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Eine strukturelle Grundlage fiir die Ubertragung von Lichtenergie
und Elektronen in der Biologie (Nobel-Vortrag) **

Von Robert Huber *

Fiir Christa

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

men zu ziehen.

Einleitung [***]

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

[*] Prof. Dr. R. Huber
Max-Planck-Institut fir Biochemie
Am Klopferspitz, D-8033 Martinsried
[**] Copyright { The Nobel Foundation 1989. - Wir danken der Nobel-Stif-
tung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Druck einer dentschen Fas-
sung des Vortrages.
[***] In diesem Beitrag verwendete Abkiirzungen:

PBS Phycobilisome sind lichtsammelnde Organellen an der AuBlenseite
der Thylakoidmembran der Cyanobakterien, die die Photosyste-
me [ und I enthalten und zur Photosynthese unter Freisetzung
von Sauerstoff fihig sind.

PE, PEC, PC, APC Phycoerythrin, Phycoerythrocyanin, Phycocyanin,
Allophycocyanin sind Biliproteinkomponenten der PBS mit kova-
lent gebundenen Tetrapyrrol(Bilin)pigmenten.

PSTund II Photosysteme I und II in Chloroplasten und Cyanobakte-
rien.

RBP Retinol-bindendes Protein.

BBP Bilin(Biliverdin IXy)-bindendes Protein aus Pieris brassicae.

Rps. viridis, Rhodopseudomonas viridis, Bakteriochlorophyll-b- enthalten-
des Purpurbakterium mit Photosynthese ohne Sauerstofffrei-
setzung.

RC  Reaktionszentrum.

C.H,L.M Die vier Untereinheiten des RC aus Rps. viridis: Die Cyto-
chrom-c-Untereinheit (C) Hegt auf der periplasmatischen Seite der
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gen, die als Baustoffe oder Energiespeicher dienen. Dies wur-
de deutlich von L. Boltzmann ausgesprochen, der 1886 fest-
stellte: ,,Dagegen herrscht zwischen Sonne und Erde eine
kolossale Temperaturdifferenz; . .. Der in dem Streben nach
groflerer Wahrscheinlichkeit begriindete Temperaturaus-
gleich zwischen beiden K&rpern dauert wegen ihrer enormen

Membran und enthiilt vier Himgruppen mit zwei Redoxpotentia-
len (Css3. Cssg); die L- und M-Untereinheiten sind in die Mem-
bran eingebettet, durchdringen diese mit je fiinf «-Helices (als A. B,
C, D, E bezeichnet) und binden die Cofaktoren Bakteriochloro-
phyll-b (BChl-b oder BC). Bakteriophiophytin-b (BPh-b oder
BP), Menachinon-9 (Q, ), Ubichinon-9 (UQ: Q) und Fe?* (dic
Indices P, A, M, L kennzeichnen Cofaktoren als Paar, accesso-
risch, und als Bestandteil der M- bzw. L-Untereinheit); die H-Un-
tereinheit liegt auf der cytoplasmatischen Seite, und ihr N-termina-
les, a-helicales Segment (H) durchdringt die Membran.

Pusos Pogo  Primire Elektronendonoren des PS II bzw. des RC von Rps.
viridis mit Angabe der langwelligen Absorptionsmaxima.

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

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 Elektroneniibertriger im Photosynthesesystem
der Pflanzen.

LAC Laccase, eine Oxidase der Pflanzen und Pilze.

AO  Ascorbat-Oxidase, eine Oxidase der Pflanzen.

CP  Ceruloplasmin, eine Oxidase im Plasma der Sduger.
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Entfernung und Gréfe Jahrmillionen. Die Zwischenformen,
welche die Sonnenenergie annimmt, bis sie zur Erdtempera-
tur herabsinkt, kénnen ziemlich unwahrscheinliche Energie-
formen sein, wir konnen den Wérmeiibergang von der Sonne
zur Erde leicht zu Arbeitsleistungen beniitzen, wie den
vom Wasser des Dampfkessels zum Kiihlwasser. ... Diesen
Ubergang méglichst auszunutzen, breiten die Pflanzen die
unermeBliche Flache ihrer Blitter aus und zwingen die Son-
nenenergie in noch unerforschter Weise, ehe sie auf das Tem-
peraturniveau der Erdoberfliche 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 maBgeblichen
Proteine und ihre katalytischen Funktionen bestimmt wor-
den¥,

Ich werde mich in meinem Vortrag auf Boltzmanns ,,un-
wahrscheinliche Zwischenformen der Energie™, ndmlich die
Elektronenanregungs- und Charge-Transfer-Zustdnde 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 Rhodopseudomonas viridis (siehe die
spéter zitierten Originalarbeiten und kurze Ubersich-
ten'® %)) 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 fiir diese drei Systeme verfiigbar, die so-
mit besonders geeignet sind, um allgemeine Prinzipien der
Ubertragung von Lichtenergic und Elektronen in biologi-
schen Systemen zu erkennen. Es gibt tatsdchlich nur sehr
wenige fiir diesen Zweck hinldnglich genau bekannte Syste-
me#.

Wir bemithen uns mit guter Aussicht auf Erfolg um das
Verstdndnis 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 Mobilitit wurde bei
vielen Proteinen festgestellt und als wesentlich fiir ihre Funk-
tionen nachgewiesen™? '3 Theoretische Analysen dieser
Reaktionen miissen Flexibilitdt und Lésungsmitteleinflufl in
Betracht ziehen und lassen sich nur dann durchfiihren, wenn
man die sehr vereinfachenden Naherungen der Molekiildy-
namik'* '3 anwendet oder das System auf ein aktives Zen-
trum aus wenigen Resten beschrénkt, so daB es mit quanten-
mechanischen Methoden behandelt werden kann.

Licht- und Elektroneniibertragungsprozesse scheinen ei-
ner quantitativen theoretischen Behandlung eher zugénglich
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. Molekiiibewegungen scheinen unwesentlich zu
sein, wie die geringen Temperaturabhdngigkeiten zeigen. Die

[*} Die Strukturen der Reaktionszentren von Rb. sphaeroides und Rps. viridis
sind sehr dhnlich [6-8]. Bei einem Lichtsammelprotein griiner Bakterien
mit Bacteriochlorophyll-a kennt man zwar die Struktur [9], aber nicht die
Funktion. Bei den Multihdm-Cytochromen [10, 11] ist das Vorhandensein
oder die Bedeutung des intramolekularen Elektronentransfers unklar.
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beim Energie- und Elektronentransport mitwirkenden Kom-
ponenten sind Cofaktoren, die in erster Ndherung fiir eine
theoretische Analyse ausreichen, was die Berechnungen
betrichtlich vereinfacht.

1. Modelle fiir 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 méglichst
nahe kommen sollen.

Firsters Theorie der strahlungslosen Energiciibertra-
gung %! behandelt sowohl die Fille 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 Fillen iiber mehrere Molekiile delokalisiert. Eine sehr
schwache Kopplung bewirkt nur geringe oder keine Verinde-
rungen der Absorptionsspektren, kann aber die Lumines-
zenzeigenschaften erheblich beeinflussen. Ridumlich genau
definierte Modelle fiir diesen Fall sind selten. Als Beispiele
mégen die kontrolliert aufgebauten Farbstoffschichten von
Kuhn und Frommbherz et al. gelten!' 7+ 181 die, wenn auch mit
Abweichungen, die allgemeine Giiltigkeit von Forsters Theo-
rie belegen.

Synthetische Modelle fiir den Elektronentransport sind
zahlreich und jiingst noch durch entsprechend modifizierte
Proteine erginzt worden!*®~ 2!, Zusammenfassungen sind
in Ubersichtsartikeln zu finden (siche z.B.12272°). Abbil-
dung 1 zeigt die wesentlichen Bestandteile eines solchen Mo-
dells: Der Donor D (der Elektronen) und der Acceptor A
konnen durch einen verbriickenden Liganden (B) verbunden
sein, der eine anhdngende (,,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: Briicke, P: anhidngende (..pendant™*) Gruppe, M: Matrix.

Durch Modelle mit Porphyrinen als Donoren und Chino-
nen als Acceptoren wird das Reaktionszentrum nach-
gebildet 3% 311, Modelle mit Peptiden als verbriickenden Li-
ganden (3% interessieren besonders im Zusammenhang mit
den Blauen Oxidasen. Zu beachten ist auch der EinfluB der
anhdngenden 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-
faB3t. Sie k6nnen aus der Forster-Theorie und Varianten der

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

Abstand und Orientierung (Kopp-
lung angeregter Zustdnde);
spektrale Uberlappung der
Emission und Absorption

von D und A;

Brechungsindex des Mediums

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

Abstand und Orientierung
(Elektronenkopplung, Orbital-
iiberlappung); Anderung der Freien
Energie (“Triebkraft™);
Umlagerung von D und A;
Orientierungspolarisation

des Mediums

Elektroneniibertragung vom
angeregten Zustand
D*+A-D* + A~

und vom Grundzustand
D"+A-D+ A"

Marcus-Theorie[?! fiir 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
Niherungen (siehe z. B.>3) herleiten. Die Ubertragung von
Anregungsenergie und Elektronen hingt von der rdumlichen
Anordnung der Donoren und Acceptoren ab. Anregungs-
energie kann liber grofle Entfernungen iibertragen werden,
wenn die Ubergangsdipolmomente giinstig ausgerichtet
sind. Fiir schnelle Elektroneniibertragung miissen sich die
Orbitale geniigend iiberlappen. Elektroneniibertragung tiber
groBe Entfernungen erfordert deshalb eine Reihe eng be-
nachbarter Ubertriger mit tiefliegenden unbesetzten Mole-
kitlorbitalen oder geeignete Briickenliganden zwischen Do-
nor und Acceptor. Diese Liganden koénnen aktiv am
UbertragungsprozeB teilnechmen, und zwar iiber radika-
lische Zwischenzustdnde (chemischer Mechanismus) oder
durch Resonanzphidnomene, wobei sich das Elektron zu kei-
ner Zeit gebunden am Liganden befindet!34), Die spektrale
Uberlappung bei der Energieiibertragung und die ,, Trieb-
kraft” (Potentialdifferenz) bei der Elektroneniibertragung,
die fiir die Ubertragungsgeschwindigkeit wesentlich sind,
werden vor allem durch die chemische Natur der Donoren
und Acceptoren bestimmt und durch deren rdumliche An-
ordnung beeinflufit. Die Umgruppierung der Atome von
Donoren, Acceptoren und umgebendem Medium beim
Elektroneniibergang ist ein wichtiger Faktor, der sich aber in
einem komplexen Proteinsystem selbst qualitativ nur schwer
bestimmen 146t. Wir beobachten jedoch, dal3 das Protein im
allgemeinen die Donoren und Acceptoren fest und starr bin-
det, so dal3 der Umgruppierungseffekt der Reaktanten klein
ist. Polare Gruppen in der Umgebung konnen einen schnel-
len Elektroneniibergang infolge ihrer Reorientierung ver-
langsamen. Allerdings beeinflult eine polare Umgebung
auch die Energiebilanz durch die Stabilisierung von Ionen-
paaren (D" A7) oder durch die Erniedrigung von Aktivie-
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rungs- und Tunnelbarrieren und kann somit ,, Triebkraft™
und Geschwindigkeit erhohen. Die Energieiibertragung
hingt auch vom Medium ab; in Medien mit hohem Bre-
chungsindex ist sie weniger giinstig.

