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Die Evolution des fehlangepassten Enzyms RuBisCO: Zurick in
die Zukunft der Photosynthese

Die Rekonstruktion uralter Enzyme enthdullt, wie sich die Photosyn-
these an das Auftreten von Sauerstoff anpassen konnte

DR. GEORG HOCHBERG

Irdisches Leben kommt nicht ohne
Photosynthese betreibende Organis-
men wie Pflanzen und Algen aus,
die Kohlendioxid einfangen und in
energiereiche Assimilate (Starke)
umwandeln. Das Herzstuck dieses
Prozesses ist ein Enzym namens
RuBisCO", das jahrlich 400 Milliar- a b

den Tonnen Kohlendioxid bindet und | quartarstruktur von RuBisCO. Es besteht aus acht groen, katalytisch
in Biomasse umsetzt. Evolutionar wolohe die Reakfion nicht katalysieren, Neheros zur Evolaion m Text,
bedingt ist das Enzym jedoch mit ei-

nem schweren Mangel behaftet, die Photosynthese bleibt daher notorisch ineffizient.

Wie entwickelte sich RuBisCO, und wie passte es sich den Veranderungen im Laufe
der Erdgeschichte an? In Zusammenarbeit mit Prof. Tobias ERB am MP| Marburg
und der Universitat Singapur ist es unserer Forschungsgruppe gelungen, Milliarden
Jahre alte Enzyme zu rekonstruieren, im Labor nachzubauen und zu untersuchen
(ScHuLz et al. 2022). Unsere Ergebnisse liefern Erkenntnisse zur Evolution der mo-
dernen Photosynthese sowie neue Ansatze fur inre Optimierung.

Urzeitliche Fehlanpassung des Enzyms RuBisCO

Der Prozess der Kohlenstoff-Fixierung ernahrt sprichwortlich alles Leben auf der
Erde. Der verantwortliche Stoffwechselweg ist der sogenannte Calvin-Benson-Zyk-
lus, auch Dunkelreaktion genannt. Herzstuck des Prozesses ist das Enzym Ru-
BisCO, welches COz2 bindet und es in Form einer Carboxylgruppe auf einen aktivier-
ten C5-Zucker Ubertragt. Dieses Produkt ist instabil und zerfallt rasch in zwei Mole-
kule eines C3-Korpers. In einer verzweigten Reaktionsfolge wird daraus uber ver-
schiedene Zwischenstufen wieder der ursprungliche, aktivierte C5-Zucker erzeugt.

" RuBisCO ist die Abkirzung fiir Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase.
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Netto fallt bei dieser Reaktion ein bestimmter C3-Zucker an (GAP), der zur Herstel-
lung von Assimilaten (zunachst Glucose, danach Starke) genutzt wird.

RuBisCO ist uralt und entstand im Ur-Stoffwechsel vor drei bis vier Milliarden Jahren,
noch bevor es auf der Erde nennenswerte Mengen an Sauerstoff gab. Die Evolution
passte RuBisCO somit an die Bedingungen der fruhen Erde an. Doch mit der Ent-
wicklung der sauerstoffproduzierenden Photosynthese und dem damit verbundenen
Anstieg des Sauerstoffs in der Atmosphare begann RuBisCO unversehens damit,
eine Fehlreaktion zu katalysieren: Das Enzym verwechselt namlich O2 mit CO2 und
begann plotzlich damit, Stoffwechselprodukte zu erzeugen, die fur die Zelle giftig sind
(Abb. 2). Damit die Pflanzen uberleben konnten, mussten sie einen Stoffwechselweg
etablieren, der die toxischen Nebenprodukte mit grolem Energieaufwand entgiftet.

