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Die Forschung auf den Gebieten der Photosynthese und der Herbizide verbindet eine lange 
gemeinsame Ceschichte. 1956. schon bald nach der Einfuhrung der substituierten Arylharn- 
stoffe als hochwirksame Herbizide in die landwirtschaftliche Praxis, wurde erkannt, daf3 Sub- 
stanzen aus dieser Verbindungsklasse den lichtabhiingigen Elektronentransport und die 
Sauerstoffentwicklung hemmen. Seitdem werden Herbizide auch vieler anderer Stoffklassen 
als Photosynthesehemmer in der Forschung angewendet. Die Methoden, rnit denen hier 
Kenntnisse uber Vorginge auf molekularer Ebene gesammelt und interpretiert wurden. sind 
beispielhaft dafur. wie rasch aus der allmiihlichen Aufklirung des Mechanismus der Photosyn- 
these praktischer Nutzen erwachsen kann. Parallel dazu wuchs auch die Bedeutung von Herbi- 
ziden in der Photosyntheseforschung. So konnten rnit ihrer Hilfe viele wichtige Details der 
Biochemie und Biophysik der Photosynthese gekliirt werden. insbesondere die Rolle des 
Plastochinons, das aus seiner Bindenische in einer der Proteinuntereinheiten des Photo- 
systems I1 verdringt wird. Auch fur die aktuelle Molekularbiologie der Photosynthese erwie- 
sen sich wieder die Herbizide als nutzliche Sonden. In neuerer Zeit konnen rnit herbizidtoleran- 
ten Mutanten Ruckschlusse auf die Struktur des Photosystems I 1  gezogen werden. In diesem 
Ubersichtsartikel beschreiben wir den einstigen und gegenwiirtigen Stand der Wechselwirkung 
zwischen Photosynthese- und Herbizidforschung. Sie hat es ermoglicht, ein dreidimensionales 
Modell fur die Orientierung von Hemmstoffen in ihrer Bindenische in den Proteinuntereinhei- 
ten des Photosystems I1 anzugeben 

1. Einleitung 

Eine grolle Zahl kommerzieller Herbizide hemmt die Pho- 
tosynthese" -41; 1989 betrug deren Anteil am Herbizidmarkt 
etwa 30 O h .  Ilieser Ubersichtsartikel behandelt ausschlieDlich 
Verbindungeri. die auf den Elektronentransport im Photosy- 
stem I 1  (PS 11) wirken, und damit weitaus den grouten Teil 
dieser Herbizide. Einige typische Beispiele sind in Abbildung 
1 dargestellt. Der spezifische Angriffsort dieser Verbindun- 
gen ist eine bestimmte Proteinuntereinheit im PS 11, aus der 
reversibel gehundenes Plastochinon (QR) verdringt wird. 
Dieses Herbizid-Bindeprotein wird auch D 1-Protein genannt 
(Ubersicht siehe15]) und ist, wie wir erst seit kurzem wissen, 
eine Untereinheit des photosynthetischen Reaktionszen- 
trums von PS 11. 

Bereits sehr fruh haben quantitative Messungen der Photo- 
synthesehemmung und deren Korrelation mit physikochemi- 
schen Parametern (QSAR-Studien. QSAR = Quantitative 
Structure-Activity Relationship) in einigen Fillen detail- 
lierte Beschrei bungen des Einflusses bestimmter Substruktu- 
ren ermoglicht. Damit wurden aber auch bestimmte bioche- 
mische und biophysikalische Eigenschaften des Herbizid- 
Bindeproteins immer klarer erkennbar. Es wurde moglich, 
gleichsam rnit Hilfe eines Negativabdruckes der fur gute 
Photosynthesehemmung notigen Strukturelemente die drei- 
dimensionale Struktur der Bindenische des zunachst hypo- 
thetischen Proteins abzutasten. bevor diese selbst niher er- 
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Abh. 1. Hemmstoffe dea Photosystems 11. die als Herbiiide eingesetzt werden. 

kannt wurde. So kommt es, daD die Erforschung der 
Biochemie und Biophysik der PS-11-Herbizide einen Stand 
erreicht hat, der weit uber dem der meisten anderen Gebiete 
der Herbizidforschung liegt. 

Ein entscheidender Schritt vorwarts in der Charakterisie- 
rung des Photosystems I1 war die Identifizierung des Herbi- 
zid-Bindeproteins. Mit radioaktiv markierten Herbiziden und 
uber die Sequenzierung des pshA-Gens von herbizidtoleran- 
ten Mutanten wurde erkannt, daR das Herbizid-Bindepro- 
tein eine der Untereinheiten des PS I 1  ist. Es ist jetzt moglich, 
die Bindung eines Herbizids durch Wechselwirkung rnit spe- 
zifischen Aminosiuren in der Bindenische zu diskutieren. 
Dies wurde erst moglich durch die Kristallstrukturanalyse 
eines bakteriellen PhotosystemsI6- 'I. Ein vertieftes Ver- 



stindnis der Struktur des PS I1 und der Hornologie mit dern 
Photosystem der Purpurbakterien"] waren kaum moglich 
gewesen ohne den stindigen, gezielten Einsatz von Hemrn- 
stoffen und Herbiziden. 

2. Der Elektronentransport im photosynthetischen 
Reaktionszentrirm 

Bei Belichtung oxidiert das PS I1 Wasser zu Sauerstoff und 
reduziert Plastochinon (PQ) zu Plastohydrochinon (PQH,) 
(Ubersichten siehe"'. I ' I ) .  Mehrere Elektronencarrier werden 
fur diese komplexc Reaktionsfolge benotigt. Das Reaktions- 
zentrum (RC) de:; PS I1 enthdt  Chlorophyll a, vermutlich 

als ein Dimer, das nach seinem Absorptionsrnaximurn bei 
680 nrn P680 genannt wird. Dieses ist uber zwei Histidin- 
Einheiten (His 198) rnit den zwei hornologen Polypeptiden 
D 1  und D2. die etwa 32 kDa groB sind, verbunden. Bei 
Lichtanregung des P680 irn Reaktionszentrurn tritt eine La- 
dungstrennung ein, und innerhalb von zehn Picosekunden 
wird das Elektron von dem angeregten primaren Elektro- 
nendonor P680 * auf den prirniiren Elektronenacceptor iiber- 
tragen. der ein an das D I -Protein gebundenes Phaophytin 
ist. Das Phaophytin wiederum reduziert innerhalb etwa einer 
Nanosekunde das erste Plastochinon des Elektronentrans- 
portsystems. das Q,. Das fest an das D2-Protein gebundene 
Q, wird zurn Semichinon reduziert. Dieses Semichinon (Ra- 
dikalanion Q,) reduziert das zweite. rnit dern D 1-Protein 
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verkniipfte Plastochinon Q,. Es ist die Reduktion von Q,, 
die durch dir Herbizide gehemmt wird. 

Das oxidierte P680 wird durch den Mangankomplex des 
sauerstoffentwickelnden Systems iiber ein Tyrosin-161-Ra- 
dikal, das in einer hydrophoben Tasche von D 1 stabilisiert 
vorliegt" * I ,  I iickreduziert. 

Die primire Ladungstrennung im PS I1 findet quer durch 
die innere Thylakoid-Membran statt, also im inneren Raum 
des Thylakotd-Vesikels. Das P680 des Reaktionszentrums 
liegt in der NChe der inneren Lumen-Seite der Thylakoid- 
Membran. Die Plastochinone (Q, und QR). die reduziert 
werden, sind in der Thylakoid-Membran zur Matrix-Seite 
des Chloroplasten hin orientiert, d. h. ein durch die Oxida- 
tion des P680 gebildetes Elektron muW eine Strecke von etwa 
30 8, zuriicklegen. Dadurch wird eine Rekombination der 
Ladungen irn Reaktionszentrum verlangsamt und eine 
Riickreduktion des oxidierten P680 durch den wasserspal- 
tenden Mangankomplex ermoglicht. Dies 1st in Abbildung 2 
dargestellt. Das Ergebnis der lichtangeregten Ladungstren- 
nung ist also eine Redoxreaktion quer durch die Membran 
und die Erzeugung eines starker elektronegativen Reduk- 
tionsiquivalents. des reduzierten Chinons, aus dem elek- 
tropositiven llektronendonor Wasser. 

Lumen- 
Sei te  

PS- 11-Proteinkomplex 

Ahb.  2 Die durch Licht ausgeloste Reduktion von Chinon irn Ph(~rosysfern I I .  
Ein integraler Proteinkornplex 1st so in die Thylakoid-Mernbran eingebettet. 
dall er das Rcahtionszentrurn des PS I I  nach der Lumen-k i t e  der Mernbrm 
orientiert. Bei Anregung durch I x h t  giht ein C'hlorophylldirner (P6X0) ein 
Elcktron ah /ur  Redukfion des Plastochinons. das auf  der anderen Seite der 
Mernbran Iiegf. Hcxbiridc verdrdngen die\es Chinon. 

In einem zweiten Anregungscyclus. der dem ersten gleicht, 
nimmt Q, ein Lweites Elektron auf und wird zum Hydrochi- 
non reduziert. Das Plastohydrochinon verliDt die Bindeni- 
sche und setzt sich mit dem groDeren, freien Plastochinon/- 
hydrochinon-Pool ins Gleichgewicht. Gleichzeitig besetzt ein 
anderes Plastochinonmolekiil die Bindenische und wird zu 
einem neuen Q,. Der Cyclus wird so fortgesetzt. Zwei weite- 
re Anregungscyclen des P680, im ganzen also vier Quanten, 
werden gebraucht. um den Mangankomplex, der vier Man- 
ganatome enthilt. so zu oxidieren. daB aus zwei Wasser- 
molekiilen eirt Sauerstoffmolekiil gebildet werden kann 
(Abb. 3). 

Die Gesamtreaktion im PS I I  fiihrt somit zu zwei stabilen 
Endprodukten: Plastohydrochinon und Sauerstoff [GI. (a)]. 

Abbildung 3 zeigt. daD die Protonen. die bei der Wasserspal- 
tung freiwerden. in das innere Lumen der Thylakoid-Mem- 

bran entlassen werden, wihrend die Protonen. die zur Bil- 
dung von PQH, gebraucht werden. aus dem Matrixraum 
stammen. Auf diese Weise wird als Konsequenz aus dem 
vektoriellen Elektronentransport ein Protonengradient zwi- 
schen beiden Seiten der Thylakoid-Membran erzeugt. 

