders auf die 
N-terminale membraniiberspannende a-Helix der H-Unter- 
einheit (H) hingewiesen, die nahe bei der membranuberspan- 
nenden a-Helix E der M-Untereinheit, dem L-Zweig des Pig- 
mentsystems und QA liegt (Abb. 14). Die Verbesserung der 

0 

Abb. 14. Stereozeichnung des Reaktionszentrums von Rps. virrdis (vollstindiger Komplex aus Untereinheiten und Cofaktoren). 
Die membranuberspannenden a-Helices der L- und M-Untereinheiten (A, B, C. D, E in sequentieller und A, B, C, E, D in 
raumlicher Folge) und der H-Untereinheit (H) sind bereichnet [37] (vgl. Abb. 10a). 

Zen anhand von Strukturiiberlagerungen enthiillt einige Ho- 
mologien, die auf eine divergente Evolution der Phycobili- 
proteine und der Globine h i n d e ~ t e n l ~ ~ ] .  Es bleibt jedoch 
ratselhaft, welche Funktion ein Vorlaufer von lichtsammeln- 
den und sauerstoffbindenden Proteinen gehabt haben mag. 

Wechselwirkung mit der H-Untereinheit, die eine Rolle bei 
der Elektroneniibertragung von Q, nach Q, und bei der 
Protonierung von Q, zu spielen scheint, mag die divergente 
Evolution der L- und M-Untereinheiten auf Kosten der 
Inaktivierung des M-Pigmentzweiges vorangetrieben haben. 
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Abb. IS. Stercozeichnung der Faltung der Polypeptidkette der Ascorbat-Oxidase und Einzeldarstellung ihrer drei Domfnen (von oben nach 
unten) [50].  0-Strange sind als Pfeile und a-Helices als Zylinder dargestellt (mil dem Zeichenprogramm yon Lesk und Hurdmun [I341 angefertigt). 
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Der Elektronentransport von BC, nach Q, ist jedoch extrem 
schnell und nicht geschwindigkeitsbestimmend fur die Ge- 
samtreaktion. Die Erhaltung des M-Pigmentzweiges bei der 
Evolution mag in seiner Bedeutung als anhangende (,,pen- 
dant") Gruppe fur die Lichtsammlung und den Elek- 
tronentransport begrundet sein. Es gibt auch strukturelle 
Griinde, da seine Deletion leeren Raum hinterlieBe. 

Die Cytochrom-Untereinheit (C) triigt zur Asymmetrie 
des L-M-Komplexes bei und weist selbst eine innere Ver- 
dopplung Alle vier Hiimgruppen sind durch ein He- 
lix-Turn-Helix-Motiv verbunden, jedoch sind die Turns bei 
den Hiimgruppen 1 und 3 kurz und bei den Hamgruppen 2 
und 4 lang. 

4.4. Die Blauen Oxidasen 

Genvervielfaltigung und divergente Evolution sind an der 
Blauen Oxidase Ascorbat-Oxidase besonders klar erkenn- 
bar. Abbildung 15 zeigt die aus 553 Aniinosiureresten beste- 
hende Polypeptidkette, die drei eng verbundene Domiinen 
ahnlicher Topologie bildet [501. Obwohl sie nahezu doppelt so 
groB sind, iihneln diese Domanen dem einfachen kleinen 
Kupferprotein Plastocyanin (Abb. 16)" 231. In der Blauen 

ein Typ-I -Kupfer enthalt. Ein Homodimer aus plastocyanin- 
ahnlichen Molekiilen konnte die zweimal vier Histidin- 
liganden fur die dreikernige Kupfergruppe liefern und eine 
symmetrische Oxidase bilden. Aus diesem hypothetischen 

0 PCY 

Ahb. 17. Homologe DomHnen in 
Plastocyanin (PCY). Ascorbat-Oxi- 
dose (AO), Laccase (LAC) und Ceru- 
loplasmin (CP). Die ein- und dreiker- 
nigen Kupferzentren sind eingezeich- 
net. 

