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Identifikation unerwarteter Elektronentransferpfade im Cryptochrom
durch zeitaufgeloste Elektronenspinresonanz-Spektroskopie™*
Till Biskup, Kenichi Hitomi, Elizabeth D. Getzoff, Sebastian Krapf, Thorsten Koslowski,

Erik Schleicher und Stefan Weber*

Die Natur hat in biologischen Makromolekiilen erstaunliche
Motive fiir den effizienten langreichweitigen Elektronen-
transfer (ET) entwickelt.'! Derlei Motive kénnen grund-
sdtzlich als Template fiir technologische Anwendungen
dienen, beispielsweise in der Nanoelektronik auf Grundlage
molekularer Drihte (z. B. DNA-Filamente) oder beim Design
neuartiger Werkstoffe zur Konvertierung erneuerbarer
Energien. Die Adaptation der Grundlagen dieser ET-Motive
zum Beispiel auf organische Solarzellen konnte dabei helfen,
deren Ladungstransfer zu optimieren, sowie die Rate der
Ladungsrekombination zu verringern und somit die Effizienz
der Energiekonversion zu steigern.”) Die Analyse der
Grundlagen des schnellen Elektronentransfers in biologi-
schen Makromolekiilen und dessen Kontrolle sind daher von
ganz besonderer Bedeutung.

Hier berichten wir iiber die Stabilitdt und die Konservie-
rung eines langreichweitigen ET, der iiber eine Sequenz in-
dividueller ET-Schritte verlduft, in strukturell homologen
Proteinen von verschiedenen Organismen. Bei einem wich-
tigen Vertreter der Proteinklasse des Blaulichtrezeptors
Cryptochrom (CRY) und den DNA-Reparaturenzymen
Photolyase (PHR) entdeckten wir eine unerwartete Variabi-
litdt und identifizierten einen alternativen ET-Pfad.

Sequentieller ET iiber groe Distanzen spielt eine zen-
trale Rolle in biologischen Systemen. Beispielsweise werden
im Komplex I der Atmungskette in der inneren Membran von
Mitochondrien Elektronen iiber eine Kaskade von Eisen-
Schwefel-Zentren von einem Flavinadeninmononukleotid-
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Kofaktor zur Chinon-Bindungsstelle weitergeleitet.”! Der
ET-Pfad ist in seiner Gesamtheit nahezu 10 nm lang®® und
verlduft sehr wahrscheinlich iiber aromatische Aminosiuren,
die als ,Bindeglieder die stellenweise groflen Abstinde
zwischen den Eisen-Schwefel-Zentren der ET-Kette iiber-
briicken.”! Ein weiteres Beispiel fiir langreichweitigen ET ist
der Ladungstransfer in DNA.! Die m-konjugierten Nukleo-
basen der DNA-Doppelhelix konnen als Redoxintermediate
fungieren, um Ladungen iiber recht weite Strecken zu trans-
portieren.”! Die Nukleobasen sind in der B-DNA mit Ab-
stinden von etwa 3.3 A nahezu perfekt in helikalen Stapeln
angeordnet und ermoglichen einen schnellen photoinduzier-
ten ET (PET). Dabei hingt der Mechanismus des Ladungs-
transfers in der DNA von der Struktur und der Dynamik der
DNA-Sequenz ab.

