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Proteine der Photolyase/Cryptochrom-Familie zeichnen sich
durch eine Vielzahl von Gemeinsamkeiten aus. Hierbei sind
insbesondere ihre sehr dhnliche dreidimensionale Struktur,
die hohe Aminoséduresequenzhomologie und der gemeinsame
redoxaktive Flavinadenindinucleotid-Cofaktor (FAD) zu
nennen.!” Trotz dieser Gemeinsamkeiten sind sie an unter-
schiedlichen physiologischen Prozessen beteiligt: Unter an-
derem vermogen sie durch UV-Licht geschiddigte DNA zu
reparieren, sind integraler Bestandteil bei der Regulation
zirkadianer Rhythmen und steuern das durch blaues Licht
angetriebene Pflanzenwachstum.!'*! All diese Prozesse eint
die notwendige Aktivierung durch blaues oder UV-A-Licht.
Mitglieder der Photolyase/Cryptochrom-Familie wurden in
den verschiedensten Organismen, von Bakterien iiber Pflan-
zen bis hin zu Tieren und Menschen gefunden.!'! Innerhalb
der Proteinfamilie gibt es einen phylogenetischen Cluster von
Cryptochrom-dhnlichen Genen, die urspriinglich in Arabi-
dopsis und Synechocystis identifiziert wurden, sich aber von
den zuvor charakterisierten pflanzlichen (z.B. Arabidopsis
HY4) und tierischen (z.B. aus Drosophila und Homo sapiens)
Cryptochromen unterscheiden, wobei sie mehr den zuletzt
genannten dhneln.”! Bemerkenswerterweise wurden Gene
dieses neuen Clusters (Cry-DASH) nunmehr in allen Berei-
chen der belebten Natur entdeckt.”] Wihrend zahlreiche
biologische Funktionen von Cryptochromen diskutiert
werden, ist es nun prinzipiell moglich, deren komplexe Pro-
teinchemie mithilfe der Cry-DASH-Vertreter zu entschliis-
seln, da stabile, rekombinant exprimierte Cry-DASH-Protei-
ne aus verschiedenen Spezies zur Verfiigung stehen. Die Er-
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gebnisse jlingster Experimente legen nahe, dass Cry-DASH-
Proteine ebenso als Regulatoren der Transkription®” wie
auch als DNA-Reparaturenzyme fiir UV-geschiddigte Ein-
zelstrang-DNA® fungieren konnen. Andere experimentelle
Befunde deuten auf ihre Beteiligung als Signalgeber bei zir-
kadianen Rhythmen hin.”

Man nimmt an, dass Redoxreaktionen eine Schliisselrolle
bei der lichtgetriebenen Aktivitdt der Cryptochrome spie-
len.”1% Ergebnisse aus In-vitro- und In-vivo-Experimenten
lassen darauf schlieBen, dass der Redoxzustand des FAD-
Cofaktors von der vollstindig oxidierten Form (FAD®) im
Grundzustand zur Radikalform im Signalzustand wech-
selt.!'"?l Diese Befunde sind in Einklang mit der Redoxak-
tivitit der Photolyasen,™ in denen ein lichtinduzierter
Elektronentransfer ausgehend vom FAD*-Zustand ein Ra-
dikalpaar erzeugt, das aus einem FAD-Radikal einerseits und
einem Tyrosin- oder einem Tryptophan-Radikal andererseits
besteht und mit zeitauflosender Elektronenspinresonanz-
(EPR)-Spektroskopie direkt beobachtet werden kann.['*1°!

Durch Elektronentransfer erzeugte Radikalpaare sind fiir
eine groBe und taxonomisch vielfiltige Gruppe von Orga-
nismen als essenzielle Elemente eines moglichen Kompasses
fiir die Orientierung im Erdmagnetfeld vorgeschlagen
worden. ! In den Organismen, in denen eine Lichtabhin-
gigkeit dieses Prozesses nachgewiesen wurde,”” kommt ein
Sensor, der auf Magnetfeld-empfindlichen Radikalpaarreak-
tionen beruht, prinzipiell in Betracht. Allerdings konnen auch
andere Mechanismen der Magnetfeldperzeption, z.B. mit-
hilfe von Eisen enthaltenden Partikeln, nicht ausgeschlossen
werden.””!! Sollten Cryptochrome wegen ihrer Ahnlichkeit zu
Photolyasen nach Anregung mit blauem Licht Radikalpaare
erzeugen konnen, so kdmen sie als Photorezeptoren fiir die
lichtabhédngige Magnetfeldperzeption in lebenden Organis-
men in Betracht."®? Gestiitzt wird diese Hypothese durch
die Tatsache, dass Cryptochrome kiirzlich in der Retina von
Zugvogeln nachgewiesen wurden.!