SER . 
Ahb. 16. StereoLeichnung und Uberlagerung der Domine 111 van Ascorhat-Oxidase (feiner Strich) und Plastocyanin 
(starker Strich). Die dreikernige Kupfergruppc der Ascorbat-Oxidase liegt zwischen Domine I (nicht gezeizt) und Domi- 
ne 111 verborgen 

Oxidase schliel3en die Domanen I und I11 die dreikernige 
Kupfergruppe in quasisymmetrischer Weise ein, aber nur die 
Domane 111 enthalt das Typ-I-Kupfer, den Elektronen- 
donor fur die dreikernige Gruppe. Ein moglicher Elektro- 
nentransportweg in der Domane I ist nicht verwirklicht ; dies 
erinnert an den M-Zweig des Pigments im Reaktionszentrum 
(vgl. Abschnitt 3.2.2.2). Ahnlich wie die H-Untereinheit im 
Reaktionszentrum fuhrt die verbindende Domine I1 in der 
Ascorbat-Oxidase zur Asymmetrie, die die Auseinanderent- 
wicklung der Domanen I und 111 bewirkt haben mag. 

Die Proteine Plastocyanin, Ascorbat-Oxidase, Laccase 
und Ceruloplasmin sind aufgrund von Strukturbeziehungen 
und Sequenzhomologien als Glieder einer Familie von Kup- 
ferproteinen a n z u ~ e h e n [ ~ ~ ~  135 ~ 371. deren Beziehungen in 
der Form eines Stammbaumes dnrgestellt werden konnen 
(Abb. 17). Das einfachste Molekul ist Plastocyanin, das nur 
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Vorlaufer konnten sich die heutigen Blauen Oxidasen und 
Ceruloplasmin auf verschiedenen Wegen der Gen(Dom2- 
nen)insertion und des Verlustes undioder Erwerbs von Kup- 
fer entwickelt haben. In beiden hat sich die Anordnung der 
N- und C-terminalen Domiinen erhalten, die die funktionelle 
Kupfergruppe einschlieBen. Die DNA-Rekombinations- 
technik bietet die Moglichkeiten, die hypothetische Vorliu- 
feroxidase zu rekonstruieren. Daran wird zur Zeit gearbeitet. 

5. Allgemeine Folgerungen fur die Membran- 
proteine aus der Struktur des Reaktionszentrums 

Die Strukturen der wasserloslichen Proteine zeigen eine 
scheinbar unbegrenzte Mannigfdtigkeit, obwohl sie aus nur 
wenigen definierten Sekundiirstrukturelementen wie Helices. 
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p-Faltblattern und Turns zusammengesetzt und Domanen 
und wiederkehrende Strukturmotive am Aufbau beteiligt 
sind. Die besprochenen Proteine boteii geniigend Beispiele 
dafiir. Dan es nur eine begrenzte Zahl von Grundfaltungen 
zu geben scheint, kann auf der Entwicklung der Proteine aus 
einer begrenzten Zahl von Strukturen und/oder auf Be- 
schrankungen beziiglich der Proteinstabilitat und -faltungs- 
geschwindigkeit beruhen. Diese grundlegenden Faltungsmo- 
tive sind jedoch keine starren Bausteine, sondern passen sich 

konnte. Vorher war nur die Struktur von Bakteriorhodopsin 
rnit geringer Auflosung bekannt'1391. Beide haben einige Ge- 
meinsamkeiten. Aus der Struktur des Reaktionszentrums 
lassen sich einige allgemeine Schlusse fur Membranproteine 
ziehen. Das Reaktionszentrum enthalt 11 Helices, die die 
Membran durchdringen und rnit 26 (H-Untereinheit) oder 
24-30 Resten (L- und M-Untereinheit) die passende Linge 
haben. Die Aminosauresequenzen dieser Abschnitte enthal- 
ten keine geladenen Reste (Abb. 18). Einige geladene Reste 

( + I  Periplasma 8+,1 

(-) Cytoplasma 2 4 + ,  18- i. 
Abb. 18. Stereozeichnung der Polypeptidketten der L- und M-Untereinheiten des Reaktionsrentrums in Banddarstellung. 
Die N-Termini der membrandurchdringenden a-Helices sind bezeichnet (mit vorangestelltem M und L); das tetrahelicale 
Motiv der D- und E-a-Helices ist durch Schattierung und Striche hervorgehoben. Die Seitenketten der geladenen Reste sind 
eingezeichnet. Asp, Glu und das Carboxyende werden als negativ und Lys, Arg und das Aminoende als positiv geladen 
gerechnet und jeweils fur die cytoplasmatische und die periplasmatische Seite zusammengerahlt [5, 371. 

