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Zusammenfassung

Photorezeptoren sind Licht-detektierende Systeme, die einen &uBeren Lichtreiz wahrneh-
men und in ein physiologisches Signal umwandeln. Dabei nehmen sie vor allem die Inten-
sitdt, Wellenldnge, Periodizitdt und Richtung des Lichts wahr. Hier wird besonders die
Klasse der Phytochrome bearbeitet. Diese konnen in fiinf wohldefinierte Familien unter-
teilt werden, welche in erster Linie durch die Struktur der Chromophore und die jeweilige
Photochemie bestimmt werden. Eine dieser Familien sind die ,klassischen® Phytochrome,
welche wichtige regulatorische Aufgaben in der Photomorphogenese von Pflanzen tiber-
nehmen. Sie zeigen in ihrem photosensorischen Bereich eine PAS-GAF-PHY Struktur und
tragen einen offenkettigen Tetrapyrrol- (Bilin) Chromophor, der kovalent an ein Cystein in
der GAF-Domine gebunden ist. In den letzten Jahrzehnten konnten derartige kanonische

Phytochrome zusétzlich in Bakterien und Pilzen nachgewiesen werden.

Diese Thesis beinhaltet insbesondere die kinetische Untersuchung verschiedener
Photozyklen in Bezug auf mogliche Intermediate und deren Lebenszeiten. Dabei werden
klassische Phytochrome aus den Familien der cyanobakteriellen (Cph), der bacteriophy-
tochromen (BphP) und der pilzlichen (Fph) Phytochrome als auch die neuartigen
Cyanobacteriochrome (CBCRs) untersucht. Die zeitaufgelosten kinetischen Absorptions-

messungen wurden mittels der Methode der Blitzlichtphotolyse durchgefiihrt.

i) Vergleich der Photozyklen klassischer Phytochrome

Der erste Teil dieser Thesis befasst sich mit der vergleichenden Gegeniiberstellung
von vier Phytochromen aus drei Phytochrom-Unterfamilien. Untersucht wurde SynCph2(1-
2) aus Synechocystis sp. PCC 6803, welches eine GAF-GAF Bidoméne besitzt, wobei ne-
ben der Charakterisierung des Wildtyp-Proteins insbesondere die stabilisierende Wirkung
der GAF2-Doméne auf den Bilin-Chromophor mit Hilfe von Punktmutationen genauer
untersucht wurde. Daneben wurden zwei Bacteriophytochrome, PstBphP1 aus Pseudomo-
nas syringae pv. tomato und PaBphP aus Pseudomonas aeruginosa, welches zu den bathy-
Phytochromen zéhlt, sowie ein pilzliches Phytochrom, FphA aus Aspergillus nidulans,

spektroskopisch charakterisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Alanin-Mutanten S385A und W389A von
SynCph2(1-2) einen deutlichen Einfluss auf den Photozyklus und vor allem auf die Bil-

dung des Pg-Zustandes haben, wohingegen sich der Austausch in eine dhnlich gro3e und
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aromatische Aminosdure (W389F) nicht auswirkt. Der bathychrome Charakter von
PaBphP wirkt sich nicht auf den Photozyklus aus und ist sehr vergleichbar zu den kanoni-
schen Phytochromen wie CphA bzw. Cphl, wobei die Konversion aus dem Grundzustand
in das Photoprodukt keine sichtbaren Intermediate aufzeigt. PstBphP1 und FphA fehlt im
Vergleich zu den kanonischen Phytochromen ein Intermediat beim Ubergang in den Pg-
Zustand was auf einen unterschiedlichen Prozess bei der Bildung des Photoprodukts hin-
deutet. Die Riickkonversion verlduft bei PstBphP1 ,klassisch‘, wohingegen bei FphA keine

Intermediate 1dentifiziert werden konnen.

ii) Spektroskopische Untersuchung dreier GAF-Domiinen der CBCRs

Im zweiten Teil der Arbeit werden drei Vertreter der Cyanobacteriochrome unter-
sucht. Die CBCRs nehmen in der Klasse der Phytochrome eine aulergewdhnliche Stellung
ein. Dies zeigt sich u.a. durch ihre Fahigkeit, mit Hilfe einer einzelnen GAF-Domine den
Chromophor kovalent zu binden und einen reversiblen, photochromen Photozyklus zu
durchlaufen. Untersucht wurde die GAF3-Doméne von Slr1393 aus Synechocystis sp. PCC
6803, die einen Rot/Griin-Photozyklus zeigt, die GAF1-Domine aus AphC aus Nostoc sp.
PCC 7120, welche einen klassischen Rot/Dunkelrot-Photozyklus aufweist, sowie die
GAF3-Domine aus demselben Organismus mit einem aullergewohnlichen Rot/Orange-
Photozyklus, der durch die Erstellung zweier Punktmutationen in der Nidhe des Chromo-
phors (S487R und S487G) genauer untersucht wurde. Zusétzlich wurde bei 1393gaf3 der
Einfluss der Chromophor-Bindung bei Zugabe in vivo als auch in vitro genauer untersucht.
Genauere Informationen tiber Chromophor-Protein Wechselwirkungen konnten durch drei
Mutanten (RSO8N, D531T und N532Y) erhalten werden, die bereits grolen Einfluss auf
die steady-state Absorption des P,-Photoproduktes aufweisen.

Die CBCR GAF-Doménen zeigen im Vergleich zu den klassischen Phytochromen
einen deutlich vereinfachten Photozyklus, der vermutlich auf die geringe Proteingrof3e und
die dadurch mégliche hohe Flexibilitdt zuriickzufiihren ist, die es leichter moglich macht,
der durch die Chromophor-Isomerisierung erzwungenen Konfirmationsdnderungen zu fol-
gen. Das auBergewohnliche thermisch sehr instabile und deutlich weniger hypsochrom
verschobene Photoprodukt der GAF3-Doméne von AphC lésst sich mit einem moglicher-
weise gehinderten Intermediat eines rot/griin Photozyklus erkldren. Die generierten Muta-
tionen bewirkten eine deutlich stabilisierende Wirkung auf die thermische Riickkehr in den

Grundzustand.
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Abstract

Photoreceptors are light-detecting systems that convert the external stimulus light into a
physiological signal by sensing the intensity, wavelength, periodicity and direction. The
focus in this work was set on the phytochrome photoreceptors. Phytochromes can be sepa-
rated into five well-defined families, specified for their chromophore structure and their
respective photochemistry. One of these families, the ‘classical’ phytochromes, comply
important regulatory functions in the photomorphogenesis of plants. Their light-sensing
part consists of a PAS-GAF-PHY structure with an open-chain tetrapyrrole (bilin) chro-
mophore covalently bound to a cysteine in the GAF domain. In recent decades canonical

phytochromes with such domain architecture could also be detected in bacteria and fungi.

This thesis is dedicated in particular to kinetic studies of various photocycles aim-
ing at identification of potential intermediates and their lifetimes. Therefore, classical phy-
tochromes from the families of cyanobacterial (Cph), bacteriophytochromes (BphP) and
fungal (Fph) phytochromes as well as the novel cyanobacteriochromes (CBCRs) were ex-
amined. The time-resolved kinetic absorption measurements were performed using the

method of flash photolysis.

i) Comparison of the photocycles of classical phytochromes

The first part of this thesis deals with the comparative analysis of four phyto-
chromes belonging to three phytochrome-subfamilies. The examination of SynCph2(1-2)
from Synechocystis sp. PCC 6803, carrying a photosensory GAF-GAF bidomain, is based
on the characterization of the wildtype-protein and in particular on the mutational analysis
of the stabilizing effect on the chromophore of the GAF2 domain. In addition, two bacteri-
ochromes, PstBphP1 from Pseudomonas syringae pv. tomato und PaBphP from Pseudo-
monas aeruginosa (member of bathy-phytochromes) as well as a fungal phytochrome,

FphA from Aspergillus nidulans, had been spectroscopically characterized.

Results reveal an important effect of position 385 and 389 of SynCph2(1-2) on the
photocycle. Exchange of these amino acids into alanines (S385A and W389F) affect espe-
cially the formation of the Ps-Photoprodukt, whereas the exchange at position 389 into a
similarly large, aromatic amino acid (W389F) has no noticeable effect. The bathochromic
nature of PaBphP does not alter the photocycle significantly. Its light-driven conversions

are very comparable to those of canonical phytochromes such as CphA or Cphl, although
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the photoconversion from the parent state to the photoproduct shows no noticeable inter-
mediates. Both PstBphP1 and FphA are missing an intermediate in the transition to the Pg-
state (in comparison to canonical phytochromes) suggesting different processes in the for-
mation of the photoproduct. The reverse conversion from PstBphP1 proceeds in a ‘classi-

cal’ manner, whereas FphA shows no identifiable intermediates.

ii) Spectroscopic investigation of three GAF domains from CBCRs

In the second part of this work, three representatives of the Cyanobacteriochromes
were investigated. The CBCRs assume an exceptional position within the phytochrome
photoreceptors. This is apparent, among other things, by their ability to covalently bind the
chromophore and undergo a reversible photochromic photocycle with help of only one
GAF domain. This study comprised the GAF3 domain from Slr1393 of Synechocystis sp.
PCC 6803, showing a red/green photocycle, the GAF1 domain from AphC of Nostoc sp.
PCC 7120, showing a classical red/dark red photocycle, as well as the GAF3 domain from
the same organism with an exceptional red/orange photocycle. For this CBCR-GAF do-
main, also two point mutations located close to the chromophore (S487R and S487G) were
included into the time-resolved analysis. The remarkable thermally very unstable and sig-
nificantly less hypsochromically shifted photoproduct of the GAF3 domain from AphC can
be explained by a possibly hindered intermediate of a red/green photocycle. The generated
mutations caused a remarkably stabilizing effect on the thermal recovery to the parent

state.

In addition, the influence of the chromophore binding mode by either in vivo or in
vitro addition was examined in more detail for the 1393gaf3. Further information regarding
the chromophore-protein interactions was obtained using three mutants (R508N, D531T
and N532Y) who have a major influence on the steady-state absorption of the P, photo-
product.

In comparison to the classical phytochromes, the CBCR GAF domains show a sig-
nificantly simplified photocycle. This is probably due to the low protein size, maybe ena-
bling a high flexibility allowing more easily to follow the forced confirmation changes

triggered by the photoisomerization.
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1 Einleitung

Licht bildet die Grundlage fiir das Leben auf unserem Planeten. Schon in der Antike setzten
sich die Menschen mit dem Phdnomen Licht auseinander. Damals wurde es von den meisten
Menschen als gottliche Kraft interpretiert. Dem gegeniiber standen einige Philosophen, die
schon sehr frith eine wissenschaftliche Erklarung finden wollten. Nach ersten Erfolgen im
Feld der Optik in Bezug auf Geradlinigkeit des Lichts und Lichtreflexion von Euklid im 3. Jh.
v. Chr. war es Demokrit, der erstmals vorschlug, dass Licht aus kleinen Teilchen besteht, wel-
che dem Auge ein Bild einbrennen. An der Teilchentheorie wurde bis ins 17. Jahrhundert
festgehalten, wobei sie durch namhafte Naturwissenschaftler wie Sir Isaac Newton bekriftigt
wurde. Mit dieser Theorie lieBen sich jedoch nicht alle Eigenschaften des Lichts, wie zum
Beispiel dessen Brechung beschreiben. Dies gelang erst durch die Wellentheorie von
Christiaan Huygens, spéter erweitert durch Thomas Young. Sie beruht auf dem Grundsatz,

dass Licht aus Wellen besteht, die sich gegenseitig liberlagern bzw. ausléschen konnen (1,2).

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts kombinierten Albert Einstein und Max Planck diese
beiden Theorien und legten so den Grundstein fiir das heutige Verstandnis und die Wissen-

schaft des Lichts.

Licht findet sich auch als Regulator in vielen Entwicklungsprozessen lebender Orga-
nismen. Beispielsweise ldsst sich hier die Wachstumsrichtung der Pflanzen (Phototropismus)
oder die Induktion der Bliitenbildung (Photoperiodizitit) anfiihren (3). Die Licht-
detektierenden Systeme (auch als ,,Photorezeptoren® bezeichnet) bestehen aus einem Licht-
absorbierenden Molekiil, Chromophor, und einem Proteinanteil. Beide Komponenten beein-
flussen sich gegenseitig in ihren Eigenschaften und erzeugen die Signale, die die biologischen

Funktionen in den Zellen in Abhéngigkeit von der Lichtqualitét regulieren.

Die Chromophore sind in der Lage, Licht bestimmter Wellenldnge zu absorbieren und
unter bestimmten Umsténden auch zu emittieren. Sie bestehen aus kleinen organischen Mole-
kiilen, die durch Absorption von Photonen ihren Anregungszustand dndern. Die photophysi-
kalischen und photochemischen Eigenschaften eines Molekiils werden im sogenannten

Jablonski-Diagramm zusammengefasst (Abb. 1-1). Es beschreibt die moglichen Ubergiinge



der Valenzelektronen im Molekiil und ist sehr niitzlich, um einen Zusammenhang zwischen

physikalischen Eigenschaften und optischen Spektren herzustellen (4).
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Abb. 1-1: Jablonski Diagramm: Maégliche Energieniveaus fiir Molekiile. Strahlungsiiberginge (durchge-
zogene Pfeile): Absorption (blau), Emission (Griin fiir Fluoreszenz, Rot fiir Phosphoreszenz). Strahlungs-
freie Uberginge (gezackte Pfeile): Relaxation, innere Umwandlung, Intersystem Crossing (editiert nach

(3))-

Durch die Aufnahme von Photonen (Absorption) gelangen die Valenzelektronen aus
dem Grundzustand (S,) je nach Energie des absorbierten Lichtquants in einen angeregten Zu-
stand (S;.... Sy). Es gibt nun verschiedene Wege, aus dem angeregten Zustand unter Energie-
abgabe zuriick in den Grundzustand zu gelangen. Sollten sich die Elektronen im energetisch
hoher liegenden S,-Zustand befinden, erfolgt zunéchst eine Schwingungsrelaxation in das
niedrigst gelegene Schwingungsniveau des angeregten S;-Zustands (gleiches gilt {ibrigens fiir
hoher angeregte Schwingungszustinde des S;-Zustands). Dieses Energieniveau ist der Start-
punkt fiir verschiedene Ubergiinge in den Grundzustand. Zuniichst kénnen die Molekiile ihre
Energie strahlungslos durch sog. ,,Innere Umwandlung® unter Erhalt des Elektronenspins ab-
geben. Bei der Fluoreszenz wird Licht emittiert, um in den Grundzustand zuriickzukehren.
Beim Intersystem Crossing handelt es sich um einen Ubergangsweg, bei dem angeregte Sin-
gulett-Zustinde iiber eine Anderung des Elektronengesamtspins in einen energetisch giinstige-
ren Triplett-Zustand {ibergehen. Dieser zerfdllt durch Relaxation strahlungsfrei oder durch

Abgabe von Licht (Phosphoreszenz), wobei wiederum eine Spin-Umkehr erfolgen muss (6).



1.1 Photorezeptoren

In der Natur gibt es eine Vielzahl von verschieden Photorezeptoren. Ubergeordnet kann man

sie anhand ihrer Nutzung des Lichts in zwei Kategorien aufteilen.

Eine Kategorie nutzt das Licht als Energiequelle. Darunter fallen zum Beispiel die
Photosynthesekomplexe der Pflanzen, bei der unter Wasserspaltung Kohlenstoffdioxid fixiert
und energiereiche Kohlenhydrate erzeugt werden. Oxygene Photosynthese findet sich auch
z.B. in Cyanobakterien. Diese haben entgegen den Chlorophyll-basierten Antennenpigmenten
der Pflanzen Phycobiliproteine als Antennen entwickelt, was zu einer deutlichen Erweiterung

des fiir die Photosynthese nutzbaren Spektralbereichs fiihrt.

Die zweite Kategorie nutzt das Licht als Informationsquelle. So kdnnen Organismen
zum Beispiel den Bereich des Lichts erkennen, der die hochste Energiegewinnung durch die
Photosynthese verspricht. Weiterhin konnen fiir den Organismus schiddliche Wellenldngen des
Lichts detektiert werden, so dass SchutzmalB3nahmen induziert werden konnen. Diese Photore-
zeptoren nehmen neben Richtung und Intensitéit des Lichtes auch die Dauer und die spektralen

Eigenschaften wahr.

Die iliberwiegende Mehrheit dieser zweiten Kategorie der Photorezeptoren kann in
sechs wohldefinierte Familien unterteilt werden, welche in erster Linie durch die Struktur der
Chromophore und die jeweilige Photochemie bestimmt werden. Dabei handelt es sich um die
Rhodopsine, Phytochrome, Xanthopsine, Cryptochrome, Phototropine und die BLUF-
Proteine (blue-light sensing using FAD) (7-9). Die Familien der Photorezeptoren und ihre
Gemeinsamkeiten beziehungsweise Unterschiede sind in Tab. 1-1 dargestellt und sollen im

Folgenden nacheinander vorgestellt werden.



Tab. 1-1: Familien der Photorezeptoren mit der jeweiligen Photochemie und den dazugehérigen Chromo-

phoren
Familie Chromophor Photochemie Beispiel
all-frans retinal A% 13-cis retinal
. . . H l'thI"
Rhodopsine Retinale trans g cis M*_, M
¢ dark H \O
HN _protein
protein” N
o
Phytochrome Tetrapyrrole trans (g Cis i -
o
= ™ COOH
Xanthopsine trans-p-Cumarsiure trans ¢mmm cis /O/\/
HO

Cryptochrome Elektronentransfer s e

CH,0R i
Phototropine Adduktbildung Loy TNR=POH,
. (liHOH FAD R = M, =y
LOV-Proteine (FMN-Cys) ] 4 J
cl:HOH (POL—CHe g =

Flavinderivate Elektronentransfer CH,

BLUF Proteine

mit Anderung des
Wasserstoftbin-

dungsnetwerkes

1.1.1 Rhodopsine

Rhodopsine sind Membranproteine, deren Hauptstrukturelement sieben die Membran durch-

dringende a-Helices sind. Sie binden iiber eine kovalente Bindung (protonierte Schiffsche

Base) ein Molekiil Retinal (Vitamin A Aldehyd) als Chromophor (10). Auf der Grundlage

von Sequenzanalysen der Opsingene und der Isomerie des Chromophors kdnnen sie in zwei

Gruppen unterschieden werden: mikrobielle (Typ 1) und tierische (Typ 2) Opsine.




Abb. 1-2: Aufbau der Rhodopsine. (A) Schematische Darstellung der sieben transmembranen a-Helices
mit Anbindungsort des Retinalchromophors in der siebten Helix, (B) Dreidimensionale Struktur des Pro-
teins mit gebundenem all-frans Retinal (editiert nach (11))

Die mikrobiellen Opsine kommen in der Natur in Archaeen, Eubakterien, Pilzen und
Algen vor. Verwendung finden sie dort als lichtgetriebene Protonen- und Chloridpumpen,
Lichtsensoren sowie lichtgesteuerte Kationenkanéle (11). Als Chromophor nutzen sie das all-

trans Retinalisomer, das bei Lichtaufnahme die 13-cis Form isomerisiert (Abb. 1-2).

