Chapter 6

Summary

In this work, the dynamicsof someelectron-transfeproteincomplexesinvolvedin photosyn-
thesiswereinvestigatedheoretically Proteinassociationelectron-transfepaths,protonation
probabilities,andthe similarity of isofunctionalproteinswere explored. For theseinvestiga-
tions, severalmethodsverenot only combined put alsofurtherdeveloped.

Thecouplingbetweertheelectronandprotontransferbetweerthequinonesn thebacterial
photosyntheticeactioncenterwasstudiedby a continuumelectrostatienethod(Rabensteiret
al., 1998b).Theexistentmethodwasextendedn two respectsNot only theprotonatiorbut also
theredoxstateof the quinonesvereconsidereqRabensteirgt al., 1998b)andconformational
variability wasallowedin thecalculation(Rabensteimt al., 1998a).Thetheoreticaframework
developedin this work allows to calculateprotonationand oxidationprobabilitiesof proteins
in dependencen pH andredoxpotentialof the solution. The enegy differencedbetweerthe
different statesof the reactioncenteroccurringduring the electrontransferand protonation
werecomputed.Theseenegy differencesccounfor possibleprotonatiorchange®f titratable
groupsduringthesereactions.Protonationprobabilitiesof titratablegroupswere obtainedby
a Monte Carlo calculation. In contrastto earlierstudies,atomicpartial chagesderived from
guantum-chemicatalculationswereused. The calculatedreactionenegiesarein agreement
with experimentalresults. Surprisingly the proton uptale by the reactioncenteris stronger
coupledto change®f theredoxstateof the quinoneghanto change®f their protonatiorstate.
Thus,the protonuptale by the reactioncenteroccurspredominantlybeforethe protonationof
Qs. Accordingto thesecomputationsthe reductionof Qg to the doubly-n@atve stateQé_
is in the reactioncenterenepetically even moreunfavorablethanin solution. Thereforejt is
suggesthat the secondelectrontransferfrom Qa to Qg occursafter Qg hasrecevedits first
proton. It wasfoundin thesecalculationsthatthe Q, Qg stateis more populatedat pH 7.5
thanthe Q, QgzH state. The low concentratiorof the Q, QzH statemay be the reasorwhy
the singly-protonateds could not be detectedspectroscopicallyThe calculationamply that
the first protonationof Qg is a prerequisitefor the secondelectrontransferbetweenQ, and
Qs. Therefore,a pH-dependencef the equilibrium betweerthe statesQ, Qs andQ, QzH
canalsoexplaintheexperimentallyobseredpH-dependencef theratefor theseconcelectron-
transferstep.Basedonthecalculatedeactionenegies,thefollowing sequencéor theelectron-
transferandprotonatiorreactionss proposed(1) first electrontransferfrom Qa to Qg, (2) first
protonatiorof Qg (atthedistaloxygencloseto SerL223),(3) seconcelectrontransferfrom Qa
to Qg, (4) secondorotonationof Qg (attheproximaloxygencloseto His L190).

The analysisof the associatiorof plastoganinandcytochromef wasdonein four steps
(Ullmannet al., 1997b). In thefirst step,Monte Carlo samplingwasusedto generatalocked
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complees. Molecularconfigurationghat hadrelatvely low enegieswere groupedtogether
into six familiesby aclusteralgorithm.In the secondstep,six configurationdaving thelowest
enepies,onefrom eachfamily, wereusedasstartingpointof amoleculardynamicssimulation.
Hydrationwasconsidereaxplicitly in thesesimulations.In thethird step,the following three
contributionsto the enepgy of binding were calculated:polarizationof waterby the proteins,
determinedrom numericakolutionsof the Poisson-Boltzmanequationnon-electrostati¢van
der Waalsand other)interactionsinvolving the proteinsandwater; andthe Coulombinterac-
tionswithin andbetweerthe proteinmoleculesTherelative associatiorenegy wascalculated
with athermodynamicycle. In thefourth step,relative electroniccouplingbetweerthecopper
andhemesitesin the six configurationsvasanalyzedandcomparedy the Pathways method.
The Pathways methodwas extendedto considerthe anisotroly of the copperligand interac-
tion (Ullmann & Kosti¢, 1995). The configurationhaving the mostefficient pathfor electron
tunnelingturnedoutto be notthe moststableconfiguration.

