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Gerichteter Protonentransfer in Membranproteinen mittels protonier-
ter proteingebundener Wassermolekiile: eine Protonendiode**
Steffen Wolf, Erik Freier, Meike Potschies, Eckhard Hofmann und Klaus Gerwert*

Professor Manfred Eigen gewidmet

Die Schliisselfunktion von energieumwandelnden Mem-
branproteinen ist der Aufbau eines Protonengradienten
durch gerichteten Protonentransfer. Die Rolle daran betei-
ligter proteingebundener Wassermolekiile ist bislang nicht
vollig verstanden, da auch aktuelle Rontgenstrukturanalysen
nur die Positionen von Sauerstoff-, nicht aber die von Was-
serstoffatomen solcher Protein-Wasser-Komplexe ergaben.
Hier zeigen wir nun mit sowohl atomarer als auch zeitlicher
Auflosung, wie ein Membranprotein mittels proteingebun-
dener Wassermolekiile einen gerichteten Protonentransfer
vollfiihrt, im Gegensatz zu zufilligem Protonentransfer in
Wasser. Die Direktionalitdt wurde durch eine Kombination
aus Rontgenstrukturanalyse, zeitaufgeloster FTIR-Spektro-
skopie und Molekiildynamik(MD)-Simulationen aufgeklart.
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Am Beispiel der Protonenpumpe Bakteriorhodopsin konnten
wir nachweisen, dass minutios kontrollierte Konformations-
anderungen von wenigen Aminosidurenseitenketten die Po-
sitionen von vororientierten Wassermolekiilen beeinflussen
und den gerichteten Protonentransfer induzieren. Dieser
Mechanismus funktioniert analog zu dem einer Diode aus der
Elektronik: eine ,,Protonendiode“.

Gemaf der chemiosmotischen Theorie ist der Aufbau von
Protonengradienten, z. B. durch Photosynthese!"! oder oxida-
tive Phosphorylierung,>* der Schliisselschritt zur Energie-
produktion in lebenden Zellen. ATPasen nutzen den entste-
henden Gradienten fiir die Produktion von ATP, dem Treib-
stoff des Lebens. Im Gegensatz zu diesem gerichteten Pro-
tonentransfer in Proteinen ist der Protonentransfer in Wasser
und Eis ein zufallsgesteuertes Ereignis.”® Bakteriorhodopsin
(bR), ein Protein aus der Familie mikrobieller Rhodopsi-
ne,"® erzielt diesen gerichteten Protonentransfer durch
lichtgetriebenes Protonenpumpen. Genau wie andere mi-
krobielle Rhodopsine besitzt bR ein Strukturmotiv aus sieben
a-helicalen Transmembranhelices und ein Retinalmolekiil als
Chromophor, das iiber eine protonierte Schiff-Base mit einer
Lysin-Seitenkette an das Protein gebunden ist. Die Photo-
isomerisierung des Retinalmolekiils vom all-trans-Isomer im
Proteingrundzustand (BR) zum 13-cis-Isomer startet einen
Photozyklus, in dem bR eine Abfolge von Intermediaten
namens J, K, L, M, N und O (Reihenfolge ihres zeitlichen
Auftretens) durchlauft.!

Wihrend des L-M-Ubergangs wird die protonierte Schiff-
Base (C=NHY), die zentrale Protonenbindestelle im Protein,
deprotoniert und ihr Gegenion Asp85 protoniert (Schritt 1 in
Abbildung 1a).”) Der Protonierungsgrad von Asp85 be-
stimmt die Orientierung der Seitenkette von Arg82,™" weil
Asp85 durch die Protonierung neutralisiert wird und damit
die Salzbriicke mit Arg82 bricht. Dessen Seitenkette bewegt
sich darauthin auf Glul94/Glu204 zu (Schritt2 in Abbil-
dung 1a). Diese Bewegung destabilisiert einen protonierten
Wassercluster zwischen Arg82, Glul94 und Glu204 — die
Protonenabgabegruppe (Schritt 3 in Abbildung 1a) —, und
das darin gespeicherte Proton wird an das extrazellulidre
Medium abgegeben.['1?!