Sequenzanderungen, der Umgebung und der Assoziation 
mit anderen Strukturelementen an. Anpassungsfahigkeit 
und Plastizitat (die nicht mit Flexibilitat venvechselt werden 
darf) werden davon bestimmt, daR das Energieminimum fur 
das gesamte Protein- und Losungsmittelsystem und nicht fur 
seine einzelnen Komponenten erreicht werden muB. Wasser 
ist ein guter Donor und Acceptor fur Wasserstoffbrucken- 
bindungen und daher fHhig, an der OberflHche liegende pola- 
re Peptidgruppen fast ebenso gut abzusattigen, wie es intra- 
molekulare Wasserstoffbriickenbindungen vermogen (abge- 
sehen von entropischen Effekten). 

Mernbranproteine stehen rnit dem inerten Kohlenwasser- 
stoffteil der Phospholipiddoppelschicht in Verbindung und 
miissen ihre Wasserstoffbriickenbindungen intramolekular 
absattigen. Nur zwei Sekunddrstrukturen erfiillen diese 
Bedingungen fur die Polypeptidhauptketten, die a-Helix und 
das P-Barrel. Fur  den Zusammenbau von a-Helices sind 
Packungsregeln abgeleitet worden, die, wenn auch rnit 
groSer Streuung, bestimmte bevorzugte Winkel zwischen 
den Helixachsen vorhersagen. In iihnlicher Weise folgt die 
Anordnung der Strange in P-Faltblattern und p-Barrels be- 
stimmten Regeln" 381.  

5.1. Die Struktur der membrangebundenen Teile 
des Reaktionszentrums 

Das Reaktionszentrum war das erste Membranprotein, 
dessen Struktur rnit atomarer Auflosung bestimnit werden 

finden sich nahe den Enden der a-Helices. Glycinreste stehen 
am Anfang und Ende fmt aller a-helicalen Abschnitte. Es ist 
von den loslichen Proteinen her gut bekannt, daD Glycinre- 
ste haufig in Turns und den flexiblen Bereichen von Prote- 
inen auftretenlS6]. Sie mogen fur die Insertion in die Mem- 
bran wichtig sein, indem sie strukturelle Umordnungen 
ermoglichen. Die Winkel zwischen den Achsen der miteinan- 
der in Kontakt stehenden a-Helices des L- und M-Komple- 
xes betragen 20 bis 30", ein auch von den a-Helices der 
Ioslichen Proteine bevorzugter Packungswinkelbereich. Es 
bestehen weitere Gemeinsamkeiten rnit internen a-Helices in 
groRen globularen Proteinen, die auch durch das Fehlen ge- 
ladener Reste und das bevorzugte Auftreten von Glycin und 
Prolin an den Enden charakterisiert sind[14', 14']. Daruber 
hinaus finden die D- und E-a-Helices der L- und M-Unter- 
einheiten (Abb. 18) Gegenstiicke in den loslichen Proteinen. 
Sie sind um die lokale zweizahlige Achse miteinander ver- 
bunden und bilden den Kern des L-M-Bausteins, der das 
Eisen und das Bakteriochlorophyllpaar BC, bindet. Die vier 
D- und E-a-Helices der L- und M-Untereinheiten sind als 
Bundel angeordnet, das durch das Eisen-Ion zusammenge- 
halten wird und sich nach der cytoplasmatischen Seite hin 
offnet, um das grol3e Spezielle Paar BC, aufzunehmen. Die- 
ses Motiv ist in wasserloslichen Elektronentransport- 
proteinen recht haufig zu finden['421. Ich will diese Betrach- 
tungen spater wieder aufnehmen und dann entsprechende 
Substrukturen loslicher Proteine als Modelle fur porenbil- 
dende Membranproteine vorstellen. 
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5.2. Die Membraninsertion 

