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Bakteriorhodopsin (bR) ist der Prototyp einer lichtgetriebe-
nen Ionenpumpe, die einen Photonenfluss in einen Proto-
nengradienten durch Zellw�nde umwandelt.[1] Zurzeit entwi-
ckelt sich eine Vorstellung &ber den Ablauf des Photozyklus
dieses Proteins auf atomarer Ebene:[2] Galt bisher die These,
dass in erster Linie Aminos�ureseitenketten f&r den vekto-
riellen Protonentransport und die Protonenfreisetzung ver-
antwortlich sind, so h�ufen sich nun die Hinweise auf eine
aktive Beteiligung von Wassernetzwerken[3–7] im Inneren von
bR bei diesen Vorg�ngen. Ein starkes Indiz hierf&r liefern die
breiten Absorptionskontinua („Kontinuumsbanden“) im in-
fraroten Bereich,[8,9] die auf polarisierbare Wasserstoffbr&-
cken[10] in einem protonierten Wassernetzwerk[11, 12] zur&ck-
gef&hrt werden. :nderungen der Kontinuumsabsorption
zwischen 1800 und 1900 cm�1 konnten mithilfe zeitaufgel;ster
FT-IR-Differenzspektroskopie verfolgt und mit der Kinetik
der Protonenfreisetzung beim >bergang vom L- zum M-
Zustand des Proteins in Verbindung gebracht werden. Der
protonierte Wassercluster, der diese Kontinuumsbande ver-
ursacht, besteht aus einem H5O2

+-Ion oder einem gr;ßeren
Komplex,[8] der durch die in der N�he vorhandenen Glu194-
und Glu204-Reste stabilisiert wird; dies wird durch pKS-
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Berechnungen[11] gest&tzt. Eine weitere breite Kontinuums-
bande wurde bei > 2700 cm�1 beobachtet. Diese wurde auf
polarisierbare Wasserstoffbr&cken zur&ckgef&hrt, die m;gli-
cherweise zu einem anderen Wasser(sub)netzwerk geh;ren.[9]

Mithilfe gemischt quantenmechanisch/klassischer (QM/
MM) Car-Parrinello-Simulationen[13,14] in Verbindung mit
einem realistischen Modell f&r bR (eingebettet in eine
vollst�ndig hydratisierte Palmitoyloleylphosphatidylcho-
lin(POPC)-Membran) haben wir nahe beim L!M->bergang
die IR-Spektren protonierter Wassernetzwerke berechnet.
bR ist ein relativ einfaches, aber dennoch schwierig zu
simulierendes Modellsystem, da die elektronische Struktur
des Proteins bei mehreren wichtigen Schritten des Pumpzy-
klus explizit ber&cksichtigt werden muss. Aus diesem Grund
gibt es &ber bR und verwandte prototypische G-Protein-
gekoppelte 7-Helixrezeptoren (z. B. Rhodopsin) nur wenige
Arbeiten, in denen sowohl die Quantenmechanik als auch die
Proteindynamik ber&cksichtigt werden (siehe z. B. Lit. [20–
25], zit. Lit.). Als ersten Schritt zur L;sung dieser komplexen
Aufgabe haben wir durch eine Kombination[13] aus quanten-
mechanischen (QM) und molek&lmechanischen (MM) Rech-
nungen mithilfe der Programme CPMD und GROMOS[13,14]

das protonierte Wassernetzwerk (QM-Teil) mit der Car-
Parrinello-Molek&ldynamik und die Biomatrix (MM-Teil)
mit etablierten Kraftfeldern behandelt.

