Das photosynthetische Reaktionszentrum des Purpurbakteriums

Rhodopseudomonas viridis (Nobel-Vortrag) **

Von Johann Deisenhofer * und Hartmut Michel *

[n unseren Vortrigen beschreiben wir zunédchst die Geschichte und die Methoden der Kristal-
lisation von Membranproteinen. Dann zeigen wir, wie die Struktur des photosynthetischen
Reaktionszentrums aus dem Purpurbakterium Rhodopseudomonas viridis bestimmt wurde.
Danach wird die Struktur dieses Membranprotein-Komplexes mit seiner Funktion als lichtge-
triebene Elektronenpumpe iiber die photosynthetische Membran korreliert. SchlieBlich ziehen
wir Riickschliisse auf die Struktur des Reaktionszentrums des Photosystems II der Pflanze und
diskutieren die spezifischen Gesichtspunkte der Membranprotein-Struktur. Die Abschnitte 1
(Kristallisation), 4 (Verwandtschaft mit dem Photosystem II und evolutionére Aspekte) und
5 (Membranprotein-Struktur) wurden von H. M. im Vortrag présentiert und verfaBt, die
Abschnitte 2 (Strukturaufklirung) und 3 (Struktur und Funktion) von J. D. Wir wihlen diese
Anordnung, um dem Leser das Verstindnis des Zusammenhangs zu erleichtern.

1. Kristallisation
1.1. Hintergriinde

Wie so hidufig bei neuen wissenschaftlichen Entwicklun-
gen und technischen Erfindungen war es eine zufillige Beob-
achtung, die den Anstof fiir die Experimente gab, die
schlieBlich zur Aufklirung der dreidimensionalen Struktur
eines photosynthetischen Reaktionszentrums fithrten: Im
August 1978 beobachtete ich, daBl lipidfreies Bakterio-
rhodopsin, nach der von Hoppe und Overath'! 1976
beschriebenen Methode hergestellt, bei Aufbewahrung im
Tiefkithlschrank feste, vermutlich glasdhnliche Aggregate
bildete. Diese Aggregate werden in Abbildung 1 A gezeigt.
Von da an war ich iiberzeugt, daf3 es moglich sein sollte, nicht
nur diese Festkorper, sondern auch dreidimensionale Kri-
stalle herzustellen.

Die Verfiigbarkeit wohlgeordneter dreidimensionaler Kri-
stalle ist Voraussetzung fir eine hochauflésende Rdontgen-
strukturanalyse. Sie war und ist noch immer — trotz der Fort-
schritte, die Henderson und Unwin'?! 1975 durch Elektro-
nenmikroskopie und Elektronenbeugung am Beispiel des
Bakteriorhodopsins erzielten — die einzige Methode, um
detaillierte Kenntnisse tiber die Struktur von groBen biologi-
schen Makromolekiilen zu erhalten.

Zu dieser Zeit arbeitete ich an der Universitit Wirzburg
als ,,post doc** im Labor von Dieter Oesterhelt, der 1971 in
Zusammenarbeit mit Walter Stoeckenius Bakteriorhodopsin
entdeckt!™ und 1972 vorgeschlagen hatte, daB Bakterio-
rhodopsin eine lichtgetriebene Protonenpumpe ist %), Meine
Absicht, wohlgeordnete dreidimensionale Kristalle des Bak-
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Abb. 1. Kristalle und Aggregate von Bakteriorhodopsin und dem photosyn-
thetischen Reaktionszentrum aus Rhodopseudomonas viridis. A) Glasihn-
liche™ Aggregate von Bakteriorhodopsin, wie sie bei Einfricren von lipidfreiem
Bakteriorhodopsin entstehen; B) aufgerolite Membran der zweidimensional-
kristallinen orthorhombischen Form der Purpurmembran (aus Michel et al.
[7)); C) nadeldhnliche Kristalle von Bakteriorhodopsin; Fallungsmittel:
Natriumphosphat; D) wiirfeldhnliche Kristalle von Bakteriorhodopsin; Fil-
lungsmittel: Ammoniumsulfat: E) filamentose. Aggregate von Bakteriorhodop-
sin und cinige Wiirfel (Pfcile), Fillungsmittel: Ammoniumsuifat (aus Michel
[4a]): F) hexagonale Sdulen von Bakteriorhodopsin; Fillungsmittel: Ammo-
niumsulfat in Gegenwarl von 3% Heptan-1.2,3-triol; () innerhalb von zwei
Tagen erhaltene sternférmige Kristalle des Reaktionszentrums; Ausgangsbe-
dingungen: 1 mg Protein mL™*, 3% Heptan-1,2,3-triol, 1.5 M Ammoniumsul-
fat, Dampfdiffusion gegen 3 M Ammoniumsulfat (aus Michel [4b]); H) inner-
halb von drei Wochen erhaltene tetragonale Kristalle des Reaktionszentrums
(Ausgangsbedingungen wie bei (), aber Dampfdiffusion gegen 2.4 M Ammo-
niumsulfat) (aus Michel [4b]). Auf allen Photographien entspricht der cinge-
zeichnete Balken 0.1 mm.
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teriorhodopsins herzustellen, fand seine sofortige Unterstiit-
zung. Es stellte sich heraus, dal3 er bereits versucht hatte,
modifiziertes Bakteriorhodopsin aus organischen Losungs-
mitteln zu kristallisieren.

Bakteriorhodopsin, die Proteinkomponente der soge-
nannten Purpurmembran, dhnelt dem Sehpigment Rhodop-
sin und wirkt als Lichtenergiewandler. Es ist Teil eines ein-
fachen ,,photosynthetischen** Systems in Halobakterien.
Bakteriorhodopsin ist ein integrales Membranprotein, das in
der Purpurmembran zweidimensionale Kristalle bildet.
Damals hielt man es allgemein fiir unmoglich, Membranpro-
teine zu kristallisieren. Es gab, mit Ausnahme von Bakterio-
rhodopsin, keine Informationen iiber die dreidimensionale
Struktur von Membranproteinen, die hitte helfen kénnen,
ithre vielfdltigen Funktionen, z. B. als Carrier, Energicum-
wandler, Rezeptoren oder Kandle, zu verstehen.

Als erstes versuchten wir, die negative Oberflichenladung
der Purpurmembran durch Zugabe langkettiger Amine zu
verringern und durch Zusatz von etwas Triton X100, einem
Detergens, eine Umordnung der Molekiile des durch das
Detergens teilweise solubilisierten Bakteriorhodopsins zu
erreichen. Dieses Vorgehen kdnnte ein Weg sein, die unten
(siche Abb. 3) beschriebenen Kristalle des Typs 1 zu gewin-
nen. Innerhalb von vier Wochen erhielten wir die in Abbil-
dung 1 B gezeigten ,,Nadeln™. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen in Zusammenarbeit mit Richard Henderson
in Cambridge ergaben, dal} die ,,Nadeln* eine neue zweidi-
mensional-kristalline Membranform von Bakteriorhodop-
sin waren. Bei dieser neuen Form sind die Membranen wie
Tabakblitter in einer Zigarre aufgerollt und erzeugen so den
Eindruck von Nadeln!1,

1.2. Ein systematischeres Vorgehen

Basierend auf den im folgenden beschriebenen grundsatz-
lichen Eigenschaften von Membranproteinen wurde eine
neue Strategie entwickelt®l. Membranproteine sind in die
elektrisch isolierenden Lipid-Doppelschichten eingebettet.
Die Schwierigkeiten im Umgang mit Membranproteinen
resultieren aus der amphipathischen Natur ihrer Oberfldche:
Sie ist an den Stellen hydrophob, wo die Membranproteine
Kontakt mit den Alkylketten der Lipide haben, und sie ist
hydrophil, wo die Membranproteine Kontakt mit der waBri-
gen Phase (an beiden Seiten der Membran) oder mit den
polaren Kopfgruppen der Lipide haben (siche Abb. 2).
Daraus resultiert die Unldslichkeit von Membranproteinen
sowohl in wabrigen Puffern als auch in organischen
Losungsmitteln mit niedriger Dielektrizitdtskonstante. Um
Membranproteine zu solubilisieren, muf3 ein Detergens
zugegeben werden. Detergentien sind amphiphile Molekiile,
die oberhalb einer bestimmten Konzentration Micellen bil-
den (,,critical micellar concentration®). Diese Detergens-
Micellen nehmen die Membranproteine auf und schiitzen die
hydrophoben Teile der Oberfliche des Membranproteins
vor dem Kontakt mit Wasser. Abbildung 2 zeigt eine sche-
matische Darstellung einer biologischen Membran und ihrer
Solubilisierung mit einem Detergens. Anschlieend mufB das
Membranprotein in der Detergens-Micelle durch chromato-
graphische Methoden gereinigt werden.

Sobald das Protein isoliert und in groflen Mengen verfiig-
bar ist, kann man mit Kristallisationsversuchen beginnen.
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Bei Membranproteinen, die in der Membran nur verankert
sind, ist es am aussichtsreichsten, den Membrananker durch
Proteasen zu entfernen; vielversprechend ist auch die Ver-
wendung genetisch modifizierten Materials, bei welchem der
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Abb. 2. Schematische Darstellung einer biologischen Membran. die aus einer
Lipiddoppelschicht und darin cingebetteten Membranproteinen besteht (oben),
und ihrer Solubilisierung durch Detergenticn (unten). Polare Bereiche der

Membranprotein-Oberfliche sind durch gestrichelte Linien angedeutet (modi-
fiziert nach Michel [8]).

Teil des Gens, der fiir den Membrananker codiert, entfernt
wurde. Es gibt bereits vier Beispiele fiir hochaufgeldste
Strukturen der hydrophilen Dominen: Cytochrom b,
Haemagglutinin'® und Neuraminidase"!! des Grippe-
Virus sowie fiir menschliches Histokompatibilitdtsantigen
der Klasse I, HLA-A212!,

Es gibt zwei Moglichkeiten, aus wirklich integralen Mem-
branproteinen echte dreidimensionale Kristalle zu erzeugen:

1) Man kann sich vorstellen, Stapel zweidimensionaler
Kristalle von Membranproteinen aufzuschichten. Senkrecht
zur Membran miissen hierbei die zweidimensionalen Kri-
stalle wihrend oder nach threr Entstehung beziiglich Trans-
lation, Rotation und Orientierung der Oberfléchen geordnet
werden. In den meisten Fillen kénnten die Lipide in Form
von Doppelschichten erhalten bleiben und die Hydrophobie
der Intramembran-Oberfliche des Proteins kompensieren.
Hydrophobe und polare Wechselwirkungen wiirden die Kri-
stalle in der Membranebene stabilisieren, wihrend in der
dritten Dimension polare Wechselwirkungen (iberwiegen
sollten (Abb. 3, links). Bei einer sinnvollen Kristallisations-
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Abb. 3. Dic beiden Grundtypen der Membranprotein-Kristalle. Typ I: Stapel
aus Membranen. die zweidimensional-kristalline Membranprotcine enthalten.
Die zweidimensionalen Kristallgitter miissen auch in der dritten Dimension
geordnet werden. Typ I1: Ein kristallines Membranprotein. an dessen hydro-
phober Oberfliche Detergensmolekiile gebunden sind. Der polare Teil der
Oberfliiche des Membranproteins ist durch gestrichelte Linien angedeutet.
Symbole fiir Lipide und Detergenticn wie in Abb. 2 (aus Michel {8]).
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methode mifBte man beide Arten der Wechselwirkung
gleichzeitig verstarken; dies erscheint jedoch schwierig.

2) Die Alternative ist die Kristallisation der Membran-
proteine in ihren Detergens-Micellen. Das Kristallgitter wird
von den Membranproteinen iiber polare Wechselwirkungen
zwischen den polaren Teilen der Oberfldche gebildet. Abbil-
dung 3 zeigt rechts ein Beispiel fir solch einen Kristall. Es
wird sofort deutlich, da Membranproteine mit groB3en,
auBlerhalb der Membran liegenden Doménen diesen Typ von
Kristall viel leichter bilden sollten als Membranproteine mit
kleinen polaren Domanen. Die GroBe der Detergens-Micel-
len spielt dabei eine entscheidende Rolle. Eine grofie Deter-
gens-Micelle kdnnte den erforderlichen engen Kontakt
zwischen den polaren Doménen der Oberflichen des Mem-
branproteins verhindern. Eine Mdglichkeit, eine kleine
Detergens-Micelle zu erhalten, ist die Verwendung kleiner
linearer Detergentien wie Octylglucopyranosid. Allerdings
ist es eine allgemeine Erfahrung von Membran-Biochemi-
kern, dal Membranproteine in Micellen, die von Detergen-
tien mit kurzen Alkylketten gebildet werden, nicht sehr stabil
sind. Eine Verlangerung der Alkylkette um eine Methylen-
gruppe flihrt hdufig zu einer Zunahme der Stabilitit um den
Faktor 2 oder 3. Deshalb mul} hier ein Kompromil3 gefun-
den werden.

Der Hauptvorteil der Typ-11-Kristalle ist, daB die gleichen
Verfahren zur Ubersiittigung der Membranprotein-Lésung
angewendet werden konnen wie bei l0slichen Proteinen,
nimlich Dampfdiffusion oder Dialyse mit Salzen oder Poly-
meren wie Polyethylenglycol als Féllungsmittel. Hiufig bil-
det sich dabei eine viskose Detergensphase, die aus prézipi-
tierten Detergens-Micellen zu bestehen scheint (siehe
z.B.')). Diese Phasentrennung ist ein schwerwiegendes
Problem. Membranproteine reichern sich in der Detergens-
Phase an und denaturieren darin hdufig. Oft 16sen sich schon
gebildete Kristalle auch wieder auf.