Manche lichtaktive Proteine, darunter auch jene, die auf
UV-Licht reagieren, nutzen charakteristisch angeordnete
Tryptophan-Reste (Trp) zum ET.®! Entlang der konservierten
linearen Anordnung von Tryptophanen, die sich in den
Flavoproteinen der PHR/CRY-Familie findet (siche Abbil-
dungen S1 und S2 in den Hintergrundinformationen), dar-
unter Arabidopsis-UVR2 und -UVR3, ist ein sehr schneller
PET moglich.”! In diesen Systemen sind drei Tryptophane
zwischen dem Flavinadenindinukleotid-Kofaktor (FAD) im
aktiven Zentrum und der Proteinoberfldche angeordnet, mit
Abstinden (von Kante zu Kante) von etwa 5 A zwischen dem
proximalen Trp (TrpA) und dem mittleren Trp (TrpB) und
4 A zwischen TrpB und dem distalen Trp (TrpC)."""? Nach
Lichtanregung entzieht das FAD, das entweder volloxidiert
oder halbreduziert (radikalisch) vorliegt, dem nahegelegenen
TrpA ein Elektron. In einem zweiten ET-Schritt wird der
erzeugte Radikalzustand vom TrpA zum TrpB in der Kette
weiter transferiert. Ein dritter ET-Schritt verschiebt die po-
sitive Ladung (Elektronenloch) auf das oberflichenexpo-
nierte TrpC, wo das resultierende Radikal durch Wechsel-
wirkung mit Wassermolekiilen stabilisiert werden kann.!**
Ausgehend vom einfach reduzierten (radikalischen) Zustand
des FAD ist dieser Gesamtladungstransfer vom TrpC zum
FAD innerhalb von 30 ps abgeschlossen, was kiirzlich mit
zeitaufgeloster optischer Absorptionsspektroskopie an der
Escherichia-coli-DNA-Photolyase gezeigt werden konnte.'¥!

Nach der Photoanregung des FAD im volloxidierten Zu-
stand wird durch PET eine Reihe von Radikalpaaren (RP)
erzeugt, die prinzipiell mit zeitaufgeloster Elektronenspin-
resonanz-Spektroskopie (time-resolved electron paramagne-
tic resonance; TREPR) untersucht werden kann.'"?"! Bei
ausreichend hoher Zeitauflosung kann man mit der TREPR
die elektronische Spinpolarisation der frithen transienten
paramagnetischen Zustinde detektieren.”!! Eine quantitative
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spektrale Analyse der Spinpolarisation von TREPR-Signalen
liefert sowohl Informationen iiber die chemische Natur der
beobachteten Radikalpaare als auch tiber die Spinmultipli-
zitdt des Vorlduferzustands, aus dem heraus das RP erzeugt
wurde.” Die Detektion von Radikalpaaren mit der TREPR
nutzen wir in dieser Studie, um ET-Pfade in homologen
Proteinen der PHR/CRY-Familie aufzukléren.

Im DNA-Reparaturenzym Photolyase stellt der vollstédn-
dig reduzierte FAD-Kofaktor (FADH™) dasjenige Elektron
zur Verfiigung, welches zur lichtabhédngigen katalytischen
Reparatur von Photoprodukten in UV-geschddigter DNA
erforderlich ist."” Ist der FAD-Kofaktor in Photolyasen hin-
gegen ganz oder teilweise oxidiert und somit katalytisch in-
aktiv, so kann die katalytische DNA-Reparaturaktivitit durch
photoinduzierte Reduktion (auch Photoaktivierung genannt)
iber einen ET entlang der Trp-Kaskade wiederhergestellt
werden.™ Alle bislang untersuchten Photolyasen nutzen
diese FAD-Photoaktivierung®! trotz betrichtlicher Diversi-
tat hinsichtlich ihrer Aminosduresequenz, ihrer Struktur und
Funktion. Obwohl die Relevanz dieses Prozesses fiir die ef-
fiziente enzymatische DNA-Reparatur durch Photolyasen
infrage gestellt wurde,” ist die Photoaktivierung unter In-
vivo-Bedingungen fiir die Kontrolle der Proteinqualitét unter
oxidativem Stress sehr wahrscheinlich von zentraler Bedeu-
tung: Photolyasen erkennen unabhéngig vom Redoxzustand
ihres FAD-Kofaktors durch UV-Licht geschddigte DNA und
binden an diese; deshalb wiirden ohne FAD-Photoaktivie-
rung durch Oxidation inaktivierte Photolyasen, die an ge-
schiadigte DNA gebunden sind, notwendige Reparatur-,
Transkriptions- und Zellteilungsprozesse in Zellen verhin-
dern.