Grundsitzlich kann ein Kompass auf der Grundlage von
Radikalpaar-Photochemie verwirklicht werden, wenn 1) der
Ubergang zwischen dem Singulett- und dem Triplettzustand
des Radikalpaars kohirent erfolgt, 2) dieser Ubergang durch
die Zeeman-Wechselwirkungen der beiden Elektronenspins
moduliert werden kann, und 3) ausreichend kleine dipolare
Wechselwirkungen und Austauschwechselwirkungen zwi-
schen den Radikalen im Radikalpaar herrschen, sodass die
Empfindlichkeit des Magnetfeldsensors gegeniiber kleinen
Magnetfelddnderungen nicht zu gering wird. Prinzipiell
konnten spinkorrelierte Radikalpaare auf Flavinbasis diese
Voraussetzungen erfiillen."®>**! Folglich ist es fiir das Ver-
stdndnis von Cryptochromen notwendig, mogliche Radikal-
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paarzustinde zundchst einmal direkt g)
nachzuweisen und, falls vorhanden,
deren Ursprung nédher zu charakteri-
sieren um deren Eignung zur Magnet-
feldperzeption zu beurteilen. Beson-
dere Bedeutung kommt dabei der Be-
stimmung der magnetischen Wechsel-
wirkungsparameter im Radikalpaar
und der Charakterisierung der Zer-
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strukturell charakterisierten Proteine
der Photolyase/Cryptochrom-Familie
ist eine konservierte Kette dreier Tryp-
tophanreste, die als Elektronentrans-
ferpfad von der Proteinoberfliche zum
FAD-Cofaktor hin  vorgeschlagen
wurde.”®?” Durch Vergleich der Ami-
nosduresequenzen von XI/Cry-DASH
und Photolyase/Cryptochrom-Protei-
nen mit bekannter Struktur!*>*2530)
gelang es uns, die mutmalliche Tryp-
tophantriade in X/Cry-DASH darzu-
stellen (Abbildung 1). In der zu XICry-
DASH verwandten DNA-Photolyase aus Escherichia coli
wird der FAD-Cofaktor zunéchst durch einen lichtinduzier-
ten Elektronentransfer von einem benachbarten Tryptophan
reduziert.’!! Der resultierende Tryptophan-Radikalzustand
wird daraufhin schrittweise auf den terminalen Tryptophan-
rest (W306) iibertragen.”>* Ausgehend von einem ur-
spriinglich vollstédndig oxidierten FAD wird durch den Elek-
tronentransfer ein kurzlebiges Radikalpaar auf Flavinbasis
erzeugt.''% In der Folge fiihren eine Protonenabgabe durch
das Tryptophanyl-Radikalkation und eine Protonenaufnahme
durch das Flavin-Radikalanion zu einem Paar von Neutral-
radikalen [W306~-FADH']. Weil das Strukturmotiv hoch
konserviert ist, gehen wir von einem vergleichbaren Mecha-
nismus fiir den Elektronentransfer in DASH-Cryptochromen
aus.

Die zeitauflosende EPR-Spektroskopie (TREPR) er-
moglicht dank ihrer hohen Zeitauflosung (bis 10 ns) eine di-
rekte Beobachtung kurzlebiger, durch einen Laserpuls er-
zeugter Radikalpaare in Echtzeit.’™ Wir vergleichen hier die
TREPR-Signale des Wildtyp des XI/Cry-DASH-Proteins mit
denen einer Mutante (W324F), bei der der terminale Tryp-
tophanrest der mutmaBlichen Tryptophankette gegen einen
Phenylalaninrest ausgetauscht wurde (Abbildung 1). Grund-
sétzlich kann der Isoalloxazinrest von FAD in Cry-DASH-
Proteinen drei verschiedene Redoxzustinde annehmen:
vollstandig reduziert (FADH™), um ein Elektron oxidiert
(FAD~ oder FADH') oder vollstindig oxidiert (FAD*).
Jeder dieser Zusténde ldsst sich anhand seines charakteristi-
schen optischen Absorptionsspektrums identifizieren (Ab-
bildung 2). Die auffillige Absorption nahe 380 nm stammt