Konkurrenzprozesse zur erwiinschten Ubertragung von
Energie und Elektronen aus angeregten Zustinden ,,lauern*
iiberall (Tabelle 2). Sie werden durch hohe Ubertragungsge-

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

Strahlungslose Relaxation von D*
durch Photoisomerisierung und an-
dere Konformationsidnderungen;
Protonentransfer vom angeregten
Zustand; Spinumkehr; chemische
Reaktionen von D*, A*, D*, A~
mit der Matrix; Fluoreszenzstrah-
lung von D*

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

Energieiibertragung; die oben ange-
fihrten Prozesse; Ruckreaktion in
den Grundzustand D, A

Elektronenibertragung vom
angeregten Zustand
D*+A-D"+ A"

und vom Grundzustand
D "+A-D+ A~ -

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

Ich werde diese Faktoren spéter im Zusammenhang mit
den biologischen Strukturen besprechen.

2. Die Rolle der Cofaktoren

Die natiirlich vorkommenden Aminosiuren sind fiir
sichtbares Licht durchldssig und scheinen auch, mit Ausnah-
me von Tyrosin, als Einelektroneniibertrager ungeeignet zu
sein. Tyrosinradikale sind im Photosystem II als angeregte
Zwischenzustinde Z * und Donoren D* identifiziert worden,
die an der Elektronenitbertragung vom wasserspaltenden
Mangan-Protein-Komplex zum photooxidierten Pgg,+ be-
teiligt sind (Ubersichten siehe!®:3¢l). Thre Identifizierung
wurde durch die Beobachtung erleichtert, daB Tyr L162 im
bakteriellen Reaktionszentrum in der kiirzesten Verbindung
von Cytochrom zum Bakteriochlorophyllpaar (BC,;)
liegt 37! (siche Abschnitt 3.2.2.2 und Abb. 10¢). Im bakte-
riellen System wird aber kein Tyrosinradikal erzeugt, da das
Redoxpotential von Py, + nicht ausreicht.

In biologischen Systemen dienen somit im allgemeinen
Cofaktoren, d. h. Pigmente und Metall-Tonen, als Accepto-
ren fiir 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-
phiophytin-b und die Chinone im Reaktionszentrum der
Purpurbakterien sowie die Kupferzentren in den Blauen
Oxidasen.

Wihrend das allgemeine Verhalten der Protein-Pigment-
Komplexe durch die physikalisch-chemischen Eigenschaften
dieser Cofaktoren bestimmt wird, iibt der Proteinanteil einen
entscheidenden Einflul auf die spektralen Eigenschaften
und die Redoxeigenschaften aus.
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Abb. 2. Die Cofuktoren in Phycocyanin (PC), Bilin-bindendem Protein {BBP), Ascorbat-Oxidase (AO) und dem Reaktionszentrum (RC) der
Purpurbakterien. Phycocyanobilin ist in Phycocyanin (PC) iiber Thioetherbindungen kovalent an das Protein gebunden. Biliverdin IXy ist
nichtkovalent mit dem Protein BBP verkniipft. Die Typ-1-, Typ-2- und Typ-3-Kupfer-lonen sind durch Koordination mit den angegebenen
Aminosiureresten mit dem Enzym AO verbunden. Vier Molekiile Bakteriochlorophyll-b (BChl-b) und zwei Molekiile Bakteriophdophytin-b
(BPh-b) sind an das Reaktionszentrum (RC) der Purpurbakterien gebunden. Ein Paar BChl-b dient als primirer Elektronendonor, ein
Mecnachinon-9 (Qy) als primérer und ein Ubichinon-9 (Q,) als sekundirer Elektronenacceptor. Die vier Himgruppen sind durch Thioether-

bindungen an Cytochrom ¢ gebunden.

3. Die Rolle des Proteins

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

Tabelle 3. Rangordnung der Protein-Cofaktor-Wechselwirkungen.

1. EinfluB auf Konfiguration und Konformation der Cofaktoren durch
Art und Gestalt der Liganden (das Protein als vielzdhniger Ligand)

2. Bestimmung der rinmlichen Anordnung von Cofaktorgruppen (das
Protein als Geriist)

3. Das Protein als Medium

4. Vermittlung der Wechselwirkung mil anderen Komponenten im iberge-
ordneten biologischen System
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Wechselwirkungen unterscheiden sich in den verschiedenen
Systemen und sollen jeweils dort beschrieben werden, ausge-
nommen Punkt 1, da Proteine in ihrer Wirkung als vielzdh-
nige Liganden Gemeinsamkeiten zeigen, die einem ,,rack-
Mechanismus** zugeschrieben werden kdnnen.

3.1. Das Protein als vielzihniger Ligand

Der Begriff ,,rack-Mechanismus* wurde von Lumry und
Eyring® sowie Gray und Malmstrém'3® eingefiihrt, um
ungewohnliche Reaktivititen, spektrale Eigenschaften und
Redoxeigenschaften von Cofaktoren durch die Verzerrun-
gen zu erkldren, die vom Protein erzwungen werden.

Durch einen Vergleich isolierter und proteingebundener
Gallenfarbstoffe 148t sich dieser Effekt demonstrieren. Iso-

Angew. Chem. 101 (1989) 8§49-871
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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-
(—o—) und CD-Spektrum (—e—) 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 Fluoreszenzquantenausbeute!*®~ 42 Als Cofaktoren
an lichtsammelndes Phycocyanin gebunden absorbieren und
fluoreszieren sie jedoch sehr stark im Sichtbaren (Abb. 3).
Die fiir 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 wird **~*%) (Abb. 4). Be-
sonders bemerkenswert ist ein an die zentralen Pyrrolstick-
stoffatome gebundener Asparaginsdurerest (hier A87), der
bei allen Pigmentbindungsstellen erhalten ist. Er beeinfluft
die Protonierung, die Ladung und die spektralen Eigenschaf-
ten des Tetrapyrrolsystems. Eine feste Bindung verhindert
auch die Deexcitation durch Konformationsinderungen.
Die in Abbildung 3 als reprisentativ fiir ein freies Pigment
gezeigte Struktur von Phycocyanobilin ist tatsdchlich in ei-
nem Bilin-bindenden Protein aus Insekten gefunden wor-
den'®'-*21, 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 fiir 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 fiir die spéter zu besprechenden unterschiedlichen
Elektroneniibertragungseigenschaften der beiden Pigment-
zweige im Reaktionszentrum sein (vgl. Abschnitt 3.2.2.2).
Der tiefgreifende EinfluB des Proteins auf das Pigmentsy-

v

Abb. 4. Stereozeichnung des Phycocyanobilins A 84 (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].

Angew. Chem. 101 (1989) 849 871
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Abb. 5. Stereozeichnung des Speziellen Paares BC, im Reaktionszentrum [47], das die Hauptursache fir die spektralen Ande-
rungen und die langwellige Absorption des Reaktionszentrums von Rps. viridis (— — —) gegeniiber dem Spektrum von Bacterio-

chlorophyll-b (BC) in Etherlésung (-——) ist (Spektren nach [48]).

stem des Reaktionszentrums 14Bt 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, dal es zu einer starken Wechselwirkung
zwischen den beiden Molekiilen {iber die Pyrrolringe I, die
Acetylsubstituenten und die zentralen Mg-lonen kommt ™1,
Die Ausrichtung der Ubergangsdipolmomente und die star-
ke Annidherung bewirken eine excitonische Kopplung, die
zum Teil die langwellige Absorptionsbande P, erklart*%],
Noch stirker ist die Verdnderung der optischen Spektren
von blauen Kupferproteinen, wenn man sie mit denen von
Kupfer(i)-Ionen in normaler tetragonaler Koordination
vergleicht (Abb. 6). Das Redoxpotential ist ebenfalls erhoht,
und zwar auf etwa 300-500 mV gegeniuber 150 mV fiir
Cu?*(aq)®", Diese Effekte werden durch die verzerrte te-
traedrische Koordination des Typ-1-Kupfers (eine gespannte
Konformation, die den Kupfer(1)-Zustand stabilisiert) und
einen Charge-Transfer-Ubergang von einem als Ligand
gebundenen Cystein-S~ — Cu?* verursacht 39321,

Die vorgestellten Beispiele zeigen, wie das Protein die
Cofaktoren durch verschiedene Mechanismen beeinfluf3t:
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 Gertist zur Fixierung von Systemen von Cofakto-

ren, zwischen denen Energie oder Elektronen iibertragen
werden.

