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1. Zusammenfassung

In dieser Dissertation werden Blaulicht-sensitive Photorezeptoren bearbeitet, die als
Chromophore Flavinderivate tragen. Beide Aspekte der Lichtabsorption,
Informationsvermittlung und Energiegewinnung, werden an Hand einzelner Proteine
untersucht. Als Beispiele dienen einerseits DNA-Schaden reparierende, Blaulicht-
aktivierte Enzyme (Photolyasen) und zum anderen photosensorische Proteine vom

LOV (light, oxygen, voltage) Typ.

Photolyasen sind lichtaktive Enzyme, die in der Lage sind, UV-induzierte Schaden in
der DNA zu beheben. Besonders in grolen Hohen und Habitaten mit extrem hohem
UV-Index erfullen sie wichtige Aufgaben. Die Identifizierung und Charakterisierung
speziell solcher extremophilen Photolyasen mit ihrer im Vergleich zu mesophilen
Photolyasen deutlich erhdhten Effizienz kann den Weg bereiten, neuartige Enzyme

und Funktionsweisen zu entdecken und zur Anwendung zu bringen.

Einer der grundlegendsten Teile des Mechanismus von Photolyasen ist der Forster
Resonanzenergie-Transfer (FRET) zwischen dem Antennenmolekil und dem Flavin-
Adenin-Dinukleotid Cofaktor. Der Forster Resonanzenergietransfer gehdrt neben
seiner nativen Funktion in zellbiologischen Anwendungen bereits zu einer der
effizientesten Mdglichkeiten, Vorgange innerhalb von Proteinen mit Abstanden von

wenigen Angstrém zu untersuchen.

Daher wurde diese Dissertation in zwei hauptsachliche Teilbereiche unterteilt. Zum
einen wurden eine Photolyase aus der Klasse | der CPD Enzyme (Ver3Phr) und ein
Photolyase-ahnliches Protein (Ver3PL2) des extremophilen Stammes Acinetobacter
sp. Ver3 eingehend spektroskopisch und mikrobiell untersucht, um ihre Struktur,
Funktionsweise und die Effizienz der Schutzmechanismen gegen lebensgefahrliche
UV-Strahlung  eingehend zu  charakterisieren und zu  quantifizieren.
Uberlebensuntersuchungen nach intensiver UV-Bestrahlung dokumentierten die
Spezialisierung von Ver3Phr auf lichtinduzierte Photoreparatur (PR). AufRerdem
wurde deutlich, dass der Wildtyp-Stamm Acinetobacter sp. Ver3 trotz einer héheren
Anzahl an DNA Lasionen dennoch besser uberlebensfahig war als E. coli Zellen, die

die Photolyase aus Ver3 heterolog exprimierten. Dies legt den Schluss nah, dass das



UV-Resistom dieses Stammes aus vielen, bislang noch unbekannten Enzymen und
Mechanismen besteht. Diese Annahme wird auch durch Metagenomanalysen dieses
und anderer kuirzlich gefundener HAAL-Stamme (High Altitude Andean Lakes)
gestutzt.

Des Weiteren wurde mit dem synthetisch hergestellten Fusionsprotein YLOV-
1393GAF3 (bestehend aus der konstitutiv fluoreszierenden Mutante C62S in der
LOV Domane und einer Bilin-bindenden GAF Domane) eine neuartige FRET-
Paarung vorgestellt und eingehend spektroskopisch charakterisiert. Berechnungen
anhand aufgenommener steady state Fluoreszenzspektren sowie der Fluoreszenz-
Lebenszeiten ergaben bei diesem Fusionsprotein mit ca. 45 % beachtliche
Effizienzen fur den Energietransfer. Zudem bietet dieses FRET Paar dank der
verwendeten photochromen 1393GAF3 Domane den Vorteil, die Fluoreszenz-
Emission durch Einstrahlung von Licht bestimmter Wellenlangen (530 nm: Pg = Pr;
Pg: grunabsorbierender Zustand der GAF-Domane, Pr: rotabsorbierender Zustand
der GAF-Domane) und (670 nm: Pr=>» Pg) vollig unproblematisch und in
Sekundenschnelle in den jeweils anderen Zustand zu UberfUhren. Daher bietet diese
FRET Paarung die Mdglichkeit, je nach Bedarf der Anwendung zwei verschiedene

Detektionsbereiche einzusetzen.

VerknUpft mit der Darstellung und Untersuchung des FRET-Paares war eine
detailliertere Untersuchung der Eigenschaften von LOV Domanen. Punktmutationen
der LOV Domane des bakteriellen Blaulichtrezeptors YtvA identifizierten die
Aminosauren Valin-28 und Phenylalanin-46 in direkter Nachbarschaft des N5 des
Flavincofaktors sowie des Addukt-bildenden Cystein-62, die beide einen erheblichen
Einfluss auf den Mechanismus der thermischen Ruckkehr in den Grundzustand
haben. Interessanterweise fuhrten Veranderungen an diesen beiden Positionen zu
gegenlaufigen Resultaten bezlglich der thermischen Stabilitdt der LOV-Domanen
Photoprodukte: Austausche an der Position F46 flhrten in allen Fallen zu einer
Destabilisierung des Photoprodukts, wahrend Austausch des Valins-28 das
Photoprodukt stabilisierte. So zeigte die Mutante V28L eine deutliche
Verlangsamung der Ruckkehr in den Anfangszustand, die Mutation V28I verhinderte

die thermische Ruckkehr sogar vollstandig.



Eine LOV-Domane wurde in dieser Arbeit auch in Bacterio-Opsin-Aktivator (Bat)
Proteinen aus Archaea identifiziert. Bat-Proteine regulieren lichtabhangig die
Biosynthese von essentiellen lonenpumpen. In Bat-Proteine aus zwei halophilen
Archaea wurden modifizierte LOV-Domanen nachgewiesen. Das Bat Protein aus
Natronomonas pharaonis (NpBatLOV) zeigt eine klassische LOV-Photochemie,
wahrend das orthologe Protein aus Halobacterium salinarum aufder ultraschnellen
Reaktionen im angeregten Zustand keine Uuber langere Zeit messbaren
Veranderungen zeigt, obwohl flr diesen Organismus die Photochemie des Bat-
Proteins als essentiell flir die Biosynthese von Bacteriorhodopsin nachgewiesen

wurde.



2. Abstract

Topics of this Ph.D. thesis are blue light-sensitive photoreceptors that carry Flavin
derivatives as chromophores. Both aspects of light absorption, i.e., transmittance of
information and utilization of energy, were investigated studying selected proteins.
Examples for both research fields are photolyases, DNA-repairing, blue light-
activated enzymes, and photosensory proteins of the class of LOV domain proteins

(LOV, light, oxygen, voltage).

Photolyases are light-activated enzymes capable of repairing UV-mediated damage
in DNA. These proteins fulfil important tasks especially at high altitudes and in
habitats of extremely strong UV-index values. ldentification and characterization of
especially extremophile photolyases showing in comparison to their mesophile
orthologues significantly improved efficiency, can open the door to the identification

of novel enzymes and functional properties and to advance their application.

An essential component in photolyase mechanism is the Forster resonance energy
transfer (FRET) between an antenna molecule and the Flavin-adenine-dinucleotide
cofactor. Besides its naturally occurring function, Forster resonance energy transfer
has already become one of the most efficient methods in cell-biological applications
to follow physiological processes in living cells with an accuracy of few Angstrom.
Accordingly, this Ph.D. thesis is organized into two major chapters. As one part, a
class-I photolyase (Ver3Phr) belonging to CPD-enzymes and a photolyase-like
protein (Ver3PL2) from the extremophile Acinetobacter sp. Ver3 were studied in great
detail. Both proteins were probed for their microbial potential to ensure survival via
DNA repair. This part of the work addressed the structure, function, and efficiency for
UV-protection of Ver3Phr and Ver3PL2. Survival tests in living cells after UV
exposure documented the selectivity and high efficiency of Ver3Phr for light-induced
‘photo-repair’. Additionally, it could be demonstrated that —despite receiving a larger
number of DNA lesions - wild-type Acinetobacter cells survived to a larger extent than
E. coli cells expressing the Acinetobacter photolyase. This allowed the conclusion
that the UV resistome of this extremophile organism is composed of many, still
unidentified enzymes and repair mechanisms. This statement is also supported by
metagenome analyses of other recently discovered HAAL-bacterial strains (HAAL,
High Altitude Andean Lakes).



Following studies on photolyases, the FRET process was investigated in greater
detail employing a novel, non-naturally occurring fusion protein. This protein
YLOV1393GAF3 represents a novel FRET couple, as it is composed of a
constitutively fluorescent LOV domain (C62S mutation of YtvA from Bacillus subtilis)
and a bilin-binding GAF domain. This synthetic protein has been characterized in full
detail. Analysis of its fluorescence properties yielded an efficiency for energy transfer
between both domains of 45%. As the GAF domain is photochromic between a red-
and a green absorbing state, the resulting fluorescence can be easily switched
between two emission ranges allowing for applications the use of two different

detection ranges.

In relation to the studies performed on the novel FRET couple, the second part of this
thesis presents a detailed analysis on the properties of LOV domains. Employing the
well-characterized LOV domain of YtvA, site directed mutagenesis identified amino
acids valine-28 and phenylalanine-46 as major regulatory elements for the thermal
stability of the YtvA photoproduct. Both residues are positioned in close proximity to
N5 of the Flavin chromophore and to the adduct-forming cysteine-62. Mutations at
these two positions yielded counteracting effects: exchanges of phenylalanine-46
destabilized the thermal stability of the photoproduct (i.e., accelerated recovery of the
parental state), whereas mutations at valine-28 tremendously stabilized the
photoproduct, and a V28| mutation blocked completely recovery of the parental state,

i.e., the photoproduct was formed irreversibly.

A LOV domain was also identified as component of the bacterio-opsin activator
protein (bat) from Archaea. Bat proteins regulate in a light-dependent manner
biosynthesis of ion pumps. LOV domains of bat proteins from two archaeal species
(Halobacterium salinarum and Natronomonas pharaonis) were studied. The LOV
domain from N. pharaonis behaved like a canonical LOV domain undergoing the
cognate photochemistry and thermal recovery into the ground state, whereas the
ortholog protein from H. salinarum showed only ultrafast excited state photophysics
without any further absorption changes. This finding is even more interesting as for
this protein a physiological role, i.e., regulation of bacterio-opsin biosynthesis is fully

proven.



3. Einleitung

Sonnenlicht ist auf der Erdoberflache nahezu allgegenwartig. Weite Teile dieser
Strahlung sind direkte oder indirekte Hauptenergiequelle flr eine Vielzahl von
Organismen. Allerdings sind besonders die kurzwelligen Bereiche schadlich und
unter Umstanden tddlich. Dies betrifft im Speziellen Strahlung aus dem
Frequenzbereich des ultravioletten Lichtes, die in der Lage ist, das Erbgut, das heif3t,
die grundlegende Anleitung des Lebens nachhaltig zu schadigen. Ultraviolettes Licht
wird, in seiner schadigenden Intensitat aufsteigend, unterteilt in UV-A (380 — 315
nm), UV-B (315 — 280 nm) und UV-C (280 — 200 nm).
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Wie aus Abb. 1 ersichtlich, handelt es sich bei Licht um eine elektromagnetische
Welle, die je nach betrachteter Schichtdicke der Erdatmosphare und abhangig von
der Wellenlange in der Strahlungsintensitat variiert. Die Definition AM (Luftmasse) ist
hier ein relatives Mal} fur die Lange der Strecke, die die Strahlung durch die
Erdatmosphare abhangig vom Winkel zur Senkrechten zurtcklegt. So steht AM =0
fur Strahlung und Absorption senkrecht durch die Atmosphare und AM = 1,5 flr

2 3 Im

einen Einfallswinkel von 48° bezogen auf die Senkrechte
Umgangssprachlichen beziehen wir uns mit der Bezeichnung ,Licht® lediglich auf den
,sichtbaren‘ Bereich, d.h., den Wellenlangenbereich zwischen der unsichtbaren UV-

und der Infrarot-Strahlung (380 — 750 nm).



Als allgemeine Darstellung werden photochemische Reaktionen in einem
Termschema zusammengefasst. Das hier als Jablonski-Diagramm verwendete
Schema (Abb. 2) zeigt die verschiedenen durch Belichtung erreichbaren angeregten
Zustande fur Molekulle und ihre unterschiedlichen Folgereaktionen zur Ruckkehr in
den Grundzustand. Allgemein stellt es eine graphische anschauliche Darstellung der
durch Lichtanregung moglichen Ubergénge von Valenzelektronen in verschiedene
Anregungszustande und zuruck. Zum ersten Mal postuliet wurde dieses

Termschema von Aleksander Jabtonski im Jahre 1933 “.
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Abb. 2: Jablonski Termschema fiir Molekiile nach Lichtanregung zur Verdeutlichung der
unterschiedlichen Riickkehrreaktionen in den energetischen Grundzustand. A: Absorption, F:

Fluoreszenz, S¢1: S1 Zustand des Molekiils, IC: interne Konversion, VR: vibronische Relaxation, ISC:
Intersystem Crossing, T1: Triplettzustand, P: Phosphoreszenz 5,

Nach Anregung in den ersten (in einigen Fallen auch zweiten) elektronisch
angeregten Zustand kann die Ruckkehr in den energetischen Grundzustand auf
verschiedenste Art und Weise erfolgen, wie zum Beispiel in Abb. 2 beschrieben. Am
haufigsten geschieht dies durch vibronische Relaxation (oder auch Interne
Konversion, IC). Einige Moleklle zeigen im angeregten Zustand die Mdglichkeit des
Intersystem Crossing (ISC) als Ubergang zwischen Singulett und Triplett. Wahrend
bei der internen Konversion die Multiplizitat unverandert bleibt (S1 > Sp), andert sie
sich jedoch durch das Intersystem Crossing (S1 > T4). Findet die Rickkehr in einen
tiefer gelegenen oder den Grundzustand unter Lichtemission statt, spricht man von
Lumineszenz. Die Ruckkehr aus einem angeregten Singulettzustand wird als

Fluoreszenz bezeichnet, die Ruckkehr aus einem angeregten Triplettzustand als
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Phosphoreszenz. Letztere dauert wesentlich langer, da die dazu erforderliche
Spinumkehr nur durch ein erneutes Intersystem Crossing oder durch Zufihrung von

Energie von einem anderen Teilchen mdglich ist.

Die Entstehung von Mechanismen und Photorezeptoren, die auf die verschiedenen
Wellenlangenbereiche des Lichtes adaquat reagieren konnten, um so mit
Verhaltensanderungen reagieren zu kénnen, war flir Lebewesen zum Einen ein
evolutiver Vorteil, zum Anderen sogar schlicht Uberlebensnotwendig. Die
verschiedenen Wellenlangen kénnen vielerlei Funktionen besitzen und Effekte auf
Organismen haben. Sie beinhalten Informationen wie zum Beispiel Uber die Intensitat
der Strahlung, die Richtung, aus der das Licht kommt, oder aber die Rhythmik, in der
es prasent bzw. abwesend ist. DarUber hinaus stellt das Licht eine Energiequelle dar,
dessen Intensitat je nach Wellenlange variiert. Diese Energie wird von
Photorezeptoren aufgenommen und in Stoffwechselkaskaden wie der Photosynthese
in far das Lebewesen verwendbare Energie umgewandelt werden kann. Man
unterscheidet also Photorezeptoren in sensorische Systeme auf der einen Seite, die
die Information des Lichtes nutzen wie z.B. das LOV-Protein YtvA oder der UVB-
Rezeptor UVR8 und Lichtenergie-nutzende Systeme auf der anderen Seite, wie z.B.
die an der Photosynthese beteiligten Photosysteme oder Photolyasen. Des Weiteren
kann diese Energie auch ganz direkt verwendet werden, um zum Beispiel Schaden in
der DNA des Lebewesens zu beheben (die unter Umstanden durch intensive UV-
Strahlung erzeugt worden sind). Hier stellen enzymatisch wirkende Photorezeptoren
das Bindeglied zwischen den Lichtverhaltnissen in der Umwelt und dem Organismus

dar.

Die unterschiedlichen Photorezeptortypen sind fiur verschiedene Wellenlangen
optimiert, um die jeweiligen fir den Organismus notwendigen Aufgaben zu erfullen.
Sie bestehen aus zwei Komponenten, zum Einen aus der lichtabsorbierenden
Komponente, dem Chromophor (altgriechisch; xp®ua, chroma: "Farbe"; @opdc,
phorés: "tragend"), in der Regel ein mehr oder weniger komplexes organisches
Molekll, zum Anderen aus der Proteinkomponente, in die der Chromophor
eingebettet ist und mit der er nach Aktivierung wechselwirkt, um die
photophysikalische Aktivitdt in eine biologische umzuwandeln. Beispiele flr

Chromophorklassen (Abb. 3, Abb. 4) waren Flavine (blau absorbierend) oder Retinal,



Biline oder Chlorophylle (die letzten beiden hauptsachlich rotabsorbierend). Hierbei
sind die Chlorophylle im Allgemeinen energievermittelnde Chromophore, wohingegen

sowohl Flavine, Biline als auch Retinal hauptsachlich sensorische Aufgaben erflllen.

a XJCH=CH2 Y:CH3
b X:CH=CH, Y:CHO
d X:CHO Y: CHj
CHj; CHj; CH;
H,;C X
2

HOOC COOCH

Abb. 4: Molekiilstruktur von Flavinmononukleotid (FMN, oben links), Phycocyanobilin 4 (PCB, oben
rechts) und all-trans-Retinal (unten).

Nunmehr vor fast 200 Jahren rlckte der Effekt, den Licht auf lebende Organismen

ausubt, das erste Mal in den Fokus der Wissenschaft. 1817 veroffentlichte
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Sebastiano Poggioli seine Beobachtungen bezuglich des unterschiedlichen Effektes
von rotem und violettem Licht auf die Blatter von Mimosa pudica. Mit Hilfe eines
Prismas gelang es ihm, die Blatter mit verschiedenen Farbbereichen zu belichten.
Dabei stellte er fest, dass rotes Licht alleine fur ein normales gesundes Wachstum
nicht auszureichen schien und dass die Blatter sich aulerdem schneller dem
violetten als dem roten Licht zuwandten . In den folgenden Jahrzehnten stieg die
Anzahl der Publikationen immer rasanter an. Im Jahr 1959 setzten Butler et al. durch
Ihre Entdeckung und Beschreibung von rotlichtsensitiven pflanzlichen
Photorezeptoren den Startpunkt fir eine extensive Forschung im Bereich der
pflanzlichen Photorezeptoren °. In den Jahren 1930-1940 begann eine detaillierte
Forschung an Sehpigmenten von Tieren und vom Menschen ' den Rhodopsinen,
und etwa ab 1970 wurden die mikrobiellen Rhodopsine (zunachst Bacteriorhodopsin)

entdeckt und intensiv untersucht .

Im Folgenden sollen einige der hier bearbeiteten Photorezeptoren detaillierter

beschrieben werden.

3.1. Die GAF3 Domane von SIr1393 aus Synechocystis sp. PCC6803

Neben den Phytochromen aus Pflanzen wurden verwandte Proteine auch in anderen
Organismen, besonders in den ebenfalls photosynthetisch aktiven Cyanobakterien
nachgewiesen. Als Beispiel sei hier Synechocystis sp. PCC6803 genannt. Es ist in
der Lage, sowohl phototroph als auch heterotroph zu wachsen. Synechocystis weist
ein Gen auf, das flr ein kanonisches Phytochrom kodiert (Cph1), das den in Pflanzen
vorkommenden Photorezeptoren vergleichbar ist. Das Protein weist flr den
photosensorischen Bereich eine klassische’ PAS-GAF-PHY Struktur auf (PAS: Per
Arnt Sim, GAF = cGMP-spezifische Phosphodiesterase, Adenylylcyclase und FhiA,
PHY: Phytochrom; FhIA: Formiat Hydrogen Lyase Aktivator). Das Gen slr1393
hingegen kodiert ein Cyanobacteriochrom (CBCR), dessen photosensorischer
Bereich drei GAF Domanen aufweist. C-Terminal folgt eine PAS Domane und eine
Histidinkinasedomane. Auf Grund ihrer photochemischen Eigenschaften kénnen
Cyanobacteriochrome dennoch in gewisser Weise als Phytochrom-Homologe in
Cyanobakterien verstanden werden. Bemerkenswert ist, dass in SIr1393

ausschlieBlich die dritte GAF Domane (GAF3) einen Phycocyanobilin-Chromophor
10



(PCB, Abb. 5) bindet und in der Lage ist, eine Photochemie ahnlich der der
klassischen Phytochrome auszufilhren '?. Der Chromophor ist (iber ein Cystein
(Cys528) kovalent an das Protein gebunden (Abb. 5, Abb. 7) > 14,

O

o _HN I:fprotein
protein

HOOC COOH

Abb. 5: Molekiilstruktur von PCB in Phytochrom mit kovalenter Bindung liber C528. Die photochemische
Reaktion (Isomerisierung zwischen dem C- und dem D-Ring) ist durch einen Pfeil dargestellt.

Man findet auch in den CBCR-Proteinen Photochromie zwischen dem Anfangs-
(Dunkel-)zustand und dem Photoprodukt, die im Fall von SIr1393g3 als P,
(rotabsorbierend) und Py (grinabsorbierend) mit den jeweiligen Absorptionsmaxima
A =649 nm und A, =536 nm bezeichnet werden (Abb. 6). Beide Zustande sind
durch Einstrahlung entsprechender Wellenlangen innerhalb von Sekunden
vollstandig ineinander uUberfuhrbar. Dabei findet eine Isomerisierung des
Chromophors statt, der in P, in 15Z Konfiguration und im Py Zustand als 15E
Konfiguration vorliegt. Interessanterweise zeigen die photochemisch aktiven GAF-
Domanen der Cyanobacteriochrome eine gut messbare Fluoreszenzausbeute von
z.T. um zehn Prozent — im Gegensatz zu kanonischen Phytochromen, bei denen die
Fluoreszenzausbeute bei ca. ® = 10™ liegt. Eine Anregung im Wellenldngenbereich
der beiden Absorptionszustande ergibt jeweils eine Fluoreszenzemission mit den
Maxima bei 670 nm und 615 nm (Abb. 6).
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Abb. 6: Absorptionsspektren der Zustéande Pr (rot) und Pg (griin) der Sir1393 GAF3 Doméne inklusive der
zugehorigen Fluoreszenzen des Pr (dunkelrot) und des Pg Zustandes (blau). Die Emissionsmaxima der
Fluoreszenzspektren wurden beziiglich des Maximums der rotabsorbierenden Form normiert.

Em: Emission

Abb. 7: Kristallstruktur der 1393GAF3 Domaéne im P, Zustand mit PCB als Chromophor (unpublizierte
Struktur aus der Arbeitsgruppe).

12



3.2. UV- und Blaulicht-Photorezeptoren

Blaulichtaktivierte Photorezeptoren bilden eine Untergruppe der Photorezeptoren, die
aufgrund ihrer Chromophore hauptsachlich Licht im Wellenlangenbereich von
350 — 500 nm absorbieren. Dieser Absorptionsbereich schlie3t neben dem blauen
Wellenlangenbereich von 430 — 490 nm ebenfalls den violetten von 380 — 430 nm
und Teile der UV-A Strahlung ein, die sich von 315 — 380 nm erstreckt. Diese Gruppe
von Photorezeptoren wird nun wiederum in weitere Subklassen eingeteilt. Dies
geschieht vornehmlich aufgrund von Sequenzhomologien und -mustern, der Art der
lichtinduzierten Reaktionen sowie aufgrund der jeweiligen spezifischen Funktion.
Dieser Wellenlangenbereich tragt eine spezielle Besonderheit, da die blauen und
grunen Spektralbereiche mit Abstand am tiefsten in eine klare Wassersaule
einzudringen vermégen '°. Allerdings besteht gerade auch in diesem Spektralbereich
die Gefahr der Erzeugung von Singulett-Sauerstoff und anderen reaktiven
Sauerstoffspezies. Sie werden vornehmlich durch UV-Licht erzeugt, kbnnen aber
auch durch sogenannte endogene Photosensibilisatoren (photosensitizers) wie zum
Beispiel Porphyrine und freie Flavine entstehen, die Uber ihre jeweils starken Soret-
Banden hohe Triplett-Ausbeuten zeigen und so die schadlichen Sauerstoffspezies
erzeugen. Entsprechend dieser physikalischen Eigenschaft war es im Laufe der
Evolution fur Organismen notig, schadlichen Lichtintensitaten und Spektralbereichen
auszuweichen und/oder Mechanismen zur Vermeidung photoinduzierter Schaden zu

etablieren 1% 17

Diese verschiedenen Aufgaben werden in diesem
Wellenlangenbereich von zurzeit funf bekannten Familien von Blaulicht-sensitiven
Photorezeptoren Ubernommen: Den Cryptochromen, Phototropinen und Proteinen,
die als ZTL/FKF1/LKP2 klassifiziert werden '® '°, sowie den BLUF- (blue light
sensing utilizing FAD) Proteinen % und Xanthopsinen 2'. Fiir den UV Bereich des
Lichtspektrums kann noch der UV-B Photorezeptor UVR-8 in diese Aufstellung mit
aufgenommen werden. Neben dem kurzerwelligen Absorptionsbereich besitzen
Angehorige dieser UV-B sensitiven Proteinfamilie noch das Alleinstellungsmerkmal,
dass sie keinen endogenen  Chromophor binden, sondern  dass

Tryptophanseitenketten fiir die Absorptionscharakteristika sorgen 2% 2.
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3.2.1. Der UV-B Photorezeptor UVR-8

Der ultraviolette = Wellenlangenbereich  bedarf aufgrund seines hohen
Gefahrenpotentials fur lebende Organismen und der Schadigung von biologischen
Komponenten, die wie im Falle der DNA bis zum Zelltod und des gesamten
Organismus fiihren kdnnen, besonderer Vorsichtsmafnahmen 2* 2°. Durch die
Atmosphare, im Speziellen durch die Ozonschicht, wird auf Hoéhe des
Meeresspiegels und in geringen Hohen daruber der grofte Anteil der schadlichen UV
Strahlung gefiltert ?°. In groReren Hohen werden aufgrund der geringen Filterung
durch die Atmosphare weitere Schutz- und Reparaturmalinahmen notwendig, wie sie
zum Beispiel in Kapitel 3.2.6 (Photolyasen) naher beschrieben werden %" 2. Aber
auch die Absorption der UV Strahlung in Nahe des Meeresspiegels ist nicht
vollstandig und verlangt nach diversen Uberlebensmechanismen. Diesen
Photorezeptor, der den Schutz gegen UV-B Strahlung reguliert, entdeckten

2 Durch eine

Kliebenstein und Kollegen im Jahr 2002 in Arabidopsis thaliana
Mutation des UV resistance locus 8-1 (uvr8-1) wurde die UV Sensitivitat der Pflanzen
stark erhdht. Verantwortlich fir die UV-B Signaltransduktion und die Initiation des
Schutzes ist der auf diesem locus kodierte Photorezeptor UVRS8. Hierbei handelt es
sich um ein im Grundzustand homodimeres Protein, welches keinen organischen

Cofaktor als Chromophor bindet (Abb. 8).

Abb. 8: Wasserstoffbriicken zwischen den Homodimer-Untereinheiten von UVR8 *. Untereinheiten: grin
und grau, saure Aminosduren: rot, basische Aminosauren: blau, Wasserstoffbriickenbindungen:
gestrichelt schwarz.
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Kurzlich konnte gezeigt werden, dass Tryptophanseitenketten des Proteins fur die
Absorption der UV-B Strahlung verantwortlich sind. UVR8 verfugt Uber 13
Tryptophane, von denen sechs gleichmalig verteilt im Inneren des Proteins liegen
und sieben an der Oberflache eingebunden sind (Abb. 9). Vier dieser Oberflachen-
Tryptophane, W94, W233, W285, W337, bilden eine sogenannte
»<Absorptionspyramide® und sind von besonderer Bedeutung fur die Photoreaktion.

Untersuchungen zeigten, dass besonders W233 und W285 eine wichtige Rolle

zukommt 23032,
D) o™ A
-«-ﬁ; 3‘ ) :"3,
f:j%f’ ?’F/"_ o \
/ {,i% SN 4 )
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AN A N “(_/ﬂ \{ 4 fj‘, ~
e f";! ﬁ )

@ o5

Abb. 9: Kristallstruktur eines Monomers des UV-B Photorezeptors UVR8 [17]. a) Seitenansicht mit und die
sechs im Inneren angeordneten (blau) und die sieben Oberflaichentryptophane (rot). b) entspricht (a), aber
in Aufsicht, die Dimer-Interaktionsflaiche betrachtend. c) Aufsicht auf den Proteinkern mit den inneren
Tryptophanen. d) Aufsicht auf den Proteinkern mit hervorgehobener Interaktionsflache und den dortigen
Oberflachen-Ttryptophanen (rot) und der dort lokalisierten Tryptophantriade (violett).

Durch Absorption von UV-B Strahlung werden die Tryptophane angeregt und
reduzieren die Kationen-n Interaktionen an der Dimerisierungsflache, was zur
Unterbrechung der Wasserstoffbrickenbindungen und damit zum Zerfall des Dimers
fuhrt 3> 34, Als Monomer akkumuliert UVR8 im Nukleus, wo es die Genexpression
moduliert, was eine erhdéhte Expression von Schutz- und Reparationsmechanismen

zur Folge hat > .
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3.2.2. LOV-Proteine

Diese Klasse von light, oxygen, voltage (LOV) Proteinen ist in vielen verschiedenen
Bereichen des Lebens hoch konserviert. So finden sie sich zum Beispiel in Bakterien,
Archaeen, Pflanzen und Pilzen ¥. Zunachst wurden LOV Domanen in pflanzlichen
Blaulichtrezeptoren gefunden, den sogenannten Phototropinen (PhotLOV) *. Anfang
der Zweitausender Jahre wurde dann mit YivA, einem prokaryotischen Blaulicht-
sensitiven Photorezeptor aus der Stresskaskade von Bacillus subtilis, der erste
bakterielle Photorezeptor mit LOV Domane gefunden und charakterisiert **'. LOV
Proteine prasentieren eine Unterfamilie der Superfamilie der PAS-Domanenproteine
(PAS, PER-ARNT-SIM) “?. Die LOV-Domanenproteine zeichnen sich zum einen
durch ein als Chromophor nicht kovalent gebundenes Flavinderivat sowie durch ihren
blaulichtabhangigen Photozyklus aus, der Uber ein Triplett-Intermediat des Flavins in
ein Cysteinyl-C4(a) Addukt (ibergeht *°.

