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I n  o u r  l e ct u r e s  w e  fi r st  d e s c ri b e  t h e  hi st o r y  a n d  m et h o d s  of  m e m b r a n e

p r ot ei n c r y st alli z ati o n, b ef o r e w e s h o w h o w t h e st r u ct u r e of t h e p h ot o s y n-

t h eti c  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m  t h e  p u r pl e  b a ct e ri u m R h o d o p s e u d o m m a s  vi ri di s

w a s s ol v e d. T h e n t h e st r u ct u r e of t hi s m e m b r a n e p r ot ei n c o m pl e x i s c o r r e-

l at e d wit h it s f u n cti o n a s a li g ht- d ri v e n el e ct r o n p u m p a c r o s s t h e p h ot o s y n-

t h eti c  m e m b r a n e.  Fi n all y,  w e  d r a w  c o n cl u si o n s  o n  t h e  st r u ct u r e  of  t h e

p h ot o s y st e m  II  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m  pl a nt s  a n d  di s c u s s  t h e  a s p e ct s  of

m e m b r a n e  p r ot ei n  st r u ct u r e.  P a r a g r a p h s  1  ( c r y st alli z ati o n),  4  ( c o n cl u si o n s

o n  t h e  st r u ct u r e  of  p h ot o s y st e m  II  r e a cti o n  c e nt r e  a n d  e v ol uti o n a r y  a s-

p e ct s)  a n d  5  ( a s p e ct s  of  m e m b r a n e  p r ot ei n  st r u ct u r e)  w e r e  p r e s e nt e d  a n d

w ritt e n  b y  H.  M.,  p a r a g r a p h s  2  ( d et e r mi n ati o n  of  t h e  st r u ct u r e)  a n d  3

( st r u ct u r e a n d f u n cti o n) b y J. D. W e a r r a n g e d t h e m a n u s c ri pt i n t hi s w a y i n

o r d e r t o f a cilit at e c o nti n u o u s r e a di n g.

1.  T H E  C R Y S T A L LI Z A TI O N

1. 1. T h e  b a c k g r o u n d

A s  i n  m a n y  i n st a n c e s  of  n e w  s ci e ntifi c  d e v el o p m e nt s  a n d  t e c h ni c al  i n v e n-

ti o n s  a n  a c ci d e nt al  o b s e r v ati o n  c a u s e d  t h e  b e gi n ni n g  of  t h e  e x p e ri m e nt s,

w hi c h ulti m at el y r e s ult e d i n t h e el u ci d ati o n of t h e t h r e e- di m e n si o n al st r u c-

t u r e of a p h ot o s y nt h eti c r e a cti o n c e nt r e. T hi s i niti ati n g o b s e r v ati o n w a s t h e

f o r m ati o n of s oli d, m o st li k el y gl a s s-li k e a g g r e g at e s i n A u g u st 1 9 7 8, w h e n

b a ct e ri o r h o d o p si n d eli pi d at e d a c c o r di n g t o H a p p e a n d O v e r at h ( 1 9 7 6) w a s

st o r e d  i n  t h e  f r e e z e r.  T h e s e  a g g r e g at e s  a r e  s h o w n  i n Fi g ure  1 a. F r o m  t h e r e

o n I w a s c o n vi n c e d t h at it s h o ul d b e p o s si bl e n ot o nl y t o o bt ai n t h e s e s oli d

b o di e s  b ut  al s o  t o  p r o d u c e  t h r e e- di m e n si o n al  c r y st al s.  T h e  a v ail a bilit y  of

w ell- o r d e r e d t h r e e- di m e n si o n al c r y st al s i s t h e p r e r e q ui sit e f o r a hi g h r e s ol u-

ti o n X- r a y c r y st all o g r a p hi c a n al y si s, w hi c h - d e s pit e t h e p r o g r e s s m a d e b y
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Fi g u r e 1: O pti c al mi c r o g r a p h s s h o wi n g c r y st al s a n d a g g r e g at e s of b a ct e ri o r h o d o p si n a n d t h e

p h ot o s y nt h eti c  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m R h o d o p s e u d o m o n a s  vi ri di s: ( A)  “ gl a s s-li k e ”  a g g r e g at e s  of

b a ct e ri o r h o d o p si n  o bt ai n e d  aft e r  f r e e zi n g  of  d eli pi d at e d  b a ct e ri o r h o d o p si n;  ( B)  r oll e d  u p

s h e et s  of  t h e  t w o- di m e n si o n all y  cr y st alli n e  ort h or h o m bi c  f or m  of  p ur pl e  m e m br a n e  (t a k e n  fr o m

Mi c h el et al., 1 9 8 0); ( C) n e e dl e-li k e c r y st al s of b a ct e ri o r h o d o p si n o bt ai n e d wit h s o di u m p h o s-

p h at e  a s  p r e ci pit a nt;  ( D)  c u b e-li k e  c r y st al s  of  b a ct e ri o r h o d o p si n  o bt ai n e d  wit h  a m m o ni u m

s ul p h at e  a s  p r e ci pit a nt;  ( E)  fil a m e nt o u s  a g g r e g at e s  of  b a ct e ri o r h o d o p si n  a n d  a  f e w  c u b e s

( a r r o w s)  o bt ai n e d  wit h  a m m o ni u m  s ul p h at e  a s  p r e ci pit a nt  (t a k e n  f r o m  Mi c h el,  1 9 8 2 a);  ( F)

h e x a g o n al  c ol u m n s  of  b a ct e ri o r h o d o p si n  o bt ai n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  of  3 %  h e pt a n e- 1, 2, 3-t ri ol

wit h a m m o ni u m s ul p h at e a s p r e ci pit a nt; ( G) st a r-li k e r e a cti o n c e nt r e c r y st al s o bt ai n e d wit hi n

t w o  d a y s  ( st a rti n g  c o n diti o n s:  1  m g  p r ot ei n / ml,  3 %  h e pt a n e- 1, 2, 3-t ri ol,  1. 5  M  a m m o ni u m

s ul p h at e) b y v a p o r diff u si o n a g ai n st 3 M a m m o ni u m s ulf at e (t a k e n f r o m Mi c h el, 1 9 8 2 b); ( H)

t et r a g o n al c r y st al s of t h e r e a cti o n c e nt r e o bt ai n e d wit hi n t h r e e w e e k s ( st a rti n g c o n diti o n s a s

u n d e r G) b y v a p o r diff u si o n a g ai n st 2. 4 M a m m o ni u m s ulf at e (t a k e n f r o m Mi c h el, 1 9 8 2 b). T h e

b ar  i n di c at e s  0. 1  m m  i n  all  p h ot o gr a p h s.
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H e n d e r s o n  a n d  U n wi n  ( 1 9 7 5)  wit h  el e ct r o n  mi c r o s c o p y  a n d  el e ct r o n  dif-

f r a cti o n  o n  b a ct e ri o r h o d o p si n  -  w a s  a n d  still  i s  t h e  o nl y  w a y  t o  o bt ai n

d et ail e d st r u ct u r al k n o wl e d g e of l a r g e bi ol o gi c al m a c r o m ol e c ul e s.

I w a s w o r ki n g at t h e U ni v e r sit y of W ü r z b u r g a s a p o st- d o c i n D. O e st e r-

h elt’ s  l a b,  w h o  i n  c oll a b o r ati o n  wit h  W alt e r  St o e c k e ni u s  h a d  di s c o v e r e d

b a ct e ri o r h o d o p si n  ( O e st e r h elt  a n d  St o e c k e ni u s,  1 9 7 1)  a n d  w a s  l at e r  t h e

fi r st  t o  p r o p o s e  it s  f u n cti o n  ( O e st e r h elt,  1 9 7 2).  M y  i nt e nti o n  t o  t r y  t o

p r o d u c e  w ell- o r d e r e d  t h r e e- di m e n si o n al  c r y st al s  of  b a ct e ri o r h o d o p si n  r e-

c ei v e d hi s i m m e di at e s u p p o rt. It t u r n e d o ut t h at h e al r e a d y t ri e d t o c r y st al-

li z e a m o difi e d f o r m of b a ct e ri o r h o d o p si n i n o r g a ni c s ol v e nt s.

B a ct e ri o r h o d o p si n,  t h e  p r ot ei n  c o m p o n e nt  of  t h e  s o- c all e d  p u r pl e  m e m-

b r a n e  r e s e m bl e s  t h e  vi s u al  pi g m e nt  r h o d o p si n  a n d  a ct s  a s  a  li g ht  e n e r g y

c o n v e rti n g s y st e m. It i s p a rt of a si m pl e “ p h ot o s y nt h eti c ” s y st e m i n h al o b a c-

t e ri a.  It  i s  a n  i nt e g r al  m e m b r a n e  p r ot ei n,  w hi c h  f o r m s  t w o- di m e n si o n al

c r y st al s  i n  t h e  s o  c all e d  p u r pl e  m e m b r a n e.  At  t h at  ti m e  t h e  g e n e r al  b eli ef

w a s  t h at  it  w a s  i m p o s si bl e  t o  c r y st alli z e  m e m b r a n e  p r ot ei n s.  Wit h  t h e

e x c e pti o n  of  b a ct e ri o r h o d o p si n  t h e r e  w a s  n o  i nf o r m ati o n  a b o ut  t h e  t h r e e-

di m e n si o n al  st r u ct u r e  of  m e m b r a n e  p r ot ei n s,  w hi c h  mi g ht  h a v e  h el p e d  t o

u n d e r st a n d  t h ei r  v a ri o u s  f u n cti o n s,  e. g.  a s  c a r ri e r s,  e n e r g y  c o n v e rt e r s,

r e c e pt o r s  o r  c h a n n el s.

T h e fi r st att e m pt s w e r e t o d e c r e a s e t h e n e g ati v e s u rf a c e c h a r g e of p u r pl e

m e m b r a n e b y a d diti o n of l o n g c h ai n a mi n e s a n d t o a d d s o m e T rit o n X 1 0 0, a

d et e r g e nt, i n o r d e r t o all o w r e a r r a n g e m e nt s of t h e b a ct e ri o r h o d o p si n m ol e-

c ul e s, w hi c h w e r e p a rtl y s ol u bili z e d b y t h e d et e r g e nt. T hi s p r o c e d u r e m a y

b e  a  w a y  t o  o bt ai n  t h e  t y p e  I  cr y st al s  d e s cri b e d  b el o w.  Wit hi n  f o ur  w e e k s  t h e

“ n e e dl e s ” p r e s e nt e d i n Fi g u r e 1 b w e r e o bt ai n e d. El e ct r o n mi c r o s c o pi c st u d-

i e s  d o n e  i n  c oll a b o r ati o n  wit h  Ri c h a r d  H e n d e r s o n  i n  C a m b ri d g e  s h o w e d

t h at  t h e  “ n e e dl e s ”  w e r e  a  n e w  t w o- di m e n si o n all y  c r y st alli n e  m e m b r a n e

f o r m  of  b a ct e ri o r h o d o p si n.  I n  t hi s  n e w  f o r m  t h e  m e m b r a n e s  a r e  r oll e d  u p

li k e t o b a c c o l e a v e s i n a ci g a r ( Mi c h el et al., 1 9 8 0).

1. 2. A  m o r e  s y st e m ati c  a p p r o a c h

B a s e d  o n  t h e  p r o p e rti e s  of  m e m b r a n e  p r ot ei n s,  a  n e w  st r at e g y  w a s  d e v el-

o p e d ( Mi c h el, 1 9 8 3). M e m b r a n e p r ot ei n s a r e e m b e d d e d i nt o t h e el e ct ri c all y

i n s ul ati n g  li pi d  bil a y e r s.  T h e  diffi c ulti e s  i n  h a n dli n g  m e m b r a n e  p r ot ei n s

r e si d e i n t h e a m p hi p at hi c n at u r e of t h ei r s u rf a c e. T h e y p o s s e s s a h y d r o p h o-

bi c  s u rf a c e  w h e r e  i n  t h e  m e m b r a n e  t h e y  a r e  i n  c o nt a ct  wit h  t h e  al k a n e

c h ai n s of t h e li pi d s a n d t h e y h a v e a p ol a r s u rf a c e w h e r e t h e y a r e i n c o nt a ct

wit h t h e a q u e o u s p h a s e s o n b ot h si d e s of t h e m e m b r a n e a n d t h e p ol a r h e a d-

g r o u p s  of  t h e  li pi d s  ( s e e  fi g.  2).  A s  a  r e s ult,  m e m b r a n e  p r ot ei n s  a r e  n ot

s ol u bl e i n a q u e o u s b uff e r s o r i n o r g a ni c s ol v e nt s of l o w di el e ct ri c c o n st a nt.

I n  o r d e r  t o  s ol u bili z e  m e m b r a n e  p r ot ei n s  o n e  h a s  t o  a d d  d et e r g e nt s.
D et e r g e nt s a r e a m p hi p hili c m ol e c ul e s w hi c h f o r m mi c ell e s a b o v e a c e rt ai n

c o n c e nt r ati o n,  t h e  s o- c all e d  c riti c al  mi c ell a r  c o n c e nt r ati o n.  T h e  d et e r g e nt

mi c ell e s t a k e u p t h e m e m b r a n e p r ot ei n s a n d s hi el d t h e h y d r o p h o bi c s u rf a c e

p a rt s  of  t h e  m e m b r a n e  p r ot ei n  f r o m  c o nt a ct  wit h  w at e r.  A  s c h e m ati c
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Fi g u r e 2: S c h e m ati c d r a wi n g of a bi ol o gi c al m e m b r a n e (t o p) c o n si sti n g of a li pi d bil a y e r a n d

m e m b r a n e p r ot ei n s e m b e d d e d i nt o it, a n d it s s ol u bili z ati o n b y d et e r g e nt s ( b ott o m). T h e p ol a r

p a rt  of  t h e  m e m b r a n e  p r ot ei n  s u rf a c e  i s  i n di c at e d  b y  b r o k e n  li n e s,  ( m o difi e d  aft e r  Mi c h el,

1 9 8 3).

dr a wi n g  of  a  bi ol o gi c al  m e m br a n e  a n d  it s  s ol u bili z ati o n  wit h  d et er g e nt s  i s

s h o w n  a s  Fi g ur e  2.  T h e  m e m br a n e  pr ot ei n  i n  t h e  d et er g e nt  mi c ell e  t h e n  h a s

t o  b e  p urifi e d  b y  t h e  v ari o u s  c hr o m at o gr a p hi c  pr o c e d ur e s.

O n c e t h e pr ot ei n h a s b e e n i s ol at e d a n d i s a v ail a bl e i n l ar g e q u a ntiti e s, o n e

c a n  tr y  t o  cr y st alli z e  it.  F or  m e m br a n e  pr ot ei n s,  w hi c h  ar e  m er el y  a n c h or e d

i n  t h e  m e m br a n e,  t h e  m o st  pr o mi si n g  a p pr o a c h  i s  t o  r e m o v e  t h e  m e m br a n e

a n c h or  b y  pr ot e a s e s  or  t o  u s e  g e n eti c all y  m o difi e d  m at eri al  w h er e  t h e  p art

of t h e g e n e c o di n g f o r t h e m e m b r a n e a n c h o r h a s b e e n d el et e d. At p r e s e nt

t h e r e a r e al r e a d y f o u r e x a m pl e s w h e r e t h e st r u ct u r e s of t h e h y d r o p hili c

d o m ai n s  h a v e  b e e n  r e p ort e d  at  hi g h  r e s ol uti o n:  c yt o c hr o m e  b 5 ( M at h e w s  et
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al., 1 9 7 2), h a e m a g gl uti ni n ( Wil s o n et al., 1 9 8 1) a n d n e u r a mi ni d a s e ( V a r g h-

e s e et al., 1 9 8 3) f r o m i nfl u e n z a vi r u s, a n d t h e h u m a n cl a s s I hi st o c o m p ati bil-

it y a nti g e n, H L A- A 2 ( Bj o r k m a n et al., 1 9 8 7). F o r r e all y i nt e g r al m e m b r a n e

p r ot ei n s,  t w o  p o s si biliti e s  e xi st  t o  a r r a n g e  t h e m  i n  t h e  f o r m  of  t r u e  t h r e e-

di m e n si o n al  cr y st al s:

I)  O n e  c o ul d  t hi n k  t o  f o r m  st a c k s  of  t w o- di m e n si o n al  c r y st al s  of  m e m-

b r a n e p r ot ei n s. I n t h e t hi r d di m e n si o n t h e t w o- di m e n si o n al c r y st al s m u st b e

o r d e r e d  wit h  r e s p e ct  t o  t r a n sl ati o n,  r ot ati o n  a n d  u p  a n d  d o w n  o ri e nt ati o n

d u ri n g  o r  aft e r  t h ei r  f o r m ati o n. I n  m o st  c a s e s  t h e  li pi d s  mi g ht  still  b e

p r e s e nt  i n  t h e  f o r m  of  bil a y e r s  a n d  c o m p e n s at e  t h e  h y d r o p h o bi cit y  of  t h e

i nt r a m e m b r a n o u s  p r ot ei n  s u rf a c e. H y d r o p h o bi c  a n d  p ol a r  i nt e r a cti o n s

w o ul d st a bili z e t h e c r y st al s i n t h e m e m b r a n e pl a n e s, w h e r e a s p ol a r i nt e r a c-

ti o n s w o ul d d o mi n at e i n t h e t hi r d di m e n si o n. I n a r e a s o n a bl e c r y st alli z ati o n

p r o c e d u r e o n e w o ul d h a v e t o i n c r e a s e b ot h t y p e s of i nt e r a cti o n at t h e s a m e

ti m e. T hi s s e e m s t o b e diffi c ult t o a c hi e v e.

II)  T h e  alt e r n ati v e  i s  t o  c r y st alli z e  t h e  m e m b r a n e  p r ot ei n s  wit hi n  t h e

d et e r g e nt  mi c ell e s.  T h e  c r y st al  l atti c e  will  b e  f o r m e d  b y  t h e  m e m b r a n e

p r ot ei n s  vi a  p ol a r  i nt e r a cti o n s  b et w e e n  p ol a r  s u rf a c e  p a rt s.  Fi g u r e  3  ( b ot-

t o m)  s h o w s  o n e  e x a m pl e  of  s u c h  a  c r y st al.  It  i s  i m m e di at el y  cl e a r  t h at

m e m b r a n e p r ot ei n s wit h l a r g e e xt r a m e m b r a n o u s d o m ai n s s h o ul d f o r m t hi s

t y p e of c r y st al m u c h e a si e r t h a n t h o s e wit h s m all p ol a r d o m ai n s. T h e si z e of

t h e  d et e r g e nt  mi c ell e  pl a y s  a  c r u ci al  r ol e.  A  l a r g e  d et e r g e nt  mi c ell e  mi g ht

p r e v e nt  t h e  r e q ui r e d  cl o s e  c o nt a ct  b et w e e n  t h e  p ol a r  s u rf a c e  d o m ai n s  of

t h e m e m b r a n e p r ot ei n s. O n e w a y t o a c hi e v e a s m all d et e r g e nt mi c ell e i s t o

u s e  s m all  li n e a r  d et e r g e nt s  li k e  o ct yl gl u c o p y r a n o si d e.  H o w e v e r,  a  g e n e r al

e x p e ri e n c e of m e m b r a n e bi o c h e mi st s i s t h at m e m b r a n e p r ot ei n s i n mi c ell e s

f o r m e d  b y  a  d et e r g e nt  wit h  a  s h o rt  al k yl  c h ai n  a r e  n ot  v e r y  st a bl e.  A n

i n c r e a s e of t h e al k yl c h ai n l e n gt h b y o n e m et h yl e n e g r o u p f r e q u e ntl y l e a d s

t o a n i n c r e a s e of t h e st a bilit y b y a f a ct o r of t w o t o t h r e e. O n e t h e r ef o r e h a s

t o fi n d a c o m p r o mi s e.

T h e a d v a nt a g e of t h e t y p e II c r y st al s i s t h at b a si c all y t h e s a m e p r o c e d u r e s

t o i n d u c e s u p e r s at u r ati o n of t h e m e m b r a n e p r ot ei n s ol uti o n c a n b e u s e d a s

f o r s ol u bl e p r ot ei n s, n a m el y v a p o r diff u si o n o r di al y si s wit h s alt s o r p ol y-

m e r s li k e p ol y et h yl e n e gl y c ol a s p r e ci pit ati n g a g e nt s. A s a s e ri o u s c o m pli c a-

ti o n  c a u s e d  b y  t h e  d et e r g e nt s  f r e q u e ntl y  a  vi s c o u s  d et e r g e nt  p h a s e  i s

f o r m e d, w hi c h s e e m s t o c o n si st of p r e ci pit at e d d et e r g e nt mi c ell e s ( s e e e. g.