3.2. Das Protein als Geriist

3.2.1. Lichtsammeln durch Phycobilisome

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

1000}~

Alnm)

Abb. 6. Stereozeichnung des Typ-1-Kupfers und seiner Liganden in der Ascorbat-Oxidase {AO). Das Kupfer ist mit His A 446, His A 513, Met A 518 und Cys A 508

koordiniert [50]. Das Absorptionsspektrum des ,,blauen* Kupfers in den Kupferproteinen {——) wird mit dem Spektrum von normalem tetragonalem Kupfer (-~ -}
verglichen (Spektren nach [51]).
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nellen bilden. Cyanobakterien enthalten Lichtsammelsyste-
me, die Phycobilisome (PBS), als Organellen an der AuBlen-
seite der Thylakoidmembran. Diese absorbieren Licht
kiirzerer Wellenldnge als die Photosysteme I und IT und nut-
zen somit einen breiteren Spektralbereich des Sonnenlichts
(Abb. 7). Die Phycobilisome sind aus Komponenten mit fein
abgestimmten spektralen Eigenschaften zusammengesetzt,
so daBl die Lichtenergie entlang einem Energiegradienten
zum Photosystem II geleitet wird.

3.2.1.1. Der Aufbau der Phycobilisome

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

ben ahnliche Strukturen mit acht a-Helices (X,Y,A,B,E,F,
G,H: siche Abb. 13). A 84 and B84 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 (af);-Trimere mit C,-Sym-
metrie und (af)-Hexamere mit D,-Symmetrie aus Kopf-
Kopf-verbundenen Trimeren (Abb. 8). Der Kontakt zwi-
schen den Trimeren wird ausschlieBlich von den o-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-Stiibchen) durch die B-Untereinheiten zustande 41,

PEC oderPE
NN PC
7 PC
Z
@ 7
\/ APC
PS I
MEMBRAN
Sor PE pC LM
—— ¢’ S
Ccar ps IT LPSL P840, Psr0 Pos ML
. , . e L Peso —
r T T T T T T T |
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

A(nm) —»

Abb. 7. Schematischer Aufbau eines typischen Phycobilisoms (PBS) mit der Anordnung der Komponenten und der mutmaBlichen rdumlichen
Bezichung zum Thylakoid und zum Photosystem IT (PS 11; Ubersichten siehe [53, 54]). Die als PS II bezeichnete Komponente in der Abbildung
soll das PS II und die Anheftungsstelle des PBS darstellen. AuBerdem sind die Hauptabsorptionsbanden der photosynthetischen Protein-Cofak-
tor-Komplexe aus Organismen mit Photosynthese eingezeichnet. Die PBS-Komponenten absorbieren unterschiedlich, um einen breiten Spektral-
bereich abzudecken und den Energieflufl vom Phycoerythrocyanin (PEC)/Phycoerythrin (PE) iiber das Phycocyanin (PC) und Allophycocyanin

(APC) zum PS II zu erméglichen (Abkiirzungen siehe FuBnote [***] zur Einleitung).

Studien®* 737! fijhrten zum Modell eines Phycobilisoms
(PBS) mit halbkreisformigem Querschnitt, das in Abbil-
dung 7 dargestellt ist. PBS-Stidbchen sind aus Phycoerythrin
(PE) oder Phycoerythrocyanin (PEC) und Phycocyanin (PC)
zusammengesetzt, das mit einem inneren Kern aus Allophy-
cocyanin (APC) verbunden ist. APC liegt an der photosyn-
thetischen Membran und dicht beim Photosystem IT (Uber-
sicht siehe!®3)). Die PC-Komponente besteht aus o- und
B-Proteinuntereinheiten, die scheibenférmige (o), -Aggre-
gate mit den Abmessungen 120 A x 60 A bilden (Ubersich-
ten siehel38 ~631),

Kristallographische Analysen haben ein detailliertes Bild
der PC- und PEC-Komponenten ergeben [+4 4664651 Dje
Homologie in den Aminosduresequenzen weist darauf hin,
daB alle Komponenten dhnliche Strukturen haben.

3.2.1.2. Die Struktur des Phycocyanins

Die o- und B-Untereinheiten des Phycocyanins (PC) (aus
Mastigocladus laminosus) bestehen aus 162 bzw. 172 Amino-
siureresten. Die Phycocyanobilinchromophore (vgl. Abb. 2)
sind iiber Thioetherbindungen mit Cysteinresten in Posi-
tion 84 beider Ketten (A 84, B84) und Position 155 der -
Untereinheit (B 155) verkniipft [®!. Beide Untereinheiten ha-

Angew. Chem. 101 (1989) 849871

Abb. 8. Stereozeichnung der Polypeptidkettenfaltung cines (xf8),-Hexamers
von Phycocyanin (PC) in Richtung der Scheibenachse gesehen {oben). Das
Schema (unten) zeigt die Packung der Untereinheiten des Hexamers in Seiten-
ansicht.
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3.2.1.3. Die oligomeren Aggregate:
Spektrale Eigenschaften und Energieiibertragung

Die spektralen Eigenschaften der Biliproteine — Absorp-
tion und Fluoreszenzquantenausbeute —hingen vom Aggre-
gationszustand ab. Das Absorptionsspektrum der (xp)-Ein-
heit von Phycocyanin gleicht den summierten Spektren ihrer
Bestandteile; allerdings ist die Fluoreszenzquantenausbeute
etwas erhoht. Die Trimerbildung fithrt zu Rotverschiebung
sowie erhohter Absorption und Fluoreszenzquantenausbeu-
te!®7- %81 (Ubersicht siehe®°’). Bei den (xf),-Komplexen ist
die Fluoreszenz weiter verstirkt und das Absorptionsspek-
trum weiter verindert 6%,

Diese Beobachtungen kénnen durch die Struktur der Ag-
gregate erklart werden. Die Bildung der (of8)-Einheiten ver-
dndert die Umgebung der Chromophore nur geringfiigig. Sie
bleiben mit Abstinden > 36 A noch recht weit voneinander
entfernt (Abb. 9a). Bei der Trimerbildung wird die Umge-
bung des Chromophors A 84 entscheidend verdndert, da ihm
der Chromophor B84 einer symmetrisch verbundenen Ein-
heit nahekommt (Abb. 9a, oben). Im Hexamer (Abb. 9a,
Mitte) erfolgt eine paarweise starke Wechselwirkung zwi-
schen A84 und B155 der gestapelten Trimere. AuBlerdem
werden mit zunehmender GroBe der Aggregate die Molekiil-
strukturen immer starrer, wie an den Kristallen der trimeren
und hexameren Aggregate zu erkennen ist***¢1, Diese Rigi-
ditdt verhindert Deexcitation durch Isomerisierung und
erhoht so die Quantenausbeute der Fluoreszenz.

Die Chromophore kénnen in die Untergruppen der s-
(sensibilisierenden) und f- (fluoreszierenden) Chromophore
eingeteilt werden!”% 7'l Die s-Chromophore absorbieren an
der langwelligen Flanke der Absorptionsbande und tibertra-
gen die Anregungsenergie schnell auf f-Chromophore. Die-
ser Ubergang ist mit einer Depolarisation verbunden!72.. Bei
der Anregung an der langwelligen Flanke (f-Chromophore)
findet dagegen nur eine geringe Depolarisation statt. Offen-
bar wird die Anregung entlang von Stapeln dhnlich ausge-
richteter f-Chromophore iibertragen (Abb. 9a, unten)!".
Die Zuordnung der Chromophore zu s und f gelang durch
Spektroskopie an verschiedenen Aggregaten'®®!, durch che-
mische Modifikation auf der Grundlage der Raumstruk-
tur”# und endgiiltig durch Messung des Lineardichroismus
und der Fluoreszenzpolarisation an Einkristallen"*!. Dem-
nach ist B155 der s-, B84 der - und A 84 der intermediire
Chromophor.

Die Lichtenergie wird sehr schnell innerhalb von 50 bis
100 ps von den Spitzen bis zum Zentrum der Phycobilisome
iibertragen (Ubersichten siehe!®% 727678 Die Ubertra-
gungszeiten sind um mehrere GréBenordnungen kurzer als
die Eigenfluoreszenzlebensdauern der isolierten Komponen-
ten!®?- 7% Da die Abstinde zwischen den Chromophoren
innerhalb und zwischen den Hexameren zu groB fir eine
starke (excitonische) Kopplung sind, erfolgt die Energie-
iibertragung durch induktive Resonanz. Ein Forster-Radius
von etwa 50 A wurde von Grabowski und Gantt'1 vorge-
schlagen. Die von Schirmer et al.”** ermittelten Orientierun-
gen und Abstinde der Chromophore waren die Grundlage
fiir die Berechnung der Energieiibertragungsgeschwindigkei-
ten in Abbildung 9a. Sie zeigt die bevorzugten Energieiiber-
tragungswege in den (of)-Einheiten, den (ap);-Trimeren,
den (op),-Hexameren und den gestapelten Scheiben als Mo-
dell fiir native Antennenstdbchen. Danach sind die Chromo-
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Abb. 9a. Anordnung der Chromophore und bevorzugte Energielibertragungs-
wege in den (af),-Trimeren (oben), den (af),-Hexameren (Mitte) und den He-
xamerenstapeln von Phycocyanin (PC) (nach Tabelle 10 aus [44]). Im Trimer
sind die genauen Strukturen der Chromophore eingezeichnet, sonst nur die
Richtungen ihrer Ubergangsdipole. Trimer und Hexamer sind in Aufsicht (in
der Scheibenachse) und der Hexamerenstapel in Seitenansicht (senkrecht dazu)
dargestellt. Fiir den Hexamerenstapel sind nur die interhexameren Ubergiinge
angegeben (unten). Die Kopplungsstarke wird durch die Dicke der Linien aus-
gedriickt. Die Ubergangswege in und zwischen den Trimeren sind durch ausge-
zogene bzw. gestrichelte Linien dargestellt.
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phore der («f)-Einheit nur sehr schwach miteinander gekop-
pelt. Dennoch findet eine gewisse Energieiibertragung statt,
vermutlich zwischen B155 und B84, wie Polarisationsmes-
sungen zeigen 1% 82, Die Trimerbildung fithrt zu einer star-
ken Kopplung zwischen A 84 und B84, wahrend B155 nur
wenig beteiligt ist. Im Hexamer ergeben sich viele zusitzliche
Ubertragungswege; B 155 ist 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!®?-¢8:73-831 haben das Bild des
Energietransportes entlang der Stibchen als eine Zufallsbe-
wegung (begrenzt durch Einfang oder Diffusion) entlang ei-
ner eindimensionalen Anordnung von f-Chromophoren be-
stitigt. Sauer et al.!®* konnten die beobachteten Energie-
iibertragungskinetiken in Phycocyanin-Aggregaten unter
Verwendung der rdumlichen Strukturen erfolgreich mit dem
Forster-Mechanismus simulieren. Die Phycoerythrocyanin-

Komponente an den Spitzen der Phycobilisom-Stibchen ist
Phycocyanin auflerordentlich dhnlich!®* 3. Thr Chromo-
phor fiir kurzwelliges Licht, A 84, liegt an der Peripherie (vgl.
Abb. 10a) ebenso wie die zusitzlichen Chromophore von
Phycoerythrin, das ebenfalls ein Bestandteil der Antennen-
spitzen ist (Abb. 9b).

