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K�rzlich haben wir dem Riboflavin-bindenden Protein
(RfBP) Dodecin aus Halobacterium salinarum die Funktion
zugewiesen, freies Riboflavin aus dem Cytoplama mit nano-
molaren Dissoziationskonstanten zu binden und damit
Riboflavin, die unmittelbare Vorstufe zur Biosynthese von
FMN und FAD, bereitzustellen.[1] Um zellul�ren Schaden zu
verhindern, wird das reaktive Riboflavin dabei durch tiefes
Einbetten in die Dodecin-Bindetaschen von der Umgebung
abgeschirmt und durch einen Mechanismus des schnellen
Lçschens von photoangeregten Zust�nden neutralisiert.[2]

Gebundenes Riboflavin ist in den Bindetaschen Sandwich-
artig zwischen aromatischen Systemen ausgerichtet, wodurch
minimales Binden �ber Wasserstoffbr�cken durch starke
Stapelwechselwirkungen kompensiert wird (Abbildung 1).

Im Schl�sselschritt des Lçschens des photoaktivierten Zu-
stands des Riboflavins wird ein Elektron aus dem benach-
barten Tryptophan W36 auf das angeregte Riboflavin �ber-
tragen, wobei ein ladungsgetrennter Zustand entsteht, der
unmittelbar danach zum Grundzustand rekombiniert. K�rz-

lich war es uns mçglich, die Zeitkonstanten der einzelnen
Prozesse zu bestimmen (Schema 1):
1) Ladungstrennung schneller als die zeitliche Auflçsung des

Experiments (< 0.2 ps, t1),
2) Elektronr�cktransfer mit einer Zeitkonstante von 0.9 ps

(t2),
3) Relaxation mit 6 ps in einem zu (2) parallelen Prozess,

charakterisiert durch einen Zwischenzustand, der bei
500 nm absorbiert (t3),

4) Protonentransfer von umgebendem Wasser, gekoppelt an
den Elektronentransfer/-r�cktransfer-Mechanismus.[3]

Im Fall des Dodecins vereinen sich hochaufgelçste
Rçntgenstrukturdaten und eine tiefgreifende funktionelle
Charakteriserung zu einem Modell außergewçhnlich gut de-
finierter Struktur-Funktions-Beziehungen. Daher bietet
dieses Flavoprotein ein exzellentes Modellsystem, um Elek-
tronentransferraten durch rationales Proteindesign zu mo-
dulieren und dabei in einer manipulativen Weise einen Pho-
tozyklus zu studieren.

Dieser Ansatz sollte durch den Austausch des nativen
W36 durch Analoga mit variierendem Ionierungspotential
und somit W36-Riboflavin-Paaren mit unterschiedlichen
Redoxpotentialdifferenzen erreicht werden. Die Ionisie-
rungspotentiale wurden quantenchemisch auf Basis der DFT/
B3LYP/6-31G*-Theorie in der Gasphase berechnet.[4] Aus-
gehend vom Wert 7.42 eV f�r den Indolrest von Tryptophan
wurden die Analoga 4-Aminotryptophan (4NH2-W), 4-Flu-
ortrypthophan (4F-W) und 4-Azatryptophan (4Aza-W) auf-
grund der verschobenen Potentiale von 6.68, 7.49 bzw.
7.96 eV f�r Einbaustudien ausgew�hlt (siehe Hintergrundin-
formationen). Die Position C-4 des W36 wurde deshalb zur

Abbildung 1. Sandwich-artiger Einbau von Flavinen. Dimere von Ribo-
flavin (Rf) werden zwischen zwei Tryptophanen (W36) eingebaut und
durch zwei Glutamine (Q55) zwischen zwei Protomeren antiparallel
ausgerichtet.
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Derivatisierung herangezogen, weil rçntgenkristallographi-
sche Analysen zeigen, dass eine Ausbuchtung in der Binde-
tasche die nichtinvasive Modifizierung an dieser Position er-
mçglicht. Zur Pr�paration der nichtkanonischen W36-modi-
fizierten Dodecine wurde die supplementationsbasierte Ein-
baumethode (SPI),[5] zusammen mit den etablierten Proto-
kollen zur Reinigung und Faltung, verwendet (siehe
Tabelle S1 und S2 und Abbildung S1–S3 in den Hinter-
grundinformationen; experimentelle Details siehe Hinter-
grundinformationen).[1b] In der Folge haben wir die Dode-
cinanaloga kristallisiert und atomare Modelle bei 1.7 (4NH2-
W36-Dodecin), 1.8 (4F-W36) und 2.0 � (4Aza-W36) verfei-
nert (siehe Tabelle S3 in den Hintergrundinformationen; ex-
perimentelle Details siehe Hintergrundinformationen).