Z ul a uf  et  al.,  1 9 8 5).  M e m b r a n e  p r ot ei n s  a r e  e n ri c h e d  i n  t h e  d et e r g e nt

p h a s e,  a n d  f r e q u e ntl y  u n d e r g o  d e n at u r ati o n.  I n  s e v e r al  e x a m pl e s,  c r y st al s

w hi c h  w er e  alr e a d y  f or m e d  ar e  r e di s s ol v e d.

B a ct e ri o r h o d o p si n,  s ol u bili z e d  i n  o ct yl gl u c o p y r a n o si d e,  f o r m s  n e e dl e-

li k e c r y st al s ( Fi g ure 1 c ) w h e n p h o s p h at e i s u s e d a s p r e ci pit a nt ( Fi g ure 1 c) a n d

c u b e s w h e n a m m o ni u m s ul p h at e ( Fi g ure, 1 d ) i s u s e d ( Mi c h el a n d O e st e r h elt,

1 9 8 0). T h e c u b e s a r e n ot t h e m o st st a bl e m at e ri al, a n d a c o n v e r si o n i nt o a

h ai r y, t h r e a d-li k e m at e ri al ( Fi g u r e 1 e ) i s f o u n d aft e r s e v e r al w e e k s ( Mi c h el,

1 9 8 2 a).  I n  t hi s  h ai r y  m at e ri al  b a ct e ri o r h o d o p si n  p r o b a bl y  f o r m s  m e m-

br a n e s  a g ai n.
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Fi g u r e  3:  T h e  t w o  b a si c  t y p e s  of  m e m b r a n e  p r ot ei n  c r y st al s.  T y p e  I:  st a c k s  of  m e m b r a n e s

c o nt ai ni n g t w o- di m e n si o n all y c r y st alli n e m e m b r a n e p r ot ei n s, w hi c h  a r e  t h e n  o r d e r e d  i n  t h e

t hi r d  di m e n si o n.  T y p e  II:  A  m e m b r a n e  p r ot ei n  c r y st alli z e d  wit h  d et e r g e nt s  b o u n d  t o  it s

h y d r o p h o bi c s u rf a c e. T h e p ol a r s u rf a c e p a rt of t h e m e m b r a n e p r ot ei n s i s i n di c at e d b y b r o k e n

li n e s. T h e s y m b ol s f o r li pi d s a n d d et e r g e nt s a r e t h e s a m e a s i n Fi g u r e 2 ( T a k e n f r o m Mi c h el,

1 9 8 3).

O m p F- p o ri n,  a n  o ut e r  m e m b r a n e  p r ot ei n  f r o m E s c h e ri c hi a  c oli   w a s  al s o

c r y st alli z e d aft e r s ol u bili z ati o n i n o ct yl gl u c o p y r a n o si d e b y G a r a vit o a n d

R o s e n b u s c h ( 1 9 8 0). W e r e c ei v e d k n o wl e d g e of t hi s p a r all el d e v el o p m e nt

w h e n D. O e st e r h elt a n d J. P. R o s e n b u s c h m et i n C hi n a at t h e e n d of 1 9 7 9.

1. 3. T he  i m pr o ve me nt

M y f e eli n g f o r t h e l a c k of t h e fi n al s u c c e s s wit h b a ct e ri o r h o d o p si n w a s

al w a y s  t h at  t h e  d et e r g e nt  mi c ell e s  still  w e r e  t o o  l a r g e.  T h e  u s e  of  e v e n

s m all er  d et er g e nt s  w a s  i m p o s si bl e  d u e  t o  t h e  i n s uffi ci e nt  st a bilit y  of  b a ct er-

i or h o d o p si n  i n  d et er g e nt s  wit h  a  s h ort er  al k yl  c h ai n  or  a  s m all er  p ol ar  h e a d

gr o u p.  O n e  w a y  o ut  w a s  t o  a d d  s m all  a m p hi p hili c  m ol e c ul e s  ( Mi c h el,  1 9 8 2 a,

1 9 8 3)  f o r  s e v e r al  r e a s o n s:  (i)  T h e s e  m ol e c ul e s  mi g ht  di s pl a c e  d et e r g e nt
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m ol e c ul e s  w hi c h  w e r e  t o o  l a r g e  t o  fit  p e rf e ctl y  i nt o  t h e  p r ot ei n’ s  c r y st al

l atti c e  i n  c ert ai n  p o siti o n s.  (ii)  T h e  s m all  a m p hi p hili c  m ol e c ul e s  ar e  t o o  s m all

t o  f o r m  mi c ell e s  t h e m s el v e s,  b ut  t h e y  a r e  i n c o r p o r at e d  i nt o  t h e  d et e r g e nt

mi c ell e s. T h e s e mi x e d mi c ell e s a r e s m all e r t h a n t h e p u r e d et e r g e nt mi c ell e s

a n d  p o s s e s s  a  diff e r e nt  c u r v at u r e  of  t h ei r  s u rf a c e.  A s  a  r e s ult  t h e  p r ot ei n s

c o ul d c o m e cl o s e r t o g et h e r. (iii) T h ei r p ol a r h e a d g r o u p i s s m all e r t h a n t h at

of t h e d et e r g e nt a n d l e s s of t h e p r ot ei n s p ol a r s u rf a c e w o ul d b e c o v e r e d b y

t h e p ol a r p a rt of t h e mi x e d s m all a m p hi p hil e / d et e r g e nt mi c ell e.

I h a d a l o o k t h r o u g h t h e c at al o g u e s of t h e m aj o r c h e mi c al c o m p a ni e s a n d

or d er e d  n e arl y  e v er yt hi n g  w hi c h  w a s  h y dr o p hili c  at  o n e  e n d  a n d  h y dr o p h o-

bi c  at  t h e  ot h e r.  I n  a d diti o n,  I  s y nt h e si z e d  a b o ut  2 0  a m p hi p hili c  c o m-

p o u n d s,  m ai nl y  al k yl p ol y ol s  a n d  al k yl- n- o xi d e s.  T h e s e  c o m p o u n d s  w e r e

a d d e d  d u ri n g  o u r  att e m pt s  t o  c r y st alli z e  b a ct e ri o r h o d o p si n.  S e v e r al  of  t h e

c o m p o u n d s  h a d  t h e  eff e ct  t h at  h e x a g o n al  c ol u m n s  ( s e e Fi g ure 1f ) w e r e

o bt ai n e d,  w h e r e a s  c u b e s ( Fi g ure  I d) h a d  b e e n  o bt ai n e d  wit h o ut  t h e  a d di-

ti v e s.  T h e  m o st  eff e cti v e  c o m p o u n d  w a s  h e pt a n e- 1, 2, 3-t ri ol,  b ut  it  h a d  a

sli g htl y  d e n at u ri n g  eff e ct  o n  b a ct e ri o r h o d o p si n.  T h e  diff r a cti o n  q u alit y  of

t h e b a ct e ri o r h o d o p si n c r y st al s w a s i m p r o v e d: U si n g s y n c h r ot o n r a diti o n H.

B a rt u ni k,  D.  O e st e r h elt  a n d  m y s elf  f o u n d  t h at  t h e y  o c c a si o n all y  diff r a ct e d

t o  3    r e s ol uti o n,  b ut  o nl y  i n  o n e  di r e cti o n.

1. 4. T he  t ur n  t o  cl assi c al  p h ot os y nt hesis

F r u st r at e d f r o m t h e l a c k of t h e fi n al b r e a kt h r o u g h wit h b a ct e ri o r h o d o p si n,
w hi c h  i s  p a rtl y  d u e  t o  t h e  a b s e n c e  of  l a r g e  e xt r a m e m b r a n o u s  d o m ai n s  i n

t hi s p r ot ei n, I l o o k e d f o r m o r e p r o mi si n g m e m b r a n e p r ot ei n s t o b e c r y st al-

li z e d. M y c h oi c e s w e r e t h e p h ot o s y nt h eti c r e a cti o n c e nt r e s f r o m t h e p u r pl e

b a ct e ri a R h o d o s pi rill u m  r u b r u m a n d R h o d o pse u d o m o n as  viri dis a n d  t h e  li g ht-

h a r v e sti n g c hl o r o p h yll a / b p r ot ei n f r o m s pi n a c h. It w a s i nfl u e n c e d b y t h e

f a ct t h at t h e s e p r ot ei n s ( o r p r ot ei n c o m pl e x e s) w e r e s ai d t o b e p a rt of a t w o-

di m e n si o n al c r y st alli n e a r r a y al r e a d y i n t h ei r n ati v e e n vi r o n m e nt. A s a d di-

ti o n al  b e n efit s,  t h e y  w e r e  a v ail a bl e  i n  l a r g e  q u a ntiti e s,  c o ul d  e a sil y  b e

i s ol at e d,  w e r e  c ol o r e d  a n d  d e n at u r ati o n  of  t h e  p r ot ei n s  w a s  i n di c at e d  b y

c ol o r c h a n g e s.

I  l e a r nt  a b o ut  t h e R h o d o pse u d o m o n as  viri dis s y st e m  w h e n  E.  W e h rli  f r o m

t h e  E T H  Z u ri c h  p r e s e nt e d  t h e  r e s ult s  of  el e ct r o n  mi c r o s c o pi c al  st u di e s
d u ri n g a w o r k s h o p at B u r g G e m e n, G e r m a n y, i n J u n e 1 9 7 9 ( B a u m ei st e r a n d

V o g ell, 1 9 8 0). I niti all y, I r e c ei v e d s o m e i s ol at e d p h ot o s y nt h eti c m e m b r a n e s

f r o m hi m i n D e c e m b e r 1 9 8 0. At t h at ti m e I h a d m o v e d wit h D. O e st e r h elt

t o t h e M a x- Pl a n c k-I n stit ut f ü r Bi o c h e mi e at M a rti n s ri e d n e a r M u ni c h a n d I

w a s j u st b a c k f r o m a st a y at t h e M R C i n C a m b ri d g e w h e r e w e h a d d o n e X-
r a y diff r a cti o n e x p e ri m e nt s o n t h e b a ct e ri o r h o d o p si n c r y st al s. I i s ol at e d t h e

r e a cti o n c e nt r e s u si n g h y d r o x y a p atit e c h r o m at o g r a p h y a c c o r di n g t o a p u b-

li s h e d  p r o c e d u r e  ( Cl a yt o n  a n d  Cl a yt o n, 1 9 7 8)  a n d  t ri e d  t o  c r y st alli z e  it,

wit h o ut s u c c e s s. I d e v el o p e d a n e w i s ol ati o n p r o c e d u r e u si n g o nl y m ol e c u-

l ar  si e v e  c hr o m at o gr a p h y,  tri e d  it  a g ai n  a n d  m et  i m m e di at e  s u c c e s s  ( Mi c h el,

1 9 8 2 b).  T h e  c o n diti o n s  w e r e  n e a rl y  i d e nti c al  t o  t h o s e  f o u n d  t o  b e  o pti m al
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Fi g ur e  4:  Str u ct ur al  f or m ul a s  of  c o m m o nl y  u s e d  d et er g e nt s:  o ct yl gl u c o p yr a n o si d e,  N, N- di m et h-

yl d o d e c yl a mi n e- N- o xi d e, d e c a n o yl- N- m et h yl gl u c a mi d e a r e p r o mi si n g f o r m e m b r a n e p r ot ei n

cr y st alli z ati o n,  w h er e a s  Trit o n  X 1 0 0  i s  n ot.

f o r b a ct e ri o r h o d o p si n. T h e e x c e pti o n w a s t h at I c o ul d u s e N, N- di m et h yl d o-

d e c yl a mi n e- N- o xi d e  a s  d et e r g e nt  i n st e a d  of  o ct yl gl u c o p y r a n o si d e  ( s e e Fi-

g ure 4 ).  I n  t h e  p r e s e n c e  of  3  %  h e pt a n e- 1,  2,  3-t ri ol  ( hi g h  m elti n g  p oi nt

i s o m e r) a n d 1. 5 t o 1. 8 M a m m o ni u m s ul p h at e, st a r-li k e c r y st al s a r e o bt ai n e d

u p o n v a p o r diff u si o n a g ai n st 2. 5 t o 3 M a m m o ni u m s ul p h at e i n t w o d a y s,

m o r e r e g ul a r t et r a g o n al c ol u m n s wit h a l e n gt h of u p t o 2 m m u p o n v a p o r

diff u si o n  a g ai n st  2. 2  t o  2. 4  M  a m m o ni u m  s ul p h at e  i n  t w o  t o  t h r e e  w e e k s

(see Fi g ure l g, 1 h). T h e  m u c h  s m all e r  p ol a r  h e a d  g r o u p  of  N, N- di m et h yl d o-

d e c yl a mi n e- N- o xi d e  i s  c e rt ai nl y  of  i m p o rt a n c e.  U nf o rt u n at el y,  t hi s  d et e r-

g e nt d e n at u r e s b a ct e ri o r h o d o p si n. D. O e st e r h elt g e n e r o u sl y c o n si d e r e d t h e

r e a cti o n  c e nt r e  a s  m y  p r oj e ct.
T h e  c r y st al s  t u r n e d  o ut  t o  b e  of  e x c ell e nt  q u alit y  f r o m  t h e  b e gi n ni n g.

Aft e r a s c ali n g u p of t h e i s ol ati o n p r o c e d u r e, a c o nti n u o u s s u p pl y of c r y st al s

w a s g u a r a nt e e d. I c o ul d t h e n st a rt c oll e cti n g t h e X- r a y d at a wit h t h e i niti al

h el p  of  W.  B o d e  a n d  R.  H u b e r. Fi g ure 5   s h o w s  a  r ot ati o n  p h ot o g r a p h

si mil a r t o t h at u s e d f o r d at a c oll e cti o n.

2.  D E T E R MI N A TI O N  O F  T H E  S T R U C T U R E

I n  s p ri n g  1 9 8 2,  I  (J. D.)  j oi n e d  H. M.  i n  o r d e r  t o  d et e r mi n e  t h e  t h r e e-

di m e n si o n al  st r u ct u r e  of  t h e  r e a cti o n  c e nt r e.  T h e  t et r a g o n al  c r y st al s  h a v e

u nit  c ell  di m e n si o n s  of  a  =  b  =  2 2 3. 5 Å  c  =  1 1 3. 6 Å,  a n d  t h e  s y m m et r y  of

s p a c e  g r o u p  P 4 3 2 1 2  ( Mi c h el,  1 9 8 2;  D ei s e n h of e r  et  al.,  1 9 8 4).  A s  it  t u r n e d

o ut,  t h e r e  i s  o n e  r e a cti o n  c e nt r e  wit h  a  “ m ol e c ul a r  w ei g ht ”  of  1 4 5 0 0 0

D alt o n s i n t h e a s y m m et ri c u nit.
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Fi g u r e  5:  X- r a y  diff r a cti o n  p att e r n  of  a  si n gl e  r e a cti o n  c e nt r e  c r y st al  ( 1 °  r ot ati o n).  E x p o s u r e

ti m e;  2 0  h,  C u- Kα - r a di ati o n,  c r y st al  t o  fil m  di st a n c e:  1 0 0  m m.  T h e  a r r o w  i n di c at e s  3. 0 Å

r e s ol uti o n ( T a k e n f r o m Mi c h el, 1 9 8 2 b).

2. 1.  C olle cti o n  of  X-r a y  refle cti o n  i nte nsit y  d at a

F o r d at a c oll e cti o n w e u s e d t h e r ot ati o n m et h o d wit h a r ot ati n g a n o d e X- r a y

g e n e r at o r a s t h e s o u r c e, a n d p h ot o g r a p hi c fil m a s t h e d et e ct o r ( D ei s e n h of e r

et al., 1 9 8 4). T h e l a r g e u nit c ell of t h e r e a cti o n c e nt r e c r y st al s, i n c o m bi n a-

ti o n  wit h  t h e  r e s ol uti o n  li mit  of  t h e  diff r a cti o n  p att e r n  at  2. 9 Å  li mit e d  t h e

r ot ati o n  i nt e r v al  p e r  fil m  e x p o s u r e  t o 0. 5º,  s o t h at m o r e t h a n t w o t hi r d s of

t h e r efl e cti o n s o n a n y gi v e n fil m w e r e p a rti all y r e c o r d e d. H o w e v e r, t h e l o n g

lif eti m e of t h e c r y st al s i n t h e X- r a y b e a m at a b o ut 0º C,  a n d t h ei r p o siti o n al

st a bilit y  all o w e d  t o  a d d  u p  p a rti all y  r e c o r d e d  r efl e cti o n s  f r o m  s u c c e s si v e

e x p o s u r e s, s o  t h at  t h ei r  t r e at m e nt  di d  n ot  p r e s e nt  a  s e ri o u s  p r o bl e m.

N e v e rt h el e s s, it t o o k a b o ut t h r e e t o f o u r m o nt h s t o c oll e ct a c o m pl et e d at a

s et.  D at a  c oll e cti o n  f o r  t h e  h e a v y  at o m  d e ri v ati v e s  w a s  s p e e d e d  u p  b y

c h o o si n g a r ot ati o n i nt e r v al of 0. 6 ° p e r e x p o s u r e. A l at e r r e- c oll e cti o n of t h e

n ati v e d at a s et at t h e H A S Y L A B f a ciliti e s of D E S Y i n H a m b u r g w a s d o n e at

2. 3 Å  r e s ol uti o n  i n  r ot ati o n  i nt e r v al s  of  0. 4 °  b y  I r m g a r d  Si n ni n g,  G e b h a r d
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S c h e rtl e r, a n d H. M. T h e m o st t e di o u s a n d ti m e c o n s u mi n g t a s k i n t hi s t y p e

of  d at a  c oll e cti o n  w a s  t h e  p r o c e s si n g  of  fil m s.  K u ni o  Mi ki  a n d  l at e r  Ott o

E p p p r o vi d e d m o st v al u a bl e h el p d u ri n g t h at p e ri o d of t h e w o r k. W e u s e d

t h e  c o m p ut e r  p r o g r a m s  FI L M E  ( S c h w a g e r  et  al.,  1 9 7 5;  J o n e s  et  al.,  1 9 7 7),

a n d  O S C  ( R o s s m a n n,  1 9 7 9;  S c h mi d  et  al.,  1 9 8 1)  f o r  fil m  e v al u ati o n,  a n d

P R O T EI N ( p ri n ci p al a ut h o r: W. St ei g e m a n n) f o r s c ali n g a n d m e r gi n g d at a.

2. 2 S ol uti o n  of  t he  p h ase  pr o ble m

T o s ol v e t h e p h a s e p r o bl e m f o r t h e r e a cti o n c e nt r e c r y st al st r u ct u r e w e u s e d

t h e m et h o d of i s o m o r p h o u s r e pl a c e m e nt wit h h e a v y at o m c o m p o u n d s. T h e

e x p e ri m e nt al  p a rt  w a s  p e rf o r m e d  b y  H. M.,  t h e  fil m  e v al u ati o n  a n d  d at a

a n al y si s b y m y s elf wit h s u p p o rt f r o m K u ni o Mi ki a n d Ott o E p p. I n o r d e r t o

fi n d t h e h e a v y at o m d e ri v ati v e s, c r y st al s w e r e s o a k e d f o r t h r e e d a y s i n 1 m M

s ol uti o n s of t h e r e s p e cti v e h e a v y at o m c o m p o u n d s i n a s o a k b uff e r si mil a r

t o  t h e  m ot h e r  li q u o r.  A  n u m b e r  of  c o m p o u n d s  li k e  K 2 Pt B r 4 , K2 Pt( C N) 4 ,

K H g( C N) 2 , K2 H gl 4 ,  a n d  E u Cl3 ,  c o ul d  n ot  b e  u s e d  si n c e  t h e y  i n d u c e d  t h e

p h a s e s e p a r ati o n of t h e s o a k b uff e r i nt o t h e vi s c o u s d et e r g e nt p h a s e a n d t h e

a q u e o u s  p h a s e.  At  t h e  b e gi n ni n g, l a r g e  h e a v y  at o m  c o m p o u n d s  li k e

 or   c o m pl et el y  a b oli s h e d  t h e  diff r a cti o n,  w h e r e a s

t h e s m all e r h o m ol o g u e s  or  d e c r e a s e d t h e diff r a cti o n

t o  a b o ut  6 Å  r e s ol uti o n.  H o w e v e r,  aft e r  a d diti o n al  p u rifi c ati o n  of  t h e  r e a c-

ti o n c e nt r e s p ri o r t o t h e c r y st alli z ati o n t h e diff r a cti o n q u alit y of t h e c r y st al s

w a s  u n c h a n g e d  b y  t h e  s m all  h e a v y  at o m  c o m p o u n d s.  O n e  c o m p o u n d

( K A u Cl 4 ) c a u s e d a s h ri n k a g e of t h e c- a xi s. R ot ati o n p h ot o g r a p h s ( 1 °) s h o w-

i n g a l a r g e p a rt of t h e l, k,l l atti c e pl a n e w e r e t a k e n a n d i n s p e ct e d vi s u all y

f o r  c h a n g e s  i n  t h e  diff r a cti o n  p att e r n.  F o r  p r o mi si n g  c a n di d at e s,  c a.  5 0 %

c o m pl et e d at a s et s w e r e c oll e ct e d a n d e v al u at e d.