Durch Octylglucopyranosid solubilisiertes Bakteriorhod-
opsin bildet, wenn Phosphat als Fallungsmittel verwendet
wird, nadeldhnliche Kristalle (Abb. 1C). Mit Ammonium-
sulfat® entstehen Wiirfel (Abb. 1 D). Diese Wiirfel sind
nicht sehr stabil und wandeln sich nach einigen Wochen in
haariges, filamentdses Material (Abb. 1E) um™!; wahr-
scheinlich bildet Bakteriorhodopsin dabei wieder Membra-
nen.

OmpF-Porin, ein Protein der Aulenmembran des Darm-
bakteriums Escherichia coli, wurde — ebenfalls nach Solubili-
sierung mit Octylglucopyranosid — von Garavito und Rosen-
busch™ kristallisiert. Wir erhielten Kenntnis von dieser
Parallelentwicklung, als sich D. Oesterhelt und J. P. Rosen-
busch 1979 in China trafen.

1.3. Die Verbesserung der Kristallisationsmethode

In meinen Augen beruhte das Ausbleiben eines endgiilti-
gen Erfolgs bei Bakteriorhodopsin darauf, dal} die Deter-
gens-Micellen immer noch zu grol waren. Kleinere Deter-
gentien lieBen sich jedoch wegen mangelnder Stabilitéit des
Bakteriorhodopsins in Detergentien mit kiirzeren Alkylket-
ten oder kleineren polaren Kopfgruppen nicht verwenden.
Die Zugabe kleinerer amphiphiler Molekiile war aus mehre-
ren Griinden ein Ausweg!**®: 1) Die kleinen Molekiile
konnten Detergens-Molekiile, die zu groB sind, um sich
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genau in das Kristallgitter des Proteins einzufiigen, an
bestimmten Stellen verdridngen. 2) Die zugesetzten amphi-
philen Molekiile sind zu klein, um selbst Micellen zu bilden,
werden jedoch in die Detergens-Micellen eingebaut. Diese
gemischten Micellen sind kleiner als die reinen Detergens-
Micellen und haben eine andere Kriimmung der Oberflache.
Als Ergebnis konnten die Proteinmolekiile ndher zusammen-
riicken. 3) Die polare Kopfgruppe der zugesetzten amphiphi-
len Molekiile ist kleiner als die des Detergens. Somit wiirde
nur ein kleinerer Teil der polaren Oberfliche des Proteins
vom polaren Teil der gemischten Amphiphil-Detergens-
Micellen abgedeckt werden.

Ich iiberflog also die wichtigsten Chemikalienkataloge
und bestellte nahezu alle Verbindungen, die polar am einen
und hydrophob am anderen Ende waren. Zusétzlich synthe-
tisierte ich ungefdhr 20 amphiphile Verbindungen, haupt-
sdchlich Alkylpolyole und Alkylamin-N-Oxide. Diese Ver-
bindungen wurden unseren Ansitzen zur Kristallisation von
Bakteriorhodopsin zugegeben. FEinige der Substanzen
bewirkten, dall wir hexagonale Siulen erhielten (siehe
Abb. 1), wihrend ohne Additive Wiirfel (Abb. 1 D) ent-
standen waren. Als effektivster Zusatz erwies sich Heptan-
1,2,3-triol, doch hatte es eine leicht denaturierende Wirkung
auf Bakteriorhodopsin. Die Beugungsqualitit der Bakterio-
rhodopsin-Kristalle hatte sich verbessert: Mit Hilfe der
Synchrotronstrahlung konnten H. Bartunik, D. Oesterhelt
und ich gelegentlich eine Aufldsung von 3 A erreichen,
jedoch nur in einer Richtung.

1.4. Der Wechsel zur klassischen Photosynthese

Enttiuscht dariiber, da} der endgiiltige Durchbruch mit
Bakteriorhodopsin nicht gelang, suchte ich nach aussichts-
reicheren Membranproteinen fiir die Kristallisation. Unsere
Erfolglosigkeit diirfte zum Teil darauf beruhen, dall Bakte-
riorhodopsin keine groBen Domiinen auBerhalb der Mem-
bran aufweist. Meine Wahl fiel auf die photosynthetischen
Reaktionszentren der Purpurbakterien Rhodospirillum rub-
rum und Rhodopseudomonas viridis sowie das Lichtsammler-
Chlorophyll-a/b-Protein vom Spinat. Sie wurde von der Tat-
sache beeinflufit, dafl diese Proteine (oder Protein-Kom-
plexe) nach Literaturberichten in ihrer natirlichen Umge-
bung schon Teil zweidimensional-kristalliner Bereiche sind.
Weiterhin war glinstig, daB sie in groBen Mengen zur Verfii-
gung standen, leicht isoliert werden konnten, farbig waren
und Farbinderungen eine mogliche Denaturierung ange-
zeigt hitten.

Das Rhodopseudomonas-viridis-System lernte ich durch
Ernst Wehrli von der ETH Ziirich kennen, der die Ergebnisse
elektronenmikroskopischer Untersuchungen wihrend einer
kleinen Tagung auf Burg Gemen im Juni 1979 (siche %))
vorstellte. Im Dezember 1980 gab mir Wehrli einige isolierte
photosynthetische Membranen. Zu dieser Zeit war ich
bereits mit Dieter Oesterhelr an das Max-Planck-Institut fiir
Biochemie in Martinsried in der Ndhe von Miinchen umge-
zogen und gerade von einem Aufenthalt am MRC in Cam-
bridge zurlickgekehrt, wo ich mit R. Henderson Rontgen-
beugungsversuche an den Bakteriorhodopsin-Kristallen
durchgefithrt hatte. Zur Isolierung der Reaktionszentren
wurde ein von Clayton und Clayton 1978 publiziertes Verfah-
ren, Chromatographie an Hydroxylapatit, verwendet!'®!,
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Ich versuchte, dic isolierten Reaktionszentren zu kristallisie-
ren, jedoch ohne Erfolg. Danach entwickelte ich eine neue
Isolierungsmethode, wendete nur die Molekularsieb-Chro-
matographie an, versuchte es noch einmal und hatte sofort
Erfolg!*?!. Die Bedingungen stimmten nahezu mit denen
iberein, die sich bei Bakteriorhodopsin als optimal erwiesen
hatten. Der einzige Unterschied war, daB3 N,N-Dimethyldo-
decylamin-N-oxid anstelle von Octylglucopyranosid (siehe
Abb. 4) als Detergens verwendet werden konnte. In Gegen-
wart von 3 % Heptan-1,2,3-triol (hochschmelzendes Isomer)
und mit 1.5 bis 1.8 M Ammoniumsulfat als Fallungsmittel
erhielten wir bei Dampfdiffusion gegen 2.5 bis 3 M Ammo-
niumsulfat innerhalb von zwei Tagen sternférmige Kristalle;
innerhalb von drei Wochen entstanden gut ausgebildete
tetragonale Sdulen mit einer Ldnge bis zu 2 mm, wenn die
Dampfdiffusion gegen 2.2 bis 2.4M Ammoniumsulfat
erfolgte (siehe Abb. 1G, H). Die viel kleinere polare Kopf-
gruppe von N,N-Dimethyldodecylamin- N-oxid ist dabei mit
Sicherheit von Bedeutung. Ungliicklicherweise wird Bakte-
riorhodopsin durch dieses Detergens denaturiert. D. Oester-
helt war groBziigig genug, das Reaktionszentrum als mein
Projekt anzuerkennen.
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o
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I‘\]/\/\/\/\/\
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Abb. 4. Strukturformeln gingiger Detergentien: Octyl-f-p-glucopyranosid.
N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid und Decanoyl-N-methylglucamid sind im
Gegensatz zu Triton X100 fir die Kristallisation von Membranproteinen geeig-
net.

Von Anfang an waren die Kristalle von exzellenter Quali-
tit. Nach Optimierung des Isolierungsvorganges war eine
kontinuierliche Versorgung mit Kristallen gewdhrleistet.
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Nun konnte ich mit anfianglicher Hilfe von Wolfram Bode
und Robert Huber damit beginnen, die Rontgendaten zu
sammeln. Abbildung 5 zeigt eine Rotationsaufnahme; dhn-

Abb. 5. Rdntgenbeugungsmuster eines Einkristalls des Reaktionszentrums
(1° Rotation). Belichtungszeit: 20 h, Cuy,-Strahlung, Abstand Kristall-Film:
100 mm. Der Pfeil zeigt cine Auflosung von 3.0 A an (aus Michel [4b]).

liche Aufnahmen wurden fir die Datensammlung verwen-
det.

2. Die Ermittlung der Struktur

Im Frithjahr 1982 schloBich (J. D.) mich H. M. an, um mit
ihm die dreidimensionale Struktur des Reaktionszentrums
aufzukldren. Die tetragonalen Kristalle haben Kantenlidn-
gen der Elementarzellen von « = b= 223.5A, ¢ = 113.6 A
und die Symmetrie der Raumgruppe P4,2,2' "1, Wie sich
herausstellte, enthdlt die asymmetrische Einheit ein Reak-
tionszentrum mit einem , Molekular“gewicht von 145000
Dalton.

2.1. Sammlung der Rontgenreflex-Intensititen

Zur Datensammlung verwendeten wir die Rotations-
methode mit einem Drehanoden-Rontgengenerator als
Quelle und photographischen Filmen als Detektor! 7). Die
groBen Elementarzellen der Kristalle des Reaktionszentrums
in Verbindung mit der Auflésung des Beugungsmusters von
maximal 2.9 A begrenzten die Rotationsintervalle pro
Belichtung auf 0.5°, so dall mehr als zwei Drittel der Reflexe
auf allen verwendeten Filmen nur teilweise aufgenommen
wurden. Die lange Lebensdauer der Kristalle im Rontgen-
strahl bei ungefiahr 0 °C und ihre rdumliche Stabilitdt ermog-
lichten es aber, die partiellen Reflexe aus aufeinanderfolgen-
den Aufnahmen zu addieren, so daB3 thre Bearbeitung kein
ernsthaftes Problem darstellte. Es dauerte trotzdem unge-
fahr drei bis vier Monate, bis ein vollstindiger Datensatz
gesammelt war. Die Datenkollektion der Schweratomderi-
vate wurde durch die Wahl des Rotationsintervalls von 0.6°
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pro Aufnahme beschleunigt. Spéter wurde ein neuer Daten-
satz des nativen Proteins bei 2.3 A Auflésung mit Rotations-
intervallen von 0.4” von Irmgard Sinning, Gerhard Schertier
und H.M. im Hamburger Synchrotron-Laboratorium
(EMBL-AuBenstelle, DESY) gesammelt. Bei dieser Art der
Datensammlung ist die mihsamste und zeitaufwendigste
Aufgabe die Bearbeitung der Filme. Kunio Miki und spéter
Otto Epp gaben uns in dieser Phase wertvolle Unterstiitzung.
Zur Filmauswertung benutzten wir die Computerpro-
gramme FILME!"® 1%l ynd OSCZ9-2!1 zur Skalierung und
Vereinigung der Daten das Programm PROTEIN (Haupt-
autor: W. Steigemann).

2.2. Die Losung des Phasenproblems

Um das Phasenproblem fiir die Kristallstruktur des Reak-
tionszentrums zu lésen, verwendeten wir die Methode des
isomorphen Ersatzes mit Schweratomderivaten. Der experi-
mentelle Teil wurde von H. M., die Filmauswertung und
Datenanalyse von mir mit Unterstiitzung von Kunio Miki
und Otto Epp vorgenommen.

Zur Herstellung der Schweratomderivate wurden die Kri-
stalle drei Tage lang in einer 1 mm Losung der jeweiligen
Schweratomverbindung in einem Mutterlaugen-dhnlichen
LSoak-Puffer belassen. Einige Verbindungen wie K,PtBr,,
K,Pt(CN),. KHg(CN),. K,Hgl, und EuCl; waren dafir
nicht geeignet, da sie die Phasentrennung des Soak-Puffers in
eine viskose Dctergens-Phase und eine wiBrige Phase indu-
zierten. Zu Beginn der Experimente wurde festgestellt, daf3
bei Verwendung groBer Schweratomverbindungen wic
(C,H;);PbNO; oder C,H,;HgCl keine Rontgenbeugung
mehr auftrat, wihrend die kleineren homologen Verbindun-
gen (CH,),PbCl oder C,H;HgCl die Beugung auf eine
Auflésung von 6 A reduzierten. Nach zusiitzlicher Reini-
gung des Reaktionszentrums vor der Kristallisation wurde
die Beugungsqualitdt der Kristalle durch die kleinen Schwer-
atomverbindungen nicht mehr beeinfluf3t. Eine Verbindung
(KAuCl, ) bewirkte eine Verkiirzung der ¢-Achse. Rotations-
aufnahmen (17), dic cinen groflen Teil der 1.k./-Gitterebene
zeigten, wurden visuell auf Anderungen im Beugungsmuster
hin Gberprift. Fiir vielversprechende Kandidaten wurden
Datensitze gesammelt und ausgewertet, die zu ca. 50%
komplett waren.

