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Die Photoaktivierung von Proteinen wird in letzter Zeit inten- 
siv und erfolgreich erforscht['l. So gelang es beispielsweise vor 
kurzem, die Aktivierung von Enzymen['] und anderen Prote- 
inenl3] reversibel ,.an- und auszuschalten" (ON-OFF-Aktivie- 
rung), indem man photoisomerisierbare (photochrome) Grup- 
pen kovalent an die Proteine gebunden hat. Die Beteiligung von 
Redoxenzymen an lichtinduzierten Elektronentransfer-Prozes- 
sen konnte durch chemische Modifuierung der Proteine rnit 
Gruppen, die als Elektronen-Relais fungieren, erreicht wer- 
den["]. Bei diesen Untersuchungen wirkten Protein-gebundene 
Elektronenacceptoren als Quencher fur den angeregten Zustand 
eines Diffusions-Photosensibilisators und als Elektronenmedia- 
tor fur den Transport der Elektronen zum aktiven Zentrum des 
Enzyms. Wir berichten hier iiber die Umwandlung des Enzyms 
Glutathion-Reduktase (GR) in einen photoaktiven Biokataly- 
sator, indem Eosin kovalent an das Protein gebunden wurde. 
Dieses modifizierte Enzym wird durch Licht aktiviert, d. h. geht 
in den ON-Zustand iiber. Der lichtinduzierten Redoxreaktion 
folgt ein Elektronentransfer innerhalb des Proteins, der die bio- 
katalysierte Reduktion von oxidiertem Glutathion, GSSG, be- 
wirkt. Bisher wurden Proteine mit lichtempfindlichen Gruppen 
modifiziert, um den Ablauf des Elektronentransfers in Prote- 
inen zu ~ntersuchen[~. 6]. Unsere Ergebnisse belegen, darj 
ein lichtinduzierter Elektronentransfer mit chemischen Um- 
setzungen koppelbar ist. 

GR (aus Backerhefe, EC 1.6.4.2, Sigma) wurde gemarj Glei- 
chung (a) mit Eosinisothiocyanat 1 zum Xanthen-modifizierten 
Protein umgesetzt. Fur das Aufladen des Proteins werden zwei 
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Abb. 1. Bildungsgeschwindigkeiten fur GSH als Funktion der Belicbtungsdauer 
(2. z 475 nm): a) Photosystem bestehend aus EoZ--GR (1 mgmL-I), Na,EDTA 
(1 x M). b) Das Photosystem enthalt dieselben Kom- 
ponenten; die Zeitpunkte, an denen das Licht ,,an"- oder ,,aus"geschaltel wurde, 
sind durch Pfeile gekennzeichnet. c) Photosystem bestehend aus GR, Eo2- 
( ~ . ~ X ~ ~ - ~ M ) , N ~ , E D T A ( I  x ~ j u n d G S S G ( 1  x l O - *  ~).BeiallenPhotosy- 
stemen wurden Phosphatpuffer-Losungen @H = 7.5) verwendet. Alle Versuche 
wurden unter Argon durchgefuhrt. 

M) und GSSG (1 x 

keit fur GSHC8I als Funktion der Belichtungszeit wiedergegeben. 
Wird das Photosystem nicht belichtet oder gibt man kein 
Na,EDTA (EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure) zu, wird 
kein GSH gebildet. Diese Beobachtung weist darauf hin, darj 
GSH durch einen photoinduzierten Elektronentransfer ent- 
steht. Belichtet man das Photosystem in Intervallen (Abb. 1 b), 
so bildet sich ausschlierjlich wahrend der Bestrahlung GSH. Aus 
der Konzentration von GSH nach einer Belichtungszeit von 
200 min errechnen sich fur das aktive Zentrum des Enzyms 75 
Cyclen (bei dieser Berechnung wurde fur GR ein Molekularge- 
wicht von MG = 118000 gmol-l eingeset~t[~I). EoZ--GR fun- 
giert bei dieser lichtinduzierten Umsetzung als Photokataly- 
sator. 