Die hochaufgelçsten rçntgenkristallographischen Daten
zeigen, dass die Strukturen der nichtkanonischen Dodecine
gegen�ber dem nichtmodifizierten Wildtypdodecin im We-
sentlichen unver�ndert sind. In 4F-W36- und 4NH2-W36-
Dodecin findet Riboflavin jeweils eine etwas tiefere Position
in der Bindetasche als im Wildtypdodecin, w�hrend bei 4Aza-
W36-Dodecin das Riboflavin etwas weniger tief sitzt. In

�hnlicher Weise sind auch die Positionen des C-4-modifi-
zierten W36 kaum ver�ndert. Grunds�tzlich korreliert ihre
leicht ver�nderte Stellung sogar mit den Positions�nderungen
der Riboflavine (Abbildung 2A; Abbildung S4 der Hinter-
grundinformationen). Wird die �berlagerung der Dodecine
an den W36-Indolresten ausgerichtet, ist diese nur sehr ge-
ringe Abweichung der relativen Positionierung der photo-
chemisch relevanten W36-Riboflavinpaare sehr deutlich zu
erkennen. Dies offenbart klar den nichtinvasiven Charakter
unseres Ansatzes (Abbildung 2B). Die �nderungen in den
Positionen sind sogar weniger stark ausgepr�gt, als dies f�r
Wildtypdodecin bei Einbau der verschiedenen Flavine (Lu-
miflavin, FMN und FAD) der Fall ist. In einer fr�heren
Arbeit, in der wir Wildtypdodecin mit den unterschiedlichen
Flavinen charakterisiert haben, konnten wir feststellen, dass
die Strukturvariation durch den Einbau verschiedener Fla-
vine die spektralen Eigenschaften nicht beeinflusst (Abbil-
dung 2C).[3] Daraus l�sst sich ableiten, dass die kleineren
�nderungen in der Serie der betrachteten nichtkanonischen
Dodecine ebenso keinen Einfluss nehmen und man mit den
Dodecinanaloga einen Satz hochisomorpher Proteine in
H�nden h�lt, die sich nur in den elektronischen Eigenschaften
unterscheiden; konkret im Ionisierungspotential von W36.

Die Analyse der photochemischen Eigenschaften der
nichtkanonischen Dodecine wurde mithilfe transienter Ab-
sorptionsspektroskopie durchgef�hrt.[3] Wie in Abbildung 3A
gezeigt, �ndert sich das Muster an negativen (blau) und po-

Abbildung 2. �berlagerung von W36 und Riboflavin in den nichtkano-
nischen Dodecinanaloga mit Wildtypdodecin. A, B) Strukturen wurden
A) �ber ihr Ca-R�ckgrat und B) �ber den Indolrest von W36 ausgerich-
tet. Riboflavine der nichtkanonischen Dodecine sind durch ihre aroma-
tische Untereinheit (Isoalloxazin) repr�sentiert (siehe auch Abbil-
dung S4). In den W36-alignierten Strukturen sind die Riboflavin N-10
Atome vom entsprechenden Atom im Wildtypdodecin um 0.44 �
(4Aza-W36 Dodecin), 0.22 � (4F-W36), und 0.19 � (4NH2-W36) ent-
fernt. (C) �berlagerung der W36-alignierten Dodecine mit Riboflavin
(gr�n) und Lumiflavin (gelb) als Liganden. Lumiflavin N-10 ist um
0.52 � von Riboflavin N-10 entfernt. Atomkoordinaten der Strukturen
mit pdb Kennzeichen 2ccb und 2ccc wurden f�r Wildtypdodecin mit
gebundenem Riboflavin bzw. Lumiflavin verwendet.[2b]

Schema 1. Photozyklus des Dodecins innerhalb eines funktionellen
Paares aus W36 und Riboflavin. Riboflavin (Rf) ist im Abstand von
3.3 � an W36 angelagert. Die Wasserstoffbr�cke zu Q55 ist grau ange-
zeigt. Ein beobachteter Deuterierungseffekt auf die Lebenszeit des an-
geregten Zustands l�sst darauf schließen, dass ein Protonentransfer
den Photozyklus hn!t1!t2 begleitet.[3] Dies findet auch in quanten-
chemischen Rechnungen Best�tigung, die Teil dieser Arbeit sind. Diese
zeigen, dass sich Riboflavin durch Protonentransfer von benachbartem
Wasser in seiner neutralen Form stabilisiert, und zwar unabh�ngig
davon, ob Riboflavin in oxidierter Form oder als Semichinon vorliegt
(siehe Hintergrundinformationen). Der Prozess, der durch eine Zeit-
konstante von t3 beschrieben ist, konnte nicht eindeutig gekl�rt
werden. Molek�lorbitaldiagramme sind beigef�gt.
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sitiven Absorptions�nderungen (rot) gegen�ber dem des
Wildtypdodecins signifikant. Auff�llig sind insbesondere die
Ver�nderungen aller nichtkanonischen Dodecine im negati-
ven Signal bei kurzer Wellenl�nge (450 nm), die das Aus-
bleichen des Grundzustands (GB) beschreiben. Dar�ber
hinaus findet im 4NH2-W36-Dodecin eine drastische Ver-
k�rzung des positiven Signals bei 550–700 nm statt. Das po-
sitiv geladene Tryptophanradikal tr�gt zur Absorption um
600 nm bei,[6] und entsprechend behindern die ge�nderten
spektroskopischen Eigenschaften der Tryptophanradikale
durch Einf�hrung der C-4-Modifikation die Interpretation
der transienten Daten bei langen Wellenl�ngen.

