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Eine modifizierte Form der Boehringer Ingelheim Lec-
ture hat die Geschiftsfithrung der Stiftung im letzten
Jahr ins Leben gerufen: die Boehringer Ingelheim
Nachwuchs-Lecture.

Damit sollen jiingere, im Wissenschaftsbetrieb noch
nicht fest etablierte Wissenschaftler Kollegen an nam-
haften Instituten vorgestellt werden. Dr. rer. nat. Klaus
Gerwert, Diplom-Physiker, sprach am 15. Oktober
1987 im Laboratorium fiir Biochemie und Laborato-
rium fiir Organische Chemie der ETH Ziirich iiber »In-

tramolekulare Proteindynamik. Untersuchungen mit
Hilfe zeitaufgeloster Fourier-Transform-Infrarot-Spek-
troskopie« und am 16. Dezember 1987 im Zentralin-
stitut fiir Molekularbiologie der Akademie der Wis-
senschaften der DDR in Berlin (Ost). Sein Thema dort
lautete: »Intramolekulare Proteindynamik von Bacte-
riorhodopsin und photosynthetischem Reaktionszen-
trum. «

Im folgenden drucken wir seinen Ziircher Vortrag
ab:

Intramolekulare
Proteindynamik

Untersuchungen mit Hilfe zeitaufgeloster Fourier-
- Transform-Infrarot-Spektroskopie

Klaus Gerwert, MPI fir Erndhrungsphysiologie, Dortmund

Struktur und Funktion von Prote-
inen auf atomarem Niveau zu be-
schreiben, stellt fiir die heutige natur-
wissenschaftliche Forschung eine Her-
ausforderung dar. Ein solches Ziel er-
fordert die Zusammenarbeit von Phy-
sikern, Chemikern und Biologen. Wir
mochten mit unseren Arbeiten von
der biophysikalischen Seite her dazu
beitragen, da man die Funktion von
Proteinen auf einem atomaren Niveau
verstehen lernt.

Den Lichtfingern auf den
Grund gehen

Als System fiir unsere Untersuchun-
gen benutzen wir das Retinalprotein
Bakteriorhodopsin. Zum einen haben
wir dieses Protein nach praktischen
Gesichtspunkten ausgewihlt: die
Funktion dieses relativ kleinen und
stabilen Proteins kann ndmlich durch
Licht reversibel angeregt werden.
Zum anderen eignen sich Retinalpro-
teine sehr gut fiir die Untersuchung

Danken méchte ich Prof. Benno Hess fiir
anregende Diskussionen und seine groBzii-
gige Férderung meiner Arbeit.

von Struktur-Funktionsbeziehungen,
weil diese Proteine trotz &hnlicher
Strukturen sehr unterschiedliche
Funktionen wahrnehmen konnen:
Bakteriorhodopsin ist eine lichtgetrie-
bene Protonenpumpe, wihrend Ha-
lorhodopsin lichtgetrieben Chloridio-
nen pumpen kann; die sensorischen
Rhodopsine (P, Sensory Rhodop-
sin) sind fir die Phototaxis von Halo-
bakterium halobium zustdndig; das
Sehpigment Rhodopsin kann lichtin-
duziert eine Enzymkaskade anregen
und dadurch einen Nervenreiz auslo-
sen [1, 2].

Mit Sonnenkraft Protonen
pumpen

Bakteriorhodopsin ist von den Reti-
nalproteinen bisher am besten charak-
terisiert: Es durchspannt in sieben,
etwa 40 A langen a-Helices die Mem-
bran [3] (siehe Abb. 9). Der Chromo-
phor Retinal ist liber eine protonierte
Schiffsche Base an das Lysin 216 des
Proteins gebunden [4].

Nach Lichtanregung wird ein Pho-
tozyklus (Abb. 1) mit verschiedenen
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Abb. 1: Vereinfachter Photozyklus des Bakteriorhodopsins.
Die Indices bezeichnen die Wellenldngen der Absorptionsma-
xima.
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Intermediaten durchlaufen, die sich
durch die Lage des Absorptionsmaxi-
mums im sichtbaren Wellenlédngenbe-
reich unterscheiden [5]. Angegeben
sind ebenfalls die Ubergangszeiten
und die Temperaturen bei denen sich
die einzelnen Zwischenstufen stabili-
sieren lassen. Der Zyklus ist verein-
facht gezeichnet. Mit der genauen
Aufkldarung beschiftigen sich zur Zeit
verschiedene Arbeitsgruppen. Wah-
rend eines solchen Zyklus werden Pro-
tonen von der Innenseite der Mem-
bran auf die AuBenseite gepumpt.