Dem entgegen binden die tierischen Rhodopsine, die zu der Klasse der G-Protein ge-
koppelten Rezeptoren (GPCRs) gehdren, das 11-cis Isomer des Retinals, welches unter Licht-

einfluss in das all-trans Isomer iibergeht. Sie dienen der visuellen Wahrnehmung (12).

1.1.2 Xanthopsine

Die Familie der Xanthopsine ist an einer Vielzahl von Prozessen beteiligt, beginnend mit der
Steuerung der genetischen Regulation der Chalkon-Synthese bis hin zur Migration von Bakte-

rien (12).

Das ,,photoactive yellow protein* (PYP) aus Halorhodospira halophila stellte bei sei-
ner Entdeckung im Jahre 1985 den Ursprung dieser Familie dar (13). PYP ist ein relativ klei-
nes Protein mit 125 Aminoséduren, das in einer typischen a/B-Faltung vorliegt. Es kann in vier
Abschnitte unterteilt werden: eine N-terminale Kappe bestehend aus zwei a-Helices, einen
PAS-Kern, einen helikalen Linker aus einer a5-genannten Helix und ein B-Faltblatt-Gertist.

Seine Funktion als Photorezeptor im sichtbaren Licht erfiillt PYP durch einen trans-p-



Cumarsdure-Chromophor, der iiber eine Thioesterbindung mit einem Cystein (Cys69 fiir das

Xanthopsin aus H. halophila) in der PAS-Doméne des Proteins verbunden ist (14).

Im stabilen Grundzustand (Ap.x = 446 nm) ist der Chromophor an der Phenolgruppe
dissoziiert und liegt in der frans-Konfiguration vor. Nach Bestrahlung mit blauem Licht ent-
steht liber verschiedene Zwischenprodukte das leicht in den roten Spektralbereich ver-
schobene Intermediat pR mit einem Absorptionsmaximum bei 510 nm. Der Chromophor liegt
in diesem Zustand weiterhin in geladener Form vor, ist aber in die cis-Konfiguration isomeri-
siert. Der signalgebende Zustand (pB) entsteht im Mikrosekunden-Zeitbereich, tragt eine un-
disoziierte Phenolgruppe und liegt in der cis-Konfiguration vor (Abb. 1-3). Die Riickkehr in

den Dunkelzustand erfolgt in weniger als einer Sekunde (12).

pG :
(P, PYP...) \,bb]l"‘k
ms pG*
(P*, PYP%, )
40/
B
x 30
PB.: § 2. PR,
(I, PYP,) s (1)
w 104 /\
D_ , : . , . : >
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dess /
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Abb. 1-3: Photozyklus von PYP aus H. halophila bei Raumtemperatur; innenliegend die Spektren der
verschiedenen Intermediate des Photozyklus. Die Farbgebung der Intermediatnamen und ihrer Spektren
ist gleich gewiihlt. Unter den verschiedenen Zustinden von PYP sind in Klammern die bis jetzt zusétzlich
publizierten Nomenklaturen aufgefiihrt (12).

Heutzutage wird die Anzahl von PYP-verwandten Proteinen vor allem durch die Me-
thoden der Genom- und Metagenomanalyse mit etwa 140 angeben. Neben den PYPs in Prote-

obakterien konnten sie auch in Bacteroides und Spirochédten nachgewiesen werden (15).



1.1.3 Cryptochrome und Photolyasen

Cryptochrome (Cry) und Photolyasen (PHR) sind sensorische Photorezeptoren die im UV-A
und Blaulichtbereich des elektromagnetischen Spektrums absorbieren (16). Die N-terminale
Chromophor-Bindungsdoméne ist tiber alle Klassen der Cryptochrome und Photolyasen kon-
serviert. Sie trdgt zwei Chromophore: ein Pterin in Form eines 5, 10-Methenyltetrahydrofolats
(MTHF) und ein Flavin in der Form eines Flavin-Adenin-Nukleotid (FAD) (Abb. 1-4). Das
MTHF nimmt eine Art Antennenfunktion ein, indem es die Energie aus dem Licht aufnimmt
und an das FAD weiterleitet. Die Rate und die Effizienz dieses Energietransfers ist von der
Entfernung und der relativen Orientierung zwischen diesen beiden Chromophoren abhingig

und dient der Erweiterung des Absorptionsbereichs (17,18).

" E. coli photolyase

30% identity b, C r..EE “':;. QE;)

459 simnilarity

At cryptochrome

|
C- MTHF _:) 'QADD Carboxy terminius

Abb. 1-4: Domiinenstruktur der Cryptochrome und Photolyasen. Vergleich der Photolyase aus E-
scherichia coli und Cryl aus Arabidopsis thaliana (17).

FAD kann wie alle Flavinderivate in drei Zustinden im Protein vorliegen: oxidiert,
halb-reduziert und vollreduziert, wobei die jeweiligen reduzierten Formen protoniert (also
neutral) oder unprotoniert, d.h. geladen sein konnen. Das oxidierte FAD absorbiert maximal
im Blaulichtbereich. Es wird somit angenommen, dass es sich dabei um den Grundzustand
des Proteins handelt. Der Photozyklus beginnt mit der Absorption von blauem Licht durch das
oxidierte FAD. Im angeregten Zustand wird es zundchst halb-reduziert und nach Protonen-
aufnahme zum FADH" Radikal. Diese Spezies kann dann ein weiteres Elektron und evtl. ein
Protein aufnehmen zur Bildung von FADH, (oder FADH"). Die erste Reduktion bringt eine
konformelle Anderung im Protein mit sich, welche in Cryptochromen zu einer Signaltrans-

duktion fiihrt. Durch die erneute Oxidation des FADs schlief3t sich der Photozyklus (19,20).



Die Klasse der Photolyasen ist in zwei Unterarten unterteilt, CPD- und (6-4)-
Photolyasen, die sich nach der Funktion bzw. der Art der DNA-Schéden richten, gegen die

diese Enzyme aktiv werden.

Die CPD Photolyasen reparieren durch UV-Licht entstandene Cyclobutan-Pyrimidin
Dimere (CPD). Nach Elektronentransfer (ET) vom Flavin auf die DNA werden die Cyclo-
butyl-C5-C5 und C6-C6 Einfachbindungen gespalten und die DNA-Struktur wiederherge-
stellt. AnschlieBend wird das Elektron auf das Flavin zuriickgefiihrt (21,22).

(6-4) DNA Lisionen entstehen durch eine Palermo-Biichi Reaktion iiber ein priméires
Oxetan/Azetidin Photoprodukt. Dabei reagiert in den meisten Fillen die Carbonylgruppe einer
Thyminbase mit der C5=C6 Doppelbindung eines angrenzenden Pyrimidins. Das bei Raum-

temperatur instabile Photoprodukt 6ffnet sich und bildet die entsprechende (6-4) DNA Lésion
(22).

Die Reparatur dieses DNA-Schadens erfolgt iiber einen Protonentransfer, der wie bei
der CPD-Reparatur durch einen ET initiiert wird. Eine Serie sich daran anschlieBender Ande-
rungen der Atom- und Bindungsanordnung durch Einzelbindungsbriiche und Wiederherstel-
lungen stellt die eigentliche Reparationsreaktion dar. Eine abschlieBende Protonen- und Elekt-

ronenzuriickfiihrung setzt das 6-4 Photoprodukt in zwei Thyminbasen um (Abb. 1-5) (21).
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Abb. 1-5: Photozyklus der Reparatur einer (6-4) DNA Lision durch eine (6-4)-Photolyase (21).



Cryptochrome besitzen eine sehr hohe Sequenzhomologie zu den lichtabhéngigen
DNA Photolyasen und weisen dieselben Chromophore zur Lichtabsorption auf (23). Thnen
fehlt jedoch die Reparaturfahigkeit fiir doppelstringige DNA. Zusétzlich besitzen sie eine in
den Photolyasen nicht vorhandene C-terminale Domine unterschiedlicher Liange, die in der
groflen Vielfalt an Funktionen in der Cryptochrom Familie resultiert (23). In Cryptochromen
der Sdugetiere findet sich eine Domine, die flir die Kernlokalisation bendtigt wird. Die C-
terminale Domine im Cry aus Arabidopsis ist unentbehrlich fiir die Weiterleitung des Signals,
das durch das eingestrahlte Licht ausgeldst wird, z.B. fiir die genetische Regulation der Chal-
kon-Synthese (16). Die Untergruppe namens Cry-DASH nimmt eine Art Verbindungsfunkti-
on zwischen Cry und PHR ein. Es handelt sich um Cryptochrome, die in der Lage sind, Cyc-
lobutan Pyrimidin-Dimere zu spalten und somit eine DNA Reparaturfunktion auszuiiben,
welche sonst nur bei den klassischen Photolyasen zu finden ist. Dabei ist zu beachten, dass
aufgrund einer weniger energetischen Bindung nur einzelstringige DNA repariert werden

kann (24).

1.1.4 Phototropine/LOV-Proteine

Phototropine sind ebenfalls Blaulichtrezeptoren, die eine breite Palette von Reaktionen steu-
ern. So dienen sie z.B. in Pflanzen der Optimierung der Photosynthese. Dazu zdhlen neben
dem Phototropismus die lichtinduzierte Stomata-Offnung und die Bewegung der Chloroplas-
ten in Abhéngigkeit von der Intensitdt des Lichtes. Mit NPH1 aus Arabidopsis thaliana, auf-
grund seiner wichtigen Rolle im Phototropismus Phototropin 1 (photl) genannt, konnte der
erste Vertreter der Phototropine im Jahre 1997 von der Forschergruppe um Winslow R.

Briggs isoliert werden (7,25).

Der Bereich in Phototropinen, der als Blaulichtsensor fungiert, ist die LOV (light,
oxygen, voltage)-Domine. Dabei handelt es sich um eine Unterfamilie der PAS (Per, ARNT,
Sim)-Doménen, die neben dem Vorkommen in Pflanzen auch in Prokaryoten und Pilzen zu
finden sind (26,27). Phototropine besitzen zwei N-terminale LOV-Doménen, welche bevor-
zugt die Riboflavin-Derivate Flavinmononukleotid (FMN) und Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) als Chromophor binden, wahrend C-terminal hiufig eine Kinase-Doméine angeschlos-

sen ist, die durch eine Enzymaktivitét die Signalweiterleitung ermoglicht (28).

Die Grundstruktur dieser auch als Coenzyme aktiven Molekiile ist bestimmt durch ei-

nen 7, 8-Dimethyl-Isoalloxazinring, an den der Zucker Ribitol ankondensiert ist (Abb. 1-6).
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Abb. 1-6: links: Aufbau der Flavinstrukturen, Riboflavin (RB), FMN und FAD; rechts: Absorptionsspek-
trum der Flavine in wiissriger Losung am Beispiel des FMN (28)

Die oxidierte Form dieser Molekiile zeigt eine gelbe Farbung, die auf die konjugierten
Doppelbindungen zuriickzufiihren ist. In reduzierter Form absorbieren die Chromophore im
ultravioletten Bereich, wobei auch Zwischenstufen charakterisiert werden konnen (29). Dabei
handelt es sich neben der voll oxidierten Form (ox) um die um ein Elektron reduzierte Semi-
quinonform (sq) und die Hydroquinon-Form (%q), welche um zwei Elektronen reduziert vor-

liegt (28).

In wissriger Losung zeigen die vollstindig oxidierten Flavine bei Anregung mit Licht
ein Absorptionsspektrum mit drei charakteristischen Peaks (Abb. 1-6). Im Fall des FMN lie-
gen diese bei 280 nm, 360 nm und 450 nm. Der Peak bei 450 nm ist dabei die maB3gebende

Komponente in der Blaulichtsensorik der LOV-Doménen.

Die LOV-Domine besitzt eine klassische PAS-Faltung, bestehend aus einer fiinf-
strangigen, antiparallelen B-Faltblatt-Struktur (AP, BB, GB, HB und IB), umgeben von o-
Helices, die als Verbindungselemente fungieren (Ca, Da, Ea und Fa) (30). Sie sind je nach
Protein mit einer Effektordoméne verbunden, die die letztendliche Funktion beinhaltet. In
Abb. 1-7 ist links die PAS Faltung sowie das FMN in gebundener Form zu sehen, rechts sind
verschiedene Effektordoménen aufgezeigt. Zu diesen zédhlen z.B. Kinasen, Phosphodiestera-

sen (EAL), Diguanylat-Cyclasen (GGDEF) und Helix-turn-Helix Regulatorproteine (HTH).
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Abb. 1-7: links: Strukturmodell der LOV Domiine von YtvA-Proteins aus Bacillus subtilis im Dunkelzu-
stand in der Dimerkonformation. Im Kristall bildet sich ein intermolekularer Kontakt zwischen den zwei
C-terminalen Jo-Helices und den korrespondierenden Jo’'-Helices symmetrisch-verwandter Molekiile (in
weild) (editiert nach (31)); rechts: Auflistung verschiedener Effektordoménen (8).

Im unbelichteten Zustand liegt das FMN nicht-kovalent gebunden vor. Schwache
Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen (WBB) sowie rdumliche Einschrén-
kungen durch die Seitenketten der Aminoséuren formen dabei eine Bindungstasche (32). Ab-
sorption von Licht im Wellenldngenbereich um 450 nm setzt einen Photozyklus in Gang
(Abb. 1-8), welcher {iber einen intermedidr entstehenden Triplettzustand abschlieBend zur
Bildung eines kovalenten Addukts zwischen dem Kohlenstoff C4, des Isoalloxazinringes und
einem konservierten Cystein auf der Ea-Helix im zentralen Kern der Doméne fiihrt (30). Als

Konsequenz verschiebt sich die Absorption von 450 nm auf 390 nm (26).
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Abb. 1-8: Photozyklus der LOV-Domiine des YtvA-Proteins aus B. subtilis (8)
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1.1.5 BLUF-Proteine

Die Bezeichnung der BLUF-Proteine geht auf die Funktion und den genutzten Chromophor
zuriick (blue light sensing using FAD). Bis heute konnten sie ausschlieflich in einzelligen
Prokaryoten und Eukaryoten identifiziert werden (33). In GroBe und allgemeinem Aufbau
dhneln sie den LOV-Doménen (34). Die allgemeine Struktur (Abb. 1-9) zeigt ein sehr kom-
paktes Protein mit einer B-Faltblatt-Struktur, die auf der einen Seite von zwei parallelen a-
Helices und auf der gegeniiberliegenden Seite von einem Helix-turn-Helix Motiv umgeben ist
(34-36). Dadurch entsteht eine sogenannte af-Sandwichform mit der typischen Ferredoxin-
dhnlichen B0;B2B302B4 Raumstruktur (36). Der Isoalloxazinring des FAD ist eng, aber nicht
kovalent zwischen den beiden Helices und der B-Faltblatt-Ebene eingelagert. Dabei bilden
fast alle Sekundirstrukturelemente der BLUF Doméne eine Art Bindungstasche, die stabilisie-

rend wirkt (36).

Abb. 1-9: Monomer von BlrB aus Rhodobacter sphaeroides mit gekennzeichneten Sekundéirstrukturen;
Apoprotein (grau) und Flavin Chromophor (griin) (37)

Durch Belichtung findet ein sehr schneller Protonen-gekoppelter Elektronentransfer
(PCET) zwischen einem konservierten Tyrosin und dem nicht kovalent gebundenen Flavin-
chromophor statt, welcher in einer Neuordnung des Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerks
resultiert (38). Diese Anderung ist durch eine Rotverschiebung von 10-15 nm gekennzeichnet,
welche nach Abschalten des Lichts je nach Protein im Zeitraum von wenigen Sekunden bis
hin zu einigen Minuten revertiert und das Protein wieder in den Grundzustand iiberfiihrt

(35,38).
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1.1.6 Phytochrome

Phytochrome (Phy) sind in Pflanzen allgegenwirtig und regulieren eine Vielzahl von Ent-
wicklungsprozessen. Bis in die spdten neunziger Jahre ging man davon aus, dass Phytochro-
me nur in Pflanzen vorkommen. Dies dnderte sich durch die Entdeckung eines Gens im Ge-
nom des Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803, das fiir ein Phytochrom-dhnliches Protein
kodiert. Durch Expression des Gens in E. coli und anschlieBende Zugabe von Phycocyanobi-
lin (PCB), einem Derivat des Chromophors der pflanzlichen Phytochrome, konnte ein Protein
mit einem Phytochrom typischen P,/Ps Absorptionsspektrum erhalten werden (39). Der ver-
wendete Chromophor PCB stellt ein leicht zugingliches Derivat des in Pflanzen vorkommen-
den Phytochrom-Chromophor dar (dort als Phytochromobilin bezeichnet). Durch phylogeneti-
sche und sequenzanalytische Methoden wurde die Familie der Phytochrome um eine hohe

Anzahl von Mitgliedern aus allen Bereichen des Lebens erweitert.

Dabei wird die Phytochromfamilie in fiinf Unterfamilien unterteilt (Abb. 1-10):
pflanzliche Phytochrome, bacteriophytochrome Photorezeptoren (Bacteriophytochrome,
BphPs), cyanobakterielle Phytochrome (Cphs), pilzliche (fungal) Phytochrome (Fphs),
Cyanobacteriochrome (CBCRs) und eine Gruppe Phy-dhnlicher Proteine (12,40).

Rp BphP4
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BphPs RpBphPs  PPBphP2 Ne Phyt
BfPhy2
Cyh BphP RIBphP Um Phy
Sy Cph2-A An Phy
Ch Phy1
Gm Phy1
Nec Phy2
Sy TaxD1-C
Rp BphP3 SyPipA
Rs BphP To Cph
Xc BphP e
Xa BphP o
Br BphP
Sy Cph2-C
EnvSeqg-1
Pp BphP1 Fd RcaE
At BphP1
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Abb. 1-10: Phylogenetische Analyse der Phy Superfamilie basierend auf einem Alignment der GAF-
Domiine (editiert nach (41)), hier noch nicht aufgenommen sind die Cyanobacteriochrome, s.u.

13



Die Doménen-Architektur der Phytochrome

Phytochrome bestehen aus zwei Hauptdomédnen, einer N-terminalen photosensori-
schen Domine und einer C-terminalen Regulationsdoméne. Abb. 1-11 zeigt den Aufbau ver-
schiedener Phytochrome aus Pflanzen (Phy), Cyanobakterien (Cph), anderer Bakterien
(BphP) und Pilzen (Fph). Ausgenommen sind hier die Cyanobacteriochrome (CBCRs), die in
ihrer allgemeinen Doménenstruktur abweichen und daher gesondert in dem dazugehorigen

Unterkapitel beschrieben werden (40,42).

