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EINFUHRUNG

Proteine zahlen zu den Grundbausteinen des Lebens (1). Die Aufklérung ihrer
Struktur und ihrer Funktion ist von zentraler Bedeutung fur das Verstandnis
physiologischer Prozesse. Mit modernen biophysikalischen Methoden ist man heute in
der Lage, die Struktur und den molekularen Reaktionsmechanismus von Proteinen auf
der kleinstmdéglichen, der atomaren Ebene zu untersuchen. Die Strukturen kénnen mit
Hilfe der Réntgenstrukturanalyse und der mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie bis
hin zu atomarer Auflésung bestimmt werden (2). In der Regel liefern diese in
Kombination mit biomathematischen Methoden ein atomares Modell des ruhenden
Proteingrundzustandes (3). Um die molekularen Reaktionsmechanismen, d.h. das
"Funktionieren" der Proteine, zu untersuchen, mussen Methoden angewendet werden,
die zeitaufgeldst die Veranderungen wahrend der Proteinaktivitdt wiedergeben. Eine
gute Mdglichkeit, Proteinreaktionen mit hoher Zeitauflésung nicht-invasiv
aufzunehmen, bieten spektroskopische Methoden. Die Reaktionskinetik von
Chromoproteinen, wie z.B. photosynthetischen Proteinen, kann mit zeitaufgel&ster
Differenzspektroskopie im sichtbaren und ultravioletten Spektralbereich bestimmt
werden, da sich deren Reaktionsintermediate durch die Lage ihrer Absorptionsmaxima
unterscheiden. Die =zeitlichen Anderungen der Absorptionen im sichtbaren
Spektralbereich, die das kinetische Verhalten der chromophoren Gruppen
widerspiegeln, kénnen daher als Basis fur kinetische Reaktionsmodelle dienen. Die
entsprechenden Photolyse-Techniken sind experimentell sehr weit vorangetrieben
worden. Die Primarprozesse bei photosynthetischen Proteinen sind mit einer
Zeitauflésung von Femtosekunden (10-15s) gemessen worden (4). Mit Hilfe der
Vibrationsspektroskopie kénnen die Reaktionen dartber hinaus auch molekular
aufgelést werden. Die Resonanz-Raman und FT-Raman Spektroskopie sind in der
Lage, die Reaktionen einzelner Chromophorbindungen wiederzugeben. Zum Beispiel
wurden bei  verschiedenen Retinalproteinen anhand charakteristischer
Bandenverschiebungen lichtinduzierte Isomerisierungen um bestimmte Retinal-C=C



Bindungen identifiziert (5). Da die Chromoproteine im sichtbaren Spektralbereich
absorbieren, wird bei der Streuung sichtbarer Strahlung ein elektronisch angeregter
Zustand erzeugt und damit das Streusignal der Chromophore um ein Vielfaches
verstarkt ("Resonanz"). Aus diesem Grund detektiert die Resonanz-Raman Spektro-
skopie allerdings nur die Reaktionen der chromophoren Gruppe. Die FTIR-Differenz-
spektroskopie ermdglicht weiterfihrend neben den Chromphorreaktionen auch
Reaktionen von Proteinseitengruppen und vom Proteingertst molekular- und zeit-
aufgelést nachzuweisen (6). Im folgenden mdchten wir kurz das MeRprinzip und
exemplarisch die Anwendung der Methode auf die Untersuchung des lichtgetriebenen
Protonenpumpmechanismus des Bakteriorhodopsins beschreiben (7). '