Fiir Cryptochrome, Homologe der Photolyasen, jedoch
ohne DNA-Reparaturaktivitit, wird angenommen, dass der
FAD-Redoxzustand eine Schliisselrolle bei der lichtindu-
zierten Aktivitit einnimmt.”>?! In-vitro- und In-vivo-Expe-
rimente legen nahe, dass der Radikalzustand des FAD fiir die
Signalisierung®®”! und die Magnetorezeption verantwortlich
ist.”® Analog zu den Photolyasen wurde hierfiir die konser-
vierte Trp-Triade als essenzielles Strukturmotiv vorgeschla-
gen;®?! dazu bedarf es jedoch nach wie vor eines direkten
Nachweises. Gleichwohl treten in Cryptochromen lichtindu-
zierte, spinkorrelierte Radikalpaare mit Lebensdauern und
Spin-Spin-Kopplungsparametern auf, die sie als zentrale
Komponente eines biologischen Magnetkompasses prinzipi-
ell geeignet erscheinen lassen.*?>3

Um die Konservierung und die Diversitdt des photo-
induzierten Elektronentransfers entlang der Trp-Triade in der
PHR/CRY-Proteinfamilie eingehender zu untersuchen,
haben wir nun vergleichende TREPR-Experimente an Cryp-
tochromen vom DASH-Typ (CRYD) aus dem Cyanobakte-
rium Synechocystis sp. PCC6803 und dem Glatten Krallen-
frosch Xenopus laevis durchgefiihrt. Bereits zuvor konnten
wir die Kristallstruktur des Synechocystis-CRYD 16sen,!'?!
und es ist uns weiterhin der wichtige Nachweis gelungen, dass
die Trp-Triade des Xenopus-CRYD ET-aktiv ist.?) Die
beiden Proteine sind sich beziiglich ihrer Aminosiduresequenz
(67% Sequenzhomologie) und ihrer dreidimensionalen
Struktur sehr &hnlich und konservieren die Trp-Triade
(W396=TrpA, W373=TrpB und W320=TipC in Syn-
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echocystis-CRYD, sowie W400=TrpA, W377=TipB und
W324=TrpC in Xenopus-laevis-CRYD; sieche Abbil-
dung S1).%

Im Xenopus-CRYD beginnt der PET aus einem ange-
regten Singulettzustand des redoxaktiven FAD heraus, wie
wir kiirzlich durch die Analyse elektronenspinpolarisierter
TREPR-Signale des auf einer Zeitskala im Nanosekunden-
bereich erzeugten RP-Zustands FAD"-TrpC' zeigen konn-
ten.”?! Der Austausch des oberflichenexponierten TrpC
gegen Phenylalanin (W324F) unterdriickt die RP-Bildung auf
einer Zeitskala von etwa 10-100 ns (das entspricht der ma-
ximalen Zeitauflosung unseres experimentellen TREPR-
Aufbaus) und dariiber hinaus. Der RP-Zustand FAD"-TrpB*
konnte (iiber das intermedidre RP FAD"-TrpA*) dennoch mit
sehr kurzer Lebensdauer gebildet werden. Allerdings ist in
diesem Zustand das FAD-Radikal weder vom TrpA- noch
vom TrpB-Radikal ausreichend weit entfernt, so dass es ohne
das terminale TrpC nicht zu einer stabilen Ladungstrennung
auf einer ldngeren Zeit- und Léngenskala kommen kann;
effizienter Elektronenriicktransfer und die Rekombination
der Radikale fiihren in diesem Fall binnen weniger als 10 ns in
den diamagnetischen Grundzustand zuriick.

TREPR-Experimente am Wildtyp des cyanobakteriellen
Synechocystis-CRYD-Proteins  liefern ein RP-Spektrum
(Abbildung 1), das dem des Wildtyps des Xenopus-CRYD-
Proteins hinsichtlich der Abfolge der Elektronenspinpolari-

Abbildung 1. TREPR-Datensatz fiir das Synechocystis-CRYD, aufgenom-
men bei einer Temperatur von 274 K. Jedes Zeitprofil stellt die Mitte-
lung von 120 Einzelmessungen dar, die mit einer Laserpulswiederho-
lungsrate von 1.25 Hz bei einer Mikrowellenfrequenz von 9.68 GHz,
einer Mikrowellenleistung von 2 m\W und einer Detektionsbandbreite
von 100 MHz aufgenommen wurden. A: verstirkte Absorption; E:
Emission.