PHOTOSENSORY CORE REGULATORY

P1 P2/PAS P3/GAF P4/PHY PAS1 PAS2 HRKD

Abb. 1-11: Domiénenarchitektur der Phytochrome aus Pflanzen (Phy), Cyanobakterien (Cphl, Cph2),
Eubakterien (BphP) und Pilzen (Fph) (42)

Die N-terminale Doméne bindet den Bilin-Chromophor und setzt sich aus drei konser-
vierten Doménen zusammen. Einer P2 oder PAS- (Per-ARNT-Sim) Domine, einer P3 bzw.
GAF- (cGMP Phosphodiesterase/ Adenylcyclase/ FhlA Doméne) sowie einer P4/PHY-
Domine. Die C-terminale regulatorische Doménenstruktur besteht hiufig aus einer Histidin-
kinase-Doméne (HKD) oder einer Histidinkinase-verwandten Doméine (HRKD). Die pflanzli-
chen Phytochrome besitzen zusitzlich eine weitere Domédne (P1) am N-terminalen Ende.
Diese verlangsamt die Dunkelkonversion (s.u.) durch die Stabilisierung des Pg-Zustandes.
Weiterhin besitzen sie zwei zusitzliche PAS-Dominen (PAS1 und PAS2), die zwischen dem
photosensorischen Abschnitt und der Histidinkinase-Doméne liegen und wichtig fiir die Kern-

lokalisierung sind.
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Die Fphs und BphPs tragen keine P1-Doméne, weisen aber vor der PAS-Doméne N-
terminale Erweiterungen auf. Zusétzlich findet sich bei den Phytochromen in Pilzen eine C-
terminale Response-Regulatordoméne (RR). Cph2 besitzt im Vergleich zu den anderen vier
aufgefiihrten Phytochromklassen keine PAS-Domine. Ein weiterer Unterschied stellt die feh-
lende PHY-Domaine dar, die bei Cph2-dhnlichen Proteinen durch eine variable Anzahl von

GAF-Dominen ersetzt ist.

Der Chromophor der Phytochrome

Zur Lichtabsorption nutzen alle Phytochrome einen offenkettigen Tetrapyrrol- (Bilin)
Chromophor. Es wurden bisher drei unterschiedliche Biline nachgewiesen, die fiir die Photo-
chemie in den verschiedenen Phys genutzt werden: Phytochromobilin (P¢B) in Pflanzen,
Phycocyanobilin (PCB) in Cphs und CBCRs sowie Biliverdin (BV) in den iibrigen Phys aus

Bakterien und Pilzen.

Alle als Chromophor verwendeten Biline stammen aus dem oxidativen Hdm-Abbau,
bei dem im ersten Reaktionsschritt das Ham nach Entfernen des zentralen Eisenions durch
eine Ham-Oxygenase in Biliverdin IXa konvertiert wird. Dieses BV kann in BphPs und Fphs
direkt als Chromophor {iber eine Thioetherbindung an ein Cystein in der PAS—Domine des

Proteins gebunden werden (Abb. 1-11/Abb. 1-12).

Phytochromobilin, R — CH=CH;
3 Phycocyanobilin, R — CH,-CHj3
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S-Cys Biliverdin

Abb. 1-12: Strukturformeln der Phytochrom-Chromophore am Beispiel von PCB, P¢B und BV (editiert
nach (42)). Stereochemische Struktur aller gezeigten Chromophore ist ZZZssa.
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In Pflanzen wird BV mit Hilfe einer 3Z-Phytochromobilin:Ferredoxin Oxidoreduktase
(HY2) durch eine Zwei-Elektronen-Reduktion in P¢B umgewandelt. In Cyanobakterien
(Cphs, CBCRs) wird entsprechend durch eine Vier-Elektronen Reduktion unter Nutzung einer
Phycocyanobilin:Ferredoxin ~ Oxidoreduktase (PcyA) ein PCB-Chromophor erzeugt
(40,43,44). Beide Biline binden im Protein mittels einer Thioetherbindung iiber die Position
C3' im A-Ring an ein konserviertes Cystein in der GAF-Doméne (40,42). Daneben kdnnen
einige Proteine drei weitere Bilinderivate nutzen: Phycoerythrobilin (PEB), Phycoviolobilin

(PVB) und Phycourobilin (PUB).

In den meisten Phytochromen durchlaufen die gebundenen Bilinchromophore eine
Photokonversion zwischen zwei thermisch stabilen Zustinden, P; (r, red-absorbing, Amax =
650-670 nm) und Py (f, far red-absorbing, Am.x = 710-750 nm). Wie in Abb. 1-13 dargestellt,
bewirkt Bestrahlung mit Rotlicht eine Photoisomerisierung der C15/C16-Doppelbindung. Die
thermisch stabile 15Z-Form (P;) des Bilins wird bei der Absorption von Rotlicht (I, I;,x 650—
670 nm) {liber das Lumi-R Photoprodukt und mehrere nachfolgende lichtunabhédngige Schritte
(IT) in die metastabile Dunkelrotlicht-absorbierende (Pg) 15E-Form tiberfiihrt.

Y Y OH Yy © bu

P, (C15-Z,anti)

Py, (C15-E,anti)

I

Lumi-F (C15-Z,anti)

Abb. 1-13: Photozyklus fiir Phytochrome die PCB oder P¢B nutzen. Die durchgezogenen Pfeile markieren
die lichtinduzierten Reaktionen, wihrend die gestrichelten Pfeile die lichtunabhéingigen Schritte markie-
ren. Der Doppelpfeil zeigt den Ubergang des Py-Zustandes in eine mégliche Resonanzstruktur auf (42).
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Belichtung mit dunkelrotem Licht 16st die inverse Photoisomerisierung zum priméaren
Photoprodukt Lumi-F (C15-Z, anti) aus (III). Dieses wird, dhnlich wie auf der Hin-Reaktion,
aber auf anderem Reaktionsweg, iiber eine Abfolge lichtunabhingiger Vorgénge (IV) in den

P.-Zustand konvertiert.

Die Pg-Form (oder allgemein die Photoproduktform) kann zusétzlich, in Abwesenheit
von Licht, durch einen vollstindig thermischen Prozess (Dunkelumkehr) in die P,-Form zu-
riickgefiihrt werden (V). Diese Umkehr erfolgt langsam und moglicherweise {liber eine mit der
Pg-Form in Resonanz stehende Ubergangsstruktur mit einem Einfachbindungscharakter ent-

lang der C15/C16-Bindung (42).

Einige Phytochrome weichen von der Doméanenstruktur und dem allgemeinen Ablauf
des Photozyklus ab. Nachfolgend werden alle Untergruppen der Phytochrom-Superfamilie
vorgestellt. Falls vorhanden, werden funktionelle und strukturelle Unterschiede zu den klassi-

schen Phytochromen diskutiert.

Pflanzliche Phytochrome (Phy)

Die photoreversiblen Eigenschaften der Phytochrome konnten zum ersten Mal 1959 in
vivo und in vitro spektroskopisch erfasst werden (45). In den meisten Pflanzen sind die Phy-
tochrome durch eine kleine Genfamilie kodiert und weisen alle ein Molekulargewicht von
etwa 120 kDa auf. Der Modellorganismus Arabidopsis thaliana kodiert fiinf verschiedene
Gene: Phytochrom A, B, C, D, E (phyA, phyB, phyC, phyD und phyE) (46). Die Homologie
dieser Sequenzen betridgt ungefihr 50 % wobei sie zwischen phyB und phyD mit 80 % deut-
lich hoher ist (12,47,48).

Phytochrome {ibernehmen viele z.T. einander liberschneidende Funktionen in der Re-
gulation der Pflanzenentwicklung. Essentielle Aufgaben, die Phytochrome in Pflanzen erfiil-
len, dienen der Entwicklung der Keimlinge (Deetiolierung) und der Detektion des Unter-
schiedes zwischen Rotlicht-abgeschwichtem Licht (Schatten) und Rotlicht-angereichertem
Licht (volle Sonne). PhyA ist sehr lichtunbestindig und das dominierende Phytochrom in etio-
lierten Sdmlingen. Es dient als eine Art Antenne, die die Deetiolierung bei der kleinsten Be-
strahlung mit Licht initiiert. PAyB hingegen ist sehr lichtstabil und ist das dominierende Phy-

tochrom in deetiolierten Pflanzen. Es ist das ausschlaggebende Element in der Regulation des
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Langenwachstums sowie bei der Schattenflucht. Phy4 und phyB zeigen somit gegensitzliche
Effekte. PhyA sieht dunkelrotes Licht als Signal fiir die Deetiolierung, wohingegen phyB es
als Schattensignal auffasst (49,50).

Cyanobakterielle Phytochrome (Cph)

Die Familie der cyanobakteriellen Phytochrome (zu unterscheiden von den Cyanobac-
teriochromen, CBCRs, s.u.) ist weit iiber die unterschiedlichen Cyanobakterien-Arten verteilt
und zeigt im Vergleich zu allen Phytochromklassen die grofiten Gemeinsamkeiten zu den
,klassischen® Phytochromen aus héheren Pflanzen (51). Der Wegbereiter fiir die Klasse der
Cphs war Cphl aus Synechocystis sp. PCC 6803. Es nutzt wie die anderen Cphs Phycocyano-
bilin als Chromophor, welches in gleicher Weise wie das P¢B in den pflanzlichen Phy-
tochromen an ein konserviertes Cystein in der GAF-Doméne gebunden ist. Weiterhin zeigt es
die charakteristischen P, bzw. Ps Absorptionsspektren (52,53). Die leichte Blauverschiebung
beider Formen im assemblierten Protein (P, = 654 nm und Pg = 706 nm) im Vergleich zur
Absorption der Phys aus Pflanzen (P, = 666 nm und Pg = 730 nm) ist mit einer fehlenden
Doppelbindung im n-Elektronensystems des PCBs im Vergleich zum P¢B (Substituent an
Pos. 18) zu erkléren, siche auch Abb. 1-12 (54).

Die Dominenarchitektur folgt der klassischen Abfolge von PAS/GAF/PHY-Dominen
mit einer anschlieBenden Histidinkinase im C-terminalen Regulationsbereich. Die Kristall-
struktur der signalgebenden Domédnen (Abb. 1-14) zeigt ein einzigartiges Merkmal der Phy-
tochrome in Form eines zungenformigen Hinilibergreifens der PHY-Doméne (,,tongue regi-
on“) in die GAF Domine, das die Chromophortasche versiegelt und somit den photoaktiven
Ps-Zustand stabilisiert. Dabei bildet sich eine Salzbriicke zwischen einem Argininfinger der
PHY-Doméne und einem konservierten Asp-Rest im D-Ring des Chromophors (55). Diese
,tongue region® ist offensichtlich auch in die Signaliibermittlung aus der GAF- in die PHY-
Domine beteiligt, da sich die Sekundarstruktur dieses Strukturelements nach Lichtabsorption

beim Ubergang in die signalgebende Form éndert (56).
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Abb. 1-14: links: Binderdarstellung der photosensorischen Doménen von Cphl aus Synechocystis sp.
PCC6803: N-terminale a-Helix (griin), PAS- (blau), GAF- (orange) und PHY- (rot) Doménen. Der PCB-
Chromophor (tiirkis) bindet kovalent an das Cys259 in der GAF-Domiéine; rechts: Struktur und Interakti-
onen zwischen der ,tongue region“ und der chromophortragenden GAF-Doméne im P-Zustand von
Cphl aus Synechocystis sp. PCC6803 (56).

Im Genom von Synechocystis konnte ein weiteres cyanobakterielles Phytochrom iden-
tifiziert werden. Dieses (Cph2) besitzt im Vergleich zu Cphl bemerkenswerte Unterschiede in
der Dominen-Architektur (55). Die sonst iiblichen PAS/GAF/PHY Sensormodule sind in eine
GAF-GAF Bidoméne verdndert (Abb. 1-15). Diese GAF-GAF Tandemanordnung bindet PCB
und zeigt eine photoreversible P; — Pg Photochemie Diese steuert ein GGDEF-EAL Effektor-
modul, welches als cyclo-di-GMP abbauende Phosphodiesterase agiert. Dabei nimmt die
zweite GAF-Domaéne die stabilisierende Rolle, die in Cphl der PHY-Doméne zugesprochen
wird, ein (57). Daneben besitzt Cph2 eine weitere CBCR &hnliche GAF-Domine (siche
nichstes Unterkapitel), die eine blau/griin Photochemie zeigt und durch den Wechsel zwi-
schen den beiden Photozustinden das cyclo-di-GMP-Level reguliert (GGDEF-Doméne) (56).
In der vorliegenden Arbeit wurden die ersten beiden GAF-Doménen untersucht. Dabei han-
delt es sich um die chromophorbindende Doméne (GAF1) als auch um die stabilisierende

Doméne (GAF2).

SynCph2

':-,\ GGDEE* GGDEF
- v, S0

GAF1 GAF2 CBCR

Abb. 1-15: Vergleich der Domiinenarchitektur von Cphl und Cph2 aus Synechocystis: Die zungenformi-
gen Ausbuchtungen der PHY- bzw. GAF2-Doméine bleibt erhalten (56).
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Bacteriophytochrome Photorezeptoren (BphP)

Eine weitere Gruppe der Phytochrome findet sich in Bakterien, was ihnen den Namen
bakterielle Phytochrome (BphP) eingebracht hat. Dabei handelt es sich um eine weitverbreite-
te Phytochromfamilie, die eine Homologie zu dem auf den Histidinkinasen beruhendem
Zweikomponenten-Signalsystem aufweist. Ebenso wie Fphs und Cphs (s.u.) nutzen die BphPs
die PoB/PCB Vorstufe Biliverdin (BV) als Chromophor (58). Die evolutiondre Verlagerung
von der Nutzung von BV in Bakterien zu PCB und P¢B in Cyanobakterien und Pflanzen kann
auf den Wechsel von der anoxygenen zur oxygenen Lebensweise und der Anfilligkeit von

BV gegeniiber Lichtschidden zuriickgefiihrt werden (59).

Die Absorption von gebundenem BV ist im Vergleich zu PCB und P¢B deutlich in
den dunkelroten Bereich verschoben (Praps) ~ 700 nm, Pgabs) ~ 750 nm) (59). Bei einigen
BphPs findet sich das fiir die Himoxygenase kodierende Gen im selben Operon wie das Apo-
phytochromgen. Der fiir die Bindung zum BV Chromophor zustindige konservierte Cystein-
rest befindet sich im Gegensatz zu den kanonischen Phys nicht in der GAF-Doméne, sondern
in der N-terminalen PAS-Doméne. Dabei bildet sich eine kovalente Bindung zwischen der
Cystein-Seitenkette und dem C3’-Atom der Vinylgruppe des BV aus (Abb. 1-12) (40). Die
Position des Chromophors bleibt aber in der GAF-Domine und entspricht der der PCB-
bindenden Phytochrome. Spektrale Untersuchungen zeigen, dass die meisten BphP einen ty-

pischen Phy-Photozyklus zeigen.

Der P.-Zustand bildet sich durch die autokatalytische Bindung von BV und kann durch
Absorption von Licht in das Photoprodukt Py iiberfiihrt werden. Der umgekehrte Weg von Py
zu P, erfolgt ebenfalls vergleichbar den kanonischen Phytochromen durch Belichtung oder
thermisch unter Lichtausschluss iiber einen gewissen Zeitraum. Bei einigen untersuchten
BphPs wie Agrobacterium tumefaciens ist die Dunkelriickkehr im Vergleich zu der der Phys

aus Pflanzen deutlich verkiirzt. Dies ldsst auf einen instabileren Pg-Zustand schlieBen (51).

Der Autbau der BphPs deutet darauf hin, dass die meisten Vertreter die Funktion einer
Zwei-Komponenten-Histidinkinase (TC-HK) ausiiben, da héufig eine typische HKD im C-
terminalen Abschnitt des Proteins zu finden ist. TC-HKs sind eine Familie von dimeren Pro-
tein-Kinasen, die von vielen Bakterien zur Adaption der Umwelt verwendet werden (51). In

einigen Arten findet sich ein zusétzlich an die HKD anfusionierter Responseregulator, wohin-
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gegen andere Phytochrome eine neue Art von HKD tragen, die als HWE-HKD (konservierte
Histidin-, Tryptophan-, Glutaminsdure- Reste in der HKD) benannt wird (51).

Eine besondere Variante der BphPs stellen die sogenannten bathy-BphPs dar. Sie as-
semblieren mit BV zunichst zu einem deutlich nachweisbaren P,-dhnlichen Intermediat, wel-
ches dann ohne Beteiligung von Licht in einen stabilen Pi Grundzustand iibergeht (60,61).
Mit dem bathy-Phytochrom aus Pseudomonas aeruginosa (PaBphP) wurde in der vorliegen-

den Arbeit ein Vertreter dieser Gruppe spektroskopisch untersucht (62).

Pilzliche Phytochrome (Fph)

Pilze sind imstande, auf Licht im Bereich von UV-A bis in den dunkelroten Bereich zu
reagieren (63). Die pilzlichen Phytochrome detektieren, wie die Bacteriophytochrome, im
roten- und dunkelroten Bereich und sind beziiglich ihrer Doménenarchitektur den BphPs sehr
dhnlich. Sie besitzen die typische N-terminale PAS/GAF/PHY-Doménen Abfolge mit einem
Cystein in der PAS-Domine fiir die Chromophorbindung. Auch die Fphs binden BV kovalent
und zeigen einen P,/Pg-Photozyklus. C-terminal besitzen die meisten Fphs eine typische
HKD, gefolgt von einem Responseregulator. Diese Kombination ldsst wie schon bei den

BphPs auf eine Hybridkinase schlieen (51,64,65).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit FphA aus Aspergillus nidulans gearbeitet. Die-
ser Pilz reproduziert asexuell mit Konidien und sexuell mit Ascosporen (66,67). Die asexuelle
Lebensweise tritt bei Wellenldngen um 680 nm auf, die sexuelle um 740 nm oder unter Licht-

ausschluss (63).

Cyanobacteriochrome (CBCR)

Die Cyanobacteriochrome (CBCRs), die wie der Name schon sagt, in Cyanobakterien
zu finden sind, nehmen in der Klasse der Phytochrome eine auBBergewohnliche Stellung ein.
Sie tragen ebenso wie diese PCB als Chromophor und zeigen im Prinzip dieselben lichtindu-
zierten Reaktionen wie die klassischen Phytochrome, erweitern jedoch durch Variationen der
photochemischen Eigenschaften den Spektralbereich bis in den nahen UV-Bereich (40,68,69).
Im Vergleich zu den Phys zeigen sie zusitzlich eine sehr variable Doménenarchitektur, bei
der eine GAF-Domine ausreicht, um eine vollstindige reversible Photochemie auszulésen

(Abb. 1-16).
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Abb. 1-16: Domiéinenarchitektur einiger CBCRs im Vergleich zu Cphl aus Synechocystis. Die CBCRs
stammen aus folgenden Organismen: SyPixJ (Synechocystis), TePixJ (Thermosynechococcus elongatus),
TIr0924 (Thermosynechococcus elongatus), AnPixJ (Anabaena), SyCCaS (Synechocystis); RcaE (Fremyella
diplosiphon) Die Bezeichnung der Doménen ist rechts aufgefiihrt. Die Grofibuchstaben neben den GAF-
Domiéinen kennzeichnen die Bereiche der beiden Zustinde im Spektralbereich. Die Signaldomiinen sind:
Histidinkinase, REC (Responseregulator Empfinger), PAS, GGDEF Motiv, HAMP (Histidinkinase, Ade-
nylylcyclase, Methylbindendes Protein, Phosphatase), MA (Methylakzeptor-Chemotaxis-Protein), CBS
(Cystathionin p-Synthase) (68).