2x2 t? 
Matrix-kite 

----- 

Lumen-Set t e 

Ahh.  3 Photosystem I I  und die Sauerstoffenfwicklung. Das P6X0 irn Reak- 
tionszentrurn des PS I I  reduiiert Q8 7urn Hydrochinon uber Phaophytin und 
das Plastochinon Q A .  Fur die Redukfion zum Hydrochinon werden zwei Anre- 
gunscyclen gehraucht. Protonen werden aus dern Matrixraum aufgenornrnen. 
Das Plastohydrochinon verlillt seine Bindestelle irn PS I1 und setzt sich rnit 

dern grollen Plastochinon:-hydrochinon-Pool ins Gleichgewicht. Vier Anre- 
gungscyclen durch das  P680 sind notig, urn den Mangankomplex uber ein 
Tyrosin-Radikal zu oxidieren. Der vollstindig oxidierte Mangankomplex spal- 
tet dann zwei Molekule H,O. urn ein Molekul 0, zu entwickeln. 

Die im PS I I  gebildeten Plastohydrochinonmolekiile 
konnen sich innerhalb der Membran sowohl lateral als auch 
transversal bewegen. Sie werden durch den Cytochrom-b,-f- 
Komplex reoxidiert, der die Elektronen dann iiber Plasto- 
cyanin (PC) auf das Photosystem 1 (PSI) iibertragt. Die in der 
PQH,-Oxidation freigesetzten Protonen werden in das 
Lumen der Thylakoid-Membran abgegeben. Dadurch wird 
das Protonenpotential noch einmal verdoppelt. Das PS I 
oxidiert bei Belichtung PC und reduziert oxidiertes Nicotin- 
amid-adenin-dinucleotidphosphat (NADP' ) zu NADPH. 

Der photosynthetische Elektronentransport fuhrt zur 
Entwicklung von 0, und stellt die Reduktionsiquivalente. 
die fur die C0,-Assimilation benotigt werden, in Form von 
NADPH zu Verfiigung. Da dies eine endergonische Reak- 
tion ist. muD die Energie von den absorbierten Lichtquanten 
geliefert werden. Abbildung 4 zeigt. wie die Redoxcarrier des 
gesamten photosynthetischen Elektronentransportsystems 
in drei Proteinkomplexen PS I, PS I I  und dem Cytochrom- 
b,-f-Komplex gebunden sind. Jeder dieser Transmembran- 
Komplexe enthalt in den Polypeptiduntereinheiten mehrere 
Carriermolekiile. die durch spezifische Bindung so orientiert 
sind, daD sie einen gerichteten ElektronenfluD ermoglichen. 
An die Transmembran-Komplexe sind periphere Proteine 
gebunden. die entweder wie beim wasserspaltenden System 
zur Lumen-Seite oder wie beim NADP'-reduzierenden 
System iiber Ferredoxin zur Matrix-Seite der Membran 
orientiert sind. Die groDen integralen Komplexe bestehen 
jeweils aus mehreren hydrophoben Proteinuntereinheiten, 
die durch bewegliche Carriermolekiile wie Plastochinon 
lateral in der Membran oder wie Plastocyanin auDerhalb der 
Membran funktionell miteinander verbunden sind. Abbil- 
dung 4 zeigt auch die Angriffsorte von drei Hemmstoffen des 
photosynthetischen Elektronentransports: DCMU hemmt 
das PS I1 auf Q,-Ebene, DBMIB den Cytochrom-b,-f-Kom- 
plex auf der FeS-Ebene und Paraquat die NADP+-Reduk- 
tion im PS I. indem es Elektronen vom PS I abzieht. 

Durch die Ausrichtung des photosynthetischen Elektro- 
nentransports in der Membran werden bei den Redoxreak- 
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D iuron DBMIB Paraquat 
Hemmuna des  Hemmung des Ableitung van 

Elektronen-Flusses Elektmnen-Flusses Elektronen 

Abb. 4. 1ntegr:ile Proteinkomplexe sowie typische HemmstofCe fur den 
Elektronentranspor! ini photosynthetischen Reaktionszentrum und in der 
Photophosphor)lierune PS 1. PS I 1  und der Cytochrom-b,-f-Komplex enthal- 
ten mehrere Elektronencarrier, die an  Polypcptiduntcreinheiten gebunden sind. 
Bewegliche Carrierniolekulc wic Plastochinon ( P o )  und Plastocyanin (PC) stel- 
len die funktionelle Verhnupfung der Komplexc her Periphere Polypeptide sind 
fur die Wasserspaltung : iufder  L.urnen-Scite des PS I1 und fur die NADP'-Re-  
duktion uher Ferredoxi.1 (Fd)  und gehundcne FeS-Zentren au fde r  Matrix-Set- 
te mil dem integralen l'iotein verbunden. Die ATP-Synthase besteht aus einem 
die Membrun durch\p.innenden Protonenkanal (CF<,) und dem peripheren 
CF,-Teil. Fur  die Slnthcse von ATP wird die Freisetrung von Protonen bei der 
Wasserspaltung und hei der Plastohydrochinon-Oxidation ausgenutzt. Im PS I 1  
cind nur das  Q,-binderde Protein DZ und die 0,-bindende Untereinheit D 1 
angegeben. Alle anderen Unrrreinheiten - auch in PS I und in anderen Kom- 
plexen \ind der i j he r~ .~ch i l~chke i t  hal txr  nicht dargestellt. 

tionen Protonen auf der Matrix-Seite der Membran aufge- 
nommen und auf  der Lumen-Seite abgegeben. Neben dem 
Membranpotential. das durch die beiden elektrogenen. d. h. 
ein elektrisches Feld aufbauenden Photosysteme erzeugt 
wird. entsteht so ein Protonengradient. der zur Adenosintri- 
phosphat (ATP)-Synthese durch die ATP-Synthase verwen- 
det wird. Das ist :chematisch in Abbildung 4 gezeigt. 

Gleichung (b)  fd3t die Bildung der Reduktionsaquivalente 
fur die C0,-Assimilation (NADPH), die bei der Wasser- 
oxidation entstehen, zusammen. Zweimal vier Anregungs- 
cyclen in beiden Photosystemen sind notig, um die fur die 
Reduktion von zwei NADP- bzw. einem C02-Molekiil noti- 
gen vier Elektronen zu ubertragen. In Schema 1 wird eine 
abgekurzte Reaktionsfolge des Elektronentransports ge- 
zeigt. Die waagerechten Pfeile deuten den ElektronenfluD 
vom Donor zum Ilcceptor an, die senkrechten den Angriffs- 
ort einiger Hemmstoffe. 

D C M U  u n d  D B M I B  
ande rc  Herhizide D N P - I N T  

1 1 
HZO + PS I 1  - + PQ + Cyr.b,f + PC + 

1 2 0 ,  

P a r a q u a t  

PSI A Fd + N A D P '  

Schema I .  Fd = Ferre,Joxin, 
DBMlB = Dihromlhy-nochinon. Paraquat = Methylviologen. 

DNP- INT = Dinilrophenyl-iodnitrothymol, 

3. Vergleich von Struktur und Funktion 
des Photosystems I1 mit dern Photosystem 
von Purpurbakterien 

Struktur und Funktion des sauerstoffentwickelnden PS I1 
der Pflanzen ahneln stark dem Photosystem der Purpurbak- 
terien" 3.  I4]. Die Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse 
des 1etzterenl'- *I war daher ein Meilenstein der Photosyn- 
theseforschung, besonders auch im Hinblick auf das Ver- 
standnis des PS I I  und seiner Herbizidbindung. 

3.1. Das Photosystem I1 der Pflanzen 

Der integrale Membrankomplex, der das PS I1 bildet 
(Abb. 4), besteht aus mehr als zehn Proteinuntereinheiten" 51. 

Alle mit dem Elektronentransport zusammenhangenden Vor- 
gange finden jedoch in prostethischen Gruppen nur zweier 
Polypeptide statt: D I  und D2. Sie bilden das eigentliche 
Reaktionszentrum des PS 11. Diese beiden Proteine sind hy- 
drophobe, integrale Polypeptide in der Thylakoid-Membran 
der Chloroplasten und haben ein Molekulargewicht von 
etwa 32 kDa. Sie enthalten die bereits erwlhnten Pigmente. 
Redoxsysteme und andere Komponenten wie P680 (vermut- 
lich ein Chlorophyll-a-Dimer). zwei weitere monomere Chlo- 
rophylle a, zwei Phaophytine. zwei Plastochinone und ein 
durch vier Histidin-Einheiten gebundenes Eisen-Ion. Ver- 
mutlich stellen sie auch die fur die Manganbindungen zu- 
stindigen Aminosauren. Benachbart zu D 1 und D 2  liegen 
zwei weitere Proteine mit einem Molekulargewicht von 47 
und 43 kDa, die etwa 30 ,,Antennenchlorophylle" enthalten. 
welche die Anregungsenergie auf das im Reaktionszentrum 
befindliche P680-Chlorophyll weiterleiten. 

Aus der Thylakoid-Membran angereicherte Praparatio- 
nen des PS I 1  enthalten ferner zwei Untereinheiten des Cyto- 
chrom b5591'61 und einige kleinere Proteine von unbekannter 
Funktion. Ein kleines Protein (4.8 kDa) bleibt stets mit hoch- 
angereichertem PS I1 verknupft. Dieses ist vielleicht fur eine 
Stabilisierung der Struktur notig" 'I. Im in-sifu-Komplex des 
PS I1 findet man weiterhin drei hydrophile periphere Poly- 
peptide, die den Mangankomplex des wasserspaltenden Sy- 
stems an der D 1- und D2-Untereinheit stabilisieren["]. 

Die Aminosauresequenzen aller Untereinheiten des PS I1 
(siehe Tabelle 1 )  sind bekannt aus der DNA-Sequenzierung 
der zugehorigen Gene. Die hydrophoben Membranproteine 
sind im Chloroplastengenom codiert. Die beiden Poly- 
peptide des Reaktionszentrums D 1  und D 2  sind in den 
Genen pshA und pshD codiert, die 47- und 43-kDa-Proteine 
in den Genen pshB u n d p . ~ h C ~ ' ~ ~ .  Die drei peripheren. hydro- 
philen Polypeptide dagegen sind im Genom des Zellkerns 
codiert und werden in die Chloroplasten importiert. 