Auch fur unsere Ansichten iiber den Mechanismus der 
Insertion von Proteinen in die Phospholipiddoppelschicht ist 
die Struktur des Reaktionszentrums wichtig. Das Reaktions- 
zentrum ist aus Bestandteilen zusammengesetzt, die beziig- 
lich der Membran sehr unterschiedlich angeordnet sind. Die 
C-Untereinheit liegt auf der periplasmatischen Seite. Die H- 
Untereinheit ist in zwei Teile gefaltet: einen globullren Teil 
auf der cytoplasmatischen Seite und eine membraniiberspan- 
nende a-Helix. Die L- und M-Untereinheiten sind in die 
Phospholipiddoppelschicht integriert. Folglich mu0 Cyto- 
chrom (die C-Untereinheit) von ihrem intrazellularen Syn- 
theseort aus vollstiindig durch die Membran befordert wer- 
den. Von den H-, L- und M-Untereinheiten sind die mem- 
brandurchdringenden a-Helices in die Doppelschicht einge- 
bettet. Nur der N-terminale Abschnitt von H sowie die auf 
der periplasmatischen Seite liegenden C-terminalen Teile 
und die Verbindungsstucke der a-Helices von L und M (A-B, 
C-D) miissen durchgeschleust werden. 

Es ist interessant festzustellen, dab, wie die Gensequenz 
zeigt nur das Gen des Cytochroms eine prokaryotische 
Signalsequenz aufweist. Der Durchtritt der groI3en hydro- 
philen C-Untereinheit mag ein kompliziertes Transloka- 
tionssystem erfordern, das eine Signalsequenz benotigt, wah- 
rend sich H, L und M wohl infolge der Affinitit der 
hydrophoben Segmente zu den Phospholipiden spontan in 
die Doppelschicht einlagern (Ubersicht zu diesem und ver- 
wandten Problemen siehe i1431). Aber auch beim ,,einfachen" 
Losen mussen noch jene geladenen Reste durch die Mem- 
bran geschleust werden, die auf der periplasmatischen Seite 
liegen 13', 881. Die mit fortschreitendem Eindringen zuneh- 
mend gunstiger werdende Wechselwirkung zwischen Protein 
und Lipid mag diesen ProzeB unterstiitzen. M und L haben 
betrachtlich mehr geladene Reste auf der cytoplasmatischen 
(41) als auf der periplasmatischen Seite (24), so daR die rich- 

Die H-Untereinheit hat am C-Terminus der die Membran 
durchdringenden a-Helix eine stark polare Aminosiurese- 
quenz mit sieben aufeinanderfolgenden geladenen Resten 
(H 33-H 39)i37,871, die das Eindringen in die Membran wir- 
kungsvoll verhindern mag. Entsprechehd befinden sich drei 
bis elf geladene Reste in jedem der Verbindungssegmente der 
a-Helices auf der cytoplasmatischen Seite der L- und M-Un- 
tereinheiten, die wohl den Durchtritt von a-Helices und a- 
helicalen Paaren aufhalten Als Alternative zur sequen- 
tiellen Insertion konnten die L- und M-Untereinheiten auch 
zusammen als Protein-Pigment-Komplexe in die Membran 
integriert werden, da sie durch Protein-Protein- und Protein- 
Cofaktor-Wechselwirkungen fest zusammengehalten wer- 
den. 

5.3. Modelle fur porenbildende Proteine 

Es ist nicht von vornherein klar, ob die am Reaktionszen- 
trum erkannten Strukturprinzipien auch fur die a-helicalen 
Proteine gelten, die ,,Poren" oder ,,Kanale" bilden. Diese 
Proteine konnten im Prinzip recht komplizierte Strukturen 
innerhalb der Wasserkanlle annehmen [1451. Strukturunter- 
suchungen bei geringer Auflosung an Gap-Junction-Pro- 
teinen i1461 weisen aber in diesem Fall auf eine einfache hexa- 
mere Anordnung der membrandurchdringenden a-Helices 
hin, deren polare Seiten zum Wasserkanal gerichtet sind. 