sation und der spektralen Breite dhnelt.”*??! Dies lisst auf
eine weitgehend analoge Erzeugung des vorliegenden RP-
Zustandes im bakteriellen CRYD schliefen. Positive und
negative Signalanteile entsprechen dabei einer verstirkt ab-
sorptiven oder emissiven Elektronenspinpolarisation des je-
weiligen EPR-Ubergangs. Die spektrale Linienform wird
durch die magnetischen Wechselwirkungen innerhalb
(Zeeman- und Hyperfeinwechselwirkung) und zwischen
(Dipol-Dipol- und Austauschwechselwirkung) den beiden
Radikalen im RP-Zustand bestimmt. Hierzu verweisen wir
auf von uns kiirzlich publizierte Details zu Spektrensimula-
tionen von TREPR-Signalen gekoppelter und spinkorrelier-

www.angewandte.de

Chemie

12859


http://www.angewandte.de

12860 www.angewandte.de

Zuschriften

ter Radikalpaare im Xenopus-CRYD.” Die zeitliche Ent-
wicklung des in der Abbildung 1 gezeigten TREPR-Signals
zeigt, dass der lichtinduzierte RP-Zustand im Synechocystis-
CRYD ebenso wie der im Xenopus-CRYD? eine Lebens-
dauer von mindestens 6 ps hat.

Die W320F-Mutation von Synechocystis-CRYD, in der
das terminale TrpC durch ein Phenylalanin ersetzt wurde
(W320F), fithrte im Gegensatz zur entsprechenden Mutation
des Froschproteins nicht zu einem Verschwinden des lichtin-
duzierten TREPR-Signals (Abbildung 2). Unerwarteterweise
zeigte diese Mutante des Synechocystis-CRYD ein TREPR-

TrpC’
FAD - TrpA - TrpB - i

TrpC’
FAD - TrpA - [E - TrpC

FAD - TrpA - TrpB - TrpC
A —————— A VTN~

340 342 344 346 348 350
BO / mT

Abbildung 2. TREPR-Spektren des Wildtyps (durchgezogene blaue
Kurve) und unterschiedlicher Trp-Mutanten (durchgezogene griine
Kurven) von Synechocystis-CRYD, aufgenommen 500 ns nach Laser-
pulsanregung. Die Spektren wurden auf vergleichbares Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis skaliert. TrpA=W396, TrpB=W373, TrpC=W320
und TrpC'=W375. Von oben nach unten: WT, W320F, W373F und
W375F. Experimentelle Parameter wie in Abbildung 1. Die gestrichelte
rote Kurve zeigt ein simuliertes Spektrum (fiir die Parameter vgl. die
Hintergrundinformationen) des TREPR-Spektrums des Radikalpaar-
zustands FAD--TrpC".

Spektrum, das nahezu mit dem des Wildtyps iibereinstimmt.
Die Trp-Triade von Synechocystis-CRYD lasst sich strukturell
gut mit der von E.-coli-PHR iiberlagern (Abbildung S1).11%12I
Dennoch fiihrt ganz offensichtlich die Photoanregung sowohl
des Wildtypproteins als auch der TrpC-defizienten Mutante
zur Bildung eines Radikalpaars. Daraus zogen wir zunéchst
den Schluss, dass TrpC eventuell nicht der terminale Elek-
tronendonator der FAD-Photoreduktionskaskade in Syn-
echocystis-CRYD ist.