Im Durchschnitt hatte jedes Schweratomderivat neun
Schweratom-Bindungsstcllen! 71 Die stiirker beseizten Bin-
dungsstellen wurden mit dem automatischen Suchunterpro-
gramm im PROTEIN-Programmpaket gefunden. Aus fiinf
verschiedenen Schweratomderivaten konnten wir die Phasen
bei 3.0 A Aufldsung und cine Elektronendichtekarte berech-
nen!!”. Phasen und Karte wurden durch ,.solvent flatten-
ing™ weiter verbessert!22),

2.3. Modellbau

Die Interpretation der Elektronendichtekarten und die
Modellkonstruktion erfolgten in drei Stufen: Als erstes wur-
den die prosthetischen Gruppen im Reaktionszentrum iden-
tifiziert. Wir fanden die vier Him-Gruppen, die vier Bakte-
riochlorophyll-b-Molekiile, die beiden Bakteriophidophytin-
b-Molekiile und ein Chinonmolekiil'* . Als niichstes wur-
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den die Polypeptidketten — auBler in den aminoterminalen
Regionen der L- und M-Untereinheiten und der Cytochrom-
Untereinheit, deren Aminosduresequenz zum Teil bekannt
waren!'??! — vereinfacht als Polyalanin in das Computer-
modell eingebaut. Die bekannten Partialsequenzen konnten
zur Unterscheidung der Untereinheiten benutzt werden. In
diesem Stadium wurde gelegentlich die lokale Symmetrie der
L- und M-Untereinheiten ausgenutzt. Nachdem schlieBlich
die Gensequenzen der Untereinheiten des Reaktionszen-
trums bestimmt worden waren!?*~ 2% konnte das Modell
der Protein-Untereinheiten vervollstindigt werden. Die
Sequenzinformation fithrte im grofen und ganzen zu einer
Verifikation des Modells. jedoch auch zu mehreren kleinen
Korrekturen des Verlaufs der Polypeptidketten, da die Elek-
tronendichte in der vorausgegangenen Stufe des Modellbaus
nicht immer deutlich genug war, um die genaue Anzahl der
Aminosduren zu bestimmen.

Unser Werkzeug fir den Modellbau waren interak-
tive Graphik-Bildschirme: ein Vector-General-3400-System
(schwarz-wei3) und spéter ein Evans & Sutherland-PS-300-
System (farbig). Fiir beide Systeme verwendeten wir Alwyn
Jones’ Programmpaket FRODO 7). Die Modellbibliothek
dieses Pakets wurde um Bakteriochlorophyll-b, Bakterio-
phdophytin-b, Menachinon-7 und Ubichinon-1 erweitert.
Héufigen Gebrauch machten wir von der Moglichkeit der
real-space-Verfeinerung in FRODO, die einen korrekten
Einbau von langen helicalen Strukturen in die Elek-
tronendichte erlaubte.

2.4. Modellverfeinerung

Das Modell des Reaktionszentrums, bei dem noch die
Hiifte der Seitenketten der Cytochrom-Untereinheit fehite,
hatte schon den recht niedrigen kristallographischen R-
Faktor von 0.359 bei einer Aufldsung von 2.9 A
(R = Z(| Byl — 1 Fue DIZ[Fpl: Fy, und E,, sind die gefun-
denen bzw. berechneten Strukturfaktoren). Die kristallogra-
phische Verfeinerung des Modells wurde bei einer Aufldsung
von 2.9 A begonnen und bis zu einer Auflésung von 2.3 A
fortgefithrt. Die fiir die Verfeinerung verwendeten Pro-
grammpakcte waren PROTEIN, EREF[28- 291 TNT 301 ynd
nochmals FRODO.

Durch die Verfeinerung wurde ein R-Faktor von 0.193 fiir
95762 unabhingige Reflexe bei einer Aufldsung von 2.3 A
erreicht; das verfeinerte Modell enthilt 10288 Nicht-Wasser-
stoff-Atome. Irrtiimer im urspriinglichen Modell, wie zum
Beispiel Peptidgruppen und Seitenketten mit falscher Orien-
tierung, wurden beseitigt. Neu hinzugefiigt wurden: ein teil-
weise geordnetes Carotinoidmolekiil, ein Ubichinon in der
teilweise besetzten Qg-Bindungstasche, ein vollstindiges
Detergensmolekll (LDAO, siche Abb. 4), ein Kandidat fiir
ein teilweise geordnetes LDAO oder ein édhnliches Molekiil,
sieben Kandidaten fir negative Tonen und 201 geordnete
Wassermolekile. Als obere Grenze fiir den durchschnitt-
lichen Fehler der Koordinaten wurde 0.26 A ermittelt(*!),
Eine detaillierte Beschreibung der Verfeinerung und des ver-
feinerten Modells des photosynthetischen Reaktionszen-
trums von Rhodopseudomonas viridis wird an anderer Stelle
publiziert werden (J. Deisenhofer, O. Epp, 1. Sinning, H.
Michel, Manuskript in Vorbereitung).
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3. Struktur und Funktion
3.1. Uberblick iiber die Struktur

Das gesamte Reaktionszentrum von Rhodopseudomonas
viridis ist in Abbildung 6 zu sehen. Das Reaktionszentrum ist
ein Komplex aus vier Protein-Untereinheiten und 14 Cofak-
toren. Die Protein-Untereinheiten werden mit H (heavy), M
(medium), L (light) und Cytochrom bezeichnet; die Namen
H, M und L wurden aufgrund der durch Elektrophorese
bestimmten apparenten Molekulargewichte der Unterein-
heiten gewihlt. Den Kern des Komplexes bilden die Unter-
einheiten L und M und die daran gebundenen Cofaktoren:
vier Bakteriochlorophyli-b-Molekiile (BChl-b), zwei Bakte-
riophdophytin-b-Molekiile (BPh-b), ein Nicht-Hédm-Eisen-
ion, zwel Chinon- und ein Carotinoid-Molekiil. Strukturelle
Eigenschaften, z. B. die hydrophobe Natur der Proteinober-
fliche, und funktionelle Uberlegungen geben einen deut-
lichen Hinweis darauf, daB3 die Untereinheiten L und M die
bakterielle Membran durchqueren. Dieser Aspekt der Struk-
tur wird in Abschnitt 5 im Detail diskutiert. Jede der Unter-
einheiten L und M weist fiinf durch die Membran reichende
Polypeptidsegmente auf, die in helicaler Form vorliegen. Die
Teile der Polypeptidketten, die die Transmembran-Helices

verbinden, bilden flache Oberflichen parallel zur Obertflidche
der Membran.

Die H-Untereinheit steuert eine weitere die Membran
durchquerende Helix bei. Thr N-Terminus befindet sich nahe
der periplasmatischen Membranoberfliche. Der C-termi-
nale Teil der H-Untereinheit bildet eine globulare Domaine,
die an den L-M-Komplex nahe der cytoplasmatischen Mem-
branoberfliche gebunden ist. Auf der gegeniiberliegenden
Seite der Membran ist die Cytochrom-Untereinheit mit ihren
vier kovalent gebundenen Him-Gruppen an den L-M-Kom-
plex geheftet. Sowohl die Cytochrom-Untereinheit als auch
die globulire Domine der H-Untercinheit haben Ober-
flicheneigenschaften, die typisch fitr wasserldsliche Proteine
sind.

Die gesamte Linge des Reaktionszentrums von der Spitze
des Cytochroms bis zur H-Untereinheit betrdgt ungefihr
130 A. Der zentrale Bereich hat einen elliptischen Quer-
schnitt mit Achsen von 70 und 30 A.

Von allen photosynthetischen Reaktionszentren sind die
der Purpurbakterien am besten charakterisiert (Ubersich-
ten: 13233, Die meisten enthalten nur die drei Untereinhei-
ten H, M und L; eine fest gebundene Cytochrom-Unterein-
heit wurde nur in wenigen anderen Bakterien gefunden. Ein
Beispiel fiir ein Reaktionszentrum ohne gebundene Cyto-

Abb. 6. Stercodarstellung des gesamten Reaktionszentrums von Rhodopseudomonas viridis. Die Proteinketten sind in geglitteter Form gezeichnet. Griin:
Cytochrom, blau: M-Untereinheit, braun: L-Untereinheit, purpur: H-Untereinheit. Bei den Cofaktoren sind die Atome in kriiftigen Farben wiedergegeben.
Gelb: Kohlenstoft. blau: StickstofT, rot: Sauerstoff, griin: Magnesium. Die geglitieten Modelle des Riickgrats der Polypeptidketten wurden nach einer 1dee
von Richard J. Feldman mit Hilfe von Marius G. Clore hergestellt.
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chrom-Untereinheit ist das Rhodobacter sphaeroides, das
ebenfalls kristallisiert wurde 3% 331; es stellte sich heraus, daB
seine Struktur der des Reaktionszentrums von Rhodopseudo-
monas viridis sehr dhnlich ist$3¢:37,

3.2. Struktur der Untereinheiten

Die Faltung der Polypeptidketten der vier Untereinheiten
des Reaktionszentrums wird in Abbildung 7 schematisch
gezeigt. Wie oben bereits erwédhnt, sind die hauptsichlichen
Sekunddrstrukturelemente in den Untereinheiten L. und M
(Abb. 7b bzw. 7¢) die fiinf Helices, die die Membran durch-
queren. Ein Vergleich der Faltung der Polypeptidketten bei-
der Untereinheiten zeigt ein hohes MaB an Ubereinstim-
mung. Strukturell dhnliche Segmente schlieBen die Trans-
membran-Helices und einen groBen Teil ihrer Verkniipfun-
gen ein. Insgesamt konnen 216 a-Kohlenstoffatome der M-
Untereinheit mit den entsprechenden a-Kohlenstoffatomen
der L-Untereinheit so gut zur Deckung gebracht werden,
daB die Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung
nur 1.22 A betrigt. Dies geschieht durch eine Rotation von
ungefdhr 180° um eine Achse, die senkrecht zur Membran-
oberfliche verlduft; wir nennen diese Achse die zentrale
lokale Symmetrieachse. In Tabelle 1 sind die Helices beider
Untereinheiten und in Tabelle 2 ihre strukturell dhnlichen
Bereiche zusammengestellt. Neben den Transmembran-Heli-

<)

Tabelle 1. Helicale Segmente der L- und M-Untcereinheit.

Helix Segment (Linge)

Untercinheit L Untercinheit M

transmembran

A L33-153(21) M52 -M76 (25)

B LB4-L111 (28) M111-M137 (27)
C L116-L139 (24) M143-M166 (24)
D L171-198 (28) MI198 223 (26)

E 1.226-249 (24) M260 - 284 (25)

periplasmatisch
cd L152-162 (11)
ect L259-267 (9)

M81-87(7)
M179-190 (12)
M292 298 (7)
cytoplasmatisch

- M232-237 (6)
de L209-220 (12) M241-254 (14)

Tabelle 2. Regionen dhnlicher Polypeptidkettenfaltung in L- und M-Unterein-
heiten

Untereinheit M Untereinheit L Linge
M49-76 - L29-56 28
M 88-96 - L61-69 9
M100-224 - L73-197 125
M243-290 - L209-256 48
M291-296 — L258-263 6

d)

Abb. 7. Stereodarstellung der Kettenverliufe der Protein-Untereinheiten in geglitteter Form. Die Sekundérstruktur ist farbig gekennzeichnet. Gelb: keine
klassifizierbare Sckundiirstruktur, rot: Transmembran-Helices, purpur: andere Helices. blaugriin: antiparallele B-Faltblatt-Strukturen. a) Cytochrom (ein-
schlieBBlich der vier Him-Gruppen); b) L-Untereinheit; ¢) M-Untereinheit: d) H-Untereinheit. Die N-Termini sind blaugriin, die C-Termini rot markiert.
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ces (LA, LB, LC, LD, LE und MA, MB, MC, MD, ME) mit
Lidngen zwischen 21 und 28 Resten gibt es kiirzere Helices in
den verbindenden Segmenten, besonders die Helix de (zwi-
schen den Transmembran-Helices D und E) und die Helix cd.
Die Untereinheit M (323 Reste) ist 50 Reste ldnger als L (273
Reste). Vergleicht man beide Untereinheiten, so weist M fol-
gende Insertionen auf: am N-Terminus (20 Reste), im Ver-
bindungsstiick zwischen den Helices MA und MB (7 Reste),
im Verbindungsstiick zwischen MD und ME (7 Reste) und
am C-Terminus (16 Reste). Die Insertionen an den N- und
C-Termini bewirken, daB hauptsichlich die M-Untereinheit
die Kontakte mit den peripheren Untereinheiten unterhdlt.
Die Insertion zwischen MD und ME, die zu einer zusétzli-
chen, kurzen Helix fithrt (siehe Tabelle 1), ist fiir die verschie-
denen Konformationen der Chinonbindungsstellen in L und
M und fir die Bindung des Nicht-Ham-Eisens von Bedeu-
tung (siche unten).

Die H-Untereinheit mit 258 Aminosdureresten kann in
drei strukturelle Regionen mit unterschiedlichen Charakteri-
stika unterteilt werden (Abb. 7d). Das N-terminale Segment,
das mit Formylmethionin beginnt!?#, enthilt die einzige
Transmembran-Helix der Untereinheit H; diese Helix
besteht aus 24 Resten (H12 bis H35). Nahe dem Ende der
Transmembran-Helix weist die Sequenz sieben aufeinander-
folgende geladene Reste (H33 bis H39) auf. Die Reste H47
bis H53 sind im Kristall fehlgeordnet, so dal keine signifi-
kante Elektronendichte fiir sie gefunden werden kann.

AnschlieBend an die fehlgeordnete Region verlauft die H-
Untereinheit als gestreckte Kette entlang der Oberfldche des
L-M-Komplexes und gewinnt offensichtlich aus diesem Kon-
takt strukturelle Stabilitdt. Die Oberflichenregion enthdlt
eine kurze Helix und zwei doppelstringige antiparallele -
Faltblatt-Strukturen.