Die exakte Beschreibung der Protonenabgabegruppe ist
dabei immer noch Gegenstand aktueller Diskussionen. Die
Resultate von QM/MM-Simulationen mit einem Proton, den
Wassermolekiilen und unterschiedlich vielen angrenzenden
Aminoséduren in der Quantenbox legen ein zwischen Glu194
und Glu204 geteiltes Proton,™ ein Zundel-Kation aus zwei
Wassermolekiilen (HsO, ") oder ein asymmetrisches Eigen-
Ton aus vier Wassermolekiilen (FH;O,)!"! nahe. Durch Ein-
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Abbildung 1. Mit zeitaufgeléster FTIR-Spektroskopie untersuchte Protonenabgabe in bR (fuir Einzelheiten siehe Text). a) Protonentransferschritte
im L-M-Ubergang. b) Zeitaufgeléste Anderung der IR-Extinktion (siehe Hintergrundinformationen) bei pH 7 (blau) und bei pH 5 (violett; transient
geteiltes Proton zwischen Glu194 und Glu204 bei 1706-1720 cm™). c) M-BR-Differenzspektrum von Wildtyp-bR (schwarz), E204D (orange) und

E194D (rot).

fiilhrung anderer Aminosiureseitenketten in der Nihe der
Abgabegruppe mit nachfolgenden zeitaufgelosten FTIR-
spektroskopischen Messungen und H/D-Austauschexperi-
menten kamen wir zu dem Schluss, dass die Abgabegruppe
sehr wahrscheinlich aus einem asymmetrischen Eigen-Ion
besteht (Abbildung 1a, violett)." Die Glutamate 194 und
204 sind im Grundzustand eindeutig deprotoniert.'"] Dieses
experimentelle Resultat wurde jiingst von Loérenz-Fonfria
et al.l'" bestitigt. Nichtsdestotrotz muss die exakte Natur des
protonierten Wasserclusters und des Abgabemechanismus
noch bestimmt werden.

Die Positionen der Wassermolekiil-Sauerstoffatome be-
stimmten wir rontgenstrukturanalytisch, und die Dynamik
der entsprechenden Wasserstoffatome analysierten wir mit-
hilfe der FTIR-Spektroskopie. Die Protonenabgabe an das
extrazelluldre Solvens wihrend des L-M-Ubergangs ist bei
pH 7 innerhalb von 60 us abgeschlossen."'”) Bei pH 5 ist die
Protonenabgabe verzogert,''” sodass wir ein zwischen
Glu194 und Glu204 geteiltes Proton auflésen konnten (1706
1720 cm ™), wie in Abbildung 1b und Abbildung 1 in den
Hintergrundinformationen zu erkennen ist. Dies belegt ein-
deutig, dass ein zwischen Glu194 und Glu204 geteiltes Proton
ein transientes Phinomen im Photozyklus ist, und bedeutet,
dass die Simulationen von Phatak et al."*! offensichtlich eine
Zwischenstufe der Protonenabgabe im Photozyklus, nicht
aber den Grundzustand wiedergeben. Eine mogliche Erkla-
rung ist, dass die Simulationen die Struktur des Photozyklus-
Intermediats L nutzten!"™ (PDB-ID 1UCQ) und nicht die des
Grundzustands, denn die Resultate einer QM/MM-Simulati-
on sind stark von dem als Basis dienenden 3D-Strukturmodell
abhéngig. Da in der verwendeten QM/MM-Methode dyna-
mische Verdnderungen nur bedingt zugelassen werden, ist
dieser Ansatz besonders anfillig fiir eine falsche Wahl der
Startstruktur.