Thereareindicationghatthepossiblanteractiorbetweerlys65in cytochromef andTyr83
in plastoganin may involve the ammoniumgroup of the former andthe aromaticring of the
latter Thesesurprisinglystrongnon-co/alentinteractionsso-calledchageJtinteractionshave
recentlybeendiscoreredandareimportantfor moleculamrecognition.Modelingandstructural
optimizationof theseinteractionsare at the momentbeyond the stateof the artin molecular
mechanicshutthesestudiesshouldbecomepossiblewith improvedforcefields. A participation
of cationt systemthe electron-transfereactionbetweerplastoganinandcytochromef orin
the proton-transfereactionof cytochromef is discussed.The functionalimportanceof the
cationt systemis corroboratedy analyzingavailableamino-acidsequencesBecausd.ys65
is missingin all known cyanobacteriatytochromef sequences cationtinteractioncannot
occur between cytochromef andplastoganinfrom cyanobacteriabut may be formedwithin
cyanobacteriaplastoganinbetweerlyr83 andArg88.

The electron-transfereactionbetweencupriplastoganin andferrog/tochromef is fastin
thenon-cwalentcomplex andundetectablglow in thecovalentcomplec (Qin & Kosti€, 1993).
Thiscontrasis explainedby two alternatve models.First, theinitial orientationof plastoganin
after associations not the electron-transfeactive orientation. A reorientationis requiredin
orderto allow the electrontransfer Chemicalcrosslinkingpreventsthis reorientation. Second,
acationTtcomple isinvolvedin theelectron-transfereaction.Thechemicakrosslinkdestrys
this cationTtcomplex andtheelectrontransfercannotoccur A recentNMR studysupportghe
first model(Ubbinket al., 1998).

Theblue coppermroteinplastoganinandthe hemeproteincytochromecg differ in compo-
sition andin structure but performthe samefunctionin the photosyntheti@lectron-transport
chain. Thesetwo proteinsarecomparedn the basisof their electrostatipotentialsn orderto
understandhe structuralbasisof their functionalequivalence(Ullmannet al., 1997a).There-
centlydevelopedFaME algorithm(Hauswvald, 1998)wasappliedto superimpos@roteins.The
programFAME superimposesioleculesy optimizingthesimilarity of theirelectrostatigoten-
tialswith respecto therelative orientationof themoleculesacommonstratey in indirectdrug
design.On the basisof the FAME alignmentof plastoyaninandcytochromecs, the docking
andthe electron-transfereactionsof thesetwo proteinswith its physiologicalreactionpartner
cytochromef wereanalyzed.lt is thefirst time thatan algorithmcommonlyusedto superim-
posedrug moleculess appliedto proteins.Functionalanalogiedor individual aminoacidsin
possibleelectron-transfepathsin the interproteinredoxreactionsare proposed.Two surface
patchesn cytochromecg that may be involvedin electron-transfepathsareidentified. The
hydrophobigpatchwith the exposedhemeedgein cytochromecg may be functionally equva-
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lentto thehydrophobigatchwith His87in plastoganin,whereasrp63in cytochromecs may
be equivalentto Tyr83 in plastoganin. An aromaticaminoacid is presentat the position of
Trp63in all known cytochromecg sequenceslheelectroniccouplingbetweerthehemeor the
coppersite on the onesideandseveral potentiallyimportantamino-acidresidueson the other
is analyzedby the Pathways method. It wasproposedhat Lys65of cytochromef and Tyr83
of plastoganinform a cationTt systemthatis functionallyimportant. Interestingly a cationt
interactionmayalsobe presenbetweenlrp63andArg66within cytochromecs.

Ferredoxinand flavodoxin are two isofunctionalproteinsthat differ not only in structure
but alsoin size. Neverthelesghey performthe samephysiologicalfunction. Both molecules
are superimposedtby the FAME algorithmandtheir interactionwith their reactionpartnersis
discussed.Two superpositionsverefoundin which both moleculescompletelyoverlap. The
moleculesare, however, not concentricin thesesuperpositionswhich is in agreementvith
recentelectronmicroscopicstudieson photosystenh crosslinlkedto ferredoxinandflavodoxin.
Theresidueof ferredoxinandflavodoxinthatarepotentiallyimportantfor theinteractionwith
theirreactionpartnersarelisted.