Daneben gibt es eine Reihe weiterer Eigenschaften, die eine Abgrenzung von den
klassischen Phys rechtfertigen. Die Chromophor-bindende GAF-Domine zeigt zwar eine
deutliche strukturelle Homologie zur GAF-Domine der klassischen Phytochrome, lésst sich
allerdings durch den Sequenzvergleich eindeutig in eine eigene Familie einordnen (68,70).
Die CBCRs nutzen wie die anderen Phys ein lineares Tetrapyrrole (Bilin) als Chromophor,
binden jedoch neben PCB auch Phycoviolobilin (PVB), welches wéhrend des Bindungsvor-
ganges autokatalytisch aus PCB hervorgeht (70-73).

Anhand ihrer Photochemie und primiren Struktur kénnen sechs Untergruppen der
CBCRs unterschieden werden (Rot/Griin, Griin/Rot, DXCF, insert-Cys, Rot/Blau, NpR3874,
die jeweiligen Farbangaben bezeichnen den Absorptionsbereich: Rot = rot-absorbierend)
(69,74). Zwei dieser Untergruppen zeigen erstaunlicherweise entgegengesetzte Photozyklen:
Rot/Griin CBCRs besitzen einen rot-absorbierenden 157 Dunkelzustand (Grundzustand) und
ein griin-absorbierendes 15E Photoprodukt (75-78), demgegeniiber stehen die Griin/Rot

CBCRs, welche einen griin-absorbierenden 15Z Dunkelzustand und ein rot-absorbierendes
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15E Photoprodukt besitzen (79-81). In den beiden folgenden Untergruppen, als DXCF und
insert-Cys bezeichnet, ist ein zusitzliches konserviertes Cystein an der Photochemie beteiligt.
Dieses bildet eine kovalente Bindung zum C10 Atom des Bilins aus und verkiirzt somit das
konjugierte System. Entsprechend weisen diese beiden Untergruppen blaue, violette oder so-
gar ultraviolette Absorptionsmaxima auf (70,73,82). Die flinfte Unterfamilie der CBCRs zeigt
eine ungewohnliche Rot/Blau-Photochemie, deren Grundlage auf einer im Vergleich zu den
beiden zuvor erwédhnten Gruppen langsamen temperaturabhingigen kovalenten Bindung eines
zweiten Cysteinrestes beruht, der eine sehr starke Blauverschiebung des Photoproduktes zur

Folge hat (83,84).

Die letzte und zudem auch erst kiirzlich entdeckte Unterfamilie mit dem bisher einzi-
gen Vertreter NpR3784 aus Nostoc punctiforme zeigt wie die Rot/Griin CBCRs einen rot-
absorbierenden Grundzustand und ein griin-absorbierendes Photoprodukt. Dabei findet sich
jedoch im Vergleich zu den anderen Rot/Griin CBCRs eine deutlich andere Struktur im Be-
reich der Chromophorbindung. Eine starke Variation der wichtigen Schliisselresiduen fiir die
Griinverschiebung des Photoproduktes fiihrt zur Bildung einer eigenen neuen Unterfamilie
der CBCRs (74). Daneben gibt es noch zahlreiche CBCRs, die bis jetzt keiner der zuvor ge-
nannten Untergruppen zugeordnet werden konnten. Darunter fallen zwei Proteine, welche in
der vorliegenden Arbeit spektroskopisch untersucht wurden. Die beiden GAF-Dominen
GAF1 und GAF3 in AphC aus Nostoc sp. PCC 7120 zeigen eine fiir Phytochrome klassische
Rot/Dunkelrot-Photochemie (GAF1), sowie eine Rot/Orange-Photochemie (GAF3), wobei in
diesem Protein das orange-absorbierende Photoprodukt eine sehr geringe thermische Stabilitét

aufweist (77).

Die zuvor genannten Untergruppen werden im Folgenden anhand mindestens eines
Beispiels genauer beschrieben, wobei vor allem auf die in dieser Arbeit untersuchten Unter-

gruppen und Vertreter eingegangen wird.

Rot/Griin

Die Rot/Griin CBCRs zeigen den groBiten Unterschied zu den klassischen Phytochro-
men mit einem deutlich kurzwellig verschoben Photoprodukt-Zustand (Pg), welcher das Pen-
dant zu dem dunkelrot-absorbierenden Pg-Photoprodukt der klassischen Phytochrome dar-
stellt. Erkldrungen hierfiir konnten bei den Untersuchungen des CBCR AnPixJ aus Nostoc sp.
PCC 7120 gefunden werden, welches oft als Modellorganismus genutzt wird. Im direkten
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Vergleich der Photozyklen der zweiten GAF-Doméne (GAF2) dieses Proteins mit der struktu-
rell dhnlichen GAF-Domine aus Cphl mittels °C MAS NMR zeigen sich Unterschiede bei
der Elektronendichte am C- und D-Ring (85). Beim Ubergang in das jeweilige Photoprodukt
nimmt bei AnpixJg2 die Elektronendichte zu, wohingegen sie bei Cphl abnimmt. Dies deutet
auf eine Destabilisierung eines LUMOs (lowest unoccupied molecular orbital = niedrigstes
unbesetztes Orbital eines Molekiils) bei AnpixJg2 hin, was die kurzwellige Verschiebung des
P,-Zustandes erkldrt. Ein weiterer Grund ist vermutlich die wihrend der E/Z-
Photoisomerisierung verdnderte Interaktion mit einem Chromophor-nahen Tryptophanrest,
wodurch anscheinend eine Offnung entsteht, die den Einstrom von Wassermolekiilen ermdg-
licht und eine deutlich polarere Chromophorumgebung erzeugt. Wie Raman-Messungen zei-
gen, bewirkt dies eine Erhohung der Methinbriicken-Streckschwingungsfrequenz welche von
einer hypsochromen Absorptionsverschiebung begleitet wird (86,87). Ein weiterer Ausloser
fiir die Blauverschiebung ist die Festsetzung des Chromophors in einer gedrehten Geometrie,
ausgelost durch einen konservierten Phenylalaninrest im zweiten B-Strang der GAF-Domine
sowie der a-Helix, die auch den konservierten Cysteinrest flir die Chromophorbindung tragt

(84).

In der vorliegenden Arbeit wurde als Vertreter der Rot/Griin CBCRs die GAF3-
Doméne aus Slr1393 aus Synechocystis sp. PCC 6083 untersucht (78). Dabei handelt es sich
strukturell gesehen um ein sehr dhnliches Protein wie AnpixJg2, welches in den meisten funk-

tionell wichtigen konservierten Aminosduren mit diesem iibereinstimmt (Abb. 1-17).

s1r1393qg3 —~LONIFRATSDEVRHLLSCDRVLVYRFNPDWSGEF IHESVAQMWE
AnPixJg2 NIDKIFQTTTQETRQLLKCDRVAVYRFNPDWSGEFVAESVGSGIW

************************************* *

51r1393q3 PLKDLONNFPLWQODTYLQENEGGRYRNHESLAVGDVETAGFTDCH
AnPixJg2 KLVGPDIKT-VWEDTHLQETQGGRYREQESFVVNDIYEAGHFSCH
. . *

* - Kakkakkk skkkkRaakk: K ks kW *

s1r1393qg3 LDNLRRFEIRAFLTVPVFVGEQLWGLLGAYQNGAPRHWQAREIHL
AnPixJg2 LEILEQFEIKAYIIVPVFAAEKLWGLLAAYQNSGTREWVEWESSF

Ky K skkkrhs: hkkk: ik ikAkKR KkAK Kk # *

s1r1393q3 LHQTANQLGVAVYQAQLLARFQ
AnPixJg2 LTOVGLOFGIAISHAEYLEQTR

Abb. 1-17: links: Overlay der Strukturen von AnPixJg2 (Griin, PDB ID: 3W2Z) und der Modellstruktur
von SIr1393g3 (Blau, Template: AnPixJg2); rechts: Sequenzaligment von Slr1393g3 und AnPixJg2, * voll-
stindig konserviert, : halbkonserviert, . funktionell identisch (78)
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Griin/Rot

Die bis heute am besten untersuchte lichtgesteuerte physiologische Funktion von
CBCRs ist die Regulation der komplementdren chromatischen Angleichung (CCA). Dabei
optimieren die Cyanobakterien die Zusammensetzung ihrer photosynthetischen Pigmente, um
auf das aktuelle Angebot an rotem oder griinem Licht zu reagieren und die Lichtaufnahme zu
erhohen (12,51). Der erste charakterisierte Vertreter dieser Art war RcaE aus Fremyella dip-
losiphon. RcaE befindet sich in einem Drei-Komponenten-Phosphorelay-System, welches die
Expression von Phycocyanin (PC) und Phycoerythrin (PE) je nach einstrahlendem Licht regu-
liert. PC und PE sind Antennenpigmente der Phycobilisomen, die rotes (PC; Absp. = 620
nm) bzw. griines (PE; Absy.x = 566 nm) Licht absorbieren (Abb. 1-18).

Abb. 1-18: Filamente von F. diplosiphon, links: unter Griinlicht; rechts: unter Rotlicht (88).

RcaE konnte urspriinglich nicht beziiglich seiner Photochemie charakterisiert werden,
da man keinen Chromophor nachweisen konnte. Dies gelang aber in nachfolgenden Experi-
menten. RcaE zeigt einen Griin/Rot Photozyklus und eine lichtregulierte Histidinkinase-
Aktivitit (79). Im Photozyklus zeigt sich die fiir diese Klasse der CBCRs typische Photoche-
mie (Abb. 1-19).

I G217

Abb. 1-19: Griin/Rot Photozyklus von RcaE aus Fremyella diplosiphon (81)
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RcaE kombiniert die Photoisomerisierung des Chromophors mit einer nachfolgenden
Verschiebung des pK,-Wertes des Bilins. Im P,-Grundzustand (15Z) ist der Bilinchromophor
unprotoniert. Uber eine Triade von drei Aminosiureresten (Leu249, Lys261, Glu217) wird
der Protonentransfer angetrieben, der zu einem protonierten P;-Zustand fiihrt und so die Rot-
verschiebung auslost (Abb. 1-20). Das Glutamin 217 wirkt dabei stabilisierend auf das Photo-
produkt und ist auch der Hauptaktivator der pK,-Verschiebung (81).

Cosg 7 A
(Coss) , 260 Hago
(L249) (HQSS)
PCB

&

D207
|
Y176 (Y1g7)
Fa16 (Ya27) ‘

Abb. 1-20: PCB-Bindungstasche der Kristallstruktur von Cphl im P,-Zustand. In Klammern stehen die
konformen AS-Reste aus RcaE. Die AS der Protonentransfer-Triade sind eingekreist (editiert nach (81)
suppl. Material).

DXCYF und Insert-Cys

Eine Gruppe der CBCRs zeichnet sich durch ein konserviertes Asp-Xaa-Cys-Phe
(DXCF) Motiv aus, in dem ein zweites konserviertes Cystein eine kovalente Bindung mit dem
Bilinchromophor eingeht (89). Die Spektralbereiche der beiden Photozustéinde einzelner Ver-
treter variieren sehr stark. Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnten folgende Photozyklen identifi-
ziert werden: Griin/Blaugriin, Griin/Blau, Blau/Orange, Blau/Gelb, Blau/Griin,
Blau/Blaugriin, Violett/Griin (70-73,83,90,91), wobei die jeweils kurzwellige Absorption
durch die Einwirkung des zweiten Cysteinrests zustande kommt. Zu erwihnen ist, dass das
erste photochemisch charakterisierte CBCR SyPixJ1 aus Synechocystis sp. PC 6803 ein Ver-
treter dieser Gruppe ist (92).

In den meisten DXCF CBCRs bildet sich die zweite Cysteinbindung im Dunkelzu-
stand aus. In den anderen Féllen geschieht, dies nach der Photoisomerisierung. Dabei bindet

das Cystein kovalent an das C10 des Bilins und unterbricht das konjugierte n-System, was
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eine Blauverschiebung der Absorption bewirkt (400-440 nm). Bei der Photokonversion findet
eine Z/E-Isomerisierung statt, bei der sich der D-Ring des Chromophors dreht, wodurch mog-
licherweise durch konformelle Spannung eine Spaltung der zweiten Cysteinbindung erfolgt
(Abb. 1-21). Die somit wieder hergestellte Konjugation des Systems bewirkt die Verschie-
bung des Photoproduktes in den Absorptionsbereich von 490-610 nm.

Wihrend des Photozyklus kann es bei einigen DXCF CBCRs zu einer zusitzlichen
Isomerisierung am A-Ring des Bilins und der C5 Methinbriicke kommen (Verschiebung der
Doppelbindung von C4=C5 zu C2=C3). Das dabei entstehende Phycoviolobilin (PVB) be-

wirkt eine weitere Verkiirzung des konjugierten Systems (71).

"%Zp, (doubly
linked to protein)

Asp-motif
(DXCF Cys) insert Cys

Abb. 1-21: A: Blau/Orange Photozyklus von NpF4973 aus Nostoc punctiforme (89), B: Strukturformel von
Phycoviolobilin mit den beiden Cysteinbindungen und der erfolgten Elektronenverschiebung im Bereich
der Ringe A und B: Die relevanten konjugierten Systeme sind farbig markiert (editiert nach (90) suppl.
Material), C: Topologie der GAF-Domiine mit dem in CBCRs konservierten Cysteinrest (1 Cys) und
zwei moglichen Bereichen fiir das zweite Cystein (editiert nach (90)).

Eine Ausnahme in der Familie bildet das NpR5313g2 aus Nostoc punctiforme, bei
welchem entgegensetzt zu den anderen Vertretern die zweite Cysteinbindung nicht im Dun-

kelzustand, sondern nach Ausbildung des Photoprodukts entsteht.

Eine weitere Klasse der CBCRs, die insert-Cys CBCRs, besitzt auch einen konservier-
ten Cysteinrest, der eine Bindung mit dem C10 Kohlenstoff des Bilinchromophors eingeht. Es
zeigen sich die gleichen Effekte fiir die Photochromie wie bei den DXCF CBCRs, wobei bei-
de Klassen keine nihere sequentielle Verwandtschaft zeigen. In dieser Untergruppe liegt der

Cys-Rest im Gegensatz zu den DXCF CBCRs in einer nicht konservierten, erweiterten Inser-
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tionsschleife (Abb. 1-21, C). Der Photozyklus ist vergleichbar, zeigt jedoch keine Autoisome-
risierung des PCBs zu PVB (90,93).

Rot/Blau

Die GAF-Domidne AM1 1186g2 aus dem Cyanobakterium Acaryochloris marina
MBIC11017 dhnelt in der Sequenz sehr stark den Rot/Griin CBCRs, zeigt aber eine reversible
Photokonversion zwischen einem rot-absorbierenden P,-Grundzustand (Ay.x = 641 nm) und
einem blau-absorbierenden Py-Photoprodukt (An.x = 416 nm). Neben einem konservierten
Cystein zur eigentlichen Bindung des Chromophors besitzt AM1 1186g2 ein zweites Cystein,
das durch Sequenzvergleich eine deutlich andere Position einnimmt als in den iibrigen zwei-
Cystein-bindenden CBCRs (Abb. 1-22). Der Photozyklus ist verwandt mit dem von
NpR5313g2 aus der Familie der DXCF CBCRs. Auch bei AM1_1186g2 besitzt der Grundzu-
stand eine Cysteinbindung und geht nach einer Z/E-Isomerisierung durch die Formierung ei-
ner zweiten Cysteinbindung in einen blauverschobenen Photozustand iiber (Abb. 1-22). Diese
Formierung ist temperaturabhingig und findet im Gegensatz zu dhnlichen Photozyklen in
CBCRs sehr langsam statt. Im Vergleich zu NpR5313g2 zeigt AM1 1186g2 einen deutlich
ins Rote verschobenen Grundzustand (NpR5313g2, Py Apmax = 550 nm), was vermutlich durch
eine Protonierung dieses Zustandes zu erkldren ist, die in NpR5313g2 nicht vorliegt. Dies
wiirde auch eine weitere Gemeinsamkeit zu den R/G CBCRs zeigen, bei denen AnPixJ eine

vergleichbare Protonierung aufweist.

a/~ TePixd
B/G i

AnPixg2
NpR6012g4

NpF2164g3*

SyPixJ1g2

R/G

NpF2164g2*

FdRcaEg

Cys2529

NpCcaSg NpR1597g3*

SyCcaSg
Siri393g2

l Cys2510

cooH | coon
s

AtPhyAg
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Cys2529

DrBphPg

SyCphig
NpF1183g*

Phytochrome

Abb. 1-22: links: Struktur des P,- und des P,-Zustandes mit der jeweiligen Markierung des konjugierten

Systems; rechts: Phylogenetisches Cluster der GAF Domiénen der CBCRs und einigen anderen Phy-
tochromen zur Einordnung von AM1_1186g2 (editiert nach (83)).
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Eine weitere Besonderheit von AM1 1186g2 ist der Abstand zwischen den Absorpti-
onsmaxima beider Zustinde. Dieser ist mit 225 nm der grofte bis jetzt gefundene in der Klas-
se der CBCRs und wird nur von einigen Proteinen aus Phytochromen iibertroffen, die eben-

falls wéhrend ihres Photozyklus eine zweite Cysteinbindung mit dem Chromophor eingehen

(83).

NpR3784

Die zuletzt entdeckte Untergruppe der CBCRs, mit seinem ersten Vertreter NpR3874
aus Nostoc punctiforme, ist eine neue Gruppe von Rot/Griin CBCRs, die sich durch die Ver-
wendung von alternativen Phenylalaninresten im Vergleich zu den anderen Rot/Griin CBCRs

wie zum Beispiel NpR6012g4 aus demselben Genom unterscheidet (74,84).

A-ring Cys

4@& Phe ﬂ

p2 Phe Asp-motif Asp |
i_ H (B2 Val) | g
r @ e e
o D-ring ‘Q& \

. #
1 notch —-'w o ‘G g é

G
(1 Phe) o | o

» ¢ o
‘ "\# Asp-motif Leu
(Asp-motif Phe)
9e
o

p1 residues

Abb. 1-23: Kristallstruktur von AnPixJ im 15Z-Dunkelzustand mit gebundenem PCB (Violett). Markiert
sind alle fiir die Blauverschiebung des Photoproduktes bei der Photokonversion essentiellen Aminosiiu-
rereste am Beispiel von NpR6012g4. Zusiitzlich ist der fiir die Chromophorbindung zustindige Cystein-
rest gezeigt. In Klammern sind die sich bei NpR3874 unterscheidenden AS aufgefiihrt. Die Transparenz
besitzt keine Aussage (74).