Um einen detaillierteren Einblick in den Abgabemecha-
nismus zu bekommen, ersetzten wir Glul94 und Glu204
durch die entsprechenden Aspartatreste. Uberraschender-
weise verschwand die Kontinuumsabsorption des protonier-
ten Wasserclusters in E194D (Abbildung 1c, rot), was auf das
Fehlen eines Wasserkations in der Abgabegruppe von E194D
schlieBen lédsst. Anstelle der Wassermolekiile wie im Wildtyp
ist hier Glu204 im Grundzustand protoniert. Es deprotoniert
im L-M-Ubergang (negative Bande bei 1712 cm™! in Abbil-
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dung 1¢) und protoniert dabei Asp194™Y (positive Bande bei
1719 cm ™ in Abbildung 1c¢). Der Abgabemechanismus ist in
der E194D-Mutante also gegeniiber dem im Wildtyp deutlich
verdndert. In der Mutante E204D dagegen zeigt die Konti-
nuumsbande nur eine Intensitdtsverringerung. Der proto-
nierte Wassercluster teilt sich das Proton mit Asp204, das im
M-Intermediat deprotoniert wird"! (negative Bande bei
1712 cm™ in Abbildung 1c).

Um die den abweichenden Mechanismen in den Mutan-
ten E204D und E194D zugrundeliegenden Strukturidnde-
rungen aufzukldren, 16sten wir die Kristallstrukturen beider
Mutanten. Interessanterweise kann die im Photozyklus des
Wildtyps auftauchende Abwirtsbewegung von Arg82 in den
beiden Mutanten bereits im Grundzustand sequenziell be-
obachtet werden, wie in Abbildung 2 ersichtlich ist. In E204D
(Abbildung 2 a, orange) kann eine leichte Verschiebung der
Guanidinium-Kopfgruppe in Richtung von Glul94/204 ge-
geniiber der Position in der Wildtypstruktur™ beobachtet
werden. Diese Bewegung ist in E194D (Abbildung 2a, rot)
noch weiter fortgeschritten, sodass durch die Bewegung von
Arg82 ein Wassermolekiil von Position ¢ nach Position d
verschoben wird. Die Wasserposition d liegt genau an der
Schnittstelle zwischen dem proteininternen Wassercluster
und der Proteinoberflache und stellt eine transiente Verbin-
dung zwischen proteininternen und -externen Wassermole-
kiilen im Photozyklus her. In E204D fiihrt die partielle Be-
wegung von Arg82 zu einer leichten Verschiebung von Posi-
tion ¢ hin zu Glu204 wie auch zu Position d. Wir gehen davon
aus, dass diese Beobachtungen in den Strukturen der bR-
Mutanten den Verschiebungen der Wasserpopulation von ¢
nach d im Photozyklus des Wildtyps entsprechen.

Die Argininbewegung zu den Glutamatresten hin stort
die den protonierten Wassercluster stabilisierende zweite
Hydrathiille aus Aminosdureresten. Im Mechanismus fiir den
Protonentransfer in Wasser und Eis wechselt die Struktur
zwischen Eigen- (Hy,O,") und Zundel-Ion (H;O,").°! Dabei
ist nicht die sehr schnelle Fluktuation des Protons zwischen
den Wassermolekiilen, sondern das seltener auftretende
Brechen einer Wasserstoffbriicke zu einem Wassermolekiil in
der stabilisierenden zweiten Hydrathiille der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt des Protonentransfers. In Wasser
und Eis treten diese Wasserstoffbriickenfluktuationen zuféllig
und auf einer Pikosekunden-Zeitskala auf. Dies fiihrt zu
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Abbildung 2. Offnung der Protonenabgabegruppe (fir Einzelheiten siehe Text). a) Kristallstruk-
turen von Wildtyp-bR (gelb, PDB-ID 1C3W," 1.55 A), der E204D-Mutante (orange, PDB-ID
2WJK, 2.30 A) und der E194D-Mutante (rot, PDB-ID 2W]L, 2.15 A). Positionen der Wassermole-
kiil-Sauerstoffatome als Kugeln. b) In MD-Simulationen von Wassermolekiilen dynamisch tiber-
strichenes Aufenthaltsvolumen (,, Wasserdichte“)?*2! als blaue Connolly-Oberfliche.