Das dritte strukturelle Segment der H-Untereinheit, das
ungefdhr bei H105 beginnt, bildet eine globulire Domaine.
Diese Domiine enthilt ein ausgedehntes System von anti-

paralielen und parallelen B-Faltblatt-Strukturen zwischen’

den Resten H134 und H203 sowie eine a-Helix (Reste H232
bis H248). Die p-Faltblatt-Region, die einzige gréBere im
gesamten Reaktionszentrum, bildet eine Tasche mit stark
hydrophoben inneren Winden. Diese strukturelle Eigen-
schaft erinnert an Transportproteine wie das Retinol-bin-
dende Protein [*® und das Bilin-bindende Protein **!; jedoch
ist hier die Strangtopologie anders. Bisher gibt es keinen
Beweis fiir einen Liganden.

Cytochrom ist mit 336 Resten ¢! die gréBte Untereinheit
im Reaktionszentrums-Komplex (Abb. 7a). Seine vier letz-
ten Reste, C333 bis C336, sind fehlgeordnet. Ebenfalls fehl-
geordnet ist der an den N-terminalen Cysteinrest gebundene
Lipidrest'*?. Die komplizierte Struktur des Cytochroms
kann wie folgt zusammengefat werden: Es besteht aus
einem N-terminalen Segment, zwei Paaren von Him-Bin-
dungssegmenten und einem beide Paare verbindenden Seg-
ment. Jedes Him-Bindungssegment besteht aus einer Helix
mit einer durchschnittlichen Linge von 17 Resten. Nach
einer Richtungsinderung um rund 180° folgt die Aminosau-
resequenz Cys-X-Y-Cys-His, wie sie typisch fiir c-Typ-Cyto-
chrome ist. Die Him-Gruppen sind mit den Cysteinresten
Uber Thioetherbriicken verbunden. Diese Anordnung fithrt
zu Ham-Ebenen parallel zur Helixachse. Die sechsten Ligan-
den der Him-Eisenatome sind in drei der vier Falle Methio-
ninreste der Helix. Das Eisen des Hims 4 hat Histidin C124,
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das aus einem anderen Teil der Struktur stammit, als sechsten
Liganden. Die beiden Paare von Him-Bindungssegmenten,
die Him 1 und 2 bzw. 3 und 4 enthalten, stehen durch eine
lokale zweizihlige Symmetrie in Beziehung zueinander. Von
jedem Paar gehorchen 65 Reste mit-einer Abweichung von
0.93 A (Wurzel aus der mittleren quadratischen Abwei-
chung) dieser lokalen Symmetrie zwischen den entspre-
chenden a-Kohlenstoffatomen. Die lokale Symmetrie des
Cytochroms hat keinen Bezug zur zentralen lokalen Symme-
trie.

3.3. Anordnung der Cofaktoren

Abbildung 8 zeigt die Anordnung der 14 Cofaktoren, die
an die Protein-Untereinheiten des Reaktionszentrums
gebunden sind. Die vier Him-Gruppen des Cytochroms, die
in der Reihenfolge ihrer Bindung an das Protein numeriert
sind, bilden eine lineare Kette, die auf zwei dicht beieinander
liegende Bakteriochlorophyll (BChl-b)-Molekiile zulduft.
Diese beiden Molekiile, das sogenannte ,,special pair®, sind
der Ausgangspunkt zweier Aste von Cofaktoren, die jeweils
aus einem weiteren BChl-b (,,accessory*‘-BChl-b), einem
Bakteriophdophytin-b (BPh-b) und einem Chinon bestehen.
Das Nicht-Hidm-Eisen befindet sich zwischen den Chinonen.
Die Ringsysteme der BChl-b-, BPh-b- und Chinon-Molekiile
folgen anndhernd der gleichen lokalen Symmetrie, die die L-
und M-Ketten zeigen. Die Aste der Cofaktoren, ausgehend
vom ,,special pair** bis zu den BPh-b-Molekiilen, konnen
eindeutig der L- oder M-Untereinheit zugeordnet werden, so
daB3 wir von einem L- und einem M-Ast sprechen. Dies ist die
Grundlage fiirr unsere Nomenklatur: BChl-b und BPh-b wer-
den BCXY und BPX genannt, wobei X den Ast bezeichnet
(L oder M) und Y fiir P (,,special pair*) oder A (,,accessory*‘)
steht. Fiir die Chinone ist die Situation komplizierter, weil
sich die Untereinheiten hier durchdringen und das Chinon
am Ende des L-Zweiges in Wirklichkeit in einer Tasche der
M-Untereinheit gebunden ist und umgekehrt. Deshalb zie-
hen wir es vor, sie als Q, und Qg zu bezeichnen. Q, befindet
sich am Ende des L-Zweiges; es ist ein Menachinon-9, und
Q, ist ein Ubichinon-9*#!!. Die lokale Symmetrie wird durch
die Phytylketten von BChl-b und BPh-b, durch die unter-
schiedliche chemische Natur und den unterschiedlichen
Besetzungsgrad der Chinonbindungsstellen sowie die Pra-
senz eines Carotinoid-Molekiils in der Nahe des accessory-
BChl-b-Molekiils im M-Zweig verletzt.

3.4. Uberblick iiber die Funktion

Unser heutiges Verstindnis der Funktion des Reaktions-
zentrums entwickelte sich durch Kombination der struktu-
rellen Informationen mit den Ergebnissen anderer experi-
menteller Techniken, vor allem der Spektroskopie, wie sie in
Ubersichtsartikeln#? ~*# beschrieben werden. Abbildung 9
zeigt schematisch das Reaktionszentrum mit seinen Cofak-
toren in der bakteriellen Membran. Das ,,special pair* P
(hier: BCLP) ist Ausgangspunkt fiir einen lichtgetriebenen
Elektronentransfer durch die Membran. Durch Absorption
eines Photons oder Energieiibertragung von Lichtsammler-
komplexen in der Membran gelangt P in einen angeregten
Zustand P*. Von P* wird mit einer Zeitkonstante von 2.8 ps
ein Elektron zum Bakteriophdophytin im L-Zweig (hier:
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Abb. 8. Stereodarstellung der Cofaktorcn. Braun: Him-Gruppen, gelb: Bakteriochlorophyli-b. blaugriin: Bakteriophiophytin-b. blau: Carotinoid (Dihydro-
neurosporin: /. Sinning, H. Michel, unpublizierte Ergebnisse), purpur: Chinone (rechts: Q,. links: Q). roter Punkt: Nicht-Him-Eisen.

BPL) iibertragent*s- 4%l Die Unterscheidung zwischen den
beiden Bakteriophdophytin-Molekiilen war moglich, weil sie
Licht von etwas unterschiedlicher Wellenlinge absorbieren;
auflerdem konnten in Kenntnis der Kristallstruktur Linear-
dichroismus-Absorptionsexperimente zur Differenzierung
zwischen den beiden Chromophoren herangezogen wer-
den[47-49].

Von BPL wird das Elektron auf Q, mit einer Zeitkon-
stante von ca. 200 ps iibertragen. Zu diesem Zeitpunkt hat

Abb. 9. Schematische Darstellung des Reaktionszentrums. Der lichtgetncbene
cyclische Elektronenfluf} ist cingezeichnet.
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das Elektron bereits den gréBten Teil der Membran durch-
quert. Diese beiden Schritte des Elektronentransfers laufen
bei sehr niedrigen Temperaturen (ca. 1 K) sogar mit kiirzeren
Zeitkonstanten als bei Raumtemperatur ab3%- 3",

Von Q, nach Qg bewegt sich das Elektron in etwa 100 ps.
Das Nicht-Ham-Eisen scheint bei diesem Schritt keine
wesentliche Rolle zu spielen!%2),

Q. kann zwei Elektronen und anschlieflend zwei Protonen
aufnehmen'®?), Es dissoziiert als QgH, (hier: HQH) vom
Reaktionszentrum ab, und die Qg-Bindungsstelle wird aus
dem Chinon-,,Pool* in der Membran wieder besetzt. QzH,
wird durch den Cytochrom-b/c,-Komplex wieder oxidiert.
Hierbei gelangen Protonen und Elektronen wieder auf die
periplasmatische Seite der Membran. Die Elektronen wer-
den mit einem [§slichen Cytochrom ¢, zum Cytochrom des
Reaktionszentrums transportiert. Von dort wird das photo-
oxidierte ,special pair* mit einer Zeitkonstante von ca.
270 ps wieder reduziert. Diese Zeitkonstante steigt mit
abnehmenden Temperaturen bis ca. 100 K und bleibt dann
bei noch niedrigeren Temperaturen konstant. Der Gesamt-
vorgang kann als lichtgetriebener cyclischer Elektronenflul
beschrieben werden, dessen Nettoeffekt die Erzeugung eines
Protonengradienten iiber die Membran ist; dieser wird nach
P. Mitchells chemiosmotischer Theorie benutzt, um Adeno-
sintriphosphat zu synthetisieren.

Dem vollstindigen Verstindnis der Wirkungsweise des
Reaktionszentrums steht immer noch eine Reihe ungeloster
Probleme entgegen. Die oben beschriebenen Schritte des
Elektronentransfers sowie ihre Geschwindigkeit und Tempe-
raturabhingigkeit sind bis jetzt nicht theoretisch geklirt
worden. Der erste Schritt — mit der Frage nach der Rolle des
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uberbriickenden BCLA - ist Gegenstand einer faszinieren-
den Diskussion.

Eine der groBten Uberraschungen bei der Strukturanalyse
war die Symmetrie des zentralen Bereichs des Reaktionszen-
trums. Sie warf die Frage auf, warum nur der L-Zweig der
Cofaktoren gebraucht wird und welche Bedeutung der offen-
sichtlich unbenutzte M-Zweig hat. Weitere offene Fragen
bezichen sich auf den Elektronentransfer zwischen Q, und
Qg, die Rolle des Nicht-Hédm-Eisens und auf die Funktion
von Qp als Zwei-Elektronen- und Protonen-Acceptor.
SchlieBlich sind die Funktion des Cytochroms wie auch
Details des Elektronentransfers vom loslichen Cytochrom
zum Cytochrom im Reaktionszentrum und innerhalb der
vier Him-Gruppen noch nicht vollig verstanden.

3.5. Struktur-Funktions-Beziehungen

Hier beschreibe ich die Anordnung der Cofaktoren und
die Wechselwirkung mit ihrer Umgebung im Detail. Der
Schwerpunkt soll bei Beobachtungen liegen, die noch offene
Fragen beziiglich der Funktion betreffen.

Abbildung 10 zeigt das BChl-b-Ringsystem des ,,special
pair*, des primiren Elektronendonors der photosyntheti-
schen Lichtreaktion. Schon vor lingerer Zeit war aufgrund
von ESR-Experimenten die Existenz eines ,,special pair*
postuliert worden**), Die beiden Molekiile {iberlappen mit
ihren Pyrrolringen I so, daB die Atome dieser Ringe einander
verdecken, wenn man senkrecht auf die Ringebenen schaut.
Durch diese Orientierung der Ringe kommen die Acetyl-
gruppen den Mg?* -lonen sehr nahe; die Acetylgruppen sind
jedoch keine Liganden der Mg?*-Ionen. Die Pyrrolringe 1
beider BChl-b-Molekiile sind nahezu parallel und haben
einen Abstand von ca. 3.2 A. Die beiden Tetrapyrrolringe
sind aber nicht coplanar; die Ebenen durch die Stickstoftf-
atome der Pyrrolringe jedes BChl-b bilden einen Winkel von
11.3°.

Die BChl-b-Molekiile des ,,special pair' zeigen eine fast
perfekte zweizdhlige Symmetrie. Dies ist in Abbildung 11 zu
erkennen, in der man entlang der zweizdhligen Achse auf
zentrale Teile des Reaktionszentrums schaut!®*%1, Die BChl-
b-Ringe des ,,special pair sind nahezu parallel zu dieser
Symmetrieachse angeordnet. Abbildung 11 zeigt weitere
Strukturelemente, die der zentralen lokalen zweizdhligen
Symmetrie gehorchen: die Histidin-Liganden der Mg?*-
Tonen des ,,special pair* (173, M200), die Ringe der ,,acces-
sory““~-BChl-b-Molekiile, die Wassermolekiile, die iiber
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Histidin-Stick-
stoffatomen und den Ring-V-Carbonylgruppen der ,,acces-
sory“-BChl-b-Molekiile gebunden sind, sowie die Trans-

Abb. 10. Stereodarstellung des ,,special pair*
mit farbig markierten Atomen und Bindungen.
Gelb: Kohlenstoff, blau: Stickstoff, rot: Sauer-
stoff, griin: Magnesium.
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membran-Helices der L- und M-Untereinheiten. Beispiele
fiir Strukturelemente, die die zweizdhlige Symmetrie verlet-
zen, sind das am ,,accessory”-BChl-b (BCy,) befindliche

Abb. 11. Stereodarstellung eines Teils des Reaktionszentrums (Blick entlang
der zentralen lokalen zweizihligen Achse): ..special pair mit den Histidin-
Liganden. ..accessory-Bakteriochlorophyll-b-Molekile (BC,, unten, BCy,
oben), zwei Wassermoleklilc; die Transmembran-Helices der L-Untereinheit
(braun), der M-Untereinheit (blau) und der H-Untereinheit (purpur) sind in
geglitteter Form dargestellt.