Wie bei den Rot/Griin CBCRs bewirkt die Interaktion mit den Phenylalaninresten eine
Blauverschiebung des Photoproduktes. Im direkten Vergleich findet sich in beiden CBCRs
Klassen nur das Helix-Phenylalaninrestes, die restlichen AS-Reste unterscheiden sich. In
NpR3874 sind neben dem Helix-Phe vor allem das $1-Phe und Phe im Asp-Motiv wichtig um
den Rot/Griin-Photozyklus zu ermdglichen (Abb. 1-23).
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Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden einige weitere Proteine gefunden, die in die Gruppe
der NpR3784 CBCBRs eingeordnet werden konnten. Alle Proteine der Klasse der NpR3874
CBCRs, die bis jetzt photochemisch charakterisiert wurden, verbindet ein konservierter rot-
absorbierender Dunkelzustand, wohingegen das Photoprodukt unterschiedliche Absorptionen

zeigt (74).
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Mit der Entdeckung von Cphl im Cyanobakterium Synechocystis im Jahre 1997 begann sich
die Klasse der Phytochrome, die bis zu diesem Zeitpunkt nur in Pflanzen nachgewiesen wor-
den waren, auf verschiedenste Doménen des Lebens auszuweiten. Neben den Cyanobakterien
wies man Phytochrome auch in Pilzen und anderen, auch nicht-photosynthetischen Bakterien
nach. Eine zusitzliche Erweiterung der Variabilitét, die speziell in Cyanobakterien zu finden
ist, bezieht sich auf die Doménenarchitektur. Neben der klassischen verkniipften
PAS/GAF/PHY Architektur findet sich in den sogenannten Cph2-Proteinen als auch den
Cyanobacteriochromen (CBCRs) ein verkleinerter photosensorischer Bereich. Dieser besteht
aus einer PAS/GAF Bidomaéne bzw. nur einer einzelnen GAF-Doméne, die fiir die Chromo-

phorbindung als auch die Photochemie zustindig ist.

Die Entdeckung der CBCRs riickte gleichzeitig die Variabilitét der Photozyklen in den
Fokus. Dabei fand sich neben dem in der Phytochromfamilie weit verbreiteten Rot/Dunkelrot-

Photozyklus eine Vielzahl von weiteren Varianten, die bis in das nahe UV-Licht reichen.

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Untersuchung eines cyanobakteriellen
Phytochrom aus Synechocystis sp. PCC 6803 mit der Bezeichnung SynCph2(1-2). Daneben
werden zwei Bacteriophytochrome, PstBphP1 aus Pseudomonas syringae pv. tomato und
PaBphP aus Pseudomonas aeruginosa sowie ein pilzliches Phytochrom, FphA aus Aspergil-

lus nidulans spektroskopisch charakterisiert.

In diesem Teil wurden folgende Ziele verfolgt:

e Bestimmung der Lebenszeiten der einzelnen Photokonversionen mittels Blitzlichtpho-
tolyse.

e FEinfluss von Mutationen auf die chromophorstabilisierende Wirkung der GAF2-
Domaine von SynCph2(1-2) auf der Grundlage von Blitzlichtphotolysemessungen.

e Darstellung der Ergebnisse im Vergleich zu Phytochromen aus Modellorganismen aus

der Literatur.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden drei Vertreter der auBergewohnlichen
Klasse der CBCRs untersucht. Die GAF3-Doméne aus Slr1393 aus Synechocystis sp. PCC
6803, die einen Rot/Griin-Photozyklus zeigt, die GAF1-Doméne aus AphC aus Nostoc sp.
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PCC 7120, welche einen klassischen Rot/Dunkelrot-Photozyklus aufweist, sowie die GAF3-

Doméne aus demselben Organismus mit einem auBlergewdhnlichen Rot/Orange-Photozyklus.

Die Ziele fiir diesen Teil der Arbeit waren folgende:

Stationédre Spektroskopie und Charakterisierung der Photozustiande durch zeitaufgelos-
te UV-VIS Spektroskopie.

Zeitaufgeloste Blitzlichtphotolyse mit anschlieBender Globalanalyse zur Identifizie-
rung der Intermediate und deren Lebenszeiten in den Photozyklen.

Untersuchung der Protein-Chromophor Interaktionen durch Vergleichsmessungen von
Mutanten von 2699gaf3 und 1393 gaf3.

Bestimmung der Stokes-Verschiebung zur Darstellung der Einfliisse der Mutationen

auf die Fluoreszenzemission.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Agar Agar, Kobe |

Ampicillin Natriumsalz
Anhydrotetracyclin

Avidin

Calciumchlorid-Dihydrat
Chloramphenicol

D-Desthiobiotin

Ethanol, 99,8 % p.a.

Glycerin, 99,5 %, wasserfrei
HABA
(2-(4'-Hydroxyphenylazo)-benzoesaure)
Hefeextrakt

Imidazol

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)
Kanamycin-Sulfat
Magnesiumchlorid-Heptahydrat
Natriumhydroxid

Ni—IDA Metal Chelate Resin
Pefabloc® SC
Tetracyclin-Hydrochlorid
TRIS-HCI (Tris-(hydroxymethyl)—

aminomethanohydrochlorid)

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Roth

Serva

IBA

Life Technologies
Serva

Serva
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Serva

Serva

Merck

Roth

Serva

Biomol

Serva

Serva
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Trypton/Pepton aus Casein Fa. Roth

—Mercaptoethanol Fa. Merck

3.1.2 Medien, Puffer und Losungen

Zur Herstellung der Losungen, Medien und Puffer wurde stets tridestilliertes Wasser verwen-
det. Die Medien und Puffer wurden bei 121 °C 20 min lang autoklaviert. Lésungen hitzeemp-
findlicher Substanzen wurden bei Bedarf steril filtriert.

Ampicillinlésung 100 mg/mL Ampicillin Natriumsalz, steril filtriert (0,22 pm)

Aufschluss-Puffer 100 mM TRIS, 600 mM NacCl, 10 Vol.-% Glycerin

Chloramphenicollésung 50 mg/mL Chloramphenicol, in Ethanol geldst, steril filtriert

(0,22 um)
Imidazol-Stammldsung 2 M Imidazol
Kanamycinldsung 50 mg/mL Kanamycinsulfat, steril filtriert (0,22 um)
LB-Medium 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Natriumchlorid
LB-Agar 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Natriumchlorid,

15 g/l Agar Agar

Pefabloc® SC-Losung 100 mg/mL
Resin-Puffer 50 mM TRIS, 200 mM NacCl, 5 Vol.-% Glycerin
Strep-Tag-Puffer E 100 mM Tris, 15 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM D-

Desthiobiotin, pH 8

Strep-Tag-Puffer R 100 mM Tris, 15 mM NaCl, | mM EDTA, 1 mM HABA, pH 8
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Strep-Tag-Puffer W 100 mM Tris, 15 mM NaCl, I mM EDTA, pH 8

Tetracyclinlésung 10 mg/mL Tetracyclin-Hydrochlorid, in Ethanol gelost, steril

filtriert (0,22 pm)

3.1.3 Materialien
BL21 Stamm

DNS-Isolierungskit

E. coli BL21 (D3), Fa. Stratagene

QIAPrep Spin Miniprep Kit (50), Fa. Qiagen

XLB Stamm XL1-Blue, Fa. Stratagene
3.1.4 Geraite
Autoklav VE-95, Fa. Systec

Fluoreszenz-Spektrometer

CV-EL, Fa. Certoclav

Cary Eclipse, Fa. Varian

Kiihlzentrifuge Avanti J-20 XP, Fa. Beckman Coulter
Rotoren JA-10 und JLA 16.250, Fa. Beckman Coulter
Kiivetten 10,00 mm, Quarzglas, Fa. Hellma
Blitzlichtphotolyse
Laser Nd:YAG, Fa. InnoLas
Lampe Messlicht 75 W Xenonlampe, Fa. Amko
Monochromatoren Slave, 1/3.4, Fa. Applied Photophysics
Master, 1/4.2, Fa. Photon Technology
Photomultiplier R3896, Fa. Hamamatsu
pH-Meter SevenCompact S220, Fa Mettler Toledo.
Schiittler Certomat R, Fa. Braun

Innova 4330, Fa. New Brunswick Scientific

MAXQ6000, Fa. Thermo Scientific
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Elektrophoresekammer
LEDs

Sterilbank
Thermoblock

Tischzentrifugen

Ultra—Zentrifuge
Rotor
Ultra-Turrax + Stab

UV/VIS-Spektrophotometer

Novex Mini-Cell, Fa. Invitrogen

High Power LEDS, Fa. Roithner
Mikroflow Werkbank 20230e¢, Fa. Intermed
Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf
Universal 320R, Fa. Hettich

Centrifuge 5418, Fa. Eppendorf

Optima L-80 XP, Fa. Beckman Coulter
Ti-60, Fa. Beckman Coulter

Miccra D-8, Fa. ART

Spektralphotometer UV-2401 PC,

Fa. Shimadzu
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3.1.5 Plasmide

Tab. 3-1: Liste der verwendeten Plasmide:

Gen Organismus Vektor Antibiotikaresistenz
all2699gaf1 Nostoc sp. PCC 7120 pET30 Kanamycin
all2699gaf3 Nostoc sp. PCC 7120 pET30 Kanamycin
Synechocystis sp. _
slr1393gaf3 pET30 Kanamycin
PCC 6803
Synechocystis sp. '
S110821 (1-1272) pCDFDuet-1 Streptomycin
PCC 6803

Pseudomonas syring- o
PstbphO:bphP1 pET52 3C/LIC Ampicillin
ae pv. tomato

Pseudomonas aerugi-

PaBphP-PCD (1-497) pET24a Kanamycin
nosa

FphAN753 Aspergillus nidulans pASK-IBA3 Ampicillin

pHO1-PcyA Nostoc sp. PCC 7120 pACYCDuet-1 Chloramphenicol

HO1 Nostoc sp. PCC 7120 pACYCDuet Chloramphenicol

3.2 Methoden

3.2.1 DNS-Isolierung

Die DNS wurde mithilfe eines QIAPrep-Kits der Firma Qiagen isoliert. Im ersten Schritt
wurden 5 mL der Zellen mit der gewiinschten DNS iiber Nacht bei 37°C und 180 rpm inku-
biert. Das nach der Zentrifugation (5000 rpm, 10 min; 4 °C, Universal 320R, Fa. Hettich) vor-
liegende Pellet wurde in 250 pL P1 Puffer geldst und in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt. Nach
Zugabe von 250 pL P2-Puffer wurde bis zum Verschwinden der Triibung invertiert. An-
schlieBend wurden 350 uL N3-Puffer hinzugegeben und erneut invertiert. Der Uberstand ei-
ner 10 miniitigen Zentrifugation bei 13000 rpm (Centrifuge 5418, Fa. Eppendorf) wurde auf
eine QIAPrep-Saule gegeben und 60 s zentrifugiert. Das Waschen des Riickstandes wurde 2x
mit 750 uL PE-Puffer durchgefiihrt. Die auf der Séule verbliebene DNS wurde in 50 pL EB-
Puffer {iber einen Zeitraum von 1 Minute gelost, vom Sdulenmaterial abgelost und anschlie-

end durch Zentrifugation in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt.
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3.2.2 Herstellung kompetenter Zellen

Um die DNS in BL21 bzw. XLB Zellen zu transformieren, miissen diese zuerst kompetent

gemacht werden.

Zu diesem Zweck wurden 100 uL der BL21-Zellen in 100 mL LB-Medium bis zu ei-
ner OD von 0,3 bei 37 °C und 180 rpm im Schiittler inkubiert. Anschlieend wurde die Zell-
suspension bei 4°C und 5000 rpm 10 Minuten zentrifugiert (Universal 320R, Fa. Hettich).
Das entstandene Pellet wurde vorsichtig in 20 mL eiskalter 100 mM CaCl,-Lésung resuspen-
diert und fiir 1 h auf Eis belassen. Nach Zentrifugation (4 °C, 8000 rpm, 1 min; Universal
5418, Fa. Eppendorf) wurde der Riickstand in 2 mL eiskalter 100 mM CaCl,-Losung gelost
und in 100 pL Fraktionen mit je 15 % Glycerin bei -80 °C weggefroren.

3.2.3 Transformation

Bei der Transformation wurde die isolierte DNS in die zuvor hergestellten kompetenten

BL21-Zellen transferiert.

Hierzu wurden zu 100 pL der kompetenten Zellen 5 pL der isolierten DNS gegeben
und gemischt. Nach 30 Minuten auf Eis fand ein anderthalbminiitiger Hitzeschock bei 42 °C
statt. In den darauffolgenden 5 Minuten auf Eis gelangte die DNS durch die Poren in die Zel-
len, welche sich durch den Hitzeschock gedffnet hatten. AnschlieBend wurden 250 pL LB-
Medium hinzugegeben und fiir 1 Stunde (Std) inkubiert (37 °C, 180 rpm). Zur Kontrolle der
Transformation wurde die Suspension auf LB-Platten mit den jeweiligen Antibiotika ausge-
strichen und tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Ein Wachstum sollte nur bei den
Zellen zu beobachten sein, die durch den Einbau des Plasmids eine Antibiotika-Resistenz er-

langt haben.
Im Allgemeinen wurde bei den hier bearbeiteten Proteinen eine doppelte Transforma-

tion durchgefiihrt. Dabei wurde die DNS des Apoproteins zusammen mit der des jeweiligen

Plasmids fiir die Chromophorsynthese transfomiert.
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3.2.4 Stammhaltung

Zur Stammbhaltung wurden 750 pL Zellsuspension mit 250 pL Glycerin (40 %) versetzt und
bei -80 °C weggefroren.

3.2.5 Kultivierung und Proteinexpression

Die Grundlage der Kultivierung stellten die zuvor transformierten BL21-Zellen dar. Zur Stei-
gerung der Zellzahl wurde zu Beginn der Kultivierung eine Vorkultur der jeweiligen Zellen
erstellt. Hierfiir wurden 10 mL LB-Medium mit 10 uL Antibiotika-Lésung sowie einer Kolo-
nie der transformierten BL21-Zellen versetzt. Nach einer Inkubationszeit von ca. 16 Stunden
bei 37 °C und 180 rpm im Schiittler wurde die Kultur zur Inokulation einer GroBkultur ver-
wendet (2 mL/L). Als Medium diente LB, welches mit 2 mL/L Antibiotika-Losung versetzt
worden war. Nach einer ca. dreistiindigen Inkubation bei 37 °C und 180 rpm wurde mit Hilfe
der optischen Dichte (OD) das Zellwachstum {iiberpriift. Sobald sie einen Wert von 0,6 er-
reichte, wurde die Proteinexpression induziert. Die Art der Induktion und die nachfolgenden
Expressionsbedingungen unterscheiden sich je nach Protein und sind in nachfolgender Tabel-

le aufgelistet.

Tab. 3-2: Auflistung der Proteine mit dem jeweiligen Chromophor, der Induktionsmethode und den Ex-
pressionsbedingungen.

Protein (+Chromophor) Induktion Expressionsbedingungen
2699gafl + PCB 0,4 mM IPTG 37°C, 180 rpm, 3,5 h
2699gaf3 + PCB 0,4 mM IPTG 37°C, 180 rpm, 3,5 h
1393gaf3 + PCB 0,4 mM IPTG 37°C, 180 rpm, 3,5 h

BphP1 + BV 0,5 mM IPTG 20°C, 180 rpm, 16 h
BphP-Pa497 + BV 0,5 mM IPTG 20°C, 180 rpm, 16 h
0,25 mM IPTG nach einer Stunde
FphAN753 + BV + 0,2 pg/mL Anhydrote-
tracyclin 20°C, 180 rpm, 16 h
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Nach der oben aufgefiihrten Expressionszeit (Tab. 3-2) wurden die Zellen durch Zent-
rifugation geerntet (4 °C, 6500 rpm, 10 min; JA-10, Fa. Beckman Coulter) und bis zum Zell-
aufschluss bei -20 °C gelagert.

3.2.6 Zellaufschluss

Zum Aufschluss der Zellen wurden x g des Pellets in x mL Aufschluss-Puffer, x uL Pefabloc
und 0,1x pL B-Mercaptoethanol resuspendiert und mechanisch aufgeschlossen. Als Homo-
genisator diente ein Ultra-Turrax-Dispergierwerkzeug, welches in fliissigem Stickstoff betrie-
ben wurde. Auf diese Weise wird zum einen die Zellsuspension schockgefroren und kann in
hartem Zustand durch das Dispergierwerkzeug zerschlagen werden, zum anderen verhindert
die tiefe Temperatur die Einwirkung von Proteasen, die bei der Lyse von Zellen freigesetzt

werden.

Nach Abdampfen des Stickstoffes wurde die gefrorene Zellsuspension durch Ultra-
zentrifugation (4 °C, 45000 rpm, 1 Std; Ti-60, Fa. Beckman Coulter) von DNS und Zellfrag-
menten gereinigt, so dass nur noch das Rohlysat zuriickblieb. Dieses wurde entweder sofort

aufgereinigt oder bis zum darauffolgenden Tag bei 4 °C gelagert.

3.2.7 Proteinaufreinigung

3.2.7.1 IMAC (immobilisierte Metallionen Affinititschromatographie)

Die zu untersuchenden Proteine wurden bis auf FphA aus Aspergillus nidulans mit einem N-
bzw. C-terminalen His-Tag exprimiert Das FphA kodierende Plasmid wurde von der Arbeits-
gruppe Frankenberg-Dinkel bereitgestellt. Das Protein war durch diese Kollegen mit einem
Strep-Tag versehen worden (s.u.). Ein His-Tag ermdglicht eine Aufreinigung mittels der
IMAC Methode. Dabei interagieren die Imidazolringe des His-Tags mit Ni*"-Ionen, die iiber
eine Chelatkomplexbindung mit einer Iminodiessigsdure in einem Agarose-Harz (Resin) ver-

ankert sind.
Das unter Ethanol gelagerte Resin (5 mL) wurde auf eine mit Glaswolle gefiillte Sprit-
ze gegeben und zundchst mit Wasser (1x) sowie mit Resinpuffer (3x) gewaschen. Anschlie-

Bend wurde das Rohlysat iiber das Resin gegeben, um das Protein an das Resin zu binden.
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Zum Abtrennen ungebundener Fremdproteine, erfolgten mehrere Waschschritte mit Resinpuf-
fer und folgenden ansteigenden Imidazolkonzentrationen: 20 mL ohne Imidazol und 40 mL
mit 50 mM Imidazol. Zusitzlich wurde jedem Puffer Pefabloc und B-Mercaptoethanol zur
Verhinderung von proteolytischen Abbau und Disulfidbriickenbildung zugesetzt (Konzentra-
tionen siehe 3.2.6). Zur Elution wurde eine héhere Imidazolkonzentration verwendet (20 mL
mit 500 mM), so dass das Imidazol mit den Histidin-Resten konkurrierte und das Protein in
die Losung freigesetzt wurde. Nach einer anschlieBenden Dialyse liber Nacht gegen 5 L
Resinpuffer (um die Imidazolkonzentration unter 1 mM zu senken) wurde das Protein mittels
einer Filtermembran (4 °C, 5000 rpm, 10 min; Universal 320R, Fa. Hettich) aufkonzentriert

und bei —20 °C bis zur Vermessung gelagert.