www.angewandte.de

w377

WIDRVOEsiEAHLO A0 B "ER~H NS ﬁ LEMITAS
LN F h EDQVR LHRS L DAN‘ INL[THJF M S GEIOQ N F
QD) WKRD FKL e S| M{rEJFHM s i EGEloN P
IC\V v K EALAKHA (] FUl DAI-T RQIEEW I HHLAEIH Al Ci
HLEFF VIDENY|FK RS GE P MDD Ale WAL IEVvVviys
A

viE]. PEL[ CEFEBER YMs @ GEIL AR FINfG] AR S|TRITFARPY|FR I[FN

clr . G wiEla Ewlgels | Y[V Cls niwla o B i Y RYF[N|T

ik G| DR MEA E WREIY L Y[V Cls nivje 1] R N|P NIR K FiM

TIRIGH IW| 1 SEEEMK EL ARIw svilasis@IMwLIs cfs|. |s|FiFlo o FIFH Cltlc
FVA‘V. Q[L P WIEM K YWD T) AL E AEG IT TLPLS DR I[N

A A

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Abbildung 1. Die konservierte Tryptophantriade von XI/Cry-DASH. a) Ausschnitt aus dem dreidi-
mensionalen Proteinstruktur-Homologiemodell aus der SWISS-MODEL-Datenbank (UniProt ID:
CRYD_XENLA). b) Vergleich der Aminosiuresequenzen von fiinf Proteinen der Photolyase/Cryp-
tochrom-Familie. Die konservierten Tryptophanreste der mutmaglichen Elektronentransferkette in
DNA-Photolyase aus E. coli (PHR_ECOLI), Cry-DASH aus Synechocystis sp. (CRYD_SYNSP),!
XICry-DASH (CRYD_XENLA), Cry-1a der Gartengrasmiicke (Sylvia borin) (CRY1a_GW) und Cry-1
von Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) (CRY1_AT)® sind mit griinen Dreiecken markiert.
Spalten mit einer hohen Ahnlichkeit (>0.7) sind mit einem blauen Rand umgeben. Konservierte
Aminosiurereste sind rot auf weiRem Hintergrund dargestellt, strikt konservierte Aminosiureres-
te sind weifd auf rotem Hintergrund dargestellt. Der Vergleich wurde mit den Programmen Mult-
Alin erstellt und mit ESPript 2.2 bearbeitet.
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Abbildung 2. Optische Absorptionsspektren von XICry-DASH, aufge-
nommen bei 273 K, zeigen den FAD-Cofaktor in unterschiedlichen
Oxidationszustinden: FAD® (—), FADH" (-----) und FADH™ (—---).
Einschub: XICry-DASH mit dem FAD*-Cofaktor vor Belichtung (—)
und nach 12 Stunden Blaulichtbestrahlung durch Luftsauerstoff reoxi-
diert (-----). Das Protein bleibt beziiglich seiner Cofaktor-Zusammen-
setzung auch wihrend der langen Belichtung stabil.

vom zweiten Chromophor, einem Methenyltetrahydrofolyl-
Polyglutamat.”! XICry-DASH, das nach der Proteinreinigung
zunichst als Mischung aller drei Redoxzustdnde vorliegt,
kann durch Zugabe von Kaliumhexacyanoferrat(III) homo-
gen mit vollstdndig oxidiertem FAD-Cofaktor (FAD®) pri-
pariert werden."! Aus zwei Griinden wurde FAD als Aus-
gangszustand fiir die Untersuchung von Photoreaktionen
gewihlt: Zum einen hat sich FAD™ als der physiologisch re-
levante Dunkelzustand in pflanzlichen und tierischen Cryp-
tochromen herausgestellt,* ™ und zum anderen k&nnen
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ausgehend vom FAD*-Zustand durch photoinduzierten
Elektronentransfer Radikalpaarintermediate erzeugt
werden.['19]

In Abbildung 3 ist die Amplitude des TREPR-Signals fiir
den Wildtyp von X/Cry-DASH bei einer physiologisch rele-
vanten Temperatur (274 K) als Funktion des Magnetfelds B,
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Abbildung 3. Kompletter TREPR-Datensatz des Wildtyps von XICry-
DASH, aufgenommen bei 274 K. Um mégliche Veranderungen in der
Form des TREPR-Signals durch Zersetzung der Probe zu kontrollieren,
wurden die Spektren zuerst von niedrigem zu hohem Magnetfeld und
anschlieend durch Messung in umgekehrter Richtung aufgenommen.
Jedes Zeitprofil ist die Mittelung von 120 Einzelmessungen, die mit
einer Laserpulswiederholungsrate von 1.25 Hz bei einer Mikrowellen-
frequenz von 9.68 GHz, einer Mikrowellenleistung von 2 mW und einer
Detektionsbandbreite von 100 MHz aufgenommen wurden. A: ver-
stirkte Absorption; E: Emission.