Viele Details des Elektronentransports durch das PS I1 sind 
seit langem bekannt. Neuere Zusammenfassungen finden sich 
inlto1 undl"]. Auch die groBe Ahnlichkeit der Funktions- 
weise des PS I 1  und des Photosystems der Purpurbakterien 
wurde schon vor einiger Zeit f e s t g e ~ t e l l t ~ ~ ~ ] .  ebenso wie die 
Ahnlichkeit zwischen dem PS I und dem Reaktionszentrum 
bestimmter griiner Bakterien. Die Erkenntnis. daD die Ami- 
nosauresequenzen des Reaktionszentrums von PS I1 und des 
Photosystems der Purpurbakterien weitgehend homolog 
sind, war ein entscheidender Durchbruch fur unser Wissen 
um das pflanzliche Photosystem. 
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Tabelle I .  Proteiiie. Pigmente und Redoxcarrier pflanzlicher und bdkterieller 
Photosysteme. 

PS I I  Photosystem dei 
Purpurbakterien 

Polypeptide des D 1 L 
Reaktionszentruins D Z  M 

Weitere Proteine 43-kDa-Antennenprolein H [a] 
47-kDa Antennenprotein 
Produkte der Genep'hH pshN 
zwei Cytochrome b,,, 
drei periphere Proteine zur 
Mn,-Stabilisierung 

zwei monomere Chlorophylle phylldimer) 
~ w e i  Phiophytine Lwei monomere Bacterio- 
Lwei Plastochinone chlorophylle 

7wei Bacteriophiophytine 
zwei Ubichinone 
in Rh. spharr. 
ein Ubi- und ein Mena- 
chinon in Rps viridi.s 

Elektronencarrici P6X0 (Chlorophylldimer) PX70 (Bacteriochloro- 

Metall-loncn ein Fe 
vier M n  
Ca 

Freiset7ung von ja  
Sauerstoff 

ein Fe 

nein 

Elektronendonor H,O Cytochrom c2 

[a] In R p .  vir idi . !  liegt ein iusitzliches Tetrahim-Protein vor. das  in den anderen 
Purpurbaktericn nicht vorkommt. 

3.2. Das Photosystem der Purpurbakterien 

Das moderne Konzept der pflanzlichen Photosynthese als 
wasserspaltertder Reaktion beruht auf Arbeiten von van 
Nic41'o"1, die dieser uber die bdkterieile Photosynthese schon 
1941 gemacht hatte. Bakterien entwickeln zwar keinen Sauer- 
stoff. dennocli erkannte er, daB die bakterielle Photosynthese 
der pflanzlichen ihnelt. Diese Hypothese stand im Gegen- 
satz zu der \#on Warhurg, der die C0,-Spaltung in einen 
gebundenen Kohlenstoff (Photolyt) und Sauerstoff als pri- 
miren Schritr ansah[20h1. 

Spiter wurde deutlich, daB die Homologie des photosyn- 
thetischen Elektronentransports in Pflanzen und Bakterien 
sehr weit geht. Es konnte gezeigt werden. dal3 Carriermole- 
kule und Mechanismen des Elektronentransports in Purpur- 
bakterien derien des PS 11 sehr ihne ln1t2-L4.2 t ] .  Die Reak- 
tionszentren des Bakteriums Rhodohacrer sphaeroides 
enthalten vier Bakteriochlorophylle, darunter das Chloro- 
phylldimer des Reaktionszentrums P 870, zwei Bakteriophio- 
phytine. zwei gebundene Ubichinone und ein an vier Histi- 
din-Einheiten gebundenes Eisen-Ion 1221. Ganz analog ist das 
PS I 1  zusamrnengesetzt (Tabelle 1). So ist es nicht uber- 
raschend. daB die Forschungen auf beiden Gebieten sich 
gegenseitig stimulieren. Das Konzept von zwei gebundenen 
Chinonen im Reaktionszentrum wurde zuerst fur ein bak- 
terielles System b e ~ t i t i g t [ ~ ~ ' .  Damit in Einklang steht, daB 
Terbutryn. ein hochwirksamer PS-11-Inhibitor (Formel siehe 
Abb. 5 ) .  auch die Chinonreduktion in Purpurbakterien 
h e m ~ n t l ~ ~ l ;  die meisten anderen Herbizide sind in Bakterien 
allerdings nu]. schwach oder gar nicht wirksam. Purpurbak- 
terielle Photosysteme haben eine sehr vie1 einfachere Protein- 
zusammensetzung: sie bestehen aus nur drei Unterein- 
heiten''. 221.  Die Redoxcarrier des Photosystems sind an zwei 
hydrophobe Proteine, als L und M bezeichnet, gebunden. 

Hier ist zu beachten, daB auch das Reaktionszentrum des 
PS I1 aus nur zwei Proteinuntereinheiten besteht. Die DNA- 
und Aminosiuresequenzen fur die beiden Proteine des bak- 
teriellen Reaktionszentrurns[". 251, die zusammen mit der 
H-Untereinheit den integralen Komplex bilden, zeigen eine 
deutliche Homologie mit den Sequenzen der D 1- und D3- 
Proteine[''l'. Auch die Faltung der Polypeptide in beiden 
Systemen ist sehr ihnlich['. ". 2 7 1 .  wie aus der Kristall- 
struktur des Photosystems aus Rho~lop.sc.ud~oni0nn.s viridis 
foIgte1'- '1. 

Terbutryn 
Hemmung des 
Elektronen - Flusses 

Abb.  5 lntegrale Proteinkomplexe sowie ern typischer Hemmstoff im cycli- 
schen Elektronentransport dcr  Purpurbakterien. Der integrale Komplex des 
Photosystems und der Cytochrom-b-c,-Komplex bilden ein cyclisches System. 
in dem Ubichinon die beiden Komplexe verbindet. Dabei werden Protonen 
durch die Membran gepumpt. Die ATP-Synthese wird durch den Protonen- 
gradienten getrieben. Analog Abbildung 4 sind im Photosystem nur die L- und 
M-Untereinheiten angedeutet 

Der Hauptunterschied zwischen der pflanzlichen und der 
bakteriellen Photosynthese ist, daB Purpurbakterien keinen 
Sauerstoff entwickeln konnen. Sie oxidieren statt dessen an- 
dere organische oder anorgankche Substrate zur Gewinnung 
der fur die C0,-Assimilation notigen Reduktionsiquivalente. 
Der Elektronendonor im bakteriellen Reaktionszentrum ist 
nicht ein Mangankomplex. sondern Cytochrom c 2 .  Die Un- 
terschiede zwischen dem pflanzlichen und dem bakteriellen 
Photosystem sind in Tabelle 1 zusammengefaDt. 

Gemeinsam ist der pflanzlichen und der bakteriellen Pho- 
tosynthese, daB die Elektronen cyclisch urn ein Photosystem 
gefuhrt werden konnen. Die Lichtanregung des Photosy- 
stems ist die treibende Kraft fur die Ladungstrennung durch 
die Membran und den vektoriellen Elektronentransport. 
Der Ubichinon-Pool, durch das bakterielle Reaktionszen- 
trum reduziert, wird durch den Cytochrom-b-c,-Komplex 
ruckoxidiert. Dies ist analog der Oxidation des Plastohydro- 
chinons durch den Cytochrom-b,-f-Komplex in der Pflanze. 
In den Bakterien wird das in der Ladungstrennung im 
Photosystem abgegebene Elektron uber das Cytochrom c2 
an das Reaktionszentrum zuruckgegeben. Dieses Cytochrom 
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gleicht in seiner Funktion dem Plastocyanin. das durch das 
PS 1 zuriickoxidiert wird. Die vektoriellen Redoxreaktionen 
erzeugen im bakteriellen System ebenfalls einen Protonen- 
gradienten. der wiz in Pflanzen zur ATP-Synthese verwendet 
wird. Fur den cyclischen Elektronentransport brauchen Bak- 
terien nur ein Photosystem (Abb. 5) .  Dagegen benotigt die 
Erzeugung des Reduktionsmittels fur die C02-Assimilation 
(NADPH) auf Kosten von Wasser in der Pflanze zwei Photo- 
sys teme. 

Durch die Kristallstrukturanalyse. zuerst von Rhodopseu- 
tiot?iotin.s viriclisl" 'I ,  dann von Rhodohacter spliaeroiries[2 'I, 
wurde gezeigt. dal) das Photosystem der Purpurbakterien in 
jeder der beiden Polypeptide L und M funf Transmembran- 
Helices enthilt. Die Fixierung der prosthetischen Gruppen 
an diese Proteine. des Bakteriochlorophylls, der Bakterio- 
phiophytine. des Eisens und der beiden Chinone war damit 
klar zu erkennen Durch die Kristallstrukturanalyse eines 
Reaktionszentrunis mit dem eindiffundierten Herbizid 
Terbutryn erhielt man Informationen uber die Position die- 
ses  inhibitor^"."^. Damit war eine Extrapolation auf 
das PS I1 moglich. Dementsprechend wurde vorgeschla- 
genl". 2 6 .  l71 - und anschlienend experimentell bestCtigt[t61-, 
daO die D 1- und D2-Polypeptide das Reaktionszentrum des 
PS I1 sind. Die Basis dafiir war nicht nur die mit etwa 27 % 
relativ geringe Homologie der Aminosluresequenzen : Uber- 
zeugender war die gute Ubereinstimmung der Faltung von 
L- und M-Untereinheit in Bakterien mit der aufgrund der 
Hydropathie-IndicesfZbJ vorausgesagten des pflanzlichen 
Systems. Es gab einige Griinde mehr fur die Extrapolation 
vom bakteriellen auf das pflanzliche Photosystem: So sind 
beispielsweise die Histidin-Einheiten fur die Bindung von 
P680 und Fe an Cquivalenten Positionen im D 1-  und D2- 
Protein konservicrt, wie sie fur P870 und Fe in der L- 
und M-Untereinheit im bakteriellen Photosystem aus der 
Kristallstruktur erkannt wurden, wenn man die vier Amino- 
sauresequenzen iibereinander legt. 