Der Befund, daB fur losliche Proteine erhaltene Regeln 
uber Struktur und Anordnung von a-Helices auch auf das 
Reaktionszentrum anwendbar sind, ermutigt uns, Modelle 
fur Membranporen-bildende Proteine aus geeigneten Unter- 
strukturen loslicher Proteine abzuleiten. Ein brauchbares 
Modell scheint die bei hoher Auflosung im ikosaedrischen 
Multienzymkomplex Riboflavin-Synthase sichtbare penta- 
helicale P ~ r e ~ ' ~ ' , ' ~ ~ ]  (Abb. 19) zu sein. Fiinf amphiphile a- 

Abb. 19. Stereozeichnung der pentahelicalen Pore in der Schweren Riboflavin-Synthase [14X]. 

tige Einlagerung eine geringere Aktivierungsenergie erfor- Helices aus je 23 Resten liegen nahezu senkrecht zur Oberfll- 
dert. Die Nettoladungsverteilung des L-M-Komplexes 1st che der Proteinhulle. Diese ,,coiled coil"-Anordnung der 
unsymmetrisch mit sechs positiven Ladungen auf der cyto- a-Helices ist rechtshandig gewunden und bildet eine Pore, 
plasmatischen und acht negativen Ladungen auf der peri- die vermutlich fur den ZufluB der Substrate und den AbfluB 
plasmatischen Seite. Das intrazelluliire Membranpotential der Produkte dient. Die Helices liegen mit ihren apolaren 
ist negativ, und somit ist die beobachtete Ausrichtung des Seiten am zentralen vierstrangigen B-Faltblatt des Proteins, 
L-M-Komplexes energetisch bevorzugt (Abb. 18). das den Kohlenwasserstoffteil der Phospholipiddoppel- 
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schicht nachbildet. und richten die geladenen Reste in den 
Wasserkanal. 

Das Modellieren von Membranproteinstrukturen kann 
auch auf die bakteriellen P ~ r i n e [ ' ~ ~ ]  ausgedehnt werden. Sie 
bilden eine Klasse ;on Membranproteinen, bei denen b- 
Strukturen die iiul3ere Membran durchdringen. Die in losli- 
chen Proteinen beobachteten p-Barrels bestehen aus vier bis 
acht und mehr Striingen. Die untere Grenze wird durch die 
Verzerrung der regularen Wasserstoffbruckenbindungen be- 
stimmt. Eine obere Grenze mag die fur stabile Proteindomii- 
nen mogliche GroBe sein. Ein vierstrangiges p-Barrel mit 
vier parallelen Stringen, stirnseitig verdoppelt rnit D,-Sym- 
metrie, liegt im Ovomucoid-Octamer vor[1501. Die p-Striinge 
schmiegen sich an den hydrophoben Kern des Molekuls und 
richten ihre (kurzen) polaren Reste in den Kana1 (der hier 
iiulJerst eng ist). 

6. Einige Gedanken zur Zukunft 
der Proteinkristallographie 

DreiBig Jahre nach der Aufklarung der ersten Proteinkri- 
stallstrukturen durch Pcrutz und Kendrew und nach stetiger 
Weiterentwicklung erfahrt die Proteinkristallographie zur 
Zeit eine Revolution. Neuere technische und methodische 
Entwicklungen ermoglichen es, groBe funktionelle Protein- 
komplexe wie das Reaktionszentrum von Rps. vZridisr3', " '], 
grolle Virusstrukturen (es seien nur erwiihnt[1'2-'541), Pro- 
tein-DNA-Komplexe (es sei nur hingewiesen auf" "]) und 
Multienzymkomplexe wie Rib~flavin-Synthase~'~'~ zu stu- 
dieren. 

Die Bedeutung dieser Untersuchungen fur das Verstiind- 
nis der biologischen Funktionen ist ganz offensichtlich und 
hat das Interesse der wissenschaftlichen Gemeinschaft er- 
regt. 