0,40

Abs.

0,20

0,00
260 310 360 410 460 510 560
A [nm]

Abb. 10: Vergleich der Absorptionsspektren von freiem FMN (rot) und seiner in das Protein-eingebetteten
Form (Dunkelzustand der LOV Doméne von YtvA) (blau).

Die Unterschiede der Spektren von im Protein befindlichem und freiem FMN in
Lésung (Abb. 10) begrinden sich aus der Struktur des Isoalloxazin-Ringsystems der
flavinoiden Chromophore. Diese haben aufgrund eben dieser Strukturen nur eine
sehr geringe Beweglichkeit und wenige Freiheitsgrade. Ist das Flavin nun in das
Protein integriert, so wandelt sich aufgrund der raumlichen Einbindung das Maximum

bei 450 nm zu der charakteristischen dreigipfligen Form des Dunkelspektrums, da es
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nun nicht mehr so frei schwingen kann wie zB. in wassriger Losung. So entstehen
drei verschiedene Energieniveaus im S¢-Zustand, die sich in den zwei zusatzlichen
Gipfeln des Maximums um 450 nm zeigen. Belichtet man das Protein nun mit blauem
Licht, so bindet das konservierte Cys62 kovalent an den Chromophor (Abb. 11).
Hierbei lagern sich die Elektronen der Doppelbindung zwischen C(4a) und N(5) so
um, dass das Wasserstoffatom der Cystein-Seitenkette an den Stickstoff bindet und
der Schwefel die Thioetherbindung zu C(4a) ausbilden kann ** *°. Diese Auflésung
der Doppelbindung hat zur Folge, dass das Absorptionsmaximum von 447 nm

hypsochrom auf 390 nm verschoben wird.

LOVa47

[
H,C N /NYO hy « HC N /NYO

_ NH ’ - NH
H.C N H,C N

LOVseso

Abb. 11: Schematische Darstellung des Photozyklus einer LOV Domane. Das nicht-kovalent gebundene
Flavin (LOV447) bildet durch Blaulicht-Anregung ein Triplett-Intermediat (LOVeeo), welches anschlieRend
binnen Mikrosekunden in das Photoprodukt libergeht, in dem der Chromophor iiber eine C-S Bindung zu
dem benachbarten Cystein kovalent gebunden vorliegt. Dieses Photoprodukt (LOV3g) kehrt anschlieBend
durch thermische Prozesse in den nicht-kovalent gebundenen Dunkelzustand zuriick. Die Zeitspanne der
thermischen Riickkehr kann sich je nach Protein von wenigen bis zu Stunden oder Tagen erstrecken.
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Abb. 12: Kristallstruktur der LOV Doméne des Blaulichtrezeptors YtvA aus Bacillus subtilis mit seinem
nicht-kovalent gebundenen FMN Cofaktor (PDB ID: 2PR5, Dunkelform und 2PR6, Photoprodukt. Letztere
nicht dargestelit.) 46

Die LOV-Domanen weisen, wie alle PAS Domanen, eine konservierte Faltung auf,
bestehend aus funf antiparallelen B-Faltblattern (AB, BB, GB, HB und IB) sowie vier
verbindenden a-Helices (Ca, Da, Ea und Fa, Abb. 12) *’. Das konservierte Cystein,
welches im Verlauf des Photozyklus die kovalente Bindung zu dem Flavin eingeht,
liegt hier auf der Helix Ea, eingebettet in ein hochkonserviertes Sequenzmuster
GRNCRFLQ ™. Dieses Sequenzmotiv, bzw. die sie kodierende DNA-Sequenz bildet
die zuverlassigste Moglichkeit bislang unbekannte LOV Domanen in Genomen
verschiedenster Organismen zu finden 8. So ergaben Analysen von Genom- und
Metagenomdatenbanken von verschiedensten Habitaten, dass ca. 10-15% der
untersuchten prokaryotischen Genome Uber einen Photorezeptor mit LOV Domane
verfiigen *°. Derartige Sequenzanalysen kénnen dann noch durch die Untersuchung
der Aminosauren eingegrenzt und verfeinert werden, die in bekannten LOV
Domanen klassischerweise Uber Wasserstoffbrickenbindungen mit dem

Flavinchromophor interagieren *°.

LOV Domanen wie beispielsweise die in dem bakteriellen Blaulichtrezeptor YtvA
vorhandene sind von so groRem wissenschaftlichen Interesse, da sie leicht zu
handhaben sind und eine durch Lichteinstrahlung kontrollierbare Fluoreszenz
besitzen. So besitzen LOV Doménen im unbelichteten Dunkelzustand eine

klassische Flavinemission, welche sie durch Belichtung mit blauem Licht beim
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Ubergang in den Photoprodukt-Zustand verlieren Diese Eigenschaft macht sie zu
sehr geeigneten Molekillen fur die hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie, bzw.
spezifisch  fur die Fluoreszenz Photoaktivierte Lokalisierungsmikroskopie
(fluorescence photo-activation localization microscopy, FPALM) °'. Um Techniken
wie diese zu optimieren oder neue Aufgabenbereiche zu eréffnen, besteht die
Moglichkeit, die Eigenschaften des Photozyklusses zu modulieren. Dieser beruht auf
einer gegenseitigen Interaktion verschiedener Aminosauren in der Flavin-
Bindedomane und der Art des Chromophors selbst. Modifiziert man nun
verschiedene Aminosauren, die mit dem Chromophor interagieren oder aber
verschiedene funktionelle Gruppen des Flavins, so hat dies gro3en Einfluss auf die
Art und die Eigenschaften des Photozyklus und damit auch auf die thermische
Rickkehr in den Ausgangszustand °* °2. Teil dieser Arbeit war es deshalb auch, den
Photozyklus von YtvA durch Mutation der Aminosauren Phenylalanin (F46) und Valin
(V28) zu modulieren, da diese mit dem Isoalloxazinsystem des Chromophors in der
Flavinbindedomane interagieren (siehe Abb. 13).

Abb. 13: Flavinbindedoméane des Blaulichtrezeptors YtvA im Dunkelzustand inklusive Darstellung der zu
mutierenden Aminosiuren F46 (magenta) und V28 (schwarz) “.
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3.2.3. Phototropine

Phototropine (phot) gehodren ihrer Photochemie nach ebenso zu den soeben
diskutierten LOV-Domanenproteinen. Sie sind blaulichtinduzierbare Kinasen in
Pflanzen, in denen sie lebensnotwendige Reaktionen steuern, unter anderem den fur
diese Proteinfamilie namensgebenden Phototropismus 3. 1997 entdeckten
Huala et al. das nph1 genannte (nonphototrophic hypocotyl 1) Protein in Arabidopsis
°_Ein Jahr spater bestatigten Christie et al. die angenommenen Eigenschaften eines
Flavin bindenden Photorezeptors, der essentiell fiir den Phototropismus ist *°. Kurz
darauf charakterisierten Kagawa et al. mit npl1 (nph-like 1) einen zu nph1 homologen
Photorezeptor, der allerdings nicht den Phototropismus reguliert, sondern die
Relokalisation von Chloroplasten in Abhangigkeit der Lichtintensitat steuert °® .
Daher wurden nph1 und npl1 jeweils mit phot1 und phot2 benannt *8_Darliber hinaus
zeigten Kinoshita et al. spater auch die Phototropin-abhangige Regulation der

Stomatadffnung *°.

Phototropine besitzen klassischerweise eine C-terminale Serin-Threonin-Kinase
Domane sowie zwei N-terminale LOV Domanen . Die N-terminalen
Photosensordomanen sind durch einen kurzen helicalen Ja-Linker mit der
Kinasedoméne verbunden 3. Auch wenn LOV 1 und LOV2 untereinander eine hohe
Sequenzhomologie aufweisen **, besitzen sie doch unterschiedliche Funktionen %92,
So reguliert LOV2 vornehmlich die Aktivitat der Kinasedomane, indem es nach der
Anregung autophosphoryliert wird und durch Konformationsanderungen das Signal
an eine C-terminal gelegene sog. Ja Helix weiterleitet. Im Dunkelzustand ist diese
Helix an die B-Faltblattstruktur von LOV2 angelagert. Durch die Entkopplung der
hochkonservierten Ja Helix wird dann die C-terminale Serin/Threonin Kinase aktiviert
8 LOV1 hingegen steuert und reguliert sowohl die Dimerbildung als auch die
Photoaktivitat von LOV2 ®%. Da es sich sowohl bei LOV1 als auch bei LOV2 um
klassische LOV Domanen handelt und sie die typischen Merkmale einer solchen
besitzen, teilt man auch sie den Photorezeptoren der PAS Superfamilie zu 8. Als
solche verlaufen die Photozyklen identisch wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben. Unter
den Blaulichtrezeptoren nehmen Phototropine allerdings eine gewisse
Sonderstellung ein, da sie als einzige zwei Flavin-bindende LOV Domanen in

Tandemanordnung besitzen .
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3.2.4. BLUF-Proteine

Die Abklrzung BLUF steht flr blue light sensing utilizing FAD. Hierbei handelt es
sich neben den LOV Domanen und Cryptochromen (s.u.) um die dritte Klasse von
Proteinen, die ein Flavinderivat als Chromophor verwenden. Im Unterschied zu den
beiden vorher diskutierten Flavin-enthaltenden Photorezeptoren wurden die BLUF
Domanen erst vor relativ kurzer Zeit entdeckt und gerieten dann verstarkt in den
wissenschaftlichen Fokus. Gomelsky et al. fanden im Jahr 2002 nach umfangreicher
Genomanalyse die erste BLUF Domane in dem blaulicht- und redoxsensitiven AppA
Protein aus Rhodobacter sphaeroides ®. Die Strukturen von BLUF und LOV
Domanen sind einander sehr ahnlich und umfassen in der Regel ca. 100 — 110
Aminosauren die im allgemeinen dem Strukturmotiv B1a1B2B3a2B4B5 folgen . In
dieses a/f3 Motiv ist der FAD Chromophor nicht kovalent eingebunden und wird Uber
Wasserstoffbriickenbindungen eng fixiert °. Der Photozyklus der BLUF-Domanen

fuhrt hierbei, im Gegensatz zu LOV Domanen nicht zu einer kovalenten Bindung des

Chromophors zu der Seitenkette einer Aminosaure sondern lediglich zu einer
71,72

Umlagerung des Wasserstoffbrickenbindungs-Netzwerkes (Abb. 14)

Abb. 14: Wasserstoffbindungsnetzwerk im dunklen (A) und belichteten Zustand (B) am Beispiel der
Kristallstruktur der BLUF Domine aus Synechocystis SIr1694 7" "2, Im unteren Bildteil ist die Struktur des
Isoalloxazins dargestellt, welches die gemeinsame Kernstruktur der Flavine ist.

Eine besondere Bedeutung kommt in diesem Photozyklus den hochkonservierten

Aminosauren Tyrosin, Asparagin und Glutamin zu (in SIr1694 aus Synechocystis:
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Tyr8, GIn50, Asn32; RsAppA: Tyr21, GIn63, Asn45) % "2 Ebenfalls von grofem
Interesse ist das konservierte Tryptophan (SIr1694: Trp91; RsAppA: Trp104). Dieses
Tryptophan in relativer Nahe zum Flavin Chromophor ist Gegenstand einer Uber
Jahre andauernden Kontroverse bezuglich der Kristallstruktur von RsAppA zwischen
einerseits Anderson et al. und Kennis et al. und andererseits Domratcheva et al. und
Jung et al. Wahrend Anderson und Kennis, basierend auf schneller zeitaufgeloster
UV/Vis- und IR-Spektroskopie vorschlagen, dass die Seitenkette des Trp104 im
Kristall nach Innen in Richtung des Chromophors zeigt (Abb. 15, links) 2% ™ 72,

postulieren Domratcheva und Jung, basierend auf in silico Berechnungen und NMR

Spektren, dass die Seitenkette in der unbelichteten Struktur nach Aufen vom

Chromophor weggerichtet ist, wahrend diesen Platz dann Met106 einnimmt (Abb. 15,
73-75

rechts)

Dunkelzustand belichteter Zustand

Abb. 15: Vergleich der beiden postulierten Funktionsmodelle der RsA?pA BLUF Domane durch Anderson

und Kennis et al. (links) "® bzw. Jung und Domratcheva et al. (rechts) ”°.

Diese Kontroverse uUber die Kristallstruktur setzt sich dann auch in der Frage fort, wie
der Photozyklus im Detail ablauft. Anderson et al. gehen hier davon aus, dass das
Flavin, nachdem die Domane durch blaues Licht angeregt wurde, nach Elektronen-
und nachfolgender Protonenibertragung (Protonengekoppelter Elektronentransfer,
PCET) ”" Uber das anionische in das neutrale Semiquinon iibergeht. An diesem
Prozess ist aufgrund der Kristallstruktur wahrscheinlich Tyr8 in SIr1694 (Tyr21 in
RsAppA) beteiligt 8.7 Ein solcher Vorgang wurde unlangst auch bei anderen Flavin-
bindenden Enzymen festgestellt % 8'. Aus diesem Semiquinon entsteht anschlieRend

der belichtete Zustand mit rotverschobener Absorption. Dieses Photoprodukt ist nur
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im Licht stabil und =zerfallt dann Uber thermische RUckreaktionen in den

Grundzustand .

Wahrend des Ubergangs in den belichteten Zustand findet laut Anderson et al. eine
Umorientierung der Seitenkette des zentralen Glutamins statt, nachdem durch den
Protonen-gekoppelten Elektronentransfer die Wasserstoffbricken von dort zum zuvor
reduzierten FAD aufgebrochen wurden und nun neu geknupft werden. Das vom
neutralen in den anionischen Ubergangszustand Ubergehende FAD erméglicht die
Rotation der Glutaminseitenkette, sodass sich ebenfalls das
Wasserstoffbrickenbindungs-Netzwerk  des  Glutamins  andert und  nun
Wasserstoffbindungen zum C4=0 und N5 des FAD aufgebaut werden 2. Dieser
Zustand geht dann nach einigen Picosekunden in den belichteten Zustand Uber, der
durch Wasserstoffbrickenbindungen vom Tyrosin zu der Carbonylgruppe des
Glutamins stabilisiert wird (Abb. 16) ® 8- 8 Durch lichtinduzierte FTIR
Differenzspektroskopie in Kombination mit Isotopen-Markierungen konnte gezeigt

werden, dass vor allem das Protein eine konformelle Anderung durchlduft, das FAD

hingegen kaum 5%
a FAD* ¢ b FAD* ¢ FADH'
N
G
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Abb. 16: BLUF Photozyklus entsprechend dem Postulat von Kennis et al. ¢, Die kurzzeitige Rotation des
GIn50 wird in Schritt C durch einen entsprechenden Kreispfeil dargestellt.

Z\I -0

Domratcheva et al. stellen, basierend auf in silico Berechnungen die Hypothese auf,

dass es sich im belichteten Zustand bei der zweiten Spezies des Glutamins nicht um
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ein Glutamin mit rotierter Seitenkette handelt, sondern lediglich um eine tautomere
Form und damit um eine Subpopulation des Dunkelzustandes " 8 Jedoch stellen
sich die Hypothesen von Anderson und Kennis et al. bislang noch am plausibelsten
dar. Domratcheva et al. stitzen sich sehr auf lhre in silico Modelle und die aus
QM/MM  (Quantenmechanischen/ Moleklilmechanischen) Modellen berechneten
Abstande der jeweiligen Seitenketten und des Chromophors. Darlber hinaus weisen
Kruse et al. auf die Ungenauigkeiten des von Domratcheva verwendeten Algorithmus
(B3LYP/6-31G**) hin, der sowohl die London Kraften auler Acht Iasst als auch einen
Basissatz-Superpositionsfehler zeigt 8 Kruse et al. schlagen daher vor, den
verbesserten B3LYP-gCP-D3/6-31G* Algorithmus zu verwenden, der genau diese
beiden Fehlerquellen behebt.

3.2.5. Cryptochrome

1997 stellten Ahmad und Cashmore fest, dass durch Mutationen des Genlocus HY4
in Arabidopsis thaliana die betroffenen Pflanzen wahrend des blaulichtabhangigen
Hypokotylwachstums nicht mehr in der Lage waren, speziell blaues Licht zu
detektieren %°. Durch Analyse des HY4 Gens bzw. Genprodukts zeigte sich eine
signifikante Homologie zu DNA Photolyasen, so dass das dort kodierte Protein als
Flavin-Photorezeptor charakterisiert und spater als Cryptochrom-1 (Cry1) benannt
wurde. Cryptochrome gehdren also zur Superfamilie der Cryptochrome/Photolyasen.
Proteine dieser Familie sind weit verbreitet und in vielen Bakterien und Eukaryoten
zu finden, Photolyasen finden sich daruber hinaus auch in Prokaryoten und
Archaeen. Anfang der Zweitausender Jahre wurde mit den sogenannten CryPro eine
neue Klasse von Cryptochromen in Proteobakterien entdeckt. Allgemein wird
angenommen, dass sich die Cryptochrome aus den Photolyasen entwickelt haben

9

und neben dem UV-Schutz auch weitere Aufgaben (ibernahmen °'. Der dennoch

hohe Verwandtschaftsgrad wird durch Sequenzvergleiche deutlich sichtbar (Abb. 17).
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Abb. 17: Phylogenetischer Baum der Photolyase/Cryptochrom Superfamilie 92

Bei Cryptochromen handelt es sich, genau wie bei Photolyasen, um Flavoproteine,
die in der Regel zwei Chromophore besitzen. Zum einen ein Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD) und dartber hinaus ein Pterin/Lumazin oder ein modifiziertes

93, 94

Flavin als Antennencofaktor Dartiber hinaus wurde kirzlich in dem

Cryptochrom RsCryPro aus Rhodobacter sphaeroides ein [4Fe-4S] Eisen-Schwefel

% Mit diesen Cofaktoren sind

Cluster als zusatzlicher Cofaktor entdeckt
Cryptochrome in der Lage, je nach Kombination Wellenlangenbereiche vom UV-B bis
hin zum blauen Bereich zu nutzen. Trotz ihrer hohen Sequenzhomologie zu
Photolyasen, speziell CPD Photolyasen (s.u.), besitzen Cryptochrome keine DNA-
Reparaturfunktion, sondern fungieren vornehmlich als Transkriptionsfaktor flr
regulatorische Funktionen im zirkadianen Rhythmus von Pflanzen und Tieren sowie

%. 97 Darliber hinaus werden sie als

in der Photomorphogenese der Pflanzen
Magnetorezeptor zum Beispiel in Insekten oder Zugvégeln vorgeschlagen ®. Eine
Ausnahme bilden hier Cry-DASH Proteine (DASH = Drosophila Arabidopsis
Synechocystis Human), da sie sowohl den Cryptochromen zugehdrig sind als auch

CPD Lasionen spalten kénnen *.
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Cryptochrome sind im Allgemeinen in zwei Domanen aufgeteilt, eine N-terminale
PHR Domane (Photolyasehomologe Region) und eine C-terminale Cryptochrom-
spezifische Domane (CCE, Cryptochrome C-terminal Extension). Weiterhin Iasst sich
die PHR Domane in eine a/f Domane, in der der Pterincofaktor lokalisiert ist und
eine helicale Domane aufteilen, in der das FAD nicht kovalent gebunden ist, . FAD
ist in der Lage einen breiten Spektralbereich zu absorbieren, welcher hauptsachlich
im blauen und nahen UV-Bereich liegt. Da FAD in der Lage ist, zwei Elektronen
aufzunehmen, existiert es in drei verschiedenen Redox Zustanden, oxidiert (FAD),
semireduziert (anionisch radikales FAD* oder neutrales radikales FADH*) sowie im
vollstandig reduzierten Zustand (FADH  oder FADH, Abb. 18).

—
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Abb.1g‘§3: Absorptionsspektren und Extinktionskoeffizienten (€) der verschiedenen Redoxzustianden von
FAD ™.

Von diesen Redox Zustanden absorbieren der oxidierte Zustand und das anionische
Semiquinonradikal am effizientesten blaues Licht im Bereich 400 — 500 nm, so dass
angenommen wird, dass das oxidierte Flavin den Grundzustand in AtCry darstellt 1"
192 Durch Lichtabsorption wird das Flavin dann reduziert und kann tber das neutral
Semiquinonradikal FADH* bis zum voll reduzierten FADH, oder FADH" Uberflhrt

werden 1% 103,
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3.2.6. Photolyasen

In die gleiche Proteinklasse wie die Cryptochrome fallen phylogenetisch auch die
Photolyasen. Sie zeigen allerdings eine vollstandig andere lichtinduzierte Funktion,
indem sie Blaulicht-induziert Strahlenschaden in der DNA reparieren. Der Schutz vor
ultravioletter Strahlung ist fur Lebewesen und speziell fur einzellige Organismen von
grolRter Bedeutung. Da Proteine bei 280 nm und DNA sowie RNA bei 260 nm
absorbieren, kénnen diese beiden Klassen von Biomolekilen durch UV-Strahlung
schwerwiegend geschadigt werden. Kénnen Mikroorganismen diese Schaden nicht

d "% 19 Neben den

reparieren, so bedeutet dies in vielen Fallen den Zellto
Reparaturmechanismen der Photolyasen gibt es noch die etwas rudimentareren
Mechanismen der Exzisionsreparatur. Dieser Prozess bedarf der enzymatischen
Erkennung des schadhaften DNA Segmentes und dessen Entfernung. Anschlief3end
wird die entfernte Region anhand des intakten komplementaren Stranges neu
synthetisiert und wieder in den fortlaufenden Strang ligiert '%. Bei der
Basenexzisionsreparatur (BER: base excision repair) werden Fehler, haufig in Form
oxidierter, alkylierter oder deaminierter Basen, durch spezifische DNA-Glykosylasen
erkannt und entfernt %" '®  Eine Endonuklease fiigt dann anschlieRend einen
Einzelstrangbruch im Zucker-Phosphat-Ruckgrat ein, so dass eine Polymerase
komplementar zum intakten Strang die entfernte Base ersetzen kann. Unterschieden
werden hier die ,short patch repair®, bei der nur einzelne Basen ausgetauscht
werden und die ,long patch repair®, bei der bis zu 20 Basen ersetzt werden. Daruber
hinaus ist noch die Nukleotidexzisionsreparatur (NER: nucleotide excicision repair)
beschrieben, bei der sogenannte ,bulky lesions® (Buckel im DNA Molekul) erkannt
und entfernt werden. Dabei kann es sich sowohl um CPDs (Cyclobutan Pyrimidin
Dimer) als auch um 6-4PP (6-4 Photoschaden) handeln. Dabei wird zunachst ein bis
zu 25— 30 Basen langer Abschnitt der DNA, in dem eine L&sion vorliegt, entfernt.
AnschlieRend wird ebenfalls der Strang passend zum komplementaren Strang neu
synthetisiert und eventuell vorhandene Strangbriiche ligiert '%°. Am haufigsten treten
dabei in der DNA sogenannte Cyclobutan-Pyrimidindimere (CPD) auf, so dass es fur

Polymerasen unmdglich wird, die DNA weiter abzulesen.

Im Jahr 1949 wurden von Kelner et al. die ersten Photoreparaturvorgange
beobachtet und beschrieben. Die Beobachtung, dass nach Strahlenschadigung die

hochsten Uberlebensraten in den Proben zu verzeichnen waren, die dem durch ein
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Fenster einfallendes Tageslicht am meisten ausgesetzt waren, fuhrte Kelner schon
damals zu der Annahme, dass Licht bei der Erholung von UV-Schaden eine
essentielle Rolle spielen muss """, Im Jahr 1958 postulierten Rupert et al., dass
aufgrund der Temperaturabhangigkeit und der Aktivierungsenergie fur die
Photoreparatur ein enzymatisch kontrolliertes System zugrunde liegen musste '*2.
Dies setzte den Startpunkt einer immer starker wachsenden Forschung im Bereich
der DNA-Reparatur. Im Verlauf dieser Forschung wurden die Schaden, die hoch-
energetische Strahlung in DNA verursachen kann, naher spezifiziert und
kategorisiert. Wie erwahnt, sind die am haufigsten vorkommenden Schaden die
zwischen Pyrimidinen entstehenden Cyclobutanpyrimidindimere (T<>T) und die

Pyrimidin-Pyrimidin (6-4) Photoprodukte (Abb. 19).

0 o]
CHj CH3 CH; CHj,

x—n)\ PO

1 6

T-T T<>T T[6-4]T

Abb. 19: Molekularstruktur der am haufigsten vorkommenden UV-induzierten DNA Photoprodukte:
Cyclobutanpyrimidin-Dimer (T<>T, Mitte) aus zwei benachbarten Thymidinen (links) und Pyrimidin-
Pyrimidin (6-4) Photoprodukt (T[6-4]T, rechts), hier dargestellt an Hand zweier benachbarten
Thyminbasen. Diese Schaden kénnen allerdings auch zwischen allen anderen Pyrimidinen wie T-T, T-C,
C-T und C-C entstehen. E|n2|ge Ausnahme ist hier das (6-4) Photoprodukt, welches nicht bei der
Kombination C-T entstehen kann "'*,

Die fur die Photoreparatur identifizierten Enzyme werden als Photolyasen
bezeichnet. Sie sind flavinhaltige Photorezeptoren, die in der Lage sind, an diese
CPDs zu binden. Mit Hilfe eines Antennen- und eines semi-reduzierten FAD-
Cofaktors absorbieren sie ultraviolettes und blaues Licht, wodurch der FAD-Cofaktor
in die Lage kommt, ein Elektron von einem externen Redoxpartner zu rekrutieren.
Zunachst wird die Energie von dem Antennencofaktor auf das Flavin Ubertragen.
Dies geschieht durch den von Forster beschriebenen Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET), vermittelt durch eine in der Photolyase lokalisierte
Tryptophantriade. Nachdem das Flavin in den angeregten Semiquinon-Zustand
Ubergegangen ist, entzieht es dem nachstgelegenen Tryptophan (Trp382, die
Zahlweisefolgt der Photolyase aus E. coli, EcPhr) ein Elektron, so dass eine dadurch
induzierte Elektronentransferkaskade in Gang gesetzt wird. Die positive Ladung wird

nun spontan von Tryptophan zu Tryptophan weitergereicht (Trp382 > Trp359 >
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Trp306, die Zahlweisefolgt der Photolyase aus E. coli, EcPhr). Das schlussendlich
positiv geladene Trp306" Radikal stabilisiert nun im Anschluss das anionische Flavin
5 Das so aktivierte FAD Molekiil, das in der Nahe der DNA-Bindedoméne lokalisiert
ist, kann so das erhaltene Elektron in das Pyrimidindimer einspeisen und dadurch
das Cyclobutyl-Dimer trennen und die DNA wieder in ihren Ursprungszustand
zurtckzuversetzen. Das Elektron wird nach erfolgter Ringspaltung wieder auf das

FAD zurtckubertragen.

Unterteilt werden diese lichtgetriebenen Enzyme zunachst nach ihrer
Substratspezifitdat in CPD-Photolyasen, die Cyclobutan-Pyrimidindimere spalten
konnen und in (6-4)-Photolyasen, die (6-4)PP-Schaden beheben koénnen, CPD-
Photolyasen werden weiterhin aufgrund ihrer Aminosauresequenzhomologie in
Klasse | und Klasse |l unterteilt. Klasse I-Photolyasen kommen vor allem in
Mikroorganismen vor, wohingegen (6-4)-Photolyasen in hoheren Organismen

vorkommen 6.