Entscheidend fur die Vorstellungen von der Faltung der 
Polypeptide im Keaktionszentrum des PS 11[261 waren Er- 
gebnisse iiber das Verhalten von Pflanzen- und Algenmutan- 
ten gegeniiber mehreren Herbiziden[281. Auch in Algen fiihrt 
der Austausch eirier bestimmten Aminosaure gegen eine an- 
dere zur Resistenz gegen das Triazin-Herbizid Terbutryn["I. 

' Helix E 

Abb. 6. Das Herbizid Terbutryn in der L-Polypeptiduntereinheit des bakteriel- 
len Redktionszentrums. Hier ist das Ende zweier Transmembran-Helices und 
eine Parallelhelix mit der QB- und Herbizidbindestelle des Photosystems des 
Purpurbakterien. entsprechend der Kristallstrukturanalyse [7] gezeigt. Verglei- 
che mit Abbildung 11, in der Bindung von Terbutryn in der D I-Untereinheit 
des PS I I  gezeigt ist. 

Diese und andere Homologien ermoglichten es. auf die di- 
rekte Ausrichtung der Aminosauren in der Umgebung der 
pflanzlichen Q,-Bindenische zu schlieBen. Der Terbutryn- 
Bindungsort im bakteriellen Photosystem 1st in Abbildung 6 
dargestellt und wird in Abschnitt 8 ausfiihrlich erortert. 

4. Photosystem I1 und Herbizide 

Die photosynthesehemmende Wirkung von Arylharnstof- 
fen wie Diuron (DCMU) und Triazinen wurde schon 1956 
erkanntI'1. d. h. bevor die zwei Lichtreaktionen der beiden 
Photosysteme entdeckt wurden. Auch Plastochinon war noch 
vollig unbekannt. Zunichst wul3te man nur. da13 die Herbizi- 
de etwas mit der Sauerstoffentwicklung zu tun hatten. Nach 
der Entdeckung des Plastochinons 1959 und der beiden 
Photosysteme 1960 wurde erkannt. dal3 der Wirkungsort der 
Herbizide im Photosystem I1 liegt. Von da an war ein ge- 
naueres Studium der biochemischen und biophysikalischen 
Vorginge bei der Photosynthese moglich. Die photosynthese- 
hemmenden Herbizide waren dabei von grolJem Wert. 

Die gronte Bedeutung erlangten diese Substanzen bei der 
Entdeckung der beiden Chinone als primire Elektronenac- 
c e p t ~ r e n ' ' ~ .  301. Weiterhin waren Herbizide sehr hilfreich bei 
der Erforschung anderer Eigenschaften des PS 11. so zur 
Aufklirung des Weges der Lichtanregung bei variabler An- 
tennengrolje und der damit verbundenen Chlorophyllfluo- 
reszenz und ihrer Kinetik[3'.321. 

D ~ y s e t i s  und S 1 1 ~ r . d ~ ' ~  sowie Bict/er[3'J formulierten 1962 
das Konzept. dal3 das Verhalten des Reaktionszentrums durch 
einen hypothetischen ..Zustand", den sie Q oder A nannten, 
kontrolliert werde. 1st dieser Zustand Q reduziert. kann er 
kein weiteres Elektron mehr aufnehmen. Das jedoch weiter- 
hin angeregte Photosystem mu13 seine Energie wieder dissi- 
pativ abgeben. was als Anstieg der Chlorophyllfluoreszenz 
gemessen werden kann. 

Wichtig war die Beobachtung. dal3 Herbizide die Fluores- 
zenz steigern. weil sie die Reoxidation des Zustandes Q ver- 
hindern[3'1. Auf diese Weise konnen die Eigenschaften des 
Photosystems gut erfaBt werden. Der Anstieg der Fluores- 
zenz durch Photosyntheseinhibitoren wird heute hiufig auch 
zur Messung der Herbizidkonzentration unter Freilandbe- 
dingungen angewendet. 

Witr identifizierte zehn Jahre splter den Zustand Q. also 
den Fluoreszenz-Quencher im PS I1 durch seine Absorption 
bei 320 nm als ein C h i n ~ n ' ~ ' ~ .  Dieser Quencher Q wird heute 
Plastochinon Q, genannt. Die Existenz zweier gebundener 
Chinone im PS 11. Q, und QH, folgte aus ihrer Entdeckung 
im bakteriellen System[23J. Es wurde klar, daO ein zweites 
gebundenes Chinon gebraucht wird. um die Elektronen von 
der Semichinon-Form QA- in die stabile Plastohydrochinon- 
Form QR zu iiberfiihren. 

Herbizide wie Diuron sind nicht nur fiir das Studium des 
PS I1 bedeutsam. sondern auch zur Charakterisierung des 
PS I. Da dieses Photosystem nicht von diesen Verbindungen 
gehemmt wird. 1aOt es sich leicht unter Bedingungen der 
PS-11-Hemmung u n t e r ~ u c h e n [ ~ ~ 1 .  Zwei weitere Verbindun- 
gen, die zunachst als PS-11-Herbizide konzipiert waren, 
DBMIB'341 und DNP-INT[351, erwiesen sich als sehr wirksa- 
me Inhibitoren der Reoxidation von Plastohydrochinon, 
hemmen also den Cytochrom-b,-f-Komplex nachhaltig [sie- 
he Abb. 4 und GI. (a)]'331. 
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DBMIB war fur den Nachweis von zwei energiekonser- 
vierenden Schritten im Elektronentransport, also der Lo- 
kalisierung \on zwei rnit der ATP-Synthese gekoppelten 
Protonenpunipen durch die Membran, sehr hilfreich (Abb. 2 
und 4)13'. 371. Weiterhin wurde eine induzierte Photophos- 
phorylierung mit protoneniibertragenden Cofaktoren er- 
kanntI3"l. Damit wurde die Existenz eines vektoriellen Elek- 
tronenflusses durch die Mernbran b e w i e ~ e n [ ~ ~ ] .  Dies verhalf 
letztlich der chemiosmotischen Theorie von Mifchell, die in 
den siebziger Jahren im Mittelpunkt der Photosyn- 
theseforschung stand. endgiiltig zur Akzeptanz. Die Verwen- 
dung von Inhibitoren - Herbiziden - halt unvermindert an ;  
in neuester Zeit werden diese Hemmstoffe auch bei der mole- 
kularbiologischen Erforschung der Photosynthese einge- 
setzt. Die AnLahl der Publikationen, in denen Herbizide als 
gebrauchliche und vielseitige Hilfsrnittel in der Photosyn- 
these-Grundlagenforschung verwendet werden, geht in die 
Tausende. 

5. Chernie und Biochernie 
der photosynthesehernrnenden Herbizide 

In dem gleichen MaDe, wie Herbizide schon friihzeitig im- 
mer mehr zu einem wichtigen Hilfsmittel in der Grundlagen- 
forschung wurden, haben auch Industrielaboratorien von 
den dabei erzielten Fortschritten prolitiert. Photosyntheti- 
sche Testsysteme zur schnellen Priifung des Wirkungsmecha- 
nismus gehoren mittlerweile vielerorts zur Routine. Die Inhi- 
bitorwirkung. gemessen an zellfreien Systemen aus Pflanzen 
oder Algen und iiblicherweise ausgedriickt durch den ~ 1 ~ ~ -  
Wert. den negativen Logarithmus der Herbizidkonzentra- 
tion. bei der die Photosyntheseaktiviviit um 50 YO reduziert 
wird. ist ein direktes Ma13 der primaren Wirkung, nicht ge- 
triibt durch sekundire Effekte wie Aufnahme, Translokation 
oder Abbau. wie sie die Priifung rnit ganzen Pflanzen rnit 
sich bringt. Wichtig war und ist die Extrapolation von einer 
Stoffgruppe zur anderen. die immer mehr von vorsichtigen 
Tastversuchen zu rationalem Design iibergeht. 

Die Korrelation der an Thylakoid-Membranen gemesse- 
nen Hemmwirkung mit chemischen Deskriptoren eines 
Satzes von Verbindungen kann Informationen iiber die An- 
forderungen hinsichtlich der lipophilen, elektronischen und 
sterischen Eigznschaften innerhalb der betreffenden Verbin- 
dungsklasse liefern. Diese kann man jetzt als eine Art Nega- 
tivabdruck zu einer Beschreibung der Bindenische rnit ihren 
Wechselwirkungen zwischen Aminosiuren und Hemmstoff 
heranziehen. 

Schon 1961 hatte Good[391 vorgeschlagen, daD Herbizide 
iiber Wasserstoffbriicken mit bestimmten Peptidbindungen 
in der hydrophoben Tasche des Bindeproteins in Wechsel- 
wirkung treten. Dieses Konzept hat sich spiter bestatigt: die 
Wasserstoffbrucken und die dazugehorenden Aminosiuren 
sind jetzt identifiziert. Solche Wechselwirkungen werden in 
Abschnitt 8 diskutiert. Als essentielle Substruktur in den 
klassischen Herbiziden wird eine X=C-NH-Gruppierung 
mit einern sp'!-hybridisierten Kohlenstoffatom angesehen. 
Diese Substruktur findet sich in der Tat in Harnstoffen, Tria- 
zinen, Triazinonen, Carbamaten, Pyridazinonen, Uracilen, 
Aniliden und Henzirnidazolen. Biichel hat 1 972["01 diese Vor- 
stellungen ausfiihrlich diskutiert und zusammengefaDt. Klas- 

LI 

DCMU Metribuzin Atrazin 

Abb. 7. Die fur Herbizide dea klassischen Typs essentielle Substruktur (in den 
Formelbildern halbfetl gezeichnet). Dieses Strukturelement 1st notwendig fur 
die Bindung an PS 11. 

sische und aktuellere Beispiele fur Herbizide mit dieser 
Gruppierung zeigen Abbildung 1 und 7. 