Die Phycobilisomenstibchen wirken als Lichtsammler
und Energieverdichter von den duBeren zu den inneren
Chromophoren hin, das heiBt, als Trichter der Anregungs-
energie, die von auBen nach innen und von oben nach unten
geleitet wird.

Die Linker-Polypeptide modulieren die funktionellen Ei-
genschaften der Aggregate. Es wird angenommen, dal} einige
dieser Proteine im zentralen Kanal der Hexamere liegen, wo
sie B84 beeinflussen kdnnen.

3.2.2. Elektronentransport im Reaktionszentrum'}

3.2.2.1. Der Aufbau 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-

[*} Einen Uberblick zur Historie der Konzepte und Erkenntnisse iiber das
Reaktionszentrum der Purpurbakterien gibt Parson [85].
[**] Die elektronenmikroskopisch ermittelte Lage des Reaktionszentrums in
der Thylakoidmembran von Rps. viridis wird von Stark et al. {86] beschrie-
ben.

Angew. Chenr. 101 (1989) 849-871

teine bestehen aus 336, 273, 323 bzw. 258 Aminosdurere-
sten[#3-87-89] Das ¢-Typ-Cytochrom enthélt vier Himgrup-
pen, die iiber Thioetherbindungen kovalent gebunden sind.
Die Cofaktoren sind vier Bakteriochlorophyll-b (BC,p,
BC,p, BC;., BCy,), zwei Bakteriophdophytin-b (BPy,
BP; ), ein Menachinon-9 (Q,) und ein Eisen(i)-Ion, das am
Elektronentransport beteiligt ist. Ein zweites Chinon (Ubi-
chinon-9, UQ, Q;), ebenfalls ein Bestandteil des funktio-
nellen Komplexes, geht wihrend 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,) zusammentreffen
und iiber eine Achse angenidhert zweizdhliger Symmetrie in

Abb. 9b. Modell des (ap),-Trimers von Phycoerythrin (PE) auf
der Grundlage der Struktur von Phycocyanin (PC). Die Lage
der zusitzlichen Phycoerythrobiline ist durch Pfeile gekenn-
zeichnet.

0553 C/C+ 0mv
Cssg  CICT330mV

PP+ -760mV
P/P* 480mv

Qy/Q -110 mv
Qg/Qg ~- 10 mV

|

Abb. 10a. Das Strukturschema des Reaktionszentrums von Rps. viridis zeigt
das System der Cofaktoren, den Umril} der Proteinuntereinheiten (C, L, M, H),
die Halbwertszeiten der Elektroneniiberginge und die Redoxpotentiale defi-
nierter Zwischenprodukte (Literaturzitate siehe Abschnitt 3.2.2.2; Abkiirzun-
gen siche FuBnote [***] zur Einleitung).
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Beziehung stehen!*”!. Diese Achse steht senkrecht auf der
Membranebene.

Wihrend viele optische Eigenschaften des Pigmentsy-
stems auf der Grundlage der Raumstruktur recht gut ver-
standen werden!*?), trifft dies fiir den Elektronentransport
nicht zu. Die Loschung der optischen Anregung des Bakte-
riochlorophyllpaars (BC,) erfolgt durch Elektroneniiber-
tragung zu Bakteriophdophytin (BP,) innerhalb von 3 ps
und weiter zum primiren Acceptor Q, in etwa 200 ps. Der
Transfer wird durch den Redoxpotentiaigradienten zwischen
P*/P* (etwa —760 mV) und Q,/QL (etwa —110 mV) ge-
steuert. Das Redoxpotential von BP, /BP_ liegt mit etwa
—400 mV dazwischen!®°~ %) In Abbildung 10a sind diese
Funktionsdaten zusammengefafit. Allgemeine Faktoren, die
die Ubergangsgeschwindigkeit bestimmen, sind in Tabelle 1
zusammengestellt und werden hier fiir das Reaktionszen-
trum spezifiziert.

Ein schneller Elektronentransport erfordert Uberlappung
der Molekiilorbitale. Die Orbitalwechselwirkung nimmt ex-
ponentiell mit dem Abstand zwischen Donor und Acceptor
ab und ist bei Abstinden iiber etwa 10 A bereits sehr ge-
ring2% 1991 Im Reaktionszentrum ist der Abstand zwischen
BC, und Q, viel zu groB fiir einen schnellen direkten Elek-
tronentransport; statt dessen nimmt das Elektron einen {iber
BP, fithrenden 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 ,,Superaustausch*-
Mechanismus, der eine starke quantenmechanische Kopp-
lung vermittelt, am Elektronentransport beteiligt ('),
Uberblick siehe!'°?1). Der Abstand zwischen BP, und Q,
scheint groB3 fiir einen schnellen Transport zu sein. Tat-
sachlich wird im L-Zweig des Pigmentsystems diese Liicke
durch die aromatische Seitenkette von TrpM250 itberbriickt
(Abb. 10b)[37-881_die eine Kopplung itber geeignete Orbitale

BPL BPB

M25¢ TRP

wQ7

durch die chemische Natur der Komponenten, geometrische
Faktoren und die Umgebung (Losungsmittelpolaritit) be-
stimmt wird. Sie hingt vom Ionisationspotential des Donors
im angeregten Zustand, von der Elektronenaffinitit 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 Einflul der Umgebung bei der Stabilisierung
des Radikalionenpaares durch lonenwechselwirkung und
Wasserstoffbriickenbindungen kann erheblich sein. AG ist
ein wichtiger Faktor der Aktivierungsenergie des Elektro-
nentransports. Ebenso wichtig ist die Umgruppierung der
Reaktanten und der Umgebung, die mit 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) kénnen 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, daf3 die Potentialenergiebar-
riere fiir ein tunnelndes Elektron erniedrigt wird. Aroma-
tische Verbindungen, die solche Eigenschaften haben, treten
im Reaktionszentrum gehduft in der Umgebung der Elek-
tronenibertrager auf (siche Trp M 250).

Der Elektronentransport von P* nach Q, hat eine sehr
geringe Aktivierungsenergie!®!-94 961051081 ynd  findet
selbst bei 1 K statt. Thermisch aktivierte Prozesse, Kernbe-
wegungen und StoBe sind demnach fiir die ersten sehr schnel-
len Ladungstrennungsschritte ohne Bedeutung. Die Ge-
schwindigkeit nimmt mit abnehmender Temperatur sogar
geringfiigig zu, entweder wegen einer Kontraktion der Pig-

BPL BPB

M250 TRP

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

trums.

vermitteln kénnte. Aullerdem befindet sich die Isoprenoid-
seitenkette von Q, nahe bei BP, . Elektronentransport iiber
lange verbindende Ketten durch Through-bond-Kopplung
der Donor- und Acceptororbitale ist beobachtet wor-
den!100:103. 1041 "qoch liegen im Reaktionszentrum nur van-
der-Waals-Kontakte vor.

Eine zweiter wichtiger Faktor fiir den Elektronen-
transport ist die Anderung der Freien Energie (AG), die
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mentsysteme bei tiefer Temperatur oder wegen Verdnderun-
gen der Schwingungsniveaus, die zu einem giinstigeren
Franck-Condon-Faktor fithren kdnnen.

Der Elektronentransport zwischen dem priméren und
dem sekundiren Chinon-Acceptor Q, bzw. Qg unterscheidet
sich erheblich von den vorhergehenden Prozessen, weil er
viel langsamer ist (etwa 6 us bei pH 7 nach Carithers und
Parson'®'1) und eine betrichtliche Aktivierungsenergie von

Angew. Chem. 101 (1989) 849871



etwa 8 kcal mol ™! hat. Bei Rps. viridis ist Q, ein Menachi-
non-9 und Qg ein Ubichinon-9, deren Redoxpotentiale in
Losung sich um etwa 100 mV unterscheiden. In anderen Pur-
purbakterien sind Q, und Qy Ubichinone. Die fiir einen
effizienten Elektronentransport nétige Redoxpotentialdiffe-
renz wird in diesen Fillen durch die asymmetrische Protein-
matrix erzeugt. Die Proteinmatrix ist auch fiir die ganz un-
terschiedlichen funktionellen Eigenschaften von Q, und Qg

Der Kreislauf des Elektronentransports schliefit sich
durch die Riickreduktion von BC¥ durch Cytochrom ¢ (Un-
tereinhett C des Reaktionszentrums), wobei eine Entfernung
von etwa 11 A zwischen dem Pyrrolring I von Hidm 3 und
dem Pyrrolring 111 von BC_, zu iiberbriicken ist. Die Uber-
gangszeit betrdgt 270 ns®3); der Transfer ist also betrdcht-
lich langsamer als die ersten Elektronentransferschritte. Das
dazwischenliegende Tyr L 172 (Abb. 10¢) konnte den Elek-