3.2.7.2 Strep-Tag

FphA aus Aspergillus nidulans wurde mit einem N-terminalen Strep-Tag exprimiert. Diese
Methode beruht auf der starken Bindung von Biotin mit Streptavidin. Beim Strep-Tag handelt
es sich um eine kurze Peptidkette (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys) mit einem vernachlés-

sigbaren Effekt auf das rekombinante Protein, die in der Biotinbindungstasche von Streptavi-

din bindet.
a) recgrrgtbei%ant b)
Strep-Tactin® Desthiobiotin
/ \
host proteins g
\A
Strep-tag Il

Abb. 3-1: Ablauf der Proteinaufreinigung mittels Strep-Tag (94)

Im ersten Schritt (a) wird das Rohlysat auf eine Strep-Tactin-Saule gegeben (Abb. 3-1). Dabei
handelt es sich um ein Streptavidinderivat, das zu den stabilsten Proteinen iiberhaupt z&hlt.
Das rekombinante Protein bindet mithilfe des Tags an die Séule (b). Die unerwiinschten
Fremdproteine werden mit 20 mL Puffer W (100 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
pH 8) von der Sdule gespiilt. Im néchsten Schritt wird das rekombinante Protein mit Hilfe von
Waschpuffer, enthaltend 2,5 mM Desthiobiotin (Puffer E), eluiert. Das im Puffer enthaltene
Protein konkurriert mit dem getagten Protein um die Biotinbindungstelle im Strep-Tactin und
verdrdngt es somit (¢). Das Eluat wird dann gegen Desthiobiotin-freien Puffer dialysiert und

kann anschliefend fiir die Messungen verwendet werden.
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Im Anschluss muss die Sdule fiir nachfolgende Verwendung regeneriert werden (Abb.

3-2).

d) e)

HABA (not bound)

Ny

HABA (bound)

Abb. 3-2: Schritte zur Regeneration der Strep-Tactin Sdule mittels HABA (2-(4'-Hydroxyphenylazo)-
benzoesiure) (94).

Dafiir wird die Séule solange mit HABA (2-(4'-Hydroxyphenylazo)-benzoesédure) hal-
tigem Puffer (Puffer R) gespiilt, bis sich das Sdulenmaterial rot verfarbt. Dies ist die Indi-
kation fiir den Austausch des gebundenen Desthiobiotin mit HABA (d). Im letzten Schritt
wird das gebundene HABA riickstandslos durch den Waschpuffer W von der Séule entfernt,

die nun fiir eine weitere Aufreinigung verwendet werden kann.

3.2.8 Spektroskopische Methoden

Das aufgereinigte Protein wurde mittels verschiedener spektroskopischer Methoden vermes-
sen. Dies geschah stets unter Griinlicht bzw. Rotlicht, um unbeabsichtigte Photochemie der
Probe zu verhindern. Das Probenvolumen von 500 pL wurde in eine Kiivette mit 10 mm

Schichtdicke gegeben und den verschiedenen Messungen zugefiihrt.

3.2.8.1 UV-VIS-Spektroskopie

Bei der UV-VIS-Spektroskopie werden Molekiile durch elektromagnetische Strahlung in ein
hoheres Energieniveau angehoben. Die nétige Energie wird der Strahlung entzogen, eine

verminderte Intensitdt des Messlichts (= Absorption) ist die Folge.

Auf dieser Grundlage wurden Absorptionsspektren und Riickkehr-Kinetiken der Pro-
ben aufgenommen. Als Blindwert wurde bei allen Messungen der jeweilige Puffer verwendet.
Nach Aufnahme des Dunkelspektrums wurde die Probe mit einer LED der jeweiligen Wellen-

lange belichtet und der Photoprodukt-Zustand dargestellt (Tab. 3-3).
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Tab. 3-3: Wellenléingen der genutzten LEDs

Protein Eingesetzte LEDs [nm]
2699gafl 585, 720
2699gaf3 585,670
1393gaf3 530; 670

SynCph2(1-2) 625, 720
PstBphP1 670; 760
BphP-Pa497 650; 740
FphAN753 650; 760

Die Einstellungen des Spektrometers konnen der folgenden Tabelle entnommen werden (Tab.

3-4).

Tab. 3-4: Parameter der Absorptionsmessung

Parameter Einstellung
Messbereich [nm] 250 — 800 (900)
Spaltbreite [nm] 1,0
Abtastintervall [nm] 0,5

Zur Erfassung der Riickkehr-Kinetik wurde die Probe soweit moglich in den Photoprodukt-
zustand iiberfiihrt und iiber einen festgesetzten Zeitraum bei einer konstanten Wellenlédnge im
Maximum des Grundzustandes vermessen. Folgende Parameter wurden fiir diese Messung

gewihlt (Tab. 3-5).

Tab. 3-5: Parameter der Riickkehr-Kinetiken

Parameter Einstellung
Wellenléinge [nm] variabel
Spaltbreite [nm] 1,0
Messdauer [s] variabel
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3.2.8.2 Stationdre Fluoreszenz

Fluoreszenz entsteht beim Ubergang eines angeregten Molekiils in einen energieirmeren Zu-
stand, soweit das Molekiil eine starre Struktur aufweist und die Strahlungsiibergénge erlaubt
sind. Die entstehende Emission kann spektroskopisch erfasst werden. Von den zu untersuch-
ten Phytochromen wurde nur die Absorption charakterisiert, wihrend fiir die zu untersuchen-
den GAF-Proteine, die eine gut messbare Fluoreszenz zeigen, Anregungs- und Emissions-
spektren erstellt wurden. Die Proben wurden entsprechend durch eine LED in den zu vermes-
senden Zustand tiberflihrt und auf eine Absorption von etwa 0,1 eingestellt. Das Probenvolu-
men betrug 500 pL. Die {ibrigen Parameter sind in den folgenden Tabelle aufgefiihrt (Tab. 3-6
- Tab. 3-9)

Tab. 3-6 Parameter der Fluoreszenz-Emissionsmessung von 2699gaf3 Pr-Zustand

Parameter Anregungswellenldnge
Wellenliinge [nm] 610
Spaltbreite [nm] 5

Start [nm] 620

Stop [nm] 800

Tab. 3-7: Parameter der Fluoreszenz-Emissionsmessung von 2699gaf3 Po-Zustand

Parameter Anregungswellenlédnge
Wellenlédnge [nm] 550
Spaltbreite [nm] 5

Start [nm] 560

Stop [nm] 800

Tab. 3-8: Parameter der Fluoreszenz-Emissionsmessung von 1393gaf3 Pr-Zustand

Parameter Anregungswellenldnge
Wellenliinge [nm] 610
Spaltbreite [nm] 5

Start [nm] 620

Stop [nm] 800
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Tab. 3-9: Parameter der Fluoreszenz-Emissionsmessung von 1393gaf3 Pg-Zustand

Parameter Anregungswellenldnge
Wellenliinge [nm] 550
Spaltbreite [nm] 5

Start [nm] 560

Stop [nm] 800

Stokes-Verschiebung

Als weiteres Charakterisierungskriterium wurde die Stokes-Verschiebung berechnet.
Dabei handelt es sich um die Energiedifferenz im Spektrum, die zwischen dem Absorptions-
maximum und dem Maximum der Fluoreszenzemission auftritt. Diese ist von der Interaktion
des Chromophors mit dem Protein sowie der direkten Umgebung des Chromophors abhingig.
Zur Berechnung der Stokes-Verschiebung werden die Absorptionswerte (Wellenldnge) in eine

Energieskala, z.B. cm™', umgerechnet, die Differenz ergibt dann die Stokes-Verschiebung.

3.2.8.3 Zeitaufgeloste Blitzlichtphotolyse

Grundlagen

Die Methode der zeitaufgelosten Blitzlichtphotolyse ist der Schwerpunkt der vorlie-
genden Arbeit. Sie dient hier der Messung von Absorptionsdnderungen lichtinduzierter Reak-

tionen im Mikro- bis Millisekunden-Zeitbereich.

Dabei wurde die zu untersuchende Probe durch einen Laserpuls (Dauer etwa 10 ns)
angeregt und der Absorptionsverlauf {iber eine weitere optische Messlinie mit Hilfe einer
durch zwei Monochromatoren aus einer Xenonlampe isolierten Wellenldnge verfolgt (Abb.

3-3).
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Abb. 3-3: Schematische Darstellung des Aufbaus der zeitaufgelosten Blitzlichtphotolyse

Die rechtwinklige Anordnung der Messlinien erlaubt ein einheitliches Ausleuchten der

Probe bei gleichzeitiger Minimierung des Laserstreulichts am Detektor.

Fiir die Anregung der zu untersuchenden Proteine wurde ein OPO-Nd:YAG-
Lasersystem verwendet. Bei der Nd:YAG Laserkomponente handelt es sich um einen mit
Neodym dotierten Yttrium-Aluminium-Granat (Y3;AlsO;,) Kristall welcher mit einer Blitz-
lampe angeregt wird. Die dritte Harmonische des Lasers, die bei einer Wellenlédnge von 355
nm liegt, wird als Pumpwelle fiir einen optisch parametrischen Oszillator (OPO) verwendet

(Abb. 3-4).

M1 / x(?)-Kristall \ Ma

/ ws \ Signalwelle
|

Pumpwelle ~ wp
.\ Idler-Welle /

Abb. 3-4: Aufbau eines optisch parametrischen Oszillators (OPQO), Spiegel M, ist transparent fiir die
Pumpwellenliinge, Spiegel M, ist hochreflektierend fiir die Idler-Welle; o, = Frequenz der Pumpwelle;
= Frequenz der Signalwelle; ;= Frequenz der Idler-Welle (95)
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Ein OPO-System besteht im Zentralen aus einem optisch nichtlinearen Kristall, der
sich als aktives Medium zwischen zwei Resonatorspiegeln befindet. Aus der eingestrahlten
Pumpwelle des Lasers erzeugt der OPO durch Abwirtskonvertierung eine Signal- und eine
Idler-Welle. Bei der Idler-Welle handelt es sich um die Differenz aus der Frequenz der
Pumpwelle und der Signalwelle. Unter Erfiillung der Energieerhaltung lassen sich durch An-
derungen der Phaseniibereinstimmungen beide Wellen unabhingig voneinander iiber einen
groBBen Spektralbereich abstimmen (GI. 3-1). Es entsteht kohdrente Strahlung, welche durch
die einfache Drehung des Kristalls in Bezug auf ihre Wellenlédnge und Intensitét variiert wer-

den kann.

Somit ist es mdglich, mit diesem Nd:YAG-OPO gekoppelten System Proteine im Be-
reich von 410-800 nm anzuregen.
Wy = W + W;

Gl 3-1: Energieerhaltung der Kreisfrequenzen: ®, = Frequenz der Pumpwelle; ®, = Frequenz der Sig-
nalwelle; ®; = Frequenz der Idler-Welle

Als Detektionsmesslicht zur Aufnahme von Absorptionsdnderungen {iber ein gewahl-
tes Zeitfenster (hier: 200 ps, 2 ms, 20 ms) wurde eine 75 W Xenonlampe verwendet, deren
Licht durch ein Wasserfilter gefiihrt wird, um thermische Effekte in der Probe zu vermeiden.
Das Messlicht wird durch zwei aufeinander abgestimmte Monochromatoren vor und hinter
der Probe auf eine spezifische Wellenldnge eingestellt und mit einem Photomultiplier detek-
tiert. Der erste Monochromator schiitzt die Probe vor Belichtung mit dem kompletten Spekt-
ralbereich der Xenonlampe. Der zweite Monochromator dient zur Entfernung von Laserstreu-

licht und Restlicht aus dem Labor.

Eine Messung der Blitzlichtphotolyse lduft folgendermafBen ab. Im ersten Teil einer
einzelnen Messung wurde die Grundabsorption der Probe iiber die ersten zehn Prozent des
Detektionszeitfensters erfasst (Blende 2 offen, Blende 1 und 3 geschlossen). Daraufhin erfolg-
te die Anregung der Probe mittels eines Laserpulses, dessen Intensitédt auf < 10 mJ eingestellt
worden war. Derartige Intensitdtsmessungen miissen der eigentlichen Messung vorausgehen,
um den Bereich der Absorptionsédnderung zu definieren, in dem diese zur eingestrahlten La-
ser-Energie proportional bleibt. Hohere Laser-Energien wiirden zu photochemischen Artefak-
ten wie sekunddrer Photochemie oder Anregung bereits erzeugter Reaktionsintermediate fiih-

ren. Im weiteren Verlauf wurden die durch den Laserpuls ausgeldsten Absorptionsdnderungen
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erfasst und alle mit einem Oszilloskop aufgezeichneten Daten an eine computergesteuerte

Messsoftware weitergeleitet.

Nach jedem Laserpuls wurde die Probe durch kontinuierliche Belichtung mit einer
passenden LED in die zu vermessenden Ausgangsabsorption zuriickgefiihrt (Blende 3 offen,
Blende 1 und 2 geschlossen). Die Dauer der Belichtung variierte je nach Protein und Photozu-

stand.

Alle Proben wurden auf eine Absorption von etwa 0,6 im Maximum des Ausgangszu-
standes eingestellt und iiber die gesamte Messung mittels eines Peltier-Elements auf eine kon-
stante Temperatur von 20 °C temperiert. Die Absorptionsdnderungen fiir jedes Protein wurden
iiber einen breiten Wellenldngenbereich gemessen, um das intermedidre Auftreten von Ab-
sorptionsédnderungen auch aufBlerhalb der Absorption des Ausgangszustandes zu detektieren.
Der gesamte zu untersuchende Spektralbereich wurde durch die Messwellenldngen im Ab-
stand von 10 nm abgefragt. Im Falle kleiner Absorptionsdnderungen, z.B. im Bereich isosbes-
tischer Punkte, wurde der Abstand der Messwellenldnge auf 5 nm reduziert. Um das Signal-
Rausch-Verhiltnis zu verbessern, wurden pro Zeitfenster mindestens fiinf Einzelmessungen
durchgefiihrt, aus denen eine Mittelung errechnet wurde. Weiterhin wurde fiir das lidngste
Zeitfenster eine Basislinie ohne Laseranregung gemessen, um elektronische und optische Ein-
fliisse zu reduzieren, die evtl. zu einer Drift der Basislinie und damit zu einer Verfalschung

des Messsignals fithren konnten.

Datenaufnahme und -analyse

Die aus dem Oszilloskop ausgelesenen Daten beschreiben den Verlauf der Absorption
iiber die drei gewihlten Zeitfenster (200 us, 2 ms und 20 ms) fiir jede einzelne Messwellen-
lange. Im Fall von SynCph2(1-2) wurden vier Zeitfenster gewahlt (100 ps, 1 ms, 10 ms und
100 ms). Vor der Bearbeitung der Daten musste beim 20 ms Zeitfenster die jeweilige Basisli-
nie von der Messung subtrahiert werden, da sich hier Langzeitinderungen besonders stark auf

das Messsignal auswirken konnen (GI. 3-2).

AADif S AAM - AABL

Gl. 3-2: Verrechnung der Basislinie: AAp;; = korrigierte Absorptionsdifferenzen; AAy; = Absorptionsdiffe-
renzen nach Laserpuls; AAg;, = Absorptionsdifferenzen ohne Laseranregung
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Vor der eigentlichen kinetischen Auswertung der Daten wurden die einzelnen Zeit-
fenster verschachtelt, um pro Wellenlénge einen einzigen Datensatz iiber den gesamten Zeit-
bereich zu erhalten. Dies ist notwendig, da die Dichte der Datenpunkte am Anfang jeder Da-
tenaufnahme relativ gering ist und zum Ende des Zeitfensters der Datenerfassung exponentiell
ansteigt. Wiirde man also nur das 20 ms Zeitfenster fiir den Globalfit verwenden, hitte man
fiir die ersten 20 us nur 500 Datenpunkte zur Verfiigung, da jedes Zeitfenster 5000 Daten-
punkte aufweist, woraus sich kein Fit erzielen liee. Entsprechend wurde zunédchst der Daten-
satz des 200 us Zeitfensters in den passenden Bereich des 2 ms Zeitfensters kopiert und die
dort vorhandenen Daten dieses Zeitfensters ersetzt. Der so entstandene Datensatz wurde in
das 20 ms Zeitfenster an die passende Stelle kopiert und ersetzt die vorhanden Daten in dem
Zeitbereich bis 2 ms. Diese Methode gewihrleistet eine hohe Punktdichte iiber den gesamten

Zeitbereich vor allem im ersten Zeitfenster.

Ein frei gewédhltes Inkrement (fester Zahlenwert) zur Addition oder Multiplikation
diente hierbei zur exakten Angleichung an den Ubergingen zwischen den verschachtelten
Zeitfenstern. Die so erhaltenen Datensétze konnten nun einzeln als auch in ihrer Gesamtheit
fiir jede Richtung der Photokonversion eines Proteins gefittet werden, um Aufschluss iiber das

Auftreten moglicher Intermediate in den Photozyklen zu geben.

Einzelwellenlingen-Fit und Differenzspektren zu gewihlten Zeitpunkten

Mit Hilfe des Einzelwellenlingen-Fits lassen sich die kinetischen Anderungen bei ei-
ner spezifischen Wellenldnge ermitteln. Zur Darstellung von Differenzspektren werden die
Absorptionsoptionsdifferenzen zu fest gewdhlten Zeiten der Messung gegen die zugehdrigen
Wellenldnge aufgetragen. Somit lassen sich die Differenzspektren der Probe zu verschiedenen

Zeitpunkten nach der Anregung darstellen.

Globalanalyse (Globalfit)

Bei dem Ansatz der Globalanalyse handelt es sich um eine komplexe Fit-Methode, die
auf einer simultanen Analyse sdmtlicher vorliegender Kinetiken beruht. Es wird eine Vielzahl
von Datensitzen mit nur einem Modell angepasst. Die gewéhlten Parameter werden {ibergrei-
fend, d.h., fiir die Gesamtheit der Wellenlédngen optimiert. Somit lassen sich die den zeitauf-
gelosten Absorptionsédnderungen (Transienten) zugrunde liegenden Reaktionen und Lebens-

zeiten bestimmen. Unter der Pramisse, dass diese einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ord-
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nung folgen, wird zur mathematischen Behandlung eine Summe von monoexponentiellen
Funktionen genutzt (Gl. 3-3). Durch diesen Ansatz werden die Lebenszeiten (t) berechnet,

mit denen die verschiedenen Intermediate ineinander {ibergehen.

