
Enzymkatalyse
DOI: 10.1002/ange.200900840

Enzymkatalyse „in neuem Licht“
Wolfgang G�rtner*

Enzymkatalyse · Laserspektroskopie · Oxidoreduk-
tasen · Photochemie · Schwingungsspektroskopie

Enzyme sind dazu in der Lage, chemische Reaktionen mit
�berragender Effizienz unter �ußerst milden Bedingungen
ablaufen zu lassen. Besonderes wissenschaftliches Interesse
finden dabei seit jeher Proteine, die entweder besonders
komplexe (aus chemischer Sicht oft nahezu „unm�gliche“)
oder besonders schnelle Reaktionen erm�glichen, die nur
noch durch die Diffusion kontrolliert sind. Mit einem dieser
Enzyme haben sich Hunter et al. in einer k�rzlich erschie-
nenen Arbeit in Nature besch�ftigt.[1] Die Autoren interes-
sierten sich insbesondere f�r die Frage, wodurch Enzyme
reguliert werden: Ist die Konformations�nderung des aktiven
Zentrums bei Eintritt eines Substrats in die aktive Tasche der
Ausl�ser f�r die Reaktion oder bewirkt umgekehrt die be-
ginnende chemische Reaktion (�nderungen der Elektrosta-
tik oder Polarisierung von Bindungen) bei Ann�herung des
Substrats die Konformations�nderung des aktiven Zentrums?

Die Untersuchungen von Hunter et al. haben die
NADPH:Protochlorophyllid(Pchlid)-Oxidoreduktase (POR)
zum Inhalt. Dieses Enzym wurde bereits in den 1960er und
1970er Jahren intensiv untersucht[2, 3] (f�r eine aktuelle
�bersicht siehe Lit. [4]). Im hier vorgestellten Fall wurde die
POR aus Thermosynechococcus elongatus verwendet, f�r
deren Struktur ein Homologiemodell der verwandten POR
aus Synechocystis[5] zugrunde gelegt wurde (Abbildung 1).
Die POR ist ein Schl�sselenzym beim Aufbau des Photo-
syntheseapparats. Es vermittelt die lichtgetriebene Um-
wandlung der Chlorophyllvorstufe Protochlorophyllid in
Chlorophyllid (Chlid) und legt damit die Grundlage f�r die
Biosynthese der �brigen Photosynthesebausteine. Wegen
dieser Funktion weist die POR alle Merkmale eines biologi-
schen Photosensors auf. Die Notwendigkeit einer Licht-
induktion der POR-Enzymaktivit�t wurde bereits fr�h er-
kannt.[2, 3] In dauerbelichteten Pr�paraten findet man eine
bemerkenswert hohe Quantenausbeute (0.85) f�r die Pchlid-
Umwandlung. POR tr�gt als enzymatischen Cofaktor ein
Molek�l NADPH (Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
in reduzierter Form), das an der Hydrierung einer Doppel-
bindung (C17-C18) des eingelagerten Substrats Protochloro-
phyllid beteiligt ist. Die erste Reaktion besteht in der �ber-
tragung eines Hydrids von NADPH auf C17, auf die trans-
st�ndig eine Protonenaddition an C18 folgt. Diese wird – wie
durch Mutagenese demonstriert – durch die phenolische

Hydroxygruppe eines in direkter Nachbarschaft positionier-
ten Tyrosinrests erm�glicht.[6] Dehydrogenasen wie die POR
geh�ren zu den aktivsten Enzymen und beschleunigen den
Umsatz gegen�ber der unkatalysierten Reaktion in einigen
F�llen um bis zu siebzehn Gr�ßenordnungen.[1, 7]

Interessanterweise ist der vorinkubierte Komplex aus
NADPH, Pchlid und apo-POR im Dunkeln v�llig stabil und
ben�tigt Licht zur Aktivierung und zur Aufrechterhaltung der
Reaktion, weshalb sich die POR hervorragend f�r die Un-
tersuchung der obigen Fragestellung eignet. Die Autoren
f�hren aus, dass sogar ein durch einmalige Belichtung akti-
viertes, mit Substrat beladenes Enzym in diesem aktiven
Zustand bis zu 19 h stabil bleibt und auch dann noch durch
weitere Belichtung zur Katalyse gebracht werden kann. Bei
einer gen�gend kurzen oder wenig intensiven Belichtung
sollte es also m�glich sein, auftretende Konformations�nde-
rungen w�hrend der Reaktion zu detektieren und damit den
Katalyseprozess in seine Einzelschritte zu zerlegen.