FTIR-SPEKTROSKOPIE AN PROTEINEN

Ein Spektrum eines Proteins im mittleren infraroten Spektralbereich wird dominiert
durch die Banden des ProteingerUstes, den sogenannten Amid | (C=0; 1680-
1620 cm-1) und Amid Il (CNH:; 1550-1520 cm‘1) Banden der Peptidbindungen (Abb.
1a). Die Bandenlagen des Proteingerustes sind indikativ fur die Sekundarstruktur
eines Proteins und kénnen fur Strukturvorhersagen genutzt werden (8). Diese
klassische Applikation der IR-Spektroskopie ist in unseren Arbeiten aber von
untergeordneter Bedeutung. Neben dem Proteingertst absorbiert noch Wasser stark
im infraroten Spektralbereich (OH bei 1650 cm-1). Dies fuhrt zu einer
Beeintrachtigung der Signalqualitat insbesondere im Bereich der OH Bande. Ein
ausreichender Wassergehalt ist aber eine unabdingbare Voraussetzung fur die
Aktivitat der meisten Proteine. Daher kénnen die Proben nicht einfach getrocknet
werden. Um die Wasserabsorption dennoch zu reduzieren, arbeiten wir mit dinnen zu
100% hydratisierten Proteinfilmen von ca. 2-10 um Schichtdicke. Alternativ kann auch
die ATR-(attenuated total reflection)Technik eingesetzt werden. Dabei werden
Proteinfilme auf einen sogenannten ATR-Kristall aufgetragen und kénnen somit in
einer wassrigen Umgebung gemessen werden. ( Details sind in ref 9 beschrieben).
Um aus der Gesamtabsorption des Protein-Wasser-Gemisches nur die Ab-
sorptionsbanden der Gruppen zu selektieren, die eine Reaktion durchlaufen, werden
Differenzen zwischen dem Grundzustand und den Reaktionsintermediaten gebildet. In
Abb 1b ist ein Beispiel fur ein solches Differenzspektrum gezeigt. Da die Ab-
sorptionsénderungen sehr klein (AA/A = 10‘4) gegenuber der Hintergrundabsorption
sind reicht die MeRgenauigkeit konventioneller dispersiver Infrarot-Spektrometer nicht
aus. Nutzt man allerdings die Vorteile von Fourier-Transform-Infrarot-Spektrometern,
ist man in der Lage, auch so kleine Absorptionsdnderungen noch zuverlassig zu
bestimmen (6). Diese Vorteile gegenlber konventionellen dispersiven Geréten sind:



i) der sogenannte Multiplexvorteil: da man statt sequentiell , wie es in dispersiven
Geraten geschieht, alle Wellenzahlen parallel mif3t, bendtigt man eine sehr viel
kurzere MeRzeit.

i) der sogenannte Jaquinot-Vorteil: da man keine dispersiven Elemente einsetzt,
bendtigt man weder Ein- noch Austrittsspalte und erhalt somit einen gréReren
LichtdurchfluR durch die MeRanordnung im Vergleich zu dispersiven Geréten.
Dies wirkt sich in einem verbesserten Signal/Rausch-Verhéltnis aus.

In Abb. 2 ist schematisch der Aufbau eines FTIR-Gerates gezeigt. In dem
interferometrischen Aufbau nach Michelson féllt das vom Globar ausgestrahlte Licht
auf einen Strahlteiler, der im Idealfall 50% der einfallenden Strahlung auf einen festen
und 50% auf einen beweglichen Spiegel lenkt. Die von den Spiegeln reflektierte
Strahlung fallt auf den Detektor (MCT). Je nach Gangunterschied, abhangig von der
Position des beweglichen Spiegels (=Scanner), interferieren die reflektierten Strahlen
am Detektor und man erhalt in Abhangigkeit von dem zurlckgelegten Spiegelweg X
eine Intensitatséanderung der infraroten Strahlung, ein sogenanntes Interferogramm.
Da das Interferogramm diskret und digitalisiert vorliegt, wird die diskrete
Fouriertransformation (DFT) verwendet. Auf die Details und Randbedingungen, die bei
der diskreten Fouriertransformation zu beachten sind, soll hier nicht eingegangen
werden. Eine gute Beschreibung findet sich in ref. (10). Befindet sich eine Probe im
Strahlengang, représentiet das Interferogramm die Fouriertransformierte des
Einkanalspektrums der Probe. Eine inverse Fourier-Transformation des
Interferogramms liefert dann das Einkanalspektrum. Um ein wie in Abb .1 gezeigtes
Absorptions-Spektrum zu erhalten, nimmt man erst ein Einkanalspektrum der Probe
auf, dann eines ohne Probe und subtrahiert die beiden Einkanalspektren voneinander.