N -t
AA(E ) = z A; (Ve + Ay (D)

Gl. 3-3: Absorptionsinderungen bei der Wellenléinge A: AA(t, ) = zeitaufgelost gemessene Absorptions-
dnderung bei der Wellenlinge A; A;(A) = Amplitude der Absorptionsinderung einer Lebenszeit bei der
Wellenléinge A; T; = Lebenszeit des Intermediats i; t = Zeit; A, (L) = Konstante bei der Wellenldnge A

Man setzt den Globalfit ein, da prinzipiell jedes auftretende Intermediat zu jedem Zeit-
punkt der Reaktion und bei jeder Wellenlédnge (1) zur Gesamtheit der gemessenen Absorpti-
onsinderungen beitrdgt. Daraus ergeben sich fiir die Transienten der verschiedenen Wellen-
langen unterschiedliche Amplituden (Aj(A)). Durch Auftragen dieser Amplituden gegen die
entsprechenden Wellenldngen ergibt sich das sog. lifetime-associated difference spectrum
(LADS). Dabei handelt es sich, wie der Name sagt, um ein Differenzspektrum, fiir diese
durch den Fit erhaltene Lebenszeit. Zu beachten ist, dass mit exponentiellen Zerféllen gerech-
net wird. Entsprechend gilt, dass eine positive Amplitude in einem Transienten-
Absorptionsspektrum auf den Zerfall dieses Intermediats hindeutet, wohingegen eine negative

Amplitude eine Intermediats-Bildung beschreibt.
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4 Ergebnisse

Phytochrome und strukturell/funktionell verwandte Chromoproteine, die auler in Tieren (Me-
tazoa) in fast allen Bereichen des Lebens zu finden sind und eine Vielzahl verschiedener
Strukturen und photochemischer Eigenschaften zeigen. Sie decken mit ihren verschiedenen
Photozyklen den spektralen Bereich des Lichts vom dunkelroten bis in das nahe UV-Licht ab.
Ihre Photozyklen unterscheiden sich durch verschiedene chemische Reaktionen und struktu-
relle Verdnderungen. Diese Arbeit konzentriert sich auf die durch Licht ausgelosten Reaktio-
nen einer Reihe von Phytochromen und Phytochrom-verwandter Proteine. Eine wichtige Me-
thode, um den jeweiligen Photozyklus aufzuschliisseln, ist eine zeitaufgeloste Untersuchung
der verschiedenen Intermediatzustéinde, die im Verlauf des Zyklus auftreten. Dies kann mit-
tels verschiedener Methoden geschehen. Hier wird eine zeitaufgeloste Detektion der durch
einen kurzen Laserblitz ausgeldsten Absorptionsdnderungen verwendet. Diese Methode
(Blitzlichtphotolyse) erlaubt es, iiber einen breiten Zeit- und Spektralbereich transiente Ande-

rungen zu detektieren und so zwischenzeitlich auftretende Intermediate nachzuweisen.

Im Abschnitt 4.1 werden die Ergebnisse zu zwei Bacteriophytochromen (PstBphP1
aus Pseudomonas syringae pv. tomato und PaBphP aus Pseudomonas aeruginosa) und einem
Phytochrom aus einem Pilz (FphA aus Aspergillus nidulans) beschrieben. Diese drei Proteine
weisen die in kanonischen Phytochromen nachgewiesene PAS-GAF-PHY Struktur im photo-
sensorischen Teil des Proteins auf, verwenden aber im Gegensatz zu diesen Biliverdin IXa
(BV) als Chromophor. Zusdtzlich wurde der photosensorische Bereich des Proteins
SynCph2(1-2) untersucht. Dieses Protein weist zwei Chromophor-tragende Bereiche auf, von
denen der erste, N-terminale, den kanonischen Phytochromen dhnelt, wéhrend der zweite, C-
terminal gelegene Chromophorbereich den weiter unten behandelten CBCRs dhnelt. Hier
wurde der N-terminale photochemisch aktive Bereich als Wildtypprotein und in Form dreier

Mutanten untersucht.

PstBphP1 und FphA zeigen beide einen rot-absorbierenden 157 Grundzustand und ein
dunkelrot-absorbierendes 15E Photoprodukt. PaBphP dagegen gehdrt zu den sogenannten
bathy-Phytochromen, die sich durch einen langwelligen Grundzustand und ein kiirzerwelliges
Photoprodukt auszeichnen. Im Fall von PaBphP zeigt sich dies durch einen dunkelrot-
absorbierenden Grundzustand und ein rot-absorbierendes Photoprodukt (Grundzustand (Pg):

Amax = 750 nm; Photoprodukt (P;): Apax = 701 nm).
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Im Folgenden (Abschnitt 4.2) wurden drei verschiedene GAF-Doménen spektrosko-
pisch untersucht, die jeweils die photochemisch-aktiven Komponenten von Cyanobacterio-
chromen (CBCRs) darstellen. Die bearbeiteten GAF-Dominen weisen jeweils sehr unter-
schiedliche Photozyklen auf. SIr1393gaf3 aus Synechocystis sp. PCC 6803 durchlduft einen
Rot/Griin-Photozyklus, ausgehend von einem im Dunkeln entstehenden rot-absorbierenden
Zustand (in vivo: Amax (Pr) = 648 nm, Amax (Pg) = 538 nm). Einige AS im Bereich des Chromo-
phors wurden durch Punktmutation geindert, um deren Einfluss auf die Absorption bzw. die
Kinetiken der Intermediate im Photozyklus mittels zeitaufgeloster Blitzlichtphotolyse zu be-

stimmen.

Neben SIr1393gaf3 wurden zwei GAF-Doménen des Proteins All2699 (AphC) aus
Nostoc sp. PCC 7120 vermessen. All2699gafl zeigt als eines der ersten CBCRs einen fiir
klassische Phytochrome typischen Rot/Dunkelrot-Photozyklus. Al12699gaf3 hingegen besitzt
einen auflergewdhnlichen Rot/Orange-Photozyklus, wobei das orange-absorbierende Photo-

produkt nur eine sehr geringe thermische Stabilitét aufweist.

Alle sieben charakterisierten Phytochrome wurde mit Hilfe eines koexprimierten zwei-
ten Plasmids in vivo mit dem Chromophor assembliert (im Fall von 1393gaf3 wurde das
Apoprotein als Vergleich zusédtzlich in vitro mit PCB assembliert). Diese ,,Hilfsplasmide*
kodieren die Enzyme, die aus vorhandenem Hidm den jeweils benétigten Chromophor erzeu-
gen: Phycocyanobilin fiir die CBCR-GAF-Doménen und SynCph2(1-2) sowie BV fiir die
Bacteriophytochrome und das pilzliche Phytochrom. SynCph2(1-2) wurde in aufgereinigter
Form von der Arbeitsgruppe von Lars-Oliver Essen (Philipps Universitit, Marburg) zur Ver-

fligung gestellt.

Sdmtliche Phytochrome wurden zunichst mittels steady-state Spektroskopie beziiglich
ihrer P;- und Pg-Zustinde (bzw. im Fall der CBCRs beziiglich ihrer Dunkelformen und Pho-
toprodukte) hin untersucht. Nachfolgend wurde jedes Protein zeitaufgelost auf Absorptions-
anderungen nach einem 10-ns Laserblitz hin charakterisiert. Zusitzlich wurden bei einigen
Proteinen Differenzspektren zu gewédhlten Zeitpunkten der Kinetik erzeugt. Hierbei ist zu
beachten, dass die LADS echte Fit-Kurven darstellen, wihrend die Differenzspektren zu ge-
wihlten Zeitpunkten aus Absorptionsdnderungen bei den Messwellenldngen mittels eines

,»cubic spline* Algorithmus erzeugt wurden und keine Fit-Kurven darstellen.
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Zeitaufoeloste Blitzlichtphotolyse

Die zeitaufgeloste Blitzlichtphotolyse bietet eine gute Moglichkeit, Intermediate einer
lichtinduzierten Umwandlung und ihre Entstehungs- und Zerfallskinetiken zu erfassen und als
Differenzspektren darzustellen. Entsprechend wurden bei der jeweiligen Anregungswellen-
lange pro Beobachtungswellenlédnge drei verschiedene Zeitfenster aufgenommen (200 ps; 2
ms; 20 ms). Bei der Untersuchung des SynCph2(1-2) und den drei ausgewdhlten Mutanten
wurden vier verschiedene Zeitfenster gewéhlt (100 ps, 1 ms, 10 ms, 100 ms). Beim lédngsten
Zeitfenster wurde zusétzlich eine Basislinie aufgenommen und vor der eigentlichen Daten-

auswertung mit dem dazugehorigen Zeitfenster verrechnet.

Zu Beginn der Datenanalyse wurden die einzelnen Zeitfenster verschachtelt. Dies ist
notig, um die Punktdichte im kurzen Zeitbereich zu erhohen und somit auch kurze Kinetiken
erfassen zu konnen. Veranschaulicht wird die Vorgehensweise an den Messungen mit drei

verschiedenen Zeitfenstern (Abb. 4-1).

0,002

0,000 vy — 200ps 0,000 — oms
-0,002
PN et e -0,004 -

-0,005 \M
e

S -0,010 < -0,006

-0,008

-0,015-
-0,010

-0,020 | -0,012 1
0,014 -
-0,025 T T T T ! T T T T ]
-0,00005 0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020 -0,0005 0,0000 0,0005 0,0010 0,0015  0,0020
Zeit [s] Zeit [s]
0,002 -
0,000 0,000+ —— Verschachtelt
——20ms
-0,002 -
-0,005 -
-0,004 A
510008 < 0,010+
< 0,008
-0,010 1 -0,0154
0,012
-0.014 4 o -0,020 4
. A
-0,016 -
0,025

T T T T !
-0,005 0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 o,doo 0,605 0,0|10 O,OI15 0,0|20
Zeit [s] Zeit [s]

Abb. 4-1: Vorgehensweise der Datensatz-Bearbeitung bei drei Beobachtungszeitfenstern. Gezeigt sind
Absorptionsinderungen bei den drei gewiihlten Zeitfenstern (200 ps, 2 ms, 20 ms) sowie der verschachtel-
te Datensatz fiir die weitere Analyse am Beispiel einer Messung von 1393gaf3 (Anregungswellenliinge: 540
nm, Beobachtungswellenliinge: 540 nm).
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Dafiir wurde zunéchst der Datensatz des 200 ps Zeitfensters in den passenden Bereich
des 2 ms Zeitfensters kopiert und die dort fiir diesen Zeitbereich vorhanden Daten wurden
entfernt. Der so entstandene Datensatz wurde in das 20 ms Zeitfenster an die passende Stelle
kopiert und ersetzt entsprechend die vorhanden Daten in dem Zeitbereich bis 2 ms (Abb. 4-1).
Da u.U. die einzelnen Zeitfenster unterschiedliche Grundabsorption zeigen (,offset‘), muss in
einigen Fillen bei Kombination der Daten der gesamte Datensatz mit einem Inkrement multi-

pliziert bzw. addiert werden, um die Basislinien anzupassen.

Globalanalyse und absolute Differenzspektren

Die Auswertung der Daten der Blitzlichtphotolyse erfolgt hier durch die Global-
analyse, auch Globalfit genannt. Dabei wird eine simultane Analyse mehrerer Kinetiken
durchgefiihrt. Bei den vorliegenden Messungen wurden dabei die unterschiedlichen Absorpti-
onsverldufe verschiedener Beobachtungswellenldngen bei einer Anregungswellenldnge mit-
hilfe der verschachtelten Datensitze gefittet. Dies liefert die Mdglichkeit, die Lebenszeiten
der Intermediate zu errechnen, wobei jede gemessene Wellenldnge einen unterschiedlichen
Anteil am jeweiligen Intermediat beitrdgt, welcher durch folgende Formel berechnet werden

kann (GI. 4-1).

AA(t, ) =

N -t
Z A; (Ve + Ay (1)
i=1

Gl. 4-1: Absorptionsinderungen bei der Wellenléinge A: AA(t,A) = zeitaufgelost gemessene Absorptionséin-
derung bei der Wellenliinge 1; Aj(A) = Amplitude der Absorptionsinderung einer Lebenszeit bei der Wel-
lenldnge A; T; = Lebenszeit des Intermediats i; t = Zeit; A,(A) = Konstante bei der Wellenléinge A

Die so errechneten Amplituden der einzelnen Wellenldngen zu einer gefundenen Le-
benszeit werden gegen die entsprechenden Wellenldngen aufgetragen, woraus ein sogenann-
tes life-time-associated difference spectrum (LADS) entsteht. Das LADS zeigt das Aussehen
des Intermediats, das mit der gefitteten Kinetik verkniipft ist. Die Konstante (A¢) in den Spek-
tren entsteht, wenn man die Zeit (t) ins Unendliche laufen lasst, d.h., sie zeigt die Absorption,
die am Ende des Experiments vorliegt. Hierbei folgt man der Konvention, dass bei Darstel-
lung der LADS eine negative Amplitude ein Intermediat anzeigt, das in diesem Wellenlén-
genbereich mit der errechneten Lebenszeit entsteht, widhrend umgekehrt eine positive
Amplitude ein Intermediat anzeigt, das mit der errechneten Lebenszeit verschwindet. Die

Konstante Ay dagegen wird absorptionsgetreu dargestellt.
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4.1 SynCph2(1-2), PstBphP1, PaBphP-497 und FphAN753

4.1.1 SynCph2(1-2)

Das Absorptionsspektrum der GAF-GAF Bidoméne aus SynCph2 zeigt einen Rot/Dunkelrot
Photozyklus mit einem Maximum des rot-absorbierenden Zustandes bei 644 nm. Bei Belich-
tung mit rotem Licht (LED = 625 nm) geht das Protein in einen Mischzustand aus P;- und Pg-
Zustand iiber. Dabei verschiebt sich das Maximum im roten Bereich auf 647 nm und es bildet

sich eine Schulter im dunkelroten Spektralbereich bei 695 nm (Abb. 4-2).
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Abb. 4-2: Absorptionsspektren von SynCph2(1-2) aus Synechocystis sp. PCC 6803

Zur genaueren Untersuchung der stabilisierenden Wirkung der GAF2-Doméne wurden
Punktmutationen in die zungenférmige Struktur eingefiihrt, die die Chromophortasche ver-
schlieBt. Dabei wurden zwei Motive fiir die Mutation gewéhlt (WXE, PRXSF) die zusammen
mit dem W(G/A)G Motiv im Vergleich zu anderen Sequenzen zwischen der GAF2- und der
PHY-Doméne aus kanonischen Phytochromen nahezu unveranderlich sind und daher als sehr
wichtig fiir die Phototransformation und die Stabilitit des Pg-Zustandes erachtet werden

(Abb. 4-3) (57).
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Abb. 4-3: Struktur von SynCph2(1-2) (unten) mit (dariiber) detaillierter Ansicht der Chromophorbin-
dungstasche. Die GAF1-Domine ist in orange dargestellt, die GAF2-Domiine mit der zungenformigen
Ausbuchtung (tongue region) in griin. Der PCB Chromophor ist in tiirkis gezeigt. In Stabform sind die
AS-Positionen Ser-385 und Trp-389 sowie der chromophorbindende Cysteinrest Cys-129 prisentiert. Die
AS Reste der konservierten W(G/A)G, PRXSF und WXE Motive sind in Kugelform dargestellt und in rot,
blau und violett hervorgehoben (57).

Serin 385 liegt im konservierten PRXSF Motiv und zeigt bei Betrachtung der Kristall-
struktur keine Interaktion mit der GAF1-Doméne oder dem gebundenen PCB Chromophor.
Das Absorptionsspektrum der Mutante S385A weist im Absorptionsspektrum eine leichte
Verschiebung des rot-absorbierenden Zustands um 2 nm (Pyux = 646 nm) auf. Das Pg-
Spektrum zeigt wie beim WT einen Mischzustand, bei dem der Anteil der Absorption im

dunkelroten Spektralbereich deutlich geringer ist (Abb. 4-4, A).
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Abb. 4-4: Absorptionsspektren der drei Mutanten von SynCph2(1-2) A: S385A, B: W389A, C: W389F.

W389A zeigt keine Verschiebung des P,-Zustandes im Vergleich zum WT. Deutliche
Unterschiede werden beim dunkelrot-absorbierenden Photoprodukt deutlich. Dieses besitzt
eine sehr breite Absorption, die sich von ungefdhr 450 nm bis 740 nm erstreckt und wie

S385A keine sichtbare Schulter im dunkelroten Spektralbereich ausbildet (Abb. 4-4, B).

Die Absorptionsspektren beider Zustande der Mutante W389F sind denen des WT-
Proteins sehr dhnlich. Lediglich die Schulter, die im dunkelrot-absorbierenden Zustand auftritt
ist etwas weniger ausgepragt (aber deutlich stiarker vorhanden als bei den beiden andren Mu-
tanten und zeigt eine leichte Verschiebung des Absorptionsmaximums (691 nm, vgl. WT 695

nm) (Abb. 4-4, C).

Fiir die Untersuchung der Konversion vom rot-absorbierenden in den dunkelrot-
absorbierenden Photozustand des WT von SynCph2(1-2) mittels der Methode der zeitaufge-
16sten Blitzlichtphotolyse wurde die Probe mit dem Laser bei einer Wellenldnge von 640 nm
angeregt. Die Beobachtungswellenldngen lagen im Abstand von 10 nm im Wellenlédngenbe-

reich von 520 nm bis 720 nm. Zuséitzlich wurde der Absorptionsverlauf bei 665 nm vermes-
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sen. Riickbelichtet wurde nach jedem Laserpuls {iber einen Zeitraum von 20 Sekunden mit
einer LED der Wellenldnge 720 nm. Im Folgenden sind die durch Globalfit ermittelten LADS

mit den dazugehorigen Lebenszeiten der Intermediate aufgefiihrt.
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Abb. 4-5: LADS von SynCph2(1-2): Anregung 640 nm (Wellenlingen 520 — 720 nm) P, = Py,

Die errechneten LADS zeigen vier Intermediate (Abb. 4-5). Das erste Intermediat nach
1,3 Mikrosekunden zeigt einen leichten Absorptionsanstieg um 670 nm. Das néchste Interme-
diat weist ebenso einen Anstieg der Absorption im dunkelroten Spektralbereich (690 nm) auf
als auch einen Absorptionsabfall bei 620 nm. Fiir das dritte Intermediat mit einer Lebenszeit
von 2,56 Millisekunden lésst sich ein Abfall der Absorption um 660 nm gleichzeitig mit ei-
nem Abfall im kiirzerwelligen Spektralbereich feststellen. Das letzte Intermediat (Lebenszeit
17,1 ms) weist einen starken Absorptionsanstieg bei 700 nm in der Ndhe des Maximums des
Ps-Zustandes auf und stellt somit anscheinend die dominante Komponente fiir die finale For-
mierung des Pg-Zustandes dar. Der Verlauf der Konstanten weist den erwarteten Ubergang

vom P;- in den Pg-Zustand auf.