Leider ist die Zahl interner Wassermolek&le experimen-
tell immer noch nicht eindeutig bestimmt worden;[4,6, 12] nach
bisherigen Erkenntnissen enth�lt die große hydrophile
Tasche in der N�he von Glu194, Glu204 und Arg82 vier bis
f&nf Wassermolek&le. Daher wurden bei der Simulation
Wassernetzwerke eingebettet, die repr�sentativ sind f&r
zwei aus Gasphasenclustern[19] sowie von >berschussproto-
nen in Wasser[16, 17] und Eis[18] gut bekannte Protonierungsto-
pologien: den symmetrisch solvatisierten Zundel-Komplex
H5O2

+·(H2O)4 (ein zwischen zwei H2O-Molek&len „geteiltes
Proton“)[19] und den Eigen-Komplex H3O

+·(H2O)3 (ein an
einem H2O-Molek&l „lokalisiertes Proton“). Diese wurden in
ein geeignetes bR-Wildtypintermediat[26] mit deprotonierter
Schiff-Base und 13-cis,15-anti-Retinalkonfiguration integriert
(siehe Abbildung 1). Die Anfangspositionen der Wassermo-
lek&le basieren auf neueren kristallographischen Zuordnun-
gen gem�ß der >bersicht in Lit. [6]. Die Wassermolek&le
wurden danach protoniert, und das bR-Monomer wurde
anschließend in eine vollst�ndig solvatisierte POPC-Mem-
bran eingef&gt.[27]

Die von uns gew�hlte Methode ist relativ realit�tsnah und
erm;glicht nach einer Reihe von MM- und QM/MM-Rela-
xationsschritten sowie klassischer Vor�quilibrierung auf der
Nanosekundenzeitskala bei 300 K stabile Molek&ldynamik-
simulationen auf der Zeitskala von 10 ps. Die IR-Spektren
k;nnen dann als Fourier-Transformierte der Dipol-Autokor-
relationsfunktion berechnet werden, die direkt aus dem
Gesamtdipolmoment des protonierten Netzwerks gewonnen
wurde. Der zu erwartende Electron-spill-out-Effekt an der
QM/MM-Schnittstelle, die &ber die Wasserstoffbr&cken zwi-
schen dem Solvatwasser des inneren H5O2

+- oder H3O
+-

Komplexes und den Resten vermittelt wird, wird mithilfe
eines renormierten Coulomb-Potentials behandelt, das in
Lit. [13] f&r Wasserstoffbr&cken-Bindungen eingef&hrt und

getestet wurde. Auf diese Weise k;nnen vollst�ndig gekop-
pelte, anharmonische IR-Spektren von protonierten Wasser-
netzwerken in bR bei Raumtemperatur berechnet werden,
ohne dass eine Reduktion der Dimensionalit�t dieses kom-
plexen Systems n;tig ist; die Lokalisierung der Netzwerke
inklusive ihrer Wasserstoffbr&cken-Bindungen zu benachbar-
ten Resten ist das Ergebnis von MM- und QM/MM-Relaxa-
tionen.

Die Zuverl�ssigkeit dieser Methode, besonders in Hin-
blick auf anharmonische fluxionale Moden, wird in Abbil-
dung 2 (Einschub) demonstriert: Hier wird das berechnete
Spektrum eines isolierten H5O2

+-Gasphasenkomplexes[19]

seinem k&rzlich gemessenen Spektrum gegen&bergestellt.[28]

F&r alle Berechnungen wurden das BLYP-Dichtefunktional,
Pseudopotentiale nach Troullier-Martins, ein Abschneidepa-
rameter der ebenen Wellen von 70 Rydberg, eine endliche
kubische Simulationszelle mit einer Kantenl�nge von 30 a.u.
und kompensierender Hintergrundladung, eine Temperatur
von 300 K sowie 10 ps �quilibrierter Trajektorie verwendet
(siehe Lit. [14,15] f&r weitere technische Details).

In den QM/MM-Simulationen des solvatisierten Zundel-
Komplexes wurden Zwangsbedingungen f&r den Abstand
zwischen den vier terminalen Wasserstoffatomen des inneren
H5O2

+-Komplexes und den Sauerstoffatomen der solvatisie-
renden Wassermolek&le eingef&hrt, um die Wasserstoffbr&-
cke m;glichst symmetrisch zu halten. Beobachtet wurde die