In dieser sogenannten Photorespiration geht ein Drittel der durch die Lichtreaktion
eingefangenen Gesamtenergie wieder verloren. In dieser ,Lichtatmung® wird wieder
Kohlendioxid freigesetzt und Sauerstoff verbraucht. Des Weiteren muss RuBisCO
extrem langsam arbeiten, um die Fehlerrate niedrig zu halten; es setzt nur wenige
Kohlendioxidmolekule pro Sekunde um. Diese Substrat-Ungenauigkeit beeintrachtigt
RuBisCO bis heute, und sie vermindert die Effizienz der Photosynthese enorm: Be-
reits eine Halbierung der vorindustriellen CO2-Konzentration wirde ausreichen, um
die Reaktion zum Erliegen zu bringen. Der Photosynthese-Motor ruckelt und stolpert.
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Abb. 2 Die zentrale dimere Einheit aller RuBisCO-Varianten. Sie
katalysiert sowohl die nutzliche Carboxylierung als auch die schadli-
che Oxygenierung. Nach TABITA et al. (2008), verandert.



Die Evolution des fehlangepassten Enzyms RuBisCO

wodurch die CO2-Konzentration am Wirkungsort von RuBisCO ansteigt. Dadurch
kommt das Enzym mit weniger Sauerstoff in Kontakt. Pflanzen, die diesen verbesser-
ten Photosynthese-Motor benutzen, nennt man C4-Pflanzen.? Sie machen allerdings
nur 10% aller Landpflanzen aus. Nutzpflanzen wie Weizen, Roggen, Gerste, Hafer,
Kartoffel, Reis sowie weltweit alle Baumarten gehoren nicht dazu.

Die Wiedererweckung uralter Proteine im Labor

Obwohl die RuBisCO-Varianten von Organismen in sauerstoffhaltigen Umgebungen
im Laufe der Zeit immer spezifischer fur CO2 wurden, konnte keines von ihnen die
hinderliche Sauerstoff-Bindereaktion ganz abschaffen. Die molekularen Ursachen fur
die Verbesserung der CO2-Spezifitat sind noch weitgehend unbekannt. Dabei sind
sie von grol3em Interesse, wenn man darauf abzielt, die Effizienz der Photosynthese
zu verbessern. Es ist auffallig, dass RuBisCO-Formen, die eine erhohte CO2-Spezifi-
tat aufweisen, eine neue Proteinkomponente mit bislang unbekannter Funktion auf-
weisen. Es handelt sich um die kleinen Untereinheiten (S), die in der eingangs abge-
bildeten Schemazeichnung grau dargestellt sind. Man vermutete, dass diese Kompo-
nente an der Steigerung der Spezifitat beteiligt ist. Doch das war schwer zu ermitteln,
da ihre Entstehung Milliarden Jahre zurtckliegt.

Um dieses entscheidende Ereignis in der Evolution spezifischerer RuBisCO-Varian-
ten besser zu verstehen, griff unsere Forschungsgruppe am MPI in Kooperation mit
der Nanyang Technological University in Singapur auf einen statistischen Algorith-
mus zuruck. Mit ihm rekonstruierten wir am Computer diejenigen Formen der RuBis-
COs, die vor Milliarden von Jahren existierten, bevor der Sauerstoffgehalt anstieg. Im
Team mit Prof. Dr. Tobias ERB und mir gelang es, die uralten Proteine im Labor
nachzubauen und ihre Eigenschaften zu untersuchen.

Uns interessierte insbesondere, ob und wie die neue Strukturkomponente mit der
Evolution der hoheren Spezifitat in Zusammenhang steht. Die Antwort war Uberra-
schend: Wir hatten erwartet, dass die neue Komponente den Sauerstoff irgendwie di-
rekt aus dem katalytischen Zentrum von RuBisCO ausschlief3t. Das tut sie aber nicht.
Stattdessen scheint die neue Untereinheit als Modulator fur die Evolution zu fungie-
ren: Sie veranderte den Effekt nachfolgender Mutationen auf die katalytische Un-
tereinheit von RuBisCO, so dass zuvor unbedeutende Mutationen auf einmal einen
grolRen Einfluss auf die Spezifitat hatten. Es scheint also, dass das Vorhandensein
der neuen Untereinheit das evolutionare Potenzial von RuBisCO veranderte.