Weil unbeeinflusst vom Tryptophanradikal, bietet die
Absorption um 450 nm einen direkten Zugang, um die elek-
tronische Umgebung der Riboflavine zu analysieren. Ent-
sprechend wurde die Wiederherstellung des GB bei 456 nm
als Auslesesignal f�r den Elektronen-R�cktransfer vom
Riboflavinsemichinon auf das positiv geladene Tryptophan
verwendet (Prozess beschrieben mit t2 in Schema 1). Uni-
molekulare Wiederherstellungsraten wurden auf 0.2, 1.2 bzw.
0.9 ps f�r 4NH2-W36, 4Aza-W36 und Wildtyp Dodecin an-
gepasst (Abbildung 3B); folglich verk�rzt der Aminosubsti-
tuent in 4NH2-W36-Dodecin die Lebenszeit um den Faktor 4,
w�hrend das gleiche Intermediat bei 4Aza-W36-Modifikation
etwas l�nger lebt (Faktor 1.3). An die Daten des 4F-W36-

Dodecins gelang wegen eines zu geringen Signal-Rausch-
Verh�ltnisses keine Anpassung, jedoch kann die Lebenszeit
des ladungsgetrennten Zustands auf einen �hnlichen Wert
wie f�r Wildtypdodecin gesch�tzt werden (Abbildung 3A),
was wegen der vergleichbaren Ionierungspotentiale von
4F-W und Tryptophan auch zu erwarten ist.

Wie f�r Wildypdodecin bereits in einer fr�heren Arbeit
vorgenommen, wurde f�r die nichtkanonischen Dodecine
eine globale Fit-Analyse der zeitaufgelçsten Daten durchge-
f�hrt.[3] Mit Ausnahme von 4NH2-W36-Dodecin konnten vier
Zeitkonstanten die dynamischen Prozesse hinreichend be-
schreiben (f�r eine genaue Analyse der transienten spektro-
skopischen Daten siehe Hintergrundinformationen). Wie
k�rzlich gezeigt, steht t2 f�r den Elektronen-R�cktransfer
und ist dadurch eine passende Grçße, um unseren Ansatz zur
Manipulation von Elektronentransferraten zu evaluieren. t2

konnte auf 0.9 ps f�r Wildtypdodecin[3] angepasst werden und
ver�ndert sich zu 0.8 f�r 4F-W36, 0.9 f�r 4Aza-W36 bzw. 0.13
f�r 4NH2-W36-Dodecin (Abbildung 3C). Dies deutet auf
einen signifikant beschleunigten Elektronentransfer f�r
4NH2-W36-Dodecin hin (Faktor 7) und st�tzt das Bild, das
�ber die Analyse der unimolekularen Wiederherstellungsra-
ten erhalten wurde (Abbildung 3B). Eine insgesamt sehr
�hnliche Signatur f�r t2 impliziert auch eine im Wesentlichen
unver�nderte Photochemie in Wildtypdodecin und den
nichtkanonischen Analoga (Abbildung 3C). Die Unter-
schiede in der Signatur f�r t2 lassen sich, wie bereits an an-
derer Stelle erw�hnt, zudem mit den unterschiedlichen stati-
schen spektralen Charakteristiken der positiv geladenen
Tryptophanradikale im Bereich von 550–600 nm in Einklang
bringen.