Zeitaufgeldste Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie

Ein Schemabild unseres experimentellen Aufbaus ist in Abb.3 gezeigt: Um die
Spektren der Reaktionsintermediate aufzunehmen, setzen wir verschiedene
Techniken ein.



i)  "statische FTIR": hierbei werden die bei Raumtemperatur sehr schnell entstehen-
den Reaktionsprodukte durch Einfrieren bei tiefen Temperaturen ( bis zu 77 K)
Uber mehrere Minuten stabilisiert, so dal® die Spektren mit konventioneller Ge-
schwindigkeit des Scanners aufgenommen werden kénnen (11).

ii) "rapid scan Technik": hierbei werden wéhrend eines Reaktionsablaufs in sehr
schneller Folge Spektren aufgenommen. Dazu muR der Scanner an den
Umkehrpunkten extrem beschleunigt werden. Die Interferogramme werden mit
Geschwindikeiten von ca 7 cm /s aufgenommen. Mit der von uns benutzten
Anordnung kénnen komplette Spektren von 1800 bis 800 cm-1 in 12 ms bei 4
cm-1spektraler Auflésung detektiet werden, d.h. es werden 250
Spektralelemente mit der gefordert hohen Amplitudenauflésung in 12 ms
gemessen (12).

iii) "Stroboskoptechnik": hierbei werden die Interferogramme zunéchst mit der
"rapid-scan" Technik aufgenommen. Allerdings sind dabei die Anforderungen
an die Geschwindigkeitskonstanz des Scanners und die Stabilitat der
MeRanordnung sehr viel gréRer als im konventionellen "rapid scan" Betrieb.
Nach der Datenaufnahme werden die verschiedenen Interferogramme mit Hilfe
einer geeigneten Software in einzelne Segmente geteilt und diese Segmente
dann zu neuen Interferogrammen in der in Abb 4 beschriecbenen Weise
zusammengesetzt. Danach werden die Interferogramme fouriertransformiert.
Durch die Neuanordnung der Segmente erzielen wir Verbesserung um den
Faktor 500 d.h.eine Zeitauflésung von 20 us. Die Grenze der Zeitauflésung
liegt bei 10 ps (13,14)

Will man noch héhere Zeitaufldsungen erzielen, bietet sich die sogenannte "step-
scan" Technik an (15). Bei dieser Technik wird der Scanner an den einzelnen
Interferogrammpunkten angehalten und schrittweise ("step-scan") jeweils an diesen
Interferogrammpunkten die Intensitatsdnderungen wahrend einer Reaktion gemessen.
Die so gewonnenen Daten mussen dann ebenfalls rechnerisch bearbeitet werden. Die
Intensitatsanderungen an den einzelnen Interferogrammpunkten missen nach der Zeit
sortiet und so neu arrangiert werden, dal man komplette Interferogramme zu
bestimmten Zeiten erhalt. Damit wurde eine Zeitauflésung im sub-us Bereich erzielt
(15). Im Prinzip erlauben die MCT-Detektoren eine Zeitauflésung von 10 ns.
Allerdings muR der Scanner wéhrend der Datenaufnahme bis auf wenige nm genau an
einer Position anhalten. Dies macht die experimentelle Realisierung der "step-scan"



Technik bei der Aufnahme sehr kleiner Absorptionsédnderungen im Vergleich zur
Stroboskoptechnik schwieriger und anfélliger gegen Stérungen (z.B. Trittschall).

Beschrankt man sich auf die Bestimmung der Kinetik bei nur wenigen ausgesuchten
Wellenzahlen, kann wie im sichtbaren Spektralbereich im Photolyseaufbau gemessen
werden. Dabei wurden auch im infraroten Spektralbereich bereits ps Zeitauflésungen
erzielt ( fur eine Ubersicht eignet sich (17)). Man muR allerdings anmerken, daR far
die Bandenzuordnung die Aufnahme kompletter Spektren meist nitzlicher ist, als eine
extrem hohe Zeitauflésung bei nur wenigen Wellenzahlen.