Abbildung 1. Repr'sentative Momentaufnahmen protonierter Wasser-
netzwerke vom solvatisierten Zundel- (links) und Eigen-Typ (rechts) in
bR bei 300 K. Wasserstoffbr#cken sind als gestrichelte Linien darge-
stellt. Die elektronische Struktur ist anhand der Elektronenlokalisie-
rungsfunktion (ELF, blau) dargestellt (die ELF nimmt große Werte in
Raumregionen mit ausgepr'gter Elektronenpaarung an, z.B. in kova-
lenten OH-Bindungen oder freien Elektronenpaaren). Im Zundel-Netz-
werk teilen sich zwei benachbarte Wassermolek#le das Hberschusspro-
ton symmetrisch („symmetrisierte Wasserstoffbr#cke“ im inneren
H5O2

+-Komplex), wohingegen das Proton im Eigen-Netzwerk an einem
Wassermolek#l lokalisiert ist und somit einen inneren H3O

+-Komplex
bildet, der seinerseits solvatisiert wird.
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spontane Bildung von Wasserstoffbr&cken durch die Wasser-
molek&le, z. B. zu Glu194, Glu204, Arg82 und Tyr57. Das
asymmetrische Eigen-Netzwerk wurde nicht mit Zwangsbe-
dingungen versehen und bildete Wasserstoffbr&cken zu den
gleichen Resten aus. Dieses Ergebnis (siehe Abbildung 1) ist
in Einklang mit r;ntgenkristallographischen Untersuchun-
gen,[3,5, 6] denen zufolge wahrscheinlich mehrere Wassermole-
k&le innerhalb von bR vorliegen (einschließlich der hydro-
philen Tasche bei Glu194, Glu204 und Arg82). Die berech-
neten Raumtemperatur-IR-Spektren dieser beiden protonier-
ten Wassernetzwerke werden in Abbildung 2 gezeigt. Diese
Spektren sind aufgrund der relativ kleinen Zeitskalen der
QM/MM-Rechnungen repr�sentativ f&r eine bestimmte bR-
Konfiguration und sind nicht &ber großamplitudige Fluktua-
tionen des Proteins gemittelt.

Interessanterweise zeigen die Spektren des Zundel- und
des Eigen-Netzwerks in bR ein komplement�res Verhalten,
wie man es auch bei den Spektren der Komplexe in der
Gasphase beobachtet (abgesehen von den hochfrequenten
OH-Streckschwingungen sowie von niederfrequenten Torsi-
ons- und Kippschwingungen): F&r den Eigen-Komplex ist nur
eine deutliche Resonanz zu beobachten, und zwar im Bereich
zwischen 2000 und 3000 cm�1. Diese kann durch Linearkom-
binationen von symmetrischen und antisymmetrischen
Streckschwingungen der zentralen H3O

+-Einheit erkl�rt
werden. Das Zundel-Netzwerk weist dagegen nur eine gerin-
ge spektrale Dichte im Bereich zwischen 2000 und 3000 cm�1

auf, stattdessen aber eine breite Bande, die das gesamte
Gebiet von ungef�hr 500 bis 2000 cm�1 abdeckt. Diese Bande
stammt eindeutig von den großamplitudigen fluxionalen
Schwingungen der zentralen, symmetrischen Wasserstoffbr&-
cke des inneren Zundel-Komplexes und den Biegeschwin-
gungen der beiden terminalen Wassermolek&le, die sich das
zentrale „Zundel-Proton“ teilen (die Biegeschwingung f&hrt
im Falle des nackten Zundel-Kations H5O2

+ in der Gasphase
zu einem isolierten Signal nahe 1700–1800 cm�1, siehe Ein-
schub in Abbildung 2); die in der ersten Solvatschale einge-

f&hrten Zwangsbedingungen zur Stabilisierung der symme-
trischen Wasserstoffbr&cke im Inneren des solvatisierten
Zundel-Komplexes beeinflussen das IR-Spektrum im hier
relevanten Bereich nicht (dies wurde durch die Berechnung
solcher Komplexe in der Gasphase mit und ohne Zwangsbe-
dingungen abgesch�tzt).