und der Zeit ¢ nach der Anregung mit einem Laserpuls (1=
460 nm) dreidimensional dargestellt. Im Unterschied zur
herkommlichen EPR-Spektroskopie mit kontinuierlicher
Mikrowellenanregung wird in der TREPR keine Magnet-
feldmodulation verwendet, um die Zeitauflosung des Expe-
riments nicht durch die Modulationsfrequenz zu begrenzen.
Die mit hoher Zeitauflosung detektierten positiven und ne-
gativen Signale entsprechen hier verstiarkt absorptiver (A)
bzw. emissiver (E) Elektronenspinpolarisation der EPR-
Uberginge, die durch die selektive Besetzung der Radikal-
paar-Energieniveaus hervorgerufen wird.?"*!

Nach Lichtanregung konnten wir durch TREPR-Spek-
troskopie am Wildtyp von XI/Cry-DASH eine spinpolarisierte
paramagnetische Spezies detektieren, die wir aufgrund der
Linienform und der geringen Breite einem Radikalpaar zu-
ordnen. (Das TREPR-Signal eines unter vergleichbaren Be-
dingungen aufgenommenen spinpolarisierten Flavin-Tri-
plettzustands wire infolge der groBen Spin-Spin-Wechsel-
wirkungen zwischen den ungepaarten Elektronen in der Tri-
plettkonfiguration iiber 150 mT breit.””) Die zeitliche Ent-
wicklung des TREPR-Signals zeigt, dass der detektierte
Radikalpaarzustand eine Lebensdauer von mindestens 6 ps
hat. Fine genaue Bestimmung ist nicht moglich, da das Ab-
klingen des EPR-Signals im Wesentlichen durch die Relaxa-
tion der Elektronenspinpolarisation in die Boltzmann-
Gleichgewichtsbesetzung bestimmt ist. Das 500 ns nach der
optischen Anregung aufgenommene TREPR-Spektrum von
XICry-DASH (Abbildung 4) dhnelt jenen, die kiirzlich fiir
lichtinduzierte kurzlebige Radikalpaare (bestehend aus
Flavin- und Aminosidure-Radikalen) bei der FAD-Photore-
duktion von Photolyasen erhalten wurden.>! In der DNA-
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Abbildung 4. TREPR-Spektren des Wildtyps von XICry-DASH (durchge-
zogene blaue Kurve) und der Mutante W324F (durchgezogene griine
Kurve), aufgenommen 500 ns nach Laserpulsanregung. Die experimen-
tellen Parameter sind dieselben wie in Abbildung 3. Die gestrichelte
Kurve zeigt ein simuliertes Spektrum des Wildtypproteins. Simulati-
onsparameter: geap = (2.00431; 2.00360; 2.00217); g, = (2.00370;
2.00285; 2.00246); Q(geap---8rp) = (126.5°; 76.5%; 246.5°);

D=-0.36 mT; E=0; Q(gsap-D) = (0°; 109.9°; 110.5°); J=+0.24 mT.

