
Photorezeptoren
DOI: 10.1002/ange.200705716

Resonanz-Raman-spektroskopische Untersuchung der Chromophor-
heterogenit�t und Photokonversion in Phytochromkristallen
und -l�sungen**
David von Stetten, Mina G�nther, Patrick Scheerer, Daniel H. Murgida,
Maria AndreaMroginski, Norbert Krauß, Tilman Lamparter, Junrui Zhang, David M. Anstrom,
Richard D. Vierstra, Katrina T. Forest und Peter Hildebrandt*

Phytochrome bilden eine Familie sensorischer Photorezep-
toren, die in Pflanzen, Bakterien und Pilzen verbreitet sind.[1]

Der auf Licht reagierende Cofaktor, ein methinverbr#cktes
Tetrapyrrol, ist #ber eine Thioetherbr#cke kovalent an das
Apoprotein gebunden (Abbildung 1). Lichtabsorption des
Chromophors im Ausgangszustand Pr f#hrt zu einer Z!E-
Doppelbindungsisomerisierung der Methinbr#cke zwischen
den Ringen C und D, gefolgt von einer Reihe thermischer
Relaxationsprozesse, in denen die Struktur-nderungen von
Chromophor und Protein gekoppelt werden. Der letzte
Schritt ist die Bildung des Pfr-Zustandes, der in Pflanzen die
physiologisch aktive Form des Proteins darstellt. Der mole-
kulare Mechanismus der Pr!Pfr-Photokonversion ist noch
nicht aufgekl-rt, allerdings gelang k#rzlich ein entscheiden-
der Durchbruch mit der Bestimmung der dreidimensionalen
Strukturen des Pr-Zustandes von bakteriellen, Biliverdin-

bindenden Phytochromen, die als repr-sentative Modelle f#r
diese Familie von Photorezeptoren gelten.[2] Diese Strukturen
beziehen sich allerdings auf die Chromophorbindungsdom--
ne (CBD) des Phytochroms, dem die f#r die Pr!Pfr-Photo-
konversion als essentiell angenommene PHY-Dom-ne fehlt.
Gleichzeitig k3nnen sowohl die durch Strahlensch-digung
verursachte Freisetzung des Chromophors als auch die be-
grenzte Aufl3sung Grund zu der Annahme geben, dass die
Chromophorgeometrie, insbesondere im Bereich der Thioe-
therbr#cke und des Ringes A, eine Verfeinerung der Struk-
turdaten erfordert.[2c] In der Tat haben spektroskopische
Untersuchungen an Phytochromen in L3sung zu Schlussfol-
gerungen gef#hrt, die hinsichtlich der Konformation und der
Strukturhomogenit-t des Chromophors im Widerspruch zu
den Resultaten der Kristallstrukturanalyse stehen.[3,4] Aus
diesem Grunde ist es w#nschenswert, die Chromophorstruk-
tur von Phytochromen in L3sung und in kristalliner Form
mithilfe derselben Methode zu untersuchen.

In dieser Arbeit haben wir die Resonanz-Raman(RR)-
Spektroskopie eingesetzt, die ausschließlich die Schwin-
gungsbanden des Cofaktors abfragt und so Informationen
#ber die Struktur des Tetrapyrrols liefert.[3] Die ersten RR-
Spektren von Photorezeptorkristallen bezogen sich auf Bak-
teriorhodopsin,[5] wobei wegen der strengen Resonanzbedin-
gungen nur photostation-re Mischungen gemessen werden
konnten. In dieser Arbeit wurde eine Anregungswellenl-nge
von 1064 nm verwendet, um die Initiierung photochemischer
Prozesse des Phytochroms durch den Raman-Anregungslaser
zu vermeiden. Auf diese Weise konnten zum ersten Mal RR-

Abbildung 1. ZZZssa-Geometrie des Biliverdins im Pr-Zustand der
Chromophorbindungsdom$ne von DrBphP gem$ß der Kristallstruktur-
daten.[2b]
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Spektren eines Photorezeptorkristalls im reinen Ausgangs-
und in einem Intermediatzustand aufgenommen werden.