Carotinoid-Molekiil, die Seitenketten der ,,accessory-
BChl-b-Molekiile sowie die Transmembran-Helix der H-
Untereinheit. Eine subtilere Stdrung der Symmetrie ist die
unterschiedliche Abweichung der beiden ,special pair*-
BChl-b-Ringsysteme von der Planaritit. Der Tetrapyrrol-
ring von BCy; ist betrichtlich stirker deformiert als der von
BC,,, was eine ungleiche Ladungsverteilung zwischen den
beiden BChi-b-Systemen des ,,special pair® bewirken kann.
Dies wiederum konnte eine der Ursachen fiir den Elektro-
nentransfer in nur eine Richtung sein*®,

Obwohl die Tetrapyrrolringe der BChl-b- und BPh-b-
Molekiile des L- und M-Zweiges mit einer vergleichsweise
geringen Abweichung zwischen den dquivalenten Positionen
der Atome von 0.38 A (Wurzel aus mittlerer quadratischer
Abweichung) in einer einzigen Transformation durch Dre-
hung ineinander Uberfithrt werden kénnen, zeigt eine genau-
ere Betrachtung doch erhebliche Abweichungen der lokalen
Symmetrieoperation fiir das ,,special pair*, fiir die ,,accesso-
ry““-BChl-b- und fiir die BPh-b-Molekiile. Eine optimale
Deckung nur der Tetrapyrrolringe wird beim ,,special pair*
durch Rotation um 179.7°, bei den ,,accessory‘-BChl-b-
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Abb. 12. Stereodarstellung der Cofaktoren des M-Zweiges (purpur) und des
L-Zweiges (griin): die Phytylketten sind zur besseren Ubersicht weggelassen.
Rot: Cofaktoren des M-Zweiges soweit gedreht, daB3 die Tetrapyrrolringe von
BC,, optimal mit denen von BC;, zur Deckung kommen.

Molekiilen durch Rotation um — 175.8° und bei den BPh-b-
Molekiilen durch Rotation um — 173.2° erreicht. Abbil-
dung 12 zeigt diese Abweichungen von der zweizihligen
Symmetrie: hier wurden die Cofaktoren des M-Zweiges so
gedreht, daB die Uberlagerung der Tetrapyrrolringe des
special pair* optimal war. Selbstverstindlich sind die
Atomabstinde und die Winkel zwischen den Ebenen wegen
der nicht perfekten Symmetrie in den beiden Zweigen unter-
schiedlich. So ist zum Beispiel der geringste Abstand von
Atomen, die an Doppelbindungen beteiligt sind, zwischen
..special pair® und BP, um 0.7 A kiirzer als der entspre-
chende Abstand zwischen ,,special pair* und BP,,. Ein weite-
res Beispiel sind die Winkel zwischen den Tetrapyrrolringen
des ,.special pair™ und denen der ,,accessory*‘-BChl-b-Mole-

elektronischen Eigenschaften des L- und M-Zweiges beitra-
gen. Das Ausmall an Fehlordnung, definiert durch die
Anzahl von Atomen ohne signifikante Elektronendichte, ist
im M-Zweig groBer als im L-Zweig. Die Phytyl-Seitenketten
von BC,,, und BP,, sind an ihren Enden teilweise fehlgeord-
net; die von BC, , und BP; haben dagegen eine andere Kon-
formation und sind wohlgeordnet. Die Anwesenheit des
Carotinoids in der Ndhe von BC,,, konnte zu diesem Unter-
schied bei den Phytylketten beitragen, da sie gleichartige
Anordnungen der Ketten auf beiden Seiten verhindert.

Ein Ma@ fiir die Rigiditdt der Struktur bieten die wahrend
der Strukturverfeinerung erhaltenen atomaren B-Werte.
Diese sind im M-Zweig grofer als im L-Zweig. Ein Beispiel
hierfiir ist der Tetrapyrrolring von BPy mit einem mittleren
B-Wert von 21.1 A?; bei BP, betrigt B nur 10.3 A,

Hauptursache fiir die Asymmetrie sind die Unterschiede
der Aminosduresequenz zwischen L- und M-Protein-Unter-
einhetten, die ja die Pigmente binden. Thre gesamte Sequenz-
homologie betrigt nur 25% 31, Obwohl gewisse Schliissel-
reste wie die Histidinreste als Liganden der Mg?* -Tonen der
BChl-b-Molekiile oder des Nicht-Hidm-Eisens konsequent
konserviert sind, unterscheiden sich doch die meisten Reste,
die mit den Pigmenten wechselwirken, in den beiden Zwei-
gen.

Im folgenden werde ich Details der Proteinumgebung der
Pigmente auf dem Weg des Elektrons beschreiben und
zusitzliche, fir die Funktion méglicherweise entscheidende
Unterschiede zwischen den beiden Zweigen erdrtern. Abbil-
dung 13isteine ,,Nahaufnahme* der direkt am ersten Schritt
der lichtgetriebenen Elektronentransferreaktion beteiligten
Strukturteile: Sie zeigt das ,,special pair* (P), das ,,accesso-
ry*“-BChl-b (BC_,) und den ersten Elektronenacceptor
(BP.). Weiterhin sind einige Aminosdurereste, die in engem

Abb. 13. Stereodarstellung des .,speciai pair”, sowie von BC, 4. BP; und ausgewihiten Resten mit farbig markierten Atomen und Bindungen. Farben wie in
Abb. 10.

kiile: Fiir BP, sind die Winkel um etwa 6° kleiner als fiir
BP,. Eine Folge dieser strukturellen Unterschiede sind
Abweichungen der Uberlappung der Orbitale, die wiederum
in den beiden Zweigen unterschiedliche Elektronentransfer-
Eigenschaften erwarten lassen. Dies kdnnte ein weiterer Bei-
trag zur ,,Unidirektionalitit“ der Ladungstrennung im
Reaktionszentrum sein.

Ein anderer Befund, der unterschiedliche Grad der struk-
turellen Ordnung, kdnnte ebenfalls zu den unterschiedlichen
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Kontakt mit den Pigmenten stehen, abgebildet. BC,, hat
van-der-Waals-Kontakte sowohl mit dem ,,special pair als
auch mit BP,. Der kleinste Abstand zwischen den Tetra-
pyrrolringen des ,,special pair* und BP, betrigt 10 A
(Atome von Doppelbindungen). die Phytylkette von BC,,
liegt in einer von BC,, und BP; gebildeten Spalte; sie hat
van-der-Waals-Kontakte mit beiden Tetrapyrrolringen.
Auf den ersten Blick suggeniert diese Pigmentanordnung
einen Elektronenflull von P iiber BC, , nach BP, . Versuche,
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ein durch voriibergehende Reduktion verursachtes Bleichen
der Absorptionsbande von BC,;, nachzuweisen, schlugen
jedoch fehl. Mit ultraschnetlen Lasersystemen durchgefiihrte
spektroskopische Experimente zeigten, dal3 BP, ohne Zwi-
schenschritte von P* reduziert wird#3-46-391 Dieses Ergeb-
nis war Anlal3 zu heftigen Diskussionen itber den Mechanis-
mus des Elektronentransfers von P zu BP, sowie die Rolle
von BC,, in diesem Prozefl. Wie Abbildung 13 am Beispiel
von Tyrosin M208 zeigt, scheint es plausibel zu sein, daf} das
Protein nicht nur die Aufgabe hat, als Geriist die Pigmente
zu fixieren, sondern daf} es ebenso einen erheblichen Einfiufl
auf funktionelle Eigenschaften ausiibt.

Abbildung 14 zeigt zahlreiche Protein-Pigment-Wechsel-
wirkungen am ,.special pair selbst 37!, Hierzu ziihlen auch
Bindungen zwischen den N -Atomen von Histidin L173 und
M200 und den Mg?*-Tonen von BC;; bzw. BCy,. Beide
Acetylgruppen des ,,special pair bilden Wasserstoffbriik-
kenbindungen mit Aminosdureketten: BC;, mit Histidin

Heror

L SPPel J.D. 12-MAY=-1904

Tryptophanreste stehen in direktem Kontakt mit den Tetra-
pyrrolringen des ,,special pair. Tyrosin L162 befindet sich
zwischen dem ,,special pair* und der nichstgelegenen Him-
Gruppe (HE3) des Cytochroms; es konnte eine Rolle bei der
Reduktion des photooxidierten ..special pair* (P*) durch
Cytochrom spielen 371,

In Abbildung 15 ist der erste Elektronenacceptor BP, in
seiner Proteinumgebung wiedergegeben!®”. Die BPh-b-
Molekille werden ausschlieBlich durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen in ihren Positionen fixiert. An der Stelle,
an der man Histidin-Liganden der BChi-b-Molekiile erwar-
ten wiirde, findet man bei BP, Leucin M212 (siche Abb. 15)
und bei BP, Methionin L184. BP, bildet zwei Wasserstoff-
briickenbindungen zum Protein. Fiir eine davon, die zwischen
der Ester-Carbonylgruppe des Rings V und Tryptophan
L100 gelegene Wasserstoffbriicke, gibt es ein Aquivalent zwi-
schen BP, und Tryptophan M127. Die andere, die sich zwi-
schen dem Keto-Carbonylsauerstoff des Rings V und Glut-

R §PPeN  J.D. 12-MAY-1994

Abb. 14. Stereodarstellung des ,,special pair** sowie seiner Proteinumgebung (aus Michel et al. [57]). Braunrot: Reste aus der L-Untereinheit, blau: Reste aus
der M-Untereinheit, blaugriin: BC,;, gelb: BCyp, Wasserstoffbriickenbindungen sind purpur gezeichnet. Die Wasserstoffbriickenbindung zwischen Serin

M?203 und BC,p ist im verfeinerten Modell nicht mehr enthalten.

L168 und BC,;, mit Tyrosin M195. BC, ; enthilt eine weitere
Wasserstoffbriicke zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff des
Rings V und der OH-Gruppe von Threonin 1.248; fiir BCy,
existiert keine dquivalente Wasserstoffbriicke.

Die Umgebung des ,,special pair* ist reich an aromati-
schen Resten: fiinf Phenylalanin-, drei Tyrosin- und drei

L L J.D. 13-AAY-1904

aminsdure L1104 befindet, existiert ausschlieBlich im
L-Zweig; der Glutaminsdure L104 entspricht im M-Zweig
Valin M131. Glutaminsdure 1104 ist in allen L-Untereinhei-
ten der Reaktionszentren aus Purpurbakterien, deren
Sequenz bisher bekannt ist, konserviert. Seine Position im
Elektronentransferweg deutet stark auf eine Protonierung

B IPLsE D 13-NAY-1904

Abb. 15, Stereodarstellung von BP (gelb) und seiner Proteinumgebung: Farben wie in Abb. 14.

Angew. Chem. 101 (1989) 872-892
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hin; die negative Ladung der ionisierten Glutaminsidure-Sei-
tenkette wiirde sonst den Elektronentransfer zu BP; energe-
tisch duferst unglinstig machen.

Wie beim ,,special pair** findet man auch in der Nachbar-
schaft der BPh-b-Molekiile eine Reihe aromatischer Reste;
thre Anzahl ist in der Umgebung von BP, groBer als in der
von BPy,. Tryptophan M250 ist ein besonders erwdhnens-
werter aromatischer Rest: Seine Seitenkette bildet eine
Briicke zwischen BP, und dem darauffolgenden Elek-
tronenacceptor Q,. Dem Tryptophan M250 entspricht im
L-Zweig Phenylalanin L216, das wegen der kleineren Seiten-
kette keine Briickenfunktion zwischen BP,, und Q, ausiiben
kann.

Die Umgebung der Chinon-Molekiile und des Nicht-
Him-Eisens?®"1ist in Abbildung 16 dargestellt; anstelle des
Chinons wird hier jedoch das Herbizid Terbutryn in der Q-
Bindungstasche gezeigt. Das Nicht-Hédm-Eisen liegt in der
Mitte der Abbildung zwischen den Bindungsstellen von Q,
und Qy sehr nahe an der zentralen lokalen zweizihligen Sym-
metrieachse. Es wird von fiinf Proteinseitenketten gebun-
den: von vier Histidinresten (L190, 1230, M217, M264) und
Glutaminsdure M232, deren Carboxylatgruppe als zweizah-
niger Ligand fungiert. Die Liganden um das Eisen-lon bil-
den ein verzerrtes Oktaeder; die axialen Liganden sind Histi-
din L230 und Histidin M264, die dquatorialen Liganden sind
Histidin L190, Histidin M217 und Glutaminsdure M232.

Die Histidinreste L190 bzw. M217 tragen wesentlich zur Bin-
dung von Q, bzw. Q, bei. Die Position des Eisens sowie seine
Bindungen sowohl zur L- als auch zur M-Untereinheit legen
nahe, daBl es zur Stabilitit der Struktur des Reaktions-
zentrums beitriigt. Uberraschend ist die Tatsache, daB es
beim Elektronentransfer zwischen den Chinonen anschei-
nend nur eine untergeordnete Rolle spielt(58),

Die Kopfgruppe von Q, ist in einer stark hydrophoben
Tasche gebunden; seine Carbonyl-Sauerstoffatome bilden
Wasserstoffbriickenbindungen mit den Peptid-NH-Gruppen
von Alanin M258 und mit den Ng-Atomen des am Eisen
gebundenen Histidins M217. Wie oben schon erwihnt, bil-
det Tryptophan M250 einen Teil der Q,-Bindungstasche;
sein Indolring liegt mit einem Abstand von 3.1 A nahezu
parallel zur Kopfgruppe von Q, . Die I[soprenoid-Seitenkette
von Q, liegt entlang der Oberfliche des L-M-Komplexes: die
letzten drei [soprenoid-Einheiten sind im Kristall fehlgeord-
net. Die Q,-Bindungstasche ist durch die globuldre Doméne
der H-Untereinheit gut vom Cytoplasma abgeschirmt.

