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Chlorophyll(Chl) a/b tr‰gt als Lichtsammelantenne zur
Photosynthese in hˆheren Pflanzen bei, indem es Licht-
energie absorbiert und diese in photosynthetische Reaktions-
zentren weiterleitet, wo die Umwandlung in elektrochemi-
sche Potentiale stattfindet. Die Komponenten dieser Photo-
synthese-Lichtsammelantenne, n‰mlich der lichtsammelnde
Chl-a/b-Komplex (LHC), erf¸llen diese Funktion mithilfe von
zahlreichen proteingebundenen Pigmenten, Carotinoiden
sowie Chl a und b, welche die absorbierte Energie schnell
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und mit hoher Effizienz austauschen.[1] Der am weitesten
verbreitete Chl-a/b-Komplex ist der Haupt-LHC des Photo-
systems II, das LHCIIb, welches ungef‰hr 50% des Gesamt-
chlorophylls in hˆheren Pflanzen umfasst. Dieser Komplex
kann in vitro aus seinen Protein- und Pigmentkomponenten
aufgebaut werden, indem entweder denaturiertes Thylakoid-
protein[2] oder rekombinantes LHCIIb-Apoprotein (Lhcb1)[3]

verwendet wird. Rekombinantes LHCIIb weist strukturelle,
biochemische und spektroskopische Eigenschaften auf, die
denen des nativen LHCIIb sehr ‰hnlich sind.[3±5]

Die Herstellung von rekombinantem LHCIIb in vitro
erˆffnet die Mˆglichkeit, durch ænderung der Aminos‰ure-
sequenz n¸tzliche Modifikationen in die Struktur einzuf¸h-
ren, z.B. Ankerstrukturen, ¸ber die der Komplex immobili-
siert oder ortsspezifisch mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert
werden kann.[6] Diese Eigenschaften machen rekombinantes
LHCIIb zu einem viel versprechenden Kandidaten f¸r das
Design von biologisch-chemischen Hybridstrukturen, die eine
ganz bestimmte Anordnung von Fluorophoren enthalten.
In diesem Beitrag zeigen wir, dass rekombinantes LHCIIb

mit einer k¸nstlichen Energiefalle, dem Benzoylterrylen-3,4-
dicarboximid (BTI), gekoppelt werden kann. Dieser NIR-
Farbstoff sammelt durch effizienten Energietransfer einen
Gro˚teil der Lichtenergie, die durch LHCIIb-Pigmente ab-
sorbiert wird, und macht dadurch die LHCIIb-BTI-Verbin-
dung zu einem einfachen Modell eines Photosystems, das aus
einem lichtsammelnden Pigment-Protein-Komplex und einer
Energiefalle besteht.
Um BTI 1[7] an eine Cysteinseitenkette des Proteins

koppeln zu kˆnnen, wurde ein Maleinimido-Derivat des
Farbstoffs hergestellt (Schema 1). Maleinimido-BTI 2 wurde
in einer vierstufigen Reaktion aus 1 synthetisiert. Die
Bromierung von 1 und eine anschlie˚ende Suzuki-Kupplung
mit dem BOC-gesch¸tzten (4-Pinacolylborono)phenylethyl-
amin lieferte das entsprechende BOC-Derivat des Phenyl-
ethylamin-BTIs. Nach saurer Abspaltung der BOC-Schutz-
gruppe wurde das Phenylethylamin-BTI mit N-Succinimidyl-
4-maleinimidobutters‰ure zu 2 umgesetzt.

Maleinimido-BTI 2 wurde an das einzige Cystein in der
Lhcb1-Mutante S3C gebunden, das sich in der N‰he des N-
Terminus dieses Proteins befindet. Die Ortsspezifit‰t der
Markierungsreaktion wurde durch die Tatsache gezeigt, dass
eine weitere Lhcb1-Mutante, die keinerlei Cysteinbausteine
enth‰lt (C79S), kein BTI-Maleinimid gebunden hat (nicht
gezeigt). Lhcb1-BTI wurde durch pr‰parative Elektrophore-
se, bei der es langsamer wanderte als das unmarkierte Protein,
gereinigt. Anschlie˚end wurde das Protein mit Pigmenten
zum LHCIIb-BTI rekonstituiert.[5,6] Die Verbindung war
gegen¸ber Dissoziation in Detergenzien ‰hnlich stabil wie
das unmarkierte LHCIIb des Wildtypproteins. Weiterhin
zeigte sie einen Energietransfer von komplexgebundenem
Chl b auf Chl a von nahezu 100% (nicht gezeigt).
Um den Energiefluss von Chl a auf BTI absch‰tzen zu