Die Detektion der Absorptions�nderungen bei Bestrah-
lung mit extrem schwachen, ultrakurzen Laserblitzen (lexc =

475 nm; ca. 0.03 Photonen pro POR-Molek�l bei einer Puls-
l�nge von ca. 50 fs) lieferte in der Tat einen interessanten
Befund (die Einstrahlung erfolgte in die Soret-Bande, die
Detektion im Bereich der Qy-Bande). Die geringe Licht-
intensit�t machte Serien von Scans zur Akkumulation der
Signale notwendig. Bei den Scans 1/2, 6–12 und 26–55 zeigten
sich jeweils unterschiedliche Strukturen der hervorgerufenen

Abbildung 1. Homologiemodell der POR aus Synechocystis (links).[5]

POR enth�lt im Unterschied zu anderen Oxidoreduktasen einen 33
Aminos�uren langen Bereich (rot), der wahrscheinlich an der Bindung
des Substrats Pchlid beteiligt ist. Rechts: detailliertes, dreidimensiona-
les Modell der Anordnung von Pchlid (gr�n), NADPH (gelb, darunter
positioniert) und dem Protonen �bertragenden Tyrosinrest (cyan); die
an der Reaktion teilnehmenden Positionen (Hydrid, Proton und C17-
C18-Doppelbindung) sind in Rot dargestellt. Aus den Reaktionspfeilen
wird die trans-Addition der beiden Wasserstoffatome deutlich.

[*] W. G�rtner
Max-Planck-Institut f�r Bioanorganische Chemie
Stiftstraße 34–36, 45470 M�lheim (Deutschland)
E-Mail: gaertner@mpi-muelheim.mpg.de

Highlights

4552 � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2009, 121, 4552 – 4554



Absorptions�nderungen (Abbildung 2). F�r jede Scan-Serie
werden drei Zeitbereiche – einige ps, mehrere Hundert ps
und ca. 5 ns – pr�sentiert. Grunds�tzlich findet man nach etwa
1 ps eine durch die Laserblitze bewirkte Abnahme der In-

tensit�t der Pchlid-Bande um 640 nm, die dann zu einem
sp�teren, nicht mehr detektierten Zeitbereich in die Pro-
duktbande �bergeht. Bei den Scans 1 und 2 tritt bei 0.8 ps
zusammen mit dieser Intensit�tsabnahme eine deutlich er-
kennbare, stimulierte Emission auf. F�r alle drei Messreihen
ergibt sich bei einer Verl�ngerung der Detektionszeit von
wenigen ps auf 4–5 ns eine hypsochrome Verschiebung der
Bande von 640 zu ca. 630 nm, was auf Struktur�nderungen
bereits in diesem engen Zeitrahmen schließen l�sst. Die
Auswertung der Scans 6–12 zeigt neben der bereits beob-
achteten Intensit�tsabnahme der Pchlid-Bande f�r das gr�ßte
Detektionsfenster (nun 5.6 ns) allerdings bereits die Emission
einer zweiten Spezies mit Absorption um 675 nm, die in den
Scans 26–55 sogar bestimmend wird. Werden aus diesen drei
Messreihen jeweils separat die Quantenausbeute und die
Bildungsgeschwindigkeit der aktiven Spezies I675* bestimmt,
so findet man, dass beide zunehmen, je l�nger die Probe dem
Anregungslicht ausgesetzt ist. Aus diesen EADS (evolution-
associated difference spectra) entwickelten die Autoren mit-
hilfe einer (modellbezogenen) Target-Analyse in Einklang
mit den spektralen Ver�nderungen ein Drei-Zustands-Reak-
tionsschema, demzufolge sich das „aktive“ Pchlid durch Ap-

plikation der einzelnen Lichtblitze anh�uft, ein Konzentrati-
onsmaximum durchl�uft und schließlich in das Reaktions-
produkt Chlid �bergeht. Das Modell umfasst mehrere Zwi-
schenzust�nde, die von PChlid im angeregten Zustand
durchlaufen werden.