Die Q,-Bindungsstelle ist in den Kristallen des Reaktions-
zentrums nur teilweise besetzt; deshalb ist das Modell fur Qg
weniger zuverlissig als fiir die anderen oben diskutierten
Teile des Strukturmodells. Trotzdem legen die kristallogra-
phischen Daten eine hochst plausible Anordnung der Qg-
Kopfgruppe in der Bindungstasche nahe; die Lage der Qg-
Seitenkette bleibt jedoch undefiniert. Anscheinend geht Qg
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Abb. 16. Stercodarstellung des primiren Chinons (Q,), des Nicht-Him-Eisens, des Herbizids Terbutryn (blaugriin) in der Qg-Bindungstasche sowie der
Proteinumgebung dieser Cofaktoren; sonstige Farben wie in Abb. 14 (aus Michel et al. {57])).
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dhnlich wie Q, mit seinen beiden Carbonyl-Sauerstoffato-
men Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Protein ein:
eine mit dem N;-Atom des am Eisen gebundenen Histidins
L190 und eine gegabelte Wasserstoffbriickenbindung zur
OH-Gruppe von Serin L223 und zur NH-Gruppe von Gly-
cin L225. Wie Tryptophan M250 bei Q,,, so bildet Phenylala-
nin L216 einen wesentlichen Teil der Q,-Bindungstasche. Die
Hauptunterschiede zwischen der Q- und der Q,-Bindungs-
stelle sind die gréBere Polaritdt der Qg-Tasche und die Exi-
stenz von Wegen durch welche Protonen das Protein durch-
queren und die Q,-Region erreichen kénnen. Der untere Teil
der Qg-Bindungstasche wird groBtenteils von der Seitenkette
von Glutaminsdure 1212 gebildet. Protonen kdnnen aus
dem Cytoplasma auf einem durch geladene oder polare
Reste charakterisierten Weg zu Glutaminsdure 1.212 und
von dort itber einen bis jetzt unbekannten Mechanismus zum
doppelt reduzierten Q3 ~ gelangen.

Einige Herbizide sind kompetitive Inhibitoren der Q,-Bin-
dung in Reaktionszentren von Purpurbakterien. Kristallo-
graphische Bindungsstudien mit dem Herbizid Terbutryn
(siche Abb. 16) und mit o-Phenanthrolin!>7 3! zeigten die
Bindung dieser Molekiile in der Q,-Bindungstasche und lie-
ferten die strukturelle Basis fiir das Verstdndnis der Mutatio-
nen, die zu herbizidresistenten Rps.-viridis-Stimmen fithr-
ten % ®# Dije Tatsache, daB Herbizide, die zur Hemmung
des Reaktionszentrums vom Photosystem II griiner Pflanzen
entwickelt worden waren, auch die Reaktionszentren der
Purpurbakterien hemmen, ist einer der vielen Hinweise auf
die enge strukturelle Verwandtschaft zwischen den beiden
Arten photosynthetischer Reaktionszentren {sieche auch
Abschnitt 4 und©31),

4. Die Verwandtschaft mit dem Photosystem IT
und evolutioniire Aspekte

4.1. SchluBifolgerungen im Hinblick auf die Struktur
des Reaktionszentrums vom Photosystem 11

Das erstaunlichste Ergebnis der Rontgenstrukturanalyse
war die Entdeckung der nahezu symmetrischen Anordnung
des zentralen Teils des Reaktionszentrums, der aus den
homologen L- und M-Untereinheiten zusammen mit den
Pigmenten besteht. Der primére Elektronendonor sowie das
Nicht-Hidm-Eisen(11) sind an der Grenzfliche zwischen bei-
den Untereinheiten zu finden. Beide Untercinheiten werden
gebraucht, um das Reaktionszentrum aufzubauen.

Parallel zu unserer Rontgenstrukturanalyse wurden die
folgenden Ergebnisse verfiighar, die eine enge Verwandt-
schaft zwischen den Reaktionszentren von Purpurbakterien
und dem Photosystem [I nahelegen:

1) Das Reaktionszentrum des Photosystems I1 der Pflanze
enthilt wie das Reaktionszentrum der Purpurbakterien zwei
Phdophytin-Molekiile®2- ¢3! Nach Entfernung oder Vor-
reduktion der Chinone wird es moglich, ein Elektron in
einem Phdophytin abzufangen!®* ¢3! 2) Beide Reaktions-
zentren enthalten einen magnetisch gekoppelten Q,-Fe-Q,-
Komplex. 3) Die L-Untereinheit des Reaktionszentrums der
Purpurbakterien und das D1-Protein {das Produkt des
psbA-Gens; auch Qg-Protein, 32 kD-Protein oder Herbizid-
bindendes Protein genannt) binden das Herbizid Azidoatra-
zin bei Photoaffinititsmarkierungi®® ®7. 4) Schwache, aber
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signifikante Sequenzhomologien zwischen L- und M-Unter-
einheiten der Purpurbakterien!2-37-68 7701 ynd dem D1-"1
und spiter auch dem D2-Protein72~ 7% des Photosystems 1
wurden entdeckt.

Die Bedeutung der Ergebnisse lag auf der Hand: Man
multe erwarten, dall das Reaktionszentrum des Photo-
systems IT von Pflanzen und Algen von D1- und D2-Prote-
inen gebildet wird, wobei D1 der L-Untereinheit und D2 der
M-Untereinheit entspricht. Dieser Vorschlag wich von der
allgemein akzeptierten Meinung ab!7%!, daB ndmlich das
sogenannte CP47, ein Chlorophyll-bindendes Protein mit
einem apparenten Molekulargewicht von 47000, das Apo-
protein des Reaktionszentrums von Photosystem IT ist.
Abbildung 17 vergleicht die Aminosiauresequenzen der L-
und M-Untereinheiten von zwei Purpurbakterien mit denen
der D1- bzw. D2-Proteine aus Spinatchloroplasten. Eine
signifikante Sequenzhomologie beginnt mit dem Glycin-
Glycin-Paar (1L83,84; M110,111) am Beginn der zweiten
Transmembran-Helix. Es sind hauptsichlich Aminosduren
von struktureller Bedeutung wie Glycin, Prolin und Arginin
konserviert. Ein Teil der an der Bindung von Pigmenten und
Cofaktoren beteiligten Aminosduren sind ebenfalls konser-
viert: die Histidin-Liganden der Magnesium-Atome in den
,special pair-Chlorophyll-Molekiilen (L173, M200) und
des Nicht-Ham-Eisenatoms. In der L-Untereinheit und im
D1-Protein findet man ein Phenylalanin (L216, D1-255) und
ein Serin (1223, D1-264) in den entsprechenden Sequenz-
positionen. Diese Reste sind an der Bindung von s-Triazin-
Herbiziden wie Atrazin oder Terbutryn beteiligt. Wahr-
scheinlich wirken sie, indem sie mit dem sekunddren Chinon
Qg um seine Bindungsstelle konkurrieren. Mutationen dieser
Aminosduren fithren in Purpurbakterien, Pflanzen und
Algen zu Herbizidresistenz. Die Phenylalaninreste L216 und
D1-255 entsprechen den Tryptophanresten M250 und
D2-254, die den entscheidenden Teil der Bindungsstellen des
priméren Chinons Q, bilden (siche Abschnitt 3.5).

Es gibt jedoch mehrere wesentliche Unterschiede zwischen
dem Reaktionszentrum des Photosystems [I und dem der
Purpurbakterien: Die Aminosduren, die an der Bindung der
.accessory**-Bakteriochlorophyll-Molekiile in den Purpur-
bakterien beteiligt sind, und Glutaminsiure M232, ein zwei-
zdhniger Ligand des Nicht-Ham-Eisen-ITons. sind nicht kon-
serviert. AuBerdem gibt es keinen Hinweis, dafl im Reak-
tionszentrum des Photosystems Il ein Analogon zur H-
Untereinheit existiert. Trotzdem mul der zentrale Teil des
Reaktionszentrums vom Photosystem II dem von L- und
M-Untereinheiten gebildeten Reaktionszentrum der Purpur-
bakterien insgesamt sehr dhnlich sein. Abbildung 18 zeigt die
Helices, die wahrscheinlich die zentralen Teile des Reak-
tionszentrums der Purpurbakterien und des Photosystems 11
bilden, und die Positionen der Aminosduren, die zwischen
den L- und M-Untereinheiten sowie den D1- und D2-Prote-
inen konserviert sind. Die Identitit von Aminosduren, die
spezifisch in den L-Untereinheiten und entsprechenden Posi-
tionen der D1-Proteine oder nur in den M-Untereinheiten
und entsprechenden Positionen der D2-Proteine gefunden
werden und an der Chinonbindung beteiligt sind, kénnte das
Ergebnis konvergenter Evolution sein. Thre Positionen wer-
den ebenfalls gezeigt.

Der photooxidierte primire Elektronendonor (P™) im
Reaktionszentrum von Rhodopseudomonas  viridis  wird
durch die Cytochrom-Untereinheit reduziert. An der Stelle,
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1 21

LV ALLSFERI-KYRVRGG[TL1GGDL -FD 43
LC ALLSFER|-KYRVPGGQT|LIGGSL -FD) 43
D1 MTAILERRESESLWGRIF-CNWITSTJENRLYI-G 54
D2 MTIAVGKFTKD-EKDLFDSMDDOWLRRORFVF 56
MC AEYQNFFNQVQVAGAPEMGLKEDVDTFERTPAGMFNIL--GWM-JGINAQT--GQPlIYLGIAGITVSLAFGA 63
MV ADYQTIYTQIQARGPHITVSGEWGDNDRVGKPFYSYWL--GKI-GIDAQI--GPJIYLGA 63
21 41 61
61 81
LV LGVSL[Il6YAASQGPTWDP------- FAISIIINPIPDLK YGL]-GAAP- oo oo - e @rwaaflrvea 93
LC LGFLL|ILWGAAMQGTNNP------- oLisfflelPrvenisL]-nvaa----oo-- ipkleLwavfijrvca 93
D1 AeevollloG1-REPVSGS-LLYGNNIISGAIIPTSAAT|GLIHFYP IWEA-ASVDEWLIYNGGP YELIIVLHF 119
D2 VTISWYTHGLASSYLEGCNFLTAAVSTP----ANSLAHSLLLLWGPEAQGDFTRWCQLGQLMAF VAJLjuG 119
MC AWFFTIGVNYWNYQAGFDPFIFMRDLFFFSLEPPPAEYGL-ALAP----con--- LkQeqvilarasiyrm 120
MV TAILIILFNMAAEVHFOPLQFFRQFFWLGLYPPKAQYGM-GIPP---uoon-- LHD FM 120
81 101
101 121 141 ____1ls1
LV LGAFISWMLREIVE] SRKCE]IGWHVPLRJFCVPIFMFCVLQVFRPILL LESWGHAFPYEILSHLOWVNNFE 161
LC TGAFCSHALREVHCRKLGIGFHIPv FSMATFAYLTLVVIRPMMMGSIWGY AFPYlGli wTHLDWVSNTG 161
D1 LLGVACYMGRE[WER SFR GMRPHIAVYSAPVAAATAVFLIYPIGOiGSEFSDGM LG SGTFNFMIVFQ 187
D2 AFALIGFMLRIQFELRIRSVQLRPYNA]I AfF]sGP AVFVSVFLlYPLGQ{SG:HFFAPSF AALFRFILFF]Q 187 Abb. 17. Die Aminosiuresequenz
MC ATSVIAWKVIRIVYTRIAIDQLGMGKHMAMAIFIL SANI|WLWSVLGFWRIPIILMGSIKSVAPPY[GIFSHLDWTNQF|S 188 der L- und M-Untereinheiten der
ML TLSLGSWWIRIVYSRIARALGLGTHIAWNFIAAAIFFVLCIGCTHPITLVIGSINSEGVPFIGH WPHIDWL TAJS 188 Purpurbakterien Rps. viridis (LV.
121 141 161 181 MV) [25] und Rb. capsulatus (LC,
MCQ) {70] sowic des D1- und D2-
181 201 Proteins. Aminosiduren, die allen
Lv TovLfWHYN SSVSFLUFJYNAMALG LI GlGIJI US]VANPGDG------- OKVKTREN--ZTT TTEN 213 sechs Untereinheiten gemeinsam
sind aoder die in den L-Untereinhei-
LC YTYGNFHYNP LeISLFFlTTAwALAMHGIAILIV L SAANPVKG----n-- KTMRTPDH==v=-==-- ED 213 ten und D1 oder den M-Unterein-
D1 AEH-[NILMHP LGVAGVFIGGSLFSAMMASIVTISISL IRETTENESA--NEGYRFGQEEETYNIVA 252 heiten und D2 iibereinstimmen,
02 GFH-INWTLN[PIF[MMMGVAGY LIGIA AL LJC[AJI[HGATIVENTLF-EDGDGANT--FRJAFNPTQAEETYSHVT[AIN 251 sind eingerahmt. Die Position der
MC LDHGINJLF YNPPFFIHIGL STAAL Y|G|S AlL LIFJAMHGATIILAVTRPGGERELEQIVORIGTASER 247 Transmembran-Helices im Reak-
MV IRYGINJF vy clplale Fs16F AvYglcal LIFfAJAlLGATI LAVARFGGDREIEQITDRIGTAVER 247 tionszentrum von Rps. viridis ist
- oo, Ty 221#~ 247 durch Balken tiber der Sequenz der
L-Untereinheiten und unter der der
M-Untereinheiten angedeutet. Die
241 — 261 Position der kurzen a-Helices
Lv RLGLFLASNIFLTGAFGTIASGPFWTRGWPEWWNGWWLDIPFRS* 273 in den Verbindungsstiicken der
LC RLGLLLALNAVFWSACCMLYSGTIYFDLWSOWWYWKVNMPFWADMAGG 278 Transmembran-Helices C und D
Dl FFLAAWPVVGIWFTALGISTMAFNLNGFNFN-QSVVDSQGRVINTWAD 319 sowie D und E werden durch ge-
02 RFRISQ-TFGYA-FSNKRHL|MFFMLFVPVTGLWMSALRVVGLALNLRAYDFVSQEIRAAEDPEFETFYT 317  strichelic Linien markiert. Die Hi-
MC LFMRW--TMGFN-ATMEGI|HRWATWMAVMYTLTGGIGHLLSGTVV-DNWYVWAQVHGYAPVTP* 306 stidin-Liganden der ..special pair”-
Bakteriochlorophyll-Molekile
MV LEMRY--T1GFN-ATIESVIMRWGHFFSLMVMVSASY ILLTGTFV-DNWYLWCVKHGAAPDYPAYLPA 311 und des Nicht-Him-Fisenatoms
261 Fe 281 301 sind mit ‘sp.p* bzw. "Fe’ markiert.
Kreise zeigen Aminosduren an, die
LC ING* 281 in Herbizid-resistenten Reaktions-