kˆnnen, wurde das Fluoreszenzemissionsspektrum des
LHCIIb-BTI mit dem des unmarkierten LHCIIb bei 297 K
und 77 K verglichen (Abbildung 1). Die Anregungswellen-
l‰nge lag mit 410 nm in der N‰he des Absorptionsmaximums
von Chl a. Die Emissionsspektren des LHCIIb-BTI (fett-
gedruckte Linien in Abbildung 1) weisen ein Maximum bei
678 nm in der N‰he des Emissionsmaximums von Chl a und
eine Schulter bei 730 nm nahe dem Emisssionsmaximum von
BTI auf. Die Chl-a-Emission von LHCIIb-BTI ist signifikant
geringer als die von gleich konzentriertem unmarkiertem
LHCIIb (d¸nngedruckte Linien in Abbildung 1). Aus der
Fluoreszenzlˆschung des Donors (Chl a) wurde eine Energie-
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Schema 1. R¼ tert-Butylphenol; a) Br2, CHCl3, RT, 16 h, 78%; b) (4-
Pinacolylborono)-Ph(CH2)2NBOC, Pd(PPh3)4, K2CO3(aq.), Toluol, 110 8C,
18 h, 84%; c) TFA/CH2Cl2, RT, 2 h, 93%; d) N-Succinimidyl-4-maleinimi-
dobutters‰ure, Et3N, CH2Cl2, RT, 6 h, 78%. BOC¼ tert-Butyloxycarbonyl,
TFA¼Trifluoressigs‰ure.

Abbildung 1. Fluoreszenzemission von LHCIIb (d¸nngedruckte Linie)
und LHCIIb-BTI (fettgedruckte Linie) bei 297 K (a) und 77 K (b).
Gereinigtes LHCIIb und LHCIIb-BTI wurden auf die gleiche (� 1%)
Absorption bei 410 nm gebracht. Von diesen Lˆsungen wurden Fluores-
zenzemissions-Spektren mit einem Fluoromax-2 (Jobin Yvon, Grasbrunn)
bei den folgenden Einstellungen gemessen: Anregungswellenl‰nge
410 nm, Anregungs- und Emissionsspaltbreiten 3 nm, Integrationszeit
0.1 s. Die Spektren wurden f¸r Fluktuationen in der Anregungslichtinten-
sit‰t und wellenl‰ngenabh‰ngige ænderungen der Photomultiplier-Emp-
findlichkeit korrigiert. Um die Fluoreszenzr¸ckabsorption zu minimieren,
hatten alle LHCIIb-Proben eine optische Dichte von < 0.1 ¸ber das
gesamte sichtbare Spektrum. F¸r Messungen bei 77 K wurde der Glycerin-
gehalt der Proben auf 60% (v/v) eingestellt. Um den Anteil des BTI
(Emissionsmaximum bei ungef‰hr 735 nm) am LHCIIb-BTI-Emissions-
spektrum besser sichtbar zu machen, wird dieses auch gezeigt (Kreise) nach
Normierung auf das hˆchste Signal der LHCIIb-Emission.



transfer-Effizienz von 70%� 4% bei 297 K (Abbildung 1a)
und 85%� 4% bei 77 K (Abbildung 1b) berechnet. Die
stimulierte Acceptorfluoreszenz ist schwach, wie aufgrund
der niedrigen Fluoreszenzquantenausbeute von proteinge-
bundenem BTI (3%� 0.3% in Detergenzlˆsung bei 297 K)
zu erwarten. Die Emissionsbande des BTI in den LHCIIb-
BTI-Fluoreszenzemissionsspektren ist besser sichtbar, wenn
diese auf das Chl-a-Emissionsmaximum des unmarkierten
LHCIIb normiert werden (Kreise in Abbildung 1).
Die Lˆschung der Donor(Chl a)-Fluoreszenz in LHCIIb-