einem zufilligen und schnellen Protonentransfer. In Bakte-
riorhodopsin dagegen besteht die zweite Hydrathiille nicht
wie in Wasser aus sich zuféllig bewegenden Wassermolekiilen,
sondern aus konformativ fixierten Aminosdureseitenket-
ten."!! Diese Imitation der zweiten Hydrathiille im Protein
durch Aminosédurereste bietet im Proteingrundzustand ein
stabiles Geriist fiir den protonierten Wassercluster.'>?224 Die
Bewegung von Arg82, das Teil dieser ,,zweiten Hydrathiille“
ist, destabilisiert den protonierten Wassercluster in einer
kontrollierten Bewegung, was den Protonentransfer indu-
ziert."”! Die Abwirtsbewegung von Arg82 verschiebt den
protonierten Wassercluster weiter zu Glul94/204. Dies
konnte einen Ubergang von einem asymmetrischen Eigen-

L
Glutgs- WO

Glu194~ i‘

Angewan

Komplex zu einem Zundel-Ion einldu-
ten. Der Abstand zwischen den Sauer-
stoffatomen der Seitenketten von
Ser193 und Glu204 nimmt von 2.6 A im
Wildtyp iiber 3.0 A in E204D zu3.2 A in
E194D zu, was einer Schwichung der
Wasserstoftbriickenbindung  zwischen
den beiden Resten entspricht. Wir
denken daher, dass die Schwichung
der Ser193-Glu204-Wasserstoffbriicke
durch den Transfer des Protons in
Richtung Glu204 eintritt, wahrschein-
lich durch Verkleinerung der Ladungen
auf den Glu204-Seitenkettenatomen. Es
wurde gezeigt, dass diese Wasserstoff-

J' briicke Ser193 so positioniert, dass es
1 eine Sperre zum Proteininnern darstellt,

' die das extrazellulire Wasser davon
abhilt, ins Proteininnere zu gelangen
und mit den internen Wassermolekiilen
einen Protonentransferweg ins extra-
zellulire Medium zu bilden.” Die
Strukturmodelle von Wildtyp, E204D
und E194D bilden eine Abfolge, die es
uns erlaubt, die Strukturidnderungen
wihrend der Protonenabgabe wie in einem Daumenkino zu
beobachten (vgl. Abbildung 2).

Weiterhin analysierten wir den Zusammenhang zwischen
der Protonierung der Glutamatreste und der Anordnung der
internen Wassermolekiile in der Abgabegruppe mittels MD-
Simulationen mit einem expliziten Hydroniumion und er-
hielten einen Abstand zwischen den Seitenketten-Sauer-
stoffatomen von Glu194 und Glu204 von 3.7 A (Abbil-
dung 3a, rote Graphen), der gut mit den 3.0 A in der bR-
Grundzustandskristallstruktur 1C3W iibereinstimmt,” wih-
rend die Simulationen von Phatak et al.™ fiir ein protoniertes
Wassermolekiil einen Abstand von 5.3 A ergeben hatten. Die
Wasseranordnung entspricht einer trigonalen Pyramide wie in
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Abbildung 3. MD-Simulationen der Grundzustandsstruktur TQH) mit explizitem Hydroniumion (rot) und des Modells , geteiltes Proton“ (blau);
fiir Einzelheiten siehe Text. a) Abstinde der Seitenketten-Sauerstoffatome von Glu194 und Glu204; GauR-Verteilung der Abstinde in Schwarz.