D1 IINRANLGMEVMHE--RNAHNFPLOLAAIEAPSTNG*
D2 KNILLNEGIRAWMAAQDQPHEN-LIFPEEVLPRGNAL™*
MV TPDPASLPGAPK* 323

353
353

die der Cytochrom-Untereinheit dquivalent ist, miissen wir
uns im Photosystem II die wasserloslichen Proteine vorstel-
len, die am Mangan enthaltenden, Sauerstoff freisetzenden
Komplex beteiligt sind. Der experimentelle Beweis fiir die
Existenz eines dhnlichen zentralen Bereichs im Reaktions-
zentrum des Photosystems 1T ist die kiirzlich gelungene [so-
lierung eines Komplexes aus Spinatchloroplasten, der aus
den Proteinen Dt und D2 sowie Cytochrom b559 besteht
und vier bis fiinf Chlorophyll- sowie zwei Phaophytin-Mole-
kiile enthilt!””). Es wurde gezeigt, dall der Komplex lichtge-
triebenen Elektronentransport zum Phidophytin katalysiert.
Vor kurzem wurde von zwei Arbeitsgruppen nachgewiesen,
daB ein Tyrosinrest der D1-Untereinheit in der dritten Trans-
membran-Helix ein zwischengeschalteter Elektroneniiber-
triger zwischen dem priméren Elektronendonor des Photo-
systems Il und dem Sauerstoff entwickelnden Mangankom-
plex ist!78 7891 Gegenwirtig wird dariiber spekuliert, ob
nicht auch der Mangankomplex an die D1- und D2-Proteine
gebunden ist.
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zentren von Purpurbakterien oder
im Photosystem II  mutiert sind
(aus Michel und Deisenhofer [62]).

Durch die Arbeit am bakteriellen photosynthetischen
Reaktionszentrum haben sich auch die Ansichten iiber die
Reaktionszentren des Photosystems Il von Pflanzen und
Algen gedndert.

4.2. Evolutionire Aspekte

Die oben beschriebenen Sequenzihnlichkeiten legen nahe,
daB die Reaktionszentren der Purpurbakterien und des Pho-
tosystems Il evolutiondr miteinander verwandt sind. Ein
gemeinsamer Vorfahre besaf ein vollig symmetrisches Reak-
tionszentrum mit zwei sich liber die Membran erstreckenden
elektronentransportierenden Pigmentzweigen. Dieses sym-
metrische Reaktionszentrum wurde von zwei durch ein Gen
codierten Kopien derselben Protein-Untereinheit gebildet,
war also ein Homodimer. Nach einer Genverdopplung und
darauffolgenden Mutationen wurde die Bildung des asym-
metrischen Dimers (,,Heterodimer*) und die Verwendung
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Abb. 18. Siulenmodell des zentralen Bereichs des Reaktionszentrums von Rps.
viridis. Es werden nur Helices gezeigt, die wahrscheinlich im Reaktionszentrum
des Photosystems Il konserviert sind. Die Verbindungsstiicke zwischen den
Helices sind nur schematisch angedeutet. Die Transmembran-Helices der L-
(M-) Untereinheit sind mit LA-LE (MA ME) und die der groBeren Helices in
den Verbindungsstiicken mit LCD (MCD) und LDE (MDE) gekennzeichnet.
Die ,,special pair*-Bakteriochlorophyll-Molekiile befinden sich zwischen den
L- und M-Untercinheiten (D- und E-Helices), die Bakteriophiophytin-Mole-
kiile in der Ndhe der C-Helices. Die Bindungsstelle fiir Qy liegt zwischen den
LDE- und LD-Helices. Die Positionen der Aminoséuren, die zwischen allen L-
und M-Untereinheiten und den D1- und D2-Proteinen konserviert sind, wur-
den durch thre Sequenznummern angedeutet, ebenso dic Positionen der Amino-
séduren, die an der Chinonbindung beteiligt und konserviert sind (aus Miche!
und Deisenhofer [62]).

nur eines der Pigmentzweige fiir den Elektronentransfer
moglich. Es ist eine offene Frage, ob sich diese Genduplika-
tion in der Evolution nur einmal ereignete (vor der Trennung
der Vorfahren der Purpurbakterien und der Organismen, die
das Photosystem II enthalten) oder zweimal, nach der Tren-
nung in diese beiden Richtungen. Im letzteren Falle wéren
die spezifischen Ubereinstimmungen der Sequenz zwischen
L und D1 sowie zwischen M und D2 das Resultat konver-
genter Evolution, wobei die Sequenzidentitdt der fir die
Struktur wichtigen Aminosiuren auf das urspriingliche sym-
metrische Dimer zuriickginge. Sequenzvergleiche fallen
zugunsten der zweiten Mdglichkeit aus (siche®1)): Die D1-
und D2-Proteine haben wesentlich dhnlichere Sequenzen als
die L- und M-Untereinheiten. Diese Beobachtung kann als
Hinweis gewertet werden, daB die fiir die Trennung von D1-
und D2-Proteinen maligebliche Genduplikation spiter in
der Evolution auftrat als die zu den L- und M-Untereinhei-
ten fithrende. Andererseits hatten wahrscheinlich die D1-
und D2-Proteine aufgrund der hiufigeren und stirkeren
Wechselwirkungen mit den benachbarten Proteinen weniger
Freiheit zu mutieren als die L- und M-Untereinheiten.
Sequenzvergleiche allein fithren deshalb mdglicherweise in
die Irre.

Diese evolutiondren Beziehungen deuten ferner darauf
hin, dal3 es fiir ein Reaktionszentrum vorteilhaft sein mul,
nur eine aktive Elektronentransportkette mit zwei hinter-
einander geschalteten Chinonen zu haben. Die Erkldrung fiir
den Gebrauch nur eines Zweiges konnte sehr trivial sein:
z. B. konnte eine Asymmetrie in der Proteinumgebung eine
Asymmetrie in der Verteilung der Elektronen im angeregten
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Zustand verursachen und schlieBlich dazu fiihren, daf3 bei
der Freisetzung des Elektrons eine Richtung bevorzugt wird.
Diese existierende Polaritit konnte so den ersten Elektro-
nentransferschritt beschleunigen, konkurrierende Reaktio-
nen minimieren und die Quantenausbeute des Elektronen-
transfers erhohen.

Ein deutlicher Vorteil der heutigen Reaktionszentren liegt
darin, daB} die beiden Chinone hintereinander geschaltet sind
und nur das nicht fest gebundene sekundare Chinon, Qg, ein
Zwei-Elektronentibertriager ist. Betrachten wir die Situation
der urtiimlichen symmetrischen Reaktionszentren genauer:
Nach der ersten Anregung wird das Elektron zum Chinon
am Ende des einen Pigmentzweiges transferiert. Das daraus
entstehende Semichinon ist nicht stabil und verliert sein
Elektron innerhalb von Sekunden. Nur wenn es ein zweites
Elektron erhalt, kann es protoniert werden und Energie in
Form des Chinols speichern. Bei zwei gleichen parallelen
Elektronentransferketten betragt die Wahrscheinlichkeit,
daB3 das zweite Elektron durch die gleiche Kette auf das
gleiche Chinon wie das erste Elektron {ibertragen wird, nur
50%. Dieser Wert kénnte durch eine mogliche elektrosta-
tische AbstoBung durch das negativ geladene Semichinon-
Anion noch verringert werden. Haufig diirfte deshalb die
Absorption von zwei Photonen zur Bildung zweier Semichi-
non-Anionen am Ende der beiden parallelen Pigmentzweige
im gleichen Reaktionszentrum fithren — ohne Speicherung
der Energie in stabiler Form! Ein Weg, der aus diesem
Dilemma herausfiihrt und der offensichtlich in den Reak-
tionszentren der Purpurbakterien und des Photosystems I1
verwirklicht ist, besteht im Hintereinanderschalten beider
Chinone, begleitet von Mutationen, die Protonierung und
Austausch nur fiir das letzte Chinon in der Elektronentrans-
ferkette zulassen. Durch dieses Hintereinanderschalten der
beiden Chinone und das Differenzieren in Q, und Q, wird
die Effizienz der Lichtenergieumwandlung, besonders bei
Lichtmangel, betrdchtlich gesteigert.

5. Das Reaktionszentrum als
Membranprotein-Komplex

5.1. Der Membrananker der Cytochrom-Untereinheit

Die Réntgenstrukturanalyse zeigte, dall die L- und M-
Untereinheiten beide fiinf Transmembran-Helices enthalten
und fest in die Membran integriert sind, wihrend die H-
Untereinheit durch eine Transmembran-Helix in der Mem-
bran verankert ist. Fiir die Cytochrom-Untereinheit ergab
die Rontgenstrukturanalyse keinen Hinweis auf Struktur-
elemente in der Membran. Trotzdem verhielt es sich in der
Hand der Biochemiker wie ein Membranprotein und aggre-
gierte leicht. Eine eigentlimliche Beobachtung wurde bei der
Proteinsequenzierung gemacht: Beim Edman-Abbau der
isolierten Cytochrom-Untereinheit konnte nach dem ersten
Schritt keine N-terminale Aminosdure identifiziert werden.
Danach lieB sich das Protein normal weitersequenzieren; die
erhaltene Sequenz begann mit der zweiten Aminosdure vom
N-Terminus. K. A. Weyer konnte nun mit der Hilfe von F.
Lottspeich eine modifizierte amino-terminale Aminosiure
isolieren und ihre Struktur zusammen mit W. Schdfer mas-
senspektrometrisch aufkldren 0 821 Abbildung 19 zeigt das
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Ergebnis: Die N-terminale Aminosiure ist ein Cystein, das
iiber eine Thioether-Briicke mit einem Glycerinrest verbun-

Yy

H-C—~C—-C”
T
g9 "
1

0=C C=0

Y oH

Abb. 19. Der N-Terminus der Cytochrom-Untereinheit. Zwei Fettsiuren sind
mit dem N-terminalen S-Glyceryl-cystein verestert. Die Fettsduren sind ein
Gemisch aus 18:OH (zwei [somere) und 18: 1 (drei Isomere) etwa im Verhiltnis
1:1. In der Abbildung werden sie durch Olsidure und 10-Hydroxystearinsiure
repriisenticrt (aus Wever et al. [82]).

(':ys-Phe—Glu—Pro—Pro—Pro—
S

den ist. Zwei Fettsduren sind mit den beiden restlichen OH-
Gruppen des Glycerins verestert. Die Fettsduren sind ein
statistisches Gemisch aus einfach ungesdttigten und einfach
hydroxylierten C 4-Fettsduren. Diese Experimente bewiesen
eindeutig, daB die Cytochrom-Untereinheit ebenfalls einen
Membrananker hat, der jedoch einen lipidartigen und keinen
proteinartigen Charakter hat. Dieser Membrananker ist
dem der bakteriellen Lipoproteine sehr &dhnlich (siehe
z.B.183:-84ly  Die Cytochrom-Untereinheit des Reaktions-
zentrums ist das erste Cytochrom-Molekiil, von dem man
weil}, dal} es einen solchen Membrananker enthélt.