Abb. 10¢. Stereozeichnung des Héms 3 (H 3) in Cytochrom ¢, des Speziellen Paares BC, und des dazwischenliegenden Restes
TyrL162(Y L 162) der L-Untereinheit [37]. Die His- und Met-Liganden des Eisens von H 3 und der His-Ligand des Magnesium-

lons von BC; sind ebenfalls eingezeichnet.

malgeblich. Q, nimmt nur ein Elektron auf (es entsteht ein
Semichinon-Anion), das in Qy iiberfiihrt wird, ehe der nich-
ste Elektronentransport stattfinden kann. Q, jedoch nimmt
zwei Elektronen auf und wird unter Bildung eines Hydrochi-
nons protoniert, das vom Reaktionszentrum abdiffundiert
(Zweicelektronen-Gatter!* %)), Q, liegt nahe bei Glu L 212,
das einen Zugang zur H-Untereinheit ermdglicht und Q,
protonieren kann. Der Elektronentransport zwischen Q,
und Qg findet in einer Umgebung statt, die sich erheblich von
der Umgebung der Komponenten des primdren Elek-
tronentransports unterscheidet. Die Verbindungslinie zwi-
schen Q, und Qg (auf die Q,-Bindungsstelle wurde aus der
Art der Bindung kompetitiver Inhibitoren und von Ubichi-
non-1in Rps.-viridis-Kristallen geschlossen® ™) ist durch das
Eisen undseine fiinf koordinierenden Liganden — vier Histi-
dinreste (M 217, M 264, 1.190, L230) und einen Glutamin-
sdurerest (M 232), — besetzt. His M 217 bildet eine Wasser-
stoffbriicke zu Q,. His L 190 liegt nahe bei Q. DaBl Q, und
Qg 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-Abhingigkeit der Geschwindigkeit des Elek-
tronentransports von Q, nach Q"% erklirt werden, und
die fir den Protonentransport erforderlichen Konforma-
tionsdnderungen 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 Qy auch
ohne Eisen stattfindet!*!Y); seine Rolle scheint vorwiegend
struktureller Art zu sein.

Angew. Chem. 101 (1989) 849871

tronentransport zu dem weit vom Donor entfernten Acceptor
durch elektronische Kopplung erleichtern. Die biphasische
Temperaturabhingigkeit weist auf einen komplizierteren Me-
chanismus hin, bei dem bei hohen Temperaturen Umgrup-
pierungen eine Rolle spielen (Ubersichten sighe 21131y,

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

Die Energieiibertragung von P* zuriick zum Lichtsammel-
system oder auf andere Pigmente kénnte durch Orientierung
und Nihe begiinstigt werden, ist aber energetisch ungiinstig.
Das Spezielle Paar BC, absorbiert gewdhnlich (aber nicht bei
Rps. virirdis, bei dem die stirkste Absorption des Reaktions-
zentrums und des Lichtsammelsystems bei 960 bzw. 1020 nm
liegt; siche Abb. 7) bei groBerer Wellenldnge als andere Pig-
mente des photosynthetischen Apparates und ist somit eine
Falle fiir Lichtenergie. Die natiirliche Lebensdauer des ange-
regten Singulettzustandes P* betréigt etwa 20 ns!!°7- 1141 ynd
konnte als Abschitzung fiir die Zeiten anderer verlustreicher
Loschprozesse dienen. Zweifellos ist der Elektronentrans-
port viel schneller. Strahlungsloser Energieverlust von BCF
durch Isomerisierung und Konformationsdnderungen ist un-
wahrscheinlich, da die cyclischen Pigmentsysteme durch eine
Vielzahl von Wechselwirkungen mit der Proteinmatrix ver-
bunden sind.

Die Riickreaktion P*Q, zu PQ, hat eine giinstige Trieb-
kraft (Abb. 10a) und lduft temperaturunabhédngig ab, ist
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aber unter physiologischen Bedingungen langsam und be-
deutungslos (Uberblick siche”#]). Die physikalische Grund-
lage ist duflerst interessant, aber bis jetzt noch ritselhaft. Sie
mag mit einer Gatterfunktion von BP; zusammenhéngen,
die dadurch zustandekommt, daB sein Redoxpotential nega-
tiver als das von Q, ist, oder mit elektronischen Eigenschaf-
ten von P*, die eine Ladungsriickiibertragung behindern,
und mit Konformationsinderungen, die durch den Elek-
tronentransport ausgelost werden. .

Ganz offensichtlich zeigt sich der tiefgreifende EinfluB3 der
Proteinmatrix auf den Elektronentransport im Reaktions-
zentrum durch die beobachtete Assymmetrie der Elek-
troneniibertragung in den Pigmenten Bakteriochlorophyll-b
(BC) und Bakteriophdophytin (BP), je nachdem, ob sie dem
L- oder dem M-Zweig angehdren. Nur der mit der L-Unter-
einheit enger verbundene Zweig ist aktiv. Eine Erklarung
bietet vielleicht der Befund, daB die Proteinumgebung beider
Zweige, obwohl sie durch homologe Proteine (L und M)
gebildet wird, durch das zwischen BP, und Q, gelegene Trp
M 250 und die zahlreichen Unterschiede in den Q- und Qg-
Bindungsstellen doch recht verschieden ist37- #*1. Asymme-
trie wird auch im Paar BC, selbst infolge unterschiedlicher
Verdrillungen und Wasserstoffbriickenbindungen der beiden
Ringsysteme und in der etwas unterschiedlichen rdumlichen
Anordnung von BC, und BP beobachtet. Man vermutet,
daf3 dadurch die Freisetzung von Elektronen in den L-Zweig
erfeichtert wird!!**. Der M-Zweig mag als anhidngende
(,,pendant*) Gruppe einen Einfluf haben.

Die Proteinmatrix dient auch dazu, die iberschiissige
Energie von etwa 650 mV *% des angeregten Speziellen Paa-
res P*Q, gegeniiber dem Radikalionenpaar P*Q, abzufith-
ren. Diese Prozesse sind wahrscheinlich sehr schnell.

Zusammenfassend 14Bt sich sagen, daf der sehr schnelle
Elektronentransport von BC¥ zu Q, zwischen eng benach-
barten aromatischen Makrocyclen mit abgestimmten Re-
doxpotentialen stattfindet. Die Proteinmatrix, in die die Pig-
mente fest eingebettet sind, ist vorwiegend mit apolaren
Aminosdureseitenketten mit einem hohen Anteil aromati-
scher Reste ausgekleidet. Der Weg der Elektronen ist von der
Wasserphase weit entfernt.

3.2.3. Die Blauen Oxidasen

Oxidasen katalysieren die Reduktion von molekularem
Sauerstoff durch Einelektroneniibertragungen von Substra-
ten. Zur Reduktion eines Sauerstoffmolekiils zu zwei Mole-
kiilen Wasser sind vier Elektronen und vier Protonen erfor-
derlich. Die Oxidasen benétigen Erkennungsstellen fiir beide
Substrate sowie einen Speicher fiir Elektronen und/oder die
Fihigkeit, reaktive, partiell reduzierte Sauerstoffzwischen-
produkte zu stabilisieren!*1¢ 1181,

Klassifiziert werden die ,,Blauen’* Oxidasen nach den in
ihnen enthaltenen drei Typen von Kupfer mit bestimmten
spektroskopischen Eigenschaften: Typ-1-Cu®* bewirkt die
tiefblaue Farbe dieser Proteine; Typ-2-Cu?* oder normales
Cu?* hat keine erkennbare optische Absorption; die
Typ-1- und Typ-2-Kupfer(in)-lonen sind paramagnetisch;
Typ-3-Kupfer absorbiert stark bei etwa 330 nm und ist
antiferromagnetisch durch Kopplung der Spins eines Kup-
fer(u)-Ionenpaares. Bei Reduktion verschwinden die
charakteristischen optischen Spektren und Elektronenspin-
resonanzspektren.
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Untersuchungen der katalytischen Eigenschaften und Re-
doxeigenschaften der Blauen Oxidasen sind in mehreren
neuveren Ubersichten ausfithrlich beschrieben (z. B. fiir Lac-
case!''®), Ascorbat-Oxidase! 2%, Ceruloplasmin!21)). Zu-
erst wird das Typ-1-Cu?* durch Elektroneniibertragung
vom Substrat reduziert. Das Elektron wird weiter auf Typ-2-
und Typ-3-Kupfer iibertragen. Das zweite Substrat, der mo-
lekulare Sauerstoff, ist mit den Typ-3- und/oder Typ-2-Kup-
fer-lonen verbunden.