Hunsch und Fujita hatten 1964 zur Untersuchung des Zu- 
sammenhanges zwischen Struktur und biologischer Aktivi- 
t i t  eine Methode eingefiihrt. die die biologische WirkgroDe 
in einen quantitativen Zusammenhang rnit mehreren 
physikochemischen Parametern brachte["']. Diese wurden 
rnit dem Verfahren der linearen Regression untersucht. Die 
Methode wurde in der Folgezeit als QSAR bekannt und auf 
viele pharmakologisch wirksame Verbindungen und poten- 
tielle Pflanzenschutzmittel angewendet, darunter schon 
friihzeitig auch auf Photo~ynthesehemmer["~. 431. 

Die erste QSAR-Studie von Arylharnstoffen wurde von 
Hansch und D ~ w t s c l ~ ~ ~ ~ ~  durchgefiihrt und fiihrte zu einer 
Gleichung der Form (c). 

PI,, = 4.183 + 1 . 2 9 0 ~  + 0 . 5 4 4 ~  (c) 

In dieser Gleichung ist PI,, der einfach zu bestimmende. 
bereits erwihnte negative Logarithmus der Herbizidkonzen- 
tration. bei der eine Hemmung der Photosynthese von 50 O/O 

eintritt. x ist proportional dem Logarithmus des Verteilungs- 
koeflizienten in einem Octanol/Wasser-System. und c ist die 
Harnrnett-Konstante. Spater wurden rnit vielen Harnstoffen 
anderer Struktur und mit zahlreichen anderen Photosyn- 
theseinhibitoren QSAR-Studien durchgefiihrt. 

Auf dem ersten internationalen Photosynthesekongress in 
Freudenstadt 1968 wurde iiber eine QSAR-Studie der kurz 
zuvor als Photosynthesehemmer entdeckten 1,2.4-Triazino- 
ne berichtet. Die ermittelte. relativ einfache Gleichung hatte 
die Form (d)'""]. 

4.608 + 1.959 Ig P - 0.486 (Ig P)' (4 

PI50 

Abb. 8. Zweidimensionale Darstellung der Einbindung von Triazinonen in das 
Photosystem I I .  Die Dimensionen wurden aus einer QSAR-Studie rnit Triari- 
nonen von 1979 abgeleitet 1451. Man vergleiche sie mil der des Computerrno- 
dells in Abbildung 13. Das eingefugte Diagramm zeigt die Abhingigkeit der 
pl,,-Werte von der Kettenlange des Alkylsubslituenten der 3-Alkyl-4-amino- 
1.2.4-triazin-5-one. 
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In dieser Gleichung ist IgP der Logarithmus des Vertei- 
lungskoeffizienten zwischen Octanol und Wasser. Auf dieser 
Untersuchung basierte die Entwicklung dcs Herbizids Meta- 
mitron. In den darauffolgenden Jahren wurden weitere 
QSARs von Triazinonen publiziert. darunter 1979 e i r ~ e [ ~ ~ ' .  
aus der auf die Dimensionen der Bindenische schon relativ 
genau geschlossen werden konnte, was spiter durch Cornpu- 
ter-Modelling bestitigt werden konnte. Abbildung 8 faBt die 
Ergebnisse dieser Studie zusammen. 

6. Zwei Klassen von Photosystem-11-Herbiziden 
mit uberlappenden Bindungsstellen 

Die klassischen Herbizide wie Harnstoffe, Triazine und an- 
dere (Abb. 1 )  dorninieren bis jetzt das Gebiet der PS-II-Herbi- 
zide. Eine zweite Klasse von Photosynthesehemrnern rnit un- 
terschiedlichen chemischen Eigenschaften riickte a b  1978 in 
den Mittelpunkt des Interes~es[~"l, darunter lange vorher 
bekannte Herbizitfe wie Dinoseb und Ioxynil['. 'I. Es handelt 
sich dabei im weitesten Sinne urn Phenole. etwa wie beirn 
Pyridate (Abb. I ) .  das in der Desacylforrn, d. h. als Phenol 
wirksarn i ~ t ' ~ ' ' .  

Lange glaubtc rnan. daR die Wirkung von Nitrophenolen 
auf die Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung zu- 
riickzufiihren sei. Sie sind jedoch wie Cyanphenole auch sehr 
wirksarne Hemmer des photosynthetischen Elektronentrans- 
ports (Abb. 9). n'ie die klassischen Herbizide treten sie mit 
dem reversibel gebundenen Plastochinon im Photosystem I1 
in Wechse lwirkur~g[~~~.  

Ahb.  9. Dieesaentiellc Substruktur von Inhihitoren des Phenoltyps. Em substi- 
tuiertea Chinolin. lox !  nil. em Keioniiril und Desacylpyridare aind dargestellt. 
Man vergleiche mit den klassischrn Herbiziden in Abhildung 7 

Die Messung von Bindungskonstanten und die Bestim- 
mung der gegenszitigen Vedriingung von  Hemmstoffen, wie 
sie von Tisrker und S t r o ~ r n n n n [ ~ ~ ~  eingefiihrt wurde, zeigen, 
daB auch Verbindungen vom Phenoltyp andere klassische 
Herbizide verdringen. obwohl etwas verlndert gegeniiber 
der Verdringung der klassischen Herbizide untereinan- 
der["l. Dies war AnlaR fur das Konzept der iiberlappenden 
Bindungsstellen in einer gerneinsamen Bindungsdorni- 
ne[33.4h. um die Hypothese einer gerneinsarnen Bindungs- 
nixhe in dem gleichen Protein aufrechtzuerhalten (Abb. 10). 
Die PS-11-Inhibitoren vom Phenoltyp enthalten nicht die 
Strukturmerkmale. die fur klassische Herbizide (vgl. Abb. 7) 
diskutiert wurden. Die QSARs zeigen eine grol3e Abhingig- 
keit von sterischen Parametern. wobei die Sterirnol-Parameter 
von Verloop sich ;)Is besonders brauchbar erwiesen habent4". 
Quantenrnechanische Rechnungen bestltigen betrichtliche 
Unterschiede der Ladungsverteilung[", '?I ,  die allerdings bis 
jetzt in keine QSAR-Studie eingegangen and .  AuBer Nitro- 
und Cyanphenolen gehoren auch Hydro~ypyridine['~], Hy- 

3H 

Ahh.  I 0  Sich iihcrlappendc Bindungartellcn in Herhizidhindcprotcin. Speri- 
fische Bindungstaschen fur bestimmende Substituenten in einer gcmcinramcn 
Bindungsdomine wurdcn postulicrl. um die unierachiedlichrn Hcmmcharak- 
teristika der heiden Plastochinon vcrdrangenden Hcrbiridfdmilicn .w er- 
kldren. Heuie nimmt rnan ~ t a t t  diescr Modellvorstellung. die ltuh dcm Jahre 
1 Y 7 Y  stammt. an. da13 die Scitenketten der Arninosiurcn in der Bindungmischc 
des D I-Protcins. wie in Abhildung 13 und I 4  gc~eigr. dab Bindunpsvcrhltlten 
dcr Herbizide hcslimmcn. 

droxychinoline[s21, K e t o r ~ i t r i l e ~ ' ~ ~  und das Herbizid Pyrida- 
te in seiner Desacylforrn's'l zum Phenoltyp. 

Vielleicht konnen Verbindungen dieses Typs. die sich in 
Entwicklung befinden. das rationale Design von Herbiziden 
in eine neue Richtung lenken. da sie einen verlnderten Ein- 
f luB  auf bestimmte regulatorische Phinornene der Photosyn- 
these ausiiben. wie in Abschnitt 8 gezeigt wird. 

7. Mutationen im psbA-Gen (D I-Protein) 
in herbizidtoleranten Pflanzen 

Das Herbizid-Bindeprotein D 1 wird irn Chloroplastenge- 
nom vom GenpshA codiert. das zuerst 1982 von Zurawskiet 
al.[5h1 sequenziert wurde. Die erste bekannt gewordene Mu- 
tation in Amaranlhus und Senecio fie1 durch Toleranz gegen- 
iiber Atrazin auf. Sie wurde in Pflanzen neben hiufig rnit 
Atrazin behandelten Mais- und Weizenfeldern in den USA 
g e f ~ n d e n ~ ~ ' ~ .  In diesen Mutanten 1st Serin 264 des D 1-Pro- 
teins durch Glycin ersetzt['81. Diese Mutation trat inzwi- 
schen in einer ganzen Reihe hoherer Pflanzen auf regelmiBig 
mit Herbiziden behandelten Flichen a ~ f ' ' ~ ] .  Es handelt sich 
dabei jedoch urn die bisher einzige Mutation. die in freier 
Natur gefunden wurde. In Zellkulturen hoherer Pflanzen 
wurden auch Mutationen von Serin 264 zu Threonin["] und 
Asparaginihi1 identifiziert. 

In einzelligen hoheren Algen und in Cyanobakterien (nie- 
dere blaugriine Algen) wurden zahlreiche weitere Mutatio- 
nen durch gezielte Mutagenese erzeugt['81. Diese Algen trei- 
ben Photosynthese wie hohere Pflanzen. Da Struktur und 
Funktion der jeweiligen Photosysterne gleich sind, eignen 
sich diese Organismen sehr gut fur Untersuchungen der Pho- 
tosynthese und Herbizide irn Labor. Da rnittlerweile sowohl 
Cyanobdkterien[621 wie auch einzellige hohere A l g e ~ ~ [ ~ ' ~  
transforrniert werden konnen, sind beide Organismen insbe- 
sondere auch fur das .,Genetic Engineering" in der Herbizid- 
forschung niitzlich. 