AuBerdem wurde erkannt, daB eine detaillierte Struktur- 
information eine Vorbedingung fur das rationale Design von 
Arzneimitteln und Proteinen ist. Zur Veranschaulichung 
wiihle ich menschliche Leukocyten-Elastase, ein wichtiges 
pathogenes Agens. Auf der Grundlage ihrer dreidimensiona- 
len Struktur (Abb. 20)['561 und der Kriterien fur eine opti- 

DNA-Rekombinationstechnik veriindert. Andere, ahnlich 
bedeutende Proteine werden in gleicher Weise untersucht. 
Diesem Arbeitsgebiet kommen die leicht handhabbare 
Molekul-Modellier-Software (z. B. FROD0[ '571)  und die 
Hinterlegungsstelle fur Strukturdaten, die Protein Data 
Bank['"], besonders zugute. 

Der Erfolg und die neuen technischen und methodischen 
Entwicklungen treiben die Proteinkristallographie weiter 
voran. Diese neuen Entwicklungen sind auBerst bemerkens- 
wert : Flachenzahler zur automatischen Aufzeichnung der 
Streuintensitlten wurden gebaut. Starke Strahlungsquellen 
(Synchrotron) sind fur schnelle Messungen verfiigbar und 
ermoglichen nun die Verwendung sehr kleiner Kristalle oder 
strahlungsempfindlichen Materials. Die polychrome Strah- 
lung wird benutzt, um mit Laue-Techniken Beugungsdaten- 
satze innerhalb von Millisekunden zu erhalten" 591, und die 
Abstimmbarkeit der Strahlung gestattet den optimalen Ein- 
satz des anomalen Dispersionseffektes['". ' 611 .  

Verfeinerungsmethoden, die die kristallographischen Da- 
ten und die Konformationsenergie einbeziehen, liefern ver- 
besserte Proteinmodelle. Es wurden Methoden entwickelt, 
rnit denen sich groI3e Proteinkomplexe durch die Mittelung 
interner Symmetrien analysieren lassen['621. Diese Metho- 
den fuhren von verschwommenen zu bemerkenswert klaren 
Bildern. Die vorherige Kenntnis einer Strukturbeziehung zu 
einem bekannten Protein kann mit groBem Vorteil genutzt 
werden. Es ist namlich moglich, eine unbekannte Kristall- 
struktur mit Hilfe eines bekannten Modells zu losen, wenn 
man die von meinem Lehrer W Hoppe entdeckte und be- 
nannte ,,Faltmolekiil"-Methode anwendet, die zu eineni 
sehr leistungsfahigen Werkzeug der Proteinkristallographie 
geworden ist. 

Mit diesem letzten Abschnitt mochte ich W Hoppe meine 
Reverenz erweisen. Er begrundete 1957 die Patterson-Such- 
methoden mit der Entdeckung, daB die Patterson-Funktion 
(die Fourier-Transformierte der Streuintensitaten) von Mo- 
lekulkristallen in Summen intra- und intermolekularer Vek- 
torsatze aufspaltbar ist [' 631, aus denen Orientierung und 
Translation der Molekule erhalten werden konnen, wenn 
deren Struktur angenahert bekannt ist (Abb. 21). Hoppes 
Methode wurde sorgfaltig ausgearbeitet, der elektronischen 

Abb. 20. Stereozeichnung des Komplexes zwischen menschlicher Leukocyten-Elastase (feiner Strich) und Truthahn-Ovo- 
mucoid-Inhibitor (starker Strich) [156]. 

male stereochemische Anpassung werden nun in vielen wis- 
senschaftlichen und kommerziellen Institutionen wirksaine 
Inhibitoren synthetisiert oder naturliche Inhibitoren durch 

Datenverarbeitung angepaBt und neu forinuliert['- 16'. 1661. 

Sie ermoglichte einen abgekiirzten Weg zur Kristallstruktur 
des Reaktionszentrums von Rb. sphaeroidcs, die anhand der 
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Ahb. 21. Faltmolekul-Konstruktion. Ohen: eMeM* (a) und eu(E1)eu*(E2) (b) 
sind die intra- bzw. intermolekularen Vektorsitze einer dreieckigen Struktur 
eM. Ihre Summe stellt die Patterson-Funktion dar. Der intramolekulare Vektor- 
satz kann aus der Molekiilstruktur konstruiert werden. Er liegt am Ursprung 
und ermoglicht die Bestimmung der Orientierung. Aus dem intermolekularen 
Vektorsatz kann die Translationskomponente bezuglich der Spiegelebene erhal- 
ten werden. In (b) werden die intermolekularen Vektorsitze, die zwei verschie- 
denen Orientierungen von eM entsprechen. gczeigt [164]. Unten: Zeichnung der 
Hauptkette der M-, L- und H-Untereinheiten und der Cofaktoren, die als 
Suchmodell zur Losung des Phasenproblems bei der Kristallstrukturhestim- 
mung des Reaktionszentrums von Rh. .sphacroides diente. In die Rechnung 
wurden alle homologen Haupt- und Seitenkettenatome einbezogen [6]. 