Eine weitere Besonderheit des 4NH2-W36-Dodecins ist
eine breite Absorptionsbande bei 650 nm (Abbildung 4).
Diese erinnert an fr�he Arbeiten am Flavoprotein d-Ami-

nos�ure-Oxidase mit eingebauten Aminobenzoatliganden, in
denen langwellige Absorptionen auf Grundlage der Bildung
eines Charge-Transfer-Komplexes erkl�rt wurden.[7] Diese
Interpretation findet Zustimmung im niedrigen Ionisie-
rungspotential von 4NH2-W, wobei eine Abh�ngigkeit in der
Geometrie des 4NH2-W36-Riboflavin-Paares bestehen

Abbildung 3. Transiente spektroskopische Charakterisierung des Wild-
typdodecins und der nichtkanonischen Analoga. Daten in (B) und (C)
sind im Farbcode der Abbildung 2 gezeigt. A) Anregung des Wildtyp-
dodecins und der nichtkanonischen Analoga bei 388 nm mit Saphir
Weißlicht zur Abtastung. Positive Absorptions�nderungen sind in Rot
und negative in Blau dargestellt. Die Zeitskala ist linear von �0.5 bis
1 ps und logarithmisch f�r l�ngere Zeiten. B) Transiente Absorptions-
�nderung bei 456 nm f�r Wildtyp-, 4Aza-W36 (blau) und 4NH2-W36
Dodecin (grau). Daten f�r die ersten 10 ps kçnnen �ber einen expo-
nentiellen Zerfall erster Ordnung beschrieben werden. C) Zerfallsasso-
ziierte Spektren der Zeitkonstante t2 als Teil einer globalen Fit-Analyse
von Wildtypdodecin und der nichtkanonischen Analoga (4F-W36-Dode-
cin in Rot). Spektren sind auf die Absorption bei 388 nm in den stati-
schen Spektren normiert.

Abbildung 4. Statisches Absorptionsspektrum der Dodecine. Unter-
schiede bei 350–500 nm deuten auf Unterschiede in den S0!S1- und
S0!S2-�berg�ngen hin. 4NH2-W36-Dodecin zeigt eine zus�tzliche
langwellige Absorption durch die Bildung eines Charge-Transfer-Kom-
plexes, der zu einer Verf�rbung ins Gr�nliche f�hrt, wie aus der Abbil-
dung der Proteinkristalle zu entnehmen ist. Die Kristalle liegen in ihrer
Mutterlauge vor. Wt: Wildtypdodecin mit gebundenem Riboflavin,
Apo: Wildtypapododecin, 4NH2-W36: 4NH2-W36-Dodecin.
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kçnnte. Die Induktion einer langwellig absorbierenden
Charge-Transfer-�bergangsbande durch stabile Modifikation
von Aminos�uren in enger N�he zu Flavinliganden ist po-
tentiell interessant, da sie die Flavinphotochemie der Rot-
lichtabsorption zug�nglich machen kçnnte.

Im Wildtypdodecin findet der initiale Elektronen�ber-
gang von Tryptophan auf das angeregte Riboflavin in weniger
als 0.2 ps statt (Zeitauflçsung des Experiments), gefolgt von
einer Ladungsrekombination mit einer Zeitkonstante von
0.9 ps. Wegen des hohen DG0-Werts von ungef�hr �1.95 eV
wird der Elektronen-R�cktransfer im Bereich der invertier-
ten Marcus-Region angenommen (Abbildung 5).[2b, 8] Das

hçhere Ionisierungspotential von 4Aza-Indol f�hrt dabei zu
einem erhçhten Potential des ladungsgetrennten Zustands in
4Aza-W36-Dodecin. Dies �ußert sich infolgedessen in einem
hçheren DG0-Wert f�r den Elektronen-R�cktransfer und
f�hrt so zu verlangsamten Reaktionsgeschwindigkeiten des
Prozesses. Im Unterschied dazu ist der Elektronen-R�ck-
transfer in 4NH2-W36-Dodecin entsprechend schneller als im
Wildtypprotein (Abbildung 5). Auch diese Beobachtung
bettet sich auf Basis des geringeren Potentials des ladungs-
getrennten Zustands und des erniedrigen DG0-Werts in das
Marcus-Modell f�r das System ein.

Durch die Verwendung von Dodecin, das spezifisch und
fast unmerklich in der Aminos�ure W36 chemisch modifiziert
wurde, gelang es zu zeigen, dass Elektronentransferprozesse
in Flavoproteinphotocyclen in selektiver und kontrollierter
Weise ver�ndert werden kçnnen. Dabei handelt es sich um
ein System minimaler struktureller Stçrungen, dokumentiert
durch hochaufgelçste Rçntgenstrukturen. Dies ermçglicht

die Aufnahme transienter spektroskopischer Daten, die
vollends die �nderungen von Elektronentransferraten be-
st�tigten, die durch quantenchemische Rechnungen vorher-
gesagt worden waren. In einem breiten Kontext legen wir eine
Modellstudie �ber eine ideale Situation vor, in der das Wissen
und die Methoden verschiedener Disziplinen integriert
wurden, um in rationaler Weise einzelne Parameter in einem
ansonsten ungestçrten komplexen System zu manipulieren.
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