Belichtet man (A > 475 nm) das Photosystem, das aus dem 
naturlichen Enzym GR und nicht gebundenen Eosin als Diffu- 

Molekule Eosin pro Proteinmolekiil benotigt. Das durch Eosin 
modifizierte Protein Eo2--GR weist 50 % der ursprunglichen 
Aktivitat des naturlichen Proteins GR auf17]. Relichtet man 
(A > 475 nm) unser Photosystem aus Eo2--GR in Phosphat- 
puffer (pH = 7 . 5 )  rnit Na,EDTA als Opfer-Elektronendonor 
und oxidiertem Glutathion. GSSG, so entsteht reduziertes 
Glutathion GSH. In Abbildung 1 a ist die Bildungsgeschwindig 
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sions-Photosensibilisator besteht, in Gegenwart von Na,EDTA 
und GSSG, so entsteht nur wenig GSH (Abb. 1 c). Mit dem 
Xanthen-modifizierten Protein EoZ --GR wird GSH etwa fiinf- 
ma1 so schnell gebildet wie rnit dem Photosystem aus GR und 
nichtgebundenem Eosin. Die bessere Ausbeute bei der Reaktion 
mit Eo2 --GR resultiert aus der Tatsache, darj der Elektronen- 
transfer innerhalb des Proteins leichter ablauft. Es mu13 aller- 
dings envahnt werden, daD das Photosystem rnit Eo"--GR bei 
der Reduktion von GSSG nur ein Tausendstel der Aktivitat des 
biologischen Photosystems aus Enzym GR und NADPH als 
Elektronendonor aufweist. 

Durch Flashphotolyse-Untersuchungen konnten wir den 
Elektronentransfer-Mechanismus aufklaren. Die Lebensdauer 
des Triplettzustands von Eo2--GR betragt 36 ps. Der erste 
Schritt ist ein Elektronentransfer innerhalb des Proteins, der die 
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Konzentration des angeregten EoZ --GR-Zustands unter Bil- 
dung des Ionenpaars Eo'- und Eo3'- abbaut [Gl. (b)]rgl, Sind 
der Elektronendonor Na,EDTA und GSSG nicht im Reak- 
tionsgemisch vorhanden, transferiert das photochemisch er- 
zeugte Tonenpaar die Elektronen wieder zuriick [GI. (c); 
k, = 2 x lo3 In Gegenwart von Na,EDTA konkurriert 
die Oxidation des Elektronendonors [Gl. (d)] mit der Ruckreak- 

('EoZ- + Eo*-)-GR,, d (Eo'- + Eo3'-)-GR,, (b) 

k 
(Eo'- + Eo3'-)-GR,, (EoZ- + EoZ-)-GR,, (c) 

(Eo'- + Eo3*-)-GR,, + Na,EDTA A 
( E d -  + Eo3'-)-GR,, + Na,EDTA,, (d) 

Zersetmngsprodukte 
1 

k 
(Eo2- + Eo"'-)-GR,, A (Eo2- + Eo2-)-GR,,, (e) 

(Eo2- + Eo2-)-GR,,, + GSSG + 2H' --* 

(Eo3- + Eo2-)-GR,, + GSH (f) 

tion [GI. (c)], wobei Eo3'- angereichert wird (kox = 3.8 x 
lo4 s-I). In Gegenwart von GSSG und Na,EDTA nirnmt die 
Konzentration des photochemisch erzeugten reduzierten Pro- 
dukts Eo3*- ab. Dies entspricht einem Elektronentransfer vom 
Ionenpaar zum Redoxzentrum des Enzyms [GI. (e); 
k,, = 1.7 x 10' s- '1, an dem GSSG reduziert wird [Gl. (f)] Die 
Geschwindigkeitskonstante fur den Elektronentransfer von 
Eo3.- zum aktiven Zentrum des Proteins ist klein im Vergleich 
zu bekannten Geschwindigkeitskonstantenc' 'I. 