The explored examplesemphasizehe importanceof electrostatidnteractionsin protein
associatiorandin proteinfunction. Severalinterpretation®f experimentalobsenationswere
proposedn the basisof the calculationgn this work. Theseinterpretationsanbe testedin
future experiments. Theoreticalinvestigationsnot only help experimentalisto interprettheir
resultsandguidethemto new experimentsput canalsoprovide new insightsinto the function
of proteins.

In my futurework, | amgoingto extendthemethodsappliedanddevelopedherein orderto
investigatethe bioenegetic reactions.Particularly, | aminterestedn the couplingof electron
andprotontransferreactions.This couplingis the basisfor mostbioenegetic processebnked
to membranes.In orderto study processesn membranesheoretically it is however neces-
saryto considerthe membranen electrostaticalculationsandit is requiredto includetypical
membranesffectssuchasmembrangotentialsandprotongradients.The theoreticabasisfor
consideringnembraneotentialsin electrostaticalculationss givenby Roux,1997.1 would
liketo combinetheelectrostatienethodsdescribedn Chapted with DensityFunctionalCalcu-
lationsto calculatedo pKj; valueof aminoacidsthatcoordinateo metalsin proteins.Another
interestingtopic is the searchof protontransferpathsin proteins. A methodsimilar to that
usedfor the searchof electron-transfepaths(Onuchicet al., 1992)describedn Chapter3 can
probablybeused.Also theunderstandingf thedockingof smallmoleculegsuchasquinones)
or proteins(suchascytochromec) to membrangproteinsandthe influenceof membranego-
tentialsontheseprocessess requiredto understandhe bioenegeticreactions.

Oncebiochemicakeactionsystemsareunderstoodtructurallyandfunctionally, the useof
methodghatdescribeenzymaticnetworks (Heinrich& Schusterl996)canhelpto getdeeper
insightsto interrelationshibetweernthe membersof biological reactionsystems.The knowl-
edgeof the structureof biomoleculeghat is available nowv andwill becomeavailablein the
future canalsohelp in understandindgarger biological entitiessuchasorganellesandcells. |
expectthat in nearfuture theoreticalapproachesn biological sciencewill getanimpactto
biology thatwill beashigh astheimpactof theoryin physicsin thepastandtoday
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Zusammenfassung

In dieserArbeit wurdedie Dynamikvon einigenElektronentransfeProteinlomplexen,die
ander Photosynthesbeteiligt sind, theoretischuntersucht.DabeiwurdenProteinassoziation,
ElektronentransfePfade, Protonierungsahrscheinlichiiten sawie die Ahnlichkeit isofunk-
tionalerProteinebetrachtet Fur dieseUntersuchungewurdennicht nur verschiedendletho-
denkombiniert,sonderrauchweiterentwiclelt.