2 Zur Evolution des C4-Stoffwechsels, der sich konvergent in mehreren Zwischenschritten entwickelte,
vgl. GowICcK & WESTHOFF (2011), SAGE et al. (2012), UPADHYAY et al. (2020).
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Nicht reduzierbar komplex: Ein Enzym wird abhangig von seiner
neuen Untereinheit

Diese Funktion als "evolutionarer Modulator" erklart auch ein anderes Ratsel dieser
Proteinkomponente: Alle modernen RuBisCOs, die diese eingebaut haben, sind in
ihrer Funktion vollstandig von ihr abhangig, obwohl einfachere Formen von RuBisCO
auch ohne sie funktionieren. Sie sind also ,nicht reduzierbar komplex®“. Der Modulati-
onseffekt liefert den Grund: Als RuBisCO an diese kleine Proteinkomponente gebun-
den war, konnte das Enzym Mutationen tolerieren, die alleine katastrophal gewesen
waren. Sobald sich gentgend solcher Mutationen angesammelt hatten, wurde Ru-
BisCO von der neuen Untereinheit abhangig.

Unsere Ergebnisse, die in der jungsten Ausgabe von "Science" verdffentlicht wurden,
geben damit Aufschluss Uber die bisher ungeldste Frage, warum RuBisCO die neue
Proteinkomponente seither beibehielt: Die Tatsache, dass dieser Zusammenhang bis
jetzt nicht verstanden war, unterstreicht die Bedeutung der evolutionaren Analyse fur
das Verstandnis der Biochemie um uns herum.

Die Entstehungsgeschichte von Biomolekulen wie RuBisCO kann uns so viel daruber
lehren, warum sie so sind, wie sie heute sind. Und es gibt immer noch so viele bio-
chemische Phanomene, deren Entwicklungsgeschichte uns vollig unbekannt ist. Es
ist also eine sehr aufregende Zeit fur einen Evolutionsbiochemiker: Fast die gesamte
molekulare Geschichte der Zelle wartet noch darauf, aufgeklart zu werden.

RuBisCO: Evolution vom einfachen Enzym zum Proteinkomplex

Wie wurde RuBisCO uberhaupt zum wichtigsten COz-fixierenden Biokatalysator in
der Natur, und wie konnte es eine derart hohe Komplexitat erreichen? Aufschluss
daruber geben RuBisCO-ahnliche Proteine (RLP), die zusammen mit den heute be-
kannten RuBisCO-Varianten (Form |, Il und Ill) die RLP/RuBisCO-Superfamilie bil-
den. Wahrend jedoch die RuBisCO-Formen |, Il und Il CO2-Fixierungsreaktionen ka-
talysieren, unterhalt das RLP (auch: RuBisCO-Form V) griner Schwefelbakterien
Reaktionen des Schwefelstoffwechsels.

Die RuBisCOs der Form lll, die in Archaeen gefunden wurden, stellen wahrscheinlich
die alteste Form des Enzyms dar. Es ist nicht bekannt, dass RuBisCOs der Form llI
im Calvin-Zyklus zur autotrophen CO2-Fixierung wirken; vielmehr dienen sie der Assi-
milation von Ribonukleosiden. Im sogenannten Pentosebisphosphat-Weg in Ar-
chaeen, denen der ,kanonische” Pentosephosphat-Weg fehlt, wird die Riboseeinheit
von Adenosin, Guanosin und Uridin durch RuBisCO metabolisiert.
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Ein weiterer interessanter Punkt in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass
der Calvin-Zyklus auch heute nicht nur bei der autotrophen CO2-Fixierung funktio-
niert. Wahrend des anaeroben Wachstums von a-Proteobakterien wird der Calvin-
Zyklus hauptsachlich zum Recycling von Redox-Cofaktoren auf Wachstumssubstra-
ten verwendet, die starker reduziert sind als der durchschnittliche Zellkohlenstoff.
Daruber hinaus beherbergen mehrere nicht-autotrophe Bakterien im Boden Ru-
BisCO-Gene, die auch dem Redoxausgleich und der Kohlenstofffixierung dienen.