Die Pr-paration der Kristalle der CBD des Wildtyps
(WT) und der Y307S-Mutante des Phytochroms aus Deino-
coccus radiodurans (DrBphP) sowie eines Konstrukts des
Phytochroms Agp1 aus Agrobacterium tumefaciens, das
sowohl die CBD als auch die PHY-Dom-ne enth-lt (Agp1-
M15), wurde in fr#heren Ver3ffentlichungen beschrie-
ben.[2a,b,6] W-hrend der RR-Experimente wurden die Prote-
inkristalle in Pufferl3sung gehalten, wobei bei großen Kris-
tallen sich in der Regel ein Kristall im Fokus des Laserstrahls
befand. Unterschiedliche Kristalle zeigten identische RR-
Spektren, weshalb Anisotropieeffekte ausgeschlossen werden
k3nnen. Die schrittweise Erh3hung der Laserleistung von 15
auf 700 mW f#hrte zu keinen spektralen Ver-nderungen,
woraus man schließen kann, dass die Kristalle durch den
Nahinfrarot-Laser nicht besch-digt werden. Die Photokon-
versionsprodukte der L3sungs- und Kristallproben wurden
durch Bestrahlung mit Rotlicht erzeugt.[3] Alle Messungen
wurden bei �140 8C durchgef#hrt. Die Spektren der Prote-
inkristalle enthalten betr-chtliche Beitr-ge aus den Raman-
Banden des umgebenden Puffers, die jedoch die f#r die Me-
thinbr#ckengeometrie des Tetrapyrrols charakteristischen
Banden (Markerbanden) nicht verdecken.[3]

Die RR-Spektren des Pr-Zustandes des WT-Volll-ngen-
phytochroms DrBphP und der WT-CBD in gefrorenen L3-
sungen sind identisch, was darauf hindeutet, dass die Struktur
des Chromophors und dessen Wechselwirkung mit der Pro-
teinumgebung im CBD-Fragment des Proteins nicht durch
die PHY- und Histidinkinase-Dom-nen beeinflusst werden.
(Abbildung S1, Hintergrundinformationen). In beiden F-llen
ist der Chromophor protoniert, wie die Moden der N-H-
Biegeschwingungen der Ringe B und C bei 1576 m�1 belegen.
Diese Moden verschwinden in D2O-L3sungen. Vom CBD-
Fragment der Y307S-Mutante in L3sung wurde ein sehr
-hnliches Spektrum aufgenommen, wenngleich die Marker-
banden im Vergleich zum Spektrum des WT-CBD-Fragments
um 1 bis 2 cm�1 nach niedrigeren Wellenzahlen verschoben
sind (Abbildung 2).

In den RR-Spektren der kristallinen CBD erkennt man
die charakteristischen Merkmale des Pr-Zustandes, was die
Dbereinstimmung der Chromophorstruktur im kristallinen

und im gel3sten Protein belegt. Allerdings sind die Banden
des WT-CBD-Kristalls im Gegensatz zu denen der Y307S-
CBD betr-chtlich verbreitert und zeigen eine st-rkere
Asymmetrie als die Banden des Proteins in gefrorener
L3sung, was als Hinweis auf eine erh3hte Heterogenit-t im
Kristall gewertet werden muss (Abbildung 2). Insbesondere
das markante Signal bei 1628 cm�1 (C=C-Streckschwingung
der C-D-Methinbr#cke[3]) ist durch zus-tzliche Banden auf
der h3her- und der niederfrequenten Seite von 16 auf 26 cm�1

verbreitert. Diese neuen Banden bei ca. 1617 und 1638 cm�1

werden jeweils der C=C-Streckschwingungsmode der C-D-
undA-B-Methinbr#cke zugeordnet. Auch dieMode der N-H-
Biegeschwingung zeigt sich als Dublett mit Bandenkompo-
nenten bei 1576 und 1570 cm�1.

Die Spektren der Kristalle von Agp1-M15 zeigen ein
umgekehrtes Verhalten wie die Spektren des Proteins in
L3sung (Abbildung 3). Das Spektrum der L3sung weist ein

Bandenmuster auf, das charakteristisch f#r zwei Chromo-
phor-Konformationen ist, was sich aus den Bandenverdop-
pelungen bei 1652 und 1642 cm�1 (A-B-Streckschwingung)
sowie bei 1628 und 1620 cm�1 (C-D-Streckschwingung) ab-
leiten l-sst. Die RR-Spektren des Agp1-Kristalls hingegen
lassen eine Verschm-lerung des Signals bei 1628 cm�1 er-
kennen, die eindeutig dem Intensit-tsverlust der Schulter bei
1620 cm�1 zugeschrieben werden kann. Weiterhin hat sich die
Intensit-tsverteilung der hochfrequenten Doppelbande auf
Kosten der Bande bei 1652 cm�1 ver-ndert. Diese Beobach-
tungen lassen darauf schließen, dass die Kristallisation von
Agp1-M15 zu einer homogeneren, wenngleich auch nicht
vollkommen einheitlichen Chromophor-Konformation f#hrt.