Photolyase von E. coli wurde das beobachtete TREPR-Signal
dem Radikalpaarzustand [W306"--FADH'] zugeordnet, wobei
W306 der terminale Tryptophanrest der konservierten Triade
ist.1*3 Um die Herkunft des Radikalpaarsignals in XICry-
DASH zu kldren, haben wir eine Mutante untersucht, in der
der terminale Tryptophanrest W324, der W306 in der DNA-
Photolyase von E. coli entspricht, durch Phenylalanin ersetzt
wurde (W324F, Abbildung 1). Unter identischen experimen-
tellen Bedingungen zeigt W324F-XICry-DASH aber iiber-
haupt kein TREPR-Signal (Abbildung 4). Daraus schlieBen
wir, dass W324 entweder der letzte Elektronendonor beim
Elektronentransfer zum Flavin ist oder zumindest einen es-
senziellen Bestandteil des Elektronentransferpfads von der
Proteinoberflache zum FAD in Cry-DASH darstellt.
Weitere Informationen iiber den Radikalpaarzustand
[W324-FADH'] in XICry-DASH liefern Spektrensimulatio-
nen, die wir auf der Grundlage des Modells spinkorrelierter
gekoppelter Radikalpaare®* (CCRP-Modell) erstellt
haben. (Das verwendete Simulationsprogramm ist in den
Hintergrundinformationen beschrieben.) Die Rechnungen
wurden mit publizierten g-Tensor-Parametern fiir FAD- und
Tryptophan-Neutralradikale durchgefiihrt.“**!! Die relativen
Orientierungen der Hauptachsen beider g-Tensoren und des
Dipol-Dipol-Kopplungstensors wurden dem Homologiemo-
dell (siche Abbildung 1) entnommen und bei der Spektren-
anpassung konstant gehalten. Die Stidrke der dipolaren
Kopplung (D = —0.36 mT, E =0) zwischen FADH" und W324
wurde auf Grundlage der Punktdipolndherung festgelegt
[D(r)/mT=—2.78/(r/nm)’]. Dabei gingen wir von einem
Abstand r=2.0nm zwischen den beiden Radikalen aus
(zwischen den Punkten hochster ungepaarter Elektronen-
spindichte: C(4a) in FADH' und C(3) in W324'). Charakte-
ristische inhomogene GauB-Linienbreiten fiir FADH" und
W324° wurden bei der Berechnung der Radikalpaarspektren

www.angewandte.de

Chemie

413


http://www.angewandte.de

Zuschriften

44

berticksichtigt. Wir haben unsere Simulationen auf TREPR-
Spektren beschrinkt, die direkt nach der Laserpulsanregung
aufgenommen wurden, um spektrale Einfliisse durch aniso-
trope Spinrelaxation zu vermeiden.

Die gute Ubereinstimmung zwischen berechneten und
experimentellen TREPR-Spektren (Abbildung4) stiitzt
unsere Hypothese, dass W324 der terminale Elektronendonor
fiir FAD ist. Eine zufriedenstellende Simulation des E/E/A/
A-Polarisationsmusters wurde aber nur unter den folgenden
zwei Annahmen erhalten: 1) In Einklang mit jiingsten Er-
gebnissen aus zeitauflosenden optischen Absorptionsmes-
sungen*”! wird ein reiner elektronischer Singulettzustand als
Radikalpaarvorstufe angenommen, und 2) die Austausch-
wechselwirkung zwischen den Radikalen im Radikalpaar, die
durch den Parameter J quantifiziert wird, darf nicht Null sein
und muss einen positiven Wert annehmen. Letzteres bedeu-
tet, dass die Triplettkonfiguration des Radikalpaars energe-
tisch um 2J gegeniiber der Singulettkonfiguration begiinstigt
ist. Fiir J wird allgemein ein exponentieller Abfall mit dem
Abstand r zwischen den Radikalen angenommen [J(r)=
Joexp(—Br)]."* Fiir Elektronentransferreaktionen in Protei-
nen wird dabei ein -Wert von (14 £2) nm ' eingesetzt."*! In
unseren Simulationen erhielten wir die beste Ubereinstim-
mung mit J=+0.24 mT. Zum Vergleich: Fiir das lichtindu-
zierte primdre Radikalpaar in einem photosynthetischen
Reaktionszentrum wurde ein Wert von |J|=0.9 mT publi-
ziert.™ Dabei muss allerdings beriicksichtigt werden, dass
der Abstand dieses Radikalpaars mit r=1.8 nm etwas gerin-
ger ist als der zwischen W324* und FADH' im X/Cry-DASH-
Radikalpaar. Skaliert man auf denselben Radikalabstand, so
erhilt man fiir J groBenordnungsméfig dhnliche Werte, wobei
die Austauschwechselwirkung im Cryptochrom etwas stirker
zu sein scheint. Nimmt man an, dass die iiberbriickenden
aromatischen Aminosduren W377 und W400 in X/Cry-DASH
fiir eine effiziente J-Kopplung zwischen FADH" und W324
forderlich sein konnten, so erscheint unser Wert plausibel,
wenngleich als Unsicherheit ein Faktor zwischen 2 und 4
angenommen werden muss. Diese Fehlergrenze ist in Unge-
nauigkeiten beziiglich der verwendeten Modellgeometrie und
moglichen Umorientierungen des FAD relativ zu W324 im
Radikalpaarzustand (im Vergleich zum Grundzustand) be-
griindet. Die grolen Radikal-Radikal-Wechselwirkungen in
XICry-DASH scheinen auf den ersten Blick einen ausrei-
chend starken Einfluss von kleinen Schwankungen der Ma-
gnetfeldintensitdt (in der GroBenordnung des Erdmagnet-
feldes) auf den  Singulett-Triplett-Ubergang  von
[W324"-FADH'] auszuschlieBen. Allerdings konnten sich die
Austauschwechselwirkung und die dipolare Wechselwirkung
aber auch teilweise gegenseitig aufheben, wie kiirzlich von
Efimova und Hore vorgeschlagen wurde.” In diesem Fall
konnte das Erdmagnetfeld das Verhéltnis von Singulett- und
Triplett-Radikalpaaren im Cryptochrom beeinflussen und
diesem so ermoglichen, als Magnetorezeptor im Vogelkom-
pass zu fungieren.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass sich in Cry-
DASH-Proteinen nach Blaulichtanregung spontan Radikal-
paare bilden. Die Spinkorrelation dieser Radikalpaare ma-
nifestiert sich in elektronenspinpolarisierten EPR-Ubergin-
gen. Unsere Beobachtungen sprechen fiir eine mogliche
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biologische Relevanz dieser lichtinduzierten Elektronen-
transferreaktion bei den Proteinen der Cryptochrom/Photo-
lyase-Familie. Des weiteren haben wir die erste Simulation
von TREPR-Spektren eines spinkorrelierten Radikalpaars
auf Flavinbasis préisentiert. Anhand dieser Rechnungen lésst
sich die Stiarke der Austauschwechselwirkung zwischen den
Radikalen im Radikalpaar bestimmen, die allein auf der
Grundlage der dreidimensionalen Proteinstruktur schwierig
abzuschétzen wire. Unsere Simulationen legen nahe, dass in
Cry-DASH von Xenopus laevis 1) die Bildung des Radikal-
paars aus einer Vorstufe mit Singulettzustand erfolgt, und
dass 2) die Austauschwechselwirkung nicht vernachldssigt
werden darf, wenn Radikalpaare vom Typ [W324--FADH'|
als mogliche Spinzustinde in einem Radikalpaarmechanis-
mus der Erdmagnetfeldperzeption betrachtet werden. Die
hier vorgestellten Studien zeigen, dass die in Cryptochromen
durch Licht erzeugten Radikalpaare einige der grundlegen-
den Eigenschaften besitzen, die fiir einen Magnetkompass
erforderlich sind.