Eine der am genausten charakterisierten Photolyasen ist EcPhr aus Escherichia coli.
Hierbei handelt es sich um ein ca. 53 kDa groRes und aus 472 Aminosauren
bestehendes monomeres Protein ''". EcPhr gehért zu den Photolyasen der CPD
Klasse | und besitzt zwei nicht-kovalent gebundene Cofaktoren: ein FAD, das bei der
Reparatur der beschadigten DNA eine direkte Rolle spielt, und zum Anderen den
Antennen-Cofaktor 5,10-Methylentetrahydrofolat (MTHF) mit dem
Absorptionsmaximum bei 360 nm ''® " der dazu dient, den Absorptionsbereich fiir
das zur Reparatur bendtigte Licht zu vergrolRern. Im Weiteren ist der zweite Cofaktor
allerdings nicht maRgeblich an der katalytischen Funktion der Photolyase beteiligt *"”.
EcPhr besitzt finf B-Faltblattstrange, zwanzig a-Helices, sowie funf 3p-Helices. Die
Tertiarstruktur ist auch hier in eine a/B-Domane (Aminosauren 1-131) und eine
helikale Domane unterteilt (204 - 469). Zwischen diesen beiden Domanen befindet
sich eine Linkerregion (132 -203). Die a/p-Domane weist eine fir Dinukleotid-
bindende Domanen typische Strukturen auf und beinhaltet dartiber hinaus die MTHF-
Bindedomane ''® % Die helikale Doméne beherbergt die FAD-Bindestelle sowie
einen polaren ,Tunnel®, der von der Oberflache des Proteins zu dem FAD-Molekdl
fuhrt und somit das aktive Zentrum darstellt. Durch Anregung erfahrt dieses polare

Zentrum eine Reihe von lokalen Relaxationen, beginnend im Bereich einiger

29



Femtosekunden bis hin zu einer Nanosekunde. Diese Dynamik ist essentiell fur eine
optimale Erkennung der DNA Schaden und der Minimierung der Aktivierungsenergie
121123 Das FAD-Molekiil selbst wird liber Wasserstoffbriickenbindungen in der
Proteintasche gehalten. Hierbei haben Mutationen besonders an der Stelle Asn378
(Positionsangabe bezogen auf das Enzym aus E. coli, siehe Abb. 20 B) ergeben,
dass besonders diese Aminosaure sehr wichtig sowohl zur Stabilisierung des FAD-

Cofaktors als auch fiir die Katalyse ist """,

CPD photolyase B

Abb. 20: Kristallstruktur einer CDP- (A) und 6-4 Photolyase (C) jeweils mit gebundenem, UV-geschadigtem
Substrat. (B) und (D) zeigen im Detail die jeweiligen Positionen des FAD Molekiils beziiglich der Lasion
mit ausgewahlten funktionell als essentiell charakterisierten Aminosauren 122

Fur die beiden am haufigsten auftretenden Schaden, die Cyclobutanpyrimidindimere
(CPDs) und die Pyrimidin-Pyrimidin (6-4) Photoprodukte ((6-4)PP) besitzen die
entsprechenden substratspezifischen Photolyasen 2zwei grundlegend &ahnliche
cyclische Reparaturmechanismen, die sich jedoch in kleinen Einzelheiten
unterscheiden (vgl. Abb. 21 und Abb. 22). Im Grund- (bzw. inaktiven) Zustand
befindet sich der FAD-Cofaktor in der Regel in der negativ geladenen bzw. der
ungeladenen Semichinonform. Diese wird durch die Absorption von blauem Licht in
die vollstandig reduzierte Form Uberfuhrt. Bindet also nun die Photolyase an eine
vorhandene Pyrimidin-Dimeren-Struktur, wird als erster Schritt der betroffene DNA-
Strang aus der Doppelhelix herausgezogen und in das aktive Zentrum der

Photolyase eingelagert '?%.
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Das zur Reparatur ,verwendete“ Licht (300 — 500 nm) besitzt nicht genug Energie,
um die Lasionen in der DNA direkt zu spalten, da diese im Wellenlangenbereich
langer als 250 nm nicht ausreichend absorbieren. Daher kommt es bei der Reparatur
nicht zu einem direkten Energietransfer, sondern zur Ubertragung eines einzelnen
Elektrons vom Flavinchromophor der Photolyase zum CPD "4 Ob das Elektron vom
Adeninrest oder dem Isoalloxazinsystem auf die Lasion Ubertragen wird, ist noch
Grundlage einer andauernden Debatte. Vieles spricht laut Liu et al. jedoch fur einen

122 Diese

Elektronentransfer durch den Adeninrest auf das 5°-C der Lé&sion
Elektronenabgabe geschieht nur, nachdem der Flavinchromophor durch blaues Licht
direkt oder durch Energietransfer vom Antennencofaktors indirekt in den angeregten
Zustand gebracht wird. Nachdem das Elektron auf das CPD ubertragen wurde,
werden die beiden basenverbindenden Bindungen des Cyclobutanrings im Dimer
eine nach der anderen innerhalb von Picosekunden aufgebrochen. Kurz darauf kehrt
das Elektron von dem nun negativ geladenen Pyrimidin zum FAD der Photolyase
zuriick und schlieBt damit den Reparaturzyklus ab '** % Es kann allerdings mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit auch zu einer Elektronen-Ruckfihrung kommen,

so dass keine Reparatur zustande kommt (mittlerer Reaktionsweg in Abb. 21).

Abb. 21: Reaktionszyklus der Photoreparatur eines Cyclobutanpyrimidin Dimers durch eine
CPD Photolyase .
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FUr die Reparatur eines (6-4) Photoprodukts wurde ein &ahnliches Modell
vorgeschlagen (Abb. 22). 61?7 Djeses Modell wurde an Hand der Reaktion der (6-
4) Photolyase aus Arabidopsis thaliana aufgestellt. Auch hier wird zunachst ein
einzelnes Elektron von dem negativ geladenen FAD auf das (6-4) Photoprodukt (6-
4PP) Ubertragen, gefolgt von einem Protonentransfer von einem Histidin im aktiven
Zentrum (His364 in 6-4PP aus A. thaliana) der Photolyase (Struktur Il). Dieser Schritt
steht in Konkurrenz mit einer Ruckreaktion und besitzt eine Reparaturausbeute von
0,1, d.h., (6-4) Photolyasen weisen eine relativ geringe Reparatureffizienz auf. Nach
EinflUhrung eines ,externen‘ Protons folgt ein intramolekularer Protonentransfer von
der Hydroxylgruppe des C5 der 5° Base zum N3 der 3° Base. Dies flhrt zu einem
Ubergangs-Zwitterion (Struktur 1Il), welches nun einen radikalischen Angriff des
zentralen Sauerstoffatoms auf die C4 Position der 3 Base durchfihrt, so dass es zu
einer vorUbergehenden Oxetanstruktur kommt. Nach der Auflésung dieser
Oxetanstruktur geschieht innerhalb von Nanosekunden ein Protonen- sowie

Elektronenriicktransfer %> 126,

Forwa"d electron transtr
225 ps

Abb. 22: Reaktionszyklus der Photoreparatur eines (6-4) Photoprodukts durch eine 6-4 Photolyase 126,
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3.2.7. Bacteriorhodopsine

Anfang der 1970er Jahre entdeckten Oesterhelt und Stoeckenius ein purpurfarbenes
Rhodopsin-ahnliches Membranprotein in dem Archaeon Halobacterium salinarum
welches Retinal (Vitamin-A Aldehyd) im Verhaltnis 1:1 bindet und in Analogie zu

" Kurz darauf

tierischen Rhodopsinen Bacteriorhodopsin (BR) genannt wurde
charakterisierten sie die Funktion dieses Membranproteins als lichtinduzierbaren
Protonentransporter 2. Der durch den aktiven Transport entstehende
Protonengradient kann dann von ATP-Synthasen zur Herstellung von ATP verwendet
werden. Damit war eine neue, sehr vereinfachte Form der Photosynthese entdeckt,

die sich deutlich von der bekannten Photosynthese von Pflanzen unterschied.

Der Bacterio-Opsin genannte Proteinanteil, welcher zusammen mit dem Chromophor
Retinal das Bacteriorhodopsin bildet, ist ein Teil der Superfamilie der Rhodopsine, zu
der auch die G-Protein-gekoppelten tierischen Rhodopsine gehoéren. Bei
Bacteriorhodopsin handelt es um ein Transmembranprotein bestehend aus sieben a-
Helices, die die Zellmembran iiberspannen (Molekulargewicht: 26 kDa) ' % Sie
binden im Inneren des Membranbiindels den Chromophor. In den hier diskutierten
mikrobiellen Rhodopsinen (wie z.B. BR) liegt im Dunkelzustand der Chromophor in
einem Gleichgewicht zwischen 13-cis und all-trans Form vor. Er ist Uber eine

protonierte Schiffsche Base mit einem Lysin des Proteinteils verbunden.

Belichtung des BR fuhrt zum Durchlaufen eines Photozyklus, in dem ein Proton nach
aullen geschleust und ein weiteres Proton aus dem Zellinneren aufgenommen wird
(Abb. 23). Durch Absorption von Licht wird der BR Photozyklus gestartet, in dessen
Verlauf die all-frans Form des Retinals in die 13-cis Form Ubergeht und deprotoniert
wird. Das abgegebene Proton gelangt Uber eine Transportkette in das umgebende
Medium. Diese deprotonierte 13-cis Form nimmt wahrend einer Dunkel-
Ruckisomerisierung ein Proton aus dem Zellinneren auf und kehrt in die all-trans

Form zuriick 3% 137,
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Abb. 23: Photozyklus von Bacteriorhodopsin 2

Die Rhodopsine in Tieren sind in der Regel Proteine der Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren % 3313% Bezogen auf die Sequenz besitzen die beiden
Familien der Rhodopsine fast keine Homologien, daruber hinaus binden die
tierischen Rhodopsine das 11-cis Isomer des Retinals. Dennoch ist die hepta-helikale
Tertiarstruktur, wie oben beschrieben, sowohl bei bakteriellen als auch tierischen
Rhodopsinen zu finden. Aus diesem Grund und aufgrund der ahnlichen Funktion
werden Bacteriorhodopsine und tierische Rhodopsine entsprechend in Typ | und
Typ Il Rhodopsine unterteilt. So fuhren Typ |-Proteine (Bacteriorhodopsine) in der

Regel Funktionen wie lonenpumpen, -Kanale oder -Sensoren aus.

Typ Il (tierische Rhodopsine) erflllen hingegen komplexere Aufgaben, wie zum
Beispiel als Teil des Sehapparates, dem Erfassen von Licht oder nicht-visuelle
Vorgange wie der circadianen Rhythmik, der Horizonterfassung oder
saisonabhangiger Fortpflanzung. Dazu katalysieren sie, aktiviert durch Licht,
hauptsachlich den Austausch von GDP durch GTP an der a-Untereinheit des

heterotrimeren G-Proteins. Dieser Austausch fiihrt zu einer Instabilitat des G-Protein
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Heterotrimers und schlussendlich zu einer Dissoziation der a- und By-Untereinheit.
Diese Konformationsanderung hat Uber die Aktivierung einer Phosphodiesterase, die
das Schliefen eines lonenkanals bewirkt, eine Signaltransduktion zur Folge. Die
Inaktivierung des Komplexes wird durch eine intrinsische GTPase-Aktivitat der a-
Untereinheit durchgeflhrt, welche unter Mithilfe von GTPase aktivierenden Proteinen
(GAP) das gebundene GTP in GDP und P; spalten '°. Nach dieser selbstregulierten
Inaktivierung reassoziieren die o- und By-Untereinheit wieder und stehen fur erneute

Aktivierung zur Verfiigung % 37,

3.2.8. Bacterio-Opsin Aktivator

Bezogen auf die soeben kurz dargestellte Gruppe der Rhodopsine wurde in dieser
Arbeit auch ein Protein untersucht, das fur die Biosynthese von Bacteriorhodopsin
bedeutend ist. Die Expression des Bacteriorhodopsins (Kapitel 3.2.7) wird durch den
sogenannten bop Gencluster reguliert. Dieser besteht aus mindestens drei Genen,
bop (Bacterio Opsin), brp (Bacterio-Opsin ahnliches Protein, bacterio opsin related

protein) und bat (Bacterio-Opsin Aktivator) '

. Wachstumsuntersuchungen und
Knock-out Mutanten legten nahe, dass die Expression dieses Genclusters
malfigeblich vom Sauerstoffpartialdruck und der Lichtintensitat abhangig ist,

woraufhin Shand et al. einen Regulationsmechanismus wie in Abb. 24 postulierten
139-141

Geringer O, R aktivierend R
Partialdruck > bat > bop

Licht > brp

Abb. 24: Modell fiir die Regulation des bop Genclusters 139

Neben der Aktivierung des bop Genclusters fordert Bat durch Bindung an eine 15 bp
lange Konsensus Sequenz (als ,upstream activator sequence® UAS benannt) die
Transkription des Gens blp (,bacterio-opsin linked product gene®). Diese Region
weist eine Sequenzidentitat mit einem Abschnitt oberhalb (,upstream®) des bop Gens

auf, was ebenfalls darauf hinweist, dass Bat in beiden Fallen aktivierend wirkt 2.
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Durch das Einfugen von DNA Fragmenten verschiedener Lange konnte
nachgewiesen werden, dass in fast allen Fallen, in denen die Entfernung zwischen
der UAS Region und dem bop Promotor vergroRert wurde, die Transkription um mehr
als die Halfte zuriickging . Das Gen blp ist nachfolgend (,down-stream*) an das bat
Gens lokalisiert und wird konvergent mit diesem transkribiert wird, codiert Enzyme,
die B-Carotin in Retinal umwandeln. Es ist allerdings nicht weiter in die Regulation
des bat Gens involviert "% Sequenzanalysen des bat Genes ergaben, dass der
dort kodierte Transkriptionsfaktor aus einer GAF Domane, einem C-terminalen DNA-
bindenden Helix-turn-Helix (HtH) Motiv und einer als PAS/PAC annotierten Domane
besteht "°. Fiir die GAF Domane ist keine Chromophorbindung nachgewiesen. PAC
Domanen sind in der Regel eng verknupft mit PAS Domanen und bilden zusammen
mit ihnen die tertiare PAS Struktur aus. Die Unterscheidung in der Bezeichnung
dieser beiden Domanen beruht auf den gravierenden Sequenzunterschieden in der
Region, die die beiden Abschnitte verbindet (PAS PMID: IPR000014; PAC PMID:
IPR001610) *?. Im Falle der PAS/PAC Domane des Bacterio-Opsin Aktivators (Bat)
handelt es sich spezifischer um eine Flavin-bindende LOV-Domane, so dass man
postulieren koénnte, dass die Bacterio-Opsin Biosynthese durch Blaulicht gesteuert
wird. Untersuchungen am Bat Protein sind daher ebenfalls Teil dieser Dissertation.
Dennoch weisen die ansonsten sehr homologen Bat-LOV Domanen einige
bemerkenswerte Unterschiede in der Aminosauresequenz zu kanonischen LOV-
Domanen auf. So ist im Falle der Bat-LOV Domane aus dem extrem halophilen
Stamm Halobacterium salinarum das essentielle Cystein, welches in den
kanonischen LOV Domanen die kovalente Bindung zum Flavin eingeht (BsYtvA:
C62) durch ein Histidin ersetzt und anstelle des ebenfalls hochkonservierten Arginins
(BsYtvA: R79), welches uber Wasserstoffbruckenbindungen mit dem Phosphatrest
des FMN-Chromophors interagiert, befindet sich ein Tryptophan. Dartber hinaus
postulierten Moglich et al. kirzlich, dass die blaulichtinduzierte Aktivitat der BatLOV
Domane trotz des fehlenden Cysteins flr die Adduktbildung durch ein negativ
geladenes Semiquinon ermoglicht wird. Diese Moglichkeit der Aktivierung wiesen sie
dariber hinaus auch in anderen LOV Domanen nach, in denen das naturliche
Cystein durch ein Alanin ersetzt war. Dieser Vorgang war in der BatLOV Domane
aus Halobacterium salinarum aufgrund von aromatischen Aminosauren im direkten
Umfeld des Flavincofaktors kaum auszumachen, konnte jedoch durch die Mutation

dieser Aminosauren deutlich sichtbar gemacht werden. Besonders Tyr163, Tyr247
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und Trp172 haben eine besonders quenchende (ausldéschende) Wirkung auf die
Lebenszeit des angeregten Zustandes (vgl. Abb. 25, 7). Nach Méglich et al. ist das
N5 des Flavins essentiell fir den Photozyklus in LOV Domanen ohne Cystein. Eine
Protonierung des NS fuhrt zu einer Konformationsanderung des benachbarten
konservierten Glutamins und damit zur Aktivierung der Domane. Auch im
Blaulichtrezeptor VVD lasst sich eine ahnliche Photochemie nach weisen, die dort zu

einer Dimerisierung fiihrt, wie von Méglich et al. nachgewiesen werden konnte '*'.

Abb. 25: Homologiemodell der BatLOV Doméne mit eingebundenem FAD basierend auf der
Sequenzihnlichkeit zu YtvA 'V,

3.3. Fluoreszenz Resonanzenergietransfer (FRET)

Von  besonderer Bedeutung flir diese Dissertation sind  Energie-
Ubertragungsreaktionen zwischen zwei Chromophor-tragenden Doménen wie z.B. in
den Photolyasen und Cryptochromen. Diese Ubergénge sind einerseits in einem
einzelnen System alleine moglich, wie das Jablonski Termschema in Abb. 2 in
Kapitel 3 veranschaulicht. Andererseits besteht auch die Maoglichkeit des
Energietransfers auf ein Akzeptorsystem. Diese Moglichkeit wird in Abb. 26 und Abb.

27 graphisch anschaulich dargestellt. Daruber hinaus werden in diesem Kapitel die
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mathematischen Grundlagen erlautert, die es erlauben, diesen Energietransfer von

einem Donor zu einem Akzeptor zu quantifizieren.

9 FRET
31 - s
S1
¥ S
S, 2 ”
Donor Akzeptor

Abb. 26: Vereinfachtes Jablonski Termschema zur graphischen Einordnung des Forster
Resonanzenergietransfers in die photoinduzierten Uberginge angeregter Systeme. Dargestellt werden
hier die Absorption des Donors (blau), sowie die Fluoreszenz des Akzeptors (griin). Die nur in geringerem
MaRe stattfindende Fluoreszenz des Akzeptors (links, abwarts) sowie die Absorption des Donors (rechts,
aufwarts) sind durch gestrichelte Pfeile dargestellt.

Diese Prozesse wurden hier in einem synthetisch hergestellten Protein untersucht,
das zwei Chromophor-Bindestellen enthalt. Eine besondere Form der
Energietbertragung wird als FRET (Fluoreszenz- oder Forster Resonanz-
Energietransfer) bezeichnet. FRET basiert auf der Absorption von Photonen durch
Molekule, die somit in den angeregten Zustand Ubergehen. Sind zwei chromophore
Systeme in einem Molekul oder in engerer Nachbarschaft vorhanden, kann die
absorbierte Energie auch durch einen Resonanz-Energietransfer (RET oder FRET)
von einem Chromophorsystem an das andere weitergegeben werden. Bei dem
Resonanz Energietransfer handelt es sich um einen strahlungslosen Transfer von
Energie, welcher ausschliellich auf einer Dipol-Dipol Interaktion zwischen dem
Donor und Akzeptor basiert. Voraussetzung fur einen nachweisbaren
Resonanzenergie-Transfer ist die Prasenz eines spektroskopisch passenden Donor-
Akzeptor Paar "8 d.h., die hierfir giiltige Voraussetzung ist gegeben, wenn die
Emission des Donors eine etwa 30-prozentige Uberschneidung mit der Absorption
des Akzeptors aufweist (Abb. 27) *°.

Durch diese Abhangigkeit des Resonanzenergie-Transfers von der Entfernung
zwischen Donor und Akzeptor bietet dieses physikalische Prinzip umfangreiche

Moglichkeiten in Forschung, Medizin und Diagnostik, wo es bereits in vielen Feldern
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Anwendung findet, wie zum Beispiel in der Abstandsbestimmung zwischen Proteinen

oder bei der Beobachtung der Interaktion von Substraten mit Enzymen oder anderen

Molekulen.
Donor Akzeptor
EXx Em Em
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Abb. 27: Spektrale Uberlappung eines Donor-Akzeptor Paares als Grundlage fiir FRET. Der
Uberlappungsbereich ist hier in grau dargestelit.

Die Effizienz des Energietransfers ist abhangig von drei Parametern: der Entfernung
und der relativen Orientierung der beiden Systeme zueinander, und von dem
Ausmall des spektralen Uberlappungsintegrals (AbSponor 2ZU  Flakzeptor). Als
theoretische Kenngrofle dient hier der Forsterradius Ro. Er bezeichnet die
Entfernung der Systeme, bei der die Energietubertragungs-Effizienz 50 % betragt. In
diese Berechnung gehen der Orientierungsfaktor « beider Systeme (in Losung ist
k=2/3), der Brechungsindex n (fur wassrige Losungen n=1,4), sowie die
Fluoreszenzquantenausbeute des Donors ®p, und das Uberlappungsintegral J(1) ein
(Gl 1).

1
dpJ(A)]6
Ry = 0,211[KD—£()]
n

Gl 1

Das Uberlappungsintegral J(A) wird wie in Gl. 2 beschrieben berechnet. Hierbei steht

Fp fur die Fluoreszenz und ¢p fir den Extinktionskoeffizienten des Donors.
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J) = j Fp(A)ep()AdA

0
Gl. 2

Die Effizienz des Transfers (1) kann dann anhand der Fluoreszenzen von Donor und
Akzeptor berechnet werden (Gl. 3).

n = EMiem) FAD)a, 1
EDr0y Figmwy o

GlL 3

Alternativ kann auch die Messung der Fluoreszenz-Lebenszeiten zur Bestimmung
der Effizienz des Energietransfers (Gl. 4) verwendet werden, da die
Fluoreszenzlebenszeit des Donors in Abhangigkeit von der Effizienz der
Energielbertragung zum Akzeptor verklrzt wird. In Gleichung 4 beschreibt Tpa die
Fluoreszenz-Lebenszeit in Anwesenheit von Donor und Akzeptor und Tp den
entsprechenden Wert in Abwesenheit des Akzeptors.
n=1- BN
Gl. 4
Die reale Entfernung zwischen Donor und Akzeptor lasst sich nun aus dem

Forsterradius Ry sowie der Effizienz der Energieubertragung n berechnen (Gl. 5).

6|1 —n
n

T=R0
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3.4. Stand der Technik

Die verschiedenen Kapitel der Einleitung haben nun dargelegt, wie wichtig Licht im
Allgemeinen fiir die Evolution und fir das Uberleben von Lebewesen ist. Dabei geht
es zum einen um den Erhalt des Lebens und die korrekte Funktion des Erbgutes,
aber auch um die Detektion von z.B. blauem Licht als wichtigstem spektralem
Bereich, um die darin enthaltenen Informationen und Energie zu nutzen. Diese
Vielfaltigkeit an Aufgaben hat im Laufe der Jahrmillionen dazu gefiihrt, dass
blaulichtaktive Photorezeptoren ubiquitar in den verschiedensten Domanen und
Habitaten des Lebens dieser Welt zu finden sind. Diese Prasenz hat in den letzten
Jahren und Jahrzehnten dazu geflhrt, dass sich seit der ersten Entdeckung
photoaktiver Enzyme die Informationen, das Wissen und im Besonderen die Tiefe
des Wissens exponentiell erweitert haben. Weltweit arbeiten nun Forscher in
Gruppen daran, die Funktion und die Mechanismen der Photorezeptoren zu
charakterisieren. Auch wenn schon viele der molekularen Mechanismen
weitestgehend aufgeklart werden konnten, so sind doch noch viele Funktionen von
weit verbreiteten und bekannten Photorezeptoren nicht vollstandig charakterisiert. So
bleiben speziell z.B. Fragen zur Signaltransduktion von der Photorezeptordomane
zur Effektordomane, zur Art und Beschaffenheit der Intermediate sowie zur exakten
Rolle der einzelnen Aminosauren im Photozyklus zu klaren. Auch Uber die
physiologischen Funktionen der Photorezeptoren und deren Auswirkungen im

Einzelnen ist flr viele Systeme wenig bekannt.

Neben den Erkenntnissen, die durch die Erforschung von Photorezeptoren direkt
gewonnen werden, kénnen auch Informationen Uber die strukturellen Veranderungen
oder solche, die durch Enzymaktivitaten ausgeldst werden, auf andere photo-inaktive
Proteine ubertragen werden. Van der Horst und Hellingwerf gaben einst drei
Beweggriinde an, Photorezeptoren zu studieren . Zum Einen ergében sie zeitlich
héchst aufgeldste laserinduzierbare dynamische Strukturanderungen. Zum Zweiten
durchlaufen sie grole Konformationsanderungen wahrend der Umwandlung in den
signalgebenden Zustand, und zum Dritten sei fur das relevante Zeitfenster der

Betrachtung in der Regel die Farbanderung des Proteins ein guter Indikator.

Bis dato wurden bereits viele verschiedene Photorezeptoren in den unterschiedlichen

Bereichen des Lebens, den Bakterien, den Archaeen und der Eukaryoten gefunden.
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Allein im Bereich der Bakterien werden bei ca. 25 % der Organismen
Photorezeptoren vermutet. Betrachtet man nun den enormen Fortschritt der
Algorithmen in der Bioinformatik und der allgemeinen Informationstechnologie mit
immer leistungsfahigeren Rechnern, ist mit noch vielen weiteren Funden zu rechnen.
Hierfur bedarf es natirlich immer auch neuartiger und aufliergewdhnlicher Proben
von den verschiedensten Orten der Erde, wie zum Beispiel aus den Tiefen der Meere

oder den Hohen der Anden.

Je genauer wir Photorezeptoren und ihre Mechanismen verstehen, umso besser
konnen wir diese auch spater anwenden. Bis heute liegen die meisten
Anwendungsgebiete von Photorezeptoren im Bereich der Spektroskopie oder
Mikroskopie, wie zum Beispiel der hochaufldsenden Fluoreszenzmikroskopie
(Nanoskopie) oder in optogenetischen Anwendungen, wie man sie z.B. bei den
lichtinduzierbaren Kationenkanalen (Channelrhodopsin(en)) findet. Mit Hilfe der
hochauflosenden Fluoreszenzmikroskopie konnen zum Beispiel schon heute die
ortliche Verteilung von Proteinen innerhalb einer Zelle aufgeklart und deren Wege
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen, wie zum Beispiel Stress,
Temperaturanderung, pH-Anderung oder Glukosegradienten verfolgt werden. Dies
konnte bald weiter vertieft werden, wenn ein besseres und genaueres Verstandnis
von Photorezeptoren zu immer neuen und komplexeren Anwendungen und
Anwendungsgebieten fuhren kann und wird. Im Speziellen die Fluoreszenz oder der
Forster Resonanzenergie Transfer (FRET) verfugen hier Gber grof3es Potential. So
kénnen schon heute aufgrund der hohen Qualitdt der zum Energietransfer
verwendeten Systeme die Abstande zwischen Molekulen und verschiedenen
Strukturen im Angstréombereich zuverlassig gemessen werden. Fir verschiedene
Anwendungsbereiche sind flr derartige Analysen allerdings immer auch passende
FRET Paarungen Voraussetzung, weswegen hier neben dem prazisen Verstandnis
der Photozyklen der am Photozyklus der einzelnen Domanen beteiligten
Aminosauren auch eine breite Auswahl an Systemen wichtig ist. Entsprechend hat
neben der Verwendung bestehender und charakterisierter Molekulpaare auch die

Charakterisierung von neuartigen Paarungen grol3e Bedeutung.
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3.5. Zielsetzung

Wie schon an verschiedenen Stellen erwahnt, wachst das Wissen uber
verschiedenste Photorezeptoren und ihre grundlegenden Mechanismen nun seit
Jahrzehnten stetig und immer rasanter an. Dieses Wissen und die Fahigkeit, die
Funktionsweise der Photorezeptoren auf ganz spezifische Anwendungsgebiete
anzupassen, hat in der letzten Zeit daruber hinaus zu einer Vielzahl von

Applikationen geflhrt.

Diese Arbeit konzentriert sich im Wesentlichen auf die Charakterisierung neuartiger
Photorezeptoren, die als aktiven Chromophor ein Flavinderivat tragen, wie zum
Beispiel Photolyasen aus extremophilen Stammen. Der hier vorliegende
Energietransfer zwischen den beiden Cofaktoren fuhrte dazu, diesen Forster
Resonanzenergietransfer (FRET) eindringlicher in einem eigens modellierten
Fusionsprotein zu charakterisieren und damit auch ein neuartiges FRET-Paar fur die

vielen verschiedenen Anwendungsbereiche dieser Technik zu prasentieren.

Diese Aufgabenstellungen wurden im Zuge der Arbeit bearbeitet, um das
vorhandene Wissen um photochemische Komponenten in Bakterien zu erweitern und
besonders auch die Photochemie von extremophilen Organismen mit bisher
bekannten zu vergleichen. Die Ergebnisse werden im Kapitel 5 zusammenfassend
vorgestellt und zum Ende der jeweiligen Teilkapitel der Ergebnissektion eingehend
diskutiert und eingeordnet. Ein Teil der Ergebnisse wurde daruber hinaus bereits in
einer Publikation verdffentlicht %.

So war es unter anderem Gegenstand der Arbeit, eine Photolyase aus einem kurz
zuvor isolierten extremophilen Bakterium heterolog in E. coli zu exprimieren, das
Protein anschlieRend aufzureinigen und spektroskopisch zu charakterisieren. Um ein
vollstandiges Vergleichsbild mit der schon ausgiebig untersuchten Photolyase aus
E. coli zu erhalten, wurde darlber hinaus noch die Effizienz der DNA-Reparatur des
neuen Proteins unter verschiedenen Bedingungen eingehend charakterisiert. Dieser
Teil wird vervollstandigt durch Untersuchungen des Acinetobacter-Stammes, aus
dem die Photolyase isoliert wurde. Hier wurde das Ausmal® an DNA-Schadigungen

durch UV-Belichtung und die Reparaturfahigkeit des Bakterienstammes untersucht.
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Der Forster Resonanzenergie-Transfer (FRET), der in CPD Klasse | Photolyasen wie
zum Beispiel EcPhr aus E. coli und auch der neuartigen Photolyase Ver3Phr aus
Acinetobacter sp. Ver3, welche erst kurz zuvor in den Argentinischen Anden aus
Umweltproben isoliert wurde, stattfindet, flUhrte zu der Erarbeitung eines eigens
konstruierten Fusionsproteins und dessen umfassender Charakterisierung. Dieses
Fusionsprotein wurde durch die Verknipfung einer LOV Domane aus dem
bakteriellen Blaulichtrezeptor YtvA aus Bacillus subtilis mit der GAF3 Domane aus
dem Protein SIr1393 aus dem Cyanobakterium Synechocystis PCC6803 erzeugt.
Neben der einleitenden spektroskopischen Charakterisierung wurden auch die
Effizienz und weitere Parameter des Fodrster-Resonanzenergietransfers (FRET)

eingehend charakterisiert.