O n t h e a v e r a g e, e a c h h e a v y at o m d e ri v ati v e h a d ni n e h e a v y at o m bi n di n g

sit e s ( D ei s e n h of e r et al., 1 9 8 4). T h e m aj o r bi n di n g sit e s w e r e f o u n d wit h t h e

a ut o m ati c s e a r c h p r o c e d u r e i n t h e P R O T EI N p r o g r a m p a c k a g e. U si n g fi v e

diff e r e nt h e a v y at o m d e ri v ati v e s, w e c o ul d c al c ul at e p h a s e s t o 3. 0 Å r e s ol u-

ti o n,  a n d  a n  el e ct r o n  d e n sit y  m a p  ( D ei s e n h of e r  et  al.,  1 9 8 4).  P h a s e s  a n d

m a p w e r e f u rt h e r i m p r o v e d b y s ol v e nt fl att e ni n g ( W a n g, 1 9 8 5).

2. 3  M o d el  b uil di n g

M a p i nt e r p r et ati o n a n d m o d el b uil di n g w e r e d o n e i n t h r e e st a g e s: At fi r st

t h e  p r o st h eti c  g r o u p s  i n  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  w e r e  i d e ntifi e d.  W e  f o u n d  t h e

f o u r  h e m e  g r o u p s,  t h e  f o u r  b a ct e ri o c hl o r o p h yll- b,  t h e  t w o  b a ct e ri o p h e o-

p h yti n- b, a n d o n e q ui n o n e ( D ei s e n h of e r et al., 1 9 8 4). N e xt, t h e p ol y p e pti d e

c h ai n s w e r e b uilt wit h p ol y al a ni n e s e q u e n c e, e x c e pt i n t h e a mi n o t e r mi n al

r e gi o n s  of  t h e  s u b u nit s,  L,  M,  a n d  c yt o c h r o m e  w h e r e  p a rti al  a mi n o  a ci d

s e q u e n c e s  w e r e  k n o w n  ( Mi c h el  et  al., 1 9 8 3),  a n d  c o ul d  b e  u s e d  t o  di sti n-

g ui s h b et w e e n t h e s u b u nit s. At t h at st a g e, s o m e u s e w a s m a d e of t h e l o c al

s y m m et r y  of  t h e  s u b u nit s  L  a n d  M.  Fi n all y,  a s  t h e  g e n e  s e q u e n c e s  of  t h e

r e a cti o n c e nt r e s u b u nit s w e r e d et e r mi n e d ( Mi c h el et al., 1 9 8 5; Mi c h el et al.,

1 9 8 6 a; W e y e r et al., 1 9 8 7 b), t h e m o d el of t h e p r ot ei n s u b u nit s w a s c o m pl et-
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e d.  T h e  s e q u e n c e  i nf o r m ati o n  l e d  t o  a n  o v e r all  v e rifi c ati o n  b ut  al s o  t o  a

n u m b e r  of  mi n o r  c o r r e cti o n s  of  t h e  p ol y p e pti d e  b a c k b o n e  m o d el,  si n c e  i n

t h e p r e vi o u s m o d el b uil di n g st a g e t h e el e ct r o n d e n sit y w a s n ot al w a y s cl e a r

e n o u g h t o all o w d et e r mi n ati o n of t h e c o r r e ct n u m b e r of a mi n o a ci d s.

O u r t o ol s f o r m o d el b uil di n g w e r e i nt e r a cti v e g r a p hi c s di s pl a y s y st e m s: a

bl a c k  a n d  w hit e  V e ct o r  G e n e r al  3 4 0 0  s y st e m,  a n d  l at e r  a  c ol o r  E v a n s  &

S ut h e rl a n d P S 3 0 0. O n b ot h s y st e m s w e u s e d Al w y n J o n e s’ p r o g r a m p a c k-

a g e F R O D O (J o n e s, 1 9 7 8). T h e m o d el li b r a r y of t hi s p a c k a g e w a s e xt e n d e d

t o  i n cl u d e  b a ct e ri o c hl o r o p h yll- b,  b a ct e ri o p h e o p h yti n- b,  m e n a q ui n o n e- 7,

a n d  u bi q ui n o n e- 1  . F r e q u e nt  u s e  w a s  m a d e  of  t h e  r e al- s p a c e- r efi n e m e nt

f a cilit y i n F R O D O w hi c h all o w e d t o c o r r e ctl y pl a c e l o n g st r et c h e s of h eli c al

st r u ct u r e  i nt o  t h e  el e ct r o n  d e n sit y.

2. 4.  M o d el  r efi n e m e nt

T h e  r e a cti o n  c e nt r e  m o d el,  wit h  a b o ut  h alf  of  t h e  si d e  c h ai n s  of  t h e

c yt o c hr o m e  s u b u nit  still  mi s si n g,  alr e a d y  h a d  t h e  r at h er  l o w  cr y st all o gr a p hi c

R- v al u e  of  0. 3 5 9  at  2. 9 Å  r e s ol uti o n  ; 

a r e  o b s e r v e d  a n d  c al c ul at e d  st r u ct u r e  f a ct o r s,  r e s p e cti v el y).  C r y s-

t all o g r a p hi c  r efi n e m e nt  of  t h e  m o d el  w a s  st a rt e d  at  2. 9 Å  r e s ol uti o n,  a n d

c o nti n u e d  at  2. 3 Å  r e s ol uti o n.  T h e  p r o g r a m  p a c k a g e s  u s e d  f o r  r efi n e m e nt

w e r e  P R O T EI N,  E R E F  (J a c k  &  L e vitt,  1 9 7 8;  D ei s e n h of e r  et  al.,  1 9 8 5 b),

T N T  ( T r o n r u d  et  al.,  1 9 8 7),  a n d  a g ai n  F R O D O.

A s a r e s ult of t h e r efi n e m e nt t h e R- v al u e w a s b r o u g ht d o w n t o 0. 1 9 3 f o r

9 5 7 6 2  u ni q u e  r efl e cti o n s  at  2. 3 Å  r e s ol uti o n,  t h e  r efi n e d  m o d el  c o n si st s  of

1 0 2 8 8 n o n- h y d r o g e n at o m s. E r r o s i n t h e i niti al m o d el, e. g. p e pti d e g r o u p s

a n d si d e c h ai n s wit h w r o n g o ri e nt ati o n s w e r e r e m o v e d. N e w f e at u r e s w e r e

a d d e d t o t h e m o d el: a p a rti all y o r d e r e d c a r ot e n oi d m ol e c ul e, a u bi q ui n o n e

i n t h e p a rti all y o c c u pi e d  bi n di n g p o c k et, a c o m pl et e d et e r g e nt m ol e c ul e

( L D A O,  s e e  Fi g.  4),  a  c a n di d at e  f o r  a  p a rti all y  o r d e r e d  L D A O  o r  si mil a r

m ol e c ul e, s e v e n c a n di d at e s f o r n e g ati v e i o n s, a n d 2 0 1 o r d e r e d w at e r m ol e-

c ul e s. T h e u p p e r li mit of t h e m e a n c o o r di n at e e r r o r w a s e sti m at e d ( L u z z ati,

1 9 5 2) t o b e 0. 2 6 Å. A d et ail e d d e s c ri pti o n of r efi n e m e nt a n d r efi n e d m o d el

of  t h e  p h ot o s y nt h eti c  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m R h o d o pse u d o m o n as  viri dis will  b e

gi v e n  el s e w h e r e  ( D ei s e n h of e r,  J.,  E p p,  O.,  Si n ni n g,  I.,  Mi c h el,  H.,  t o  b e

p u bli s h e d).

3.  S T R U C T U R E  A N D  F U N C TI O N

3. 1.  St r u ct u r e  o v e r vi e w

A n o v e r all vi e w of t h e st r u ct u r e of t h e p h ot o s y nt h eti c r e a cti o n c e nt r e f r o m

R h o d o pse u d o m o n as  viri dis i s s h o w n i n Fi g ure 6 .  It  i s  a  c o m pl e x  of  f o u r  p r ot ei n

s u b u nit s, a n d of 1 4 c of a ct o r s. T h e p r ot ei n s u b u nit s a r e c all e d H ( h e a v y), M

( m e di u m), L (li g ht), a n d c yt o c h r o m e; t h e n a m e s H, M, a n d L w e r e c h o s e n

a c c o r di n g t o t h e a p p a r e nt m ol e c ul a r w ei g ht s of t h e s u b u nit s, a s d et e r mi n e d

b y el e ct r o p h o r e si s. T h e c o r e of t h e c o m pl e x i s f o r m e d b y t h e s u b u nit s L a n d

M,  a n d  t h ei r  a s s o ci at e d  c of a ct o r s:  f o u r  b a ct e ri o c hl o r o p h yll- b  ( B C hl- b),  t w o
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Fi g ur e  6:  St er e o  p air  s h o wi n g  a n  o v er all  vi e w  of  t h e  r e a cti o n  c e ntr e  str u ct ur e.  Pr ot ei n  c h ai n s  ar e

r e p r e s e nt e d a s s m o ot h e d b a c k b o n e d r a wi n g s; g r e e n: c yt o c h r o m e, bl u e: M- s u b u nit, b r o w n: L-

s u b u nit, p u r pl e: H- s u b u nit. C of a ct o r s a r e d r a w n i n b ri g ht at o m- c ol o r s; y ell o w: c a r b o n s, bl u e:

nit r o g e n s, r e d: o x y g e n s g r e e n: m a g n e si u m. S m o ot h e d b a c k b o n e r e p r e s e nt ati o n s of p ol y p e pti d e

c h ai n s  w er e  pr o d u c e d  f oll o wi n g  a n  i d e a  of  Ri c h ar d  J.  F el d m a n,  wit h  h el p  fr o m  M ari u s  G.  Cl or e.

b a ct e ri o p h e o p h yti n- b ( B P h- b), o n e n o n h e m e i r o n, t w o q ui n o n e s, o n e c a r ot-

e n oi d.  St r u ct u r al  p r o p e rti e s,  e. g.  t h e  h y d r o p h o bi c  n at u r e  of  t h e  p r ot ei n
s u rf a c e, a n d f u n cti o n al c o n si d e r ati o n s st r o n gl y i n di c at e t h at t h e s u b u nit s L

a n d  M  s p a n  t h e  b a ct e ri al  m e m b r a n e.  T hi s  a s p e ct  of  t h e  st r u ct u r e  will  b e

di s c u s s e d  i n  d et ail  b el o w.  E a c h  of  t h e  s u b u nit s  L  a n d  M  c o nt ai n s  fi v e

m e m b r a n e  s p a n ni n g  p ol y p e pti d e  s e g m e nt s,  f ol d e d  i nt o  l o n g  h eli c e s.  T h e

p ol y p e pti d e s e g m e nt s c o n n e cti n g t h e t r a n s m e m b r a n e h eli c e s f o r m fl at s u r-

f a c e s p a r all el t o t h e m e m b r a n e s u rf a c e s.

T h e H s u b u nit c o nt ri b ut e s a n ot h e r m e m b r a n e s p a n ni n g h eli x wit h it s N-

t e r mi n u s  n e a r  t h e  p e ri pl a s mi c  m e m b r a n e  s u rf a c e.  T h e  C-t e r mi n al  h alf  of

t h e  H  s u b u nit  f o r m s  a  gl o b ul a r  d o m ai n  t h at  i s  b o u n d  t o  t h e  L- M  c o m pl e x

n e a r t h e c yt o pl a s mi c m e m b r a n e s u rf a c e. O n t h e o p p o sit e si d e of t h e m e m-

b r a n e, t h e c yt o c h r o m e s u b u nit wit h it s f o u r c o v al e ntl y b o u n d h e m e g r o u p s

i s  att a c h e d  t o  t h e  L- M  c o m pl e x.  B ot h  t h e  c yt o c h r o m e  s u b u nit  a n d  t h e

gl o b ul a r d o m ai n of t h e H- s u b u nit h a v e s u rf a c e p r o p e rti e s t y pi c al f o r w at e r

s ol u bl e p r ot ei n s.

T h e t ot al l e n gt h of t h e r e a cti o n c e nt r e, f r o m t h e ti p of t h e c yt o c h r o m e t o

t h e  H  s u b u nit  i s  a b o ut  1 3 0 Å.  T h e  c o r e  h a s  a n  elli pti c al  c r o s s  s e cti o n  wit h

a x e s of 7 0 Å a n d 3 0 Å.

T h e  p h ot o s y nt h eti c  r e a cti o n  c e nt r e s  f r o m  p u r pl e  b a ct e ri a  a r e  t h e  b e st

c h a r a ct e ri z e d  a m o n g  all  p h ot o s y nt h eti c  o r g a ni s m s  (f o r  r e vi e w s,  s e e  ( F e h e r

&  O k a m u r a,  1 9 7 8;  O k a m u r a  et  al.,  1 9 8 2).  All  of  t h e m  c o nt ai n  t h e  t h r e e

s u b u nit s  H,  M,  a n d  L;  s o m e  b a ct e ri a  l a c k  t h e  ti g htl y  b o u n d  c yt o c h r o m e

s u b u nit.  A n  e x a m pl e  of  a  r e a cti o n  c e nt r e  wit h o ut  a  b o u n d  c yt o c h r o m e

s u b u nit i s t h at f r o m R h o d o b a cter  s p h aer oi des w hi c h w a s c r y st alli z e d ( All e n a n d
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Fi g ure 7: St e r e o  p ai r s  s h o wi n g  s m o ot h e d  b a c k b o n e  r e p r e s e nt ati o n s  of  t h e  p r ot ei n  s u b u nit s.

S e c o n d a r y  st r u ct u r e  i s  i n di c at e d  b y  c ol o r s.  Y ell o w:  n o  a p p a r e nt  s e c o n d a r y  st r u ct u r e;  r e d:

t r a n s m e m b r a n e h eli c e s, p u r pl e: ot h e r h eli c e s; bl u e: a nti p a r all el P- s h e et s. a) c yt o c h r o m e ( wit h

t h e f o u r h e m e g r o u p s); b) L- s u b u nit; c) M- s u b u nit; d) H- s u b u nit. N-t e r mi ni a r e m a r k e d bl u e, C-

t er mi ni  ar e  m ar k e d  r e d.

F e h e r,  1 9 8 4;  C h a n g  et  al., 1 9 8 5);  it s  st r u ct u r e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  v e r y

si mil a r  t o  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m R h o d o p s e u d o m o n u s   ( All e n  et  al.,

1 9 8 6;  C h a n g  et  al.,  1 9 8 6).

3. 2.  S u b u nit  st r u ct u r e

S c h e m ati c  d r a wi n g s  of  t h e  p ol y p e pti d e  c h ai n  f ol di n g  of  t h e  f o u r  r e a cti o n

c e nt r e s u b u nit s a r e s h o w n i n Fi g ure 7. A s m e nti o n e d a b o v e, m aj o r el e m e nt s

of  s e c o n d a r y  st r u ct u r e  i n  t h e  s u b u nit s  L  a n d  M  a r e  t h e  fi v e  m e m b r a n e

s p a n ni n g  h eli c e s.  A  c o m p a ri s o n  of  t h e  p ol y p e pti d e  c h ai n  f ol di n g  i n  b ot h

s u b u nit s  s h o w s  a  hi g h  d e g r e e  of  si mil a rit y.  St r u ct u r all y  si mil a r  s e g m e nt s
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i n cl u d e t h e t r a n s m e m b r a n e h eli c e s a n d a l a r g e f r a cti o n of t h e c o n n e cti o n s.

I n  t ot al,  2 1 6 α - c a r b o n s  f r o m  t h e  M- s u b u nit  c a n  b e  s u p e ri m p o s e d  o nt o

c o r r e s p o n di n g α - c a r b o n s  of  t h e  L- s u b u nit  wit h  a n  r. m. s.  d e vi ati o n  of  o nl y

1. 2 2 Å.  T h e  s u p e r p o siti o n  of  t h e  s u b u nit s  i s  d o n e  b y  a  r ot ati o n  of  a b o ut

1 8 0º  a r o u n d  a n  a xi s  r u n ni n g  p e r p e n di c ul a r  t o  t h e  m e m b r a n e  s u rf a c e;  w e

c all t hi s a xi s t h e c e nt r al l o c al s y m m et r y a xi s. T a ble I li st s t h e h eli c e s i n b ot h

s u b u nit s; T a ble  II li st s  t h e  st r u ct u r all y  si mil a r  r e gi o n s  i n  b ot h  s u b u nit s.

B e si d e s  t h e  t r a n s m e m b r a n e  h eli c e s,  c all e d  L A,  L B,  L C,  L D,  L E,  a n d  M A,

M B,  M C,  M D,  M E,  wit h  l e n gt h s  b et w e e n  2 1  a n d  2 8  r e si d u e s,  t h e r e  a r e

s h o rt e r  h eli c e s  i n  t h e  c o n n e cti n g  s e g m e nt s,  n ot a bl y  h eli x  d e  ( b et w e e n

t r a n s m e m b r a n e h eli c e s D a n d E), a n d h eli x c d. S u b u nit M ( 3 2 3 r e si d u e s) i s

5 0 r e si d u e s l o n g e r t h a n L ( 2 7 3 r e si d u e s). T h e i n s e rti o n s i n M, wit h r e s p e ct

t o  L,  a r e  l o c at e d  n e a r  t h e  N-t e r mi n u s,  ( 2 0  r e si d u e s),  i n  t h e  c o n n e cti o n

b et w e e n  t h e  h eli c e s  M A  a n d  M B  ( 7  r e si d u e s),  i n  t h e  c o n n e cti o n  b et w e e n
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T a ble I:  H eli c al  s e g m e nt s  i n  s u b u nit s  L  a n d  M

h eli x s e g m e nt  (l e n gt h)

s u b u nit L .  s u b u nit  M

T a ble II:  R e gi o n s  wit h  si mil ar  p ol y p e pti d e  c h ai n  f ol di n g  i n  s u b u nit s  L  a n d  M

s u b u nit  M s u b u nit L l e n gt h

M D a n d M E ( 7 r e si d u e s), a n d at t h e C-t e r mi n u s ( 1 6 r e si d u e s). T h e i n s e rti o n s

at t h e N- a n d C- t e r mi ni m a k e t h e M- s u b u nit d o mi n at e t h e c o nt a ct s wit h t h e

p e ri p h e r al  s u b u nit s.  T h e  i n s e rti o n  b et w e e n  M D  a n d  M E,  c o nt ai ni n g  a n-

ot h e r  s m all  h eli x  ( s e e T a ble I)  i s  of  i m p o rt a n c e  f o r  t h e  diff e r e nt  c o nf o r m a-

ti o n s of t h e q ui n o n e bi n di n g sit e s i n L a n d M, a n d f o r bi n di n g of t h e n o n-

h e m e i r o n ( s e e b el o w).

T h e H- s u b u nit wit h 2 5 8 r e si d u e s c a n b e di vi d e d i nt o 3 st r u ct u r al r e gi o n s

wit h diff e r e nt c h a r a ct e ri sti c s ( s e e Fi g ure 7). T h e N-t e r mi n al s e g m e nt, b e gi n-

ni n g  wit h  f o r m yl- m et hi o ni n e  ( Mi c h el  et  al.,  1 9 8 5),  c o nt ai n s  t h e  o nl y  t r a n s-

m e m b r a n e  h eli x  of  s u b u nit  H;  it  i n cl u d e s  2 4  r e si d u e s  f r o m  H 1 2  t o  H 3 5.