3.2.3.1. Ascorbat-Oxidase:
Aufbau und Anordnung der Kupferzentren

Ascorbat-Oxidase (AO) ist ein Polypeptid aus 553 Amino-
sdureresten, die zu drei eng verbundenen Doménen gefaltet
sind*%. Die Oxidase liegt in Losung als Dimer vor; die
funktionelle Einheit ist jedoch das Monomer. Ascorbat-Oxi-
dase gehort zusammen mit Laccase und Ceruloplasmin zur
Gruppe der Blauen Oxidasen!122],

Strukturen von Kupferproteinen, die nur einen der ver-
schiedenen Kupfertypen enthalten, sind bekannt: Plasto-
cyanin hat ein ,,blaues* Typ-1-Kupfer, das mit zwei Histi-
dinresten und den Schwefelatomen eines Cysteins und Me-
thionins in einer verzerrten tetraedrischen Koordination ver-
bunden ist*?3). Cu-Zn-Superoxid-Dismutase enthdlt ein
Typ-2-Kupfer, das vier Histidinliganden in leicht verzerrter
quadratischer Koordination binden!!?¢. Hidmocyanin von
Panulirus interruptus enthilt als Typ-3-Kupfer ein Paar von
Kupfer-Ionen im Abstand von 3.4 A mit sechs Histidinligan-
den(*2%),

In der Domine 3 der Ascorbat-Oxidase (siche Ab-
schnitt 4.4) findet man ein Kupfer-Ion in stark verzerrter
tetraedrischer Koordination, die sich trigonal-pyramidaler
Geometrie nihert, mit den Liganden His, Cys, His, Met, wie
bereits in Abbildung 6 zu sehen war. Es dhnelt dem blauen
Typ-1-Kupfer des Plastocyanins. Zwischen den Dominen 1
und 3 der Ascorbat-Oxidase befindet sich eine dreikernige
Kupfergruppe (Abb. 11a). Vier (-His-X-His-)-Aminosdure-
sequenzen liefern die acht Histidinliganden. Die dreikernige
Kupfergruppe enthilt ein Kupferpaar (Cu31, Cu32) mit je
drei Histidinliganden (A 108, A451, A507; A64, A106,
A 509), die ein trigonales Prisma bilden. Es ist das Typ-3-
Kupferpaar; eine vergleichbare Anordnung liegt in Hamo-
cyanin vor. Das verbleibende Kupfer (Cu2) hat zwei Histi-
dinliganden (A 62, A449) und ist ein Typ-2-Kupfer. Der
dreikernige Kupfercluster ist die Bindungsstelle des moleku-
laren Sauerstoffs; die Einzelheiten der Struktur, einschlief3-
lich der Anwesenheit exogener Liganden, mussen noch ge-
klart werden. Die rdumliche Nachbarschaft der drei
Kupfer-Tonen im Cluster 146t raschen Elektronenaustausch
vermuten. Der Cluster dient als Elektronenspeicher und
konnte als kooperativer Dreielektronendonor fiir das Sauer-
stoffmolekiil wirken, um die O-O-Bindung irreversibel zu
spalten.

3.2.3.2. Intramolekularer Elektronentransport
in Ascorbat-Oxidase

Vom Typ-1-Kupfer werden Elektronen auf die dreikernige
Kupfergruppe iibertragen. Der kiirzeste Weg flihrt iiber Cys-
A 508 und His-A 507 oder His-A 509. Das Segment (-His-X-
His-) verbindet Elektronendonor und -acceptor und lber-
briickt dabei einen Abstand von 12 A (Abb.11b). Der
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Abb. 11a. Stereozeichnungder dreikernigen Kupfergruppe in Ascorbat-Oxidase. Die koordinativen Bindungen zwischen den

Kupfer-lonen und den Proteinresten sind gestrichelt dargestellt [50].

Cysteinschwefel und die Imidazolringe des verbriickenden
Liganden haben tiefliegende unbesetzte Molekiilorbitale
und koénnten einen chemischen Mechanismus des Elek-
tronentransports begiinstigen, doch werden die dazwischen-
liegenden aliphatischen Einheiten und Peptidketten kaum
Radikale bilden und wohl durch Resonanz beteiligt sein. Die
einem Cystein-S~ — Cu?*-Charge-Transfer-Ubergang zu-
geschriebene Absorption des ,,blauen** Kupfers spricht fiir
den vorgeschlagenen Elektroneniibergangsweg.

Der mutmalliche Weg der Elektronen verzweigt sich am
C*-Atom von Cys-A 508. Modelle zeigten Nichtdquivalenz
und einen schnelleren Elektronentransfer in der N-C-Rich-
tung von Amidbindungen!!, Das kénnte auch fiir die
Blauen Oxidasen gelten und einen bevorzugten Ubergang
nach A 507 begriinden.

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

keine direkten Messungen der Elektronentransfergeschwin-
digkeit verfiigbar. Die Wechselzahl der Ascorbat-Oxidase
betrigt 7.5 x 103 s~ 11126:127) ynd zeigt, als untere Grenze
genommen, einen ziemlich schnellen Transport an, trotz des
groBen Abstandes und der kleinen Triebkraft. Der Weg der
Elektronen verlduft intramolekular und in groBem 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 (siche
das hypothetische Modell von Holm et al.l'?®)) und im was-
serspaltenden Mangan-Protein-Komplex des Photosy-
stems II vorliegen, der die Umkehrreaktion der Oxidasen
ausfithrt. Fiir seinen (Mn),-Cofaktor werden zwei zweiker-
nige oder ein vierkerniges Metallzentrum angenommen [ 291,
aber ein- und dreikernige Anordnungen kénnen nicht ausge-
schlossen werden.

Abb. 11b. Stereozeichnung des dreizdhnigen Peptidliganden (-His 507-Cys 508-His 509-) in Ascorbat-Oxidase zwischen

dem Typ-1-Kupfer (Cu1) und der dreikernigen Gruppe (Cu31, Cu32, Cu?2) [50].
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3.3. Das Protein als Medium

Die Grenze zwischen Proteinen als Liganden und als Me-
dium ist flieBend. Die extreme mikroskopische Komplexitit
von Struktur, Polaritit und Polarisierbarkeit der Proteine
beeinfluit den Energie- und Elektronentransfer. Es gibt kein
offensichtliches allgemeines Strukturmerkmal der bespro-
chenen Proteinsysteme, auller daB ein hoher Anteil aromati-
scher Reste (besonders Tryptophan) die Elektronentransfer-
wege im Reaktionszentrum der Purpurbakterien und in der
Ascorbat-Oxidase sdumt 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, daB3 diese Bezichungen anhand der
Aminosduresequenzen oft unerkannt bleiben; dies spiegelt
letztlich unsere Unkenntnis der Sequenz-Struktur-Beziehun-
gen wider. Eine Untersuchung der Strukturbeziehungen

8125 Lr3

kann zur Kldrung 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)*2! mit Retinol-bindendem Protein
(RBP)[13% yerglichen wird. Fiir die untere Seite des B-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 Geriist- und hochverénderliche Abschnitte unter-
teilt. Letztere bestimmen in Analogie zu den Immunoglobu-
linen!31) die Bindungsspezifitit. Diese Verwandtschaft 146t
wie fiir RBP auch fiir BBP eine Carrierfunktion vermuten,
obgleich BBP auch zur Pigmentierung bei Schmetterlingen
dient.

4.2. Phycocyanin

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

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

Abb. 12. Vergleich der Faltung der Polypeptidketten von Bilin-bindendem Abb. 13. Faltung der Polypeptidketten der a- und B-Untereinheiten von Phy-
Protein (BBP) und Retinol-bindendem Protein (RBP) (mit gebundenen Cofak- cocyanin [44] (unterer Teil, links und rechts) und Vergleich der Anordnung der
toren). a-Helices in Myoglobin und Phycocyanin (oberer Teil, links und rechts).
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tion mag weniger wichtig gewesen sein als die Differen-
zierung der a- und B-Untereinheiten, die nichtidquivalente
Plitze im (af),-Trimer einnehmen, so daB3 die homologen
Chromophore A 84 und B84 nichtiquivalent werden und
B84 an der Innenscite der Scheibe zu liegen kommt. Aufler-
dem spielen die - und B-Untereinheiten bei der Bildung des
(ap),-Hexamers sehr verschiedene Rollen, wie bereits Abbil-
dung 8 zeigt. Symmetrische Hexamere mdgen als Vorldufer
existiert und auch Stapel gebildet haben, doch ohne die Dif-
ferenzierung der Chromophore und insbesondere ohne die
Nichtiquivalenz und enge Wechselwirkung von A84 und
B84 im Trimer. Die funktionelle Vervollkommnung hat
wahrscheinlich die divergente Evolution der a- und B-Unter-
einheiten vorangetrieben.

Eine héchst iiberraschende 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 dhnliche Topologie. Die von
den N-terminalen X,Y-a-Helices gebildete U-formige Erwei-
terung von Phycocyanin ist unerldBlich fiir die Bildung der
(aB)-Unterstruktur. Der Vergleich der Aminosduresequen-

4.3. Das Reaktionszentrum

Das Reaktionszentrum von Rps. viridis ist unsymmetrisch
zur Membranebene angeordnet. Das ist bei einem Komplex,
der einen quer zur Membran gerichteten Prozel} katalysiert,
nicht iiberraschend. Es gibt jedoch beziiglich der L- und
M-Untereinheiten und des Pigmentsystems eine Quasisym-
metrie. Die strukturelle Ahnlichkeit und die Homologie der
Aminosduresequenzen der L- und M-Untereinheiten legen
einen gemeinsamen evolutiondren 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-I1I-Komponenten
D1 und D2 (Ubersichten siehe!!3? 133} Der mutmafliche
Vorliufer war ein symmetrisches Dimer mit identischen
Elektronentransportwegen. Die Wechselwirkung mit der H-
Untereinheit fithrt zu Asymmetrie. Es sei besonders auf die
N-terminale membraniiberspannende a-Helix der H-Unter-
einheit (H) hingewiesen, die nahe bei der membraniiberspan-
nenden o-Helix E der M-Untereinheit, dem L-Zweig des Pig-
mentsystems und Q, liegt (Abb. 14). Die Verbesserung der

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

zen anhand von Strukturiiberlagerungen enthillt einige Ho-
mologien, die auf eine divergente Evolution der Phycobili-
proteine und der Globine hindeuten!**\. Es bleibt jedoch
ratselhaft, welche Funktion ein Vorldufer von lichtsammeln-
den und sauerstoffbindenden Proteinen gehabt haben mag.
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Wechselwirkung mit der H-Untereinheit, die eine Rolle bei
der Elektroneniibertragung von Q, nach Qg 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. 15. Stercoze
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Der Elektronentransport von BCp nach Q, ist jedoch extrem
schnell und nicht geschwindigkeitsbestimmend fiir die Ge-
samtreaktion. Die Erhaltung des M-Pigmentzweiges bei der
Evolution mag in seiner Bedeutung als anhdngende (,,pen-
dant**) Gruppe fir die Lichtsammlung und den Elek-
tronentransport begriindet sein. Es gibt auch strukturelle
Griinde, da seine Deletion leeren Raum hinterlieBe.