Des Weiteren war es Ziel der Arbeit, bakterielle LOV Domanen zu charakterisieren
und zu vergleichen. Hierzu wurden die LOV Domanen aus den Bacterio-Opsin
Aktivatorproteinen (BatLOV) aus Halobacterium salinarum und Natronomonas
pharaonis heterolog in E. coli exprimiert und nach der Aufreinigung spektroskopisch
charakterisiert. Ahnlich wurde mit vier Mutanten der LOV Domane des bakteriellen
Blaulichtrezeptors YtvA verfahren, um die Auswirkung der Mutationen auf das
Wasserstoffbriicken-Netzwerk und damit auf die Eigenschaften des Photozyklus der

LOV Domane zu bestimmen.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1. Plasmide und Klone

Tab. 1: Ubersicht der Proteine und die zur Expression verwendeten Plasmide und Antibiotika

Antibiotika-
Projekt Zielprotein Plasmid _ Zusatzinformation
Resistenz **
Photolyasen /
Ver3Phr pET52 Amp
Cryptochrome
EcPhr pET28a Kan
Ver3PL2 pET52 Amp
KY1056 - Tc
KY1225 - Tc, Cmp Phr -
Phr -
KY1225 pREP4 - pREP4 Tc, Cmp, Kan .
Respressionsvektor
KY1225 pREP4 Tc, Cmp,
Ver3Phr pQEG6O
pQEGOEcPhr Kan, Amp
KY1225 pREP4 Tc, Cmp,
EcPhr pQEG60
pQE60Ver3Phr Kan, Amp
aus Nesteronkonia
pET28NestCryPro | CryPro pET28a Kan
sp. Act20
Fusionsprotein LOV-GAF pET28a Kan ohne PCB
LG_C62S pET28a Kan ohne PCB
pET28a
C62S PCB Koexpression  mit
o pACYC- | Kan, Cmp
in vivo PCB *
ho1-pcyA
C62S PEB Koexpression  mit
. pET28a | Kan, Cmp
in vivo PEB
pET30a
1393GAF3 Koexpression  mit
pACYC- | Kan, Cmp
PCB in vivo PCB *
ho1-pcyA
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Bacterioopsin

aus Halobacterium

HsBatLOV | pET28a | Kan _
Aktivator salinarum
aus Natronomonas
NpBatLOV | pET28a | Kan )
pharaonis
YtvA
YtvA LOV pET28a | Kan aus Bacillus subtilis
Wildtyp
F46Y pET28a | Kan
F46A pET28a | Kan
V28I pET28a | Kan
V28L pET28a | Kan

* pACYC-ho1-pcyA kodiert eine Ferredoxin Reductase und eine Hamoxygenase, die

E. coli in die Lage versetzt, PCB in vivo zu produzieren, so dass dieses wahrend der

Proteinbiosynthese in die entsprechende GAF Domane eingebunden werden kann.

** Als Selektionsantibiotika wurden wie in Abschnitt 4.1.3 beschrieben, Ampicillin

(Amp), Kanamycin (Kan), Tetracyclin (Tc) und Chloramphenicol (Cmp) verwendet.

Die Abkurzung Phr bezieht sich auf ,photorepair enzyme® bzw. Photolyase

wohingegen die AbklUrzung PL ein Photolyase-ahnliches Enzym (photolyase like)

beschreibt. Die fur die in Abschnitt 4.2.10 beschriebene quantitative Analyse der UV-

Resistenz verwendeten Stamme haben die in Tab. 2 beschrieben Eigenschaften.

46




Tab. 2: Bezeichnung und Eigenschaften der in Abschnitt 4.2.9 und 4.2.10 fir die qualitative und
quantitative Bestimmung der UV-Resistenzen verwendeten Stamme

Stamm / Plasmid Eigenschaften Quelle / Referenz
pREP4 Repressionsvektor, Kan' QlAgen
E. coli KY1056 argE3 his-4 leu-6 proA2 thr-I thi- | Akasaka und
1 rpsL31 galk2 lacY1 ara-14 | Yamamoto, 1991 '
xyl-5 mtl-1 supE44
sriC300::Tn10 recA56, Tc'
E. coliKY1225 Wie KY1056 mit phr -36, Tc', | Akasaka und
Cmp' Yamamoto, 1991 '
E. coliKY1225 pREP4 | KY1225 mit Repressionsvektor | Prof. Batschauer,
pREP4, Cmp', Kan', Tc' Universitat Marburg
E. coli KY1225 pREP4 | KY1225 mit Repressionsvektor | Diese Arbeit.
pQEGO-Ver3Phr pREP4 und CPD-Photolyase
aus Acinetobacter sp. Ver3 in
einem pQEG6GO0 Vektor, Cmp',
Kan", Tc', Amp'
E. coli KY1225 pREP4 | KY1225 mit Repressionsvektor | Prof. Batschauer,
pQEGO-EcPhr pREP4 und CPD-Photolyase | Universitat Marburg
aus E. coli in einem pQEG6O0
Vektor, Cmp', Kan", Tc', Amp'

Das LOV-GAF Fusionsprotein wurde nach den beiden nativen Domanen LOV (light
1393GAF3 (cGMP-spezifische Phosphodiesterase,
Adenylylcyclase und FhIA) benannt. Diese beiden Domanen sind durch einen
flexiblen random coil Linker mit der Sequenz GGGSTGSTTGSGEFGG verbunden.
Die Bezeichnungen der LOV Domanen der Bacterio-Opsin-Aktivator Proteine (Bat)

oxygen voltage) und der

setzt sich aus den Stammbezeichnungen (Halobacterium salinarum, Hs und
Natronomonas pharaonis, Np), sowie der Protein und Domanenbezeichnung

Zusammen.
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4.1.2. Medien

Alle verwendeten Medien und Puffer wurden fur 20 min bei 120 °C autoklaviert.

Hitzeempfindliche Reagenzien wurden sterilfiltriert. Zur Herstellung der Medien,

Lésungen und Puffer wurde tridestilliertes Wasser verwendet.

TBY-Medium
LB-Medium

16 g/L Trypton, 10 g/L Hefeextrakt und 10 g/L NaCl
10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt und 10 g/L NaCl

4.1.3. Selektionsantibiotika

Ampicillin
Kanamycin
Tetracyclin

Chloramphenicol

100 mg/mL in tridest. Wasser, sterilfiltriert
50 mg/mL in tridest. Wasser, sterilfiltriert
20 mg/mL in tridest. Wasser, sterilfiltriert

30 mg/mL in tridest. Wasser, sterilfiltriert

4.1.4. Puffer und Losungen

FUr Abkurzungen siehe Verzeichnis, Seite IV.

Aufschlusspuffer PL

Waschpuffer_PL
Elutionspuffer_PL
Lagerpuffer_PL

PBS (1M)
Startpuffer
Waschpuffer_LG
Elutionspuffer_LG
Dialysepuffer
IEX-Puffer_A
IEX-Puffer_B
B-Mercaptoethanol
Pefablock SC
MOPS-Puffer

50 mM TRIS.100 mM NaCl, 10% Saccharose, pH 8,0
50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 20% Glycerin, pH 7,5

50 mM TRIS, 50 mM NaCl, 20% Glycerin, pH 8,0

50 mM TRIS, 50 mM NaCl, 20% Glycerin, 1 mM EDTA,
1 mM DTT, pH 8,0

1 M NaH;POy4, 1 M NapHPO4

50 mM PBS, 500 mM NaCl, pH 7,2

50 mM PBS, 300 mM NaCl, pH 7,2, 20-50 mM Imidazol
50 mM PBS, 300 mM NaCl, pH 7,2, 500 mM Imidazol
50 mM PBS, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,2

20 mM PBS, OM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,2

20 mM PBS, 1M NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,2

pro analysi, Merck

100 mg/mL in tridest. Wasser

0,2 mM MOPS, 50 mM Na-Acetat, 5 mM EDTA, pH 8
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MES-Puffer

TBE-Puffer
TAE-Puffer

Laemmli-Puffer

Farbeldsung

Entfarbeldsung

4.1.5. Materialien

DNA Extraktion
SDS-Gel
Proteinstandard
GSA-Gel
DNA-Gel

FMN

FAD

MTHF

50 mM MES, 50 mM TRIS, 0,1% SDS, 1 mM EDTA,
pH 7,3

Novex TBE-Laufpuffer (5x), Invitrogen

50 mM EDTA, 2 M TRIS, pH 8

126 mM TRIS-HCI (pH 6,8 + 0,2), 20% Glycerin, 4% SDS,
10 uL/mL B-Mercaptoethanol, 0,01% Bromphenolblau
Coomassie Brilliant Blue in 60% tridest. Wasser,

30 % Ethanol, 10 % Essigsaure

50% tridest. Wasser, 40% Ethanol, 10% Essigsaure

QIAprep Spin Miniprep Kit

NuPAGE Novex Bis-Tris 4-12% Acrylamid-Gel, Invitrogen
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard, Invitrogen

3-8% Tris-Acetat-Gel, Invitrogen

0,8 % Agarose-Gel

Na-Salz, AppliChem Panreac

als di-Na-Salz Hydrat, 95 %, Fa. Sigma-Aldrich

als Chlorid, 98,1 %, Fa. Schircks Laboratories, Schweiz
(No.16.230)
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4.1.6. Gerate

FPLC-Saule
HPLC-Saule
IEX-Saule
AKTAprime plus

LEDs

Thermoblock

PCR Thermocycler
Gel-Scanner
Warmluftschattler
Tischzentrifuge
Beckman-Zentrifuge
Rotor

Ultrazentrifuge
Ultrazentrifugen-Rotor
Ultra-Turraxgerat
UV/VIS Spektrometer
Fluoreszenzspektrometer
Single-Photon counting
Life-Time-LED
pH-Meter

Klvetten

Superdex 75 10/300 GL von GE Life Siences
50 mm Zorbax SB C-18, 1,8 um, 4,6 mm i.D.,
DEAE Saule

HPLC System von GE Healthcare
USWEX03154 von Agilent Technologies

365 nm

470 nm (Intensitat: 17,3 W/m?)

530 nm

670 nm

Thermomixer Comfort, Eppendorf

Eppendorf

Biorad

Certomat® H, Braun

Universal 320 R, Hettich

Avanti J-20 XP Centrifuge, Beckman-Coulter
JA-10

Optima L-80 XP Ultracentrifuge, Beckman-Coulter
Ti-60

Homogenisator S25N — 18 G, IKA
Spektralphotometer UV-2401 PC, Shimadzu
Fluoreszenzspektrometer Cary Eclipse, Varian
Edingbourgh Instruments

PLS-8-2-095 von PicoQuant, A = 450 nm
pH-Meter 766 Calimatic, Knick

Prazisionskuvetten aus Quarzglas, Hellma
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4.2. Methoden

4.2.1. Herstellung kompetenter Zellen nach der Calciumchlorid Methode

E.coli BL21 Zellen werden bis zu einer ODgoo = 0,3 inkubiert. AnschlieBend wird das
weitere Wachstum fur 30 Minuten auf Eis gehemmt. Nachdem das Medium durch
Zentrifugation entfernt wurde werden die Zellen in 1 mL 100 mM CaCl, resuspendiert
und erneut fir 60 Minuten auf Eis gelagert. Nach Zentrifugation werden die Zellen in
100 yL 100 mM CaCl;, resuspendiert und kdénnen nun entweder sofort fur die

Transformation verwendet oder bei -80°C gelagert werden.

4.2.2. Herstellung von Glycerinkulturen

Um Bakterien Uber langere Zeit zu lagern, wurden Glycerinstocks verwendet. Hierzu
wird eine 5 mL Kultur Gber Nacht bei 37 °C und 180 rpm mit den entsprechenden
Antibiotika in LB Medium inkubiert. Am darauffolgenden Tag werden die Zellen bei
5000 rpm pelletiert. Dieses Pellet wird anschliefend mit 2 mL LB Medium und 2 mL
40 % Glycerin-Losung resuspendiert und mit 1 uL/mL der entsprechenden Antibiotika
versetzt. Die Zellsuspension wird nun auf verschlieBbare Reaktionsgefalie aufgeteilt
und bei — 80 °C gelagert. Glycerinkulturen wurden nur von Klonen erstellt, deren
DNA-Sequenz durch Sanger Sequenzierung (Firma LGC Genomics, Berlin) eindeutig

verifiziert wurde.

4.2.3. Gerichtete Mutagenese (Quickchange Methode)

Zur Durchfuhrung einer Punktmutation mittels PCR wurde zunachst folgender

Reaktionsansatz angefertigt:

Templat 3 uL

Primer (fw + rv) * je1puL

dNTP Mix 1 uL

pfu-Polymerase 0,5 yuL

nukleasefreies Wasser 16 uL * fw: forward (vorwarts)
25 pL rv: reverse (ruckwarts)
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Die als Templat verwendeten Plasmide wurden zuvor aus den transformierten

Wildtyp E.coli Zellen extrahiert (nach Qiaprep Miniprep von Qiagen).

Die hierfir verwendeten Primer waren fur das LOV-GAF Fusionsprotein:

TGT > AGT:

LOV-GAF_C62S fw: 5 GAG GAA ATT TTA GGA AAG AAC AGT CGC TTC TTA
CAG GGG AAAC 3

LOV-GAF_C62S rv: 5 GTT TCC CCT GTA AGA AGC GAC TGT TCT TTC CTA
AAATTTCCTC3

FUr den Blaulichtrezeptor YtvA

TTT > GCT:

F46A_fw: 5' CTA CGT AAATCA AGG CGC TGT TCA AAT GACCGG C 3
F46A_rv: 5' GCC GGT CAT TTG AAC AGC GCC TTGATT TAC GTAG 3

TTT > TAT:
F46Y_fw: 5' CTA CGT AAATCA AGG CTATGT TCA AAT GAC CGG C 3
F46Y_rv: 5' GCC GGT CAT TTG AAC ATAGCC TTG ATT TAC GTAG 3

GTA > ATA:
V28I_fw: 5' GTG CGA GTC GGT GTG ATA ATT ACA GAT CCC 3'
V28I_rv: 5 GGG ATC TGT AAT TAT CAC ACC GAC TCG CAC 3'

GTA>CTA:
V28L_fw: 5' GTG CGA GTC GGT GTG CTA ATT ACA GAT CCC 3

V28L_rv: 5' GGG ATC TGT AAT TAG CAC ACC GAC TCG CAC 3'

Die PCR zur Mutagenese wird nun in einem Thermocylcer nach folgenden

Parametern durchgefihrt.
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Tab. 3: Quickchange PCR-Programmparameter

Zyklen | Temperatur | Zeit
95 °C 30s
95 °C 30s

16 55°C 60 s
72 °C 450 s
4°C -

Im Anschluss an die PCR wird das Templat mit Hilfe des Restriktionsenzyms Dpnl
verdaut. Hierzu wird 1 yL Dpnl zu dem PCR Produkt hinzugegeben und der Ansatz
fur eine Stunde auf 37 °C temperiert. Da Dpnl spezifisch methylierte bzw
halbmethylierte DNA schneidet, wird ausschlieBlich das als Templat verwendete
Wildtyp-Plasmid abgebaut, da die PCR-generierte DNA keinerlei Methylierung
erfahrt. Das so behandelte Plasmid kann nun zu den chemisch kompetenten Zellen
(4.2.1) gegeben werden. Die Mischung wird anschliefend fur 30 Minuten auf Eis
gehalten. Nachfolgend wird flr 90 Sekunden ein Hitzeschock bei 42 °C durchgefuhrt
und die Zellen werden wieder kurz auf Eis abgekuhlt. Zu Regeneration werden die
Zellen nun mit 300 uL sterilem LB-Medium versetzt und fir 30 Minuten bei 37 °C und
150 rpm inkubiert. AbschlieRend werden die Zellen auf Agarplatten mit dem
entsprechenden Selektionsantibiotikum zu Portionen von 50 uL und 300 pL
ausgebracht (wenn noétig, werden hier auch mehrere Antibiotika verwendet). Nach
einer Inkubation Uber Nacht bei 37 °C kdénnen Kolonien gepickt und Glycerinstocks
wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben angefertigt werden. Aus jeder Kolonie wird die DNA

extrahiert und zur Uberprifung sequenziert (LGC Genomics, Berlin).

4.2.4. Uberexpression der Zielproteine

Samtliche mikrobiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen
(Sterilbank) durchgeflnhrt.

Die Zielproteine werden durch Uberexpression in E. coli-Zellen des Stammes BL21
mit den entsprechend transformierten Plasmid gewonnen (Tab. 1). Die Kultivierung

der Zellen geschieht in drei Schritten. Zunachst werden 50 pL einer Zellsuspension
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aus einer Glycerin-Vorratskultur zu 5 mL LB-Medium, enthaltend 1 uyL/mL der
entsprechenden Antibiotika (aus Stammlésungen wie in 4.1.3 beschrieben),
gegeben. Diese Vorkultur wird nun bei 37°C und 180 rpm Uber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wird eine GroRkultur (2 L TBY-Medium mit 1 mL/L der jeweiligen
Antibiotika gemaf 4.1.3) hergestellt indem mit 2 mL/L der Vorkultur beimpft wird.
Diese Kultur wird nun fur 3,5 — 4 Stunden bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Hat die
Kultur eine ODgpp = 0,6 — 0,7 (ODgoo = 1 — 1,2 fr BatLOV) erreicht, wird mit 1 mM
IPTG induziert und das Zielprotein tber Nacht bei 30 °C (20 °C fur 48 — 96 Stunden
fur CryPro) und 180 rpm exprimiert. Im Folgeschritt werden die Zellen bei 4°C und
6500 rpm abzentrifugiert. Nachdem die Masse des Zellpellets ermittelt wurde,
werden nun x g Pellet in x mL Aufschlusspuffer (Startpuffer fur LOV-GAF, CryPro und
BatLOV, 4.14) mit 1 puL/mL Pefabloc und 0,2 pyL/mL B-Mercaptoethanol
aufgeschlammt. Als Serinprotease-Inhibitor verhindert Pefabloc den Abbau der

Zielproteine durch freigesetzte Proteasen.

Der Aufschluss geschient mit einem Ultra-Turrax Homogenisator in flissigem
Stickstoff, in den die Zellsuspension tropfenweise eingebracht wird. Nachdem der
Stickstoff verdampft ist kann das nun flissige Lysat durch Zentrifugation von
Zelltrimmern getrennt werden (4°C, 45000 rpm, 1 h UZ, Rotor: Ti-60). Ist das
Rohlysat zu viskos, kann eine Spatelspitze DNase zugegeben werden. Der so
gewonnene Uberstand wird nun tber eine Affinitats-Chromatographie mit Hilfe von
Ni**-lonen, die an einem Saulenharz immobilisiert sind, aufgereinigt (IMAC). Da die
Zielproteine mit einem C-terminalen His-Tag (Ublicherweise sechs Histidine)
exprimiert werden, kdnnen sie auf Grund der Imidazolseitenkette der Histidine an das
Ni**-Harz binden. Hierbei ist zu beachten, dass das Ni**-Harz in einer 20% Ethanol-
Lésung gelagert wird. Es muss daher vor der Verwendung grindlich mit Waschpuffer
gewaschen werden, was durch dreimaliges Zentrifugieren mit destillietem Wasser
bei 1400 rpm und 4°C flr jeweils 2 min sowie viermaliges Waschen mit Waschpuffer
bei den gleichen Konditionen geschieht. Nun werden 0,2 mL/mL des Nickelharzes
pro Rohlysat in Waschpuffer aufgeschlammt und auf die Saule gegeben. In Folge
wird das Rohlysat ebenfalls auf die Sdule gegeben, so dass das Zielprotein an das
Harz binden kann und die Fremdproteine in mehreren Waschschritten abgetrennt
werden kénnen. Hierzu wird zunachst mit zwei Saulenvolumina Waschpuffer ohne

Imidazol und mit finf Saulenvolumina Waschpuffer mit 20 - 50 mM Imidazol
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gewaschen. Zur Elution des Zielproteins werden 40 mL Elutionspuffer mit 500 mM
Imidazol verwendet. Nach der Elution wird das Imidazol mittels Dialyse gegen einen
Puffer ohne Imidazol (Dialysepuffer wie in 4.1.4 beschrieben) entfernt, so dass die
Endkonzentration an Imidazol in der Probe unter 1 mM liegt. AnschlieRend kann die
Reinheit des Proteins mit Hilfe einer FPLC oder SEC erhdht werden. Die erfolgreiche
Isolation des Zielproteins kann zeitnah mit einem Absorptionsspektrum Uberprift
werden, muss aber darlber hinaus noch elektrophoretisch mit einer SDS-PAGE

verifiziert werden.

4.2.5. Aufreinigung des Proteins mittels FPLC

Nach der Eluierung des Proteins von der IMAC-Saule kann die Probe mit Hilfe der
FPLC weiter aufgereinigt werden. Verwendet wird hierfur eine Superdex 75 Saule
(GE Life Science), auf der die Probe durch das GroéRenausschluss-
Chromatographieverfahren aufgetrennt wird. Als Laufmittel dient der Lagerpuffer (s.
3.1.3). Nachdem die Saule mit zwei Saulenvolumen des Puffers gespult worden ist,
wird die Probe in den Loop injiziert. Nun wird die Saule mit Alufolie abgedeckt, um
das Protein vor Licht zu schitzen. Die Flussrate wird auf 0,5 mL/min und die
Fraktionsgrofe am Fraktionssammler auf 2 mL eingestellt. Die Eluierung wird mit
Hilfe eines angeschlossenen Schreibers uberprift, dessen Messsignal auf 0,01
(Maximum der Ordinate) und dessen Geschwindigkeit auf 5 mm/min justiert wird. Die
Fraktionen, die das Zielprotein enthalten, werden im Chromatogramm identifiziert und
konnen anschliefend aufkonzentriert und bei —20°C gelagert oder direkt

weiterbearbeitet werden.

4.2.6. Reinigung der Proteine mittels lonenaustausch-Chromatographie

Zunachst werden das System und die DEAE-Saule mit IEX-Puffer (95:5 fur A:B, im
Folgenden auch als 5% IEX-Puffer B beschrieben) bei 2 mL/min aquilibriert, bis die
Basislinie und die Leitfahigkeitswerte konstant sind. Das zuvor Uber eine IMAC-Saule
aufgereinigte und durch Dialyse umgepufferte Protein wird nun in die Probenschlaufe
eingebracht und auf die DEAE Saule aufgetragen. Dieser Schritt wird bei groReren

Probenmengen wiederholt. Anschlieliend wird die Saule wieder mit IEX-Puffer (95:5
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fur A:B) gewaschen, bis die UV-Messwerte konstant sind. Die Elution des Proteins
erfolgt nun bei einer Flussrate von 1 mL/min mit einem Gradienten, der von 5% SEC-
Puffer B auf 100% mit einem Prozent pro Minute zunimmt. Zu Beginn des Gradienten
wird ebenfalls die Fraktionierung mit einer Fraktionsgrof3e von 1 mL gestartet. Die
Zielfraktionen werden anschlieRend durch UV-Vis Spektroskopie verifiziert und bei
-20°C gelagert.

4.2.7. SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese)

Die SDS-PAGE wird nach Laemmli verwendet "2, um den Erfolg der Aufreinigung
und den Grad der Reinheit der einzelnen Waschfraktionen sowie des konzentrierten
Eluats nach der Dialyse und weiteren Aufreinigungsschritte zu Uberprifen. Zunachst
werden die Proben mit Laemmli-Puffer vermischt. Die Proben aus den
Waschschritten werden jeweils im Verhaltnis 1:1 (10 yL + 10 uL) vermischt, die
aufkonzentrierten Proben aus den Elutionsschritten im Verhaltnis 6:4 (6 uL Probe +
4uL Laemmli-Puffer). Danach werden diese Proben fur 5 min bei 95 °C denaturiert
und anschlieend sofort auf Eis Gberfuhrt. Von jeder Probe und dem Proteinstandard
werden nun 10 uL in die Geltaschen gefullt (die entsprechenden Gele sind dem
Abschnitt 4.1.5 zu entnehmen). Die Trennung wird bei konstant 100 V fur ca. 2
Stunden durchgeflihrt. AnschlieRend wird das Gel zunachst fir 1 Stunde bei leichtem
Schitteln in die Farbeldésung eingelegt, dann fir 2 Stunden in die Entfarbeldsung
uberfahrt. Um die Qualitat der Anfarbung zu verbessern, wird das Gel uber Nacht in
einer 100-fach mit tridestilliertem Wasser verdinnten Entfarbelosung belassen. Die
Dokumentation erfolgt mit einem Biorad-Gelscanner. Zu beachten ist hier, dass je
nach verwendetem Puffersystem die Positionen der Banden auf dem Gel variieren

konnen.

Protein Approximate Molecular Weights (kDa)

Tris- _ INuPAGE® [NuPAGE] NuPAGE®
Giycine | Tricine MES | MOPS |Tris-Acetat

=== Myosin 250 210 188 101 210

| Phosphoeylase

e 123 o8 | 78| 62 | 64
¢ | Glutamic = q &
Dehydrogenase i Bow o
& | Aleohol Dehydrogenase 50 45 38 39 41
S | Carbonic Anhydrase 36 ] 28 28 n'a
Myoglobin Red 22 17 17 19

bl
e 6 | 6] M | 1

s | Aprotinin 6 7] 6

s | Trsalin, B Chain i 1 3 n‘a | n/a

NuPAGE® Novex
Bis-Tris 4-12% Gel

Abb. 28: ProteingroBenstandard SeeBlue Plus2 von Invitrogen fiir verschiedene Puffersysteme.
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4.2.8. Agarose-Gelelektrophorese

Um zu bestimmen, inwieweit die hier untersuchten Photolyasen nach der Expression
DNA oder Nukleotidfragmente gebunden haben, werden sie mit Hilfe eines 0,8 %-
Agarose-Gels (hergestellt mit 1x konzentriertem TAE-Puffer) aufgetrennt '*3. Hierzu
werden die Proteinlésungen zunachst fur 10 min bei 95°C denaturiert und
anschlieBend bei 13000 rpm fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand (ca. 30 L)
wird nun mit 6 yL Sybr Green und Loading Dye-L&sung vermischt und anschlief3end
15 min auf Eis inkubiert. Danach werden die Proben und der DNA-Standard auf das

Gel aufgetragen. Die Trennung erfolgt fur ca. 40 min bei 100 V.

4.2.9. UV-Uberlebens-Assay (qualitativ)

Ziel dieses Versuchs ist es, die UV-Resistenzen verschiedener Bakterienspezies
qualitativ zu ermitteln und zwischen den einzelnen Stammen zu vergleichen. Hierzu
werden die jeweiligen Stamme in Kleinkulturen zu je 20 mL in LB Medium mit den
entsprechenden Antibiotika Uber Nacht vermehrt und anschlieBend pelletiert. Aus
diesen Pellets werden nun Zellsuspension der jeweiligen Stamme in 0,9-prozentiger
NaCl-Lésung hergestellt und auf ODgyp = 0,6 eingestellt. Anschlielend werden 100
uL der Zellsuspensionen mittels einer Verdiinnungsreihe bis 10°-fach verdiinnt und
von jeder Verdlinnung werden jeweils 5 pyL auf LB-Agar aufgebracht. Nun werden die
Platten fur 5 min UVB-Strahlung ausgesetzt und anschlieend 120 min mit weildem
Licht bestrahlt, um eine Photoreparatur zu gewahrleisten (PR). Vergleichsproben
werden direkt mit Alufolie abgedeckt, um eine Photoreparatur zu verhindern und die
Dunkelreparatur (DR) zu charakterisieren. Entsprechend wurden Platten als Kontrolle
fur 5min (Ts) und 125 min (T125) mit Alufolie abgeschirmt und anschlie3end
entsprechend weiterbearbeitet. Nach der Durchfuhrung des Assays wurden die
Platten Gber Nacht bei 37°C inkubiert; nachfolgend wird das Wachstum bestimmt und

mit den Kontrollplatten, die keiner UVB-Strahlung ausgesetzt waren, verglichen.
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4.2.10. UV-Uberlebens-Assay (quantitativ)

Ziel dieses Versuchs ist es, die UV-Resistenzen verschiedener Bakterienstamme
quantitativ zu ermitteln und zu vergleichen. Eine Zellsuspension der jeweiligen
Stamme in 0,9% NaCl-Lésung wird identisch zu dem qualitativen Assay hergestellt
und auf ODggp = 0,6 eingestellt, um die notigen Zellen des jeweiligen Stammes in
ausreichender und etwa gleicher Menge zu erhalten. Hierfir werden 50 mL LB-
Medium in einen Schuttelkolben gegeben und mit 1 pL/mL des entsprechenden
Antibiotikums sowie 1 pyL/mL der Zellen aus dem Glycerinstock versetzt. Diese
Vorkultur wird nun Gber Nacht bei 37°C und 180 rpm inkubiert. AnschlieRend werden
die Zellen bei 5000 rpm und 4°C fur 10 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wird in
einer 0,9-prozentigen NaCl-Losung resuspendiert und auf eine ODgyp = 0,6
eingestellt. Die so gewonnene Zellldsung wird nun in leere Petrischalen gegeben
(10 mL je Petrischale) und verschiedenen Bestrahlungsprotokollen mit und ohne
UVB-Licht ausgesetzt. AnschlieRend werden von allen Petrischalen 100 pL
entnommen und mittels einer Verdiinnungsreihe bis 107-fach verdiinnt und auf
Agarplatten ausgestrichen (100 pL/Platte). Hierbei werden fur den Zeitpunkt Ty die
Zellen sofort verdinnt, ohne weiter behandelt zu werden. Fiur den Messpunkt Ts
bleiben die Zellen fir 5 min und flr T125 125 min mit Alufolie abgedeckt, bevor sie
verdunnt und ausplattiert werden. Entsprechend wird fur ,UVs5“ die Zellsuspension
5 min mit UVB-Licht der Wellenlange 365 nm bestrahlt und danach direkt verdinnt
und ausplattiert. Zellen fur den ,Photorepair® (PR) werden ebenfalls flir 5 min UVB-
Strahlung ausgesetzt und anschlief3end fur 120 min mit weillem Licht bestrahlt. Fur
den ,Darkrepair® (DR) hingegen werden die Zellen nur 5 min UVB-Strahlung
ausgesetzt und anschlieend 120 min mit Alufolie abgedeckt. Nachdem die
jeweiligen Proben auf Agar ausgestrichen sind, werden sie in Alufolie gewickelt und
bei 37°C uber Nacht inkubiert und am folgenden Tag ausgezahlt. Die in den
Petrischalen verbleibende Zellsuspension wird fur 10 min bei 5000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Das Pellet wird nun in 1 mL 0,9-prozentiger NaCl-L6sung

resuspendiert und bei -20°C gelagert, um eine DNA-Extraktion durchzufihren.
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4.2.11. Dimeranalyse mittels HPLC-ESI-MS/MS

Diese Methode wurde angewandt, um neben der quantitativen Bestimmung des
Wachstums nach den in Abschnitt 4.2.10 beschriebenen Behandlungen der
jeweiligen Proben auch die Anzahl der Lasionen pro 10° Basen zu bestimmen.
Hierzu wurde die DNA der entsprechenden Zellen extrahiert (QlAprep Spin Miniprep
Kit) und im Laboratoire ,Lésions des Acides Nucléiques” (Grenoble) mittels HPLC-
ESI-MS/MS unter Verwendung von publizieten und optimierten Methoden
vermessen °* ' Zur Probenvorbereitung wurde die isolierte DNA durch Inkubation
mit Nuklease P1, DNase Il und Phosphodiesterase Il fir zwei Stunden bei pH 6 und
37 °C enzymatisch hydrolysiert, gefolgt von einem zweiten Verdauungsschritt unter
Verwendung von Phosphodiesterase | und alkalischer Phosphatase flr zwei Stunden
bei pH 8 und 37 °C. Die so vorbereiteten Proben werden dann in ein HPLC System
injiziert, das aus einer Uptisphere ODB C-18 Saule mit einem Innendurchmesser von
250 x 2 mm und einer PartikelgroRe von 5 um als stationarer Phase bestand. Als
mobile Phase wurde ein Acetonitril-Gradient in einer 2 mM wassrigen Ldosung von
Triethylammonium Acetat (TEAA) verwendet. Die analysierte DNA wurde mit einem
UV Detektor (260 nm) quantifiziert und dann direkt in ein API 3000 Elektronenspray
Dreifach-Quadropol Massenspektrometer mit negativer lonisierung Uberfuhrt. Durch
die Verwendung von Referenzverbindungen zur externen Kalibrierung, konnte unter
Verwendung der publizierten Methode das Ausmal der Lasionen in der extrahierten

DNA bestimmt werden 4 1%

4.2.12. Identifizierung von Photolyase-Cofaktoren mittels HPLC

Um die Cofaktoren zusatzlich zu den fluoreszenzspektroskopischen Analysen
genauer charakterisieren zu kdnnen, werden die Bestandteile des hitzedenaturierten
Proteins zunachst durch Zentrifugation entfernt um die Chromophore mit Hilfe einer
HPLC auftrennen und charakterisieren zu kdnnen. Als stationare Phase wird eine
Umkehrphasensaule (C-18) verwendet (s. 4.1.6). Als mobile Phase dient Methanol
mit 10 mM TEAA (pH 5,74). Die Trennung beginnt mit einem Verhaltnis 15:85, das
nach 5 min bei einer Flussrate von 1 mL/min zu 30:70 geandert wird (T = 20 °C).
Identifiziert werden die Proben mit Hilfe von UV-Vis-Detektion bei den Wellenlangen
220 nm, 447 nm und 360 nm (Abb. 29 und Abb. 30). Die Referenzen wurden mit Hilfe
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der unter 3.1.4 angegebenen Chemikalien hergestellt und vermessen. Anhand dieser

Referenzwerte kénnen nun die Cofaktoren der Photolyasen qualitativ identifiziert
werden.
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Abb. 29: Chromatogramm mit FAD Standard
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Abb. 30: Chromatogramm mit MTHF Standard
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4.2.13. UV/Vis-Spektroskopie

Alle verwendeten Klvetten hatten eine Schichtdicke von d = 1 cm. Alle Messungen
werden bei Raumtemperatur und Rotlicht durchgefuhrt. Die Spektren werden alle im
Wellenlangenbereich zwischen 250 nm und 800 nm mit einer Spaltbreite von 1 nm
sowie einem Abstandsintervall von 1 nm aufgenommen. Bei
Belichtungsexperimenten werden die Proben ausgehend vom Dunkelzustand (0
Minuten) mit einer Diode der entsprechenden Wellenlange (flr Spezifikationen der
LEDs, siehe 4.1.6) jeweils fur 5 min, +10 min, +15 min, +30 min und +60 min
belichtet, so dass sie insgesamt fur 120 min belichtet werden (dies gilt fur
Photolyasen; sollte die Photochemie in anderen Fallen schneller von statten gehen,
werden diese Zeiten entsprechend bis auf Sekundenintervalle verklrzt). Um
vergleichbare Werte fur die Belichtungskinetik zu erhalten, werden die Proben immer

im gleichen Abstand (12 cm) unter das Blaulichtdiodenarray gestellt.