Es sollte noch erwahnt werden, da13 das aktive Zentrum von 
G R  aus einer Isoalloxazin-Gruppe, die Teil des Flavinadenindi- 
nucleotid(FAD)-Cofaktors ist, und aus einer Disulfid-Bindung 
zwischen Cys5* und Cysfi3 besteht["]. Wir vermuten, daD die 
Isoalloxazin-Gruppe beim Elektronentransfer von Eo3*- zur 
Disulfidbindung als Mediator fungiert. 

Die postulierte Kinetik fur den Elektronentransfer [GI (b)- 
(f)] konnte erhartet werden: u-Chymotrypsin, ein Hydrolyseen- 
zym ohne aktives Redoxzentrum wurde mit Eosinisothiocyanat 
1 umgesetzt. An diesem so modifizierten Enzym laufen analoge 
Elektronentransfer-Reaktionen zu den Gleichungen (b)-(d) ab. 
Da diesem Enzym jedoch das aktive Zentrum fehlt, reichert sich 
bei der Flashphotolyse (A,,, = 400 nm), in Gegenwart von 
Na,EDTA, Eo3'- ohne nennenswerten Abbau an. 

Modifiziert man GR mit photoaktiven Gruppen, so wird die- 
ser Biokatalysator zu einem durch Licht aktivierbaren Protein. 
Der kovalent gebundene, photoaktive Farbstoffsubstituent 
iibernimmt zwei sich erganzende Funktionen: er lost den photo- 
induzierten Elektronentransfer aus und wirkt innerhalb des Pro- 
teingerusts als Relais, das die ,,elektrische Kommunikation" rnit 
dem Redoxzentrum des Enzyms erleichtert. Die biokatalytische 
Leistungsfahigkeit von Eo2--GR ist jedoch wesentlich geringer 
als die des naturlichen Enzyms GR mit NADPH-Cofaktor. 
Durch die Koordination langerkettiger Chromophore an das 
Protein konnten die elektrische Kommunikation innerhalb des 
Proteins und die Aktivitat des Photoenzyms verbessert werden. 
Solche durch Chromophore modifizierte Proteine konnten als 
Grundlage fur die Entwicklung kunstlicher Photosynthese-Sy- 
steme die net^"^]. Die Kupplung von zwei Redoxenzymen (ei- 
nem oxidierenden und einem reduzierenden Protein) und deren 
Modifizierung mit geeigneten lichtaktiven Verbindungen konn- 
ten zu cyclischen Photosynthese-Systemen fiihren. 
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Rutheniumkomplex-katalysierte [2 + 21-Cyclo- 
addition von Norbornen- rnit Ethinderivaten"" 
Take-aki Mitsudo*, Hiroshi Naruse, Teruyuki Kondo, 
Yoshihiko Ozaki und Yoshihisa Watanabe* 

Die [2 + 21-Cycloaddition von Olefinen und/oder Ethinderi- 
vaten ist ein vielseitiges Verfahren zur Herstellung von Cyclobu- 
tanen, das thermisch uber Diradikal-Zwischenstufen['], photo- 
lytisch['] oder Ubergang~metall-katalysiert[~] durchgefiihrt 
werden kann. Die Rutheniumkomplex-katalysierte Cycloaddi- 
tion von Norbornenen (Bicyclo[2.2.l]hepten-Derivaten) mit 
Ethindicarbonsaureestern ist ~ n g e w o h n l i c h ~ ~ ~ ;  sie wurde zur 
Synthese von Pseudo-Leiterverbindungen rnit [RuH,(CO)- 
(PPhJ3] oder [Ru(cod)(cot)]/PR, (cod = 1,5-Cyclooctadien, 
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