Die Kopplungvon Elektronen-und Protonentransfeim bakteriellenphotosynthetischen
Reaktionszentrurwurdemit Hilfe einerkontinuumselektrostatischémfethodeuntersuch{Ra-
bensteiret al., 1998b). Eine existierendeMethodekonntein zweierleiHinsichterweitertwer-
den.Zum einenwurdennicht nur die Protonierungszughde sondermauchdie Redoxzusinde
der Chinonebeiiicksichtigt (Rabensteiret al., 1998b), und zum anderenwurde konforma-
tionelle Variabilitat in den BerechnungerzugelasseliRabensteiret al., 1998a). Der theore-
tischeHintergrundderMethodeerlaubtes,Protonierungsand Oxidationsvahrscheinlichkiten
von Proteinenin Abhangigleit von pH-Wert und Redoxpotentiabler Losungzu berechnen.
Die Enegiedifferenzenzwischenden verschiedeneiZustindendes Reaktionszentrumgjie
wahrendderElektronentransfeundProtonierungsreaktionewftretenwurdenberechnetDie-
se Enegiedifferenzenberticksichtigerauch,dal’sich ProtonierungetitrierbarerGruppenan-
dernkonnen. Die Protonierungsahrscheinlich&itentitrierbarer Gruppenwurdenmit Hilfe
von Monte-Carlo-Rechnungdrestimmt.Im Gegensatzu vorhegehenderRechnungenvur-
denatomarePartialladungerverwendetdie ausquantenchemischdderechnungemabgeleitet
wurden.Die berechneteReaktionsengienstimmenmit experimentellerDateniiberein.Uber-
raschenderweisst die ProtonenaufnahnaurchdasReaktionszentrursiarker andie Anderung
der Redoxzusindeder Chinonegekoppeltals an derenProtonierungszustanaéisderung.Das
heil3t: Die ProtonenaufnahmeéurchdasReaktionszentrurarfolgt, bevor Qg protoniertwird.
DiesenBerechnungeaufolgeist die Reduktionvon Q5 zum doppelt-ngativen ZustandQz -
im Reaktionszentrunsogarwenigervorteilhaft alsin Losung. Deshalbwird vorgeschlagen,
dal3 der zweite Elektronentransfevon Q, nach Qg erfolgt, nachdemQg sein erstesElek-
tron erhaltenhat. In diesenBerechnungenvurde festgestellt,dal der ZustandQ, Qg™ bei
pH 7.5 starker populiertist als der ZustandQ, QgH. Die niederigeKonzentrationdesZus-
tandesQ, QgzH kannder Grund dafur sein, daf3daseinfach protonierteQg spektroskpisch
nicht detektiertwerdenkonnte. Aus denBerechnungekRkannmanschlul3folgerndafidie erste
Protonierungron Q5 eineVoraussetzuntir denzweitenElektronentransfezwischenQ, und
Qg. Deshalbkanndie pH-Abhangigleit desGleichgavichteszwischenQ, Qg und Q, QgH
auchdie experimentellbeobachtetpH-Abhangigleit der RatedeszweitenElektronentransfer
schritteserklaren. Basierendauf denberechnetefReaktionsengien, wird folgendeSequenz
fur die Elektronentransferund Protonierungsreaktionamrgeschlagen(l) ersterElektronen-
transfevon Qa nachQg, (2) ersteProtonierungon Qg (amdistalenSauerstdfnaheSerL223),
(3) zweiterEletronentransferon Qx nachQg, (4) zweiteProtonierungzon Qg (amproximalen
SauerstdfnaheHis L190).

Die UntersuchunglerAssozitationvon PlastoganinundCytochromf wurdein vier Schrit-
tendurchgetihrt(Ullmannet al., 1997b).Im erstenSchrittwurdeeineMonte-Carlo-Simulation
benutzt,um gedockteKomplexe zu generierenDie molekularerKonfigurationendie einere-
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lativ niedrigeEnegie habenwurdendurcheinenClusterAlgorithmusin sechg=amilienzusam-
mengeélt. Im zweitenSchrittwurdendie Konfigurationermit der niedrigsterEnegie ausje-
demdersech<Clusterals StartstruktueinerMolekulardynamik-SimulatiomerwendetWasser
wurde in den Simulationenexplizit bericksichtigt. Im dritten Schritt wurdendie folgenden
drei Beitrage zur Bindungsenagie berechnet:die Veranderungder PolarisationdesWassers
durch die Komplexbildung; nicht-elektrostatisch&/echsalirkung der Proteinemit Wasser;
und die Coulomb-Wechselirkung innerhalbund zwischenden Proteinmolekilen. Die rela-
tive Bindungseneggie wurdemit Hilfe einesthermodynamischenyklus berechnetlm vierten
Schritt wurde die relative elektronischeKopplungzwischendem Kupferatomund der Ham-
Gruppein densechsKonfigurationermit Hilfe der Pathways-Methode(Onuchicet al., 1992)
analysiertund verglichen. Die Pathways-Methodewurde erweitert,um die Anisotropieder
KupferLiganden-Véchselirkung zu bericksichtigen(Ullmann & Kosti¢, 1995). Die Konfi-
gurationmit demeffizientesterEletronentransferpfl ist jedochnicht die stabilsteKonfigura-
tion in denBerechnungen.