Diese beobachtete Akkumulierung der reaktiven Spezies
durch aufeinander folgende Laserblitze erm�glicht die An-
wendung einer (Rapid-Scan-)Schwingungsspektroskopie
(FTIR), die Konformations�nderungen des Substrats und des
Enzyms sichtbar macht: Jedem der drei Zust�nde des Mo-
dells, die sich aus der ps/ns-Detektion ergaben, lassen sich nun
IR-Banden zuordnen, deren Intensit�t mit zunehmender
Zahl an Laserblitzen ab- oder zunimmt. So lassen sich z.B. die
Abnahme der C=O-Schwingungsintensit�ten von NADPH
und des PChlid-Molek�ls und die entsprechende Zunahme
dieser Intensit�ten in den Produkten NADP+ und Chlid do-
kumentieren. Zus�tzlich erkennt man die Zunahme der C-C-
Streckschwingungsintensit�t (und damit der Konzentration)
des Produkts Chlid. Von Bedeutung ist auch die Ver�nderung
der Amid-I- und Amid-II-Banden, die Ger�stschwingungen
des Proteins zugeordnet werden, im jeweils gleichen Zeitbe-
reich, in dem auch die beobachteten Substratver�nderungen
stattfinden. Damit werden die lichtinduzierten �nderungen
des Substrats mit den Strukturver�nderungen des Proteins in
Beziehung gebracht.

Der Befund, dass f�r die Aufrechterhaltung einer hohen
Reaktionsgeschwindigkeit eine „Dauerbelichtung“ erforder-
lich ist, bildet die Grundlage f�r einen von den Autoren
vorgeschlagenen Mechanismus der POR-Enzymaktivit�t:
Die prim�re Absorption eines Photons �berf�hrt das Protein
in einen aktiven Zustand, aus dem heraus das Intermediat
I675* gebildet wird. Bereits diese Lichtabsorption hat Ver�n-
derungen der elektronischen Eigenschaften und wahrschein-
lich auch der Acidit�t der reaktiven Zentren zur Folge, wo-
durch der C17/C18-Bereich, die Seitengruppe des Tyrosins
und das NADPH-Molek�l in eine g�nstige Anordnung ge-
bracht werden. Allerdings erm�glichen erst weitere Photo-
nenabsorptionen die Weiterf�hrung der Reaktion bis zur
Produktbildung. Die damit einhergehenden Ver�nderungen
auf molekularer Ebene sind noch nicht im Detail verstanden,
die Autoren stellen allerdings fest, dass zun�chst die (forma-
le) Hydrid�bertragung erfolgt, f�r die m�glicherweise diese
weitere Lichtaktivierung notwendig ist. Erst im Anschluss,
nach Akkumulierung negativer Ladung an C18, wird die
Protonen�bertragung m�glich. Beide �bertragungsprozesse
sind sehr schnell und werden (gest�tzt durch quantenchemi-
sche Rechnungen) als Tunnelprozesse erkl�rt,[8] wobei die
hierf�r notwendige Anordnung der Reaktionspartner zuein-
ander im angeregten Zustand durch die Lichtabsorption
m�glich wird.

Die POR ist ein einzigartiges Modell f�r die Untersu-
chung katalytischer Prozesse in Enzymen, und die mit ihr
erhaltenen Ergebnisse zeigen allgemeing�ltige Reaktions-
prinzipien auf. Die Lichtaktivierung erm�glicht – im Unter-
schied zur diffusionslimitierten Zugabe von Substrat zu einem
Enzym – einen unverz�glichen Reaktionsstart. Die weitere
Abfolge der Katalyseschritte l�sst sich aber erst mithilfe
moderner spektroskopischer Methoden mit ultrakurzen La-
serblitzen in ausreichender zeitlicher Aufl�sung verfolgen.

Abbildung 2. Verlauf der lichtinduzierten Absorptions�nderungen im
Bereich der Qy-Bande von Pchlid. Die beiden Bereiche der maximalen
�nderungen sind blau und gelb hinterlegt. Gezeigt sind drei Serien
von Scans zur Datenaufnahme: a) Scans 1 + 2, b) Scans 6–12,
c) Scans 26–55. Bei jedem Scan wurde ein Zeitintervall von ca. 1 ps
bis 5 nm aufgenommen. F�r alle drei Serien sind exemplarisch die Ab-
sorptions�nderungen im Zeitbereich weniger ps (schwarze Kurven), ei-
niger hundert ps (rote Kurven) und einiger ns (blaue Kurven) darge-
stellt.
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Auch f�r die POR ist damit der letzte Wunsch Goethes be-
rechtigt: „Mehr Licht!“[9]
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