b) Aufbau des Wasserclusters in der Protonenabgabegruppe wahrend der MD-Simulation; Wasserdichte??" (siehe Abbildung 2b) als blaue Ober-
flache, Wassermolekiile/Hydroniumion als Kalottenmodelle (H;O" in Rot).
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einem Eigen-lIon, in der das Hydroniumion an einer der
Ecken sitzt (Abbildung 3b links) und dabei durch jeweils eine
Wasserstoffbriicke mit Glu194 und Glu204 verbunden ist. Wir
imitierten den Zustand eines zwischen Glu194 und Glu204
geteilten Protons und die damit verbundene Verénderung der
Atomladungen von Glu204 qualitativ durch eine Einzelpro-
tonierung von Glu204 aus dem expliziten H;O*-Ion in der
Abgabegruppe heraus. Nach erfolgter Protonierung

in silico konnten wir eine Verschiebung von Wasser-

molekiilen von ¢ nach d und einen Bruch der Was- &

begruppe von 5.3 im M-Intermediat verhindert."”! Uberein-
stimmend damit zeigten Lérenz-Fonfria und Kandori kiirz-
lich, dass die Protonenabgabe im M-Intermediat ein irrever-
sibler Schritt im bR-Photozyklus ist.l*”

Dieser Mechanismus zeigt deutliche Analogien zum ge-
richteten Ladungstransfer einer Diode in der Elektronik
(Abbildung 4). Fall I ist der Durchlass bei angelegter Vor-

| ] n 1\
L-M/N BR BR i ‘acid blue” BR

serstoffbriicke zwischen Ser193 und Glu204 beob-
achten (Abbildung 2b und Abbildung 2 in den Hin-
tergrundinformationen). Diese Ergebnisse stimmen
gut mit den Rontgenstrukturdaten der bR-Mutanten
beziiglich der Verschiebung von Wassermolekiilen
und der Verldngerung der Ser193-Glu204-Wasser-
stoffbriicke iiberein. Der Bruch dieser Wasserstoff-
briicke erlaubt es dem extrazelluliren Wasser in di-
rekten Wasserstoffbriickenkontakt mit den internen
Wassermolekiilen zu treten und stellt so einen Weg b)

Asp85 L;‘_IAspZiZ

Arg82

-Protonierung von Asp85 durch Retinal-

Asp85 Asp212| i | Asp85 Asp212| §

i | arge2 i | argsz

i |olu1es ™ cluzos| i | ciutea ™ cluzos|

-niedriger pH-

[ e — |

fiir den Protontransfer in das extrazellulire Medium
dar.

Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, stimmt die in den
MD-Simulationen beobachtete Umpositionierung
der Wassermolekiile gut mit der ,,Daumenkino®“-An-
ordnung der {iiberlagerten bR-Mutantenstrukturen

-korrekt angelegte Spannung-

-falsch angelegte Spannung-

iiberein. Das protonierte Glu204 bildet eine stabile
Wasserstoffbriicke mit Glul94 mit einem Abstand
zwischen den Seitenketten-Sauerstoffatomen von
2.6 A (Abbildung 3a, blauer Graph). Das Resultat
der Simulation stimmt gut mit dem der Simulation
von Phatak et al. mit einem geteilten Proton iiberein
(Abbildung 2B und D in Lit. [13]: 2.8 bzw. 2.5 A). Die
Wassermolekiile bilden hierbei eine lineare Kette und
konnen als eine GrotthuB3-Leiterbahn ins extrazelluldre
Wasser dienen (Abbildung 3b rechts). Interessanterweise
erhielten Phatak et al. in ihren QM/MM-Berechnungen eine
IR-Bande bei 1750 cm™' (Abbildung 3 A in Lit. [13]), die im
Rahmen der Genauigkeit ihrer Methode!® ! gut mit unserem
wihrend des Photozyklus erscheinenden Signal bei 1720-
1706 cm ™ iibereinstimmt. Wir mochten noch einmal darauf
hinweisen, dass Phatak et al. eine Struktur des L-Intermediats
(PDB-ID 1UCQ)M" als Grundlage ihrer Simulationen ver-
wendeten. Diese spiegeln also offensichtlich einen Zustand
wieder, den wir hier wihrend des Photozyklus beobachten.
Ihre Schlussfolgerungen beziiglich eines geteilten Protons in
der Abgabegruppe stimmen gut mit der transienten Proto-
nierung im Intermediat, jedoch nicht mit dem Grundzustand
iiberein, wie sie vorschlugen.