N e a r  t h e  e n d  of  t h e  t r a n s m e m b r a n e  h eli x  t h e  s e q u e n c e  s h o w s  s e v e n  c o n-

s e c uti v e  c h a r g e d  r e si d u e s  ( H 3 3  t o  H 3 9).  R e si d u e s  H 4 7  t o  H 5 3  a r e  di s o r-

d e r e d i n t h e c r y st al, s o t h at n o si g nifi c a nt el e ct r o n d e n sit y c a n b e f o u n d f o r

t h e m.

F oll o wi n g t h e di s o r d e r e d r e gi o n t h e H c h ai n f o r m s a n e xt e n d e d st r u ct u r e

al o n g t h e s u rf a c e of t h e L- M c o m pl e x, a p p a r e ntl y d e ri vi n g st r u ct u r al st a bil-

it y f r o m t h at c o nt a ct. T h e s u rf a c e r e gi o n c o nt ai n s a s h o rt h eli x a n d t w o t w o-

str a n d e d  a nti p ar all el β - s h e et s.

T h e  t hi r d  st r u ct u r al  s e g m e nt  of  t h e  H- s u b u nit,  st a rti n g  at  a b o ut  H 1 0 5

f o r m s  a  gl o b ul a r  d o m ai n.  T hi s  d o m ai n  c o nt ai n s  a n  e xt e n d e d  s y st e m  of

a nti p a r all el a n d p a r all el P- s h e et s b et w e e n r e si d u e s H 1 3 4 a n d H 2 0 3, a n d a n
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α - h eli x ( r e s u d u e s H 2 3 2 t o H 2 4 8); T h e β - s h e et r e gi o n, t h e o nl y l a r g e r o n e i n

t h e w h ol e r e a cti o n c e nt r e, f o r m s a p o c k et wit h hi g hl y h y d r o p h o bi c i nt e ri o r

w all s.  T hi s  st r u ct u r al  p r o p e rt y  r e mi n d s  of  t r a n s p o rt  p r ot ei n s  li k e  r eti n ol

bi n di n g  p r ot ei n  ( N e w c o m e r  et  al., 1 9 8 4),  bili n  bi n di n g  p r ot ei n  ( H u b e r  et

al.,  1 9 8 7),  a n d  ot h e r s;  h o w e v e r  t h e  st r a n d  t o p ol o g y  i s  diff e r e nt.  S o  f a r,  n o

e vi d e n c e f o r a li g a n d h a s b e e n f o u n d.

Wit h  3 3 6  r e si d u e s  ( W e y e r  et  al., 1 9 8 7 b)  t h e  c yt o c h r o m e  i s  t h e  l a r g e st

s u b u nit  i n  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  c o m pl e x.  It s  l a st  f o u r  r e si d u e s,  C 3 3 3  t o  C

3 3 6, a r e di s o r d e r e d. Al s o di s o r d e r e d i s t h e li pi d m ol e c ul e b o u n d t o t h e N-

t e r mi n al c y st ei n e r e si d u e ( W e y e r et al., 1 9 8 7 b).  T h e  c o m pli c at e d  st r u ct u r e

of  t h e  c yt o c h r o m e  c a n  b e  s u m m a ri z e d  a s  f oll o w s:  T h e  st r u ct u r e  c o n si st s  of

a n N-t e r mi n al s e g m e nt, t w o p ai r s of h e m e bi n di n g s e g m e nt s, a n d a s e g m e nt

c o n n e cti n g  t h e  t w o  p ai r s.  E a c h  h e m e  bi n di n g  s e g m e nt  c o n si st s  of  a  h eli x

wit h a n a v e r a g e l e n gt h of 1 7 r e si d u e s, f oll o w e d b y a t u r n a n d t h e C y s- X- Y-

C y s- Hi s s e q u e n c e t y pi c al f o r c-t y p e c yt o c h r o m e s.
T h e h e m e s a r e c o n n e ct e d t o t h e c y st ei n e r e si d u e s vi a t hi o et h e r li n k a g e s.

T hi s a r r a n g e m e nt l e a d s t o t h e h e m e pl a n e s b ei n g p a r all el t o t h e h eli x a x e s.

T h e si xt h li g a n d s t o t h e h e m e i r o n s a r e i n t h r e e of t h e f o u r c a s e s m et hi o ni n e

r e si d u e s wit hi n t h e h eli c e s. T h e i r o n of h e m e 4 h a s hi sti di n e C 1 2 4, l o c at e d

i n a diff e r e nt p a rt of t h e st r u ct u r e, a s a si xt h li g a n d. T h e t w o p ai r s of h e m e

bi n di n g s e g m e nt s, c o nt ai ni n g h e m e s 1 a n d 2, a n d 3 a n d 4, r e s p e cti v el y, a r e

r el at e d b y a l o c al t w of ol d s y m m et r y. F r o m e a c h p ai r 6 5 r e si d u e s o b e y t hi s

l o c al  s y m m et r y  wit h  a n  r. m. s.  d e vi ati o n  b et w e e n  c o r r e s p o n di n g α - c a r b o n

at o m s of 0. 9 3 Å. T h e l o c al s y m m et r y of t h e c yt o c h r o m e i s n ot r el at e d t o t h e

c e nt r al l o c al s y m m et r y.

3. 3  Arr a n ge me nt of c of a ct o r s

Fi g ure 8   s h o w s  t h e  a r r a n g e m e nt  of  t h e  1 4  c of a ct o r s  a s s o ci at e d  wit h  t h e

Fi g ure  8 :  St er e o  vi e w  of  t h e  c of a ct or s.  Br o w n:  h e m e  gr o u p s;  y ell o w  b a ct eri o c hl or o p h yll- b s;  li g ht

bl u e:  b a ct e ri o p h e o p h yti n- b s,  bl u e:  c a r ot e n oi d  ( di h y d r o- n e u r o s p o r e n e;  I.  Si n ni n g,  H.  Mi c h el,

u n p u bli s h e d r e s ult s); p u r pl e: q ui n o n e s ( ri g ht: Q A , l eft: QB ; r e d d ot: n o n- h e m e i r o n.
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r e a cti o n c e nt r e p r ot ei n s u b u nit s. T h e f o u r h e m e g r o u p s of t h e c yt o c h r o m e,

n u m b e r e d  a c c o r di n g  t o  t h e  o r d e r  of  att a c h m e nt  t o  t h e  p r ot ei n,  f o r m  a

li n e a r c h ai n t h at p oi nt s t o a cl o s el y a s s o ci at e d p ai r of B C hl- b s. T hi s p ai r, t h e

s o- c all e d  “ s p e ci al  p ai r ”  i s  t h e  o ri gi n  of  t w o  b r a n c h e s  of  c of a ct o r s,  e a c h

c o n si sti n g  of  a n ot h e r  B C hl- b  (t h e  “ a c c e s s o r y ”  B C hl- b),  a  B P h- b,  a n d  a

q ui n o n e.  T h e  n o n- h e m e  i r o n  sit s  b et w e e n  t h e  q ui n o n e s.  T h e  t et r a p y r r ol e

ri n g s of B C hl- b s, B P h- b s, a n d q ui n o n e s a p p r o xi m at el y f oll o w t h e s a m e l o c al

s y m m et r y t h at i s di s pl a y e d b y t h e L- a n d M- c h ai n s. T h e b r a n c h e s of c of a c-

t o r s  f r o m  t h e  s p e ci al  p ai r  t o  t h e  B P h- b s  c a n  b e  cl e a rl y  a s s o ci at e d  wit h

s u b u nit s L o r M, s o t h at w e s p e a k of a n L- b r a n c h a n d a n M- b r a n c h.

T hi s  i s  t h e  b a si s  f o r  o u r  n o m e n cl at u r e:  B C hl- b s  a n d  B P h- b s  a r e  c all e d

B C X Y a n d B P x  r e s p e cti v el y, w h e r e X d e n ot e s t h e b r a n c h ( L o r M), a n d Y i s P

f o r  “ s p e ci al  p ai r ” o r  A  f o r  “ a c c e s s o r y ”.  At  t h e  l e v el  of  t h e  q ui n o n e s  t h e

sit u ati o n i s m o r e c o m pli c at e d b e c a u s e t h e s u b u nit s i nt e r p e n et r at e h e r e, a n d

t h e q ui n o n e at t h e e n d of t h e L- b r a n c h i s a ct u all y b o u n d i n a p o c k et of t h e

M- s u b u nit  a n d  vi c e  v e r s a.  T h e r ef o r e,  w e  p r ef e r  t h e  n o m e n cl at u r e  Q A a n d

Q B wit h  Q A at  t h e  e n d  of  t h e  L- b r a n c h.  Q A i s  m e n a q ui n o n e- 9,  a n d  QB i s

u bi q ui n o n e- 9  ( G a st  et  al., 1 9 8 5).  T h e  l o c al  s y m m et r y  i s  vi ol at e d  b y  t h e

p h yt yl c h ai n s of B C hl- b s a n d B P h- b s, b y t h e diff e r e nt c h e mi c al n at u r e a n d

diff e r e nt  o c c u p a n c y  of  t h e  q ui n o n e s,  a n d  b y  t h e  p r e s e n c e  of  a  c a r ot e n oi d

m ol e c ul e n e a r t h e a c c e s s o r y B C hl- b of t h e M- b r a n c h.

3. 4  F u n cti o n al  o v e r vi e w

T h e  c u r r e nt  u n d e r st a n di n g  of  t h e  f u n cti o n  of  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  w a s

d e v el o p e d  b y  c o m bi ni n g  st r u ct u r al  i nf o r m ati o n  wit h  i nf o r m ati o n  f r o m

Fi g ur e  9:  S c h e m ati c  vi e w  of  t h e  r e a cti o n  c e ntr e,  s h o wi n g  t h e  li g ht- dri v e n  c y cli c  el e ctr o n  fl o w.
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ot h e r e x p e ri m e nt al t e c h ni q u e s, n ot a bl y s p e ct r o s c o p y, a s d e s c ri b e d i n r e c e nt

r e vi e w s  ( P a r s o n  &  K e,  1 9 8 2;  P a r s o n,  1 9 8 7;  Ki r m ai e r  &  H olt e n,  1 9 8 7).

Fi g ure 9   s h o w s  a  s c h e m ati c  vi e w  of  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  wit h  it s  c of a ct o r s  i n

t h e b a ct e ri al m e m b r a n e. T h e s p e ci al p ai r, P, i s t h e st a rti n g p oi nt f o r a li g ht

d ri v e n  el e ct r o n  t r a n sf e r  r e a cti o n  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e.  A b s o r pti o n  of  a

p h ot o n,  o r  e n e r g y  t r a n sf e r  f r o m  li g ht  h a r v e sti n g  c o m pl e x e s  i n  t h e  m e m-

b r a n e p ut s P i nt o a n e x cit e d st at e, P*. F r o m P* a n el e ct r o n i s t r a n sf e r r e d t o

t h e  B P h- b  o n  t h e  L-  b r a n c h,  B PL ,  wit h  a  ti m e  c o n st a nt  of  2. 8  p s  ( B r et o n  et

al.,  1 9 8 6;  Fl e mi n g  et  al., 1 9 8 8). T h e di sti n cti o n b et w e e n t h e t w o B P h- b s w a s

p o s si bl e b e c a u s e t h e y a b s o r b at sli g htl y diff e r e nt w a v el e n gt h s, a n d, wit h t h e

k n o wl e d g e of t h e c r y st al st r u ct u r e, li n e a r di c h r oi s m a b s o r pti o n e x p e ri m e nt s

c o ul d  di sti n g ui s h  b et w e e n  t h e  t w o  c h r o m o p h o r e s  ( Zi nt h  et  al.,  1 9 8 3;  Zi nt h

el  al.,  1 9 8 5;  K n a p p  et  al.,  1 9 8 5).

F r o m  B P L t h e  el e ct r o n  i s  t r a n sf e r r e d  t o  Q A wit h  a  ti m e  c o n st a nt  of

~ 2 0 0 p s. At t hi s p oi nt t h e el e ct r o n h a s c r o s s e d m o st of t h e m e m b r a n e. B ot h

t h e s e el e ct r o n t r a n sf e r st e p s f u n cti o n at v e r y l o w t e m p e r at u r e s ( ~ 1 K) wit h

ti m e  c o n st a nt s  e v e n  s h o rt e r  t h a n  at  r o o m  t e m p e r at u r e  ( Ki r m ai e r  et  al.,

1 9 8 5 b;  Ki r m ai e r  et  al.,  1 9 8 5 a).

F r o m  Q A t h e  el e ct r o n  m o v e s  o n  t o  QB wit hi n  a b o ut  1 0 0  µ s.  T h e  n o n-

h e m e i r o n d o e s n ot s e e m t o pl a y a n e s s e nti al r ol e i n t hi s st e p ( D e b u s et al.,

1 9 8 6).

Q B c a n pi c k u p 2 el e ct r o n s a n d, s u b s e q u e ntl y, 2 p r ot o n s ( D r a c h e v a et al.,

1 9 8 8).  I n  t h e  Q B H 2 st at e  it  di s s o ci at e s  f r o m  t h e  r e a cti o n  c e nt r e,  a n d  t h e  Q B

sit e  i s  r e-fill e d  f r o m  a  p o ol  of  q ui n o n e s  di s s ol v e d  i n  t h e  m e m b r a n e.  El e c-

t r o n s  a n d  p r ot o n s  o n  QB H 2 a r e  t r a n sf e r r e d  b a c k  t h r o u g h  t h e  m e m b r a n e  b y

t h e  c yt o c h r o m e  b / c1 , c o m pl e x.  T h e  el e ct r o n s  a r e  s h uttl e d  vi a  a  s ol u bl e

c yt o c h r o m e  c 2 t o  t h e  r e a cti o n  c e nt r e’ s  c yt o c h r o m e  f r o m  w hi c h  P +  h a d

b e e n r e d u c e d wit h a ti m e c o n st a nt of ~  2 7 0 µ s.  T hi s  ti m e  c o n st a nt  i n c r e a s e s

wit h  d e c r e a si n g  t e m p e r at u r e  d o w n  t o ~  1 0 0 K,  a n d  r e m ai n s  c o n st a nt  f o r

l o w e r  t e m p e r at u r e s.  T h e  w h ol e  p r o c e s s  c a n  b e  d e s c ri b e d  a s  a  li g ht  d ri v e n

c y cli c  el e ct r o n  fl o w,  t h e  n et  eff e ct  of  w hi c h  i s  t h e  g e n e r ati o n  of  a  p r ot o n

g r a di e nt a c r o s s t h e m e m b r a n e t h at i s u s e d t o s y nt h e si z e a d e n o si n e t ri p h o s-

p h at e, a s d e s c ri b e d b y P. Mit c h ell’ s c h e mi o s m oti c t h e o r y. C o m pl et e u n d e r-

st a n di n g  of  t h e  r e a cti o n  c e nt r e’ s  f u n cti o n  still  m e et s  wit h  a  n u m b e r  of

p r o bl e m s. T h e n at u r e of el e ct r o n t r a n sf e r al o n g t h e st a g e s d e s c ri b e d a b o v e,

it s s p e e d a n d t e m p e r at u r e d e p e n d e n c e h a s n ot y et b e e n e x pl ai n e d t h e o r eti-

c all y. T h e fi r st st e p, wit h t h e q u e sti o n of t h e r ol e of t h e b ri d gi n g B C L A , i s a

m att e r of f a s ci n ati n g d e b at e.

O n e of t h e m aj o r s u r p ri s e s f r o m t h e st r u ct u r al w o r k w a s t h e s y m m et r y of

t h e  c o r e  st r u ct u r e,  r ai si n g  t h e  q u e sti o n  of  t h e  f a ct o r s  l e a di n g  t o  t h e  u s e  of

o nl y  t h e  L- b r a n c h  of  c of a ct o r s  a n d  of  t h e  si g nifi c a n c e  of  t h e  a p p a r e ntl y

u n u s e d  b r a n c h.  F u rt h e r  o p e n  q u e sti o n s  r el at e  t o  el e ct r o n  t r a n sf e r  b et w e e n

Q A a n d  Q B ,  t h e  r ol e  of  t h e  n o n- h e m e  i r o n,  a n d  t h e  f u n cti o n  of  Q B a s  t w o-

el e ct r o n  g at e  a n d  p r ot o n  a c c e pt o r. Fi n all y,  t h e  p u r p o s e  of  t h e  c yt o-

c h r o m e, a s w ell a s d et ail s of el e ct r o n t r a n sf e r f r o m t h e s ol u bl e c yt o c h r o m e,

a n d a m o n g t h e 4 h e m e s, i s a s y et n ot c o m pl et el y e x pl ai n e d.



Fi g ur e  1 0:  St er e o  vi e w  of  t h e  s p e ci al  p air  i n  at o m- c ol ors:  y ell o w:  c ar b o ns,  bl u e:  nitr o g e ns,  r e d:

o x y g e n s,  gr e e n:  m a g n e si u m.

3. 5  St r u ct u r al  d et ail s  i n  r el ati o n  t o  f u n cti o n

H e r e I d e s c ri b e t h e a r r a n g e m e nt of t h e c of a ct o r s, a n d t h ei r e n vi r o n m e nt i n

s o m e d et ail. O b s e r v ati o n s r el ati n g t o o p e n f u n cti o n al q u e sti o n s a r e e m p h a-

si z e d.

Fi g u r e  1 0 s h o w s  t h e  B C hl- b  ri n g  s y st e m s  of  t h e  s p e ci al  p ai r,  t h e  p ri m a r y

el e ct r o n  d o n o r  of  t h e  p h ot o s y nt h eti c  li g ht  r e a cti o n.  O n  t h e  b a si s  of  s pi n

r e s o n a n c e e x p e ri m e nt s t h e e xi st e n c e of a s p e ci al p ai r h a d b e e n p o st ul at e d a

l o n g  ti m e  a g o  ( N o r ri s  et  al., 1 9 7 1).  T h e  t w o  m ol e c ul e s  o v e rl a p  wit h  t h ei r

p yrr ol e  ri n g s  I  i n  s u c h  a  w a y  t h at,  w h e n  l o o ki n g  i n  a  dir e cti o n  p er p e n di c ul ar

t o t h e ri n g pl a n e s, t h e at o m s of t h e s e ri n g s e cli p s e e a c h ot h e r. T h e o ri e nt a-

ti o n of t h e ri n g s l e a d s t o a cl o s e p r o xi mit y b et w e e n t h e ri n g I a c et yl g r o u p s,

a n d t h e M g 2 + i o n s; h o w e v e r, t h e a c et yl g r o u p s d o n ot a ct a s li g a n d s t o t h e

M g 2 + . T h e p y r r ol e ri n g s I of b ot h B C hl- b s a r e n e a rl y p a r all el, a n d ~ 3. 2 Å

a p a rt. B ot h t et r a p y r r ol e ri n g s, h o w e v e r, a r e n o n pl a n a r; pl a n e s t h r o u g h t h e

p y r r ol e nit r o g e n s of e a c h B C hl- b f o r m a n a n gl e of 1 1. 3º.