Um die Herkunft der RP-Signatur im WT-Synechocystis-
CRYD aufzuklaren, untersuchten wir zwei weitere Mutanten,
W373F und W375F. Erstere hatte das Ziel herauszufinden, ob
das mittlere TrpB (= W373) der konservierten Trp-Triade fiir
den langreichweitigen ET im cyanobakteriellen Protein not-
wendig ist, letztere diente der Untersuchung eines moglichen
PET iiber das TrpC hinaus zum W375 = TrpC’ (Abbildung 3).
TrpC' liegt relativ nahe bei TrpC und wie dieses an der Pro-
teinoberfliche.'” Insofern konnten die Deprotonierung des
zunichst gebildeten TrpC'-Kationradikals und eine Wechsel-
wirkung mit dem Losungsmittel den photoinduzierten TrpC'-
Radikalzustand ebenso stabilisieren wie den von TrpC. Kédme
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Abbildung 3. Die konservierte Trp-Triade von Synechocystis-CRYD
(orange) und der alternative ET-Pfad ausgehend von W375 (hellrot).
Die Ebenen der Indolringe von TrpC und TrpB stehen nahezu senk-
recht aufeinander, wohingegen die Ringebenen von TrpB und TrpC’
eine (fiir den ET vorteilhaftere) nahezu parallele Orientierung zueinan-
der einnehmen. Die Zahlen an den schwarzen Pfeilen sind Abstinde in
A (jeweils gemessen von Kante zu Kante).

TrpC’ zur klassischen Trp-Triade hinzu, erweiterte das den
ET-Pfad in Synechocystis-CRYD auf vier Tryptophane.
Samtliche TREPR-Experimente am WT und an den Trp-
Mutanten von Synechocystis-CRYD wurden unter identi-
schen Bedingungen durchgefiihrt (Abbildung?2). Bemer-
kenswerterweise lieferten aber weder W373F (TrpB) noch
W375F (TrpC) ein signifikantes RP-Signal (in den gleichen
Zeitintervallen), wihrend sowohl der WT als auch die
W320F-(TrpC)-Mutante ein Signal zeigten. Diese Ergebnisse
belegen, dass TrpC’ und nicht TrpC das kritische, oberfla-
chenexponierte, distale Trp im ET-Weg im Synechocystis
CRYD ist, im Gegensatz zur E.-coli-Photolyase und zum
Xenopus-CRYD, die beide TrpC als terminalen Elektronen-
donator nutzen.”**!! Des Weiteren zeigen die Resultate an
cyanobakteriellem CRYD eindeutig, dass der PET weder
direkt vom TrpC’ (auBen) zum TrpA (innen) noch schritt-
weise iiber TrpC, sondern — zu unserer groBen Uberraschung
— tiber TrpB in der Mitte der konservierten Kette verlduft,
und das trotz des groBeren Abstands zwischen TrpB und
TrpC’ (8.2 A, gemessen von Kante zu Kante) als zwischen
TrpB und TrpC (3.7 A; vgl. Abbildung 3). Recht feine Un-
terschiede zwischen den TREPR-Spektren von Xenopus- und
Synechocystis-WT-Cryptochrom (vgl. Abbildung S3) ebenso
wie Spektrensimulationen, die auf der Theorie spinkorre-
lierter gekoppelter Radikalpaare basieren, stiitzen diese
Schlussfolgerungen: Die TREPR-Signatur des RPs des cy-
anobakteriellen WT-Proteins kann mit den magnetischen
Wechselwirkungsparametern (g-Werte, dipolare Kopplung
und Austauschwechselwirkung) des RP-Zustands
FAD"-TrpC" zufriedenstellend simuliert werden (Abbil-
dung 2), nicht jedoch mit denen von FAD"-TrpB* und
FAD"-TrpC: (vgl. die Hintergrundinformationen). Der al-
ternative terminale Elektronendonator, TrpC, ist innerhalb
der PHR/CRY-Proteinfamilie grundsétzlich nicht konser-
viert; allerdings enthalten sowohl CRY1 (W379) als auch
CRY2 (W376) aus A. thaliana dieses TrpC' (Abbildung S1).
Der im Vergleich zum Xenopus-CRYD oder den ver-
wandten Photolyasen unterschiedliche ET-Pfad in Syn-
echocystis-CRYD wirft die Frage auf, warum der PET im
cyanobakteriellen CRYD iiber die deutlich lingere Distanz
vom distalen TrpC’ zum TrpB anstatt vom konservierten TrpC
zum TrpB abléduft. Unsere experimentellen Beobachtungen
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versuchen wir auf Grundlage der Marcus-Theorie des La-
dungstransfers zu verstehen,® die vorhersagt, dass die er-
reichbare ET-Rate (kgr) auBer von der Temperatur (7) von
1) der elektronischen Kopplung (H,5) zwischen den Redox-
Zustinden, 2) der Anderung der gesamten freien Enthalpie
beim Ladungstransfer (AG) und 3) der Reorganisationsener-
gie (A) abhingt [siehe Gleichung (1); kg ist die Boltzmann-
Konstante].