Zusammengefasst ldsst sich der Protonenabgabemecha-
nismus folgendermaflen beschreiben: Asp85 wird wihrend
des L-M-Ubergangs protoniert und induziert dadurch die
Abwirtsbewegung von Arg82. Die das Proton tragenden
Wassermolekiile werden in Richtung Glu194/204 bewegt, was
in einem transient von Glul94 und Glu204 geteilten Proton
resultiert. Das Ser193/Glu204-Tor o6ffnet sich, interne und
externe Wassermolekiile treten in Kontakt und bilden einen
gerichteten Protonenabgabeweg. Der Riickfluss in die Ab-
gabegruppe wird durch den niedrigen pK,-Wert der Abga-
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Abbildung 4. Der Protonendiodenmechanismus (a) verglichen mit den Vorgin-
gen an einer Diode (b); fiir Einzelheiten siehe Text.

wirtsspannung: Die Protonenabgabe in M entspricht einer in
Durchlassrichtung angelegten Spannung, die zu einem
Stromfluss durch die Diode fiihrt. Fall IT und III: Ohne an-
liegende Spannung (IT) oder bei einer kleinen in Sperrrich-
tung anliegenden Spannung (III) ist die Diode ein Isolator.
Dies entspricht der Situation im bR-Grundzustand: Das
Ser193/Glu204-Tor verhindert den Ladungsaustausch zwi-
schen Proteininneren und -dufleren. Im Fall IV iibersteigt die
Spannung in Sperrrichtung die Durchbruchsspannung; es
kommt zu einem Stromfluss durch die Diode in entgegenge-
setzter Richtung zu Fall I. Analog wird bei einem pH < 2.5
Asp85 aus dem extrazelluldren Medium protoniert und bildet
acid blue“ bR.”®! Dieses bR absorbiert Photonen, ohne
dabei Protonen zu pumpen.

Aufgrund dieser bemerkenswerten Ahnlichkeiten nennen
wir das mechanistische Merkmal in bR nun ,,Protonendiode*.
Dieses System schirmt Asp85 gegen duflere Einfliisse ab und
stellt somit dessen deprotonierten Zustand im Grundzustand
sicher. Dies sorgt fiir eine hohe Effizienz des Protonenpum-
pens, da ein im Grundzustand protoniertes Asp85 einen
Verlust der absorbierten photonischen Energie bedeuten
wiirde. Die Abmessungen dieser ,,Protonendiode* liegt bei
etwa 1.5nm. bR enthilt also einen Stromgleichrichter, der
den Miniaturisierungsstand der heutigen Nanotechnologie
deutlich tibertrifft.
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Die Proteinfamilie der mikrobiellen Rhodopsine verbin-
det eine hohe Strukturidhnlichkeit mit einer groBen Funkti-
onsvielfalt. Kiirzlich wurde gezeigt, dass eines ihrer Mitglie-
der, Proteorhodopsin, eine wichtige Rolle bei der Energie-
umwandlung im bakteriellen Meerwasserplankton iiber-
nimmt und einen GroBteil des marinen Proteoms bildet.”
Abbildung 5 zeigt einen Vergleich von proteininternen Was-

a) Bakteriorhodopsin b)

A;pﬂSi

sensorisches Rhodopsin I

c) Xanthorhodopsin
| e
( Asp%’
3> ‘,
S @ >

e

H*
Abbildung 5. Wassergefiillte Kavititen von bR-dhnlichen Proteinen und
ihre Zuginglichkeit aus dem ProteinduRReren; Protein-Connolly-Oberfli-
che in Grau. a) Bakteriorhodopsin (PDB-ID 1C3W;" 1.55 A), b) senso-
risches Rhodopsin Il (PDB-ID TH68;%% 2.1 A), c) Xanthorhodopsin
(PDB-ID 3DDL;®" 1.9 A), d) Halorhodopsin (PDB-ID 1E12;6% 1.8 A).