Die Bedeutung von Mutationen im pshA-Gen (und des 
daraus resultierenden Austauschs von Arninosiuren irn D 1- 
Protein durch andere) fur die Herbizidforschung liegt natiir- 
lich in der Identifizierung der an der Herbizidbindung betei- 
ligten Aminosiuren. Weiterhin bilden die Mutanten aber auch 
die Grundlage fur die zukiinftige Entwicklung gezielter kiinst- 
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licher Herbizidresistenz von Kulturpflanzen. Bis jetzt wur- 
den durch ziclgerichtetes Screening natiirlicher oder durch 
Mutagene induzierter Mutanten insgesamt acht zu Herbizid- 
toleranz fiihrende Mutationen gefunden (Ubersicht ~ i e h e l ~ ~ ] ) .  
Die Mutationen betreffen die Aminosauren Phenylalanin 21 1 
(+ Serin), Vrhn 219 (+ Isoleucin). Alanin 251 (+ Valin). 
Phenylalanin 255 (+ Tyrosin. Leucin), Glycin 256 ( +As- 
paragm. Glutamat), Senn 264 (+ Glycin, Alanin. Threonin). 
Asparagin 266 (-+ Threonin) und Leucin 275 (+ Phenylala- 
nin). In letzter Zeit wurden durch ,,Site-directed"-Mutage- 
nese, d. h. durch in-vitro-Manipulation der DNA und an- 
schliel3ende Transformation der Zielorganismen, zahlreiche 
weitere Aminosauren durch andere ersetzt. Das Verhalten 
dieser Mutanten Herbiziden gegeniiber ist noch nicht publi- 
ziert. Die SchluBfolgerungen, die sich aus Mutantenstudien 
fur das Modelling der Proteinfaltung und der Herbizidbin- 
dung ergeben, diskutieren wir in Abschnitt 8. 

Die meisten Mutanten der einzelligen hoheren Alge Chla- 
mydomonas reinhardtii. die aufgrund ihrer Resistenz gegen- 
iiber Metribuzin geziichtet worden sind, oder auch natiirli- 
che Mutationen in hoheren Pflanzen weisen eine Kreuz- 
resistenz gegeniiber Triazinen, Harnstoffen und anderen klas- 
sischen Herbidden (Abb. 1)  auf. Gegeniiber Inhibitoren vom 
Phenoltyp (Abb. 9) zeigt sich dagegen nur geringe Resistenz 
oder sogar Supersensitivitat (negative K r e ~ z r e s i s t e n z ) ' ~ ~ ~ .  
Diese Mutanrenstudien zeigen klar, dal3 die klassischen Inhi- 
bitoren und die vom Phenoltyp zwar uberlappende Bin- 
dungsstellen haben. aber nicht mit allen Aminosauren der 
Q,-Bindenische den gleichen Kontakt aufweisen. Wahrend 
die klassischen Herbizide anscheinend zu Serin 264 und Ala- 
nin 251 hin orientiert sind und durch deren Ersatz in Mutan- 
ten weniger wirksam werden, orientieren sich die Phenole 
anders und werden durch diese Mutationen nicht betroffen. 
Das Konzept der iiberlappenden Bind~ngsstel lenl~~.  kann 
jetzt durch Computermodelle ersetzt werden, in denen die 
spezifischen Orientierungen der einzelnen Substanzen zu be- 
stimmten Aminosauren der Q,-Bindenische definiert wer- 
den. Supersensitivitat wurde fur bestimmte substituierte Tna- 
zinone vorherge~agt' '~], und sie tritt selbst bei diesen klas- 
sischen Herbiziden in bestimmten Chlamydomonas - Mutan- 
ten tatsachlich aufih6- 681. 

8. Topologie der Herbizidbindenische im 
D 1-Protein 

Aufgrund des Vergleichs der Aminosiuresequenz des L- 
Proteins der Purpurbakterien mit der des D 1-Proteins wurde 
dessen allgemeine Topologie erstmals 1986 vorgeschlagen'261. 
Die damals bekannten ersten funf herbizidtoleranten Mu- 
tanten aus Pflanzen und Algen unterstiitzten die Faltungs- 
vorhersage, da der Austausch von Aminosauren gegen andere 
zu mit dem Modell konsistenten Effekten fiihrte. Zum detail- 
lierten Modelling wurden die mit weiteren Mutanten erzielten 
Daten v e r ~ e n d e t 1 ~ ~ .  6 6 .  681. Entsprechend der Deutung der 
verschiedenen Kreuzresistenzmuster der beiden Herbizidfa- 
milien als unterschiedliche Orientierung zu bestimmten 
Aminosauren wurden die beiden Familien nach ihrem hypo- 
thetischen Bindungsort als Serin- und Histidinfamilie be- 
~ e i c h n e t l ~ ~ l .  Tatsachlich entsprach dies der Orientierung von 
zwei Inhibitoren, die im Photosystem von Rps. viridis durch 

Kristallstrukturanalyse lokalisiert worden waren17. '1. Kiirz- 
lich wurde auch die Lage von Diuron in einer Diuron-sensi- 
tiven Mutante von Rps. viridis a ~ f g e k l a r t [ ~ ~ ] .  In dieser Mu- 
tante weist die Carbonylgruppe des Diurons zum Histidin. Da 
dieses zur Serinfamilie zahlende Herbizid also offensichtlich 
zum Histidin hin liegen kann, reicht diese Klassifizierung der 
beiden Herbizidfamilien offensichtlich nicht mehr aus. 

Eine weitere wertvolle Technik zur Identifizierung der an 
der pflanzlichen Herbizidbindenische beteiligten Aminosiiu- 
ren ist die Photoaffinitiitsmarkierung. Dabei werden radio- 
aktiv markierte Azidoderivate von Inhibitoren durch Belich- 
tung kovalent an das Protein gebunden. Mit Azidoatrazin 
konnte so erstmals durch PJster, Arnt;en et al. ein 32 kDa- 
Protein als Herbizidbindeprotein des Photosystems I1 identi- 
fiziert werden" ' I .  Durch Proteolyse des markierten Proteins 
wurde Methionin 214 als Bindungsort erkannt'721. Oetlmeic~r 
et al. sequenzierten das D 1-Protein nach Markierung mit 
Azidomonuron und einem Azidocyanphenol und fanden in 
den Tyrosin-Einheiten 237 und 254 und in Valin 246 weitere 
Aminosauren der pflanzlichen Q,-Bindeni~che['~. 741. 

Mit diesen Informationen konnte die Einbindung einer 
Reihe von Herbiziden in der Q,-Bindenische des Reaktions- 
zentrumsproteins des Photosystems I1 modelliert wer- 
den[66. 6 8 1 .  Abbildung 1 I zeigt schematisch die Einbindung 

Helix V 
,y 

Abb.  11. Das Herbizid Terbutryn im D I-Protein des PS 11. Diese Abbildung 
ist analog zu Abbildung 6 .  mi! dem Herbizid in der L-Untereinheit des Reak- 
tionszentrums der Purpurbakterien. Die Aminosauren wurden durch Amino- 
saurenaustausch in herbizidtoleranten Pflanzen (Phenyalanin 21 I .  Valin 219. 
Alanin 251. Phenylalanin 255. Serin 264. Leucin 275) oder durch Photoaflini- 
tatsmarkierung (Methionin 214. Tyrosin 237. Valin 249. Tyrosin 254) identifi- 
ziert. 

von Terbutryn in das D 1-Protein des PS 11, analog der Ab- 
bildung 6, in der Terbutryn in der L-Untereinheit eines bak- 
teriellen Photosystems eingebunden ist. Abbildung 12 zeigt 
die Uberlagerung eines Abschnittes des L-Proteins aus Rps. 
viridis" - auf den herbizidbindenden Teil des D 1 -Proteins 
des Photosystems I1 : die Enden zweier Transmembran- 
Helices (IV und V). eine Parallelhelix und die verbindenden 
Sequenzen. Wie man in Abbildung 12 erkennt. enthalt das 
D 1-Protein drei zusatzliche Aminosauren. Die Sequenz zwi- 
schen den Aminosauren 222 und 247 des D1-Proteins 1st 
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Abb.  12. Sicreodarstellung des 
moglichen Kettenverlaufs (3-Koh- 
lenstoffatome) des 1) I-Proteins 
[6X] (grim) im Bereich der Q,-Bin- 
denische im Vergleich zur L-Unter- 
einheit im bakteriellm Reak- 
iionsrcntrum (purpur)  1751. Die 
Blickrichtung 1st e t u a  senkrecht 
zur Membrancbene in (lie Q,-Bin- 
dcniwhe hinein. Uni das Modell 
mit der Struktur iiii t~akteriellen 
Protein in O tx re in~ i i rnmung  7u 
hringen. xu rdcn  die Positionen 
t o n  vier Aminosiurrs t  itenketten. 
denen in beiden Proteinen die glei- 
che Bedeutung rukomnit. in  mog- 
lichst gute Uherlageruny gehracht 
Diese vier Aminorauren sind die 
heiden Histidin-Einheitm 190 und 
7 2 0  im Bakterium bzu.. 215 und 
272 in  der Pflanre. Seriii 723 (Bak-  
terien) h m  264 (Pl lanre)  sowie 
Phenylalanin 216 (Bakterium) 
bzw. 255 ( P f l a n x )  Zusitzliche 
Aminosiuren erweiierii das  D 1- 
Protein gcgenuber dent bakteriel- 
Icn L-Prorein: cine Aminosiure 
Ixischen Serin 264 und der Trans- 
membran-Helix \.: dic klisiidin 272 
t r igt ,  ru'ei Aminosiurcn im Loop 
iuischen dem Ende (Ier kleinen 
Parallelhelix bci I.cucin 258 und 
dem kleinen gectreckten Bereich 
hei Serin 264 s o w  vierzehn Ami- 
nosauren rwischen d e n  Endc dcr 
Tr:i nimem bra n - He11 x I 'g, die H isti- 
din 21 5 tragt. und ilem Beginn der 
Pnrallrlhelix Der urn die vierrehn 
Aminocaurcn erueitcrte Bereich 
des pllanilichen Protein5 1st hier 
H eggelassen. 

,\bh I 3  Sterwd.ir\t<.llung der 
inoglichen Lage dc\ Eth>ltriari- 
n o n r  (Tahelle 2. N r  3 )  ( ro t )  in  dcr 
Q,-Bindcnischc de\ I )  I -Proteins 
(gr im).  (icreigt uird iler Kettcn- 
tcr1;tuf (~ - i (oh lcn \ to i i s tome~  dcs 
D I-Pratein\ (grun)  mi1 den Seiten- 
Letten der Ainiiiti*;iiren Viilin 
2l9*.  Aliinin 251 *_  Phenylalanin 
255 ' .  Semi 254'. Ltucin 275'. 
Asp.iragiii 247 und Scrin 268 (f;:Ir- 
hen n;ich Atomtbp)  Die mit * mar- 
kierten Aminosiiurcn hereichnen 
die Orte  der ArnimKiuren. wo Mu-  
t'intcii vorhandcii wiid Die Blich- 
richtung eluii p;ir:ill:l I u r  Mcm- 
hranehene. 31so ungcfiihr senk- 
rccht (ur Blichrichtung in  Ahhil- 
dung  12 Zuischen de i  Scitenker- 
l c i i  dcr hmino\;iiircn Asparxgin 
241 und Scrin 2hX pwtulieren u i r  
cin Hasserinolehul (\iche Text). 