BTI ist tats‰chlich auf den Energietransfer zumAcceptor-BTI
zur¸ckzuf¸hren, da die Chl-a-Emission wieder ansteigt, wenn
Donor und Acceptor durch Trypsinspaltung des LHCIIb-BTI
voneinander getrennt werden. Trypsin spaltet 35 Aminos‰u-
ren vom N-Terminus des LHCIIb ab, wobei der pigmentbin-
dende Teil des Proteins intakt bleibt.[8] W‰hrend der Trypsin-
Behandlung stieg die Chl-a-Fluoreszenz des LHCIIb-BTI auf
den Wert des entsprechenden unmarkierten LHCIIb an
(Abbildung 2). Der Abfall der LHCIIb-Emission nach der
Trypsinzugabe ist zumindest teilweise ein Verd¸nnungseffekt.

Die gemessene Energietransfereffizienz von Chl a zu BTI
(70% und 85% bei 297 K beziehungsweise 77 K) ist relativ
hoch, kann jedoch trotzdem aufgrund des Energier¸cktrans-
fers von BTI zu den Chlorophyllen untersch‰tzt sein. Die
kritische Fˆrsterdistanz R0 f¸r das Donor-Acceptor-Paar,
Chl a und BTI, liegt bei 58 ä (bei 297 K und unter Annahme
eines Orientierungsfaktors k2 von 2/3). F¸r den Energie-
R¸cktransfer wird der R0-Wert f¸r das revertierte Donor-
Acceptor-Paar auf 34 ä gesch‰tzt, ein Wert der ebenfalls
innerhalb des Bereichs mˆglicher Abst‰nde zwischen Chlo-
rophyllen und BTI im LHCIIb-BTI liegt. Wenn der Energie-
r¸cktransport in der Tat die gemessene Effizienz des Energie-
transfers von Chl a zu BTI limitiert, kˆnnte diese erhˆht
werden durch Verk¸rzung der Fluoreszenzlebensdauer des
Acceptors, etwa durch eine schnelle photochemische Reaktion.
Eine Vielzahl biochemischer Modelle von Photosystemen

ist beschrieben worden, darunter selbstorganisierende Sys-
teme des Bakteriochlorophylls c, die Chlorosomen gr¸ner
Schwefelbakterien nachahmen,[9] sowie Porphyrine, die kova-
lent mit anderen Chromophoren verbunden sind.[10] Nach
unserem Wissen ist die LHCIIb-BTI-Verbindung das erste
biomimetische Modell eines pflanzlichen Photosystems, das

einen selbstorganisierenden rekombinanten Lichtsammel-
komplex aus dem pflanzlichen Photosynthese-Apparat ent-
h‰lt. Dieses Modell bildet den effizienten Transfer absorbier-
ter Lichtenergie zu einem Acceptor ab, unterscheidet sich
jedoch von einem Photosystem dadurch, dass Lichtenergie
nicht in Ladungstrennung umgewandelt wird. Versuche, diese
Eigenschaft in unsere Modellverbindung zu integrieren,
werden derzeit durchgef¸hrt.