ZUORDNUNGEN DER ABSORPTIONSBANDEN

Fur die Bestimmung molekularer Reaktionsmechanismen ist die Zuordnung der IR-
Banden der entscheidende Schritt. Um die Absorptionsbanden molekularen Gruppen
zuzuordnen, muf die biophysikalische Methode mit molekularbiologischen Methoden
kombiniert werden, um die Gruppen zu markieren. Es werden dann die
Differenzspektren von unmarkierten Proteinen mit denen von markierten verglichen.
Durch Isotopenmarkierung wird die Absorptionsbande der markierten Molekulgruppe
frequenzverschoben und kann so identifiziert werden. Hierbei wird die Struktur des
Proteins nicht beeinflullt. Isotopenmarkierte Aminosauren lassen sich in Bakterien
biosynthetisch inkorporieren (16). Bei diesem Verfahren werden allerdings alle
Aminos&uren gleicher Art in dem Protein markiert und eine eindeutige Zuordnung ist
nicht méglich. Der Einsatz ortsspezifisch-mutierter Proteine erlaubt eine eindeutige
Identifizierung, da nur die Absorptionsbande der mutierten Gruppe fehlt (23).
Allerdings &ndert mdglicherweise eine spezifische Mutation die Struktur des Proteins,
insbesondere wenn geladene Gruppen ausgetauscht werden. Der Vergleich des
Wildtyp Differenzspektrums mit dem Mutanten Differenzspektrum zeigt aber zuséatzlich
mdgliche Strukturveranderungen an. Weicht das Differenzspektrum der Mutante stark
von dem des Wildtyps ab, liegt eine Strukturveranderung vor. Fehlt dagegen nur eine
Bande und stimmen die Ubrigen Banden in beiden Differenzspektren relativ gut
Uberein,ist davon auszugehen, dal® die Struktur trotz Mutation weitgehend intakt
geblieben ist. Da die Isotopenmarkierung im Gegensatz zur Mutation eine nicht-
invasiv Technik ist, wird far die Zukunft eine ortsspezifische Isotopenmarkierung
angestrebt (18). '

BAKTERIORHODOPSIN
Im folgenden soll die Anwendung der Stroboskoptechnik auf die Untersuchung des
molekularen Reaktionsmechanismus eines Proteins beschrieben werden. Ein ideales



Modellsystem fur biophysikalische Untersuchungen ist das Membranprotein
Bakteriorhodopsin, eine lichtgetriebene Protonenpumpe (fir eine detailierte
Einfihrung ist 19,20 empfohlen). Das 27.000 Dalton groRe Protein durchspannt in
sieben 40 A° langen o-Helices die Membran. Der Chromophor, all-trans Retinal, ist
Uber eine protonierte Schiffsche Base an das Lys 216 des Opsins gebunden. Im
Verlauf des Bakeriorhodopsin Photozyklus werden ausgehend vom Grundzustand BR
die Intermediate J,K.LLM,N und O durchlaufen, die sich durch verschiedene
Absorptionsmaxima im sichtbaren Spektralbereich unterscheiden. Die Primarreaktion
findet in 450 fs statt und der komplette Zyklus ist in wenigen ms abgeschlossen. Die
lichtinduzierten |IR-Absorptions&nderungen kénnen mit Hilfe der zeitaufgeldsten
Stroboskop-FTIR Spektroskopie ab dem Intermediat L gemessen werden. In Abb. 5
sind in einer 3D Darstellung die Absorptionsénderungen zwischen 1800 und 1000
cm-1 in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen (21). Die Zeitauflosung bei der
Messung betragt 20 Mikrosekunden, die spektrale Auflésung 4 cm™. Die
Absorptionsanderungen lassen sich durch die Uberlagerung mehrerer Exponential-
Funktionen beschreiben. In Abb.5 sind bereits die Ergebnisse der Fitananlyse
dargestellt. Verschiedene spektrale Bereiche der Differenzspektren reflektieren die
Reaktionen verschiedener Gruppen des Proteins. In der sogenannten
Fingerprintgegend zwischen 1300 und 1100 cm-1 kénnen die Chromophorreaktionen
beobachtet werden. Die verschwindenden BR-Banden bei 1213, 1202 und 1167 cm-1
sind indikativ fUr die all-trans Konfiguration des Retinals im Grundzustand (vgl auch
Abb 1b). Die lichtinduzierte all-trans nach 13-cis Isomerisierung des Retinals wird
durch das Enstehen der Bande bei 1186 cm™ angezeigt. Das Entstehen der Bande in
fs ist nicht zeitaufgeldst. Die Banden wurden verschiedenen C-C Streckschwingungen
mit Hilfe isotopenmarkierter Retinale zugeordnet (22); z.B repréasentiert die Bande bei
1202 cm™ die C,,-C,, Streckschwingung. Als Beispiel fur eine Kinetik ist die Bande
bei 1186 cm™, ist in Abb 6a gezeigt. Das Verschwinden ist indikativ fur die
Deprotonierung der Schiffschen Base in der L nach M Reaktion, das
Wiedererscheinen fur die Reprotonierung in der M nach N Reaktion und das
Zuruckgehen fur die Ruckisomerisierung in den BR Grundzustand. Simultan beob-
achtet man in der Carbonylgegend zwischen 1800 und 1700 cm™
Protonierungsé&nderungen interner Asparaginsauren. Als Beispiel fUr eine solche
Protonierungsénderung ist die Bande bei 1762 cm™ gezeigt, die die Protonierung der
internen Asparaginsdure asp 85 reflektiert (Abb 6 b)(23). Man erkennt, dalR die
Schiffsche Base mit der gleichen Kinetik deprotoniert wird, mit der asp 85 protoniert
wird. In Abb 7 sind einmal fur die Carbonylgegend (1800 -1700cm'1) die
experimentellen Daten (a) und die Ergebnisse der mathematischen Analyse (b)