T h e  s p e ci al  p ai r  B C hl- b s  a r e  a r r a n g e d  wit h  a  n e a rl y  p e rf e ct  t w of ol d

s y m m et r y. T hi s i s ill u st r at e d al s o i n Fi g u r e 1 1 , w hi c h s h o w s a vi e w al o n g t h e

t w of ol d a xi s ( D ei s e n h of e r & Mi c h el, 1 9 8 8). T h e B C hl- b ri n g s of t h e s p e ci al

p ai r  a r e  n e a rl y  p a r all el  t o  t h e  s y m m et r y  a xi s.  F u rt h e r  o bj e ct s  s h o w n  i n

Fi g u r e  1 1 t h at  o b e y  t h e  c e nt r al  l o c al  t w of ol d  s y m m et r y  a r e  t h e  hi sti di n e

r e si d u e s  ( L 1 7 3,  M 2 0 0)  a cti n g  a s  li g a n d s  t o  t h e  s p e ci al  p ai r  M g 2 +  i o n s,  t h e

ri n g s  of  t h e  a c c e s s o r y  B C hl- b s,  t h e  w at e r  m ol e c ul e s  H- b o n d e d  b et w e e n

hi sti di n e  nit r o g e n s  a n d  ri n g  V  c a r b o n yl  g r o u p s  of  t h e  a c c e s s o r y  B C hl- b s,

a n d  t h e  t r a n s m e m b r a n e  h eli c e s  of  s u b u nit s  L  a n d  M.  T h e  c a r ot e n oi d

m ol e c ul e  i n  c o nt a ct  wit h  t h e  a c c e s s o r y  B C hl- b  B C M A , t h e si d e c h ai n s of t h e

a c c e s s o r y  B C hl- b s,  a n d  t h e  t r a n s- m e m b r a n e  h eli x  of  t h e  H- s u b u nit  a r e

e x a m pl e s of st r u ct u r al el e m e nt s t h at b r a k e t h e t w of ol d s y m m et r y. A m o r e

s u btl e d e vi ati o n f r o m s y m m et r y i s t h e diff e r e nt d e g r e e of n o n- pl a n a rit y of

t h e  t w o  B C hl- b  ri n g  s y st e m s  of  t h e  s p e ci al  p ai r.  T h e  B C M P ri n g  i s  c o n si d e r-

a bl y m o r e d ef o r m e d t h a n t h at of B C L P .  T hi s  c a n  c a u s e  a n  u n e q u al  c h a r g e

di st ri b uti o n b et w e e n t h e t w o c o m p o n e nt s of t h e s p e ci al p ai r, w hi c h i n t u r n

c a n  b e  p a rt  of  t h e  r e a s o n  f o r  u ni di r e cti o n al  el e ct r o n  t r a n sf e r  ( Mi c h el-

B e y e rl e  et  al.,  1 9 8 8).



J.  D eis e n h of er  &  H.  Mi c h el

Fi g ur e  1 1:  St er e o  p air:  vi e w  al o n g  t h e  c e ntr al  l o c al  t w of ol d  a xi s  s h o wi n g  i n  at o m  c ol or s:  s p e ci al

p ai r  wit h  hi sti di n e  li g a n d s,  a c c e s s o r y  b a ct e ri o c hl o r o p h yll- b s  ( B C L A b ott o m,  B C M A t o p),  t w o

w at er s;  t h e  tr a n s m e m br a n e  h eli c e s  of  s u b u nit s L ( br o w n),  M  ( bl u e),  a n d  H  ( p ur pl e)  ar e  s h o w n  i n

s m o ot h e d b a c k b o n e r e p r e s e nt ati o n.

E v e n  t h o u g h  t h e  t et r a p y r r ol e  ri n g s  of  t h e  B C hl- b s  a n d  B P h- b s  of  t h e  L-

a n d M- b r a n c h e s c a n b e r ot at e d o n t o p of e a c h ot h e r u si n g a si n gl e t r a n sf o r-

m ati o n  wit h  t h e  r e a s o n a bl y  l o w  r. m. s.  d e vi ati o n  of  0. 3 8 Å  b et w e e n  t h e

p o siti o n s of e q ui v al e nt at o m s, a cl o s e r i n s p e cti o n s h o w s c o n si d e r a bl e diff e r-

e n c e s  b et w e e n  t h e  l o c al  s y m m et r y  o p e r ati o n s  of  s p e ci al  p ai r,  a c c e s s o r y

B C hl- b s,  a n d  B P h- b s.  O pti m u m  s u p e r p o siti o n  of  t h e  t et r a p y r r ol e  ri n g s  of

t h e s p e ci al p ai r al o n e i s a c hi e v e d b y a r ot ati o n of  f o r t h e a c c e s s o r y

B C hl- b s  b y  a  r ot ati o n  of  -   a n d  f o r  t h e  B P h- b s  b y  a  r ot ati o n  of

-  1 7 3. 2 °.  T hi s  d e vi ati o n  f r o m  t w of ol d  s y m m et r y  i s  ill u st r at e d  i n Fi g u r e  1 2,

w h e r e t h e c of a ct o r s of t h e M- b r a n c h w e r e r ot at e d u si n g t h e t r a n sf o r m ati o n

t h at  o pti m all y  s u p e ri m p o s e s  t h e  s p e ci al  p ai r  t et r a p y r r ol e  ri n g s.  It  i s  cl e a r

t h at, d u e t o t h e i m p e rf e ct s y m m et r y, i nt e r at o mi c di st a n c e s, a n d i nt e r pl a n a r

a n gl e s  a r e  diff e r e nt  i n  b ot h  b r a n c h e s.  F o r  e x a m pl e,  t h e  cl o s e st  di st a n c e  of

at o m s i n v ol v e d i n d o u bl e b o n d s i n t h e s p e ci al p ai r, a n d i n B P L . i s s h o rt e r b y

0. 7 Å  t h a n  t h e  c o r r e s p o n di n g  di st a n c e  b et w e e n  s p e ci al  p ai r  a n d  B P M .  A n-

ot h e r  e x a m pl e  i s  t h e  a n gl e s  b et w e e n  t h e  t et r a p y r r ol e  ri n g s  of  t h e  s p e ci al

p ai r,  a n d  t h o s e  of  t h e  a c c e s s o r y  B C hl- b s:  t h e  a n gl e s  f o r  B P L .  a r e  a b o ut  6 °

s m all e r  t h a n  f o r  B P M .  T h e s e  st r u ct u r al  diff e r e n c e s  l e a d  t o  diff e r e n c e s  i n

o v e rl a p of el e ct r o ni c o r bit al s, a n d a r e e x p e ct e d t o l e a d t o diff e r e nt el e ct r o n

t r a n sf e r  p r o p e rti e s  i n  b ot h  b r a n c h e s.  T hi s  m a y  b e  a n ot h e r  c o nt ri b uti o n  t o

t h e  u ni di r e cti o n al  c h a r g e  s e p a r ati o n  i n  t h e  r e a cti o n  c e nt r e.

Y et  a n ot h e r  o b s e r v ati o n  t h at  m a y  r el at e  t o  t h e  diff e r e nt  el e ct r o ni c  p r o p-

e rti e s  of  t h e  L-  a n d  M- b r a n c h e s  i s  t h e  diff e r e nt  d e g r e e  of  st r u ct u r al  o r d e r.

T h e  a m o u nt  of  di s o r d e r e d  st r u ct u r e,  m e a s u r e d  b y  t h e  n u m b e r  of  at o m s



5 4 6 C h e mistr y  1 9 8 8

Fi g u r e 1 2: St e r e o p ai r s h o wi n g c of a ct o r s of M- b r a n c h ( p u r pl e), a n d of L- b r a n c h ( g r e e n); p h yt yl

c h ai n s a r e o mitt e d f o r cl a rit y. R e d: c of a ct o r s of M- b r a n c h, r ot at e d u si n g a t r a n sf o r m ati o n t h at

o pti m all y  s u p e ri m p o s e s  t h e  t et r a p y r r ol e  ri n g  of  B C M P o nt o t h at of B C L P .

wit h o ut  si g nifi c a nt  el e ct r o n  d e n sit y,  i s  l a r g e r  i n  t h e  c o n stit u e nt s  of  t h e  M-

b r a n c h  t h a n  i n  t h o s e  of  t h e  L- b r a n c h.  B ot h  p h yt yl  si d e  c h ai n s  of  B C M A   a n d

B P M   a r e  p a rti all y  di s o r d e r e d  at  t h ei r  e n d s;  t h e  p h yt yl  c h ai n s  of  B CL A   a n d

B P I  h a v e  a  diff e r e nt  c o nf o r m ati o n  a n d  a r e  w ell  o r d e r e d.  T h e  c a r ot e n oi d

n e a r  B C M A m a y  c o nt ri b ut e  t o  t hi s  diff e r e n c e  i n  p h yt yl  c h ai n  st r u ct u r e  si n c e

it s  p r e s e n c e  p r e v e nt s  a n  i d e nti c al  a r r a n g e m e nt  of  p h yt yl  c h ai n s  o n  b ot h

si d e s.

A m e a s u r e of t h e ri gi dit y of t h e st r u ct u r e i s t h e at o mi c B- v al u e s o bt ai n e d

d u ri n g  c r y st all o g r a p hi c  r efi n e m e nt.  T h e s e  v al u e s  a r e  hi g h e r  i n  t h e  M-

b r a n c h  t h a n  i n  t h e  L- b r a n c h.  A n  e x a m pl e  i s  t h e  t et r a p y r r ol e  ri n g  of  B P M

wit h  a n  a v e r a g e  B  of  2 1. 1 Å 2 ,  a s  c o m p a r e d  t o  1 0. 3 Å2 f o r  B PL .

A m aj o r s o u r c e of a s y m m et r y i s t h e p r ot ei n s u b u nit s L a n d M s u r r o u n d-

i n g t h e c o r e pi g m e nt s. T h ei r o v e r all s e q u e n c e h o m ol o g y i s o nl y 2 5 % ( Mi c h el

et  al.,  1 9 8 6 a).  Alt h o u g h  k e y  r e si d u e s  li k e  t h e  hi sti di n e s  t h at  a r e  li g a n d s  t o

t h e  M g 2 +  i o n s  of  t h e  B C hl- b s,  a n d  t o  t h e  n o n- h e m e  i r o n  a r e  st ri ctl y

c o n s e r v e d,  m o st  of  t h e  r e si d u e s  i n  c o nt a ct  wit h  t h e  c o r e  pi g m e nt s  a r e

diff e r e nt b et w e e n t h e t w o b r a n c h e s.

I n o w d e s c ri b e d et ail s of t h e p r ot ei n e n vi r o n m e nt of t h e pi g m e nt s al o n g

t h e  p at h w a y  of  t h e  el e ct r o n,  a n d  m e nti o n  a d diti o n al  diff e r e n c e s  b et w e e n

t h e  b r a n c h e s  t h at  m a y  b e  f u n cti o n all y  i m p o rt a nt. Fi g u r e  1 3 s h o w s  a  cl o s e

vi e w of t h e st r u ct u r e s t h at a r e di r e ctl y i n v ol v e d i n t h e fi r st st e p of t h e li g ht

d ri v e n  el e ct r o n  t r a n sf e r  r e a cti o n:  t h e  s p e ci al  p ai r,  t h e  a c c e s s o r y  B C hl- b

B C L A ,  a n d  t h e  fi r st  el e ct r o n  a c c e pt o r, B P I n  a d diti o n,  a  f e w  a mi n o  a ci d

r e si d u e s  i n  cl o s e  c o nt a ct  t o  t h e s e  pi g m e nt s  a r e  s h o w n.  B C L A i s  i n  v a n  d e r

W a al s  c o nt a ct  t o  b ot h  t h e  s p e ci al  p ai r  a n d  B P L .  T h e  cl o s e st  a p p r o a c h

b et w e e n  t h e  t et r a p y r r ol e  ri n g s  of  t h e  s p e ci al  p ai r  a n d  B P L i s 1 0 Å ( at o m s i n

d o u bl e  b o n d s).  T h e  p h yt yl  c h ai n  of  B C L P   f oll o w s  a  cl eft  f o r m e d  b y  B CL A a n d

B P L ; it i s i n v a n d e r W a al s c o nt a ct t o b ot h t et r a p y r r ol e ri n g s. At fi r st gl a n c e

t hi s  a r r a n g e m e nt  s u g g e st s  t h at  t h e  el e ct r o n  s h o ul d  f oll o w  t h e  p at h  P  -  >



Fi g ur e  1 3:  S p e ci al  p air,  B C L A ,  B PL ,  a n d  s el e ct e d  r esi d u es  i n  at o m- c ol ors,

Fi g ure 1 4:  St e r e o  p ai r,  s h o wi n g  t h e  s p e ci al  p ai r,  a n d  it s  p r ot ei n  e n vi r o n m e nt  ( Mi c h el  et  al.,

1 9 8 6 b).  B r o w n:  r e si d u e s  f r o m  t h e  L- s u b u nit;  bl u e:  r e si d u e s  f r o m  t h e  M- s u b u nit;  g r e e n:  B C L P ;

y ell o w:  B C M P ;  h y d r o g e n  b o n d s  a r e  i n di c at e d  i n  p u r pl e.  T h e  h y d r o g e n  b o n d  b et w e e n  s e ri n e

M 2 0 3 a n d B C M p i s n o l o n g e r p r e s e nt i n t h e r efi n e d m o d el.

B C L A
> B P L .  H o w e v e r,  att e m pt s  t o  o b s e r v e  bl e a c hi n g  of  t h e  a b s o r pti o n

b a n d s of B C L A , d u e t o t r a n si e nt r e d u cti o n f ail e d. S p e ct r o s c o pi c e x p e ri m e nt s

d o n e  wit h  ult r af a st  l a s e r  s y st e m s  i n di c at e d  di r e ct  r e d u cti o n  of  B P L f r o m  P*

wit h o ut  i nt e r m e di at e  st e p s  ( B r et o n  et  al.,  1 9 8 6;  Fl e mi n g  et  al.,  1 9 8 8;

Ki r m ai e r  et  al.,  1 9 8 5 b).  T hi s  r e s ult  h a s  i niti at e d  a n  i nt e n s e  d e b at e  o n  t h e

m e c h a ni s m  of  el e ct r o n  t r a n sf e r  f r o m  P  t o  B P L ,  a n d  o n  t h e  r ol e  of  B CL A i n

t hi s p r o c e s s. A s i n di c at e d i n Fi g u r e 1 3 wit h t h e e x a m pl e of t y r o si n e M 2 0 8, it

s e e m s  pl a u si bl e  t h at  t h e  p r ot ei n  pl a y s  a n  i m p o rt a nt  r ol e,  n ot  o nl y  a s  a

s c aff ol d  t o  k e e p  pi g m e nt s  i n  pl a c e, b ut  al s o  i n  i nfl u e n ci n g  f u n cti o n al

p r o p e rti e s.

N u m e r o u s p r ot ei n- pi g m e nt i nt e r a cti o n s a r e a p p a r e nt al s o f o r t h e s p e ci al

p ai r it s elf ( Mi c h el et al., 1 9 8 6 b),  a s  s h o w n  i n Fi g u r e  1 4. T h e s e  i nt e r a cti o n s

i n cl u d e b o n d s b et w e e n NE at o m s of hi sti di n e s L 1 7 3 a n d M 2 0 0 t o t h e M g 2 +

i o n s  of  B CL P , a n d B CM P ,  r e s p e cti v el y.  B ot h  a c et yl  g r o u p s  of  t h e  s p e ci al  p ai r

a r e  h y d r o g e n  b o n d e d:  B C L P
t o  hi sti di n e  L 1 6 8,  a n d  B CM P t o  t y r o si n e  M 1 9 5.

A f u rt h e r h y d r o g e n b o n d i s f o u n d b et w e e n t h e ri n g V k et o c a r b o n yl o x y g e n

a n d  t h r e o ni n e  L 2 4 8;  t h e r e  i s  n o  e q ui v al e nt  h y d r o g e n  b o n d  f o r  B C M P .



Fi g ur e  1 5:  St er e o  p air,  s h o wi n g  B P,.  ( y ell o w),  a n d  its  pr ot ei n  e n vir o n m e nt,  c ol or e d  as  i n  Fi g ur e

1 4.

T h e  s p e ci al  p air  e n vir o n m e nt  i s  ri c h  i n  ar o m ati c  r e si d u e s:  fi v e  p h e n yl al a n-

i n e s,  t h r e e  t y r o si n e s,  a n d  t h r e e  t r y pt o p h a n s  a r e  i n  di r e ct  c o nt a ct  wit h  t h e

t et r a p y r r ol e ri n g s of t h e s p e ci al p ai r. T y r o si n e L 1 6 2 i s l o c at e d b et w e e n t h e

s p e ci al p ai r a n d t h e cl o s e st h e m e g r o u p ( H E 3) of t h e c yt o c h r o m e, a n d m a y

pl a y  a  r ol e  d u ri n g  r e d u cti o n  of  P +  b y  t h e  c yt o c h r o m e  ( Mi c h el  et  al.,

1 9 8 6 b).

Fi g u r e  1 5 s h o w s  B P L , t h e fi r st el e ct r o n a c c e pt o r, wit h it s p r ot ei n e n vi r o n-

m e nt  ( Mi c h el  et  al.,  1 9 8 6 b).  T h e  B P h- b s  a r e  h el d  i n  t h ei r  pl a c e s  b y  n o n-

c o v al e nt i nt e r a cti o n s o nl y. I n t h e p o siti o n s w h e r e hi sti di n e li g a n d s of B C hl-

b s  w o ul d  b e  e x p e ct e d,  w e  fi n d  l e u ci n e  M 2 1 2  f o r  B P L (s e e  Fi g ure  1 5), a n d

m et hi o ni n e  L 1 8 4  f o r  B P M . B PL f o r m s  t w o  h y d r o g e n  b o n d s  wit h  t h e  p r ot ei n.

T h e o n e b et w e e n t h e ri n g V e st e r c a r b o n yl g r o u p a n d t r y pt o p h a n L 1 0 0 h a s

a n e q ui v al e nt i n a h y d r o g e n b o n d b et w e e n B P M a n d t r y pt o p h a n M 1 2 7. T h e

ot h e r h y d r o g e n b o n d, b et w e e n t h e ri n g V k et o c a r b o n yl o x y g e n a n d gl ut a m-

i c  a ci d  L 1 0 4  i s  u ni q u e  f o r  t h e  L- b r a n c h;  t h e  r e si d u e  o n  t h e  M- si d e  c o r r e-

s p o n di n g  t o  gl ut a mi c  a ci d  L 1 0 4  i s  v ali n e  Ml 3 1.  Gl ut a mi c  a ci d  L 1 0 4  i s

c o n s e r v e d  i n  all  c u r r e ntl y  k n o w n  s e q u e n c e s  of  r e a cti o n  c e nt r e  L- s u b u nit s

f r o m p u r pl e b a ct e ri a. It s p o siti o n i n t h e el e ct r o n t r a n sf e r p at h w a y st r o n gl y

s u g g e st s t h at it i s p r ot o n at e d; ot h e r wi s e, t h e n e g ati v e c h a r g e of t h e i o ni z e d

gl ut a mi c a ci d si d e c h ai n w o ul d m a k e el e ct r o n t r a n sf e r t o B P L ,  e n e r g eti c all y

hi g hl y  u nf a v or a bl e.

A s f o r t h e s p e ci al p ai r, a r o m ati c r e si d u e s a r e f o u n d i n t h e n ei g h b o r h o o d

of t h e B P h- b s; t h e n ei g h b o r h o o d of B P L  i s ri c h e r i n a r o m ati c r e si d u e s t h a n

t h at  of  B PM .  A n  e s p e ci all y  n ot e w o rt h y  a r o m ati c  r e si d u e  i s  t r y pt o p h a n

M 2 5 0,  w h o s e  si d e  c h ai n  f o r m s  a  b ri d g e  b et w e e n  B P L a n d  t h e  n e xt  el e ct r o n

a c c e pt o r,  Q A .  T h e  M- b r a n c h  r e si d u e  e q ui v al e nt  t o  t r y pt o p h a n  M 2 5 0  i s

p h e n yl al a ni n e L 2 1 6 w hi c h, d u e t o t h e s m all e r si d e c h ai n, c a n n ot p e rf o r m a

si mil a r  b ri d gi n g  f u n cti o n  b et w e e n  B P M a n d Q B .