Experimentelles

XICry-DASH wurde wie zuvor beschrieben im Dunklen exprimiert
und aufgereinigt.”! Fiir die TREPR-Messungen wurde das Protein in
einen Puffer (0.3m NaCl, 0.Im TrissHCI, pH 8.0, 30-50% (v/v)
Glycerin) mit 5mM Kaliumhexacyanoferrat(IIl), K;[Fe(CN)g],
iiberfithrt und iiber Nacht inkubiert, um die Homogenitdt des
Oxidationszustands von FAD sicherzustellen. Nach Entfernen von
iiberschiissigem K;[Fe(CN)y] durch Ultrafiltration wurden die Proben
mit 5 mM K;[Fe(CN)g] und 35 % (v/v) Glycerin versetzt und TREPR-
spektroskopisch untersucht, oder fiir UV/Vis-Messungen mit 10 mm
EDTA versetzt und nachfolgend bei 274 K mit blauem Licht bestrahlt
(Bandfilter von 430470 nm; Halolux 100HL, Streppel, Wermelskir-
chen-Tente, Deutschland), um reduzierte Zustinde des FAD zu er-
zeugen. Die Konzentrationen der einzelnen FAD-Redoxzustédnde
wurden auf der Grundlage von publizierten Absorptionskoeffizienten
(M. S. Jorns, B. Wang, S.P. Jordan, L. P. Chanderkar, Biochemistry
1990, 29, 552) unter Verwendung eines Shimadzu-UV-1601PC-
Spektralphotometers abgeschitzt.

Die zeitaufgeloste Detektion der nach Anregung mit einem La-
serpuls auftretenden EPR-Signale erfolgte mit einem selbstgebauten
Spektrometer.'® Fiir die gepulste optische Anregung diente ein
Nd:YAG-Laser (Spectra Physics GCR-11), der einen optischen pa-
rametrischen Oszillator (Opta BBO-355-vis/IR, Opta GmbH, Bens-
heim, Deutschland) pumpte (Wellenldnge 460 nm; Pulsdauer 6 ns;
Pulsenergie 4 mJ).
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