Esgibt Anzeichendal3eineWechselirkung der Aminogruppevon Lys65in Cytochromf
mit demaromatischerRing von Tyr83 in Plastoganin moglich ist. Solchestarlen nichtko-
valentenWechselirkungen,sogenannt&ationenitWechselirkungen,wurdenkirzlich ent-
decktund sind fur molekulareErkennungsmechanismeavichtig. Die Modellierungund die
strukturelleOptimierungdieserWechselirkung geht tiber derzeitig verwendeteKraftfelder
hinaus. Aber dieseUntersuchungemwerdenmit verbesserteKraftfeldernmaoglich sein. Die
BeteiligungdesKation-r-Komplexesander ElektronentransferreaktiawischenPlastoganin
und Cytochromf oderander Protonentransferreaktioron Cytochromf wird diskutiert. Die
funktionelle BedeutungdesKation-rT-Komplexeswird untersiitzt durchdie Analysevorhan-
denerSequenzerDalLys65in allenbekanntertyanobakterielletsequenzemon Cytochromf
fehlt, kannsich der Kation-T-Komplex nicht zwischenCytochromf und Plastoganinbilden,
aberer kanninnerhalbvon PlastoganinzwischenTyr83 und Arg88gebildetwerden.

Die ElektronentransferreaktiawischerPlastoganinundCytochromf ist schnellim nicht-
kovalenterKomplex undnicht mef3batangsamm kovalenterKomplex (Qin & Kostic, 1993).
Diese Beobachtungkann mit zwei alternatven Modellen erklart werden. Erstens,die an-
fanglicheOrientierungnachderAssoziationst nichtdie elektronentransferakt Orientierung.
Eine Umlagerungist fur die Eletronentransferreaktioarforderlich. Zweitens,ein Kation-me-
Komplex ist an der Elektronentransferreaktidmeteiligt. Die kovalenteBindungzersbrt den
Kation-r-Komplex, und der Eletronentransfekann nicht stattfinden. Eine NMR-Studie un-
terstitzt dasersteModell (Ubbink et al., 1998).

DasblaueKupferproteinPlastoganin und dasHam-ProteinCytochromcg unterscheiden
sichin Zusammensetzungnd Struktur aberkdonnendie gleicheFunktionin derphotosyntheti-
schenElektronentransfedtteaudiben. DiesebeidenProteinewurdenauf der Grundlagehrer
elektrostatischeRotentialeverglichen,umdie strukturelleBasisihrerfunktionellenEquivalenz
zuversteherfUllmannet al., 1997a).Der kurzlich entwickelte FAME-Algorithmus(Hausvald,
1998)wurde verwendetum beide Proteinezu tiberlagern.Das ProgrammFAME Uberlagert
Molekule,indemesdie Ahnlichkeit derelektrostatischeRotentialébeiderProteinehinsichtlich
ihrer relativen Orientierungoptimiert. Dasist eineuiblicheMethodeim Indirekt-Drug-Design.
Auf Grundlageder Fame-Uberlagerungervon Plastoganin und Cytochromcg wurde das
Dockingunddie ElektronentransferreaktiaieserbeidenProteinemit inrem physiologischen
PartnerCytochromf analysiert.Esist dasersteMal, dal3ein Algorithmus,der tiblicherweise
zur Uberlagerungkleiner Molekille verwendetwird, auf Proteineangevendetwird. Funk-
tionelle Analogienwerdenfr individuelle Aminosaurenin moglicheElektronentransferpfien
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vorgeschlagenZwei Oberfchenrgionen,die moglicherweisean Elektronentransferreaktio-
nenbeteiligtsind,werdenvorgeschlagenDie hydrophobdRegion mit demexponierterHamin
Cytochromcg kdnnteequivalentzu der hydrophoberRegion mit His87 in Plastoganin sein,
und Trp63in Cytochromcg ist moglicherweiseequivalentzu Tyr83 in Plastoganin. Eine
aromatischeAminosaurean der Stelle von Trp63ist in allen bekannterSequenzewon Cy-
tochromcg vorhanden. Die elektronischeKopplungzwischendem Ham oder dem Kupfer
auf der einenSeiteund verschiedenepotentiellwichtigen Aminosarenauf der andererSeite
wurdemit Hilfe desPathways-ModellsuntersuchtEswurdevorgeschlagendjal3Lys65in Cy-
tochromf und Tyr83 in Plastoganin einenfunktionell wichtigenKation-r-Komplex bilden.
Interessanterweidannein Kation-r-Komplex auchzwischenlrp63und Arg66innerhalbvon
Cytochromcg gebildetwerden.