T h e  e n vi r o n m e nt  of  t h e  q ui n o n e s,  a n d  of  t h e  n o n- h e m e  i r o n  ( Mi c h el  et

al.,  1 9 8 6 b)  i s  s h o w n  i n Fi g u r e  1 6. I n st e a d  of  Q B ,  t h e  fi g u r e  s h o w s  t h e

h e r bi ci d e  t e r b utt y n  i n  t h e  Q B bi n di n g  p o c k et.  T h e  n o n- h e m e  i r o n  a p p e a r s

i n  t h e  c e nt r e  of  t h e  d r a wi n g,  b et w e e n  t h e  bi n di n g  sit e s  of  QA a n d  Q B ,  v e r y

n e a r t h e c e nt r al l o c al t w of ol d s y m m et r y a xi s. It i s b o u n d b y fi v e p r ot ei n si d e



J.  D eis e n h of er  &  H.  Mi c h el

Fi g u r e  1 6 : St er e o  p air,  s h o wi n g  Q A ,  t h e  n o n- h e m e  ir o n,  t h e  h er bi ci d e  t er b utr y n  i n  t h e  Q B

bi n di n g  p o c k et,  a n d  t h e  pr ot ei n  e n vir o n m e nt  of  t h es e  c of a ct ors,  c ol or e d  as  i n  Fi g ur e  1 4  ( Mi c h el

et  al.,  1 9 8 6 b).

c h ai n s, f o u r hi sti di n e s ( L 1 9 0, L 2 3 0, M 2 1 7, M 2 6 4), a n d gl ut a mi c a ci d M 2 3 2,

w h o s e  c a r b o x yl at e  g r o u p  a ct s  a s  a  bi d e nt at e  li g a n d.  T h e  i r o n  sit s  i n  a

di st o rt e d o ct a h e d r al e n vi r o n m e nt wit h t h e a xi al li g a n d s hi sti di n e L 2 3 0 a n d

hi sti di n e M 2 6 4, a n d e q u at o ri al li g a n d s hi sti di n e L 1 9 0, hi sti di n e M 2 1 7, a n d

gl ut a mi c  a ci d  M 2 3 2.  Hi sti di n e  L 1 9 0  a n d  hi sti di n e  M 2 1 7  al s o  c o nt ri b ut e

si g nifi c a ntl y  t o  t h e  bi n di n g  of  Q B a n d  Q A ,  r e s p e cti v el y.  T h e  l o c ati o n  of  t h e

i r o n,  a n d  it s  bi n di n g  t o  r e si d u e s  f r o m  s u b u nit s  L  a n d  M  i m m e di at el y

s u g g e st s  t h at  t h e  p a rt  of  i r o n’ s  r ol e  i s  t o  i n c r e a s e  t h e  st r u ct u r al  st a bilit y  of

t h e r e a cti o n c e nt r e. It i s s u r p ri si n g t h at it s r ol e i n el e ct r o n t r a n sf e r b et w e e n

t h e q ui n o n e s s e e m s t o b e r el ati v el y mi n o r ( Ki r m ai e r et al., 1 9 8 6).

T h e  h e a d  g r o u p  of  Q A i s  b o u n d  i n  a  hi g hl y  h y d r o p h o bi c  p o c k et;  it s

c a r b o n yl  o x y g e n s  a r e  h y d r o g e n  b o n d e d  t o  t h e  p e pti d e  N H  of  Al a  M 2 5 8,

a n d  t o  t h e   of  t h e  i r o n  li g a n d  hi sti di n e  M 2 1 7.  A s  m e nti o n e d  a b o v e,

t r y pt o p h a n  M 2 5 0  f o r m s  p a rt  of  t h e  Q A ’ s  bi n di n g  p o c k et;  it s  i n d ol e  ri n g  i s

n e a rl y p a r all el t o t h e h e a d g r o u p of Q A at a di st a n c e of 3. 1 Å. T h e i s o p r e n-

oi d si d e c h ai n of Q A i s f ol d e d al o n g t h e s u rf a c e of t h e L- M c o m pl e x; t h e l a st

t h r e e i s o p r e n oi d u nit s a r e di s o r d e r e d i n t h e c r y st al. T h e QA bi n di n g  p o c k et

i s  w ell  s hi el d e d  f r o m  t h e  c yt o pl a s m  b y  t h e  gl o b ul a r  d o m ai n  of  t h e  H-

s u b u nit.  Si n c e  t h e  Q B bi n di n g  sit e  i n  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  c r y st al s  i s  o nl y

p a rti all y  o c c u pi e d,  t h e  Q B m o d el i s l e s s r eli a bl e t h a n t h e ot h e r p a rt s of t h e

st r u ct u r al  m o d el  di s c u s s e d  a b o v e.  N e v e rt h el e s s,  t h e  c r y st all o g r a p hi c  d at a

s u g g e st e d  a  hi g hl y  pl a u si bl e  a r r a n g e m e nt  of  t h e  Q B h e a d  g r o u p  i n  it s

p o c k et;  t h e  Q B si d e  c h ai n  r e m ai n e d  u n d efi n e d.  It  a p p e a r s  t h at  Q B si mil a r  t o

Q A , f o r m s h y d r o g e n b o n d s t o t h e p r ot ei n wit h it s t w o c a r b o n yl o x y g e n s: o n e

t o   at o m  of  t h e  i r o n  li g a n d  hi sti di n e  L 1 9 0,  a n d  a  bif u r c at e d  h y d r o g e n

b o n d  t o   of  s e ri n e  L 2 2 3,  a n d  t o  N H  of  gl y ci n e  L 2 2 5.  A s  t r y pt o p h a n
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M 2 5 0 f o r Q A , p h e n yl al a ni n e L 2 1 6 f o r m s a si g nifi c a nt p a rt of t h e QB bi n di n g

p o c k et.  M aj o r  diff e r e n c e s  b et w e e n  t h e  bi n di n g  sit e s  of  Q A a n d  Q B a r e  t h e

m o r e p ol a r n at u r e of t h e Q B sit e, a n d t h e p r e s e n c e of p at h w a y s t h r o u g h t h e

p r ot ei n,  t h r o u g h  w hi c h  p r ot o n s  m a y  e nt e r  t h e  Q B sit e.  T h e  b ott o m  of  t h e

Q B sit e  i s  f o r m e d  t o  a  l a r g e  p a rt  b y  t h e  si d e  c h ai n  of  gl ut a mi c  a ci d  L 2 1 2.

P r ot o n s c a n m o v e f r o m t h e c yt o pl a s m al o n g a p at h m a r k e d b y c h a r g e d o r

p ol a r r e si d u e s t o gl ut a mi c a ci d L 2 1 2 a n d f r o m t h e r e, b y a n, a s y et, u n k n o w n

m e c h a ni s m, t o t h e d o u bl y r e d u c e d Q B 2- .

S o m e  h e r bi ci d e s  a r e  c o m p etiti v e  i n hi bit o r s  of  Q B bi n di n g  t o  r e a cti o n

c e nt r e s of p u r pl e b a ct e ri a. C r y st all o g r a p hi c bi n di n g st u di e s wit h t h e h e r bi-

ci d e  t e r b ut r y n (s e e  Fi g ure  1 6), a n d  wit h  o- p h e n a nt h r oli n e  ( D ei s e n h of e r  et

al., 1 9 8 5 a; Mi c h el et al., 1 9 8 6 b) d e m o n st r at e d bi n di n g of t h e s e m ol e c ul e s i n

t h e  QB bi n di n g  p o c k et,  a n d  p r o vi d e d  a  st r u ct u r al  b a si s  f o r  u n d e r st a n di n g

m ut ati o n s  t h at  r e n d e r R ps.  viri dis h e r bi ci d e  r e si st a nt  ( Si n ni n g  &  Mi c h el,

1 9 8 7 b;  Si n ni n g  &  Mi c h el,  1 9 8 7 a).  T h e  f a ct  t h at  h e r bi ci d e s,  w hi c h  w e r e

d e v el o p e d  t o  i n hi bit  p h ot o s y st e m  II  r e a cti o n  c e nt r e s  of  g r e e n  pl a nt s,  c a n

al s o  i n hi bit  r e a cti o n  c e nt r e s  of  p u r pl e  b a ct e ri a  i s  o n e  of  t h e  m a n y  i n di c a-

ti o n s  of  a  cl o s e  st r u ct u r al  si mil a rit y  b et w e e n  t h e s e  ki n d s  of  p h ot o s y nt h eti c

r e a cti o n c e nt r e s ( s e e p a r a g r a p h 4 a n d Mi c h el & D ei s e n h of e r, 1 9 8 8).

4.  T H E  R E L A TI O N  T O  P H O T O S Y S T E M  II  A N D  E V O L U TI O N A R Y

A S P E C T S

4. 1  C o n cl usi o ns  o n  t he  str u ct ure  of  p h ot os yste m  II  re a cti o n  ce ntre

T h e m o st s u r p ri si n g r e s ult of t h e X- r a y st r u ct u r e a n al y si s w a s t h e di s c o v e r y

of t h e n e a rl y s y m m et ri c a r r a n g e m e nt of t h e r e a cti o n c e nt r e c o r e f o r m e d b y

t h e  h o m ol o g o u s  L-  a n d  M- s u b u nit s  t o g et h e r  wit h  t h e  pi g m e nt s.  P ri m a r y

el e ct r o n d o n o r, a s w ell a s t h e f e r r o u s n o n- h e m e i r o n at o m, a r e f o u n d at t h e

i nt e rf a c e b et w e e n b ot h s u b u nit s. B ot h s u b u nit s a r e n e e d e d t o e st a bli s h t h e

r e a cti o n  c e nt r e.

D u ri n g  t h e  X- r a y  st r u ct u r e  a n al y si s  t h e  f oll o wi n g  r e s ult s  s u g g e sti n g  a

cl o s e r el ati o n b et w e e n t h e r e a cti o n c e nt r e s f r o m p u r pl e b a ct e ri a a n d p h ot o-

s y st e m  II  w e r e  o r  b e c a m e  a v ail a bl e.  i)  P h ot o s y st e m  II  r e a cti o n  c e nt r e  a n d

t h e  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m  p u r pl e  b a ct e ri a  b ot h  p o s s e s s  t w o  p h e o p h yti n

m ol e c ul e s  ( O m at a  et  al.,  1 9 8 4;  F e h e r  a n d  O k a m u r a,  1 9 7 8).  U p o n  r e m o v al

of t h e q ui n o n e s o r p r e r e d u cti o n of t h e m, it i s p o s si bl e t o t r a p o n e el e ct r o n

o n  o n e  of  t h e m.  ( Ti e d e  et  al.,  1 9 7 6,  S h u v al o v  &  Kli m o v,  1 9 7 6).  ii)  B ot h

r e a cti o n  c e nt r e s  p o s s e s s  a  m a g n eti c all y  c o u pl e d  Q A -  F e-  QB c o m pl e x.  iii)

T h e  L- s u b u nit  of  t h e  p u r pl e  r e a cti o n  c e nt r e  a n d  t h e  D 1  p r ot ei n  ( w hi c h  i s

t h e  p r o d u ct  of  t h e  p s b A- g e n e  a n d  al s o  c all e d  Q B p r ot ei n,  3 2  k D  p r ot ei n  o r

h e r bi ci d e  bi n di n g  p r ot ei n)  bi n d  t h e  h e r bi ci d e  a zi d o at r a zi n e  u p o n  p h ot o af-

fi nit y  l a b elli n g  ( d e  Vit r y  &  Di n e r,  1 9 8 4;  Pfi st e r  et  al.  1 9 8 1).  (i v)  W e a k  b ut

si g nifi c a nt  s e q u e n c e  h o m ol o gi e s  b et w e e n  t h e  L-  a n d  M- s u b u nit s  of  t h e

p u r pl e b a ct e ri a ( Willi a m s et al., 1 9 8 3,  1 9 8 4;  Y o u v a n  et  al.,  1 9 8 4;  Mi c h el  et

al., 1 9 8 6 a), t h e D 1 ( Z u r a w s ki et al., 1 9 8 1) a n d l at e r o n al s o D 2 p r ot ei n s ( Alt
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Fi g ure  1 7 : T h e a mi n o a ci d s e q u e n c e s of t h e L a n d M s u b u nit s f r o m t h e p u r pl e b a ct e ri a R p s.

vi ri di s ( L V, M V; Mi c h el et al., 1 9 8 6 a) a n d R b. c a p s ul at u s  ( L C, M C; Y o u v a n et al., 1 9 8 4). A mi n o

a ci d s  c o m m o n  t o  all  si x  s u b u nit s  or  t h e  L  s u b u nit s  a n d  D 1,  or  t h e  M  s u b u nit s  a n d  D 2  ar e  b o x e d..

T h e p o siti o n of t h e t r a n s m e m b r a n e α - h eli c e s i n t h e R p s. vi ri di s r e a cti o n c e nt r e i s i n di c at e d b y

b a r s a b o v e t h e s e q u e n c e s of t h e L s u b u nit s a n d b el o w t h e s e q u e n c e s of t h e M s u b u nit s. T h e

p o siti o n s of t h e s h o rt α - h eli c e s i n t h e c o n n e cti o n s of t r a n s m e m b r a n e α - h eli c e s C a n d D, a s w ell

a s  D  a n d  E,  a r e  i n di c at e d  b y  d a s h e d  li n e s. T h e  hi sti di n e  li g a n d s  of  t h e  s p e ci al  p ai r

b a ct e ri o c hl o r o p h yll s a n d of t h e n o n- h e m e i r o n at o m a r e m a r k e d b y s p. p. o r F e. Ci r cl e s s h o w

a mi n o  a ci d s  k n o w n  t o  b e  m ut at e d  i n  h e r bi ci d e- r e si st a nt  r e a cti o n  c e nt r e s  f r o m  t h e  p u r pl e

b a ct e ri a o r f r o m p h ot o s y st e m II ( T a k e n f r o m Mi c h el & D ei s e n h of e r, 1 9 8 8).



5 5 2 C h e mistr y  1 9 8 8

et  al.,  1 9 8 4,  H ol s c h u h  et  al.,  1 9 8 4;  R a s m u s s e n  et  al.,  1 9 8 4,  R o c h ai x  et  al.,

1 9 8 4) of p h ot o s y st e m II w e r e di s c o v e r e d.

T h e  m e a ni n g  of  t h e  r e s ult s  w a s  o b vi o u s:  T h e  r e a cti o n  c e nt r e  of  p h ot o-

s y st e m II f r o m pl a nt s a n d al g a e h a d t o b e e x p e ct e d t o b e f o r m e d b y t h e D 1

a n d  D 2  p r ot ei n s  wit h  D 1  c o r r e s p o n di n g  t o  t h e  L- s u b u nit  a n d  D 2  c o r r e-

s p o n di n g t o t h e M- s u b u nit. T hi s p r o p o s al w a s at v a ri a n c e wit h t h e a c c e pt e d

vi e w  t h at  t h e  s o- c all e d  C P 4 7,  a  c hl o r o p h yll- bi n di n g  p r ot ei n  wit h  a p p a r e nt

m ol e c ul a r w ei g ht of 4 7 0 0 0, i s t h e a p o p r ot ei n of t h e p h ot o s y st e m II r e a cti o n

c e nt r e  ( N a k at a ni  et  al.,  1 9 8 4).
Fi g ure  1 7   c o m p a r e s  t h e  a mi n o  a ci d  s e q u e n c e s  of  t h e  L-  a n d  M- s u b u nit s

f r o m  t w o  p u r pl e  b a ct e ri a  wit h  t h e  D 1  a n d  D 2  p r ot ei n s  f r o m  s pi n a c h

c hl o r o pl a st.  Si g nifi c a nt  s e q u e n c e  h o m ol o g y  st a rt s  wit h  t h e  gl y ci n e- gl y ci n e

p ai r  ( L 8 3, 8 4,  1 1 0, 1 1 1)  at  t h e  b e gi n ni n g  of  t h e  s e c o n d s  t r a n s m e m b r a n e

h eli c e s.  M ai nl y  a mi n o  a ci d s  of  st r u ct u r al  i m p o rt a n c e  ( s u c h  a s  gl y ci n e s,

p r oli n e s, a n d a r gi ni n e s) a r e c o n s e r v e d. P a rt of t h e a mi n o a ci d s i n v ol v e d i n

t h e  bi n di n g  of  t h e  pi g m e nt s  a n d  c o-f a ct o r s  a r e  al s o  c o n s e r v e d:  T h e  hi sti-

di n e-li g a n d s t o t h e m a g n e si u m at o m s of t h e s p e ci al p ai r c hl o r o p h yll s ( L 1 7 3,

M 2 0 0) a n d t o t h e n o n- h e m e i r o n at o m. I n t h e L- s u b u nit a n d t h e D 1 p r ot ei n

a  p h e n yl al a ni n e  r e si d u e  ( L 2 1 6,  D 1- 2 5 5)  a n d  a  s e ri n e  r e si d u e  ( L 2 2 3,  D 1-

2 6 4) a r e f o u n d i n t h e c o r r e s p o n di n g s e q u e n c e p o siti o n s. T h e s e r e si d u e s a r e

i n v ol v e d i n t h e bi n di n g of t h e s-t ri a zi n e h e r bi ci d e s li k e at r a zi n e a n d t e r b u-

t r y n w hi c h p r e s u m a bl y a ct b y c o m p eti n g wit h t h e s e c o n d a r y q ui n o n e QB f o r

it s bi n di n g sit e. M ut ati o n s of t h e s e a mi n o a ci d s c a u s e h e r bi ci d e r e si st a n c e i n

t h e p u r pl e b a ct e ri a, i n pl a nt s, a n d al g a e. T h e p h e n yl al a ni n e s L 2 1 6 a n d D 1-

2 5 5  c o r r e s p o n d  t o  t r y pt o p h a n s  M 2 5 0  a n d  D 2- 2 5 4  w hi c h  f o r m  t h e  m aj o r

p a rt of t h e bi n di n g sit e of t h e p ri m a r y q ui n o n e Q A ( s e e  3. 5).

S e v e r al  i m p o rt a nt  diff e r e n c e s  e xi st  b et w e e n  t h e  r e a cti o n  c e nt r e s  of  p h o-

t o s y st e m II a n d t h e p u r pl e b a ct e ri a: t h e a mi n o a ci d s i n v ol v e d i n t h e bi n di n g

of t h e a c c e s s o r y b a ct e ri o c hl o r o p h yll s i n t h e p u r pl e b a ct e ri a, a n d a gl ut a mi c

a ci d,  w hi c h  i s  a  bi d e nt at e  li g a n d  t o  t h e  f e r r o u s  n o n- h e m e  i r o n  a r e  n ot

c o n s e r v e d.  T h e r e  i s  n o  hi nt  f o r  t h e  e xi st e n c e  of  a n  a n al o g u e  t o  t h e  H-

s u b u nit  i n  p h ot o s y st e m  II  r e a cti o n  c e nt r e.  T h e  o v e r all  st r u ct u r e  of  t h e

p h ot o s y st e m  II  r e a cti o n  c e nt r e  c o r e,  h o w e v e r,  m u st  b e  v e r y  si mil a r  t o  t h e

r e a cti o n  c e nt r e  f r o m  p u r pl e  b a ct e ri a  f o r m e d  b y  t h e  L-  a n d  M- s u b u nit s.

Fi g u r e 1 8 s h o w s t h o s e h eli c e s w hi c h a r e p r e s u m a bl y c o n s e r v e d b et w e e n t h e

r e a cti o n  c e nt r e  c o r e s  of  t h e  p u r pl e  b a ct e ri a  a n d  p h ot o s y st e m  II  a n d  t h e

p o siti o n of t h e a mi n o a ci d s c o n s e r v e d b et w e e n t h e L- a n d M- s u b u nit s a n d

t h e D 1 a n d D 2 p r ot ei n s. I d e ntiti e s of a mi n o a ci d s, w hi c h a r e f o u n d s p e cifi-

c all y i n t h e L- s u b u nit s a n d t h e D 1 p r ot ei n s, o r s p e cifi c all y i n t h e M s u b u nit s

a n d D 2 p r ot ei n s, a n d i n v ol v e d i n t h e q ui n o n e bi n di n g, mi g ht b e t h e r e s ult

of c o n v e r g e nt e v ol uti o n. T h ei r l o c ati o n i s al s o s h o w n.