gegenuber gestellt. In der Gegend der Amid | Bande um 1650 cm™ beobachtet man in
Abb. 5 das Entstehen einer starken Differenzbande. Die Bande ist indikativ fur eine
strukturelle Anderung des Proteingeristes im M-Zerfall (14,24) in Ubereinstimmung
mit Ergebnissen von zeitaufgelésten Réntgenbeugungsexperimenten (30). Basierend
auf den detailierten FTIR-Untersuchungen konnten Protonierungsreaktionen interner
Asparaginsauren, strukturellen Verdnderungen einzelner Peptidbindungen des
Proteingertstes und Isomerisierungsreaktionen des Retinals identifiziet werden
(14,23,24). Diese konnten mit Hilfe einer detailierten Analyse bestimmten
Intermediaten zugeordnet werden (21). Diese Ergebnisse unter Bertcksichtigung der
Resultate aus anderen Arbeitsgruppen sind in dem in Abb (8) gezeigten Modell
zusammengefallt und dort detailiert beschrieben. Die vorhergesagten Positionen der
katalytischen Protonenbindungsstelllen asp 85 und asp 96 stimmen mit dem kdurzlich
veréffentlichten atomaren Struktur-Modell des Bakteriorhodopsins gut Uberein (19).
Bei entsprechenden Mutationen von asp 85 (bei allerdings gestdrter Proteinstruktur)
und asp 96 wird die Pumpaktivitat inhibiert. Dies zeigt der Vergleich von Messungen
der elektrischen Ladungsverschiebung in den entsprechenden Mutanten und dem
Wild-Typ. Fur eine detailierte Ubersicht dieser Arbeiten ist Ref (20) empfohlen.

AUSBLICK

Die zeitaufgeléste FTIR Differenzspektroskopie erlaubt aber auch die Untersuchung
intramolekularer Proteinreaktionen in sehr grollen Proteinen wie den bakteriellen
Reaktionszentren (120.000 Dalton). Dies zeigen die Untersuchungen der
lichtinduzierten Elektronentransfer-Reaktionen. Hierbei konnten die einzelnen
ladungsgetrennten Zustdnde in infraroten Spektralbereich charakterisiert werden
(25,26). Es konnten dabei sogar Messungen an Proteinkristallen durchgefuhrt werden.
(27). Eine interesante neue Mdglichkeit mit Hilfe der FTIR-Differenzspektroskopie
auch Proteine zu untersuchen, die keinen intrinsischen Chromophor besitzen, ergibt
sich durch den Einsatz photolabiler Triggersubstanzen. Kurzlich haben wir zeigen
kénnen, das der GTP-Hydrolyse Mechanismus von h-ras p21 (28) durch den Einsatz
von caged GTP mit Hilfe der FTIR Spektroskopie untersucht werden kann (Cepus,
Scheidig, Goody, Gerwert, in press). Ein weiteres Beispiel ist die Untersuchung des
Acetylcholinrezeptors mit caged Carbamoylcholin.(9, 29).



Zum SchluR sei noch auf zwei kirzlich erschienene Ubersichtsartikel hingewiesen
(31,32).
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ABBILDUNGEN

Abb 1 a zeigt das Ubersichtsspektrum einer hydratisierten Purpurmembran, die als
einziges Protein Bakteriorhodopsin enthélt. Das Spekrum wird dominiert durch die
Amid | Bande bei 1658 cm-1, Wasser bei 1650 cm-1 und die Amid Il Bande bei 1546
cm-1. Zum Vergleich ist in b ein Differenzspektrum zwischen dem Grundzustand BR
und dem Intermediat L gezeigt.