Ferredoxinund Flavodoxin sind zwei isofunktionaleProteine,die sich nicht nur in ihrer
Struktur sondernauchin ihrer Grof3e unterscheiden.Nichtsdestotrotzrfullen sie dieselbe
physiologischd-unktion. Beide Proteinewerdenmit Hilfe desFAME-Algorithmusiiberlagert,
undihre Wechsalvirkung mit ihren Reaktionspartnerwird diskutiert. Zwei Uberlagerungen,
in denenbeideMolekille komplettiberlappenwurdengefunden. Die Molekile sind jedoch
nicht konzentrischin diesenUberlagerungen.DiesesErgebnisist in Einklang mit elektro-
nenmikroskpischerStudienankovalenterKomplexenvon Photosystenh mit Ferredoxinund
Flavodoxin(Muhlenhof et al., 1996a;Lelonget al., 1996). Die Restedie eventuellvon funk-
tionellerBedeutungsind,werdenaufgefihrt.

Die untersuchterBeispieleunterstreicherdie Wichtigkeit der elektrostatischeiVechsel-
wirkung bei derProteinassoziationnd der Proteinfunktion.Verschiedenénterpretationerex-
perimentellbeobachteteErgebnissevurdenauf der Grundlageder Berechnungein dieser
Arbeit vorgeschlagen.Diese Interpretationerkdnnenin zukiinftigen Experimentergetestet
werden. TheoretischdJntersuchungehelfennicht nur Experimentatorenhre Ergebnissezu
interpretiererundsie zu neuenExperimenterzu fihren,sonderrkdonnenauchneueEinsichten
in die Funktionvon Proteinergewahren.

In meiner zukiinftigen Arbeit mochteich die Methoden,die ich wahrendmeiner Dok-
torarbeitentwickelt und angevendethabe,erweitern,um bioenegetischeReaktionernzu un-
tersuchenBesonderdin ich anderKopplungvon Elektronen-und Protonentransferreaktionen
interessiert.DieseKopplungist die Grundlagefur die meistenbioenegetischerReaktionen,
die anMembranerstattfinden.Um Prozessean Membraneruntersuchezu konnen,ist esje-
dochnotwendig,die Membranin denelektrostatischeRechnungerzu bericksichtigenund
esist erforderlich,typischeMembranefekte, wie Membranpotentialind Protonengradienten,
zu bericksichtigen Die theoretisché&rundlagetir die Berticksichtigungron Membranpoten-
tialenin elektrostatischeRechnungemvurdenvon Roux,1997gelegt. Ich mochtedie elektro-
statischerMethodendie in Kapitel4 beschriebesind, mit Dichte-Funktional-Methodekom-
binieren,um die pK; von Aminosauren die an Metalle gelundensind, zu berechnenEin wei-
teresinteressanteGebietist die Suchevon Protonentransferptienin ProteinenEineMethode
analogzu der, die zur Suchevon Elektronentransferpflenangevendetetwird (Onuchicet al.,
1992) kanndazuverwendetverden.DerProtonentransfaturchWasserstdbriickenbindungen
kannjedochnicht in zwei Richtungenrerfolgen. Auch dasVerstindnisdesDockingskleiner
Molekule (wie z.B. der Chinone)oderProteine(wie z.B. Cytochromc) an Membranproteine
ist fur dasVerstindnisbioenegetischeiReaktionemotwendig.

Wenn die biochemischerReaktionssystemstrukturell verstandersind, konnenMetho-
denzum BeschreiberenzymatischeNetzwerle (Heinrich & Schuster1996) helfen,um ein
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bessere¥erstindnisder Wechselbeziehunger Komponenterder biologischenReaktionssy-
stemezu erhalten DasWissenuberdie StrukturderBiomolekille, dasjetzt verfugbarist undin

Zukunft verfugbarseinwird, kannauchhelfen,grof3erebiologischeEinheitenwie Organellen
oderZellenzu verstehenlch erwarte,dal3in naherZukunfttheoretischdetrachtungeim den
biologischenWissenschaftereine ahnlichgroReRolle spielenwerdenwie die Theoriein der

Physikin derVergangenheiundheute.
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