Experimentelles

Analytische Daten von 2 : gr¸ner Feststoff; Fp.> 300 8C; 1H-NMR
(500 MHz NMR, C2D2Cl4, 313 K): d¼ 9.44 (d, 3J¼ 7.9 Hz, 1H); 8.96 (d,
3J¼ 8.6 Hz, 1H); 8.75 (d, 3J¼ 7.9 Hz, 1H); 8.54 (d, 3J¼ 7.9 Hz, 1H); 8.52 (d,
3J¼ 7.9 Hz, 1H); 8.44 (d, 3J¼ 7.9 Hz, 1H); 8.38 (s, 1H); 8.30 (d, 3J¼
8.0 Hz); 8.22 (s, 1H); 8.17 (s, 1H); 7.76 (d, 3J¼ 9.2 Hz, 1H); 7.68 (tr, 3J¼
7.3 Hz, 1H); 7.53 (tr, 3J¼ 7.3 Hz, 1H); 7.47±7.43 (m, 5H); 7.38±7.35 (m, 3H);
7.24±7.20 (m, 5H); 7.14 (d, 3J¼ 6.8 Hz); 7.05 (d, 3J¼ 9.2 Hz, 2H); 6.62 (s,
2H); 3.53±3.49 (m, 4H); 2.87±2.86 (m, 2H); 2.64 (sept, 3J¼ 8.6 Hz, 2H);
2.13±2.10 (m, 2H); 1.90±1.87 (m, 2H); 1.32 (s, 9H); 1.29 (s, 9H); 1.08 ppm
(d, 3J¼ 8.6 Hz, 12H); 13C-NMR (500 MHz NMR, C2D2Cl4, 313 K): d¼
185.41 (C¼O), 175.49 (C¼O), 165.86 (C¼O), 165.78 (C¼O), 164.71 (C¼
O), 164.69 (C¼O), 157.28, 155.35, 155.26, 150.55, 150.48, 148.06, 147.72,
142.29, 139.03, 137.79, 136.64, 136.61, 135.65, 134.77, 134.23, 133.58, 133.49,
133.44, 133.37, 133.21, 132.86, 132.41, 132.22, 132.12, 131.97, 131.53, 131.24,
131.15, 131.01, 130.59, 130.46, 130.33, 130.12, 130.04, 129.95, 129.74, 129.08,
128.29, 128.09, 126.69, 126,51, 125.51, 125.90, 125.27, 125.17, 125.12, 124.87,
124.26, 124.06, 121.85, 121.70, 117.78, 117.34, 45.10, 39.87, 37.28, 34.21, 32.08,
31.79, 31.44, 26.79, 24.66 ppm; UV/Vis (CHCl3): lmax (e)¼ 263 (60100), 272
(61300), 445 (4500), 651 (47800), 705 (89400) nm; FD-MS (8 kV):m/z (%):
1289.0 (100) [Mþ]; berechnet f¸r C87H73N3O8: C 81.10, H 5.71, N 3.26;
gefunden: C 81.23, H 5.79, N 3.22

Die in dieser Arbeit genutzten rekombinanten Lhcb1-Mutanten waren
Derivate des Klons D7f.3, der denWildtyp-Lhcb1 der Erbse kodiert.[3,11] In
der Lhcb1-Mutante C79S ist das singul‰re Cystein in Position 79 gegen
Serin ausgetauscht, und in der Mutante S3C ist zus‰tzlich in Position 3
Cystein gegen Serin ausgetauscht.

BTI wurde kovalent an das N-proximale Cystein in S3C gebunden. Ein
nmol Lhcb1 in 25 mL Puffer (1 gL�1 Natriumdodecylsulfat, 10 gL�1 n-
Octyl-b-d-glucopyranosid und 20 mm Natriumphosphat pH 7.0) wurden f¸r
15 min bei 37 8C mit 2 mm Tris-(2-cyanoethyl)phosphan reduziert und
anschlie˚end mit 12.5 nmol BTI-Maleinimid, gelˆst in 2 mLTHF, gemischt.
Nach zweist¸ndiger Inkubation bei 37 8C wurde das Protein mit 80% (v/v)
Aceton und 10 mm Essigs‰ure ausgef‰llt. Das Proteinpellet wurde in 20 mL
Natriumdodecylsulfat (20 gL�1), 100 mm Tris-HCl (pH 9.0) gelˆst, f¸r
2 min auf 100 8C erhitzt und anschlie˚end zentrifugiert (5 min bei 16000g).

In den LHCIIb-BTI-Verbindungen wurde der Energietransfer von Chl a zu
dem Farbstoff ¸ber die Lˆschung der Donor(Chl a)-Emission in An-
wesenheit des Acceptors berechnet. LHCIIb alleine und mit gebundenem
BTI wurden auf die gleiche Chl-a-Absorption bei 410 nm gebracht. Die
Absorption durch den Farbstoff war bei dieser Wellenl‰nge vernachl‰ssig-
bar. Die Energietransfer-Effizienz wurde durch Vergleich der Chl-a-
Fluoreszenzemissionen mit und ohne Energietransfer zum Farbstoff ab-
gesch‰tzt:

Energietransfer (%)¼ [1�(maximale Chl-a-Emission in LHCIIb-BTI)/
(maximale Chl-a-Emission in LHCIIb)]100.
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Abbildung 2. Fluoreszenzemission von LHCIIb (d¸nngedruckte Linie;
nach Trypsinspaltung: Kreuze) und LHCIIb-BTI (fettgedruckte Linie;
nach Trypsinspaltung: Kreise) vor und nach der Proteinspaltung mit
Trypsin. Gereinigtes LHCIIb und LHCIIb-BTI wurden auf die gleiche Chl-
a-Absorption bei 410 nm eingestellt und anschlie˚end mit Trypsin ge-
spalten.[6] Emissionsspektren (Anregung bei 410 nm) wurden vor und nach
Trypsinbehandlung aufgenommen (f¸r die Messeinstellung siehe Abbil-
dung 1).
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Die isoelektronischen Zweielektronen-Doppelaromaten
1u±3u[1±4] (Schema 1) haben Rechnungen zufolge im Ring
eine extrem kurze und zwei relativ lange Bindungen. Dies ist
die Folge der Verkn¸pfung aller Ringatome durch je eine
Dreizentren-Zweielektronen(3c2e)-p- und eine 3c2e-s-Bin-
dung sowie zweier Ringatome durch eine zus‰tzliche 2c2e-s-
Bindung. Das planare 3u ist gegen¸ber dem klassischen 3u*

um 54.9 kcalmol�1 stabilisiert.[3b] Wir stellen hier Synthesen
der ersten Derivate 3a und 3b (siehe Schema 2) des
Triboracyclopropanats 3u, ihre Strukturen im Kristall und
DFT-Rechnungen[5] f¸r die Modellmolek¸le 3c±f (siehe
Abbildung 2) vor.
Das Monoanion 3a ist durch Reaktion von zwei æquiva-

lenten Lithiumnaphthalenid in THF mit 4 zug‰nglich, das bei
der Umsetzung von 5[6] mit (CH3)3SiCH2Li erhalten wird
(Schema 2). Das Dianion 3b entsteht, wenn man 5 in Et2O bei

�80 8C mit Lithium umsetzt.[7] 3a und 3b reagieren mit
Elektrophilen unter Bildung von Tetraboranen(6). Bei der
Umsetzung von 3amit Hexachlorethan wird 4 regeneriert, bei
der von 3b mit Methyliodid[8] entsteht 6, das sich in Lˆsung
unter Eliminierung von 1,2-Bis(trimethylsilyl)ethen spontan
in 7 umwandelt. Die Konstitutionen der neuen Verbindungen
sind in Einklang mit ihren NMR-Daten (Tabelle 1), die von
3a, 3b und 6 sind durch die Strukturen im Kristall[9] gesichert.
Das Anion 3a bildet ein Kontaktionenpaar mit einem

Lithiumion, das an die B2-B3-Bindung und zus‰tzlich mit
zwei THF-Molek¸len koordiniert ist (Abbildung 1). Im Kon-
taktionentripel 3b¥Li2(THF,THP) (THP¼Tetrahydropyran)
sind die beiden Lithiumionen oberhalb und unterhalb des
Sechsrings und zus‰tzlich an ein THP- bzw. ein THF-Molek¸l
koordiniert. Die B2-B3-Abst‰nde in 3a und 3b sind mit 148.3
bzw. 148.0 pm die k¸rzesten, die bisher zwischen zwei
Boratomen beobachtet wurden.[10] Diese und die anderen B-
B-Abst‰nde stimmen gut mit denjenigen ¸berein, die f¸r 3u
und die Modellmolek¸le ohne Silyl-Substituenten 3c und 3d
berechnet werden (Abbildung 2, Tabelle 2). Das Charakteris-
tikum f¸r dreigliedrige Zweielektronen-Doppelaromaten, ein
sehr kurzer und zwei relativ lange Abst‰nde, ist in 3a und 3b
also experimentell realisiert. Der bekannte Bishomo-Doppel-
aromat 8[11] (Dur¼ 2,3,5,6-Tetramethylphenyl) und der zuge-
hˆrige Doppelaromat 9[3a] haben dagegen eine lange B-B-
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Schema 1. Zweielektronenaromaten mit je einer 3c2e-p- (Kreise) und
3c2e-s-Bindung (gestrichelte Dreiecke). Durchgezogene Striche symboli-
sieren 2c2e-Bindungen. Die Zahlen bezeichnen Abst‰nde in pm, berechnet
auf dem MP2/6-31G*-Niveau.[1±3]
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Schema 2. Synthese und Reaktionen der Triboracyclopropanate 3a und
3b. Alle Reaktionen verlaufen unter Erhaltung der Zweielektronen-
Aromatizit‰t. A¼ SiMe3.