Alle heutigen RuBisCOs (einschlieRlich der RLPs) haben ein gemeinsames Merkmail:
Ihre aktiven Zentren werden an der Grenzflache zwischen zwei groRen Untereinhei-
ten gebildet, die alle fur die Katalyse erforderlichen Reste beisteuern. Jenseits dieses
homodimeren Enzymkerns (L2) wurden RuBisCOs jedoch wahrend der Evolution in
hoheren oligomeren Zustanden organisiert. Es ist bekannt, dass RuBisCOs der For-
men Il und Il mit hoherer (L2)a-Stochiometrie (mit n bis zu 5) auftreten, und RuBis-
COs der Form | sind in vier L2-Dimeren organisieren, die sich mit einer zusatzlichen
kleinen Untereinheit (S) zu einem LsSs-RubisCO-Komplex zusammenlagern (Abb. 3).
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Abb. 3 Modell zur Evolution von RuBisCO, ausgehend vom einem nicht-CO2-fixierenden RLP-Pro-
tein mit Enolase-Aktivitat bis zum modernen RuBisCO (Form 1), das in Chloroplasten und cyanobak-
teriellen Carboxysomen anzutreffen ist. Verandert nach ERB & ZARzycki (2018, S. 103).

Zur Grafik in GrofRansicht siehe: http://www.ag-evolutionsbiologie.net/bilder/Evolution-RuBisCO jpg
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Wie oben angedeutet, erhdoht das Vorhandensein der zusatzlichen kleinen Unterein-
heiten die katalytische Effizienz und Spezifitat. Insbesondere durch das Aufkommen
der oxygenen Photosynthese und der gro3en Sauerstoffkatastrophe wurde RuBisCO
einem starken evolutiven Druck ausgesetzt, seine CO2-Fixierungseffizienz in Gegen-
wart von Sauerstoff aufrechtzuerhalten.

RuBisCO erlangte einen evolutionaren Zustand, in dem weder die Aktivitat noch die
Spezifitat des Enzyms weiter verbessert werden konnte, ohne den jeweils anderen
Parameter negativ zu beeinflussen. Das erklart, warum es der Evolution nicht gelang,
die hinderliche Sauerstoff-Bindereaktion nachtraglich wieder abzuschaffen. Es blieb
nur die Moglichkeit neue Strategien zu entwickeln, um das katalytische Dilemma zu
uberwinden und die Enzymleistung weiter zu verbessern. Die evolutionaren Anpas-
sungen gipfelten in der Bildung eines facettenreichen RuBisCO-Komplexes.

Zusammenfassend legen die erwahnten Fakten sowie eine phylogenetische Auswer-
tung der Gene, die fur diese Proteine codieren, eine Evolution in sechs Hauptschrit-
ten nahe (vgl. Abb. 3; ERB & ZARzYCKI 2018, S.103):

Schritt 1: Die Proteine der RLP/RuBisCO-Superfamilie stammen von einem nicht-
COz2-bindenden Enzym vom Enolase-Typ ab. Innerhalb dieser Familie entstand zu-
nachst eine Form mit Carboxylase-Aktivitat (RuBisCO-Form V).

Schritt 2: Bei diversen Archaeen (,Archae-Bakterien®) entwickelte sich die RuBisCO-
Form Il als CO2-fixierendes Enzym in einem alten, wahrscheinlich archaealen Nukle-
otid-Assimilationsweg (heterotrophes Proto-RuBisCO; RuBisCO-Form IlI).

Schritt 3: Es entwickelte sich die autotrophe Funktion (RuBisCO-Form II).