5.2. Protein-Lipid-Wechselwirkung

Die Wechselwirkung zwischen Lipiden und Protein findet
an der Oberfliche der Proteine statt. Deshalb sollte eine
genauere Betrachtung der Oberfliche des Proteinkomplexes
sehr informativ sein. Zu diesem Zweck wird in Abbil-
dung 20a ein Kalottenmodell des Reaktionszentrums ge-
zeigt; Kohlenstoffatome an der Oberfliche des Reaktions-
zentrums sind als weiBe Kugeln dargestelit. Senkrecht zur
zentralen lokalen Symmetrieachse ist eine zentrale Schicht zu

d)

Abb. 20. a) Kalottenmodell des photosynthetischen Reaktionszentrums von Rps. viridis. Kohlenstoffatome sind weil3, Stickstoffatome blau, Sauerstoffatome rot und
Schwefelatome gelb dargestellt. Die an der Proteinoberfliche sichtbaren Atome eines Bakteriophiophytin-Molckiils sind braun markiert. b) Verteilung der ,,geladenen™
Aminosiuren im photosynthetischen Reaktionszentrum. Die negativ geladenen Aminoséiuren (Asparaginsiure, Glutaminsiure) sind rot, die positiv geladenen Amino-
siuren (Arginin, Lysin) blau dargestellt. ¢) Verteilung der Tryptophanreste (gelbgriin) in den L- (briunlich) und M-Untereinheiten (blau). d) Verteilung der gebundenen
Wassermolekiile im Reaktionszentrum. Die Blickrichtung auf das Reaktionszentrum und die L- und M-Untereinheiten verliuft parallel zur Membran.
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erkennen, in der die Oberfliche des Proteins nahezu aus-
schlieBlich aus Kohlenstoffatomen besteht. Dort wird die
Oberfliche des Proteins in der Hauptsache aus Seitenketten-
atomen der Aminosiduren Leucin, Isoleucin und Phenylala-
nin gebildet. Diese zentrale Schicht mufl dem hydrophoben
Teil der Proteinoberfliache, der in der Membran Kontakt mit
den Alkanketten der Lipide hat, entsprechen. Ndhert man
sich dem cytoplasmatischen Rand dieser zentralen Schicht,
so wird eine anndhernd lineare Kette von (blauen) Stickstoft-
atomen an der Proteinoberfliche sichtbar. Diese Stickstoft-
atome sind Seitenkettenatome der basischen Aminosiduren
Arginin und Histidin. Diese basischen Reste konnten dazu
dienen, die Position des Reaktionszentrums senkrecht zur
Membran durch spezifische Wechselwirkungen mit negativ
geladenen Phosphatgruppen der Lipide festzulegen.
Abbildung 21 zeigt den Prozentsatz der von Kohlenstoff-
atomen eingenommenen ,zuginglichen Oberfliche® als

°/o C ACSA Fe SpP
100 | |
1 m _'ﬂ MM
il
801 | ] 1
Iy L
%1 d 1 ' ' W 1} I 1_11m I8
I HTHIF I
| | 1
40
| |
[ |
20 | |
i i
|

20 0 20 40 60 80 100

Abb. 21. Prozentsatz der mit Kohlenstoffatomen besetzten zugénglichen Ober-
fliche (‘ACSA”). Er wurde fiir 3 A dicke Schichten senkrecht zur nicht-kristallo-
graphischen zentralen lokalen zweizdhligen Achse berechnet, die durch das
Nicht-Ham-Eisenatom (,,Fe*") und das ,.special pair* (,,SpP*) liuft.

Schichten senkrecht zur zentralen zweizdhligen Rotations-
achse. Diese zweizihlige Rotationsachse verlduft angenihert
durch das Nicht-Ham-Eisenatom in der Nihe der cytoplas-
matischen Seite und durch die liberlappenden Pyrrolringe
der ,.special pair*-Bakteriochlorophyll-Molekiile nahe der
periplasmatischen Seite der Membran. Abbildung 21 140t
zwei wichtige SchluBfolgerungen zu: 1) Der primére Elek-
tronendonor, das ,,special pair*, befindet sich im hydropho-
ben, nicht-polaren Teil der Membran, wihrend das Nicht-
Hiam-Eisenatom sich bereits in einem Bereich befindet, wo
die Proteinoberfliche polar ist, und sehr wahrscheinlich mit
den polaren Kopfgruppen der Lipide wechselwirkt. 2) Die
Dicke der hydrophoben Schicht senkrecht zur Membran
betrdgt nur 30 bis 31 A. Dieser Wert ist kleiner als der, den
man fiir eine aus C,,-Fettsduren aufgebaute Lipid-Doppel-
schicht erwarten wiirde.

5.3. Verteilung von Aminosiuren und
gebundenen Wassermolekiilen

Abbildung 20b zeigt die Verteilung der stark basischen
Aminosduren Arginin und Lysin und der stark sauren Ami-

nosauren Glutaminsdure und Asparaginsdure, die bei neu-
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tralem pH elektrische Ladungen an den Enden ihrer Seiten-
ketten tragen. Eine zentrale Schicht, in der keine dieser
Aminosduren auftritt, hat eine Dicke von etwa 25 A und ist
somit etwas dinner als der in Abbildungen 20a und 21
gezeigte hydrophobe Oberflichenbereich. Dieser Unter-
schied beruht auf zwei Argininresten und einem Glutamin-
sdurerest, die sich offensichtlich in einer hydrophoben
Umgebung ohne Gegenladung befinden. Die positiven
Ladungen der Arginin-Seitenketten scheinen von strukturel-
ler Bedeutung zu sein: Sie neutralisieren wahrscheinlich die
negative Partialladung an den Carboxy-terminalen Enden
der kurzen de-Helices, die die langen D- und E-Transmem-
bran-Helices verbinden. Diese kurzen de-Helices dringen
teilweise in die hydrophobe Schicht der Membran ein, und
dort scheint eine positive Ladung ndtig zu sein, damit sich
die Richtung der Peptidketten dndern kann. Die Glutamin-
sdure (L104) ist vermutlich protoniert, somit neutral, und
bildet eine Wasserstoffbriicke mit einem der Bakteriophd-
ophytin-Molekiile (BP, )" (siche auch Abschnitt 3.5).
Innerhalb der L- und M-Untereinheiten zeigen die Gluta-
mat- und Aspartat- sowie die Lysin- und die Argininreste
beziiglich der cytoplasmatischen und periplasmatischen Sei-
ten eine interessante asymmetrische Verteilung. Wenn man
die ,,Nettoladungen* der Peptidketten auf der periplasmati-
schen Seite der Membran mit denen auf der cytoplasmati-
schen vergleicht (unter der Annahme, daB alle Glutaminsiu-
rereste, Asparaginsiurereste und Carboxy-Termini negativ,
alle Argininreste, Lysinreste und Amino-Termini positiv
geladen sind), stellt man fest, da3 die cytoplasmatischen
Enden der Transmembran-Helices und ihre jeweiligen Ver-
bindungsteile fast immer weniger negativ geladen sind als
ihre Gegenstlicke auf der periplasmatischen Seite. Dieser
Befund ist schematisch in Abbildung 22 dargestellt: Daraus

Aullenseite

Poreag,,

Innenseite

Abb. 22. Schematische Darstellung der Transmembran-Helices und ihrer Ver-
bindungsstiicke in den L- und M-Untereinheiten des Reaktionszentrums von
Rps. viridis in der Membran zur Verdeutlichung der Nettoladungen an den
Helixenden einschlieflich der Verbindungsstiicke. Die negative Ladung des
Zelleninnern wird durch das Minus-Zeichen (unten), die positive Ladung des
extrazelluliren Mediums durch das Pluszeichen (oben) angezeigt (aus Michel
und Deisenhofer [85]).

resultierend trdgt der cytoplasmatische Teil der M-Unterein-
heit vier positive, der periplasmatische vier negative, der
cytoplasmatische Teil der L-Untereinheit zwei positive und
der periplasmatische vier negative Nettoladungen. Diese
Ladungsasymmetrie wird noch stirker, wenn man das fest
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gebundene Nicht-Him-Eisenatom auf der cytoplasmati-
schen Seite und die vermutete Protonierung der Glutamin-
sdure 1104 einbezieht. Somit sind diese Membranproteine
starke elektrische Dipole. Dieses Ergebnis kann mit dem
Befund korreliert werden, dal das Innere von Bakterien
durch die Aktivitdt elektrogener lonenpumpen der Zellmem-
bran negativ geladen ist. Das bedeutet, daf§ die L- und M-
Untereinheiten in der Membran in der energetisch giinstige-
ren Richtung (beziiglich innen und aullen) orientiert sind.
Umgekehrt kénnte die Kombination des von den lonenpum-
pen verursachten elektrischen Felds {iber die Membran mit
dem (auf der anisotropen Verteilung von negativ und positiv
geladenen Aminosduren beruhenden) elektrischen Dipol der
Membranproteine einer der Faktoren sein, die die Orientie-
rung der Membranproteine in der Membran bestimmen.

Die in Abbildung 20¢ gezeigte, bemerkenswert ungleich-
miflige Verteilung der Aminosdure Tryptophan in den L-
und M-Untereinheiten war nicht zu erwarten. Etwa zwei
Drittel der Tryptophanreste befinden sich an den Enden der
Transmembran-Helices und in den helixverbindenden Teilen
auf der periplasmatischen Seite. Nur einige wenige Trypto-
phanreste sind in der hydrophoben Zone zu sehen, wo sie mit
Pigmenten wechselwirken. Die restlichen Tryptophanreste
befinden sich in der Ubergangszone zwischen hydrophober
und polarer Oberfliche oder dem polaren Teil der L- und
M-Untereinheiten nahe der cytoplasmatischen hydrophoben
Oberfliche. Die Indolringe der Tryptophanreste sind bevor-
zugt in Richtung des hydrophoben Bereichs der Membran
orientiert.

In Abbildung 20d ist die Verteilung der gebundenen Was-
sermolekiile wiedergegeben, die durch Rontgenstrukturana-
lyse mit einiger Sicherheit identifizierbar waren. Davon sind
nur funf im hydrophoben Bereich der Membran zu finden.
Eine genauere Betrachtung zeigt, dall ihnen vermutlich eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung oder Aufrechterhal-
tung der Struktur zukommt. Abbildung 23 zeigt eines dieser
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Abb. 23. Ein fest gebundenes Wasser-Molekiil (301 WAT) im hydrophoben
Bereich der Membran, das zwei Transmembran-Helices durch Wasserstoff-
briickenbindungen mit den Peptid-Sauerstoffatomen von Leucin L180 und
Alanin M207 verbindet. Eine weitere Wasserstoffbriickenbindung ist zur Sei-
tenkette von Asparagin L183 moglich.

Wassermolekiile und die Wasserstoffbriickenbindungen, die
es eingehen kann. Offensichtlich verkniipft es zwei Trans-
membran-Helices, eine aus der L-Untereinheit, die andere
aus der M-Untereinheit, indem es mit zwei Peptid-Sauer-
stoffatomen Wasserstoffbriickenbindungen bildet. Méglich
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ist noch eine weitere Wasserstoffbriickenbindung mit einer
Asparagin-Seitenkette. Wie grof3 der Beitrag dieser Wasser-
molekiile zur Stabilitit der Struktur des Reaktionszentrums
ist, muB noch gekliart werden.

5.4. Kristallpackung und Bindung von Detergentien

Wie in Abschnitt 1 beschrieben, erschien es als vorteilhaf-
teste Strategie, das Reaktionszentrum innerhalb einer Deter-
gens-Micelle zu kristallisieren. Nach diesem Konzept sollte
sich das Kristallgitter des Reaktionszentrums durch polare
Wechselwirkungen zwischen den polaren Oberflichendomi-
nen des Reaktionszentrums bilden. Diese Erwartung bestd-
tigte sich durch die Ergebnisse der Strukturanalyse: An der
Kristallpackung sind hauptséchlich die polaren Oberflichen
der Cytochrom-Untereinheit und der H-Untereinheit und
nur in geringem MaBe der polare Oberfliachenteil der M-
Untereinheit beteiligt.

Wie fiir Detergentien in einer Micelle zu erwarten, ist der
gréBte Teil der Detergens-Molekiile kristallographisch nicht
geordnet und deshalb in der Elektronendichtekarte, bis auf
eine Ausnahme, nicht erkennbar: Die einzelne Transmem-
bran-Helix der H-Untercinheit, zwei Transmembran-Helices
der M-Untereinheit und ein Teil der Pigmente scheinen eine
Tasche zu bilden, in der ein einzelnes Detergens-Molekiil
gebunden ist. Seine polare Kopfgruppe geht offensichtlich
spezifische Wechselwirkungen mit dem Protein ein, das sich
in der Nihe des cytoplasmatischen Endes des hydrophoben
Oberflichenbereichs befindet. Die spezifische Bindung die-
ses einen Detergens-Molekiils kénnte erkldren, warum Kri-
stalle des photosynthetischen Reaktionszentrums vom Rho-
dopseudomonas viridis nur mit N,N-Dimethyldodecylamin-
N-oxid als Detergens und nicht mit Octylglucopyranosid
oder dhnlichen Detergentien erhalten werden konnten.

In Zusammenarbeit mit M. Roth und A. Bentley-Lewit
vom Institut Laue-Langevin in Grenoble konnten die Deter-
gens-Micellen durch Neutronenbeugungsexperimente und
H,0/D,0-Kontrastvariation sichtbar gemacht werden (M.
Roth, A. Bentley-Lewit, H. Michel, J. Deisenhofer, R. Huber
und D. Oesterhelt, Manuskript eingereicht). Ein relativ fla-
cher, an eine monomolekulare Schicht erinnernder Ring aus
Detergens-Molekiilen, die den hydrophoben Oberflichen-
bereich des Reaktionszentrums umgeben, wurde erkennbar.
Bereiche, in denen die Detergens-Micellen miteinander in
Kontakt stehen, konnen ebenfalls beobachtet werden. Es ist
deshalb wahrscheinlich, daB attraktive Wechselwirkungen
zwischen Detergens-Micellen ebenfalls zur Stabilitit des Kri-
stallgitters beitragen. Generell scheint die Strategie, Mem-
branprotein innerhalb ihrer Detergens-Micellen zu kristalli-
sieren!® 861 erfolgreich zu sein, doch war der Fortschritt bei
der Kristallisation anderer Membranproteine unerwartet
langsam. Nur von bakteriellen photosynthetischen Reak-
tionszentren und bakteriellen Porinen erhielt man gut beu-
gende Kristalle. Die notwendige Feinabstimmung beziiglich
der Grofle der Detergens-Micellen, der GroBe der polaren
Kopfgruppe des Detergens und der Stabilitidt des Membran-
proteins ist immer noch eine sehr schwierige Aufgabe, die fiir
jedes einzelne Membranprotein empirisch geldst werden
muB.
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