Um die intramolekularen Prozesse
in dem Protein zu bestimmen, benut-
zen wir die statische und zeitaufgeloste
FTIR-Differenzspektroskopie. Der
sogenannte Multiplex-Vorteil dieser
Methode erlaubt im Vergleich zu Mes-
sungen mit dispersiven IR-Geréten
sehr viel kiirzere MefBzeiten, so daB3
Infrarot-Absorptionsdnderungen im
Bereich 107 bis 10~® reproduzierbar
gemessen werden kénnen. Eine FTIR
Apparatur ist nach dem Prinzip des
Michelson Interferometers (Abb. 2A)
aufgebaut. In Abhéngigkeit vom Weg
x des bewegten Spiegel erhilt man ein
sogenanntes Interferogramm (Abb.
2B) [6]. Uber eine Fouriertransforma-
tion berechnet man daraus das Einka-
nalspektrum der zu untersuchenden
Probe.

Stabile Zwischenstufen
bei Minusgraden

Um aus dem Absorptionsspektrum
des Proteins (Abb. 3) die Absorptions-
banden der funktionell relevanten
Gruppen zu selektieren, werden Dif-
ferenzspektren zwischen verschiede-
nen Zustdnden der Chromoproteine
gebildet. Die verschiedenen Interme-
diate werden entweder bei tiefen Tem-
peraturen stabilisiert (Ksgg, Lsso, Myj2)
oder zeitaufgeldst bei Raumtempera-
tur gemessen.

Bei der statischen Methode wird die
Probe im Dunkeln bei einer bestimm-
ten Temperatur eingefroren (z.B.
bei 77 K), ein Absorptionsspektrum
(BRsy) aufgenommen, dann belichtet
und schlieBlich von dem, bei der je-
weiligen Temperatur stabilisierten In-
termediat (bei 77 K : Kso9), ein Spek-
trum bestimmt und die Differenz ge-
bildet. Abb. 4a zeigt ein bei 77 K ge-
messenes BR-K-Differenzspektrum.
Da der BR-K Ubergang photoreversi-
bel ist, kann zur Kontrolle von einem

P

Abb. 2: A) Schema eines FTIR Gerites; B) Interferogramm.
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Abb. 3: Ubersichtsspektrum eines hydratisierten Purpurmembranfilmes; Bakteriorho-
dopsin ist das einzige Protein in der Purpurmembran.

BR-K-Differenz-Spektrum ein K-BR-
Differenzspektrum abgezogen werden
(Abb. 4b). Die Kontrolle zeigt, da3
eine Vielzahl von reproduzierbaren
Absorptionsdnderungen in der Probe
beobachtet werden.

Mit Laserblitz angeregt

Bei der zeitaufgelosten Methode
(Abb. 5) wird die Probe angeblitzt und
die Spektren zu verschiedenen Zeiten
At nach dem Anregungsblitz wiahrend
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des Photozyklus bei Raumtemperatur
aufgenommen [7]. Die Zeitauflosung
wird bestimmt durch die Zeitdauer ei-
nes Scans, die sehr viel kiirzer als die
Zykluszeit ist. Erreicht werden mo-
mentan bei einer spektralen Auflo-
sung Av = 8cm™!, eine Zeitaufldsung
von AT = 9ms, d.h. in dieser Zeit
wird das gesamte Spektrum der Probe
gemessen. In Abb. 6 sind die Diffe-
renzspektren einer Fe-BR-Probe, die
einen verlangsamten Photozyklus
zeigt, zu verschiedenen Zeiten At
nach dem Anregungsblitz wiedergege-
ben [8]. Man beobachtet in diesem
Zeitbereich die Riickreaktion von M
nach BR.

Zuordnung mit
Isotopenmarkierung

Zur eindeutigen Zuordnung der Ban-
den zu funktionell relevanten Seiten-
gruppen des Proteins werden iso-
topenmarkierte Proben benutzt, bei
denen verschiedene Stellen des Chro-
mophors oder der Aminoséduren iso-
topenmarkiert sind. Abb. 7 zeigt das
BR-M Differenzspektrum in der Car-
bonylgegend von unmodifiziertem
und zu 70 % 4-'*C-Asp isotopenmar-
kiertem Bakteriorhodopsin in H,O
und D,O [9]. Aufgrund der Banden-
verschiebungen in der markierten
Probe koénnen die Carbonylbanden
bei 1763 cm™ und bei 1755 cm™! inter-
nen Asparginsduren zugeordnet wer-
den. Die Bande bei 1740 cm™ reagiert
nicht auf 4-C-Asp Markierung, ver-
schiebt sich aber in D,O und spiegelt
daher eine Carbonylstreckschwingung
einer Glutaminsdure wider. Da auch
die entsprechenden Banden der deio-
nisierten Form zugeordnet wurden,
zeigen diese Banden Protonierungsan-
derungen von internen Asparginsiu-
ren wihrend des Photozyklus an [9].