Die Doppelbanden bei 1650 und 1640 cm�1, 1628 und
1617 cm�1 sowie 1576 und 1570 cm�1, die sowohl in den RR-

Abbildung 2. RR-Spektren der Markerbandenregion im Pr-Zustand der
WT-CBD(DrBphP) (unten) und der Y307S-CBD(DrBphP) (oben) in
LMsung (blau) und im kristallinem Zustand (rot).

Abbildung 3. RR-Spektren der Markerbandregion des Pr-Zustandes von
Agp1-M15 in LMsung und in kristalliner Form im Vergleich mit dem
Meta-Rc-$hnlichen Zust$nden von Agp1-M15 im Kristall und in
LMsung, gemessen nach Bestrahlung mit Rotlicht bei 20 8C bzw.
�30 8C. Die spektralen Anteile des nicht-photolysierten Ausgangszu-
standes Pr wurden subtrahiert.
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Spektren von Agp1-M15 in L3sung und in kristalliner Form
als auch in denen von WT-CBD(DrBphP)-Kristallen deutlich
erkennbar sind, deuten auf die Koexistenz von mindestens
zwei, vermutlich sehr -hnlichen Konformeren hin. Die zu-
grunde liegenden strukturellen Unterschiede beziehen sich
h3chst wahrscheinlich auf die C=C-Torsionswinkel der A-B-
und C-D-Methinbr#cke, die die Frequenzen der A-B- und C-
D-Streckschwingungsmoden sehr empfindlich beeinflussen,
und auf die Wasserstoffbr#cken der Pyrrolringe B und C. Im
Falle des Agp1-M15 und WT-CBD(DrBphP) beeinflusst die
Kristallisation diese Heterogenit-t, nicht jedoch bei Y307S-
CBD(DrBphP), f#r das die Struktur mit der h3chsten Auf-
l3sung ermittelt wurde.[2b] Das auff-llig abweichende Ver-
halten des Agp1-M15-Proteins steht offenbar in Zusammen-
hang mit der Wechselwirkung zwischen der PHY- und der
CBD-Dom-ne, die in kristalliner Packung eine homogenere
Chromophorstruktur stabilisiert als in L3sung. An dieser
Stelle sei angemerkt, dass auf eine Strukturheterogenit-t des
Chromophors auch aus spektroskopischen Untersuchungen
an pflanzlichen und cyanobakteriellen Phytochromen ge-
schlossen wurde.[4,7]

Die Bestrahlung der Y307S-CBD(DrBphP)-Kristalle bei
20 8C f#hrte zu keinen spektralen Ver-nderungen, was belegt,
dass eine Photoisomerisierung des Chromophors nicht m3g-
lich ist. Auch hier zeigen die CBD-Fragmente in L3sung ein
anderes Verhalten, da sie durch Photokonversion in einen
Meta-Rc--hnlichen Zustand #berf#hrt werden k3nnen (Ab-
bildung S2, Hintergrundinformationen), was die Vermutung
nahelegt, dass die Unf-higkeit der CBD(DrBphP)-Kristalle,
eine Photoreaktion einzugehen, auf Packungseffekte im
Kristall zur#ckzuf#hren ist. Im Unterschied dazu durchl-uft
kristallines Agp1-M15, das die essentielle PHY-Dom-ne
enth-lt, den Photozyklus bis zumMeta-Rc--hnlichen Zustand
und liefert ein Spektrum, das -hnlich, wenn auch nicht iden-
tisch ist zu dem des Meta-Rc-Zustandes von Agp1-M15 in
L3sung (Abbildung 3). Der finale Relaxationsprozess zum
Pfr-Zustand wird im Kristall blockiert und kann nur bei
Agp1-M15 in L3sung beobachtet werden.[8] Die vollst-ndige

Phototransformation bis zum Pfr-Zustand w#rde im kristal-
linen Zustand h3chstwahrscheinlich das Auseinanderbrechen
der Kristallpackung erfordern, was angesichts der weitrei-
chenden Struktur-nderungen des Proteins beim Meta-Rc!
Pfr-Dbergang verst-ndlich ist.[8a]
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