_ kaB T
ker =550\ 77O |~

AG +A)
: 4/1kBT) } M

In einem vorausgegangenen Beitrag zur Thermodynamik
des Elektronentransfers entlang der Trp-Kaskade in der E.-
coli-Photolyase haben wir H,z, AG und A durch eine Kom-
bination der Berechnung der freien Enthalpie basierend auf
klassischen Molekiildynamikrechnungen und quantenme-
chanischen Rechnungen ermittelt."” Die resultierenden Re-
organisationsenergien fiir jeden einzelnen ET-Schritt, TrpB —
TrpA (abgekiirzt fiir: TrpB + TrpA'—TrpB* + TrpA) und
TrpC—TrpB, ergaben dhnliche Werte. Da die dreidimensio-
nalen Strukturen von Synechocystis-CRYD und E.-coli-Pho-
tolyase vergleichbar sind,!'*!? nehmen wir an, dass auch die -
Werte fiir den alternativen ET-Schritt, TrpC'—TrpB, und den
(klassischen) ET-Schritt, TrpC—TrpB, in Synechocystis-
CRYD é&hnliche Werte annehmen. Damit verbleiben die
elektronischen Kopplungselemente, H,g(TrpC'—TrpB) und
H ,s(TrpC—TrpB), sowie die Anderungen der freien Ent-
halpie, AG, als hauptsichliche Quellen fiir die beobachteten
Unterschiede im ET-Verhalten.

Die elektronische Kopplung zwischen Redoxpartnern
hingt von deren Abstand ab, vorausgesetzt dass das dazwi-
schenliegende Proteinmedium vergleichbar ist, ebenso aber
von ihrer relativen Orientierung.®>%! Eine giinstigere relative
Orientierung der Redoxpartner konnte den Vorteil einer
kiirzeren ET-Distanz kompensieren oder gar iiberkompen-
sieren.® Im Synechocystis-CRYD ist der Abstand (gemessen
von Kante zu Kante) zwischen TrpC und TrpB erheblich
kleiner (3.7 A) als zwischen TrpC’ und TrpB (8.2 A). Deshalb
erwartet man, ausgehend von der phidnomenologischen Ab-
standsregel nach Dutton,™ eine etwa 100-fach groBere ET-
Rate fiir TrpC—TrpB als fiir TrpC'—TrpB, die aber eindeutig
nicht beobachtet wurde. Deshalb gehen wir davon aus, dass
Orientierungseffekte der aromatischen Ringe der Trps zur
Bevorzugung des TrpC'—TrpB-Wegs fithren. Dariiber hinaus
lasst die Umgebung der beiden Trps (W320 und W375 in
Synechocystis-CRYD) vermuten, dass W375 (TrpC’) besser
oberfliachenexponiert ist als W320 (TrpC) und daher wahr-
scheinlich eher durch Deprotonierung und Wechselwirkun-
gen zwischen Losungsmittel und Radikal stabilisiert werden
kann (Abbildung 3)."” Wihrend wir die Moglichkeit nicht
ausschlieBen konnen, dass TrpC’' in Losung nidher an TrpB
liegt als in der Kristallstruktur,' liefern unsere Molekiildy-
namiksimulationen des Synechocystis-CRYD-Proteins in
einer Wasserbox keine Hinweise auf eine signifikante rdum-
liche Reorientierung von TrpC'. Fiir den entsprechenden ET
in der E.-coli-Photolyase stellte sich das terminale TrpC
(W306) als energetisch bevorzugtes Radikal heraus, 30—
45 kJmol™" unterhalb der anderen beiden Tryptophane gele-
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gen.™ Deshalb ist der umgekehrte Ladungstransfer zu den
beiden im Protein verborgenen Tryptophanen (TrpB und
TrpA) langsam, sobald TrpC erreicht ist.