Wie �ndert sich nun das Gesamtspektrum, das durch
>berlagerung der beiden komplement�ren Spektren ent-
steht, wenn die Konzentrationen beider Netzwerktypen va-
riiert werden? Ein solches Gesamtspektrum kann durch
zeitaufgel;ste FT-IR-Differenzspektroskopie[8,9] in einem
Zeitfenster von etwa 20 ns bis hin zu Sekunden gemessen
werden – in diesem großen Zeitfenster sind jedoch keine
dynamischen QM/MM-Simulationen mehr m;glich. Aus dem
zusammengesetzten Gesamtspektrum in Abbildung 3 lassen

sich drei wichtige isosbestische Punkte bei 480, 1950 und
3150 cm�1 ablesen. Die relative Spektraldichte innerhalb der
beiden so erhaltenen Bereiche kann integriert und als Funk-
tion der Konzentration (z.B. des Eigen-Netzwerks) aufgetra-
gen werden (siehe Abbildung 3, Einschub). Das Ergebnis ist,
dass die unteren bzw. oberen Frequenzbereiche eindeutig von
Zundel- bzw. Eigen-Typ-Topologien dominiert werden.

Bei zeitaufgel;sten Step-Scan-FT-IR-Experimenten be-
obachtete Ver�nderungen in der Kontinuumsbande zwischen
1800 und 1900 cm�1[8] waren, basierend auf pKS-Berechnun-
gen,[11] mithilfe des Minimalmodells f&r ein protoniertes
Wassernetzwerk (d.h. mit H5O2

+ selbst) erkl�rt worden.
Diese Interpretation ist in Einklang mit der hier gemachten
Beobachtung, dass spektrale Ver�nderungen bis ungef�hr
2000 cm�1 in erster Linie auf das solvatisierte Zundel-Netz-
werk in bR zur&ckzuf&hren sind. Andererseits k;nnte die
Gegenwart von zus�tzlichen breiten Kontinua bei hohen
Frequenzen auf eine vor&bergehende Entstehung von lokalen

Abbildung 2. Berechnete IR-Spektren f#r Zundel- (blaue Linie mit Krei-
sen) und Eigen-Netzwerke (rote Linie) in bR. Einschub: Berechnetes
(gr#ne Linie mit Kreisen) und gemessenenes[28] (schwarze Linie) IR-
Spektrum von nacktem H5O2

+ in der Gasphase.

Abbildung 3. Konzentrationsabh'ngigkeit einer linearen Hberlagerung
der Zundel- und Eigen-Komplexe in bR als Funktion des Molenbruchs
xE des Beitrags vom Eigen-Typ. Einschub: Ih/Il in Abh'ngigkeit von xE,
wobei Ih und Il die integrierten Gesamtintensit'ten in den nieder- bzw.
hochfrequenten Spektralbereichen 480–1950 bzw. 1950–3150 cm�1

sind, die durch die Lage der isosbestischen Punkte definiert wurden.
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Protonierungsmustern vom Eigen-Typ (d.h. ein lokalisiertes
Proton in Form eines H3O

+-Komplexes, der durch Wasser-
stoffbr&cken stabilisiert wird) hindeuten. Darauf weisen die
:nderungen im gesamten Frequenzbereich von 2100 bis 3150
cm�1 hin (siehe Abbildung 3). Dies ist ein interessantes
Ergebnis, das sicherlich einer weiteren experimentellen und
theoretischen Kl�rung bedarf.

Der Vergleich unserer Ergebnisse mit Referenzsimula-
tionen in der Gasphase legt zudem nahe, dass die spektralen
Merkmale von an Resten gebundenen, protonierten Wasser-
netzwerken eher durch ihr lokales Protonierungsmuster und
damit durch ihre Gesamttopologie als durch die genaue
Lokalisierung im Protein bestimmt werden. Folglich sollte es
bei einer Ausdehnung der experimentellen Zeitaufl;sung bis
hinein in den Pikosekundenbereich sogar m;glich sein, die
Transformation zwischen den beiden Netzwerktopologien in
situ zu verfolgen. Unsere Simulationen st&tzen in Kombina-
tion mit neueren IR- und R;ntgenstruktur-Experimenten die
These, dass protonierte Wasser(teil)netzwerke – insbesondere
ein Wassercluster in der N�he des extrazellul�ren Ausgangs –
durch Speicherung und Abgabe eines >berschussprotons
aktiv am vektoriellen Protonentransfer durch bR teilnehmen.

Eingegangen am 27. Januar 2004,
ver�nderte Fassung am 7. April 2004 [Z53857]
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