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Die auBlergewohnliche Stabilitidt der protonierten Retinal-
Schiff-Base im Rhodopsin, mit einem effektiven pKs-Wert
von moglicherweise iiber 16, und die Leichtigkeit, mit der
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die Base nach Lichtanregung deprotoniert und damit eine der
strukturellen Voraussetzungen fiir das Erreichen des Signal-
zustands herstellt,” sind Gegenstand vielfiltiger Untersu-
chungen. Unterschiedliche Modelle der Bindungsstelle des
Chromophors, mit Glu113 als Gegenion und Wasser, das das
Tonenpaar verbriickt und stabilisiert, wurden vorgeschla-
gen.l Anhand der kiirzlich veroffentlichten Rontgenstruk-
turanalyse des Proteins*” lisst sich die Bindungsstelle in
atomarer Auflosung untersuchen sowie der Mechanismus
verstehen, durch den der Protonierungszustand des Proteins
entsprechend den Anforderungen des jeweiligen Zwischen-
zustands gesteuert wird.

Ausgehend von der Kristallstruktur haben wir das Protein
mithilfe von Ab-initio-Quantentheorie untersucht. Demnach
erzeugt die besondere Anordnung des lonenpaars in der
Bindungstasche ein Energieplateau, auf dem beide Zusténde
reversibel zuginglich sind: Entweder das Proton verkniipft
mit der Schiff-Base oder mit dem Carboxylation. Die
Feinabstimmung des Plateaus bewirken Thr94 und ein
Wassermolekiil (Wat2b), die nach unseren Ergebnissen
gemeinsam mit Glu113 das komplexe Gegenion des Chro-
mophors im Rhodopsin bilden.

Fiir die Beschreibung der Bindungsstelle haben wir die
folgenden Komponenten beriicksichtigt: den vollstdndigen
Retinalchromophor mit dem kovalent verkniipften Lys296,
Glu113 als Gegenion, Thr94, das eine Wasserstoffbriicke zu
Glu113 bildet, und ein Wassermolekiil. Die Startgeometrie
wurde den hinterlegten Rhodopsinkoordinaten entnommen
(PDB-Eintrag 1F88)* und einer weiteren Strukturanalyse,?
derzufolge sich zwei Wassermolekiile in der Nidhe der
Bindungsstelle befinden (Wat2a und Wat2b). Die an den
Peptidbindungen beteiligten Atome der Aminosduren
wurden, soweit notig, mit Wasserstoff geséttigt; diese
Atome waren auch die einzigen, die wihrend der Energie-
minimierung und der Molekiildynamik (MD) festgehalten
wurden, alle anderen waren ohne Randbedingungen frei
beweglich. Die den Rechnungen zugrunde liegende Methode
wurde bereits an anderer Stelle beschrieben.!”! Im Wesentli-
chen handelt es sich um Ab-initio-MD-Simulationen auf der
Basis von Dichtefunktionaltheorie unter Verwendung von
ultraweichen Vanderbilt-Kresse-Pseudopotentialen!” in einer
Entwicklung des Basissatzes in Form von ebenen Wellen.

Die Startgeometrie der Bindungsstelle wurde energie-
optimiert und dann durch MD-Rechnung mit ,simulated
annealing” iiber 200 fs und den oben genannten Randbe-
dingungen simuliert. Die resultierende Struktur ist in Abbil-
dung 1 dargestellt, zusammen mit einer Uberlagerung der
urspriinglichen 1F88-Konformation. Offensichtlich gibt es
einen signifikanten Grad an Ubereinstimmung zwischen der
aus der Elektronendichte abgeleiteten experimentellen und
der berechneten Struktur. Bemerkenswert ist das Wasser-
molekiil, das sich zwar etwas verschoben hat, die Schiff-Base
und das Gegenion aber nicht verbriickt, weil nicht ausrei-
chend Platz zur Verfiigung steht. Signifikante Unterschiede
sind bei Thr94 festzustellen, das durch Rotation um die C,-
Cs-Bindung die Hydroxygruppe in Richtung des Carboxylat-
sauerstoffs orientiert, sowie beim Retinal, das infolge der
fehlenden Wechselwirkungen mit der Proteintasche von N4
bis C, planar wird. Wie wir an anderer Stelle gezeigt haben,”
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Abbildung 1. Energieoptimierte Geometrie (in Dunkelgrau) der 11-cis-
Retinal-Schiff-Base, gebunden an Lys 296, mit dem komplexen Gegen-
ion aus Glu113, Thr94 und einem Wassermolekiil (Wat2b); gestri-
chelte Linien: Wasserstoffbriicken. Die urspriingliche 1F88-Konforma-
tion ist in Hellgrau als Uberlagerung dargestellt.

wird die starke Verdrillung des Retinalchromophors erst
durch die Wechselwirkung mit der Proteinumgebung verur-
sacht.