T h e  r e r e d u cti o n  of  t h e  p h ot o o xi di z e d  p ri m a r y  el e ct r o n  d o n o r  o c c u r s

f r o m  t h e  c yt o c h r o m e  s u b u nit  i n  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m R h o d o pse u d o m o n as

viri dis. I n  t h e  p o siti o n  e q ui v al e nt  t o  t h e  c yt o c h r o m e  s u b u nit  w e  h a v e  t o

e x p e ct  t h e  w at e r  s ol u bl e  p r ot ei n s  f o r mi n g  p a rt  of  t h e  m a n g a n e s e- c o nt ai n-

i n g o x y g e n e v ol vi n g c o m pl e x i n t h e p h ot o s y st e m II r e a cti o n c e nt r e. E x p e ri-
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Fi g u r e  1 8 :  C ol u m n  m o d el  f o r  t h e  c o r e  of  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m R ps.  viri dis. O nl y h eli c e s

w hi c h  ar e  pr e s u m a bl y  c o n s er v e d  i n  p h ot o s y st e m  II  r e a cti o n  c e ntr e s  ar e  s h o w n.  T h e  c o n n e cti o n s

of  t h e  h eli c e s  ar e  o nl y  i n di c at e d  s c h e m ati c all y.  T h e  tr a n s m e m br a n e  h eli c e s  of  t h e  L  ( M)  s u b u nit

a r e l a b ell e d b y L A- L E ( M A- M E) a n d t h e m aj o r h eli c e s i n t h e c o n n e cti o n s b y L C D ( M C D) a n d

L D E ( M D E). T h e s p e ci al p ai r b a ct e ri o c hl o r o p h yll s a r e at t h e i nt e rf a c e of t h e L a n d M s u b u nit s

b et w e e n t h e D a n d E h eli c e s, t h e b a ct e ri o p h e o p h yti n s n e a r t h e L h eli c e s. T h e bi n di n g sit e f o r

Q A i s b et w e e n t h e L D E a n d L D h eli c e s. T h e l o c ati o n of t h e a mi n o a ci d s c o n s e r v e d b et w e e n all L

a n d  M  s u b u nit s  a n d  t h e  D 1  a n d  D 2  pr ot ei n s,  a s  w ell  a s  t h o s e  f or mi n g  t h e  q ui n o n e  bi n di n g  sit e s,

i s i n di c at e d b y t h ei r s e q u e n c e n u m b e r s ( T a k e n f r o m Mi c h el & D ei s e n h of e r 1 9 8 8).

m e nt al  p r o of  f o r  t h e  e xi st e n c e  of  a  si mil a r  r e a cti o n  c e nt r e  c o r e  i n  p h ot o-

s y st e m  II  w a s  t h e  r e c e nt  i s ol ati o n  of  a  c o m pl e x  c o n si sti n g  of  t h e  p r ot ei n s

D 1,  D 2  a n d  c yt o c h r o m e  b 5 5 9  f r o m  s pi n a c h  c hl o r o pl a st s  w hi c h  c o nt ai n e d

f o u r t o fi v e c hl o r o p h yll s a n d t w o p h e o p h yti n s ( N a n b a & S at o h, 1 9 8 7). It h a s

b e e n s h o w n t o b e a cti v e i n el e ct r o n t r a n s p o rt t o t h e p h e o p h yti n s. R e c e ntl y,

e vi d e n c e h a s b e e n p r e s e nt e d b y t w o g r o u p s t h at a t y r o si n e r e si d u e l o c at e d

o n  t h e  D 1  s u b u nit  i n  t h e  t hi r d  t r a n s m e m b r a n e  h eli x  i s  a n  i nt e r m e di at e

el e ct r o n c a r ri e r b et w e e n t h e p ri m a r y el e ct r o n d o n o r of p h ot o s y st e m II a n d

t h e o x y g e n e v ol vi n g m a n g a n e s e cl u st e r ( D e b u s et al., 1 9 8 8, V e r m a a s et al.,

1 9 8 8,  H o g a n s o n  &  B a b c o c k,  1 9 8 8).  At  p r e s e nt  it  i s  s p e c ul at e d  if  e v e n  t h e

m a n g a n e s e cl u st e r i s b o u n d t o t h e D 1 a n d D 2 p r ot ei n s.

A s  a  r e s ult  of  t h e  w o r k  o n  t h e  b a ct e ri al  p h ot o s y nt h eti c  r e a cti o n  c e nt r e

o u r  e nti r e  vi e w  o n  t h e  p h ot o s y st e m  II  r e a cti o n  c e nt r e s  f r o m  pl a nt s  a n d

al g a e  h a s  c h a n g e d.
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4. 2.  E v ol uti o n a r y  a s p e ct s

T h e s e q u e n c e si mil a riti e s di s c u s s e d a b o v e s u g g e st t h at t h e r e a cti o n c e nt r e s

f r o m  p u r pl e  b a ct e ri a  a n d  p h ot o s y st e m  II  a r e  e v ol uti o n a r y  r el at e d.  A  c o m-

m o n  a n c e st o r  p o s s e s s e d  a n  e nti r el y  s y m m et ri c  r e a cti o n  c e nt r e  wit h  t w o

p a r all el  el e ct r o n  t r a n s p o rti n g  pi g m e nt  b r a n c h e s  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e.  I n

t hi s  vi e w  t h e  s y m m et ri c  r e a cti o n  c e nt r e  w a s  f o r m e d  b y  t w o  c o pi e s  of  t h e

s a m e p r ot ei n s u b u nit e n c o d e d b y o n e g e n e, i. e. w a s a h o m o di m e r. Aft e r a

g e n e d u pli c ati o n a n d s u b s e q u e nt m ut ati o n s t h e f o r m ati o n of t h e a s y m m et-

ri c  di m e r  ( “ h et e r o di m e r ”)  a n d  t h e  u s e  of  o nl y  o n e  pi g m e nt  b r a n c h  f o r

el e ct r o n t r a n sf e r b e c a m e p o s si bl e. It i s a n o p e n q u e sti o n if i n e v ol uti o n t hi s

g e n e  d u pli c ati o n  o c c u r r e d  o nl y  o n c e,  b ef o r e  t h e  li n e a g e s  l e a di n g  t o  t h e

p u r pl e b a ct e ri a a n d t h e p h ot o s y st e m II c o nt ai ni n g o r g a ni s m s s plit, o r t wi c e,

aft e r  t h e  s plitti n g  i nt o  t h e s e  t w o  li n e a g e s.  I n  t h e  l att e r  c a s e,  t h e  s p e cifi c

s e q u e n c e  si mil ariti e s  b et w e e n  L  a n d  D 1,  a s  w ell  a s  t h o s e  b et w e e n  M  a n d  D 2,

w o ul d  b e  t h e  r e s ult  of  c o n v e r g e nt  e v ol uti o n,  w h e r e a s  t h e  i d e ntiti e s  of  t h e

st r u ct u r all y i m p o rt a nt a mi n o a ci d s w o ul d d at e b a c k t o t h e o ri gi n al s y m m et-

ri c di m e r. S e q u e n c e c o m p a ri s o n s a r e i n f a v o u r of t h e l att e r p o s si bilit y ( s e e

Willi a m s  et  al., 1 9 8 6):  T h e  s e q u e n c e  i d e ntit y  b et w e e n  t h e  D 1  a n d  D 2

p r ot ei n s  i s  m u c h  hi g h e r  t h a n  t h at  b et w e e n  t h e  L-  a n d  M- s u b u nit s.  T hi s

o b s e r v ati o n p o s si bl y i n di c at e s t h at t h e g e n e d u pli c ati o n gi vi n g ri s e t o s e p a-

r at e  D 1  a n d  D 2  p r ot ei n s  o c c u r r e d  l at e r  d u ri n g  e v ol uti o n  t h a n  t h e  g e n e

d u pli c ati o n  l e a di n g  t o  t h e  L-  a n d  M- s u b u nit s.  O n  t h e  ot h e r  h a n d,  d u e  t o

m o r e a n d st r o n g e r i nt e r a cti o n s wit h n ei g h b o u ri n g p r ot ei n s, t h e D 1 a n d D 2

p r ot ei n s h a d l e s s f r e e d o m t o m ut at e t h a n t h e L- a n d t h e M- s u b u nit s. A s a

r e s ult s e q u e n c e c o m p a ri s o n s mi g ht b e mi sl e a di n g.

T h e e v ol uti o n a r y r el ati o n s al s o i n di c at e t h at t h e r e m u st b e a n a d v a nt a g e

f o r r e a cti o n c e nt r e s p o s s e s si n g o nl y o n e a cti v e el e ct r o n t r a n s p o rt c h ai n wit h

t w o q ui n o n e s a cti n g i n s e ri e s. T h e r e mi g ht b e r at h e r t ri vi al e x pl a n ati o n s f o r

t h e u s e of o nl y o n e b r a n c h, e. g. a n a s y m m et r y i n t h e p r ot ei n e n vi r o n m e nt

c a n c a u s e a n a s y m m et r y i n t h e di st ri b uti o n of el e ct r o n s i n t h e e x cit e d st at e

a n d  s u b s e q u e ntl y  l e a d  t o  a  p r ef e r r e d  r el e a s e  of  a n  el e ct r o n  o nl y  i n  o n e

di r e cti o n.  T hi s  e xi sti n g  p ol a rit y  mi g ht  l e a d  t o  a  f a st e r  r at e  of  t h e  fi r st

el e ct r o n  t r a n sf e r  st e p,  a  mi ni mi z ati o n  of  c o m p eti n g  r e a cti o n s,  a n d  t h u s  a

hi g h e r q u a nt u m yi el d f o r t h e el e ct r o n t r a n sf e r.

It i s a cl e a r a d v a nt a g e i n t h e p r e s e nt d a y’ s r e a cti o n c e nt r e s t h at t h e t w o

q ui n o n e s  a ct  i n  s e ri e s,  a n d  o nl y  t h e  r el e a s e d  s e c o n d a r y  q ui n o n e,  Q B , i s a

t w o- el e ct r o n  c a r ri e r.  C o n si d e r  t h e  sit u ati o n  of  t h e  a n ci e nt  s y m m et ri c  r e a c-

ti o n  c e nt r e:  U p o n  t h e  fi r st  e x cit ati o n  t h e  el e ct r o n  i s  t r a n sf e r r e d  t o  t h e

q ui n o n e  at  t h e  e n d  of  o n e  pi g m e nt  b r a n c h.  T h e  r e s ulti n g  s e mi q ui n o n e  i s

n ot  st a bl e  a n d  it s  el e ct r o n  i s  l o st  i n  t h e  ti m e  r a n g e  of  s e c o n d s.  O nl y  if  it

r e c ei v e s a s e c o n d el e ct r o n c a n it b e p r ot o n at e d a n d e n e r g y i s st o r e d i n t h e

f o r m of t h e q ui n ol. Wit h t w o i d e nti c al p a r all el el e ct r o n t r a n sf e r c h ai n s t h e

p r o b a bilit y  f o r  t h e  s e c o n d  el e ct r o n  t o  b e  f u n n el e d  i nt o  t h e  s a m e  c h ai n  t o

t h e  s a m e  q ui n o n e  a s  t h e  fi r st  el e ct r o n  i s  o nl y  5 0 %.  A  p o s si bl e  el e ct r o st ati c

r e p ul si o n b y t h e n e g ati v el y c h a r g e d s e mi q ui n o n e mi g ht e v e n d e c r e a s e t hi s

p r o b a bilit y.  I n  a  f r e q u e nt  sit u ati o n  t h e  a b s o r pti o n  of  t w o  p h ot o n s  l e a d s  t o
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t h e f o r m ati o n of t w o s e mi q ui n o n e s i n t h e s a m e r e a cti o n c e nt r e a n d e n e r g y

i s n ot st o r e d i n a st a bl e w a y. T h e w a y o ut of t hi s dil e m m a cl e a rl y i s t o s wit c h

t h e t w o q ui n o n e s i n s e ri e s a n d t o all o w p r ot o n ati o n a n d r el e a s e o nl y t o t h e

fi n al q ui n o n e, w hi c h i s t h e n QB i n t h e el e ct r o n t r a n sf e r c h ai n, a s it i s s e e n i n

t h e  r e a cti o n  c e nt r e s  of  p u r pl e  b a ct e ri a  a n d  p h ot o s y st e m  II.  A  c o n si d e r a bl e

i n c r e a s e  i n  t h e  effi ci e n c y  of  li g ht  e n e r g y  c o n v e r si o n,  e s p e ci all y  u n d e r  l o w

li g ht c o n diti o n s, m u st r e s ult.

5.  A S P E C T S  O F  M E M B R A N E  P R O T EI N  S T R U C T U R E

5. 1  T he  me m br a ne  a n c h or  of      t he  c yt o c hr o me  s u b u nit

T h e  X-r a y  str u ct ur e  a n al y si s  e st a bli s h e d  t h at  t h e  L  a n d  M  s u b u nit s  ar e  fir ml y

i nt e g r at e d i nt o t h e m e m b r a n e, b ot h p o s s e s si n g fi v e t r a n s m e m b r a n e h eli c e s,

w h e r e a s t h e H s u b u nit i s a n c h o r e d t o t h e m e m b r a n e b y o n e t r a n s m e m b r a n e

h eli x. T h e X- r a y w o r k s h o w e d n o i n di c ati o n of a n y i nt r a m e m b r a n e o u s p a rt

of t h e c yt o c h r o m e s u b u nit. N e v e rt h el e s s, i n t h e h a n d s of t h e bi o c h e mi st s it

b e h a v e d li k e a m e m b r a n e p r ot ei n a n d a g g r e g at e d e a sil y. A st r a n g e o b s e r v a-

ti o n  d u ri n g  t h e  p r ot ei n  s e q u e n ci n g  w a s  t h at  u p o n  E d m a n- d e g r a d ati o n  of

t h e i s ol at e d c yt o c h r o m e s u b u nit n o N-t e r mi n al a m m o a ci d c o ul d b e i d e nti-

fi e d  aft e r  t h e  fi r st  d e g r a d ati o n  st e p,  b ut  a  n o r m al  s e q u e n c e  c o ul d  b e

o bt ai n e d  st a rti n g  wit h  t h e  s e c o n d  a mi n o  a ci d  f r o m  t h e  N-t e r mi n u s.  K.  A.

W e y e r w a s t h e n a bl e t o i s ol at e a m o difi e d a mi n o-t e r mi n al a mi n o a ci d wit h

t h e  h el p  of  F.  L ott s p ei c h,  a n d  t o  el u ci d at e  t h e  st r u ct u r e  of  t hi s  m o difi e d

a mi n o-t e r mi n al a mi n o a ci d t o g et h e r wit h W. S c h af e r u si n g m a s s s p e ct r o m-

et r y  ( W e y e r  et  al.,  1 9 8 7 a,  1 9 8 7 c).  T h e  r e s ult  i s  s h o w n  i n Fi g u r e  1 9. T h e  N-

Fi g u r e 1 9:  T h e  N-t er mi n us  of  t h e  c yt o c hr o m e  s u b u nit.  T w o  f att y  a ci ds  ar e  est erifi e d  t o  t h e  N-

t er mi n al  S- gl y c er o- c yst ei n e.  T h e  f att y  a ci ds  ar e  a  mi xt ur e  of  1 8: O H  ( 2  is o m ers)  a n d  1 8: 1  ( 3

is o m ers)  a ci ds  r o u g hl y  i n  a  1:  1  r ati o,  w hi c h  ar e  r e pr es e nt e d  b y  ol ei c- a ci d  a n d  1 1.- h y dr o x y-st e ari c

a ci d  i n  t h e  fi g ur e.  ( T a k e n  fr o m  W e y er  et  al.,  1 9 8 7 c).
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t e r mi n al a mi n o a ci d i s a c y st ei n e li n k e d t o a gl y c e r ol r e si d u e vi a a t hi o et h e r

b ri d g e.  T w o  f att y  a ci d s  a r e  t h e n  e st e rifi e d  t o  t h e  t w o  O H- g r o u p s  of  t h e

gl y c e r ol. T h e f att y a ci d s a r e a st ati sti c al mi xt u r e of si n gl y u n s at u r at e d a n d

si n gl y  h y dr o x yl at e d C f att y  a ci d s.  T h e s e  e x p e ri m e nt s  fi r ml y  e st a bli s h e d

t h at t h e c yt o c h r o m e s u b u nit al s o p o s s e s s e s a m e m b r a n e a n c h o r, b ut t hi s i s

n o w of a li pi d t y p e a n d n ot of a p e pti d e t y p e. T h e m e m b r a n e a n c h o r i s v e r y

si mil a r t o t h at of t h e b a ct e ri al li p o p r ot ei n s ( s e e e. g. P u g sl e y, et al., 1 9 8 6, Y u

et  al.,  1 9 8 6).  T h e  r e a cti o n  c e nt r e  c yt o c h r o m e  s u b u nit  i s  t h e  fi r st  c yt o-

c h r o m e m ol e c ul e k n o w n t o c o nt ai n s u c h a m e m b r a n e a n c h o r.

5. 2  P r ot ei n  li pi d  c o nt a ct s

T h e  c o nt a ct  b et w e e n  li pi d s  a n d  p r ot ei n  o c c u r s  at  t h e  s u rf a c e  of  t h e  p r o-

t ei n s. T h e r ef o r e a l o o k o n t h e s u rf a c e of t h e p r ot ei n c o m pl e x mi g ht b e v e r y

i nf o r m ati v e. F o r t hi s p u r p o s e a s p a c e filli n g m o d el of t h e r e a cti o n c e nt r e i s

s h o w n  a s Fi g u r e  2 0. C a r b o n  at o m s  a p p r o a c hi n g  t h e  s u rf a c e  of  t h e  r e a cti o n

c e nt r e  a r e  s h o w n  a s  w hit e  s p h e r e s.  A  c e nt r al  s e cti o n  p e r p e n di c ul a r  t o  t h e

a p p r o xi m at e  t w of ol d  r ot ati o n  a xi s  c a n  b e  s e e n  w h e r e  c a r b o n  at o m s  f o r m

t h e  s u rf a c e  of  t h e  p r ot ei n  al m o st  e x cl u si v el y.  T h e y  a r e  m ai nl y  si d e  c h ai n

at o m s of t h e a mi n o a ci d s l e u ci n e, i s ol e u ci n e a n d p h e n yl al a ni n e. T hi s c e nt r al

z o n e m u st c o r r e s p o n d t o t h e h y d r o p h o bi c p a rt of t h e p r ot ei n s u rf a c e w hi c h

i n t h e m e m b r a n e i s i n c o nt a ct wit h t h e al k a n e c h ai n s of li pi d s. A p p r o a c hi n g

t h e c yt o pl a s mi c ri m of t h at c e nt r al z o n e a r o w of nit r o g e n at o m s i s s e e n at

t h e p r ot ei n s u rf a c e. T h e s e nit r o g e n at o m s a r e si d e c h ai n at o m s of t h e b a si c

a mi n o a ci d s a r gi ni n e a n d hi sti di n e. T h e r ol e of t h e s e b a si c r e si d u e s mi g ht b e

Fi g ur e 2 0:  S p a c e  filli n g  m o d el  of  t h e  p h ot os y nt h eti c   r e a cti o n  c e ntr e  fr o m R p s.  vi ri di s. C ar b o n
at o m s  ar e  s h o w n  i n  w hit e  nitr o g e n  at o m s  i n  bl u e, o x y g e n  at o ms  i n  r e d  a n d  s ul p h ur  i n   y ell o w.
T h e  visi bl e  at o ms  of  a  b a ct eri o p h e o p h yti ns  a p pr o a c hi n g   t h e  s u r f a c e  a r e  r e p r e s e nt e d  i n  br o w n.
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Fi g u r e 2 1: P e r c e nt a g e ( p e r c) of t h e a c c e s si bl e s u rf a c e a r e a ( A C S A) o c c u pi e d b y c a r b o n at o m s

s h o w n  f or  3 Å  t hi c k  l a y er s  p er p e n di c ul ar  t o  t h e  n o n cr y st all o gr a p hi c  t w of ol d  r ot ati o n  a xi s,  w hi c h

r u n s t h r o u g h t h e f e r r o u s n o n- h e m e-i r o n at o m ( F e) a n d t h e s p e ci al p ai r ( S p P).

t o  d et e r mi n e  t h e  p o siti o n  of  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  p e r p e n di c ul a r  t o  t h e

m e m b r a n e  vi a  s p e cifi c  i nt e r a cti o n  b et w e e n  n e g ati v el y  c h a r g e d  a mi n o  a ci d

si d e c h ai n s of t h e r e a cti o n c e nt r e p r ot ei n s u b u nit s.

Fi g ure 2 1   p r e s e nt s  t h e  p e r c e nt a g e  of  t h e  “ a c c e s si bl e  s u rf a c e  a r e a ”  w hi c h

i s  c o v e r e d  b y  c a r b o n  at o m s,  s h o w n  i n  l a y e r s  p e r p e n di c ul a r  t o  t h e  c e nt r al

t w of ol d r ot ati o n a xi s. T h e t w of ol d r ot ati o n a xi s r u n s t h r o u g h t h e n o n- h e m e

i r o n  at o m  n e a r  t h e  c yt o pl a s mi c  si d e  a n d  r el at e s  t h e  s p e ci al  p ai r  b a ct e ri o-

c hl o r o p h yll s  n e a r  t h e  p e ri pl a s mi c  si d e  of  t h e  m e m b r a n e.  T w o  i m p o rt a nt

c o n cl u si o n s  c a n  b e  d r a w n  f r o m Fi g ure 2 1 :  (i)  T h e  p ri m a r y  el e ct r o n  d o n o r

( s p e ci al  p ai r),  i s  l o c at e d  i n  t h e  h y d r o p h o bi c  n o n- p ol a r  p a rt  of  t h e  m e m-

b r a n e,  w h e r e a s  t h e  n o n- h e m e  i r o n  at o m  i s  al r e a d y  i n  t h at  z o n e  w h e r e  t h e

p r ot ei n s u rf a c e i s p ol a r a n d m o st li k el y i nt e r a ct s wit h t h e p ol a r h e a d g r o u p s

of  t h e  li pi d s.  (ii)  T h e  t hi c k n e s s  of  t h e  h y d r o p h o bi c  z o n e  p e r p e n di c ul a r  t o

t h e m e m b r a n e i s 3 0 t o 3 1 Å o nl y. T hi s v al u e i s s m all e r t h a n e x p e ct e d f o r a

li pi d bil a y e r c o m p o s e d of li pi d s wit h C1 8 f att y a ci d s.