4.2.14. Bestimmung der Lebenszeit der thermischen Riickkehr in den

Dunkelzustand

Nach Aufnahme der Belichtungskinetiken wird anschlielend die Lebenszeit der
thermischen Ruckkehr in den Dunkelzustand bestimmt. Dazu wird Uber einen
Zeitraum von 5 Stunden die Absorption des Proteins bei 450 nm bei konstanten
20 °C beobachtet. Die daraus entstehende Messkurve kann auf zwei verschiedene
Arten ausgewertet werden. Es besteht die Moglichkeit die Messung zu linearisieren,
in dem man den naturlichen Logarithmus auf die Absorptionsanderung anwendet.
Tragt man diesen gegen die Zeit auf (Gl. 6 und Gl. 7), so lasst sich aus dem Betrag
der Steigung der Geraden die Halbwertszeit berechnen '*'.

In(AA) =—-k-t+c

_ In(2)
t1/2 i

GL7
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Eine prazisere Methode ist die Bestimmung der Lebenszeit. Hierzu wird eine
exponentielle Ausgleichsfunktion durch die Messpunkte gelegt. Diese folgt der
allgemeinen Formel

y=A4;- et + Yo
Gl. 8
Hierbei stellt die Steigung der Funktion t die Lebenszeit fir den Zerfall des
Lichtzustands dar. Der Einfachheit halber und aus Vergleichbarkeitsgriinden, wurden

im Allgemeinen die Kinetiken monoexponentiell ausgewertet.

4.2.15. Fluoreszenzspektroskopie

Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren erfolgt im Dunkeln oder bei Rotlicht und bei
Raumtemperatur. Zum einen werden die nativen Photolyasen vermessen, zusatzlich
werden auch die denaturierten Proteine und damit die freigesetzten Chromophor-
und Antennenmolekule detektiert. Hierzu wird die zu vermessende Probe fur 10
Minuten bei 100°C denaturiert und anschlieRend fir 10 Minuten bei 13000 rpm
abzentrifugiert. Im Uberstand kann nun der freigesetzte Chromophor vermessen

werden.

Fur die Fluoreszenzmessungen wurde zunachst ein Absorptionsspektrum der Probe
aufgenommen und die jeweiligen Maxima  dieses  Spektrums als
Anregungswellenlange A, fur Aufnahme der Emissionsspekiren gewahilt.
Anschlieend werden anhand der Maxima der Emissionsspektren die
Emissionswellenlangen A der Anregungsspektren festgelegt. Gemessen wird stets
Uber den Bereich A,+20 nm bis 2-A4 fur die Emissionsspektren und von Ag/2 bis Ag-

20 nm fur die Anregungsspektren.

Tab. 4: Gerateeinstellungen des Fluoreszenzspektrometers

Parameter Emissionsspektrum Anregungsspektrum

Messwellenlangen [nm] Maxima des Maxima des
Absorptionsspektrums Emissionsspektrums

Intervall [nm] 1 1

Spaltbreite [nm] 5,10 5,10
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4.2.16. Fluoreszenz-Lebenszeit-Messung

Bei der Messung der Fluoreszenz-Lebenszeit wird die Probe mit einer LED bei einer
Wellenlange von 450 nm angeregt. Zum Startzeitpunkt der Messung wird eine
interne Zeitmessung gestartet und so die Zeitdifferenz zwischen der Anregung der
Probe und dem Auftreffen der durch die Fluoreszenz entstandenen Photonen am
Detektor bestimmt. Zunachst wird der Standard IRF-450 (interner Responsefaktor)
zur Kalibrierung des Systems vermessen, um die Totzeit und die
Hintergrundstreuung des Gerates zu ermitteln; diese Werte werden spater aus den
Messwerten  durch  einen internen  Algorithmus  herausgerechnet. Der
Kalibrierungsmessung folgt die Messung der Probe mit folgenden Parametern:

LED: PicoQuant PLS-8-2-095 (450 nm)

Range (ch/Kanal): 0 — 4095

Time Calibration: 0,012 ns/ch
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1. Photolyasen und Cryptochrome

Bei der in dieser Arbeit spektroskopisch und funktionell charakterisierten Photolyase
Ver3Phr handelt es sich um ein erst kurzlich entdecktes Protein aus einem
extremophilen Stamm. Dieser zu der Acinetobacter-Gruppe gehérende Stamm wurde
in einem Hochlandsee der Anden (HAAL) aus Umweltproben extrahiert und sein
Genom sequenziert. Das Genom gab Hinweise auf ein zweites, verwandtes Protein,
das zunachst als Ver3PL2 benannt wurde. Die Charakterisierung geht auf
vorhergehende Metagenomanalysen von Wasserproben der Laguna Verde zuruck.
Daher war es zunachst wichtig, eine in silico Charakterisierung durchzufihren und
anschlieBend diese als auch spektroskopische Untersuchungen sowie
Aktivitatsanalysen mit bereits bekannten und gut beschriebenen Photolyasen zu
vergleichen. Die Photolyase von E. coli bot sich daher fur diesen Zweck als

Vergleichsobjekt an.

5.1.1. In silico Charakterisierung der Photolyasen Ver3Phr und Ver3PL2
BLAST Analysen dienten dazu, die Zugehdrigkeit der Ver3 Photolyase zu der Klasse

der CPD | Photolyasen zu bestatigen und die jeweiligen Domanen grob zu
lokalisieren (Abb. 31). Fur das Photolyase-ahnliche Protein Ver3PL2 wurde eine
Zugehorigkeit zu den Cryptochromen gefunden (Abb. 32). Maligeblich fur die
Einordnung als Cryptochrom ist hierbei die C terminale Extension von Ver3PL2 im

Vergleich zu Ver3Phr.

3 176 205 470
DNA Photolyasedoméne FAD Bindedoméane

PhrB (Deoxyribodipyrimidin Photolyase

Abb. 31: Graphische Darstellung der Domanenstruktur der Ver3Phr auf der Grundlage von BLAST
Analysen "%,

5 227 507

DPRP Superfamilie FAD Bindedoméne

Photolyaseahnliches Protein

Abb. 32: Graphische Darstellung der Domanenstruktur der Ver3Phr auf der Grundlage von BLAST
Analysen. DPRP: Deoxyribodipyrimidin Photolyaseahnliches Protein 158
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Mit Hilfe der Sequenz und jeweils einem Vergleichsprotein als Vorlage konnten die in
silico Modelle von Ver3Phr (Abb. 33) und Ver3PL2 (Abb. 34) erstellt werden. Hierflr
wurde die software ,SWISS-MODEL* des Schweizer Instituts fur Bioinformatik ,SIB*

(http://swissmodel.expasy.org) verwendet. Die Enzyme, die als Vorlage dienen

sollten, wurden zunachst Uber Sequenzhomologien bestimmt. Dies ergab fur Ver3Phr
die Photolyase von Escherichia coli (EcPhr) und fir die Ver3PL2 das Cryptochrom
aus Rhodobacter sphaeroides (RsCryB) als jeweils am nachsten verwandte und
bereits charakterisierte Proteine. Des Weiteren konnte uUber Sequenzabgleiche
sichergestellt werden, dass die essentiellen Aminosauren fir die Interaktion mit dem
Cofaktor FAD und dem Antennenpigment MTHF sowie die drei Tryptophane der
Tryptophantriade in Ver3Phr identisch zu denen in EcPhr sind.

Abb. 33: Strukturmodell von Ver3Phr unter Verwendung der EcPhr (PDB ID: 1dnp) als Vorlage. Die fiir
CPD Klasse 1 Photolyasen typische Tryptophantriade ist oben links in blau dargestellt, die Kofaktoren
FAD in tiirkis und MTHF in violett.
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Abb. 34: Strukturmodell von Ver3PL2 mit RsCryB (PDB-ID: 3ZXS) als Vorlage. Der FAD Cofaktor ist in
violett, das 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin in tirkis und der vermutete FeS-Cluster in gelb/orange
(eingekreist).

5.1.2. UV/Vis Spektroskopie Ver3Phr

Das UV-Vis Spektrum der Photolyasen Ver3Phr (rot) im Vergleich zu dem der
Photolyase aus E. coli (EcPhr, blau) im unbelichteten Zustand zeigt Abb. 35. Man
erkennt fur EcPhr die lokalen Maxima bei 375 nm und 445 nm der MTHF- und FAD
Cofaktoren, wahrend fur Ver3Phr kaum Absorptionspeaks zu finden sind. Eine breite,
wenig ausgepragte Absorption, die auf der Streuung aufsitzt, mit maximalen
Absorptionen um 375 nm konnten dem Antennencofaktor MTHF zugewiesen werden
und eine leichte Erhéhung um 420 nm koénnte einen Hinweis auf ein reduziertes

Flavin geben.
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Abb. 35: Ausschnitt der Absorptionsspektren des unbelichteten Zustandes von Ver3Phr (rot) und EcPhr
(blau) mit 1 mM DTT; Inset: Gesamtspektrum.

Belichtung von Ver3Phr mit langwelligem Licht (470 nm) fuhrt zu einigen
spektroskopisch nachweisbaren Veranderungen (Abb. 36). Insgesamt nimmt die
Proteinabsorption um 280 nm ab, was auf Absorptionsveranderungen des Flavins
und des Cofaktors hindeutet. Zwischen 310 und 320 nm tritt mit zunehmender
Belichtungsdauer ein lokales Maximum auf, das allerdings nach UN Inkubation von
der insgesamt kurzwellig zunehmenden Absorption wieder Uberdeckt wird. Im
Bereich der Absorption der oxidierten Flavine (um 450 nm) sind allerdings auch nach
der UN Inkubation nur geringe Absorptionsanderungen zu erkennen, so dass man
vermuten kann, dass der Flavinchromophor in (halb)reduzierter Form vorliegt. Abb.
35 verdeutlicht insbesondere das lokale Absorptionsmaximum bei 425 nm, welches
auch nach 120 min mit 470 nm nur geringfigig gebleicht wird. Allerdings ist ein
isosbestischer Punkt bei 370 nm erkennbar, der auf eine vorhandene Photochemie

mit nur geringen Absorptionsanderungen hindeutet.
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Abb. 36: Belichtungskinetik (470 nm) von Ver3Phr in den angegebenen Intervallen;
Inset: Gesamtspektrum

Verwendet man allerdings kurzwelliges Licht (365 nm, Abb. 37), das bevorzugt den
Antennenchromophor anregt, so zeigt sich ein anderes Bild: Auch hier verbleibt die
geringe Absorption um 425 nm nahezu unverandert, wahrend sich ein isosbestischer
Punkt bei 338 nm ausbildet, einhergehend mit einem Absorptionsverlust im
langwelligen und einer entsprechenden Zunahme der Absorption im kurzwelligen
Bereich. Abb. 36 weist neben dem deutlich erkennbaren lokalen Maximum bei ca.
425 nm, welches durch die Belichtung mit 470 nm nur sehr schwach gebleicht wird.
Dieser ist im Vergleich zu der Belichtung mit 365 nm (vergleiche Abb. 37) um
ca. 30 nm blauverschoben. Die lokalen Maxima hingegen sind bei den gleichen

Wellenlangen zu finden.
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Abb. 37: Ausschnitt (300 — 500 nm) der Belichtungskinetik (365 nm) von Ver3Phr in den angegebenen
Intervallen; Inset: Gesamtspektrum.

5.1.3. Fluoreszenzspektroskopie

Nachfolgend wurde Ver3Phr auf seine Fluoreszenzeigenschaften getestet, um
genauere Aussagen zu den vorhandenen Chromophoren machen zu kdnnen.
Zunachst wurde mit einer Anregungswellenlange vom 440 nm der Bereich der
Flavinabsorption Uberpruft. Die Emissionsmaxima sowohl von Ver3Phr als auch (zum
Vergleich aufgenommen) von EcPhr zeigen eine deutliche Ubereinstimmung mit der
Emission des FAD Standards (Abb. 38). Dies wird dartber hinaus auch von den
entsprechenden Anregungsspektren gestutzt. Zu beachten ist, dass die Emission
von Ver3Phr im Vergleich zu EcPhr um 10 nm blauverschoben ist. Das

Anregungsmaximum von Ver3Phr hingegen ist um 15 nm rotverschoben.
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Abb. 38: Normierte Fluoreszenzspektren von Ver3Phr (rot), EcPhr (blau) und FAD in Lésung (gelb).
Emissionsspektren (L.x =440 nm) sind in durchgezogenen Linien angegeben, die Anregungsspektren
(Aem = 520 nm) in gleichen Farben mit gestrichelten Linien.
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Abb. 39: Normierte Emissionsspektren von Ver3Phr (rot), EcPhr (gelb) und MTHF in Lésung (griin);
hex =330 nm.

Nachfolgend wurde durch Verwendung von 330 nm bevorzugt der MTHF Cofaktor
angeregt (Abb. 39 und Abb. 40). Man erkennt deutlich die Emission des Cofaktors
mit Maximum um 400 nm, der damit als Komponente von Ver3Phr nachgewiesen
wird. Weiterhin zeigt sich wiederum eine geringe Emission fur oxidiertes Flavin im

Wellenlangenbereich um 520 nm. Bemerkenswert hierbei ist, dass das
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Emissionsmaximum von Ver3Phr im Vergleich mit EcPhr um 10 nm rotverschoben

ist.
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Abb. 40: Emissionsspektrum (rot) (Aex =330 nm) und Anregungsspektrum (blau) (hem =425 nm) von
Ver3Phr

5.1.4. Analyse der Cofaktoren von Ver3Phr und EcPhr mittels HPLC

Neben den spektroskopischen Nachweisen wurden versucht, die Chromophore
beider Photolyasen, Ver3Phr und EcPhr durch Extraktion und nachfolgende HPLC
nachzuweisen. Bei diesem Experiment werden allerdings, wie aus der Literatur zu
entnehmen ¥, die MTHF Cofaktoren zerstért. FAD (Abb. 41 und Abb. 42) konnte
sowohl in Proben der denaturierten Ver3Phr als auch vergleichend in der
denaturierten EcPhr einwandfrei mit Hilfe von HPLC Analysen und anschliel3ender
UV/Vis Spektroskopie der Peakfraktionen (siehe Anhang) nachgewiesen werden. Der
Vergleich mit Referenzsubstanzen (s. Abb. 41 und Abb. 42) ergab eine eindeutige
Ubereinstimmung auch beziglich der Elutionszeiten. MTHF konnte zwar als
Standard vermessen werden (siehe Abschnitt 4.2.12), fand sich jedoch, in Einklang

mit der Literatur, weder in den denaturierten Proben von Ver3Phr noch in EcPhr.
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Abb. 41: HPLC Chromatogramm der denaturierten Ver3Phr. FAD wurde bei einer Laufzeit von 4,9 min
detektiert, Riboflavin (RF) bei 6,9 min.
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Abb. 42: HPLC Chromatogramm der denaturierten EcPhr. FAD wurde bei einer Laufzeit von 4,9 min
detektiert.
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5.1.5. Qualitative UV-Uberlebens-Assays

Neben den analytischen Experimenten zur genaueren Charakterisierung der
Photolyase Ver3Phr wurde auch der Herkunftsstamm (Acinetobacter Ver3) auf seine
Photo-Reparatur-Eigenschaften getestet. Hierfur wurden die Proben, UVs (5 min
UVB Bestrahlung und anschlieBend direkte Weiterverarbeitung), PR (5 min UVB mit
anschliefenden 120 min Photoreparatur) und DR (5 min UVB mit anschlieRenden
120 min im Dunkeln) sowie die Kontrollen Ty, Ts, und T425 wurden wie in Kapitel
4.2.9 beschrieben hergestellt und behandelt. Bei mit T bezeichneten Proben gibt der
Index die Zahl an Minuten an, die die Bakterien im Dunkeln inkubiert wurden, um
diese so mit den Proben nach UV- Bestrahlung vergleichen zu kénnen. Nach der UN-
Inkubation der Platten wurden Fotos gemacht und die Anzahl der Kolonien nach
Moglichkeit bestimmt, oder ein hohes (,unzahlbares®) bzw. kein Wachstum
festgestellt. Diese Untersuchungsmethode der UV Resistenzen bietet aufgrund der
Schwierigkeiten beim Zahlen der Kolonien keine sehr hohe Genauigkeit und dient

daher lediglich zu einer qualitativen Einordnung der Stamme.

10" 102 10* 10 10

Ts

Ts

Abb. 43: Verdiinnungsreihe von 10" -10° (von links nach rechts) des Kontrollstamms KY1056 nach 0 min
(To, Reihe eins und zwei) und 5 min UV-Bestrahlung (Ts, Reihe drei und vier) unter Lichtausschluss.

Abb. 43 zeigt sehr deutlich die Schwierigkeiten des Auszahlens der Kolonien auf. Bei
Proben dieser Art wurden nur die zahlbaren Verdunnungsschritte in die spatere
graphische Darstellung Ubernommen. Erlauterungen zu den Stammen fur dieses und
das qualitative UV-Assay sowie fur die Dimer-Analyse mittels HPLC-MS/MS sind

Tab. 2 in Kapitel 4.1.1 zu entnehmen.
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Abb. 44: Verdiinnungsreihe von 10" -10° (von links nach rechts) des Kontrollstamms KY1056 nach 5 min
UV Bestrahlung und 120 min Photoreparatur unter WeiBlicht (PR, oberen beiden Reihen), bzw. nur mit
Dunkelreparatur (DR, unten)

Abb. 43 und Abb. 44 wurden stellvertretend ausgewahlt, um anhand der
Koloniebildung des Kontrollstammes KY1056 die verschiedenen Auswirkungen durch
UVB Bestrahlung auf das Wachstum der Bakterien zu veranschaulichen. Die
Rohdaten der UV Experimente, die exemplarisch in Abb. 43 und Abb. 44 dargestellt
sind, werden im Folgenden aufbereitet in Diagrammen dargestellt. Hierzu werden die
nicht mit UV Licht bestrahlten Proben Ty, Ts, T125 als Referenzwerte fur die Proben
UVs sowie PR und DR herangezogen (Indizes geben die Dauer der Inkubation in
Minuten an, UVs: 5 min. Bestrahlung mit UV-B Licht, PR: Photoreparatur, DR:
Dunkelreparatur, T,: Referenzproben ohne Behandlung). Ty gilt hierbei als
Standardwert fur 100 % Wachstum.

1 1
0,8 0,8
mTO0 mT0
0,6 0,6
muUVv5 muv5
0,4 E PR 0,4 E PR
0,2 DR 1 0,2 DR
0 0
rel. Wachstum rel. Wachstum

Abb. 45: Qualitative Bestimmung des relativen Wachstums des Stammes KY1056 (links) und des
Stammes KY1225 (rechts) nach den angegebenen Behandlungsschritten.

Um die Photolyaseaktivitat von ausschlieldlich Ver3Phr und EcPhr unter besser

definierten Bedingungen untersuchen und vergleichen zu kdnnen, wurden die
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Enzyme in E. coli heterolog exprimiert. Hierfir wurden KY1056 und KY1225 als
Kontrollstamme herangezogen. Dabei basiert KY1225 auf dem Wildtyp KY1056. Der
Unterschied besteht darin, dass in KY1225 die native Photolyase von E. coli durch
eine knock-out Mutante entfernt wurde. Dies zeigt sich in Abb. 45 sehr deutlich durch
das nicht vorhandene Wachstum von KY1225 nach UV Bestrahlung und
anschlieender Photoreparatur (PR). Im Gegensatz zu KY1225 ist der Wildtyp
KY1056 zu einer Erholung nach Photoreparatur in der Lage. Nach alleiniger UV
Behandlung ohne anschlielende Reparaturmoglichkeit (UVs) oder nach
Dunkelreparatur sind hingegen beide Stamme nicht in der Lage zu Uberleben. Alle
weiteren Angaben bezuglich dieser und anderer verwendeter Stamme im Zuge der

UV Untersuchungen sind Tab. 2 in Abschnitt 4.1.1 zu entnehmen.

Zusatzlich zu der Entfernung der nativen Photolyase aus E.coli wurde in den Stamm
KY1225 das Plasmid pREP4 eingefugt. Dieses codiert das Repressorprotein Lacl,
welches das Lac Operon und damit die Expression des Zielproteins hemmt, bis eine
Verdrangung des Repressors durch IPTG eintritt, woraufhin die Photolyase

exprimiert wird.

Dies wird in Abb. 46 verdeutlicht. Sie zeigt das relative Wachstum des Stammes
KY1225 pREP4, der mit einem Ver3Phr codierenden Plasmid transformiert wurde.
Dieser zeigt zwar nach ausschliellicher funfminutiger Bestrahlung mit UVB (UV5s)
kein Wachstum, daflr hingegen nach Photorepair ein deutlich erhéhtes und nach
Dunkelreparatur ein etwas schwacheres Wachstum. Da die Proben fur UVs kein
Wachstum zeigten, konnten in diesem Fall keine relative Erholung nach der Photo-

bzw. Dunkelreparatur ermittelt werden.

1

0,8
=70
0,6
mUV5
04 m PR
0.2 DR

0
rel. Wachstum

Abb. 46: Qualitative Bestimmung des relativen Wachstums des Stammes KY1225 pREP4 pQE60Ver3Phr
nach den angegebenen Behandlungsschritten.
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Der Effekt der induzierbaren heterologen Expression der E. coli Photolyase im
Vergleich zur Expression von Ver3Phr unter ansonsten gleichen Bedingungen wird in
Abb. 47 deutlich. Man erkennt das relative Wachstum und die relative Erholung nach
funf Minuten UV Behandlung von EcPhr-tragenden Zellen. Hierbei zeigt sich, dass
das relative Wachstum nach Photoreparatur geringfiigig niedriger ist als bei Ver3Phr-
tragenden Zellen (vgl. Abb. 46). Auf der anderen Seite ist das Wachstum bei EcPhr
besser als bei Ver3Phr, wenn man den Zellen nach UV Bestrahlung lediglich die
Maoglichkeit zur Dunkelreparatur bietet. Zu bemerken ist allerdings, dass Ver3Phr
nach volliger Abtétung durch UV Bestrahlung (ohne die Moglichkeit der DNA
Reparatur) nach einer Photoreparatur einen weit hoheren Wert als EcPhr erreicht.

Dagegen fallt der Unterschied vor und nach der Photoreparatur deutlich geringer

aus.
1
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Abb. 47: Qualitative Bestimmung des relativen Wachstums des Stammes KY1225 pREP4 pQEG60EcPhr
nach den angegebenen Behandlungsschritten.

5.1.6. Quantitative UV-Uberlebens-Assays

Die vorhergehenden Untersuchungen wurden durch weitergehende quantitative
Assays erganzt. Um die Beeintrachtigung des Wachstums der einzelnen Stamme
durch UV Bestrahlung praziser quantifizieren zu kénnen, wurden sie wie in Kapitel
4.2.10 beschrieben behandelt und die Uberlebenden Kolonien am folgenden Tag
gezahlt (Abb. 48).
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Abb. 48: Relative Uberlebensrate nach ausschlieBlich 5 Minuten UVB Bestrahlung (UVs), und mit
anschlieBenden 120 Minuten Belichtung mit weiBem Licht und damit der Méglichkeit der Photoreparatur
(PR) sowie abgedunkelter Vergleichsproben (DR).

Es zeigt sich deutlich, dass lediglich Zellen mit eingeflgter EcPhr in der Lage waren,
die UVs Behandlung ohne anschlieBende Mdoglichkeit der Photo- oder
Dunkelreparatur zu Uberleben. Nach 120-minutiger Photoreparatur zeigen mit
Ver3Phr ausgestattete Zellen die hdchste Uberlebensrate von ca. 85%. EcPhr
scheint hingegen eine effizientere Dunkelreparatur zu besitzen, da entsprechende
Proben eine 80-prozentige Uberlebensrate ergaben. Die Kontrollstamme zeigten wie
erwartet keinerlei Wachstum. Lediglich der Wildtyp KY1056 zeigte
Photoreparaturaktivitat, die auf die in E. coli vorhandene native Photolyase
zurUckzuflhren ist. Diese wurde in dem Stamm KY1225 durch eine Knock Out
Mutation entfernt. Alle weiteren Stdmme, so auch die mit EcPhr oder Ver3Phr
versehenen, basieren auf KY1225 mit dem Plasmid pREP4. Nahere Informationen zu
den verwendeten Stammen und Plasmiden sind Tab. 2 zu enthehmen. Die DNA aus
allen Proben wurde im Anschluss an die Behandlungen extrahiert und wie in
Abschnitt 4.2.11 beschrieben untersucht.
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5.1.7. Photoproduktanalyse mittels HPLC-ESI-MS/MS

Dieser Teil der Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Thierry Douki und Jean Cadet
am Laboratoire ,Lésions des Acides Nucléiques® in Grenoble wie in Kapitel 4.2.11
beschrieben durchgeflhrt. Hier bestand die Mdglichkeit, mittels einer HPLC-MS

Kombination die Anzahl an Thymidin-Dimeren pro 10° Basen genau zu bestimmen.
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Abb. 49: Anzahl der CPD Photoprodukte in den Photolyase exprimierenden Stammen (Ver3Phr und
EcPhr), im Vergleich mit den untransformierten Kontrollstimmen KY1225 (phr) und KY1056 (phr’) nach 5
min UVB Bestrahlung (UVs). Die Anzahl der Lasionen wird pro 10° Basen der extrahierten DNA
angegeben.

In der Gegenuberstellung zeigt sich, dass die verschiedenen Arten von Lasionen
nicht in gleichen Mengen entstehen. Wie in der Literatur beschrieben "4, bilden in
jedem Stamm die TT-CPDs den gréfdten Anteil an der Gesamtheit der Lasionen
darstellen. Genauer entstehen die Photoprodukte in absteigender Reihenfolge
TT > TC >CT > CC (T: Thymin, C: Cytosin) "*°. Deutliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Stammen finden sich auch in der Anzahl der Lasionen (Abb. 49). Wie
zu erwarten, weisen die Kontrollstamme KY1225 und KY1056 mit jeweils ca. 219
bzw. 236 Lasionen pro 10° Basen die meisten CPDs auf. Fiir Ver3Phr findet man im
Vergleich zu KY1225 58% weniger Lasionen, flr EcPhr sind es sogar 90 % weniger.
Ausfuhrliche Informationen bezlglich der einzelnen Stamme sind Tab. 2 in Kapitel

4.1.1 zu entnehmen.