Die endgiiltige Struktur enthélt ein Netzwerk von Was-
serstoffbriicken, das sich vom zentralen Sauerstoffatom der
Carboxylatgruppe zum Stickstoff der Schiff-Base (Abstand
2.60 A), zur Hydroxygruppe des Threonins (2.67 A) und zum
Wassermolekiil erstreckt (3.18 A). Das Wasser bildet eine
zweite Wasserstoffbriicke zum Peptidsauerstoff von Glu113
(3.04 A). Das zweite Sauerstoffatom der Carboxylatgruppe
ist in diesem Modell nicht koordiniert, weil sich kein Ligand
in der Nihe befindet."” Der Abstand des Briickenwasser-
stoffs zum Stickstoff der Schiff-Base (1.10 A) ist deutlich
kleiner als der zum Sauerstoff der Carboxylatgruppe
(1.51 A); von daher, aber auch anhand der Analyse des
Chromophors (Bindungslingen und Ladungsverteilung),
schlieBen wir, dass der Chromophor in diesem Komplex
protoniert ist.

Das dynamische Verhalten des Systems wurde anhand
mehrerer MD-Simulationen untersucht, deren Resultate in
Abbildung 2 zusammengefasst sind. Dargestellt ist die Bewe-
gung des verbriickenden Protons (in der Mitte) zwischen dem
Stickstoff der Schiff-Base (unten) und dem Sauerstoff der
Carboxylatgruppe (oben) als Funktion der Zeit. Die Struktur
ist stabil gegen Deprotonierung des Chromophors: Wird die
Simulation mit neutraler Schiff-Base und Carbonsédure gestar-
tet, so deprotoniert die Carboxylgruppe, und das Proton
bewegt sich anscheinend ohne Energiebarriere sofort zum
Stickstoff. 200 fs nach Start der MD-Simulation des voll-
standigen Komplexes (schwarz) wurden drei parallele Simu-
lationen gestartet. In der ersten war das Wassermolekiil
Wat2b entfernt (griin), in der zweiten Thr 94 (blau) und in der
dritten sowohl Wat2b als auch Thr 94 (rot). Der Einfluss des
Wassermolekiils auf die Stabilitdt des Komplexes ist praktisch
zu vernachlissigen; die Gegenwart von Thr 94 allein reicht fiir
die Protonierung des Chromophors aus. Das Wassermolekiil
allein reicht demgegeniiber nicht aus, um den Chromophor in
protoniertem Zustand zu halten: Das verbriickende Proton
schwingt mit groBen, irreguldren Amplituden. Dies und die
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Abbildung 2. MD-Simulation der in Abbildung 1 dargestellten Struktur
(schwarze Kurve) und nach Entfernen von Komponenten aus dem
komplexen Gegenion: Thr94 (blau), Wat2b (griin), Thr 94 4+ Wat2b
(rot). Aufgetragen sind der N-H*-Abstand und der O-H-Abstand, je
nachdem, welches der Zustand mit der kiirzeren Bindung zum Proton
ist. Pfeile und Strukturbilder entsprechen den unterschiedlichen Kom-
plexen und ihren Protonierungszustinden.

reduzierte Frequenz der Schwingungen belegt, dass die
Bindung zur Schiff-Base deutlich schwécher geworden ist.
Ohne Wat2b und Thr 94 deprotoniert der Chromophor sofort,
und das Proton wird um mehr als 0.6 A in Richtung des
Glutamatsauerstoffs verschoben.