5. 3  Di st ri b uti o n of a mi n o a ci ds a n d  b o u n d  w at e r  m ol e c ul e

Fi g u r e 2 2 a s h o w s t h e di st ri b uti o n of t h e st r o n gl y b a si c a mi n o a ci d s a r gi ni n e

a n d  l y si n e,  a n d  of  t h e  str o n gl y  a ci di c  a mi n o  a ci d s,  gl ut a mi c  a ci d  a n d  a s p arti c

a ci d, w hi c h at n e ut r al p H p o s s e s s el e ct ri c c h a r g e s at t h e e n d s of t h ei r si d e

c h ai n s.  A  c e nt r al  z o n e,  w h e r e  n o n e  of  t h e s e  a mi n o  a ci d s  a r e  f o u n d,  h a s  a

t hi c k n e s s  of  a b o ut  2 5 Å    a n d  i s  t h u s  sli g htl y  t hi n n e r  t h a n  t h e  h y d r o p h o bi c

s u rf a c e  z o n e  s h o w n  i n Fi g ures 2 0   a n d 2 1 .  T h e  sli g ht  di s c r e p a n c y  i s  d u e  t o
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Fi g ure 2 2: ( A) Di st ri b uti o n of t h e “ c h a r g e d ” a mi n o a ci d s i n t h e p h ot o s y nt h eti c r e a cti o n c e nt r e

f r o m R ps. viri dis. T h e n e g ati v el y c h a r g e d a mi n o a ci d s ( a s p a rt at e, gl ut a m at e) a r e s h o w n i n r e d,

t h e  p o siti v el y  c h a r g e d  a mi n o  a ci d s  ( a r gi ni n e,  l y si n e)  i n  bl u e.  ( C)  Di st ri b uti o n  of  t r y pt o p h a n

r e si d u e s  ( g r e e n)  i n  t h e  L  ( b r o w ni s h)  a n d  M- s u b u nit s  ( bl u e).  ( B)  Di st ri b uti o n  of  b o u n d  w at e r

m ol e c ul e s i n t h e r e a cti o n c e nt r e. T h e r e a cti o n c e nt r e s a n d t h e L- a n d M s u b u nit s s u b u nit s a r e

al w a y s  s h o w n  fr o m  a  vi e w  p ar all el  t o  t h e  m e m br a n e.

t w o a r gi ni n e r e si d u e s a n d o n e gl ut a mi c a ci d r e si d u e, w hi c h a r e a p p a r e ntl y

i n  a  h y d r o p h o bi c  e n vi r o n m e nt  wit h o ut  c o u nt e r  c h a r g e s.  T h e  r ol e  of  t h e

p o siti v e  c h a r g e s  of  t h e  a r gi ni n e  si d e  c h ai n s  s e e m s  t o  b e  st r u ct u r al.  T h e y

p o s si bl y c a n c el t h e p a rti al n e g ati v e c h a r g e at t h e c a r b o x y-t e r mi n al e n d s of

t h e  s h o rt  h eli c e s  i n  t h e  c o n n e cti o n s  of  t h e  l o n g  D  a n d  E  t r a n s m e m b r a n e

h eli c e s. T h e s e s h o rt h eli c e s p a rtl y i nt r u d e i nt o t h e h y d r o p h o bi c z o n e of t h e

m e m b r a n e  a n d  a  p o siti v e  c h a r g e  of  t h e  a r gi ni n e  si d e  c h ai n s  s e e m s  t o  b e

n e c e s s a r y f o r t h e c h a n g e of t h e di r e cti o n of t h e p e pti d e c h ai n. T h e gl ut a mi c

a ci d  ( L 1 0 4)  s e e m s  t o  b e  p r ot o n at e d,  t h u s  n e ut r al,  a n d  t o  f o r m  a  h y d r o g e n

b o n d wit h o n e of t h e b a ct e ri o p h e o p h yti n s ( Mi c h el et al., 1 9 8 6 b).
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i n  si d e

Fi g ure 2 3: S c h e m ati c d r a wi n g of t h e t r a n s m e m b r a n e h eli c e s a n d t h e h eli x c o n n e cti o n s of t h e L

a n d  M  s u b u nit s  fr o m  t h e R ps.  viri dis   r e a cti o n  c e ntr e  i n  t h e  m e m br a n e  t o  s h o w  t h e  n et  c h ar g e s  at

t h e e n d s of t h e h eli c e s a n d t h e h eli x c o n n e cti o n s. T h e n e g ati v el y c h a r g e d i nt e ri o r of t h e c ell i s

i n di c at e d b y t h e mi n u s si g n at t h e b ott o m, t h e p o siti v el y c h a r g e d e xt r a c ell ul a r m e di u m b y t h e

pl u s si g n at t h e t o p. ( T a k e n f r o m Mi c h el & D ei s e n h of e r, 1 9 8 7).

Wit hi n  t h e  L  a n d  M  s u b u nit s  t h e  gl ut a m at e s  a n d  a s p art at e s,  t h e  l y si n e  a n d

a r gi ni n e r e si d u e s s h o w a n i nt e r e sti n g a s y m m et ri c di st ri b uti o n wit h r e s p e ct

t o c yt o pl a s mi c a n d p e ri pl a s mi c si d e s. If o n e c al c ul at e s “ n et c h a r g e s ” of t h e

p e pti d e c h ai n s o n t h e p e ri pl a s mi c si d e of t h e m e m b r a n e a n d c o m p a r e s t h e m

wit h t h e n et c h a r g e s of t h e c yt o pl a s mi c si d e ( a s s u mi n g t h at all gl ut a mi c a ci d

r e si d u e s,  a s p a rti c  a ci d  r e si d u e s  a n d  t h e  c a r b o x y-t e r mi ni  a r e  n e g ati v el y

c h a r g e d, w h e r e a s all t h e a r gi ni n e a n d l y si n e r e si d u e s a n d t h e a mi n o-t e r mi ni

a r e p o siti v el y c h a r g e d) o n e fi n d s t h at t h e c yt o pl a s mi c e n d s of t h e t r a n s m e m-

b r a n e h eli c e s a n d t h ei r r e s p e cti v e c o n n e cti o n s a r e n e a rl y al w a y s l e s s n e g a-

ti v el y  c h a r g e d  t h a n  t h ei r  c o u nt e r p a rt s  o n  t h e  p e ri pl a s mi c  si d e.  T hi s  p h e-

n o m e n o n  i s  ill u st r at e d  s c h e m ati c all y  i n Fi g ure 2 3 :  A s  a  r e s ult  t h e  c yt o pl a s-

mi c p a rt of t h e M- s u b u nit c a r ri e s f o u r p o siti v e n et c h a r g e s a n d t h e p e ri pl a s-

mi c  p a rt  f o u r  n e g ati v e  c h a r g e s,  t h e  c yt o pl a s mi c  p a rt  of  t h e  L- s u b u nit  t w o

p o siti v e c h a r g e s a n d t h e p e ri pl a s mi c p a rt f o u r n e g ati v e c h a r g e s. T h e c h a r g e

a s y m m et r y  b e c o m e s  e v e n  m o r e  p r o n o u n c e d  if  o n e  c o n si d e r s  t h e  e xi st e n c e

of  t h e  fi r ml y  b o u n d  n o n- h e m e  i r o n  at o m  o n  t h e  c yt o pl a s mi c  si d e  a n d  t h e

p r e s u m e d  p r ot o n ati o n  of  gl ut a mi c  a ci d  L 1 0 4.  T h u s  t h e s e  m e m b r a n e  p r o-

t ei n s  a r e  st r o n g  el e ct ri c  di p ol e s.  T hi s  r e s ult  c a n  b e  c o r r el at e d  wit h  t h e  f a ct

t h at  t h e  i nt e ri o r  of  b a ct e ri a  i s  n e g ati v el y  c h a r g e d,  d u e  t o  t h e  a cti o n  of

el e ct r o g e ni c i o n p u m p s. T hi s m e a n s t h at t h e L- a n d M- s u b u nit s a r e o ri e nt e d

i n t h e m e m b r a n e i n t h e e n e r g eti c all y m o r e f a v o r a bl e m a n n e r. Vi ce vers a, t h e

c o m bi n ati o n  of  t h e  el e ct ri c  fi el d  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e,  e st a bli s h e d  b y  t h e

i o n  p u m p s, a n d  t h e  a ni s ot r o pi c  di st ri b uti o n  of  n e g ati v el y  a n d  p o siti v el y

c h a r g e d  a mi n o  a ci d s  i n  t h e  p r ot ei n  m a y  b e  o n e  of  t h e  f a ct o r s,  w hi c h
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d et e r mi n e  t h e  o ri e nt ati o n  of  m e m b r a n e  p r ot ei n s  wit h  r e s p e ct  t o  t h e  i n si d e

a n d o ut si d e of t h e c ell.

I n  t h e  L-  a n d  M- s u b u nit s  t h e  r e m a r k a bl y  u n e v e n  di st ri b uti o n  of  t h e

a mi n o a ci d t r y pt o p h a n a s s h o w n i n Fi g u r e 2 2 b w a s q uit e u n e x p e ct e d. A b o ut

t w o  t hi r d s  of  t h e  t r y pt o p h a n s  a r e  f o u n d  at  t h e  e n d s  of  t r a n s m e m b r a n e

h eli c e s  o r  i n  t h e  h eli x  c o n n e cti o n s  o n  t h e  p e ri pl a s mi c  sit e.  O nl y  a  f e w

t r y pt o p h a n  r e si d u e s  a r e  s e e n  i n  t h e  h y d r o p h o bi c  z o n e,  w h e r e  t h e y  a r e  i n

c o nt a ct  wit h  pi g m e nt s.  T h e  r e si d u al  t r y pt o p h a n s  a r e  l o c at e d  i n  t h e  h y d r o-

p h o bi c t o p ol a r t r a n siti o n z o n e o r t h e p ol a r p a rt of t h e L- a n d M- s u b u nit s

n e a r  t h e  c yt o pl a s mi c  s u rf a c e.  T h e  i n d ol e  ri n g s  of  t h e  t r y pt o p h a n s  a r e

o ri e nt e d p r ef e r e nti all y t o w a r d s t h e h y d r o p h o bi c z o n e of t h e m e m b r a n e.

Fi g u r e  2 2 c  s h o w s  t h e  di st ri b uti o n  of  t h e  b o u n d  w at e r  m ol e c ul e s  w hi c h

h a v e b e e n t e nt ati v el y i d e ntifi e d b y t h e X- r a y c r y st all o g r a p hi c a n al y si s. O nl y

fi v e of t h e m a r e f o u n d i n t h e h y d r o p h o bi c i nt r a m e m b r a n o u s z o n e. A cl o s e r.

i n s p e cti o n  s h o w s  t h at  t h e y  m a y  p e rf o r m  a n  i m p o rt a nt  st r u ct u r al  r ol e.  Fi g.

2 4 s h o w s o n e of t h e s e w at e r m ol e c ul e s a n d it s p r o b a bl e h y d r o g e n- b o n di n g

p att e r n.  It  a p p a r e ntl y  c r o s sli n k s  t w o  t r a n s m e m b r a n e  h eli c e s,  o n e  of  t h e  L-

s u b u nit,  t h e  ot h e r  of  t h e  M- s u b u nit  b y  d o n ati n g  h y d r o g e n  b o n d s  t o  t w o

p e pti d e  o x y g e n  at o m s.  A n ot h e r  h y d r o g e n  b o n d  wit h  a n  a s p a r a gi n e  si d e

c h ai n  i s  p o s si bl e.  H o w  m u c h  t h e s e  w at e r  m ol e c ul e s  c o nt ri b ut e  t o  t h e

st a bilit y of t h e r e a cti o n c e nt r e st r u ct u r e h a s t o b e d et e r mi n e d i n t h e f ut u r e.

5. 4  C r y st al  p a c ki n g  a n d  d et e r g e nt  bi n di n g

A s o utli n e d i n p a r a g r a p h 1, t h e m o st p r o mi si n g st r at e g y w a s t o c r y st alli z e

t h e  r e a cti o n  c e nt r e s  wit hi n  t h e  d et e r g e nt  mi c ell e s.  A c c o r di n g  t o  t hi s  c o n-

c e pt t h e c r y st al l atti c e s h o ul d b e f o r m e d b y p ol a r i nt e r a cti o n s b et w e e n p ol a r

s u rf a c e d o m ai n s of t h e r e a cti o n c e nt r e. T hi s e x p e ct ati o n w a s c o nfi r m e d b y

t h e  r e s ult s  of  t h e  st r u ct u r al  a n al y si s.  M ai nl y  t h e  p ol a r  s u rf a c e s  of  t h e

c yt o c h r o m e s u b u nit a n d t h e H- s u b u nit a r e i n v ol v e d i n t h e c r y st al p a c ki n g,

t o a mi n o r e xt e nt al s o t h e p ol a r s u rf a c e p a rt of t h e M- s u b u nit.

A s e x p e ct e d f o r d et e r g e nt s i n a mi c ell e m o st of t h e d et e r g e nt i s c r y st all o-

g r a p hi c all y n ot o r d e r e d a n d c a n n ot b e s e e n i n t h e el e ct r o n d e n sit y m a p wit h

o n e  e x c e pti o n:  T h e  si n gl e  t r a n s m e m b r a n e  h eli x  of  t h e  H- s u b u nit,  t w o

t r a n s m e m b r a n e h eli c e s of t h e M- s u b u nit, a n d p a rt of t h e pi g m e nt s s e e m t o

f o r m a p o c k et w h e r e o n e d et e r g e nt m ol e c ul e i s b o u n d. It s p ol a r h e a d- g r o u p

a p p a r e ntl y  u n d e r g o e s  s p e cifi c  i nt e r a cti o n s  wit h  t h e  p r ot ei n  n e a r  t h e  c yt o-

pl a s mi c  e n d  of  t h e  h y d r o p h o bi c  s u rf a c e  z o n e.  S p e cifi c  bi n di n g  of  t hi s

p a rti c ul a r d et e r g e nt m ol e c ul e mi g ht e x pl ai n, w h y c r y st al s of t h e p h ot o s y n-

t h eti c  r e a cti o n  c e nt r e  f r o m R h o d o pse u d o m o n as  viri dis c o ul d  b e  g r o w n  o nl y

wit h N, N- di m et h yl d o d e c yl a mi n e- N- o xi d e a s d et e r g e nt, b ut n ot w h e n o ct yl-

gl u c o p y r a n o si d e o r si mil a r d et e r g e nt s w e r e u s e d.

I n  c oll a b o r ati o n  wit h  M.  R ot h  a n d  A.  B e ntl e y- L e wit  f r o m  t h e  I n stit ut

L a u e- L a n g e vi n  i n  G r e n o bl e  t h e  d et e r g e nt  mi c ell e  c o ul d  b e  vi s u ali z e d  b y
n e ut r o n  c r y st all o g r a p h y  a n d  H 2 O / D 2 O  c o nt r a st  v a ri ati o n.  A  r at h e r  fl at,

m o n ol a y e r-li k e  ri n g  of  d et e r g e nt  m ol e c ul e s  s u r r o u n di n g  t h e  h y d r o p h o bi c
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Fi g ur e  2 4:  A  fir ml y  b o u n d  w at er- m ol e c ul e  ( 3 0 1  W A T)  i n  t h e  h y dr o p h o bi c  p art  of  t h e  m e m br a n e

c r o s sli n ki n g t w o t r a n s m e m b r a n e h eli c e s b y f o r mi n g h y d r o g e n b o n d s wit h t h e p e pti d e o x y g e n

at o m s  of  l e u ci n e  L 1 8 0  al a ni n e  M 2 0 7.  A n ot h er  h y dr o g e n  b o n d  wit h  t h e  si d e  c h ai n  of  a s p ar a gi n e

L 1 8 3  i s  p o s si bl e.

s u rf a c e  z o n e  of  t h e  r e a cti o n  c e nt r e  b e c a m e  vi si bl e.  R e gi o n s,  w h e r e  t h e

d et e r g e nt  mi c ell e s  a r e  i n  c o nt a ct,  c a n  al s o  b e  s e e n.  T h e r ef o r e,  att r a cti v e

i nt e r a cti o n s b et w e e n d et e r g e nt mi c ell e s m a y al s o c o nt ri b ut e t o t h e st a bilit y

of  t h e  p r ot ei n’ s  c r y st al  l atti c e.  I n  g e n e r al,  t h e  st r at e g y  t o  c r y st alli z e  m e m-

b r a n e  p r ot ei n s  wit hi n  t h ei r  d et e r g e nt  mi c ell e s  ( Mi c h el,  1 9 8 3;  G a r a vit o  et

al., 1 9 8 6) n o w s e e m s t o b e p r o v e n. H o w e v e r, t h e p r o g r e s s m a d e i n c r y st al-

li zi n g m e m b r a n e p r ot ei n s ot h e r t h a n b a ct e ri al p h ot o s y nt h eti c r e a cti o n c e n-

t r e s a n d b a ct e ri al p o ri n s h a s b e e n u n e x p e ct e dl y sl o w: w ell diff r a cti n g c r y-

st al s  of  m e m b r a n e  p r ot ei n s  h a v e  o nl y  b e e n  o bt ai n e d  i n  t h e s e  c a s e s.  T h e

n e c e s s a r y fi n e t u ni n g wit h r e s p e ct t o t h e si z e of t h e d et e r g e nt mi c ell e a n d

t h e  si z e  of  t h e  p ol a r  h e a d  g r o u p  of  t h e  d et e r g e nt  i s  still  a  f o r mi d a bl e  t a s k

w hi c h h a s t o b e s ol v e d e m pi ri c all y f o r e a c h i n di vi d u al m e m b r a n e p r ot ei n.
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A c k n o wl e d g e m e nt s: W e wi s h t o e x p r e s s o u r si n c e r e g r atit u d e t o p e r s o n s

a n d  o r g a ni z ati o n s  w h o  h el p e d  t o  m a k e  o u r  w o r k  p o s si bl e  a n d  s u c c e s sf ul:

O u r  c oll e a g u e s  Ott o  E p p,  H ei di  G r ü n b e r g,  F ri e d ri c h  L ott s p ei c h,  K u ni o

Mi ki,  W olf r a m  S c h af e r,  I r m g a r d  Si n ni n g,  K a rl- Al oi s  W e y e r  a n d  W olf g a n g

Zi nt h, m a d e i m p o rt a nt di r e ct c o nt ri b uti o n s a s m e nti o n e d i n t h e t e xt. Di et e r

O e st e r h elt  a n d  R o b e rt  H u b e r,  t h ei r  d e p a rt m e nt s  a n d  t h e  w h ol e  M a x-

Pl a n c k-I n stit ut  f ü r  Bi o c h e mi e  p r o vi d e d  f a ciliti e s  a n d  a  sti m ul ati n g  a n d

s u p p o rti v e  at m o s p h e r e.  Di et e r  O e st e r h elt’ s  b a c ki n g,  e s p e ci all y  d u ri n g  t h e

i niti al,  f r u st r ati n g  p h a s e s,  a n d  t h e  st a bl e  e n vi r o n m e nt  i n  t h e  M a x- Pl a n c k-

G e s ell s c h aft  all o w e d  u s  t o  st a rt  a  p r oj e ct  of  u n k n o w n  d u r ati o n  a n d  o ut-

c o m e. Fi n a n ci all y, t h e p r oj e ct w a s s u p p o rt e d b y t h e D e ut s c h e F o r s c h u n g s-

g e m ei n s c h aft  t h r o u g h  S o n d e rf o r s c h u n g s b e r ei c h  1 4 3  ( T eil p r oj e kt  A 3  t o

H. M.,  T eil p r oj e kt  A 6  t o  J. D.  a n d  H. M.)  a n d  t h e  M a x- Pl a n c k- G e s ell s c h aft.
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