Schritte 4 bis 6: Die hetero-oligomeren RuBisCO-Formen | entwickelten sich durch
das Entstehen von Homo-oligomerisierung und die Hinzuziehung einer weiteren, ka-
talytisch nicht aktiven Untereinheit. Diese Veranderungen erhohten die CO2-Spezifizi-
tat schon vor der grol3en Sauerstoffkatastrophe und ermdglichten dadurch die spa-
tere Verbreitung der oxygenen Photosynthese.

ECR-Enzyme: intelligente Alternativen zu RuBisCO

Mit Blick auf die energetisch und katalytisch ungunstige Fehlreaktion mit Sauerstoff
hat sich mein Kollege Prof. Tobias ERB auf die Erforschung von Alternativen zur Ru-
BisCO verlegt. Denn die gibt es durchaus: Enzyme aus der Klasse der Enoyl-CoA
Carboxylasen/Reduktasen (ECR) arbeiten um mehrere Grof3enordnungen schneller
als die RuBisCO und machen keinen Fehler mit Sauerstoff.
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Um herauszufinden, wie sie das bewerkstelligen, untersuchten Kollegen aus ERBs
Forschungsgruppe sowie aus Chile und den USA die ECR aus dem Bakte-

rium Kitasatospora setae, die derzeit schnellste bekannte Carboxylase. In einem
kombinierten Ansatz aus Strukturbiologie, Biochemie und Computersimulationen voll-
zogen sie zum ersten Mal nach, wie das Enzym CO2 bindet und umwandelt.

Unsere Kollegen waren erstaunt zu se-
hen, dass vier Aminosauren bereits
ausreichen, um dem Protein hochst-
mogliche Kontrolle Uber das CO2-Mole-
kul zu verleihen (STOFFEL et al. 2019).
Drei Aminosauren — Asparagin, Gluta-
mat und Histidin — verankern gemein-
sam das CO2 von zwei Seiten. Eine
weitere Aminosaure, ein Phenylalanin,
schirmt das gebundene CO2 wie ein
Schutzschild gegen Wasser ab, das die
Reaktion inhibieren wirde (Abb. 4).

Ein Phenylalanin-Rest schiitzt das aktive Zentrum  Alles in allem ist es gelungen, einen

vor den konkurrierenden Wassermolekiilen. Prozess im Reagenzg|as Zu bauen, der

© Max-Planck-Institut fir terrestrische CO- besser assimiliert als die in der Na-

HIKoDIZIOgIS/Br tur vorkommenden Wege der Photosyn-

these. Hochste Robustheit und Energie-

effizienz sind die Eigenschaften, die es der kunstlichen Photosynthese zu verleihen
gilt. Diese Fahigkeit, spezifisch CO2 zu binden, mochten unsere Kollegen auch auf
andere Enzyme ubertragen. Damit hatten sie fur die Optimierung der kinstlichen
Photosynthese einen viel grolReren Spielraum.

Enzym-Engineering und ,,rationales Design“ von RuBisCO

Unsere Studie wiederum liefert wichtige Hinweise darauf, wie die durch RuBisCO kata-
lysierte Photosynthese synthetisch-biologisch verbessert werden kdnnte: Die Ergeb-
nisse unserer Forschung haben gezeigt, dass die bisherigen Versuche, RuBisCO zu
verbessern, moglicherweise an der falschen Stelle ansetzten. Jahrelang konzentrierte
sich die Forschung ausschlief3lich auf die Veranderung von Aminosauren in RuBisCO
selbst. Unsere Arbeit deutet nun darauf hin, dass das Hinzuftuigen vollig neuer Protein-
komponenten wesentlich zielfUhrender sein kdnnte und moglicherweise neue Wege in
der Evolution eroffnet. Dies ist Neuland fur das Enzym-Engineering wie es von Prof.

ERB betrieben wird, und wir sind gespannt, wohin es uns fuhren kann.
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