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

4.4. Die Blauen Oxidasen

Genvervielfiltigung und divergente Evolution sind an der
Blauen Oxidase Ascorbat-Oxidase besonders klar erkenn-
bar. Abbildung 15 zeigt die aus 553 Aminosdureresten beste-
hende Polypeptidkette, die drei eng verbundene Doménen
dhnlicher Topologie bildet *?.. Obwohl sie nahezu doppelt so
groB} sind, dhneln diese Domidnen dem einfachen kleinen
Kupferprotein Plastocyanin (Abb. 16)'231 In der Blauen

ein Typ-1-Kupfer enthilt. Ein Homodimer aus plastocyanin-
ihnlichen Molekiilen konnte die zweimal vier Histidin-
liganden fiir die dreikernige Kupfergruppe liefern und eine
symmetrische Oxidase bilden. Aus diesem hypothetischen

PCY

loplasmin (CP). Die ein- und dreiker-
nigen Kupferzentren sind eingezeich-

(O
N g G
Abb.17. Homologe Dominen in
Plastocyanin (PCY). Ascorbat-Oxi- ° p
dase {AOQ), Laccase (LAC) und Ceru-

net.

N\

e
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Abb. 16. Stereozeichnung und Uberlagesung der Domine I1I von Ascorbat-Oxidase (feiner Strich) und Plastocyanin
(starker Strich). Die dreikernige Kupfergruppe der Ascorbat-Oxidase liegt zwischen Domdne [ (nicht gezeigt) und Doma-

ne [11 verborgen.

Oxidase schlieBen die Doménen I und III die dreikernige
Kupfergruppe in quasisymmetrischer Weise ein, aber nur die
Domine III enthilt das Typ-1-Kupfer, den Elektronen-
donor fiir die dreikernige Gruppe. Ein moéglicher Elektro-
nentransportweg in der Doméne 1 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 fithrt die verbindende Doméne II in der
Ascorbat-Oxidase zur Asymmetrie, die die Auseinanderent-
wicklung der Doménen I und IIT bewirkt haben mag.

Die Proteine Plastocyanin, Ascorbat-Oxidase, Laccase
und Ceruloplasmin sind aufgrund von Strukturbeziehungen
und Sequenzhomologien als Glieder einer Familie von Kup-
ferproteinen anzusehen!® 13371371 deren Bezichungen in
der Form eines Stammbaumes dargestellt werden konnen
(Abb. 17). Das einfachste Molekiil ist Plastocyanin, das nur
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Vorldufer konnten sich die heutigen Blauen Oxidasen und
Ceruloplasmin auf verschiedenen Wegen der Gen(Domi-
nen)insertion und des Verlustes und/oder Erwerbs von Kup-
fer entwickelt haben. In beiden hat sich die Anordnung der
N-und C-terminalen Dominen erhalten, die die funktionelle
Kupfergruppe einschlieBen. Die DNA-Rekombinations-
technik bietet die Moglichkeiten, die hypothetische Vorldu-
feroxidase zu rekonstruieren. Daran wird zur Zeit gearbeitet.

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

Die Strukturen der wasserloslichen Proteine zeigen eine
scheinbar unbegrenzte Mannigfaltigkeit, obwohl sie aus nur

wenigen definierten Sekundérstrukturelementen wie Helices,
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B-Faltblattern und Turns zusammengesetzt und Doménen
und wiederkehrende Strukturmotive am Aufbau beteiligt
sind. Die besprochenen Proteine boten geniigend Beispiele
dafiir. DaB 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-
schrinkungen beziiglich der Proteinstabilitdt und -faltungs-
geschwindigkeit beruhen. Diese grundlegenden Faltungsmo-
tive sind jedoch keine starren Bausteine, sondern passen sich

{(+) Periplasma 8+,16-

{-1Cytoplasma 24+, 18-

konnte. Vorher war nur die Struktur von Bakteriorhodopsin
mit geringer Auflésung bekannt 391, Beide haben einige Ge-
meinsamkeiten. Aus der Struktur des Reaktionszentrums
lassen sich einige allgemeine Schliisse fiilr Membranproteine
ziechen. Das Reaktionszentrum enthilt 11 Helices, die die
Membran durchdringen und mit 26 (H-Untereinheit) oder
24 -30 Resten (L- und M-Untereinheit) die passende Linge
haben. Die Aminosduresequenzen dieser Abschnitte enthal-
ten keine geladenen Reste (Abb. 18). Einige geladene Reste

Abb. 18. Stereozeichnung der Polypeptidketten der L- und M-Untereinheiten des Reaktionszentrums 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 fir die cytoplasmatische und die periplasmatische Seite zusammengezdhlt [5, 37].

Sequenzinderungen, der Umgebung und der Assoziation
mit anderen Strukturelementen an. Anpassungsfihigkeit
und Plastizitdt (die nicht mit Flexibilitdt verwechselt werden
darf) werden davon bestimmt, dal} das Energieminimum fiir
das gesamte Protein- und Losungsmittelsystem und nicht fiir
seine einzelnen Komponenten erreicht werden mufl. Wasser
ist ein guter Donor und Acceptor fiir Wasserstoffbriicken-
bindungen und daher féhig, an der Oberfliche liegende pola-
re Peptidgruppen fast ebenso gut abzuséttigen, wie es intra-
molekulare Wasserstoffbriickenbindungen vermdgen (abge-
sehen von entropischen Effekten).

Membranproteine stehen mit dem inerten Kohlenwasser-
stoffteil der Phospholipiddoppelschicht in Verbindung und
milssen ihre Wasserstoffbriickenbindungen intramolekular
absittigen. Nur zwei Sekundirstrukturen erfiillen diese
Bedingungen fiir die Polypeptidhauptketten, die a-Helix und
das B-Barrel. Fiir den Zusammenbau von a-Helices sind
Packungsregeln abgeleitet worden, die, wenn auch mit
grofBler Streuung, bestimmte bevorzugte Winkel zwischen
den Helixachsen vorhersagen. In dhnlicher Weise folgt die
Anordnung der Stridnge in p-Faltbldttern und B-Barrels be-

stimmten Regeln(!38],

5.1. Die Struktur der membrangebundenen Teile
des Reaktionszentrums

Das Reaktionszentrum war das erste Membranprotein,
dessen Struktur mit atomarer Auflésung bestimmt werden
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finden sich nahe den Enden der a-Helices. Glycinreste stehen
am Anfang und Ende fast aller a-helicalen Abschnitte. Es ist
von den léslichen Proteinen her gut bekannt, daf Glycinre-
ste hiufig in Turns und den flexiblen Bereichen von Prote-
inen auftreten®®). Sie mdgen fiir die Insertion in die Mem-
bran wichtig sein, indem si¢ 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 o-Helices der
16slichen Proteine bevorzugter Packungswinkelbereich. Es
bestehen weitere Gemeinsamkeiten mit internen o-Helices in
grof3en globuldren Proteinen, die auch durch das Fehlen ge-
ladener Reste und das bevorzugte Auftreten von Glycin und
Prolin an den Enden charakterisiert sind 4% *#11. Dariiber
hinaus finden die D- und E-a-Helices der L- und M-Unter-
einheiten (Abb. 18) Gegenstiicke in den 16slichen Proteinen.
Sie sind um die lokale zweizdhlige 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
Biindel angeordnet, das durch das Eisen-lon zusammenge-
halten wird und sich nach der cytoplasmatischen Seite hin
6ffnet, um das groBe Spezielle Paar BC,, aufzunehmen. Die-
ses Motiv ist in wasserloslichen Elektronentransport-
proteinen recht hiufig zu finden!'*2!, Ich will diese Betrach-
tungen spiter wieder aufnehmen und dann entsprechende
Substrukturen léslicher Proteine als Modelle fir porenbil-
dende Membranproteine vorstellen.
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5.2. Die Membraninsertion

Auch fiir unsere Ansichten liber 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 globuldren Teil
auf der cytoplasmatischen Seite und eine membraniiberspan-
nende a-Helix. Die L- und M-Untereinheiten sind in die
Phospholipiddoppelschicht integriert. Folglich muB3 Cyto-
chrom (die C-Untereinheit) von ihrem intrazelluldren Syn-
theseort aus vollstindig 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 Verbindungsstiicke der a-Helices von L und M (A-B,
C-D) miissen durchgeschleust werden.

Es ist interessant festzustellen, da3, wie die Gensequenz
zeigt'®%] nur das Gen des Cytochroms eine prokaryotische
Signalsequenz aufweist. Der Durchtritt der groflen hydro-
philen C-Untereinheit mag ein kompliziertes Transloka-
tionssystem erfordern, das eine Signalsequenz bendtigt, wih-
rend sich H, L und M wohl infolge der Affinitdt der
hydrophoben Segmente zu den Phospholipiden spontan in
die Doppelschicht einlagern (Ubersicht zu diesem und ver-
wandten Problemen siehe!43]). Aber auch beim ,,einfachen*
Lésen missen noch jene geladenen Reste durch die Mem-
bran geschleust werden, die auf der periplasmatischen Seite
liegen 37 881 Die mit fortschreitendem Eindringen zuneh-
mend ginstiger 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 daB die rich-

Die H-Untereinheit hat am C-Terminus der die Membran
durchdringenden a-Helix eine stark polare Aminosédurese-
quenz mit sieben aufeinanderfolgenden geladenen Resten
(H33-H39)137-87 die das Eindringen in die Membran wir-
kungsvoll verhindern mag. Entsprechefld 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 aufhalten44, Als Alternative zur sequen-
tiellen Insertion kénnten 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 fiir porenbildende Proteine

Es ist nicht von vornherein klar, ob die am Reaktionszen-
trum erkannten Strukturprinzipien auch fiir die a-helicalen
Proteine gelten, die ,,Poren* oder ,,Kandle* bilden. Diese
Proteine konnten im Prinzip recht komplizierte Strukturen
innerhalb der Wasserkanile annehmen 1431, Strukturunter-
suchungen bei geringer Auflosung an Gap-Junction-Pro-
teinen '#®1 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, dal fiir 16sliche Proteine erhaltene Regeln
tiber Struktur und Anordnung von a-Helices auch auf das
Reaktionszentrum anwendbar sind, ermutigt uns, Modelle
fiir Membranporen-bildende Proteine aus geeigneten Unter-
strukturen l9slicher Proteine abzuleiten. Ein brauchbares
Modell scheint die bei hoher Aufldésung im ikosaedrischen
Multienzymkomplex Riboflavin-Synthase sichtbare penta-
helicale Pore!147- 1481 (Abb. 19) zu sein. Fiinf amphiphile -