Struktur des Reaktionszentrums von Rps. viridis und durch 
anschlienende Verfeinerung gelost wurdeI6- l 5  'I. Der mole- 
kulare Aufbau ist sehr iihnlich, obwohl dem Reaktionszen- 
trum von Rb. sphaeroides das standig gebundene Cytochrom 
fehlt. Die Strukturlosung wurde mil ahnlichen Methoden 
unabhCngig bestatigt[']. Mit der Faltmolekiil-Methode las- 
sen sich Orientierung und Lage eines Molekiils in der Ein- 
heitszelle bestimmen. Die genaue Molekiilstruktur und ihre 
Abweichungen vom Vergleichsmodell mussen durch kristal- 
lographische Verfeinerung erarbeitet werden. Dazu haben in 
meiner Arbeitsgruppe W Steigemann und J.  Deisenhofer (in 
seiner Dissertation) eine Grundlage geschaffen 

Kiirzlich haben NMR-Techniken (Kernmagnetische Re- 
sonanz) ihre Fiihigkeit zur Bestimmung der Struktur kleiner 

1 6 * l .  

Proteine in Losung erwiesen. In einem Fall hat ein genauer 
Vergleich der Strukturen im Kristall und in Losung eine sehr 
gute Ubereinstimmung gezeigt[16y3 I7O1;  es sind aber noch 
weitere Entwicklungen notig, um die Methoden auch auf 
groBere Molekiile anwenden zu konnen. 

Die Proteinkristallographie ist das einzige Werkzeug zur 
detaillierten Aufilarung des Aufbaus der hier beschriebenen 
groRen Proteinkomplexe und wird auch auf absehbare Zeit 
die einzige experimentelle Methode bleiben, die Atom- 
Atom- und Molekiil-Moolekiil-Wechselwirkungen in atoma- 
rer Auflosung beschreiben kann. Sie ist die erfolgreiche ana- 
lytische Methode, die Emil Fischer 1907 in seiner 9. Faraday 
Lecture ansprach, als er ausfuhrte: ,,. . . the precise nature of 
the assimilation process.. . will only be accomplished when 
biological research, aided by improved analytical methods. 
has succeeded in following the changes which take place in 
the actual chlorophyll granules.'"' "I. Allerdings bleibt als 
ein letztes Ziel, das wir alle zu erreichen trachten, noch die 
Losung des Faltungsproblems. Die wachsende Zahl bekann- 
ter Proteinstrukturen, die Herstellung von Proteinen mit 
Einzelrestaustausch durch DNA-Rekombinationstechnik 
und die Analyse dieser Produkte durch Proteinkristallogra- 
phie haben uns diesem Ziel naher gebracht. Wir konnen den 
Beitrag bestimmter Reste zu Faltungsgeschwindigkeit, 
Struktur, Stabilitat und Funktion untersuchen. Auch die 
theoretische Analyse der Proteinstrukturen ist vorangekom- 
men (es seien nur Levitf und Sharon genannt[1721), doch ein 
Schlussel fur den Zusammenhang zwischen Sequenz und 
riiumlicher Struktur ist nicht in S i ~ h t [ ' ~ ~ ' .  Wie Carl von Lin- 
nk, der vor 250 Jahren ein System der Pflanzen auf der 
Grundlage der Morphologie schuf (Genera plantarum, Lei- 
den 1737), klassifizieren wir die Proteine nach ihrer Form 
und Struktur. Ob das zu einer Losung des Faltungsproblems 
fiihren wird, ist nicht klar, aber es ist gewiB, daB das Ende der 
Proteinkristallographie nur durch sie selbst kommen wird. 
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