Der Farbstoff »schleppt«
Protonen

Die mit der FTIR-Methode erzielten

Ergebnisse konnen in folgendes Mo-.

dell (Abb. 8) iibersetzt werden [11, 13,
14]: Durch. lichtinduzierte, gleichzei-
tige Isomerisierung des Chromophors
um die C;3 = Cy4 und C,4-C5 Bindung
wird die positive Ladupg des Chromo-
phors vom Gegenion getrennt. Wegen
der Destabilisierung wandert die posi-
tive Ladung in die Polyenkette und er-
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Abb. 4: a) BR-K-Differenzspektrum. Aus den Banden zwischen 1300 cm ™! und 1100 cm ™! kann man auf
die Struktur des Chromophors im Grundzustand (BR: all-trans) und im lichtaktivierten Zustand (K: 13-cis,
14-s-cis) schlieBen [11]. Die Banden um 1600 cm ™" bis 1800 cm ' spiegeln Anderungen von Proteinseiten-
gruppen und Proteingeriist wieder.
b) Kontrolle: BR-K minus K-BR.
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Abb. 5: Schema der Apparatur fiir zeitaufgeldste FTIR-Messungen. Als Grundgerit
wird ein Bruker IFS 88 benutzt. Der Photozyklus wird durch einen Laserblitz (Laser) an-
geregt (Sample). Wihrend des Photozyklus werden zu den verschiedenen Zeiten At nach
dem Anregungsblitz Interferogramme aufgenommen. Counter, Trigger und Delay dienen
dazu, die Spiegelbewegung (Controller) mit dem Laserblitz zu korrelieren. Die IR-Ab-
sorptionsdnderungen werden mit einem MCT-Detektor aufgenommen und auf dem
Aspect Computer gespeichert. AnschlieBend wird die Fouriertransformation durchge-
fiihrt. Simultan kann die Absorptionsdnderung im sichtbaren Spektralbereich bei einer
Wellenldnge gemessen werden. Der sichtbare MeBstrahl wird tiber Germaniumfenster,
die transparent fiir den IR-Strahl sind, ein- und ausgespiegelt. Die Absorptionsdanderun-
gen werden auf einem Transientenrekorder mit logarithmischer Zeitachse gespeichert.

zeugt Ladungen im Innern des Prote-
ins in Ksgo. Im K-L Ubergang versucht
das Protein einen energetisch giinsti-
geren Zustand zu erreichen, indem
durch Deprotonierung einer internen
Asparaginsdure die Chromophorla-
dung wie im Ausgangszustand BR
wieder stabilisiert wird. Da aber der
pK der Schiff’schen Base durch die
C4-Cys Isomerisierung reduziert ist,
wird die Salzbriicke in Lssg instabil. Im
L-M Ubergang beobachtet man einen
Protonentransfer von der Schiff’schen
Base zu der Asparaginsdure Asp 1.
Begleitend wird auch das urspriing-
liche Gegenion, die Asparaginsdure
Asp 2 protoniert. Der Chromophor
transportiert also lichtinduziert tiber
eine Isomerisierungsreaktion Proto-
nen zwischen zwei internen Aspara-
ginsduren (Abb. 9).

Offene Fragen

Dieses Modell kann die Umwandlung
der Lichtenergie in eine Protonen-
transferreaktion beschreiben. In Zu-
kunft wollen wir versuchen, den Pro-
tonentransfer von den Proteinoberfla-
chen ins Innere des Proteins aufzukla-
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Abb. 6: Differenzspektren, aufgenommen zu verschiedenen Zeiten At nach Anregen eines
ferenzen sind gebildet zwischen einem Referenzspektrum, aufgenommen unmittelbar vor d
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Photozyklus in einer Fe-BR-Probe. Die Dif-
em Laserblitz, und Spektren, aufgenommen

zu den angegebenen Zeiten At nach dem Laserblitz. Die Anderungen bei 1650~" bedeuten z. B. ein Kippen der a-Helizes.
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Abb. 7: Zuordnung der Carbonylbanden im BR-M Differenzspektrum mit Hilfe von 4-
3C-Asp-markierten Bakteriorhodopsin-Proben [9].

ren (Abb. 9). Dabei ist auch die Rolle
von zweiwertigen Kationen, die auf
der MembranauBenseite angebunden
sind, von Interesse [12].

Daneben wurde begonnen, die licht-
induzierten intramolekularen Pro-
zesse vom photosynthetischen Reak-
tionszentrum zu untersuchen. Dabei
ist es zum ersten Mal gelungen, von
Proteinkristallen hochwertige lichtin-
duzierte Differenzspektren aufzuneh-
men [15].
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Abb. 9: Schema des Protonentransfers in Bakteriorhodopsin.
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