4 h h .  I4  Stereod.tr\tsllung der 
in6glichcn Lagc dr\ wPcntyltrin/i- 
n o w  (T:ihellc 2 ,  Nr. 6 )  ( ro t )  in der 
().-Bindcnische dc, 3 I-Protcini 
(gr im).  Blickrichtung wic in  Abhil- 
dung I 3  L)as Ua\\criii.~lekul in  der 
Nahe der Seirciihetkn /triwhen 
den Aminosdurcn Sciin 268 und 
A\par.igrn 747 1x1 diirzli den lnhrbi- 
tor i c rd r ing t  trorden Die Saten- 
kertcn \on Serin 268 iind Aspara- 
gin 247 \ind gegmiihcr dcr 
Au\g,ingslage tcrdrchi. 

Abb. 1 2  

Ahh  13 

Abb.  14 
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weggelassen, da sie keine Hornologie zurn bakteriellen L- 
Protein aufwrist; die entsprechende Sequenz des L-Proteins 
rdgt deshalb etwas heraus. Die Rolle dieses Proteinab- 
schnittes wirti irn letzten Abschnitt. der sich rnit regula- 
torischen Phinornenen beschiftigt, diskutiert. 

Urn Herbizide in die Q,-Bindenische des D 1-Proteins ein- 
zudocken, verwendeten wir Kreuzresistenzdaten einer Serie 
von 3-Alkylderivaten des 4-Arnino-6-phenyl-l.2,4-triazin-5- 
ons, zu der auch das in Zuckerriiben angewendete Herbizid 
Metarnitron (Goltix ", Nr. 2 in Tabelle 2) gehort, bei Versu- 
chen rnit funf Chlczmydomonas-rc4nhardtii-Mutanten. Die 
Mutationen sind Serin 264 zu Alanin, Alanin 251 zu Valin. 
Leucin 275 zu Phenylalanin. Phenylalanin 255 zu Tyrosin 
und W i n  219 zu Isoleucin. Die Lage der Mutationen in 
unserern Modell der Q,-Bindenische ist in Abbildung 13 ge- 
zeigt. 

Tabelle 2 .  Hemmwerte von sieben Trialinonen des Typs A im Wildtyp von Chl. 
rc,inlrurd/ri und mshreren Mutanten. 

Resistenzfaktoren der Mutanten [b] 
Nr.  R pl,, im Ser 264 Ala 251 Leu 275 Phe 255 Val 219 

Wildtyp[a] 

1 H  4.0 > I  > 1  > 1  0.5 > 1  
Z Methyl 5.5 >30 130 6.3 0.3 1.3 
3 Ethyl 6.4 >250 100 6.3 0.2 16 
4 Propyl 5.2 >16 > I 6  4 0.1 1.6 
5 Butyl 6.0 >lo0 1100 10 0.16 2 

7 Hcxyl 4.0 > I  > I  > I  0.4 > I  
6 Pentyl 6.5 > 3 2 0  >320 20 0.5 6.3 

[alp/,, = negattver dckadischer Logarithmus der molaren Hemmstofkonzen-  
tration I,,,, die LU einer Hemmung von 50% fiihrt. [bjResis tcnzhktor  = I,,> 
(Mutante) , / , , ,  (Uildtyp) .  

Die Hernrnwerte von Metamitron und sechs weiteren 3- 
Alkyl-Triazinonderivaten sind in Tabelle 2 angegeben. In der 
Mutante von Serin 264 fallen die Hernrnwerte fist aller Tria- 
zinone sehr stark ab. Das Ii13t sich als Verlust einer Wasser- 
stoffbriicke zwischen der Hydroxygruppe des Serins und den 
Wirkstoffen deuten. Die genauere Betrachtung der riurnli- 
chen Lagerniiglichkeiten l i n t  verrnuten. daB ein Wasserstoff- 
atom der freien Arninogruppe der Wirkstoffe eine Wasser- 
stoffbriicke zur Hydroxygruppe des Serins aufbaut. wahrend 
das CarbonylsauerstofFdtom der Triazinone an einer Wasser- 
stoffbriicke zurn peptidischen Arnidwasserstoffatorn des dern 
Serin folgentlen Phenylalanin 265 beteiligt ist. Der Phenyl- 
rest der Triazinone weist dann in etwa in die Richtung wie 
der Isoprenrest des Plastochinons. Bei der so angenornme- 
nen Grundorientierung zeigt der von uns hier variierte Rest 
R in die Richtung. in der Alanin 251, Serin 268 und abschlie- 
Rend Asparagin 247 liegen sollten (Abb. 13). Der fur die 
Seitenkette K vorhandene Raurn deckt sich sehr schon rnit 
den Vorstellungen, die sich 1978 aus QSAR-Uberlegungen 
ergeben h a t ~ n [ ~ ' ]  (vgl. Abb. 8 und 12). 

Zwischen Manin 251 und Serin 268 besteht eine Engstelle, 
die in der Mutante von Alanin 251 zu Valin noch schrnaler 
wird, wornit sich der starke Abfall der Hemrnwerte der hier 
untersuchten Triazinone leicht erkliren l i n t  (Tabelle 2). Der 

Wirkungsabfall bei Verlangerung des Restes R der Triazinone 
zeigt. darj rnit Hexyl das Ende der Bindenische erreicht wird 
(Abb. 13). Durch engere Faltung des Alkylrestes finden aber 
auch Heptyl und Octyl noch gerade Platz (Daten nicht ge- 
zeigt). Die Bindenische wird hier von der Seitenkette von 
Asparagin 247 begrenzt. Hinter Asparagin 247 liegt Valin 219. 
das die Bindenische nicht direkt beriihrt. dessen Mutation 
zurn grokren Isoleucin aber dennoch durch Verschiebung der 
Seitenkette von Asparagin 247 die Q,-Bindenische verklei- 
nern und so die Hernrnwerte der Triazinone herabsetzen kann. 

Obwohl die Triazinone rnit R gleich Wasserstoff. Methyl 
oder Ethyl nur bis hochstens gerade zu AIa251Val heranrei- 
chen. sind in dieser Mutante die Hernmwerte auch dieser 
Verbindungen unerwartet niedrig. Die Behinderung der Ein- 
bindung IiRt den SchluR zu. daD sich das Protein in der 
Mutante nicht nur  lokal an der Position 251 verindert hat; 
es sollte eine Verschiebung der relativen Lage der Parallel- 
helix (etwa Position 247 bis 258) zurn Serin 264. das rnit 
seiner Wasserstoffbriicke die Einbindungsaffinitit der Tria- 
zinone dorniniert, stattgefunden haben. Das Triazinon rnit R 
gleich Propyl reicht gerdde in die Engstelle zwischen Alanin 
251 und Serin 268 hinein, so daR hier ein Chnlicher Verschie- 
bungseffekt von Proteinbereichen wie in der Valin-219-Mu- 
tante zur Verringerung des Hernrnwertes fuhren konnte. Die 
Verbindungen mit R gleich Butyl und Pentyl weisen wieder 
bessere Hernrnwerte auf als die Propylverbindung. Das konnte 
rnit einer verbesserten Raumerfiillung erklirt werden. 

Wir nehrnen weiterhin an, dalj sich irn Wildtyp-Protein 
zwischen den Seitenketten von Serin 268 und Asparagin 247 
ein Wasserrnolekiil befindet (vgl. Abb. 13). Das bakterielle 
Protein enthilt an der iquivalenten Stelle tatsichlich ein 
Wa~serrnoleki i l [~~ 7 s -  7 7 1  . D' ie Verdringung des Wassermole- 
kiils aus dern D 1-Protein durch die Alanin-251-Mutante 
oder durch die Valin-219-Mutante oder irn Wildtyp durch 
die Bindung des Propyltriazinons konnte die beobachtete 
UnregelrniRigkeiten der Hernrnwerte der Triazinone fur sich 
alleine erkliren (Tabelle 2). Abbildung 14 zeigt die rnogliche 
Einbindung des Pentyltriazinons in das D 1-Protein nach Ver- 
dringung des Wasserrnolekiils. 

Alle Verbindungen der Tabelle 2 zeigen in der Mutante 
Phenylalanin 255 zu Tyrosin bessere Hernrnwerte als im Wild- 
typ, Die Phenylringe von Phenylalanin oder Tyrosin 255 und 
das Ringsystem der Triazinone sind wahrscheinlich sand- 
wichartig gestapelt. Die Einfiihrung der Hydroxygruppe in 
der Mutante sollte keine raurnlichen Problerne aufwerfen. 
Da wir keine Moglichkeit zur Bildung einer zusitzlichen 
Wasserstoffbriicke zwischen Tyrosin und Triazinonen fin- 
den, haben wir noch keine Erklirung fur den Wirkungsan- 
stieg. Aufgrund der Tatsache. daR Leucin 275 nicht direkt 
den Triazinonen benachbart ist. werden die Hemmwerte in 
der Mutante zu Phenylalanin nicht stark beeinfluRt. 

9. Hemmung von Regulationsphanomenen des 
Photosystems I1 durch Herbizide 

Die Wirkungsweise der Photosystem-I I-Herbizide wurde 
bis jetzt als eine kornpetitive Hemrnung der Q,-Funktion irn 
Elektronentransport des Photosystems I1  beschrieben. Da- 
neben spielt jedoch ein weiterer, nicht rninder bedeutsarner 
Effekt der Herbizide eine Rolle. der rnit der Hernrnung des 
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raschen Abbaus und Neuaufbaus (Turnover) des Herbizid- 
Bindeproteins in den Chloroplasten zu tun hat. 