Abb. 19. Stereozeichnung der pentahelicalen Pore in der Schweren Riboflavin-Synthase [148].

tige Einlagerung eine geringere Aktivierungsenergie erfor-
dert. Die Nettoladungsverteilung des L-M-Komplexes ist
unsymmetrisch mit sechs positiven Ladungen auf der cyto-
plasmatischen und acht negativen Ladungen auf der peri-
plasmatischen Seite. Das intrazellulire Membranpotential
ist negativ, und somit ist dic beobachtete Ausrichtung des
L-M-Komplexes energetisch bevorzugt (Abb. 18).
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Helices aus je 23 Resten liegen nahezu senkrecht zur Oberfli-
che der Proteinhiille. Diese ,,coiled coil“-Anordnung der
a-Helices ist rechtshdndig gewunden und bildet eine Pore,
die vermutlich fiir den Zufluf} der Substrate und den Abflul3
der Produkte dient. Die Helices liegen mit ihren apolaren
Seiten am zentralen vierstrdngigen B-Faltblatt des Proteins,
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 Porine'*T ausgedehnt werden. Sie
bilden eine Klasse von Membranproteinen, bei denen f-
Strukturen die dullere Membran durchdringen. Die in 16sli-
chen Proteinen beobachteten B-Barrels bestehen aus vier bis
acht und mehr Strdngen. Die untere Grenze wird durch die
Verzerrung der regulidren Wasserstoffbriickenbindungen be-
stimmt. Eine obere Grenze mag die fiir stabile Proteindomd-
nen mogliche GroBe sein. Ein vierstridngiges p-Barrel mit
vier parallelen Stringen, stirnseitig verdoppelt mit D,-Sym-
metrie, liegt im Ovomucoid-Octamer vor!!>%, Die B-Stringe
schmiegen sich an den hydrophoben Kern des Molekiils und
richten ihre (kurzen) polaren Reste in den Kanal (der hier
aulerst eng ist).

6. Einige Gedanken zur Zukunft
der Proteinkristallographie

DreiBlig Jahre nach der Aufkldrung der ersten Proteinkri-
stallstrukturen durch Perutz und Kendrew und nach stetiger
Weiterentwicklung erfihrt die Proteinkristallographie zur
Zeit eine Revolution. Neuere technische und methodische
Entwicklungen erméglichen es, groBe funktionelle Protein-
komplexe wie das Reaktionszentrum von Rps. viridis37- 1311,
groBe Virusstrukturen (es seien nur erwihnt!'°2~1341) Pro-
tein-DNA-Komplexe (es sei nur hingewiesen aufi'3°!) und
Multienzymkomplexe wie Riboflavin-Synthase!'48] zu stu-
dieren.

Die Bedeutung dieser Untersuchungen fiir das Verstind-
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 fiir 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){'3® und der Kriterien fiir eine opti-

DNA-Rekombinationstechnik verindert. Andere, dhnlich
bedeutende Proteine werden in gleicher Weise untersucht.
Diesem Arbeitsgebiet kommen die leicht handhabbare
Molekiil-Modellier-Software (z.B. FRODO!"*™) und die
Hinterlegungsstelle fiir Strukturdaten, die Protein Data
Bank!'38! besonders zugute.

Der Erfolg und die neuen technischen und methodischen
Entwicklungen treiben die Proteinkristallographie weiter
voran. Diese neuen Entwicklungen sind duflerst bemerkens-
wert: Flichenzdhler zur automatischen Aufzeichnung der
Streuintensitdten wurden gebaut. Starke Strahlungsquellen
(Synchrotron) sind fiir schnelle Messungen verfiigbar und
ermoéglichen nun die Verwendung sehr kleiner Kristalle oder
strahlungsempfindlichen Materials. Die polychrome Strah-
lung wird benutzt, um mit Laue-Techniken Beugungsdaten-
siitze innerhalb von Millisekunden zu erhalten'**?!, und die
Abstimmbarkeit der Strahlung gestattet den optimalen Ein-
satz des anomalen Dispersionseffektes!! %% 1611,

Verfeinerungsmethoden, die die kristallographischen Da-
ten und die Konformationsenergie einbeziehen, liefern ver-
besserte Proteinmodelle. Es wurden Methoden entwickelt,
mit denen sich groBe Proteinkomplexe durch die Mittelung
interner Symmetrien analysieren lassen!'®2l. Diese Metho-
den fithren von verschwommenen zu bemerkenswert klaren
Bildern. Die vorherige Kenntnis einer Strukturbeziehung zu
einem bekannten Protein kann mit groBem Vorteil genutzt
werden. Es ist ndmlich méglich, eine unbekannte Kristall-
struktur mit Hilfe eines bekannten Modells zu 16sen, wenn
man die von meinem Lehrer W. Hoppe entdeckte und be-
nannte , Faltmolekill“~-Methode anwendet, die zu einem
sehr leistungsfdhigen Werkzeug der Proteinkristallographie
geworden ist.

Mit diesem letzten Abschnitt mbchte ich W. Hoppe meine
Reverenz erweisen. Er begriindete 1957 die Patterson-Such-
methoden mit der Entdeckung, daf3 die Patterson-Funktion
(die Fourier-Transformierte der Streuintensititen) von Mo-
lekiilkristallen in Summen intra- und intermolekularer Vek-
torsiitze aufspaltbar ist!'®3 aus denen Orientierung und
Translation der Molekiile erhalten werden konnen, wenn
deren Struktur angendhert bekannt ist (Abb. 21). Hoppes
Methode wurde sorgféltig ausgearbeitet, der elektronischen

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

Datenverarbeitung angepaBt und neu formuliert!®- 1631661,

Sie ermoglichte einen abgekiirzten Weg zur Kristallstruktur
des Reaktionszentrums von Rb. sphaeroides, die anhand der

male stereochemische Anpassung werden nun in vielen wis-
senschaftlichen und kommerziellen Institutionen wirksame
Inhibitoren synthetisiert oder natiirliche Inhibitoren durch
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Abb. 21. Faltmolekiil-Konstruktion. Oben: gyou* (a) und gu(E1) ou* (E2) (b)
sind die intra- bzw. intermolekularen Vektorsitze einer dreieckigen Struktur
oy . Ihre Summe stellt die Patterson-Funktion dar. Der intramolekulare Vektor-
satz kann aus der Molekiilstruktur konstruiert werden. Er liegt am Ursprung
und ermdglicht die Bestimmung der Orientierung. Aus dem intermolekularen
Vektorsatz kann die Translationskomponente beziiglich der Spiegelebene erhal-
ten werden. In (b) werden die intermolekularen Vektorsitze, die zwei verschie-
denen Orientierungen von gy entsprechen, gezeigt [164]. Unten: Zeichnung der
Hauptkette der M-, L- und H-Untereinheiten und der Cofaktoren, die als
Suchmodell zur Losung des Phasenproblems bei der Kristallstrukturbestim-
mung des Reaktionszentrums von Rb. sphacroides diente. In die Rechnung
wurden alle homologen Haupt- und Seitenkettenatome einbezogen [6].

Struktur des Reaktionszentrums von Rps. viridis und durch
anschlieBende Verfeinerung geldst wurde!® 13! Der mole-
kulare Aufbau ist sehr dhnlich, obwohl dem Reaktionszen-
trum von Rb. sphaeroides das stindig gebundene Cytochrom
fehlt. Die Strukturldsung wurde mit dhnlichen Methoden
unabhingig bestitigt!. Mit der Faltmolekitl-Methode las-
sen sich Orientierung und Lage eines Molekiils in der Ein-
heitszelle bestimmen. Die genaue Molekiilstruktur und ihre
Abweichungen vom Vergleichsmodell miissen durch kristal-
lographische Verfeinerung erarbeitet werden. Dazu haben in
meiner Arbeitsgruppe W. Steigemann und J. Deisenhofer (in
seiner Dissertation) eine Grundlage geschaffen!'®7-168],
Kiirzlich haben NMR-Techniken (Kernmagnetische Re-
sonanz) ihre Fihigkeit zur Bestimmung der Struktur kleiner
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Proteine in Losung erwiesen. In einem Fall hat ein genauer
Vergleich der Strukturen im Kristall und in Losung eine sehr
gute Ubereinstimmung gezeigt1%% 17°; es sind aber noch
weitere Entwicklungen nétig, um die Methoden auch auf
groflere Molekiile anwenden zu kdnnen.

Die Proteinkristallographie ist das einzige Werkzeug zur
detaillierten Aufklirung des Aufbaus der hier beschriebenen
groBen Proteinkomplexe und wird auch auf absehbare Zeit
die einzige experimentelle Methode bleiben, die Atom-
Atom- und Molekiil-Molekiil-Wechselwirkungen in atoma-
rer Auflésung beschreiben kann. Sie ist die erfolgreiche ana-
lytische Methode, die Emil Fischer 1907 in seiner 9. Faraday
Lecture ansprach, als er ausfiihrte: ,,. .. 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.“!'711, 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 ndher gebracht. Wir kénnen den
Beitrag bestimmter Reste zu Faltungsgeschwindigkeit,
Struktur, Stabilitit und Funktion untersuchen. Auch die
theoretische Analyse der Proteinstrukturen ist vorangekom-
men (es seien nur Levitt und Sharon genannt!*72), doch ein
Schlissel fiir den Zusammenhang zwischen Sequenz und
rdumlicher Struktur ist nicht in Sicht!* 73!, Wie Carl von Lin-
né, 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.
fithren wird, ist nicht klar, aber es ist gewiB, da3 das Ende der
Proteinkristallographie nur durch sie selbst kommen wird.
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