Um die thermodynamische Stabilitdt moglicher Zentren
der Ladungslokalisation aus einer theoretischen Perspektive
heraus zu untersuchen, nutzten wir ein thermodynamisches
Integrationsschema,! das wir fiir Ladungstransferreaktionen
angepasst haben.™ Ohne Beschrinkung der Allgemeingiil-
tigkeit nutzen wir die freie Enthalpie des angenommenen
Orts der anfinglichen Ladungslokalisation (TrpA) als Refe-
renz (Nullpunkt) fiir AG. Unsere Rechnungen haben die
folgenden Anderungen der freien Enthalpie (AG) fiir den
Transfer jeweils einer positiven Ladung zwischen zwei Tryp-
tophanen erhalten: —49kJmol' fir TrpB—TrpA,
—62 kJmol™! fiir TrpC—TrpA und —81 kJmol™" fiir TrpC'—
TrpA. Daraus ergibt sich im Boltzmann-Gleichgewicht bei
Raumtemperatur ein Populationsiiberschuss auf TrpC’ von
99%. Uber die Berechnung der Standardabweichung von AG
fur Ladungstransferwege mit identischen Start- und Ziel-
orten, aber unterschiedlichen intermediiren Orten, konnten
wir die statistische Genauigkeit des Verfahrens zu ¢*(AG)
~ 5 kJmol ™' bestimmen. Folglich kénnen wir TrpC’' (W375) in
Synechocystis-CRYD eindeutig als thermodynamische Senke
fir den Lochtransfer relativ zu allen hier betrachteten
Aminoséuren identifizieren.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine Feinab-
stimmung der lokalen Aminosiduresequenz und Konformati-
on Unterschiede im PET hervorrufen kann, und das trotz
eines gemeinsamen Redox-Pfads in einer hochgradig kon-
servierten Proteinumgebung. Es zeigt sich, dass ein Vergleich
von Aminosiduresequenzen von Proteinen definitiv nicht
ausreicht, um die Photochemie eines Proteins vorherzusa-
gen.”®! Weiterhin ist der Abstand zwischen Redoxpartnern
nicht notwendigerweise der einzige entscheidende Parameter
fiir die einzelnen ET-Schritte; die Orientierung der Redox-
partner™ und ihre Erreichbarkeit fiir das Losungsmittel, und
demzufolge die Stabilisierung der ladungsgetrennten Zu-
stande,™ sind ebenso von grofer Bedeutung,

Die Flexibilitdt der ET-Pfade in Cryptochromen, wie sie
hier gezeigt wurde, hat grofSe Auswirkungen auf das Ver-
standnis der Photochemie und der funktionalen Diversitét
innerhalb der PHR/CRY-Proteinfamilie. Das schliet die
vorgeschlagenen Wechselwirkungen vieler Cryptochrome mit
Proteinpartnern mit ein. Weitere spektroskopische Untersu-
chungen der Diversitidt werden daher zu einem weitaus de-
taillierteren Verstdndnis der Reaktionsmechanismen dieser
vielfiltigen Proteine fithren. Dariiber hinaus konnen sie eine
bessere Kontrolle von langreichweitigen ET-Prozessen nicht
nur in biologischen Systemen ermoglichen.

Experimentelles

Die zeitaufgeloste Detektion der nach Anregung mit einem Laserpuls
auftretenden TREPR-Signale erfolgte mit einem selbstgebauten
EPR-Spektrometer."! Fiir die gepulste optische Anregung der Syn-
echocystis-CRYD-Proben (fiir Details der Proteinsynthese und Pro-
teinreinigung vgl. die Hintergrundinformationen) diente ein
Nd:YAG-Laser (Spectra Physics GCR-11), der einen optischen pa-
rametrischen Oszillator (Opta BBO-355-vis/IR, Opta GmbH, Bens-
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heim, Deutschland) pumpte (Wellenlidnge 460 nm; Pulsdauer 6 ns;
Pulsenergie 4 mJ).

Details zum thermodynamischen Integrationsschema konnen
den Hintergrundinformationen entnommen werden.
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