Die Qualitat der HPLC-MS Methode Lasionen nach UV-Belichtung nachzuweisen,
erlaubte es auch, mit hoher Prazision die Reparaturfahigkeit der verschiedenen
Bakterienstamme quantitativ zu bestimmen (Abb. 50). Hier wird der Prozentsatz an

verbleibenden Lasionen aus der UV-Belichtung nach Photo- oder Dunkelrepair
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dargestellt, d.h., hohe Prozentzahlen weisen auf geringe Reparaturfahigkeit hin. Man
erkennt eindrucksvoll die Effizienz der Photo- und Dunkelreparatur der einzelnen
Stamme. So zeigen die Kontrollstamme fast keine Dunkelreparatur und lediglich
KY1056 weist eine Reduzierung der Lasionen nach Photoreparatur durch seine
native Photolyase auf. Deutliche Unterschiede sind auch zwischen den Ver3Phr und
EcPhr exprimierenden Stammen zu erkennen. So erreicht Ver3Phr mit einer
Reduzierung der Lasionen um 81 % die hochste Effizienz der Photoreparatur. Im
Vergleich dazu vermag EcPhr durch Photoreparatur die Lasionen nur um 15 %

verringern, zeigt aber andererseits eine effizientere Dunkelreparatur.

100 -+
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KY1225 KY1056 Ver3Phr EcPhr

Abb. 50: Relative Anzahl der verbleibenden Lasionen nach Photoreparatur (PR) und Dunkelreparatur (DR)
in den jeweiligen transformierten Stammen und Kontrollstammen im Vergleich mit UVs.

Schlisselt man die CPDs nun nach Art der Lasionen auf (Abb. 51), so zeigt sich,
dass Ver3Phr bei allen CPDs mindestens 50 % der Lasionen entfernen kann und
dabei vor allem bei Thymidin-haltigen CPDs, speziell TT- und TC-Dimeren am
effizientesten ist. EcPhr ist hingegen nur in der Lage, etwa 35 % der Lasionen zu

entfernen.
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Abb. 51: Aufschliisselung der in Abb. 50 dargestellten Photoreparatur (PR) nach Art der CPDs fiir Ver3Phr
und EcPhr.

Betrachtet man die gleiche Aufschllsselung fur die Dunkelreparatur, so zeigt sich fur
Ver3Phr eine ahnliche Verteilung der Effizienz. Diese ist allerdings, wie auch schon
Abb. 50 zu entnehmen, insgesamt deutlich geringer als die der Photoreparatur.
Bemerkenswert ist jedoch, dass Ver3Phr beziglich der am haufigsten auftretenden
TT-Dimere auch in der Dunkelreparatur effizienter in deren Beseitigung ist als EcPhr.
Ansonsten weist EcPhr eine insgesamt hohere Effizienz der Dunkelreparatur auf,

speziell bei heterogenen Dimeren mit einer Reduzierung von mindestens je 62 %.
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Abb. 52: Aufschliisselung der in Abb. 50 dargestellten Dunkelreparatur (DR) nach Art der CPDs fiir
Ver3Phr und EcPhr.
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5.1.8. Das Cryptochrom Ver3PL2

Dieses ursprunglich als Ver3PL2 charakterisiertes Protein zeigt Eigenschaften,
insbesondere die Anwesenheit einer C-terminalen Extension (Abb. 34), die es eher
als Cryptochrom einstufen lassen. Auch hier wird spektroskopisch der Nachweis auf
vorhandene Chromophore gefuhrt. Allerdings erlaubten Instabilitdt und geringe

Expressionsausbeute keine detaillierteren Untersuchungen.

5.1.8.1. UV/Vis Spektroskopie des Photolyase ahnlichen Proteins Ver3PL2

Im Folgenden werden die Effekte von unterschiedlichen Wellenlangen und
Reduktionsmitteln auf die Absorption von Ver3PL2 untersucht. Bei einer einfachen
Belichtung von Ver3PL2 mit 470 nm ohne Reduktionsmittel zeigt sich selbst nach
120 min nur eine sehr geringfiigige Anderung der Absorption (Abb. 53). Das
Differenzspektrum mit nur marginalen Absorptionséanderungen zeigt jedoch eine
Bleichung in einem weiten Wellenlangenbereich von 380 —-800 nm mit einer
maximalen Auslenkung um 500 nm. Andererseits konnte man eine leichte Erh6hung

der Absorption um 320 nm erkennen.

1,4

Abs.

——O0min

——120 min

2 [nm]

250 350 450 550 650 750

2 [nm]

Abb. 53: Belichtungskinetik von Ver3PL2 mit 470 nm in den angegebenen Intervallen ohne DTT. Die
Spektren nq_ch 5, 15, 30 und 60 min sind um einer besseren Ubersichtlichkeit willen und aufgrund der
geringeren Anderungen nicht aufgefiihrt; Inset: Differenzspektrum.
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FUhrt man die Belichtungen in Gegenwart des Reduktionsmittels DTT durch (50 bzw.
150 mM, Abb. 54 und Abb. 55), pragt sich eine Absorption um 320 nm starker aus.

Allerdings fuhrt die Dauer der Belichtung mit 470 nm kaum zu einer

Absorptionsanderung.
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» .
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0,0
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Abb. 54: Belichtungskinetik von Ver3PL2 mit 470 nm in den angegebenen Intervallen und unter Zusatz
von 50 mM DTT.

Abs.

250 350 450 550 650 750
A [nm]

Abb. 55: Belichtungskinetik von Ver3PL2 mit 470 nm in den angegebenen Intervallen und unter Zusatz
von 150 mM DTT.

Auch eine Anderung der Belichtungswellenlange zu 365 nm, die bevorzugt den
Antennen-Cofaktor anregen wirde, fuhrt ohne Zusatz an Reduktionsmittel (DTT) nur
zu geringen, nicht systematischen Absorptionsanderungen, die keinerlei

Ruckschlisse auf photochemisch aktive Komponenten erlauben.
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Abb. 56: Belichtungskinetik von Ver3PL2 mit 365 nm in den angegebenen Intervallen ohne DTT.

In Anwesenheit von 50 mM DTT (Abb. 57) bildet sich nach einer Bestrahlung mit
365 nm ein lokales Maximum bei 380 nm aus, welches jeweils nach Inkubation Uber
Nacht (UN) sichtbar absinkt, wohingegen ein neues, schwach ausgepragtes

Maximum bei 450 nm entsteht.
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Abb. 57: Belichtungskinetik von Ver3PL2 mit 365 nm in den angegebenen Intervallen und unter Zusatz
von 50 mM DTT.
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Die Einwirkung des Reduktionsmittels DTT fuhrte zu Veranderungen der Absorption
in den Belichtungsexperimenten. Entsprechend wurde die Rolle von DTT durch
Zugabe unterschiedlicher Mengen auf die Absorption von Ver3PL2 im Dunkeln
gepruft (Abb. 58). Man findet einen stetigen Anstieg der Streuung, die damit auch
das lokale Maximum bei 320 nm erhdht. Damit geht einher, dass die Struktur dieser

Absorptionsschulter allmahlich verschwindet.
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Abb. 58: Absorptionsspektren von Ver3PL2 bei verschiedenen DTT-Konzentrationen.

5.1.8.2. Fluoreszenzspektroskopie von Ver3PL2

Trotz der nur geringen Informationen, die aus den Absorptionsspektren nach
verschiedenen Belichtungen und Zugabe von DTT erhalten wurden, wurde versucht,
mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie Aussagen Uuber die Anwesenheit
verschiedener Chromophore zu erzielen (Abb. 59). Sowohl Emissions- als auch
Anregungsspektrumvon Ver3PL2 zeigen Charakteristika eines FAD Cofaktors.
Interessanterweise ist die Emission von Ver3PL2 im Vergleich zu dem als Referenz

verwendeten freien FAD in Pufferldésung um ca. 10 nm blauverschoben.
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Abb. 59: Normierte Fluoreszenzspektren von Ver3PL2. Das Emissionsspektrum (Aex =450 nm) von
Ver3PL2 (rot) ist vergleichend mit dem Emissionsspektrum von FAD in Losung (gelb) bei der gleichen
Anregungswellenlange dargestellt. Das Anregungsspektrum von Ver3PL2 (hem =520 nm) ist in blau
dargestellt.

5.1.9. Diskussion: Photolyasen und Cryptochrome

Mit Hilfe verschiedener in silico Instrumente wie Sequenz-Alignment-Tools, BLAST
und Strukturvorhersage-Algorythmen konnte ein gutes theoretisches Bild von den
Photolyasen erstellt werden, um die danach folgenden Messungen auszurichten.
Diese Untersuchungen und Abgleiche mit bekannten Photolyasen waren wichtig, um
Art und Beschaffenheit der Cofaktoren einzugrenzen. Daruber hinaus tragen 3D-
Strukturvorhersagen dazu bei, die Mechanismen dieser Enzyme besser zu verstehen
und in spateren Arbeiten folgende Kristallisationsversuche einfacher zu gestalten. Im
Vergleich zu frilheren Arbeiten an diesen Proteinen konnten Uberexprimierung und
Aufreinigung der Photolyasen erheblich verbessert werden. Dies hatte natirlich auch
einen positiven Effekt auf die folgenden Messungen und daraus resultierenden
Ergebnisse. Einen erheblichen Einfluss auf die Proteinqualitat nach der Aufreinigung
mittels  der IMAC-Methode hatte @ die = Anpassung der einzelnen
Imidazolkonzentrationen bei der Eluierung. Dies flhrte dazu, dass sowohl die
Quantitat als auch die Qualitat zunahm. So war es zum Beispiel mdglich, die
Cofaktoren FAD (Abb. 38) und MTHF (Abb. 39 und Abb. 40) mittels
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Fluoreszenzspektroskopie  eindeutig zu identifizieren. Das um 10 nm
blauverschobenen Emissionsspektrum und das um 15 nm rotverschobenen
Anregungsspektrum lassen zudem auf eine weniger polare Umgebung des FAD in
der Bindedomane von Ver3Phr im Vergleich zu der Situation in EcPhr schlie3en.
Daruber hinaus konnte FAD mittels HPLC eindeutig als Chromophor in Ver3Phr
nachgewiesen werden. Eine eindeutige Zuordnung des MTHF Cofaktors mit dieser
Methode war leider nicht mdglich. Fragmente mit kurzerer Retentionszeiten und
einem charakteristischen Absorptionsspektrum lassen hingegen darauf schlie3en,
dass das MTHF mdoglicherweise bei der Denaturierung und der Freisetzung der
Cofaktoren aus dem Protein zumindest teilweise zerstort bzw. abgebaut wurde. Dafur
spricht ein Chromatographiepeak mit einer Retentionszeit von 2,95 min mit -fur beide
Photolyasen- einem Absorptionsmaximum unter 300 nm. Auflierdem Ilasst der
isosbestische Punkt bei 338 nm diesen Ruckschluss zu, da in diesem Bereich sowohl
FAD als auch MTHF absorbieren. Da jedoch MTHF in groRerem Male bei 330 nm
absorbiert, konnte dieser Befund dafur sprechen, dass sich durch die Belichtung die
Beschaffenheit des Antennen-Cofaktors verandert hat '®°. Die Prasenz dieser beiden
Cofaktoren kann des Weiteren auch durch Absorptionsspektroskopie bestatigt
werden. Basierend auf dem Absorptionsspektrums von Ver3Phr, wie in Abb. 35
dargestellt, kann im Gegensatz zur Photolyase aus E. coli auch nach langerer
Dunkelinkubation an Luft von einem reduzierten Flavin ausgegangen werden. Ein
solches absorbiert nur sehr geringflgig im sichtbaren Bereich, aber vornehmlich im
ultravioletten Teil des Lichtspektrums . Dieser Unterschied zu Photolyasen, die
vornehmlich auf der Hohe des Meeresspiegels vorkommen (Vergleichsprotein
EcPhr), lasst sich moglicherweise mit dem erhohten UV Index des nativen
Lebensraumes des Acinetobacter sp. Ver3 in Verbindung bringen. So zeigt EcPhr im
Gegensatz zu Ver3Phr charakteristische Merkmale eines neutralen Flavins, wie auch

in der Literatur beschrieben 1'% 114

. Bei diversen Belichtungsexperimenten mit
365 nm und 470 nm, trat bei Ver3Phr lediglich eine marginale spektroskopische
Veranderung ein. Dennoch waren bei beiden Belichtungskinetiken jeweils
isosbestische Punkte bei 370 nm bzw. 338 nm festzustellen. Da FAD bei 370 nm
eines seiner Absorptionsmaxima besitzt, konnte der isosbestische Punkt an dieser
Stelle darauf hinweisen, dass das Flavin durch die Belichtung weiter reduziert wird
und anschlieBend im Dunkeln anteilig wieder in den Grundzustand zurtickkehrt. Dass

dieser isosbestische Punkt durch eine kurzerwellige Belichtung im ultravioletten
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Bereich bei 338 nm erscheint, konnte auf eine effizientere Photoreduzierung durch
ultraviolettes Licht zurtckzufihren sein. Eine hdhere Effizienz der Photoreparatur von
Ver3Phr im Vergleich zu EcPhr lasst sich auch durch die durchgefihrten in vivo
Untersuchungen zur Schadigung bzw. Uberlebensrate verifizieren. Hier zeigen
insbesondere Abb. 46 und Abb. 47 im Vergleich, dass die Anzahl der Uberlebenden
Zellen bei Expression von Ver3Phr deutlich hoher ist als im Fall der heterologen
Expression des E. coli Enzyms EcPhr. In diesem Zusammenhang ist vor allem zu
beachten, dass Ver3Phr-transformierte E. coli Zellen kein bzw. nur ein sehr geringes
Wachstum unter UV-Belichtung zeigen (Abb. 62), wohingegen der Acinetobacter sp.
Ver3 Wildtyp fast keinerlei Beeintrachtigung durch eine aquivalente UVB Bestrahlung

erleidet.
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Abb. 60: Vergleich der Lasionen nach 5 Minuten UVB Bestrahlung der entsprechenden Stamme.

Gegenuber Abb. 49 wird hier (Abb. 60) auch der Wildtyp Acinetobacter sp. Ver3
gezeigt (Ver3 WT), der eine bemerkenswert hohe Menge an Lasionen erfahrt, aber

(s.0.) gleichfalls Uber eine extrem effiziente Reparatureffizienz verflgt.
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Abb. 61: Vergleich der iiberlebenden Zellen nach 5 Minuten UVB Behandlung (jeweils die oberen zwei
Reihen) mit 120 Minuten im Dunkeln (jeweils die unteren beiden Reihen), von Ver3Phr-transferierten
E. coli Zellen (links) und dem Acinetobacter sp- Ver3 Wildtyp (rechts).

So hat der Wildtyp mit ca. 470% Lasionen pro 10° Basen im Vergleich zu
transformierten E. coli Zellen dennoch eine deutlich héhere Uberlebensrate. Es muss
also davon ausgegangen werden, dass neben Ver3Phr noch relevante andere
Mechanismen und Enzyme flr eine Resistenz gegen derartig hohe UV Belastungen,
wie sie auf den Hochplateaus der Anden herrschen, noétig sind. Dies wird besonders
deutlich, wenn man die Anzahl der Lasionen nach finf Minuten UVB Bestrahlung der
einzelnen Stdmme vergleicht. Auch hier zeigt Ver3Phr einen starken Unterschied mit
einer deutlich effizienteren Photoreparatur und einer wesentlich ineffizienteren
Dunkelreparatur. Mdglicherweise ist diese Beobachtung auf die hohe Lichtintensitat,
insbesondere angereichert mit kurzen Wellenlangen im naturlichen Habitat,
zuruckzufuhren. Betrachtet man die Photoreparatur, aufgeschlisselt nach der Art der
verbleibenden Lasionen, so zeigt sich, dass nach Photoreparatur Ver3Phr TC-
(ca. 10% verbleibend) und TT CPDs (ca. 16 % verbleibend) am effizientesten
reparieren kann, die beiden ubrigen Nukleotiddimere, CT mit ca. 32 % und CC mit
ca. 47% verbleibend, werden deutlich weniger gut erkannt und repariert. EcPhr
hingegen zeigt hier ein eher homogenes Reparaturbild mit ca. 70-75%

verbleibenden Lasionen.

Eine vergleichbare Betrachtung bezlglich der Dunkelreparatur zeigt, dass zwar
Ver3Phr hier im allgemeinen ineffizienter ist, dennoch aber in der Lage ist, TT und
CT CPDs um mindestens 30 % auf 65 % und 68 % verbleibende Lasionen zu
reduzieren (in gleicher Reihenfolge). EcPhr zeigt sich hier mit einer Reduzierung der
Lasionen auf verbleibende 38 % und 35 % vornehmlich bei TC und CT CPDs am
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effizientesten. CC CPDs hingegen werden durch das E. coli Enzym so gut wie gar
nicht behoben. Bedenkt man nun, dass TT CPDs die haufigste Lasionsart bei

Einstrahlung von ultraviolettem Licht ist ''?

, so folgt daraus, dass der Wildtyp
Acinetobacter sp. Ver3 sich aufgrund der enormen Anzahl an DNA Schaden durch
UV Strahlung auf eine effizientere Reparatur bei Licht sowie auf die am haufigsten

auftretenden Schaden optimiert hat, um sein Uberleben zu sichern.

Zu dem komplexen Geflige des UV Resistoms kdnnte unter anderem auch das
Photolyase-ahnliche (photolyase like) Protein Ver3PL2 gehodren. In silico
Voruntersuchungen zeigten neben einer FAD Bindedomane auch eine
Desoxyribodipyrimidin  Photolyase-dhnliche Domane sowie eine C-terminale
Extension. Diese Charakteristika lassen darauf schlieen, dass es sich bei Ver3PL2
um ein Cryptochrom handelt 1. Dies wird darliber hinaus durch eine sequenzielle
Ahnlichkeit mit dem Cryptochrom RsCryB aus Rhodobacter sphaeroides gestiitzt.
Diese Ahnlichkeit beinhaltet zudem drei Cysteine (C438, C441 und C454), welche in
RsCryB einen Eisenschwefelcluster ausbilden *. Der FAD Cofaktor konnte (Abb. 59)
durch Fluoreszenzspektroskopie nachgewiesen werden. Durch eine Belichtung mit
470 nm (Anregung evtl. vorhandenen oxidierten Flavins) lasst sich jedoch kaum eine
Absorptionsveranderung nachweisen. Die zwar schwache, breite Bleichung uber
einen Bereich von 375 — 750 nm konnte auf eine photoinduzierte Reduzierung des
Flavins vom semireduzierten FAD im unbelichteten Zustand hin zu einem vollstandig
reduzierten Hydrochinon hindeuten. Durch die Zugabe von DTT in ansteigenden
Konzentrationen zeigt sich eine ahnliche Reduzierung der Absorption in diesem
Bereich und ein Anstieg bei 350 nm, was dem Absorptionsbereich eines vollstandig
reduzierten FAD entspricht. Diese Beobachtungen decken sich unter anderem mit
denen eines Photolyase-ahnlichen Proteins aus Agrobacterium tumefaciens, welches

neben einem Eisenschwefelcluster ebenfalls tiber einen FAD Cofaktor verfugt .
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5.2. LOV-GAF-Fusionsprotein

Wie anfangs besprochen, wurde in Anlehnung an den in Photolyasen und

Cryptochromen  vorhandenen Energietransfer ~ zwischen ~ Antenne  und
Flavinchromophor ein kinstliches Protein hergestellt, das aus der nativen LOV
Domane aus BsYtvA und der nativen GAF3 Domane aus SIr1393 zusammengesetzt
ist (Abb. 62 und Abb. 63). Dieses Protein diente dem Versuch, mit definierten
Chromophor-Doméanen den Energietransfer zwischen einer LOV- und einer Bilin-
bindenden GAF-Domane quantitativ zu studieren. Die Sequenzen der Domanen
blieben dabei unverandert. Neben der Wildtyp-LOV Doméne wurde allerdings
bevorzugt mit der ebenfalls erzeugten Mutante C62S gearbeitet, da hierdurch der
Photozyklus unterbrochen wird und diese Mutante im Gegensatz zum Wildtyp eine
konstitutive Fluoreszenz aufweist. Verbunden wurden die beiden Domanen durch
einen flexiblen Linker. Dieser Linker wurde bewusst mit hauptsachlich kleinen und
polaren Aminosauren gestaltet, um seine Flexibilitat und Ldslichkeit zu erhdhen und
die Auspragung einer starken Sekundarstruktur zu verhindern %% %% Die

Gesamtsequenz des Fusionsproteins ist in Abb. 62 dargestellt.

5.2.1. In silico Arbeiten

MASFQSFGIP GQLEVIKKAL DHVRVGVVIT DPALEDNPIV YVNQGEFVOMT 50
GYETEEILGK NSRFLQGKHT DPAEVDNIRT ALONKEPVTV QIQNYKKDGT 100
MFWNELNIDP MEIEDKTYFV GIQNDITKQK EYEKLLEDSL TEITALGGGS 150
TGSTTGSGEF GGMLONIFRA TSDEVRHLLS CDRVLVYREN PDWSGEFIHE 200
SVAQMWEPLK DLONNFPLWQ DTYLQENEGG RYRNHESLAV GDVETAGFTD 250
CHLDNLRRFE IRAFLTVPVFE VGEQLWGLLG AYQNGAPRHW QAREIHLLHQ 300
IANQLGVAVY OQAQLLARFOQI 320

Abb. 62: Aminosauresequenz des synthetisch hergestellten LOV-GAF_C62S Fusionsproteins. Die
Mutation C62S ist durch Fettdruck hervorgehoben. Die LOV-Domaéne (gelb) wird durch einen flexiblen
Linker in random coil Struktur (grau) mit der GAF3 Domane (tuirkis) verbunden.

Die native LOV Domane des Blaulichtrezeptors YtvA aus Bacillus subtilis besitzt das
fur LOV Domanen charakteristische Cystein, welches durch Belichtung den
Chromophor kovalent bindet. Die Mutation C62S in der LOV Domane wurde wie in
Abschnitt 4.2.3 beschrieben eingefugt, um den Photozyklus der LOV Domane zu
unterbinden, so dass die LOV Doméane dauerhaft im nicht belichteten und damit

im Weiteren auch
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ausschlieBlich diese Mutante verwendet. Insgesamt hat das Fusionsprotein eine
Groke von 38,5 kDa, einen theoretischen pl=54 sowie einen

Extinktionskoeffizienten von gog9 = 47962,5.

Durch  GroRenausschlusschromatographie wurde nachgewiesen, dass das
Fusionsprotein in Losung als Dimer vorliegt (Abb. 64). Dies deckt sich auch mit
Veroffentlichungen des Photorezeptors YtvA, dessen LOV Domane fur das

Fusionsprotein als Basis diente “°.

1 25 126 164 320

LOV Domaéne (PAS Superfamilie) | 1393GAF3 Doméne

Abb. 63: Graphische Darstellung der Domanenstruktur des LOV-GAF Fusionsprotein durch Auswertung
einer BLAST Analyse 198
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Abb. 64: GroBenausschlussdiagramm des Fusionsproteins.
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5.2.2. Spektroskopie

Die spektroskopischen Eigenschaften der einzelnen Domanen blieben durch die
Fusion weitestgehend erhalten. So zeigten sowohl die LOV Domane im
Wildtypzustand (ohne C62S Mutation) als auch die GAF3 Domane eine regulare

Photochemie und die bekannten Fluoreszenzeigenschaften.

5.2.2.1. UV/Vis Spektroskopie

Durch Berechnungen nach dem Lambert-Beerschen Gesetz konnte anhand der
gemessenen Absorption (Abb. 65) und der Extinktionskoeffizienten der einzelnen

nativen Domanen (SLOV,450 = 12500 164, EGAF3,650 = 93000 165

) eine Beladung der
jeweiligen Domanen mit Chromophor ermittelt werden. Demnach wurde durch in vivo
Assemblierung die LOV Domane zu 66 % mit FMN beladen und die GAF3 Domane

zu 33 % mit Phycocyanobilin.
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Abb. 65: Absorptionsspektrum des LOV-GAF Fusionsproteins; gezeigt ist fiir die LOV Doméne der
Dunkelzustand und fiir die GAF3 Domane die Pr Form.
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Abb. 66: Belichtungskinetik des Fusionsproteins (L = 670 nm) fiir die Umwandlung der rot- in die griin-
absorbierende Form. Das Zeitintervall zwischen den einzelnen Messungen betragt jeweils 1 Sekunde.

Fur beide Domanen des Fusionsproteins wurde zunachst sichergestellt, dass durch
die Domanenkombination die Photochemie nicht beeintrachtigt wurde (Abb. 66, Abb.
67 und Abb. 68). Die Umwandlung aus dem Pr Zustand der GAF3 Domane in ihren
Pg Zustand mit Hilfe einer 670 nm LED bendtigt ca. 20 Sekunden zur vollstandigen
Konversion und entsprach vollstandig dem Verhalten der isoliert exprimierten GAF

Domane 2.
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Abb. 67: Differenzspektren zu der in Abb. 66 dargestellten Belichtungskinetik.
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Abb. 68: Belichtungskinetik des Fusionsproteins durch Bestrahlung mit (A = 530 nm) fiir die Umwandlung
des Pg- in den Pr Zustand. Das Zeitintervall zwischen den einzelnen Messungen betréagt 1 Sekunde. Die
absolutsen Spektren werden links dargestellt, die Differenzspektren rechts.

Der Vergleich der Vorwarts- und Ruckwarts-Belichtungen (Abb. 66 im Vergleich mit
Abb. 68) zeigt, dass die Konversion des Pg in den Pr Zustand deutlich schneller von
Statten geht als umgekehrt, namlich nur ein bis zwei Sekunden benétigt. Nach einer
Sekunde Bestrahlung mit einer 530 nm LED war bei weiterer Belichtung im

Absorptionsspektrum kaum noch ein Unterschied zu erkennen.
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5.2.2.2. Steady state Fluoreszenzspektroskopie

Ziel dieses Teilprojekts ist die Uberpriifung eines FRET Effekts in einem artifiziell
hergestellten Protein, das zwei Chromophordomanen tragt, eine LOV- und eine GAF-
Domane. Zur Verdeutlichung werden zunachst die Emissionsspektren beider separat
vermessener Domanen dargestellt (Abb. 68). Diese zeigen zum einen durch die
Gegenulberstellung der beiden nativen Emissionsspekiren der LOV und GAF3
Domane das zu erwartende Emissionsspektrum des Fusionsproteins mit in vivo
assembliertem PCB, zum anderen auch die Verschiebung des Emissionsmaximums
von 500 nm (fur die LOV Doméane) auf 670 nm, welches mit dem LOV-GAF3

Fusionsprotein in der Anwendung erreicht werden kann.
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Abb. 69: Emissionsspektren der einzelnen nativen Doméanen. Links die LOV Domaéne (rot) mit Lex = 450
nm und rechts die GAF3 Doméne in der rot-absorbierenden Form (blau) mit Aex = 550 nm.

Zusatzlich wird eine Reihe von Fluoreszenz-Kontrollexperimenten durchgefihrt. Alle
im Folgenden dargestellten Fluoreszenzspektren wurden, sofern nicht anders
angegeben, auf die jeweiligen Maxima normiert. Zunachst wird die GAF Domane
separat vermessen, also ohne den zusatzlichen Einfluss der LOV Domane (Abb. 70
und Abb. 71). Die Messungen werden dann zum Vergleich fir beide
Absorptionsformen der GAF Domane durchgefihrt. Ausgehend von einer
Anregungswellenlange von 375 nm wird fur den Pr Zustand die Emission bei 670 nm
durchgehend kleiner, bis beim Ubergang zu 500 nm die Emission wieder zunimmt.
Die relativ hohe Emission flr Anregung bei 375 nm ist darauf zurlickzufihren, dass
hier in die ,Soret'-Bande des Bilins eingestrahlt wurde. Die relativ scharfen

Emissionssignale bei 700, 750 und etwa 800 nm sind Artefakte, die der jeweils
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doppelten Anregungswellenlange fur diese Messungen entsprechen. Ein gleiches
Verhalten wird flr die Pg Form gefunden. Im Anregungswellenlangenbereich von
515—-560 nm (Abb. 73) ist nach einem anfanglichen Rlckgang eines lokalen
Emissionsmaximums bei 610 nm ein kontinuierlicher Anstieg der Emission bei 670
nm festzustellen. Es konnte des Weiteren durch Wiederholung der
Fluoreszenzmessungen festgestellt werden, dass die Lichtquelle des
Fluoreszenzspektrometers ausreichend war, um die Pg Form der GAF3 Domane

teilweise in ihre Pr Form zu Uberfluhren, wie aus Abb. 71 eindeutig hervorgeht.

Intensity (a.u.)

A [nm]

Abb. 70: Emissionsspektren der isolierten GAF3 Doméne im Pr Zustand bei verschiedenen
Anregungswellenlangen von 375 nm bis 540 nm. Die schwarzen Pfeile geben die Richtung der
Veranderung der Emission zur jeweils vorhergehenden Messung an.
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Abb. 71: Emissionsspektren der isolierten GAF3 Domédne im Pg Zustand bei verschiedenen
Anregungswellenlangen von 375 nm bis 540 nm. Die schwarzen Pfeile geben die Richtung der
Verdanderung der Emission zur jeweils vorhergehenden Messung an.