Ausschlaggebend fiir die Beweglichkeit des Protons ist die
kurze Wasserstoffbriicke zwischen der Schiff-Base und dem
Gegenion, die zudem die Stdrke dieser Bindung verdeutlicht
(Abbildung 3). Der berechnete Abstand zwischen dem Carb-
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Abbildung 3. Nahbereich des Netzwerks aus Wasserstoffbriicken der
protonierten Retinal-Schiff-Base und des komplexen Gegenions. Links:
Aufsicht auf die Carboxylatgruppe von Glu113, rechts: Seitenansicht.
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oxylatsauerstoff und dem Stickstoff der Schiff-Base ist deut-
lich kleiner als die mittlere Lange einer NH---O-Wasserstoff-
briicke (2.74 A gemiB einer Suche in der CSD mit 306
Eintrigen)'¥ und an der unteren Grenze des entsprechen-
den Abstands in Histidin-Carboxylat-Komplexen.'"® AuBer-
dem ist die nahezu planare syn-Orientierung (Abweichung
von der COO~-Ebene 3°) optimal fiir eine Wasserstoffbriicke
zur Carboxylatgruppe.'”” Ohne Wechselwirkung, d.h. in
unendlicher Entfernung, ist das neutrale System Glutamin-
sdure/Schiff-Base um 86 kcalmol ™" stabiler als das geladene
Ionenpaar aus Glutamat und protonierter Schiff-Base. In der
Geometrie des optimierten Komplexes ist diese hohe Ener-
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giedifferenz auf 4.8 kcalmol ™! reduziert (B3LYP-6-311G**-
Rechnungen; entsprechende 6-311G**-Hartree-Fock-Rech-
nungen: 86.5 bzw. 4.6 kcalmol™). Fiir die Feineinstellung der
Wasserstoffbriicke sorgt die besondere Anordnung der ver-
bleibenden zwei Protonendonoren an der Bindungsstelle,
Wat2b und Thr94, die mit der protonierten Schiff-Base um
die freien Elektronenpaare des Carboxylatsauerstoffs kon-
kurrieren. Die Hydroxygruppe von Thr94 ist gegeniiber
Wat2b eindeutig im Vorteil, denn sie liegt mit 35° nédher an
der Ebene der Carboxylatgruppe als Wat2b (77°) und ist
somit angendhert anti-orientiert. Hierin unterscheidet sie sich
vom Wassermolekiil, dessen Zugang zu den freien Elektro-
nenpaaren der Carboxylatgruppe deutlich eingeschriankt ist.
Als Konsequenz ist die Wasserstoffbriicke, die Thr94 zum
Glutamat bildet, stirker und kiirzer und somit besser in der
Lage, die protonierte Schiff-Base zu stabilisieren, was auch in
den MD-Rechnungen zum Ausdruck kommt.

Die Regulierung des Protonierungszustands des Retinal-
chromophors ist von entscheidender Bedeutung fiir den
Sehvorgang. Protonierung iiberfiihrt die sechs lokalisierten
Doppelbindungen in ein delokalisiertes, hoch polarisierbares
ni-System, wie es fiir die Absorption bei langen Wellenldngen
und die Regulierung des Absorptionsmaximums durch die
Proteinumgebung erforderlich ist, wenn auch wahrscheinlich
nicht fiir die Effizienz der Photoisomerisierung."™® Anderer-
seits bildet die Deprotonierung des Chromophors nach der
Lichtabsorption die Voraussetzung dafiir, dass das Protein
den aktivierten Zustand erreicht.!"¥ Eine Deprotonierung der
Retinal-Schiff-Base wurde auch mit einer Herabsetzung der
Barriere der thermischen Isomerisierung des Chromophors in
Verbindung gebracht. Dies sollte zu einer Verstarkung des
Photorezeptorrauschens fithren,l'” ein Vorschlag, der von
anderer Seite jedoch infrage gestellt wurde.'® Dass der
korrekte Protonierungszustand der Schiff-Base bevorzugt
unter Beteiligung von Thr 94, und nicht von Wat2b eingestellt
wird, beruht moglicherweise darauf, dass die Aminosédure
rdumlich fixiert und deshalb leichter zu kontrollieren ist als
ein frei bewegliches Wassermolekiil. Der stabilisierende
Einfluss von Thr 94 auf die Bindungsstelle des Chromophors
ist im Zusammenhang mit Punktmutationen diskutiert
worden, die zu angeborener stationdrer Nachtblindheit
(CSNB) fithren.['”]
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