Uberraschenderweise zeigt gerade das D 1-Protein auch 
unter normalen Wachstumsbedingungen der Pflanzen einen 
vie1 schnelleren ?'urnover als irgendein anderes der zahlrei- 
chen an der Photosynthese beteiligten P r ~ t e i n e ~ ~ ' .  791. Man 
glaubt. daB der Turnover Teil eines Reparaturmechanismus 
istl'. HoI. Anscheinend wird das Photosystem I1 kontinuier- 
lich durch iiberschussige Lichtquanten in einem Photoinhi- 
bierung genanntrm ProzeB desaktiviert"". Der Mechanis- 
mus der Desaktivierung ist noch nicht geklart, aber er 
scheint auf der Zcrstorung von Aminosluren oder auf einer 
Anderung der Faltung im D 1-Protein zu beruhen. Der Scha- 
den am D 1 -Protein kann nur durch Entfernung des Pro- 
teins. dessen de-novo-Synthese und Rekonstruktion des gan- 
zen Photosystems I 1  behoben werden. 

Dieser Turnover und Reparaturrnechanismus des D 1 -Pro- 
teins wird nun durch die meisten Inhibitoren der Q,-Bindeni- 
sche wie Atraiin oder Diuron gehemmt[78~79.811, nicht aber 
durch bestimmte Inhibitoren vom Phenoltyp wie Bromnitro- 
thymol oder Ketonitrile1s2~8'1. Es mag von Bedeutung sein, 
daB anscheinend gerade die Inhibitoren des Photosystems 11, 
die den Turnover hemmen. auch herbizid aktiv sind, die an- 
deren aber nicht. 

Die Storung dieses regulatorischen Prozesses mag zu 
groljeren sekundiren Folgen in der Pflanze fuhren als nur 
die Hemmung - also Stillstand - des photosynthetischen 
Elektronenflusses allein. Man bedenke. dalj Pflanzen ja auch 
Dunkelperioden, in denen auch kein photosynthetischer 
Elektronentransport stattfinden kann, gut uberstehen. 
Durch den Eingriff in den Reparaturmechanismus durch 
Photosyntheseinhibitoren wird die Hemmung der Photo- 
synthese jedoch nicht nur aufrechterhalten. sondern durch 
Zerstorung verschirft 16'. 83. 84J. Das konnte erkliiren. warum 
Pflanzen nach Anwendung von Photosystem-11-Herbiziden 
nicht einfach verkummern. sondern unter Ausbleichen zer- 
stort werden1"I. 

Die molekulal-en Grundlagen fur den Mechanismus der 
Hemmung des lichtabhingigen Abbaus des D 1-Proteins 
durch die Herbizide werden langsam aufgeklirt. Es wird 
deutlich, daJ3 einige Aminosluren in der Q,-Bindenische. die 
an sich nicht primiir am Elektronentransport beteiligt zu sein 
scheinen. in  den Photoabbau involviert sind. Die primire 
Spaltungsstelle des D 1-Proteins liegt in der Niihe von Gluta- 
mat 240'". R 7 1 .  Man vermutet, dalj davor eine Erkennungs- 
sequenz (.,PEST-Sequenz") fur eine Protease liegt[861. Wie 
schon erwiihnt. wird durch die Photoaffinititsmarkierung 
mit Azidomonul-on Tyrosin 237 markiert1731, eine Amino- 
siure also. die sich in der Nlhe  der Spaltstelle befindet 
(Abb. 15). Man kann daher vermuten. daB die auch herbizid 
aktiven Hemmstoffe mit bestimmten Substituenten in den 
den Photoabbau regulierenden Bereich des D 1 -Proteins hin- 
einragen. Aus den Modellbetrachtungen der Abbildungen 
1 1 - 14 ergibt sich. daR die Seitenkette von Tyrosin 237 in der 
NLhe von Asparagin 247 und Valin 219 (eine der Mutanten) 
Platz finden und dort mit bestimmten Herbiziden in Kontakt 
treten konnte. So wird verstiindlich. dalj die Photoinhibitie- 
rung und der Turnover des D 1 -Proteins durch den Redoxzu- 
stand des Photosystems I1 und durch den Besetzungszustand 
der Q,-Bindenische verandert werden1". 841. Durch Bindung 
von Herbiziden in der Q,-Bindenische konnten so fur den 
Photoabbau notwendige konformative Anderungen der 

Spaltstelle blockiert werden. Im Bereich der Protein-Spalt- 
stelle des .,rapid turnovers" liegt auch Arginin 238. eine 
Trypsin-Spaltstelle. Das Verhalten dieser Aminosiure in der 
Trypsinierung spiegelt das Verhalten der gesamten 
Aminosauresequenz beim Photoabbau wieder. denn die 
Trypsinierung wird durch Herbizide wie Diuron und Atrazin 
verhindert, aber nicht durch solche vom P h e n ~ l t y p [ ~ ~ I ,  also 
ganz analog den Eigenschaften der Herbizide beim Photoab- 
bau. Die Entdeckung der Trypsinierung des D 1-Proteins liegt 
lange zuruck und hat daher schon fruh zur Auffindung des 
Herbizid-Bindeproteins des PS I1 beigetragen1"I. 

Turnover 

E 
S 

T -SeQt ienz 

Helix V RC Helix 1V 

Abb.  15. Faltungsschcma eincr Teilsequcnr des D1-Proteins. die a n  der Bin- 
dung  von Herbiziden unddcm Photoabbau betcrligt i \ t .  Dicgepunkteten Linien 
zeigen Wcchsclwirkungen von Plastochinon-Seitengruppen mit Aminosdurc- 
gruppierungen im Q.-Bindeprotein. Die gefullten Krcisc geben Aminosluren 
an. die in Mutanten gelndert  sind. gefulltc Quadrate symholisicren Aminosiu-  
rcn. die durch Photoa~nitl tsrnarkierung gekcnnzeichnet uurden.  Einc spcrifi- 
sche Trypsinspaltung erfolgr a n  Arginin 238 nehen Tyrosin 237. a n  das  Azido- 
monuron hinder. Daneben hefindet sich die Spaltstelle und eine Erkennungs- 
sequenz (die PEST-Sequenz) fur eine (bisher nicht idcntifizierte) Protease im 
,.rapid turnover". Das  Reaktionszentrum-PhXO binder ;in Histidin 198 und 
gleichzeitig a n  das  D2-Protein. (Urn erne Ubereinstimmung mi! den Stereoab- 
hildungen 12 14 und insbesondere mit Abbildung h und 11 LU erreichen. 1st die 
Helix V vor Helix IV dargestellt). 

Die Protein-Phosphorylierung konnte ebenfalls eine Rolle 
spielen, denn der Redoxzustand des Plastochinon-Pools be- 
einfluBt die Phosphorylierung einer Anzahl von Thylakoid- 
proteinen. darunter auch die des D 1-Polypeptids. Diuron 
hemmt die Protein-PhosphoryIier~ng[~~~. was wahrschein- 
lich sowohl fur die Regulation des Photosystems als auch fur 
die Wirkungsweise von Herbiziden von g r o k r  Bedeutung 1st. 

Die Sequenz des D 1-Proteins irn Bereich zwischen Arginin 
225 und Asparagin 247 hat kein Aquivalent im sonst homo- 
logen L-Protein der Purpurbakterien. Entsprechend kom- 
men in Bakterien auch weder der lichtabhiingige Turnover 
noch die Photoinhibierung vor. 

Die weitere Erforschung dieser erst jetzt erkannten Wir- 
kungsweise der Photosystem-I I-Herbizide eroffnet ein neues 
Feld. Dieses Forschungsgebiet verspricht Einsicht in die 
molekulare Basis der Reaktion des photosynthetischen Elek- 
tronentransportsystems auf die rasch veranderliche Lichtin- 
tensitiit und die wechselnden physiologischen Bedingungen. 
Gleichzeitig wiederum kann eine weitere Klarung der Wir- 
kungsweise der Photosystem-11-Herbizide auf molekularer 
Ebene erwartet werden. 
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10. Zusammenfassung und Ausblick 

Das gemeinsame Ziel von Photosynthese- und Herbizid- 
forschung, das Herbizidbindeprotein zu identifizieren und 
funktionell wre strukturell zu charakterisieren. ist erreicht. 
Uberraschend stellte sich heraus, da13 es eines der Reaktions- 
zentrenpolypeptide von Photosystem I1 ist. Herbizid- 
tolerante Mulanten erwiesen sich als sehr hilfreich bei der 
Konstruktion eines dreidimensionalen Modells der Faltung 
dieses Proteins. Hernrnstoffe konnen in das Protein einmo- 
delliert und die an der Bindung beteiligten Aminosauren, 
spezifisch fur jedes einzelne Herbizid, angegeben werden. 
Die einzelnen Wechselwirkungen lassen sich mit Kraftfeld- 
rechnungen naherungsweise erfassen. Die Konzeption che- 
misch neuer Photosynthesehemmer 1st jetzt nicht mehr der 
limitierende Schritt in der Entwicklung eines Herbizids. 

Die Kenntnis der Bindung der photosynthesehemmenden 
Herbizide ermoglicht es prinzipiell. durch gezielte Mutage- 
nese in Nutzpflanzen eine Resistenz auf der Ebene der Pri- 
marwirkung einzufiihren. Eine andere Frage ist die der Ak- 
zeptanz und Wrtschaftlichkeit eines solchen Vorgehens 

Die erstmals durch die Kristallstrukturanalyse von 
Michel. Deisenhofer und Huber erreichte Kenntnis von der 
dreidimensionalen Faltung eines Membranproteins hat der 
Photosyntheseforschung einen gewaltigen Schub verliehen. 
Man kann sicher sein, daR das noch lange nicht ausge- 
schopfte Potential der molekulargenetischen Methodik wei- 
tere ungeahnte und uberraschende Einblicke eroffnen wird. 
Mit der Aufkllrung anderer. bisher unbekannter Regula- 
tionsphanomene, die aber vermutlich mit dem Herbizid- 
bindeprotein zusammenhangen, ergeben sich neue Ansltze 
fur die Herbizidforschung. Die schon bekannten Eigenschaf- 
ten des D 1 -Proteins, wie etwa der Turnover und seine Betei- 
ligung an Proteinphosphorylierungen, aber auch die kompli- 
zierte Expressionskontrolle seines &A-Gens, werden die 
Molekularbiologen noch lange in Atem halten. Photosyn- 
these- und Herbizidforschung werden sicherlich ein Parade- 
beispiel fur die Zusarnmenarbeit von Hochschule und 
Industrie bleihen 
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