Wie aus den Absorptionsspektren hervorgeht (z.B. Abb. 66), weist die Pr Form der
nativen GAF3 Domane im Bereich der LOV Absorption von 420 — 470 nm nur eine
geringe, aber messbare Absorption auf, durch die eine Fluoreszenz direkt induziert
wird. Entsprechend ist zu klaren, welchen Beitrag bei Anregung der LOV Domane
dieser Wellenlangenbereich im Fusionsprotein zu der direkten Emission der GAF3
Domane liefert, die ihr Anregungsmaximum bei 650 nm hat. Hierzu wurde die
Emission des Fusionsproteins bei verschiedenen Wellenlangen gemessen (Abb. 72,
Abb. 73). Deutlich sichtbar wird hier, dass bei Anregung in diesem
Wellenlangenberiech die Intensitat sowohl in Pr als auch in Pg sehr gering ist und in
beiden Zustanden etwa das Minimum der Fluoreszenz darstellt. Des Weiteren findet
man auch hier bei Einsatz der grin-absorbierenden Form der GAF Domane, dass
sich diese durch das Fluoreszenzlicht in die rot-absorbierende umwandelt (auch hier
sei auf die Artefakte in den Fluoreszenzspektren hingewiesen, die von der Detektion
der zweiten Ordnung der Beugung der Anregungswellenlage herrtihren), da diese bei
Gitterfluoreszenzspektrometern stets bei 2-A abgebildet wird. Ebenfalls ist zu
bemerken, dass die Fluoreszenzintensitat allgemein im Pr Zustand deutlich hoher ist
als im Pg Zustand. Je hoher man dann die Anregungswellenlange jenseits von 450
nm in den langerwelligen Bereich verschiebt, umso hoher ist die Intensitat der

Fluoreszenz der GAF3 Domane, da sie nun immer direkter angeregt wird.
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Abb. 72: Emissionsspektren des Fusionsproteins bei verschiedenen Anregungswellenlangen von 470 nm

bis 480 nm. Der schwarze Pfeil gibt die Richtung der Veranderung der Emission zur jeweils
vorhergehenden Messung an.
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Abb. 73: Emissionsspektren des Fusionsproteins bei verschiedenen Anregungswellenlangen von 515 nm
bis 560 nm. Die schwarzen Pfeile geben die Richtung der Veridnderung der Emission zur jeweils
vorhergehenden Messung an.
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Die Fluoreszenz-Emission des Fusionsproteins bei Anregung im Absorptionsbereich
der LOV Domane (Aex = 450 nm) wird auch bestimmt durch die Fluoreszenz der LOV
Domane, in deren langwelliger Flanke man allerdings eine zusatzliche Emission der
GAF Domane findet (Abb. 74, s. auch AusschnittvergroRerung). Da, wie oben
festgestellt, die GAF Domane prinzipiell eine geringe Absorption bei der
Anregungswellenlange fur die LOV Domane zeigt, ist zu vergleichen, zu welchen
Anteilen die beobachtete Fluoreszenz um 680 nm direkt aus der GAF Doméne
entsteht und zu welchem Anteil sie als FRET Effekt definiert werden kann. Das
Kontrollexperiment zeigt Abb. 75, in der die direkte Fluoreszenz der GAF Domane
derjenigen aus dem Fusionsprotein gegenuber gestellt wird. Fur beide Experimente

wurden die Absorptionen der GAF Domanen gleich grof} eingestellt.
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Abb. 74: Emissionsspektren des Fusionsproteins ohne PCB (gelb) und mit in vivo assembliertem PCB
(griin) inklusive AusschnittsvergroBerung oben rechts. Beide wurden mit Lex = 450 nm angeregt.
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Abb. 75: Vergleich der Fluoreszenz Emissionsspektren des Fusionsproteins von in vivo assembliertem
PCB (griin) und der nativen GAF3 Domane (blau), jeweils bei 450 nm angeregt. Vorausgehend wurde die
Absorption bei 650 nm angeglichen, um eine identische Konzentration zu erhalten.

Man erkennt eindeutig, dass die Intensitat der Emission bei einer
Anregungswellenlange von Aex = 450 nm im Fusionsprotein deutlich hdher ist als in
der separat gemessenen GAF3 Domane. Das Flachenintegral der Emission des
Fusionsproteins ist im Vergleich zu der separat gemessenen nativen GAF3 Domane
um ca. 237 % groRer. Diese Tatsache lasst den Schluss zu, dass es sich bei der
Emission des Fusionsproteins bei 670 nm bei der gewahlten Anregungswellenlange
nicht um eine direkte Anregung der GAF3 Domane handelt, sondern vielmehr um

einen Energietransfer von der LOV Domane zur GAF Domane.

5.2.3. Charakterisierung des Energietransfers zwischen beiden Doméanen

Fur die Berechnung eines Energietransfers zwischen den beiden Domanen gibt es
zwei Moglichkeiten. Zum Einen kann die Berechnung des spektroskopischen
Uberlappungsintegrals J(L) (nach GIl. 2) und zum Anderen die Fluoreszenz
Lebenszeiten (nach Gl. 4) verwendet werden. Beide Methoden werden im Folgenden

durchgefuhrt und verglichen.
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Abb. 76: Absorption der nativen LOV Domane (blau) sowie der nativen GAF3 Domaéne (rot). Die Emission
des Fusionsprotein (Lex = 450 nm, gelb), normiert auf die Absorption der GAF Domaéne, weist mit der
Absorption eine Schnittfliche auf (orange), welche fiir den Resonanz Energietransfer essentiell ist.

Das Absorptionsspektrum des Fusionsproteins setzt sich aus den charakteristischen
Absorptionsspekira seiner beiden Domanen zusammen. Diese werden jeweils in
Abb. 76 gezeigt und durch Emission des Fusionsproteins (gelb) erganzt, um die
Uberlappungs-Integralflache darzustellen, welche fiir den FRET essentiell ist. Der
Fluoreszenz Resonanzenergietransfer  wird im Folgenden far die
Anregungswellenlange iex =450 nm und fir die GAF3 Doméane im Pr Zustand
beschrieben. Das Uberlappungsintegral wurde mit Hilfe der Software aje — UV-Vis-IR
Software von FluorTools berechnet (http://www.fluortools.com/software/ae) und
betrug nach Gl. 2

4

nm
= 1,094 - 10'°
J@) = 1,094 101 2

Daraus folgt nach Gl. 1 flr den Férster-Radius Ry,

R, = 40,03 A
und fur die Effizienz des Energietransfers n nach Gl. 3,
n=284%

Daher ergibt sich aus Gl. 5 eine Entfernung der beiden Chromophore von

r =467 A
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Wird nun die GAF Domane des Fusionsproteins in die Pg Form tberfuhrt (Abb. 77),
andern sich die Eigenschaften des Energietransfers fur dieses FRET Paar. Anhand
des spektralen Integrals ergibt sich dann in der Pg Form Ry =49 A sowie r=52 A

sowie eine Effizienz von n =40 %.
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Abb. 77: Fluoreszenzemissionsspektrum der LOV Domaéne (gelb) sowie das Absorptionsspektrum der

GAF Doméine in der Pg Form. Hellgelb hinterlegt ist die kongruente Flache der beiden Spektren, welche
fir den Resonanz-Energietransfer essentiell ist.

Da zu diesem Fusionsprotein bisher nur Kristalle der einzelnen nativen Domanen zur
Verfligung stehen, lasst sich die exakte Entfernung der Chromophore zu einander
nicht in der Kristallstruktur messen. Zieht man allerdings die Kristallstruktur von Cph1
aus Synechocystis sp. PCC 6803 (PDB ID: 2vea '®) heran, welche unter anderem
aus einer PAS und einer GAF Domane besteht, so kann man durch Uberlagerung
der Einzelstrukturen mit dem Vergleichsprotein die Entfernung der beiden
Chromophore FMN und PCB abschatzen (Abb. 78). Auf diese Weise ergibt sich eine
ungefahre Entfernung von 31 — 32 A. Dies deckt sich in der GréRenordnung gut mit

den berechneten Entfernungen.
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Abb. 78: Uberlagerung der nativen LOV Doméne (blau, 2pr5) mit der PAS Domine aus Cph1 (weiB, 2vea).
Die GAF Domiéne aus Cph1 wird in violett dargestellt. Im rechten Bildteil sind die Chromophore FMN
(links) und PCB (rechts) mit den jeweiligen Entfernungen in Angstrom angegeben.

5.2.4. Fluoreszenz Lebenszeiten

Wie erwahnt, lalkt sich die Effizienz des Energietransfers auch mit Hilfe der
Fluoreszenz-Lebenszeiten bestimmen, die fur den Donor umso kurzer werden, je
starker der Energie-Ubertrag ist. Hierzu wurde das Fusionsprotein sowohl ohne PCB-
Chromophor (ausschliefdlich FMN als Chromophor der LOV-Domane) als auch mit in
vivo assembliertem coexprimiertem PCB (Sowohl FMN als Chromophor der LOV-
Domane als auch PCB als Chromophor der GAF-Doméane) exprimiert. Die Proben
wurden vor der Messung spektroskopisch bei 450 nm der Flavinabsorption
angeglichen. Fur die Proben PCB in vivo mit der GAF Domane in der Pr- und in der
Pg-Form wurde jeweils die gleiche Probe verwendet, die dann entsprechend mit Hilfe
von Bestrahlung vollstandig in den jeweiligen Zustand Uberfuhrt wurde. Es zeigt sich
eine deutliche Reduktion der Fluoreszenz-Lebenszeit des Flavinchromophors bei
Anwesenheit des PCB-Chromophors in der GAF Domane. Diese ist starker, wenn die
GAF Domane in der grun-absorbierenden Form vorliegt (Abb. 79). Die Messung
wurde dreimal durchgefiihrt (Abb. 80) und mit Hilfe eines internen ,Reconvolution Fit*
des Messprogramms ausgewertet. Daraus ergaben sich Fluoreszenzlebenszeiten

wie in Tab. 5 beschrieben.
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Abb. 79: Fluoreszenz Lebenszeitspektren von PCB-beladenem in vivo im Pr Zustand (rot), im Pg Zustand
(griin) sowie des Fusionsproteins ohne Bilin (gelb).

Tab. 5: Berechnete Fluoreszenz Lebenszeiten in Nanosekunden des Fusionsproteins ohne PCB, sowie
beladen mit PCB in vivo im Pr und Pg Zustand. Alle Messungen wurden dreimal durchgefiihrt und
anschlieBend wurde der Mittelwert gebildet.

Mittelwert Standardabweichung
ohne PCB 5,1 5,2 5,01 5,1 0,08
PCB in vivo (Pr) | 3,97 4,1 3,9 3,99 0,08
PCB in vivo (Pg) | 3,3 3,29 3,4 3,33 0,05

Tab. 6: Vergleich der aus den Fluoreszenz Lebenszeiten berechneten Energietransfer Effizienzen.

Fluoreszenz Lebenszeit t [ns] | Effizienz n [%]
ohne PCB 5,1 -
PCB invivo Pr | 3,99 21,82
PCB invivo Pg | 3,33 34,75

Fir den Pr Zustand ergibt sich so durch Verwendung des spektralen
Uberlappungsintegrals eine Effizienz von nr = 28,4% und bei Messung der
Fluoreszenz-Lebenszeit ein Wert von mn,. = 21,82%. Diese Differenz geht

wahrscheinlich auf die Ungenauigkeit bei der Bestimmung der Integralflache zurlck.

Bei der Bestimmung der Lebenszeit ist allerdings zu beachten, dass die Beladung
der beiden Domanen nicht bei 100 % liegt. So ist die LOV Doméane nur zu ca. 60 %

und die GAF Domane nur zu ca. 30 % beladen. Das bedeutet, dass ein Teil der
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Flavine keinen FRET Partner haben, welcher die Fluoreszenz-Lebenszeit verkirzen
wurde. Dies fuhrt dazu, dass zwei Lebenszeiten auftreten sollten, von denen die in
Tab. 6 gezeigten den Mittelwert darstellen. Legt man nun bei der Berechnung der
Lebenszeit des biexponentiellen Zerfalls eine der Zeiten auf 5,1 ns (entspricht der
ungequenchten Fluoreszenz-Lebenszeit des Flavins) fest, so ergeben sich folgende

gequenchte Lebenszeiten wie Tab. 7 und Abb. 82 dargestellt.

Tab. 7: Vergleich der aus den biexponentiell gefitteten Fluoreszenz Lebenszeiten berechneten
Energietransfer Effizienzen unter Beriicksichtigung der Beladung der Doménen.

Fluoreszenz Lebenszeit t [ns] | Effizienz n [%]

ohne PCB 5.1 -
PCB in vivo Pr 2,99 41,44
PCBinvivoPg |27 47,12
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Abb. 80: Vergleichende graphische Darstellung der in Tab. 6 und Tab. 7 aufgefiihrten Mittelwerte der
Fluoreszenzlebenszeiten des Fusionsproteins. Automatische Bestimmung der Lebenszeiten (gelb),
Beriicksichtigung des biexponentiellen Zerfalls aufgrund einer hoheren Beladung der Donordoménen im
Vergleich zu den Akzeptordoméanen (orange). Y-Achse: Lebenszeit [ns].
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5.2.5. Spektroskopische Charakterisierung von LOV-GAF PEB in vivo

CBCR GAF-Domanen konnen auch das Chromophorderivat Phycoerythrobilin (PEB)
binden. Es zeichnet sich auf Grund der fehlenden Doppelbindung zwischen den
Ringen C und D dadurch aus, dass es nicht photoisomerisiert, sondern eine deutlich
groRere Fluoreszenz-Ausbeute als PCB besitzt . Da die PEB-Absorption
ausserdem kirzerwellig sein sollte (Aapsmax = 575 NM, Armax = 586 nm '®®) und es
somit zu einem gréReren spektralen Uberlapp mit der Flavin-Fluoreszenz kommen
sollte, wurde versucht, auch PEB als Chromophor in der GAF-Domane des
Fusionsproteins zu verwenden. Die Experimente zeigen aber (Abb. 83), dass die
Beladung mit PEB als Chromophor der GAF Domane deutlich geringer war als bei
Versuchen mit PCB Assemblierung. Entsprechend ergaben die Versuche, eine
Flavin-vermittelte Fluoreszenz des PEB zu messen, keine auswertbaren Ergebnisse
(Abb. 83).
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Abb. 81: Absorptionsspektrum des Fusionsproteins mit in vivo assembliertem PEB.
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Abb. 82: Vergleich der normierten Fluoreszenzemissionsspektren des Fusionsproteins ohne
Bilinchromophor (gelb) mit in vivo assembliertem PEB (rot) und der separat vermessenen, nativen GAF3
Doméne mit in vivo assembliertem PEB (griin). Lex = 360 nm
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5.2.6. Diskussion: FRET Eigenschaften des LOV-GAF Fusionsproteins

Da es sich bei den beiden Domanen des artifiziellen Fusionsproteins um native
Domanen natlrlich vorkommender Photorezeptoren handelt, musste als
Grundvoraussetzung eine Linkerdomane erstellt werden, die die beiden Domanen
moglichst flexibel verbindet und die Interaktion nicht etwa durch photoaktive
Aminosaurereste oder durch sterische Einflisse stort. Daher wurde unter
Zuhilfenahme von bioinformatischen Sekundarstruktur-Vorhersagen und basierend

162,189 i Linker mit einer random coil Struktur

auf bereits vorhandenen Kenntnissen
gewahlt und entwickelt. Des Weiteren wurde durch eine Punktmutation das
adduktbildende Cystein C62 durch ein Serin ersetzt (C62S, im Weiteren wird
ausschlieBlich auf diese Mutante des Fusionsproteins Bezug genommen), um den
nativen Photozyklus der LOV Domaéane zu unterbinden und so sicherzustellen, dass
diese dauerhaft fluoreszent ist. Nachdem das synthetische Gen nun auf einem
Expressionsvektor in E. coli Zellen eingebracht wurde, konnten nach der
Aufreinigung  mittels IMAC erste  spektroskopische  Charakterisierungen
vorgenommen werden. Dabei zeigte sich zunachst, dass die spektroskopischen
Eigenschaften der einzelnen Domanen auch im Fusionsprotein erhalten blieben und
sich nicht negativ beeinflussten. Da in der Literatur bisher nur die Emissionsspektren
fur die naheliegenden Anregungswellen des Pr- (650 nm) und des Pg-Zustandes
(540 nm) untersucht wurden '?, musste zundchst der Einfluss von
Anregungswellenlangen im Bereich der LOV Absorption (440 — 480 nm) untersucht
werden, um das Ausmal} einer direkten Anregung der GAF Domane bei folgenden
FRET Experimenten bestimmen zu konnen. Hierzu wurde die GAF Domane bei
verschiedenen Wellenlangen angeregt und die Emission aufgenommen (vgl. Abb. 70
und Abb. 71). Dabei zeigte sich, dass bei einer Anregungswellenlange von 450-

480 nm eine direkte Anregung der GAF Domane am geringsten ausfallt.

Eine Anregung des Fusionsproteins mit in vivo assembliertem PCB bei L¢x = 450 nm
im Vergleich mit dem entsprechenden Emissionsspektrum der GAF3 Domane bei
gleicher Anregungswellenlange zeigte schon vorab eine deutlich hohere Intensitat
(vgl. Abb. 75). Ebenfalls zeigt sich in einem entsprechenden Vergleich mit dem
Fusionsprotein  ohne  Bilinchromophor ein  deutlicher  Unterschied im
Emissionsspektrum im Bereich des Emissionsmaximums der GAF Domane um 670

nm (vgl. Abb. 74). Um diesen hier beobachteten Forster Resonanzenergietransfer
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(FRET) zu quantifizieren, wurde sowohl die Methode des Uberlappungsintegrals der
Donoremission mit der Akzeptorabsorption verwendet wie auch die Verkurzung der
Fluoreszenz-Lebenszeiten eingesetzt (vgl. Kapitel 3.3). Diese Verwendung der
Uberlappungsintegral-Methode war bei dem vorliegenden Fusionsprotein nur in der
Pr Form der GAF Domane mdglich, da die Pg Form unter den experimentellen
Bedingungen bereits photochemisch in die Pr-Form iiberfihrt wird 2. Aus dieser
Berechnung mit der Pr Form ergaben sich ein Forsterradius von R = 40 A sowie
eine Effizienz von n = 28,4 %. Die zweite Methode der Verkurzung der Fluoreszenz-
Lebenszeit des Donors zu bestimmen, verwendete das Fusionsprotein sowohl im Pr
und Pg Zustand als auch eine PCB-freie Praparation, die als Referenz diente. Hierbei
muss beachtet werden, dass die Beladung der beiden Domanen nur 60 % (LOV
Domane) bzw. 30 % (GAF Domane) betrug. Dieser Umstand flhrt dazu, dass ein Teil
der Flavine keinen FRET-Partner besitzen und mit ihrer ungequenchten Lebenszeit
von t=5,1 ns das Ergebnis verfalschen '°. Daher wurde bei der Berechnung der
Fluoreszenzlebenszeiten des Fusionsproteins ein biphasischer Fluoreszenzzerfall
angenommen. Wird im Zuge dessen eine der beiden entstehenden Lebenszeiten auf
die ermittelte Lebenszeit des Flavins ohne Akzeptor eingestellt, ergeben sich fur die
mit PCB in vivo assemblierten Fusionsproteine Fluoreszenzlebenszeiten wie in
Tab. 8 dargestellt.

Tab. 8: Vergleich der Fluoreszenzlebenszeiten der mono- und biexponentiellen
Fluoreszenzlebenszeitberechnung und die daraus resultierenden Effizienzienzen 1 des Energietransfers.

Lebenszeit t [ns] Effizienz n [%] | Lebenszeit t [ns] | Effizienz n [%]
biexponentiell biexponentiell | monoexponentiell | monexponentiell
ohne
5,1 - 51
PCB
PCB in
. 2,99 41,44 3,99 21,82
vivo Pr
PCB in
2,7 47,12 Lpeie) 34,75
vivo Pg
Der Unterschied der Effizienzen Zu denen, die uber das

Fluoreszenzuberlappungsintegral berechnet wurden, erklart sich durch die
Ungenauigkeit der Bestimmung des Integrals und der grol3en Differenzen in den
berechneten Werten selbst bei geringen Anderungen in der Integralflache. Deshalb
kann die Berechnung anhand der Fluoreszenzlebenszeit als exakter betrachtet
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werden. Die auf diesem Wege ermittelten Effizienzen von nr =41,4% und

ne = 47,1 % liegen beide im Bereich der fur vergleichbare FRET Paare ermittelten

Effizienzen '’

. Neben den Effizienzen konnte anhand des spektroskopischen
Uberlappungsintegrals ebenfalls die Entfernung der beiden Chromophore berechnet
werden. Diese liegt mit 46,7 A leicht liber dem Forsterradius von 40 A bei dem dieses
FRET Paar eine Ubertragungseffizienz von 50 % aufweisen wiirden. Dies deckt sich

ebenfalls mit den ermittelten Effizienzen (vgl. Tab. 8).

Aulerdem konnte Anhand von ahnlich strukturierten Photorezeptoren wie zum
Beispiel das Phytochrom cph1 (2vea) eine naherungsweise Voraussage Uber die
Entfernung der Chromophore im Fusionsprotein getroffen werden. Diese deckt sich
mit einem naherungsweise ermittelten Mindestabstand von 31 — 32 A ebenfalls mit

den fur das Fusionsprotein berechneten Werten.

Zudem liel3 sich eine gewisse Abhangigkeit der Energietransfer-Effizienzen von der
gewahlten Anregungswellenlange beobachten. Als besonders geeignet erwiesen
sich die Wellenlangen zwischen 450 und 480 nm (vgl. Abb. 84). Die vorangehenden
Messungen wurden allesamt bei der Anregungswellenlange 450 nm durchgefihrt, da
diese dem Maximum der LOV Absorption entspricht. Wahlt man jedoch andere
Wellenlangen, kann man den Einfluss der direkten Anregung der GAF Doméane noch
weiter minimieren. So lassen sich zwar theoretisch mit einer Anregungswellenlange
von 480 nm die besten Ergebnisse erzielen, jedoch zeigte sich nach
Untersuchungen, die in Abb. 85 zusammengefasst sind, dass die Effizienz des
Forster Resonanzenergietransfers im Bereich von 450 — 480 nm konstant bleibt. Die
Zunahme der Effizienzen in diesem Bereich ist durch die geringere Emission der
nativen GAF Domane und der konstant bleibenden Emission des Fusionsproteins zu
erklaren. Die Radi blieben bei allen Wellenlangen wie zu erwarten nahezu Konstant.
So kénnen je nach Anwendungsgebiet und Bedurfnissen verschiedene Wellenlangen
zur Anregung gewahlt und das vorgestellte FRET Paar noch flexibler eingesetzt
werden. Aus den vorliegenden Ergebnissen kann jedoch geschlossen werden, dass
dieses FRET Paar eine zuverlassige Anwendungsmoglichkeit in diesem

Anregungswellenlangenbereich mit stabilen Transfer-Effizienzen darstellt.

110



350

300

N
%)
o

—

=

<

~—

—

<

Ety 200

L
. E B PCB invivo
é m 1393GAF3
5 150

N

w

(]

=

o

= 100
p—

F

AGAF3

50

470 475

A [nm]

Abb. 83: Vergleich der Emissionsintegrale der separat vermessenen, nativen GAF Doméne (blau) und des
mit PCB in vivo assemblierten Fusionsproteins (griin) bei verschiedenen Anregungswellenldngen. In rot
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Abb. 84: Vergleich der berechneten Entfernung der Chromophore (blau) und der Energietransfer-
Effizienzen (rot) bei verschiedenen Anregungswellenléangen.
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5.3. Charakterisierung neuartiger Mutationen in der LOV Domiane des

Blaulichtphotorezeptors YtvA aus Bacillus subtilis

Viele der hier beschriebenen LOV Domanen weisen, je nach Herkunft des Proteins,
deutlich unterschiedliche Geschwindigkeiten flr die thermische Ruckkehr in den
Anfangszustand auf. Diese ist offensichtlich durch die mehr oder weniger starke
Einbindung des Flavin-Chromophors in die Proteinbindetasche bestimmt. Es ist
daher flr prinzipielle Untersuchungen und auch fir optogenetische Anwendungen
von Interesse, die Stabilitats-Parameter des Photoprodukt-Zustands genauer zu
charakterisieren und durch Mutagenese mdglicherweise auch zu beeinflussen. In
zahlreichen vorherigen Arbeiten wurde eine Vielzahl von Punktmutationen in dieses
Protein eingefugt, um die Protein-Chromophor Interaktionen zu beeinflussen.
Entsprechend wurden in der bereits intensiv bearbeiteten LOV Domane von YtvA
(aus B. subtilis) zwei Aminosaurekandidaten identifiziert, die einen Einfluss auf die
Stabilitat des Photoprodukts haben sollten. Beide Aminosauren befinden sich in der
Bindedomane des Flavin-Cofaktors (Abb. 86): Phenylalanin (F46) liegt auf der Ca-
Helix, Valin (V28) befindet sich auf dem AB-Faltblatt. Durch gerichtete Mutagenese
(wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben) wurden die Mutationen F46A und F46Y sowie
V28I und V28L eingefugt und anschlieend spektroskopisch charakterisiert.

Abb. 85: Flavinbindedoméne des Blaulichtrezeptors YtvA im Dunkelzustand inklusive Darstellung der zu
mutierenden Aminosiuren F46 (magenta) und V28 (schwarz) *.
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5.3.1. Spektroskopie

5.3.1.1. UV/Vis Spektroskopie

Alle vier Mutanten weisen das charakteristische Absorptionsspektrum einer LOV
Domane mit dem strukturierten dreigipfligen Spektrum auf und zeigen bei Belichtung
die Ausbildung eines hypsochrom verschobenen Photoprodukts (Abb. 86 — 90). Fur
alle vier Mutation wurde die Stabilitat des Photoprodukts nach erschopfender
Belichtung als Kinetik der Rickkehr in den Anfangszustand aufgenommen. Samtliche
Kinetiken wurden bei 20 °C durchgeflihrt (vgl. Kapitel 4.2.14). Fur alle vier
Mutationen ergaben sich, verglichen mit dem Wildtyp-Protein (t20°c =6240 s,
Tosc = 4000 s %% %) zT. deutliche Veranderungen der Rickkehrkinetik. Fir die
Mutante F46A wurde nach GIl. 8 eine Lebenszeit von t= 15,89 min (ca. 950 s)
berechnet (Abb. 86). Damit zeigt sich fur diese Mutante das Photoprodukt deutlich
weniger stabilisiert, d.h., die Ruckkehr dieser Mutante ist im Vergleich zum Wildtyp
ca. 7,5-fach schneller.
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Abb. 86: Belichtungskinetik der Mutante F46A (470 nm) in den angegebenen Intervallen. Inset:
Riickkehrkinetik bei einer beobachteten Messwellenldnge von 450 nm (oben rechts).

Ein noch starkerer Effekt wurde durch die Mutation F46Y erreicht. Flr die Ruckkehr
in den Dunkelzustand ergibt sich nach Gl. 8 eine Lebenszeit von t = 4,36 min. Sie ist
damit ca. 30-mal kurzer als die des Wildtyps. Durch die enorm verklrzten
Lebenszeiten bei der thermischen Ruckkehr in den Dunkelzustand ist es unter den

angewandten Messbedingungen bei beiden Mutationen nicht moglich, das Protein

113



vollstandig in den belichteten Zustand zu uberfuhren (besonders deutlich im letztes

Spektrum der F46Y Mutante mit einer Belichtungszeit von 5 min, Abb. 88).
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Abb. 87: Belichtungskinetik der Mutante F46Y (470 nm) in den angegebenen Intervallen. Inset:
Riickkehrkinetik bei einer beobachteten Messwellenlédnge von 450 nm (oben rechts).

Gegenteilige Effekte wurden bei Mutationen an der Position Valin-28 erzielt. Ein
Austausch dieser Aminosaure gegen Leucin fuhrte zu einer deutlichen Stabilisierung
des Photoprodukt bzw. einer extrem verlangerten Ruckkehr in den Anfangszustand.
Der Effekt wird bereits dadurch deutlich, dass es hier innerhalb weniger Sekunden
Belichtung zu einer vollstandigen Konvertierung in das Photoprodukt kommt (Abb.
89) Es wurde eine Lebenszeit von 589 min (entspr. ca. 35600 s) gemessen (Inset in
Abb. 92). Durch diese Mutation wird der belichtete Zustand enorm stabilisiert, was zu

einer ca. 4,5-mal langeren thermischen Rickkehr in den Dunkelzustand flhrt.

0,7
0,6
0,5

0,4
——dunkel

Abs.

1s
0,3

—2s

—3s
0,2 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
t[s]

0,1

0,0

250 300 350 400 450 500
2 [nm]

Abb. 88: Belichtungskinetik der Mutante V28L mit 470 nm in den angegebenen Intervallen.
Riickkehrkinetik mit einer beobachteten Messwellenldange von 450 nm (oben rechts).
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Eine vollstandige Stabilisierung des Photoprodukts erzielt man durch Mutation des
Valin-28 gegen Isoleucin (Abb. 90). Bereits das aus der Expression isolierte Protein
befindet sich in der bei 390 nm absorbierenden Photoproduktform. Eine Uber
mehrere Stunden durchgefuhrte Dunkelinkubierung fluhrte zu keiner Veranderung

dieser Absorption und dokumentiert die Fixierung dieser
Photoproduktform.
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Abb. 89: Belichtungskinetik der Mutante V28I mit 470 nm in den angegebenen Intervallen.

Durch die hier gezeigten Belichtungskinetiken ergeben sich unterschiedlich starke
Bleichungen der Absorption der einzelnen Mutanten. Die in Abb. 91 dargestellten
Differenzspektren zeigen deutlich, dass ausschlieRlich F46Y eine starkere Bleichung
im far Flavoproteine charakteristischen Bereich von 430 — 500 nm erfahrt, wahrend

unter den gewahlten Bedingungen die anderen drei Mutationen z.T. erheblich
weniger konvertiert werden kdénnen.

Aus diesen Belichtungskinetiken ergeben sich Differenzspektren zwischen Dunkel-
und belichtetem Zustand wie in Abb. 91 dargestelit.
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Abb. 90: Vergleich der Differenzspektren der Mutanten F46A, F46Y, V28L mit dem entsprechenden
Differenzspektrum des Wildtyps.