Abb 2 zeigt schematisch den FTIR MeRaufbau mit Lichtquelle G, Strahlteiler BS,
festem Spiegel FM, beweglichem Spiegel, Probe und MCT-Detektor. Das bei
Durchlaufen des Weges X erhaltene Interferogramm wird auf einem PC diskret
Fourier-transformiert (DFT) und man erhalt das Spektrum.

Abb 3 zeigt schematisch unseren MeRaufbau bestehend aus einem modifizierten FTIR
Geréat (Bruker IFS 88) konventioneller Photolyseanordnung (sichtbares MeRlicht VIS,
2 Filter, Photodiode und Digitalosziloskop) zur Messung der Absorptionsénderungen
im  sichtbaren Spektralbereich. Die Lichtanregung erfolgt, gesteuert Uber
‘konventionelle  Triggererlektronik, mit Hilfe eines Excimerlaser gepumpten
Farbstofflasers (Lambda Physik) Die Daten werden auf Worksations (Sun) und einer
Convex C2 analysiert.

Abb 4: Prinzip der Stroboskop-Technik: Aus (in diesem Beispiel 10) Interferogrammen,
die jeweils in der Melzeit T aufgenommen werden, werden die Segmente A2
B3,C4.. K11 entnommen. Diese Segmente sind in der kurzeren Zeit At=T/10
aufgenommen. Durch die Verschiebung der Reaktionsinitierung relativ zur
Interferogrammaufnahme erhélt man in den aufeinanderfolgenden Experimenten die
passenden Segmente, um ein neues Interferogramm (=Stroboskopinterferogramm)
zusammensetzen zu kénnen. In dem Beispiel wird eine Verbesserung der
Zeitauflésung um den Faktor 10 erzielt. Prinzipiell ist eine Verbesserung um den
Faktor 1000 méglich.

Abb 5 zeigt eine dreidimensionalle Darstellung der Infrarotabsorptionsanderungen
wahrend des Bakteriorhodopsin-Photozyklus. Das erste Differenzspektrum
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reprasentiert ein BR-L Differenzspektrum (vgl Abb 1b). Verschiedene Bereiche
reflektieren Reaktionen verschiedener Gruppen: die fingerprint-Gegend (1300-1100
cm -1) wird durch die Retinalschwingungen dominiert, die Amid | Gegend (1680-1640
cm) spiegelt Bewegungen des ProteingerUstes wieder und die Carbonylgegend (1800-
1700 cm-1) reflektiert Protonierungsanderungen interner Asparaginsauren

Abb. 6 zeigt zwei Kinetiken aus Abb 5; wiedergegeben sind sind die MeRdaten, die
Fitkurve und die einzelnen Exponentialverlaufe aus denen sich die gefittete Kurve
zusammensetzt. a) der Verlauf bei 1186 cm-1 spiegelt die Deprotonierung der
Schiffschen Base (Rate k1 und k2) die Reprotonierung (mit der Rate K3) und die
Relaxation zu all-trans Retinal (mit den Raten k4 und k5) wieder. Bei 1762 cm-1
beobachtet man die transiente Protonierung der internen Asparaginséure asp 85. Sie
wird mit der gleichen Kinetik protoniert mit der die Schiff sche Base deprotoniert.

Abb. 7 zeigt noch einmal die Carbonylgegend vergréRert: in a) die Original-MeRdaten
und in b) die Ergebnisse der Global-Fitanalyse. Man beobachtet die
Umgebungséanderung von asp 85 durch das Verschieben der Carbonylbande von
1762 cm -1 nach 1755 cm -1-

Abb 8: Protonenpumpmodell des Bakteriorhodopsins: nach Lichtanregung isomerisiert
das Retinal von all-trans nach 13-cis. In der L nach M Reaktion wird asp 85 transient
protoniert und ein Proton vom Protein abgegeben von einer weitern Gruppe AH. Durch
eine Bewegung einer alpha-Helix wird die Schiffsche Base in der M nach N Reaktion
zum Protondonor asp 96 orientiert und von diesem reprotoniert. Dieser Schritt
bestimmt die Vektorialitdt der Pumpe. Beim Protonentransfer von asp 96 zur
Schiffschen Base spielen Wasserstoffbricken-Netzwerke eine wichtige Rolle.
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