serkavitdten in den Kristallstrukturen von Bakteriorhodop-
sin” und den mikrobiellen Rhodopsinen sensorisches Rho-
dopsin (SR) 1L Xanthorhodopsin™! und Halorhodopsin.!!
Wihrend in bR extrazelluldres Wasser durch die Protonen-
diode an der extrazelluldren Oberfliche vom Eintritt in das
Proteininnere abgehalten wird, existiert in SR II eine direkte
Wasserstoffbriickenverbindung von Wassermolekiilen bis
zum Gegenion der Schiff-Base (Asp75). In Halorhodopsin
und Xanthorhodopsin kann Wasser bis zum Analogon von
Arg82 in das Molekiil eindringen. Nur Bakteriorhodopsin
weist die beiden Glutamatreste und den Serinrest fiir die
Protonendiode auf (Abbildung 4 in den Hintergrundinfor-
mationen). Dementsprechend hat das Gegenion der zentra-
len Protonenbindestelle einen pK,-Wert von 2.5.% SR I und
II, Proteorhodopsin und Xanthorhodopsin weisen einen
deutlich hoheren pK-Wert fiir das Gegenion auf (zwischen
5.6 und 7.5),°2%! was auf eine erhohte Empfindlichkeit ge-
geniiber einer Protonierung aus dem externen Medium
schlieBen ldsst. Sensorische Rhodopsine koénnen als Proto-
nenpumpen arbeiten, wenn sie nicht an ihre Transducerpro-
teine angekoppelt sind, wenn auch deutlich weniger effizient
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als bR.[" Xanthorhodopsin, eine Protonenpumpe wie bR,
enthélt einen zusitzlichen Carotinoidrest als Lichtsammel-
komplex™ und kann daher Sonnenlicht auf eine evolutionir
unterschiedliche und viel effizientere Weise als bR nutzen.
Proteorhodopsin wird von maritimen Organismen exprimiert,
die einem Umgebungs-pH-Wert von 7.8 bis 8.0 ausgesetzt
sind; Proteorhodopsin muss daher nicht sein Inneres gegen
einen niedrigen externen pH-Wert abschirmen kénnen
Die Protonendiode scheint somit ein evolutiondr optimiertes
modulares Merkmal von bR zu sein, das der Steigerung der
Effizienz der eigenen Protonenpumpaktivitit und dem
Schutz gegeniiber extremen Umgebungsbedingungen dient.

Fassen wir die Resultate abschlieBend zusammen: Der
gerichtete Protonentransfer in bR mittels proteingebundener
interner Wassermolekiile funktioniert &hnlich wie in einer
elektronischen Diode. Wir nennen daher die Protonenabga-
begruppe ,,Protonendiode“. Eine Bewegung von Arg82 auf
Glu194/204 zu 6ffnet ein durch Ser193 und Glu204 gebildetes
Tor zum ProteinduBeren hin. Externe und proteininterne
Wassermolekiile treten in direkten Kontakt und vollfithren
einen gerichteten Grotthuf3-Protonentransfer in das extra-
zelluldire Medium hinein. Da proteingebundene interne
Wassermolekiile in vielen Membranproteinen gefunden und
als Protonenbindestellen der entsprechenden Proteine dis-
kutiert werden,®* sind wir davon iiberzeugt, dass auch am
gerichteten Protonentransfer in anderen Membranproteinen
,Protonendioden beteiligt sein konnen. Damit konnen wir
den von Manfred Eigen gefundenen Protonentransferme-
chanismus in Wasser und Eis®"! jetzt auf proteingebundenes
Wasser tibertragen.
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