5.3.2. Fluoreszenzspektroskopie

Die an Positionen 28 und 46 mutierten YtvA Mutanten wurden auch bezuglich ihrer
Fluoreszenzeigenschaften charakterisiert. Gemessen wurde bei allen Proben mit
einer Anregungswellenlange von 450 nm. Das Integral zur Bestimmung der
Quantenausbeute wurde nach Gleichung 9 in den Grenzen von 460 nm bis 660 nm
bestimmt, wobei als Vergleichswert die Quantenausbeute des Wildtyps verwendet
wurde (Oyya = 0,22 173).

[X 1-—104bswr
Prx = Twr T-10-ax Prwr

Gl.9

Fir den Wildtyp wurde bei einer Absorption bei 450 nm (A447) von 0,1167 ein
Fluoreszenzintegral von [Fywa = 17175 erhalten. Diese Werte wurden im Folgenden

fur die Berechnung aller Mutanten von YtvA verwendet.
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Die Mutante F46A ergab ein Integral von [Frssa = 2690, gemessen bei A47 = 0,0704.
Dies fuhrt nach Gl. 9 zu einer Quantenausbeute von ®gsa = 0,05. Flr die Mutante
F46Y ergab sich ein Integral von [Frssay = 6289, gemessen bei A7 =0,2719,
entsprechend einer Quantenausbeute von ®r46y = 0,04. Die entsprechenden Werte
fir V28L ergaben ein Integral von [Fyzg =9108, gemessen bei Asz = 0,0599,
woraus sich eine Quantenausbeute von ®y5 = 0,21 errechnete. Da die Mutation
V28l zu einer stabilen Photoproduktform fuhrte, konnte hier keine Fluoreszenz
nachgewiesen werden. Die entsprechenden Anregungs- und Emissionsspektren der

jeweiligen weiteren Mutationen sind in Abb. 92 bis Abb. 95 dargestellt.
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Abb. 91: Fluoreszenzspektren der Mutante F46A. Dargestellt sind die Emissionsspektren (Lex =450 nm)
fiir den Dunkelzustand (rot) sowie das Anregungsspektrum (griin); Lem = 520 nm.

117



0,8

Intensity (a.u.)
o
o

o
™

0,2

300 350 400 450 500 550 600 650 700
A [nm]

Abb. 92: Fluoreszenzspektren der Mutante F46Y. Dargestellt sind die Emissionsspektren (hex =450 nm)
fiir den Dunkelzustand (rot) sowie das Anregungsspektrum (griin); Lem = 520 nm.
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Abb. 93: Fluoreszenzspektren der Mutante V28l. Dargestellt ist das Emissionsspektrum (Lex =450 nm,
blau) sowie das Anregungsspektrum mit einer Emissionswellenlange (Aem = 520 nm, griin).
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Abb. 94: Fluoreszenzspektren der Mutante V28L. Dargestellt sind die Emissionsspektren (Lex =450 nm)
fiir den Dunkelzustand (rot) sowie das Anregungsspektrum (griin); Lem = 520 nm.

5.3.3. Diskussion: Mutationen in der LOV Domane von YtvA zur Modulation der

Kinetiken

Der bakterielle Blaulichtrezeptor YtvA aus Bacillus subtilis ist in der Vergangenheit
bereits umfangreich untersucht worden. Besonders die Charakterisierung des
Photozyklus lag dabei im Fokus der Untersuchungen. So wurden durch zahlreiche
Mutationen von Aminosauren im Bereich der Flavin-Bindedomane das
Wasserstoffbricken-Netzwerk moduliert, um dadurch Ruickschlusse auf die
Funktionsweise und die Beitrage einzelner Aminosauren auf die verschiedenen
Schritte des Photozyklusses zu untersuchen °* " 172 Zum anderen wurde auch
durch das Einbringen synthetischer Flavinderivate in die LOV Domane von YtvA der
Einfluss verschiedener funktioneller Gruppen des Flavins auf die photochemischen
Eigenschaften nachgewiesen *2. Diese Kenntnisse fiihrten dann dazu, dass 2013
eine Anwendungsmethode im Bereich der hochaufgeldsten Fluoreszenzmikroskopie

(FPALM) von Losi et al. verdffentlicht werden konnte °' '3,

Teil dieser Arbeit war es, zum einen Valin-28 durch die Aminosauren Leucin und

Isoleucin zu substituieren und zum anderen Phenylalanin-46 durch Alanin und

Tyrosin zu ersetzen.
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So konnte bei V28L eine fast 6-fach verlangsamte Ruckkehr in den Dunkelzustand
gemessen werden. Im Falle einer Substitution des Valins durch ein Isoleucin
hingegen konnte gar nicht erst ein Dunkelzustand beobachtet werden. Da YtvA nur
im  Dunkelzustand fluoresziert, konnte dementsprechend auch keine
Fluoreszenzemission bzw. Fluoreszenz-Quantenausbeute gemessen werden. Die
Mutation V28l hatte jedoch kaum einen Einfluss auf die Fluoreszenz
Quantenausbeute der LOV Domane. Valin-28 ist innerhalb der Flavin-Bindedomane
in der Nahe des N5 des Flavins lokalisiert. Andere Arbeiten zeigten, dass diese
Aminosaure eine besondere Rolle in der Deprotonierung des N5 in der LOV Domane
des pilzlichen Blaulichtrezeptors VVD und damit die Ruckkehr in den Dunkelzustand
des Proteins fordert . Diese wird maRgeblich durch den pH-Wert des Mediums
bestimmt. Da Valin-28 zwischen dem Flavin und einem Zugangskanal vom auf3eren
Medium sowie in der Nahe zum adduktbildenden Cystein-62 und dem benachbarten
Glutamin-123 lokalisiert ist, kann eine Substitution durch Isoleucin dazu fuhren, dass
die Methylgruppe des lIsoleucins in sterischen Kontakt mit Q123 und C62 tritt.
Darlber hinaus vermindert Isoleucin den Zugang zum N5 des Flavins, was wiederum
zur Folge hat, dass die Deprotonierung des N5 und damit die Ruckkehr in den
Dunkelzustand entweder deutlich verlangsamt wird (V28L) oder sich die LOV
Domane dauerhaft im Asgy Zustand befindet (V28l). Dies wird dariber hinaus
moglicherweise durch eine Einschrankung der Rotationsfahigkeit des Glutamin-123
bestarkt. Die Rotationsfahigkeit ist deshalb essentiell, da durch die Adduktbildung
bzw. dessen Auflésung der pKs Wert von N5 eine groRe Differenz aufweist " 17178,
In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen beobachteten Zoltowski et al. in VVD
bei der entgegen gerichteten Mutation von 174V (entspricht V28 in YtvA) einen

gegenteiligen Effekt '™,

Betrachtet man die Aminosaure Phenylalanin-46, welche auf der entgegengesetzten
Seite des adduktbildenden Cystein-62 (und des zuvor beschriebenen Valin-28)
lokalisiert ist, so zeigt sich hier eine deutliche Verkurzung der Ruckkehrkinetiken in
den Dunkelzustand. Der Dunkelzustand wird mitunter so stark favorisiert, dass es
nicht moglich ist, das Protein vollstandig in den belichteten Zustand zu Uberfuhren.
Entsprechend ist die thermische Ruckkehr in den Dunkelzustand fur F46A 6,5 mal
schneller und fir F46Y sogar fast 24 mal so schnell. Die Fluoreszenz-

Quantenausbeute wurde in beiden Mutationen des Phenylalanin-46 stark beeinflusst
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und war mit @r.paea = 0,05 und Pr.psey = 0,04 um das 4,4- bzw. 5,5-fache geringer.
FUr das Wildtypprotein, welches ein Phenylalanin an dieser Stelle besitzt, ist
publiziert, dass die sterische Interaktion der Seitenkette zum N5 des Flavins
moglicherweise  zu  =n-m Interaktionen  fuhren  kann, die im  weiteren
Konformationsanderungen Uber den B-Strang, auf dem das Phenylalanin lokalisiert
ist, erleichtern. Da im Falle einer Substitution durch Alanin das n-Elektronensystem
des Benzolrings entfernt wird und dartiber hinaus die Grole der Seitenkette deutlich
reduziert wird, konnte dies erklaren, warum eine vollstandige Bleichung nicht mehr
maglich ist und eine Riickkehr in den Dunkelzustand 6,5 mal schneller stattfindet '’°.
Betrachtet man nun die Mutante F46Y, trifft diese Argumentation nicht mehr zu. Zum
einen ist die GroRe der Seitenkette vergleichbar und zum anderen bleibt trotz
Mutation die Aromatizitat erhalten. Jedoch erhodht sich durch die OH-Gruppe des
Tyrosins die Elektronennegativitat im Vergleich zu Phenylalanin deutlich, was
wiederum die Deprotonierung des N5 beglnstigen und beschleunigen konnte, so
dass die Ruckkehr in den Dunkelzustand im Vergleich zum Wildtyp deutlich

beschleunigt wird.

Tab. 9: Zusammenfassung der Messergebnisse

F46A F46Y V28L V28l Wildtyp
Amax [nm] 445 448 447 385 ** 450
BL [s] 3+ 60 * 3 [ 420
= (20°C)[s] | 950 261 35600 / 6240
o 0,05 0,04 0,21 / 0,22

* keine vollstandige Belichtung moglich

** kein Dunkelzustand vorhanden
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5.4. Bacterioopsin Aktivator

Wie in der Einleitung ausgefuhrt, wird die Expression des Bacterio-Opsingens in dem
Archaeon Halobacterium salinarum durch das Genprodukt des bacterio-opsin
activators (Bat) induziert, das eine LOV-Domanen ahnliche PAS Domane als einzige
Chromophor-bindende Struktur enthalt. Allerdings tragt diese LOV Domane kein
Flavin-bindendes Cystein, sondern an dieser Stelle befindet sich ein Histidin. Ein
weiterer bemerkenswerter Austausch findet sich an der Position 79, an der entgegen
dem normalerweise vorhandenen Arginin ein Tryptophan gefunden wird. Um eine
mogliche Blaulicht-Photochemie dieses Proteins besser vergleichen zu konnen,
wurde neben dem Bat-Protein aus Halobacterium salinarum (HsBatLOV) ein
homologes Protein, die LOV Doméane aus dem ebenfalls Bat genanntes Protein aus
Natronomonas pharaonis verwendet. Diese beiden LOV Domanen weisen eine sehr
hohe Sequenzhomologie auf und besitzen auch sonst die charakteristischen
Elemente einer LOV Domane (wie in Kapitel 3.2.2 und 3.2.8 beschrieben). Allerdings
ist die LOV Domane aus Natronomonas pharaonis eine klassische' LOV-Domane
mit dem Ublicherweise vorhandenen Cys-Arg Motiv. Auch bezlglich der
beschriebenen bzw. vermuteten Funktion ahneln sich diese beiden Proteine. N.
pharaonis tragt kein Bacterio-Opsin, sondern nur ein Gen, das fur ein Halo-opsin
kodiert. In den Genomen beider Organismen liegt das bat Gen auf einem Operon vor
dem bacterio- bzw. halo-opsin Gen. Offensichtlich fungiert das Np-BAT Protein in N.

pharaonis in gleicher Weise wie das Bat Protein in H. salinarum.

5.4.1. Expression der Domanen und Probleme

Dieses Teilprojekt war vorhergehend im Rahmen einer Masterarbeit der Goethe
Universitat in Frankfurt am Main mit dem Titel ,Charakterisierung des lichtregulierten
Transkriptionsfaktors Bat” partiell bearbeitet worden 180 Hauptziel dieser Arbeit war
es unter anderem, das Protein HsBat in voller Lange sowie ausschliel3lich die LOV
Domane HsBatLOV zuganglich zu machen. Diese beiden Konstrukte wurden dann
ubernommen und weitergehend spektroskopisch charakterisiert. Leider war es in
dieser Arbeit bei der Expression von HsBatLOV nicht moglich, das Protein mit einem
ausreichend grofien Anteil an Holoprotein zu exprimieren. Daraufhin wurden fir E.

coli Codon-optimierte Konstrukte fur die Expression verwendet (vergl. Tab. 1 in
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Kapitel 4.1.1). Leider wurde auch mit diesen Konstrukten HsBatLOV lediglich als
Apoprotein exprimiert. Versuche, FMN als Chromophor in vitro zu assemblieren,
schlugen ebenfalls fehl. Hier wurde zum Einen FMN zum Rohlysat hinzugegeben
und freies FMN spater chromatographisch von dem Protein getrennt, zum Anderen
wurde ein etabliertes Chromophoraustauschprotokoll verwendet, um FMN in die
HsBatLOV Domane einzubinden °2. Daher war es im Folgenden nur mdglich, die

NpBatLOV Domane spektroskopisch zu charakterisieren.

5.4.2. Spektroskopie

Entsprechend der aus der Sequenz abgeleiteten ,normalen‘ LOV-Funktion konnte die
LOV Domane des Bakterio-opsin-Aktivatorproteins (ebenfalls Bat genannt) aus N.
pharaonis nach 10 s mit 470 nm nahezu vollstandig in den belichteten Zustand
Uberfuhrt werden (Abb. 96) deutlicher zu erkennen ist dies in den Differenzspektren
(Inset Abb. 96).
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Abb. 95: Belichtungskinetik von NpBatLOV; Inset: Differenzspektren.
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Abb. 96: Kinetik der thermischen Riickkehr von NpBatLOV aus dem belichteten Zustand in den
Ausgangszustand.

Ebenfalls dem Verhalten einer kanonischen LOV Domane entsprechend konnte eine
thermisch induzierte Ruckkehr in den Anfangszustand mit einer Lebenszeit von
1=16,59 min bestimmt werden (Abb. 97). Gleiches gilt flir die Fluoreszenz-
Emissions und —-Anregungsspektren (Abb. 98) sowie fur die Fluoreszenz-
Lebenszeiten (Abb. 99). In zwei unabhangigen Messungen wurden jeweils

bi-exponentielle Kinetiken gefunden (s. Tab. 10).

o o o
IS o 00

Intensity (a.u.)

o
[N}

300 350 400 450 500 550 600 650 700
A [nm]

Abb. 97: Emissionsspektrum (Aex = 450 nm, orange) und Anregungsspektrum (Aem = 520 nm, blau) von
NpBatLOV.
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Abb. 98: Fluoreszenzlebenszeitspektren von NpBatLOV (rot) mit einer Anregungswellenlange von 450 nm

und einer Detektionswellenldnge von 520 nm. Der Interne Responsefaktor ist in griin dargestelit

Tab. 10: Berechnete Fluoreszenz Lebenszeiten von NpBatLOV

T4 T2 [ns]

[ns]
1. Messung 277 |[71,39% |57,3 |28,61%
2. Messung 2,76 90,17 % (23,2 |9,83%
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5.4.3. Diskussion: LOV Domane des Bat Proteins aus Natronomonas pharaonis

In silico Untersuchungen ergaben fur das Bacterio-opsin Aktivatorproteins (Bat) eine
klassische LOV-Struktur, wie sie auch fur andere Bat Proteine in der Literatur
beschrieben wird (vgl. Abb. 100). So besitzt NpBat neben einer C-terminal liegenden
DNA bindenden Helix-turn-Helix (HTH) Domane sowohl eine GAF Domane als auch
eine PAS/PAC Domane, welche eine Regulation des Apoproteins Bacterio-opsin und
des Chromophors Retinal in Abhangigkeit von Licht als auch der
Sauerstoffverfligbarkeit ermdglichen % 1. Bisher wurde allerdings in der Literatur
davon ausgegangen, dass die PAS/PAC Domane fur die Redoxsensivitat
verantwortlich war 4% 14,

13 94 155 260 612 664
RR PAS Domine GAF Domine HtH

Bacterio-opsin Aktivatorprotein

Abb. 99: Graphische Darstellung der Domaénenstruktur des Bacterio-opsin Aktivatorproteins aus
Natronomonas pharaonis auf der Grundlage von BLAST Analysen 198,

Durch die selektive Expression der PAS/PAC Domaéane konnte diese unabhangig vom
Rest des Proteins untersucht werden. Die Sequenz liel3 hier auf ein LOV Motiv
schliel3en, was durch die Messungen bestatigt werden konnte. Die vorliegende LOV
Domane des N. pharaonis Bacterio-opsin Aktivatorproteins (NpBatLOV) zeigt den
klassischen Photozyklus einer kanonischen LOV Domane. Sowohl die Belichtung als
auch die Ruckkehr in den Dunkelzustand gehen sehr schnell von Statten. Dies lasst
auf eine sehr zeitnahe positive Regulation des Bacteriorhodopsins schliel3en, so
dass die Expression bei nachlassender Lichtintensitat schnellstmoglich gehemmt

wird.

Tab. 11: Zusammenfassung der Messergebnisse

NpBatLOV
Amax [nm] 447
BL [s] 10
tr (20 °C) [s] 995
Tf [ns] 2,77
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6. Ausblick

Diese Dissertationsschrift setzt sich zum einen mit den schadlichen Aspekten von
kurzwelligem Licht auseinander und widmet sich auf der anderen Seite ebenso der
Verwendung dieser Lichtqualitat, vornehmlich im blauen und ultravioletten
Spektralbereich. In beiden Fallen konnten neuartige Blaulichtrezeptoren
charakterisiert werden, wodurch zum Einen das Verstandnis bezuglich extremophiler
Organismen erweitert wurde und zum Anderen die Grundlage fur die Optimierung

und Anwendung eines neuen FRET Sonsorpaares gelegt wurde.

Die Charakterisierung der Photolyase aus Acinetobacter sp. Ver3 hat spannende
Grundlagen der Funktionsweise und Konstitution dieses Photorezeptors aus einem
extremophilen Bakterium hervorgebracht. Die weitere Charakterisierung dieses
Acinetobacter-Stammes, die Optimierung der heterologen Expression von Ver3Phr
und Ver3PL2, sowie die ldentifizierung weiterer Stdmme aus dem Hochplateau der
Anden (HAAL) verspricht die Gewinnung neuer, leistungsstarkerer extremophiler
Enzyme, Mechanismen und kompatibler Solute, die sich aufgrund der schwierigen
Lebensbedingungen in den dortigen Habitaten entwickelt haben. Diese Erkenntnisse
werden Aufschluss geben, auf welche Weise effektive Schutzmechanismen in
derartig harschen und lebensfeindlichen Umweltbedingungen funktionieren. Nicht
umsonst wurde dieses Hochplateau der Anden u.a. durch die NASA als
Modellhabitat fur Experimente Uber extraterrestrisches Leben verwendet. Auf der
anderen Seite wird die Etablierung von Acinetobacter sp. als Modellorganismus fur
derartige extremophile Organismen angestrebt, so dass eines Tages Erkenntnisse
Ubertragen und andere neuartige und leistungsstarke Enzyme identifiziert und

charakterisiert werden kdnnen.

Der der Funktion der Photolyase zugrundeliegende Forster Resonanzenergietransfer
(FRET) wurde eindrucksvoll mit Hilfe des synthetisch konstruierten YLOV-1393GAF3
Fusionsproteins demonstriert. FRET ist schon seit geraumer Zeit zu einer wichtigen
und leistungsstarken molekularen Methode geworden, mit deren Hilfe Prozesse
intrazellular in geringsten Konzentrationen und im Angstréom-Distanzbereich prazise
beobachtet und iiberwachet werden kdénnen '®''® Mit dem hier vorgestellten und
charakterisieten FRET Paar konnte die Vielfalt der Optionen erneut erweitert

werden. Die erzielten Ergebnisse weisen darlber hinaus darauf hin, dass es sich bei
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dieser Paarung um eine sehr effiziente FRET Sensorik handelt, die durch eine
Optimierung der Chromophorbeladung der jeweiligen Domanen noch gesteigert
werden kann. Daruber hinaus bieten die bereits zahlreich durchgefuhrten
Mutagenesestudien '> *° beider nativen Doménen sowie die Untersuchung der
Auswirkung von synthetischen Chromophoren in der LOV Domane ebenfalls grol3e

Mdglichkeiten der Optimierung "> °%°2,

Vier weitere Mutationen wurden deshalb im Zuge dieser Arbeit in den bakteriellen
Blaulichtrezeptor YtvA eingefligt, um das Verstandnis der Interaktion zwischen
Chromophor und Protein genauer beschreiben zu kdnnen, um speziell Mechanismen
der thermischen Ruckkehr zu erweitern und im Detail zu charakterisieren. So
konnten mit F46 und V28 zwei fir diesen Mechanismus essentielle Aminosauren

identifiziert und ihre Funktion und Aufgabe charakterisiert werden.

Zur Erweiterung des Verstandnisses aulRergewohnlicher LOV Domanen ohne
kanonische Aminosauren wie zum Beispiel das adduktbildende Cystein wurde
angestrebt, die BatLOV Domane aus Halobacterium salinarum zu charakterisieren.
Diese konnte allerdings nur als Apoprotein aufgereinigt werden. Man kénnte
vermuten, dass in diesem Protein Chaperone die Chromophor-Einbindung
unterstutzen, die naturlich im E. coli-Expressionssystem nicht vorhanden sind. Hier
konnen nachste Schritte zum Beispiel die Co-expression mit einem Flavin-
Transporterprotein sein, um die in vivo Beladung der HsBatLOV Doméane zu
verbessern '®*. Die LOV Doméne des Bat Proteins aus Natronomonas pharaonis
hingegen konnte erfolgreich aufgereinigt und spektroskopisch vermessen werden.
Die dort gesammelten Ergebnisse erlauben interessante Ruckschlisse auf die
blaulichtregulierte Expression des Bacteriorhodopsins (im Fall von N. pharaonis des
Halorhodopsins) in halophilen Archaeen. Aullerdem bietet sich NpBat als
hervorragendes Referenzsystem bei der Untersuchung des HsBat Proteins an, in
dem das kanonische adduktbildende Cystein in der LOV Domane durch ein Histidin
zu ersetzen ware. Die weitere Charakterisierung derartiger oder ahnlich gestalteter
LOV Domanen, die dennoch blaulichtaktiv sind, ermdglicht es, bei weiteren Suchen
in Gendatenbanken bisher noch nicht entdeckte LOV Domanen zu identifizieren und
mdglicherweise bisher ungeahnte Photorezeptoren fiur die Forschung und

anschlieRende Anwendung zur Verfugung zu stellen.
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10. Anhang

>fig|469.9.peq.1747 [Acinetobacter undefined Ver3] [Deoxyribodipyrimidine
photolyase (EC 4.1.99.3)]
MNLIWFRQDLRVRDNTALMEATRHGNTCAVVILSPEQWKLHDDAEIKIDFYLRQLKS
LEIELKQFNIPLMVEIVPQWDDVPARLLTFANKYQVTVIHANIEIGVNELHRDAQVQTL
LESHKVTVEYYHDRTIFPLGSIRNKTHQPYQVFGAYKRACYEILNISVPQPLAVPKVQ
PHELIQRFHTFKIPSIHDFYPDAQVKYQWPVGESFALQMLEKFVDENLEPYKQQRDF
PNIDATSQLSPYLNLGIVSIRQCLAAIFSRSNGNFHLYSDGQQTWLDELLWREFYQHI
LFDFPRLSKYQPFNLNTSNVPWRDAPDELNAWKFGQTGIPIVDAGIRQMLETGWM
HNRVRMIVAMFLSKNLLIDWRKGEQWFMQHLIDGDLAANNGGWQWCASTGTDAV
PYFRIFNPISQSQKFDSQGNYIRKWVPELAHLDAKIIHEPYAKNPNLKLNYPKPIVDLK
MSRQRALAAFKSA

>Ver3PL2 Acinetobacter sp. Ver3
MRFGLILGDQLHHQLATLKTLDRTRDVILMAEVVEEATYVTHHPQKIALIFSAMRHFA
KELKAEGWRVRYHDFQSGSPIRSLLDFVQAQQQQFPVTELVMTQCGEYRLQQQIE
QQWSQHLQLPIQCLNDERFFCSPEQFRHWASRYQTLRMEYFYREMRKQTGYLMQ
GQQPLGQQWNYDSANRKAWSGSPPLTAQLHFERDQIDMDVLELVEREFSHHPGS
LDDFRWATTRSNALRALEHFITYSLPHFGDYQDAMVQGADTLFHSLLSPYLNCGLLL
PREVCDAAEAVYHAGHAPLNAVEGFIRQILGWREYVRGIYWLYMPEYASRNALQHS
TPLPQFYWTGHTRMNCMVECFRNTFQHAYAHHIQRLMVTGNFALLTGIDSQQISE
WYLAVYADAYEWVELPNTLGMVMHADGGLMASKPYGASGNYIHKMSDYCKHCSY
NVKTRTEPDSCPFNSLYWYFMIRHEATFRTHPRMGMIYRQLDKLKDRPQIISHAQQL
LSRIDEL
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>YLOV-1393GAF3_C62S (Restriktionsstellen: Ndel — BamHI)
CATATGGCTAGTTTTCAATCATTTGGGATACCAGGACAGCTGGAAGTCATCAAA
AAAGCACTTGATCACGTGCGAGTCGGTGTGGTAATTACAGATCCCGCACTTGAA
GATAATCCTATTGTCTACGTAAATCAAGGCTTTGTTCAAATGACCGGCTACGAGA
CCGAGGAAATTTTAGGAAAGAACAGTCGCTTCTTACAGGGGAAACACACAGATC
CTGCAGAAGTGGACAACATCAGAACCGCTTTACAAAATAAAGAACCGGTCACCG
TTCAGATCCAAAACTACAAAAAAGACGGAACGATGTTCTGGAATGAATTAAATAT
TGATCCAATGGAAATAGAGGATAAAACGTATTTTGTCGGAATTCAGAATGATATC
ACCAAGCAAAAAGAATATGAAAAGCTTCTCGAGGATTCCCTCACGGAAATTACT
GCACTTGGCGGAGGGAGCACCGGGAGCACGACCGGGAGCGGGGAGTTCGGA
GGCATGCTGCAAAATATCTTTCGTGCGACCTCGGATGAAGTGCGTCACCTGCTG
AGCTGCGACCGTGTTCTGGTTTACCGCTTTAACCCGGACTGGAGTGGTGAATTT
ATCCATGAATCCGTTGCGCAAATGTGGGAACCGCTGAAAGATCTGCAGAACAAT
TTCCCGCTGTGGCAAGACACCTACCTGCAGGAAAACGAAGGCGGTCGTTATCG
CAATCATGAAAGTCTGGCAGTCGGTGATGTGGAAACCGCTGGCTTTACGGATTG
CCACCTGGACAACCTGCGTCGCTTTGAAATTCGTGCCTTCCTGACGGTGCCGGT
TTTCGTCGGTGAACAGCTGTGGGGTCTGCTGGGTGCATACCAAAACGGTGCAC
CGCGTCACTGGCAGGCGCGCGAAATCCATCTGCTGCACCAGATTGCCAATCAA
CTGGGTGTGGCCGTTTATCAGGCACAACTGCTGGCTCGCTTTCAGATCTAAGGA
TCC

>YLOV-1393GAF3_C62S
HMASFQSFGIPGQLEVIKKALDHVRVGVVITDPALEDNPIVYVNQGFVQMTGYETEE
ILGKNSRFLQGKHTDPAEVDNIRTALQNKEPVTVQIQNYKKDGTMFWNELNIDPMEI
EDKTYFVGIQNDITKQKEYEKLLEDSLTEITALGGGSTGSTTGSGEFGGMLQNIFRAT
SDEVRHLLSCDRVLVYRFNPDWSGEFIHESVAQMWEPLKDLQNNFPLWQDTYLQE
NEGGRYRNHESLAVGDVETAGFTDCHLDNLRRFEIRAFLTVPVFVGEQLWGLLGAY
QNGAPRHWQAREIHLLHQIANQLGVAVYQAQLLARFQI
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>HsBatLOV_gene
ATGGTTGAAAGCGAACGCCGTCTGAAGGAGCAAGCGCTGGACGAAGCGCCGAT
TGGCATTACCATTAGCGACGCGACCGACCCGGAGGAGCCGATCATTTACATCAA
CGACAGCTTCGAGGATATTACCGGTTATAGCCCGGACGAAGTGGTTGGCGCGA
ACCACCGTTTCCTGCAGGGTCCGAAGACCAACGAGGATCGTGTGGCGGAATTT
TGGACCGCGATCACCGAGGACCACGATACCCAGGTGGTTCTGCGTAACTACCG
TCGTGACGGCAGCCTGTTTTGGAACCAAGTGGATATCAGCCCGATTTATGACGA
AGATGGTACCGTTAGCCACTATGTGGGTTTTCAAATGGATGTGAGCGAACGTAT
GGCGGCGCAACAAGAACTGTAA

>HsBatLOV
MVESERRLKEQALDEAPIGITISDATDPEEPIIYINDSFEDITGYSPDEVVGANHRFLQ
GPKTNEDRVAEFWTAITEDHDTQVVLRNYRRDGSLFWNQVDISPIYDEDGTVSHYV
GFQMDVSERMAAQQEL

>NpBatLOV_gene
ATGGCGGCGGACCTGCAACTGAGCAAGCGTACCCTGGACGAAGCGCCGGTGG
GCGTGGTGGTGGCGGACCCGCACGAAGAAGACGAGCCGCTGGTGTACATCAA
CGAGGCGTTCGAACGTCTGACCGGTTATGAGCGTCACGAAGTTCTGGGCCGTA
ACTGCCGTTTTCTGCAGGGCGAGGATACCAACCCGGAAGCGGTGGCGACCATT
CGTCAAGCGGTTGACGATCGTCGTCCGGTGAGCGTTGAGCTGCTGAACTACCG
TAAGGACGGCGAACCGTTCTGGAACCAGCTGAACATCGCGCCGATTCGTGACG
ATGACGGTCGTGTGACCCACCTGGTTGGCTTTCAAACCGATATCACCGAGCGTA
AAGAGGTTGAACTGCGTGCGCAACGTCAGGCGGAACAACTGCGTGCGGACTAA

>NpBatLOV
MAADLQLSKRTLDEAPVGVVVADPHEEDEPLVYINEAFERLTGYERHEVLGRNCRF
LQGEDTNPEAVATIRQAVDDRRPVSVELLNYRKDGEPFWNQLNIAPIRDDDGRVTH
LVGFQTDITERKEVELRAQRQAEQLRAD

141