Die inverse Konversion wurde durch einen Laserpuls bei 700 nm initiiert (Abb. 4-6).
Der Wellenldngenbereich fiir die Messung lag zwischen 520 nm und 720 nm im Abstand von
10 nm. Zusitzlich wurde der Absorptionsverlauf bei 665 nm vermessen. Riickbelichtet wurde

mittels einer LED (625 nm) fiir die Dauer von 20 Sekunden.
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Abb. 4-6: LADS von SynCph2(1-2): Anregung 700 nm (Wellenlingen 520 — 720 nm) Py = P,

Die Riickreaktion vom Pyg- in den P,-Zustand zeigt beim Globalfit drei Intermediate in
den LADS. Die ersten beiden Intermediate zeigen nur geringe Absorptionsdnderungen mit
einem Absorptionsanstieg um 630 nm (t; = 0,9 us) und einem Abfall im selben Absorptions-
bereich mit einer Lebenszeit von 798 Mikrosekunden. Das letzte Intermediat weist einen gro-

Ben Absorptionsanstieg bei 640 nm auf und geht anschlieBend in den P;-Zustand iiber.

Wie bereits oben ausfiihrlich beschrieben, wurden fiir dieses Protein Mutanten erstellt,
die in zwei der drei Sequenzmotive liegen, die als sehr wichtig fiir die Phototransformation
und die Stabilitdt des Pg-Zustandes erachtet werden. Diese wurden im Vergleich zum WT
ebenfalls in Bezug auf ihre Photokonversion im Mikro- bis Millisekundenzeitbereich mittels
der Blitzlichtphotolyse untersucht. Dabei wurden dieselben Parameter wie bei den WT Mes-
sungen gewahlt. Eine Ausnahme bildet die W389F Mutante, die aufgrund ihres im Vergleich
zu den anderen Mutanten dhnlichen Absorptionsspektrums bei der steady-state Messung bei
sieben ausgewihlten Wellenldnge (590, 640, 660, 665, 690, 700 und 720 nm) vermessen wur-

de und nur durch Einzelwellenldngenfits charakterisiert wurde.

Die S385A Mutante, die im PRXSF Motiv der GAF2-Doméne liegt, zeigt fir die drei
ersten Intermediate der LADS dhnliche Absorptionsverldufe wie der WT. Die Lebenszeiten

sind jedoch um das bis zu Dreifache verkiirzt.
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Das erste Intermediat mit einer Lebenszeit von 1,3 Mikrosekunden weist einen Ab-
sorptionsanstieg im dunkelroten Spektralbereich mit einem Maximum bei 690 nm auf. Das
nachfolgende Intermediat (t, = 112 ps) fiihrt diesen Anstieg fort, wobei zeitgleich die Ab-
sorption um 620 nm sinkt. Fiir das dritte Intermediat mit einer Lebenszeit von 1,57 Millise-
kunden lasst sich ein Absorptionsanstieg um 540 nm bei gleichzeitigem Absorptionsabfall bei
650 nm feststellen. Das letzte Intermediat zeigt einen Absorptionsanstieg von 590 nm bis 700

nm mit einer maximalen Absorptionsidnderung bei 660 nm (Abb. 4-7).
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Abb. 4-7: LADS von SynCph2(1-2) S385A: Anregung 640 nm (Wellenliingen 520 — 720 nm) P, = Py,

Die gegenlaufige Konversion durchlduft wie beim WT drei Intermediate. Das erste In-
termediat mit einer Lebenszeit von 1,3 us zeigt einen Absorptionsanstieg liber den gesamten
vermessenen Spektralbereich mit zwei Maxima bei 640 nm und 690 nm. Nachfolgend weist
das zweite Intermediat mit einer Lebenszeit von 619 Mikrosekunden einen Absorptionsabfall
von 580 nm bis 660 nm mit einer maximalen Absorptionsanderung um 630 nm auf. Die grof3-
te Absorptionsédnderung erfolgt mit einer Lebenszeit von 3,53 Millisekunden bei der Bildung
des 3. Intermediats. Es zeigt einen Absorptionsanstieg bei 640 nm bei gleichzeitigem Absorp-

tionsabfall um 550 nm (Abb. 4-8).
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Abb. 4-8: LADS von SynCph2(1-2) S385A: Anregung 700 nm (Wellenlingen 540 — 710 nm) Py = P,

Die W389A Mutante, die im konservierten WXE-Motiv liegt, besitzt fiir die P, zu Py
Photokonversion drei Intermediate, die anhand der LADS identifiziert werden konnten. Der
Absorptionsverlauf beginnt mit einem starken Abfall im Wellenldngenbereich um 700 nm fiir
das erste Intermediat mit einer Lebenszeit von 1,4 Mikrosekunden. Dieser Absorptionsabfall
setzt sich fiir das zweite Intermediat (1, = 414 us) weiter fort. Das letzte Intermediat weist
einen Absorptionsanstieg iiber einen breiten Abschnitt des Spektralbereiches zwischen

610 nm und 720 nm mit einem Maximum bei 660 nm auf (Abb. 4-9).
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Abb. 4-9: LADS von SynCph2(1-2) W389A: Anregung 640 nm (Wellenléingen 520 — 720 nm) P, = Py,
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Die inverse Konversion vom dunkelrot-absorbierenden Grundzustand in das rot-
absorbierende Photoprodukt besitzt wie bei den zuvor beschriebenen SynCph2(1-2) Proteinen
drei Lebenszeiten. Das erste Intermediat (t; = 1,2 ps) weist einen Absorptionsanstieg zwi-
schen 600 nm und 720 nm mit einem Maximum bei 660 nm auf. Das zweite und dritte Inter-
mediat zeigen einen geringen Absorptionsanstieg (1, = 2,21 ms) bzw. einen Abfall (13 = 19,5

ms) um 630 nm (Abb. 4-10).
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Abb. 4-10: LADS von SynCph2(1-2) W389A: Anregung 700 nm (Wellenliingen 520 — 720 nm) Py = P,

Die Mutante W389F, die dem Wildtyp sehr dhnliche steady-state Absorptionsspektren
aufwies, wurde bei sieben Wellenldngen (590, 640, 660, 665, 690, 700 und 720 nm) mittels
zeitaufgeloster Blitzlichtphotolyse vermessen. Nachfolgend ist der Absorptionsverlauf nach
der Laseranregung fiir die vier verschiedenen Zeitfenster aufgefiihrt. Durch Pfeilmarkierung

sind die zu identifizierenden Intermediate markiert (Abb. 4-11).
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Abb. 4-11: Blitzlichtphotolysemessung der W389F von SynCph2(1-2) aus Synechocystis sp. PCC 6803,
Photokonversion von P, = Py, Absorptionsverlauf bei 665 nm im Zeitfenster 100 ps, 1 ms, 10 ms und 100
ms.

W389F verhilt sich bezogen auf die Intermediate und deren Lebenszeiten nahezu
identisch zum Wildtyp (Abb. 4-11). Fiir die P, zu Ps Konversion zeigen sich vier Lebenszei-
ten (1,5 us, 380 us, 2,0 ms und 33,3 ms), die eine gute Ubereinstimmung mit den Lebenszei-
ten des WT aufzeigen. Lediglich das 4. Intermediat zeigt eine im direkten Vergleich zweifach
langere Lebenszeit. Fiir die gegenldufige Konversion kann nur ein Intermediat per Einzelfit

identifiziert werden, welches eine Lebenszeit von 3,1 ms besitzt.

4.1.2 PstBphP1

Das Absorptionsspektrum des BV-bindenden Phytochroms 1 aus Pseudomonas syringae
(PstBphP1) weist die beiden fiir klassische Phytochrome charakteristischen Zustdnde auf
(Abb. 4-12). Der rot-absorbierende Grundzustand besitzt ein Maximum von 702 nm und eine
schwach ausgepragte Schulter bei 643 nm. Durch Belichtung mit einer 670 nm LED lésst sich

das Protein in einen Mischzustand aus P,- und Pg-Zustand tiberfithren. Dabei verschiebt sich
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das Maximum des Absorptionsspektrums auf 705 nm und es bildet sich eine Schulter im dun-

kelroten Spektralbereich mit einem Maximum um 760 nm aus.
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Abb. 4-12: Absorptionsspektren von PstBphP1 aus Pseudomonas syringae pv. tomato

Die Riickkonversion in den Grundzustand konnte durch Belichtung mit einer LED
(760 nm) als auch durch eine thermische Riickkehr unter Lichtausschluss erfolgen. Der Ab-
sorptionsanstieg bei der Riickkehr wurde bei 700 nm {iber einen Zeitraum von 5000 Sekunden

photometrisch vermessen.

Durch einen monoexponentiellen Fit mit Hilfe der Gleichung (Gl. 4-2) konnte fiir die

Riickkehr-Kinetik eine Zeit von 4,5 Minuten berechnet werden (Abb. 4-13).

—X

y= Alle(E) + Yo
Gl. 4-2: Monoexponentielle Gleichung zur Berechnung der Riickkehr-Kinetik (t;) .
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Abb. 4-13: Riickkehr-Kinetik von PstBphP1: P 2 P, (Aaps = 700 nm) bei 20 °C

Die Konversion vom rot-absorbierenden Grundzustand in das dunkelrot-absorbierende
Photoprodukt wurde fiir die Blitzlichtphotolysemessungen durch eine Laseranregung bei 670
nm initiiert. Die Beobachtungswellenldngen wurden zwischen 600 nm und 780 nm mit einem
Abstand von 20 nm gewihlt. Zusitzliche vermessene Wellenldngen lagen bei 670 nm, 710 nm
und 750 nm, da in diesen Bereichen die Absorptionsédnderungen nur gering sind. Die Riickbe-
lichtung erfolgte iiber einen Zeitraum von 30 Sekunden mit einer LED der Wellenldnge 760

nm.

Die aus den aus drei vermessenen Zeitfenstern (200 ps, 2 ms, 20 ms) verschachtelten
Datensitze errechneten LADS zeigen zwei Intermediate (Abb. 4-14). Das erste Intermediat
mit einer Lebenszeit von 1,2 Millisekunden weist nur geringe Absorptionsinderungen um 700
nm und um 730 nm auf. Das zweite Intermediat zeigt nach 26 Millisekunden einen Abfall der

Absorption bei 690 nm sowie einen Anstieg im Bereich von 750 nm.
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Abb. 4-14: LADS von PstBphP1: Anregung 670 nm (Wellenléingen 600 — 780 nm) P, > Py,

Fiir die entgegengesetzte Photokonversion (P zu P;) liefert die Globalanalyse eben-
falls zwei Intermediate (Abb. 4-15). Die Probe wurde bei 760 nm angeregt und iiber den Wel-
lenldngenbereich von 600 nm bis 780 nm vermessen. Die Riickbelichtung erfolgte {iber einen
Zeitraum von 30 Sekunden (ALgp = 670 nm). Bei der Darstellung der Intermediate (700 us, 11
ms) in den LADS ergeben sich nahezu identische Verldufe der Amplituden. Die Absorption
bei 700 nm sinkt, wobei gleichzeitig ein Absorptionsanstieg im Bereich um 750 nm festzu-

stellen ist.
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Abb. 4-15: LADS von PstBphP1: Anregung 760 nm (Wellenléingen 600 — 780 nm) P > P,
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Zur genaueren Analyse wurden fiir dieses Protein Differenzspektren zu gewéhlten Zei-
ten erzeugt. Diese stellen je Konversion vier verschiedene Zeitpunkte im Absorptionsverlauf
dar, aufgetragen gegen die verschiedenen Wellenldngen. In den Spektren der P,- nach Pg-
Umwandlung zeigt sich nach 15 Mikrosekunden ein deutlicher Absorptionsabfall bei 700 nm
und ein Anstieg um 740 nm. Bis einschlieBlich des dritten Differenzspektrums bei 1,5 Milli-
sekunden findet praktisch keine weitere Absorptionsdnderung im rot-absorbierenden Bereich
statt (Abb. 4-16, links). Die Maxima der Differenzspektren bei 740 nm findet man fiir den
ersten und zweiten Zeitpunkt, wahrend die Intensitit nach 1,5 Millisekunden sinkt bis sie zum
letzten Zeitpunkt die geringste Auslenkung erreicht. Der dazugehorige Abfall der Absorption

bei 700 nm ist demgegeniiber der grofte im gesamten Verlauf der Konversion.
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Abb. 4-16: Differenzspektren von PstBphP1 zu ausgewihlten Zeiten: links: P, 2 Py; rechts: Pg. 2> P,

Die gegenldufige Photokonversion vom dunkelrot-absorbierenden Photoprodukt in
den rot-absorbierenden Grundzustand wurde zu denselben Zeitpunkten im Absorptionsverlauf
betrachtet (Abb. 4-16, rechts). Dabei wird sichtbar, dass mit Auspragung eines isosbestischen
Punkts die Absorption vom ersten bis zum letzten Zeitpunkt im Pg-Zustand stetig ab- und bei

700 nm stetig zunimmt.

4.1.3 PaBphP-Pa497

Den Untersuchungen an PaBphP1-Pa497 folgend wurde ein Bacteriophytochrom aus Pseu-
domonas aeruginosa untersucht. Eingesetzt wurde hier nur die vollstdndige Photosensor-
domine, bestehend aus der PAS-, GAF- und der PHY-Doméne, die mit der Aminosaure 497
endet. Der Einfachheit halber wird die Bezeichnung PaBphP fiir dieses Fragment beibehalten.
Das Absorptionsspektrum von PaBphP1 zeigt ein flir kanonische Phytochrome typisches
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Rot/Dunkelrot-Spektrum (Abb. 4-17). Auffillig ist, dass das Protein nach der Aufreinigung
unter Lichtausschluss im Pg-Zustand vorliegt, es gehort damit also zur Bacteriophytochrom-
Untergruppe der bathy-Phytochrome. Dieser dunkelrot-absorbierende Zustand besitzt ein Ma-
ximum bei 750 nm. Der rot-absorbierende Zustand, der durch Belichtung mit 740 nm darge-
stellt werden kann, zeigt ein Maximum bei 701 nm mit einer Schulter bei 645 nm. Interessan-
terweise konnte der Pp-Zustand durch anschlieBende Belichtung des P,-Zustandes mit 650 nm
nur teilweise wiederhergestellt werden und erst unter Lichtausschluss findet eine vollstdndige

Rickkehr in den dunkelrot-absorbierenden Grundzustand statt.
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Abb. 4-17: Absorptionsspektren von PaBphP-Pa497 aus Pseudomonas aeruginosa. Rot, die durch Belich-
tung aus der P;-Grundform hergestellte P.-Form; violett, die durch Belichtung anteilig erhiiltliche Py-
Form; schwarz, die Pi-Form nach Dunkelinkubation der in violett dargestellten Mischform.

Die Riickkehrzeit fiir die thermische Umwandlung aus dem vollstindig in den P,-

Zustand belichteten Protein in den Pg-Zustand betrdgt 12 Minuten (Abb. 4-18).
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Abb. 4-18: Riickkehr-Kinetik von PaBphP-Pa497: P. = Py (Aaps = 750 nm) bei 20 °C

Fiir das bathy Phytochrom PaBphP aus Pseudomonas aeruginosa wurde ebenfalls die
Methode der zeitaufgelosten Blitzlichtphotolyse genutzt, um den Absorptionsverlauf und die

Lebenszeiten der Intermediate zu erfassen.

Das bathy-Phytochrom wurde fiir die Konversion vom dunkelrot-absorbierenden
Grundzustand in das rot-absorbierende Photoprodukt bei einer Wellenldnge von 760 nm ange-
regt. Die Beobachtungswellenldngen lagen im Abstand von 20 nm im Wellenldngenbereich
von 620 nm bis 780 nm. Zusétzlich wurde der Absorptionsverlauf bei 650 nm, 710 nm und
750 nm vermessen. Die Riickbelichtung erfolgte nach jedem Laserpuls durch eine 30-
sekiindige Belichtung mittels einer LED (650 nm). Nachfolgend sind die LADS mit den da-

zugehorigen Lebenszeiten der Intermediate dargestellt.
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Abb. 4-19: LADS von PaBphP-Pa497: Anregung 760 nm (Wellenléingen 620 — 780 nm) Py > P,

Die Analyse der Py zu P, Konversion mit Hilfe der Globalanalyse liefert nur ein In-
termediat mit der Lebenszeit von 11 Millisekunden (Abb. 4-19). Es zeigt den zu erwartenden
Abfall der Absorption des Pg-Zustandes und den gleichzeitigen Anstieg im Bereich des P;-

Zustandes.

Die entgegengesetzte Konversion wurde durch einen Laserpuls bei 650 nm initiiert.
Gemessen wurde zwischen 620 nm und 780 nm im Abstand von 20 nm sowie bei den ergén-
zenden Wellenldngen 650 nm, 710 nm und 750 nm. Riickbelichtet wurde mittels einer LED

(760 m) fiir die Dauer von 30 Sekunden.

Der Globalfit liefert zwei Intermediate, deren LADS zusammen mit der Konstanten in
Abb. 4-20 dargestellt sind. Fiir das erste Intermediat lassen sich ein Abfall der Absorption im
Bereich von 730 nm und ein Anstieg um 680 nm feststellen. Das zweite Intermediat weist
einen gegensitzlichen Verlauf mit einem Absorptionsanstieg bei 760 nm und einem Abfall
um 680 nm auf. Das Spektrum der Konstanten deckt sich mit dem erwarteten Absorptionsver-
lauf beider Zustdnde bei der Konversion von P, zu Pg. Hier ist zu beachten, dass moglicher-
weise auf Grund der geringen Empfindlichkeit des Photomultipliers im langwelligen Spekt-

ralbereich die Messwerte bei 780 nm fehlerbehaftet sind.
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Abb. 4-20: LADS PaBphP-Pa497: Anregung 650 nm (Wellenléingen 620 — 780 nm) P, > Py,

Um vor allem das vom Absorptionsverlauf eher gegensitzlich verlaufende zweite In-
termediat detaillierter erkldren zu kdnnen und um auch die Intermediat-Konversion vom dun-
kelrot-absorbierenden Photoprodukt in den rot-absorbierenden Grundzustand zu verdeutli-
chen, sind im Folgenden die Differenzspektren zu ausgewéhlten Zeiten dargestellt (Abb.

4-21).
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Abb. 4-21: Differenzspektren von PaBphP-497 zu ausgewéhlten Zeiten: links: Py > P,; rechts: P, > Py,

Die Differenzspektren der Py zu P, Konversion zeigen einen schnellen Anstieg im ro-
ten Bereich bei gleichzeitiger Absorptionsabnahme um 750 nm (Abb. 4-21, links). Uber die
vermessene Zeit priagen sich diese Differenzen etwas deutlicher aus, nehmen aber ansonsten
monoton zu. Bei der entgegengesetzten Konversion sieht dies anders aus (Abb. 4-21, rechts).
Nach 15 Mikrosekunden verschwindet Absorption bei 700 nm und es findet ein Absorptions-
anstieg um 730 nm statt. Zum néchsten Zeitpunkt nach 100 Mikrosekunden findet keine Posi-
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tionsdnderung der Absorption bei 700 nm satt, jedoch sinkt die Absorption um 730 nm etwas.
Nach 1,5 bzw. 7 Millisekunden findet man erneut einen Absorptionsabfall bei 700 nm, wobei
sich zusétzlich eine Absorptionsverschiebung von 730 nm zu etwa 760 nm vollzieht. Die ab-
solute Absorptionsdifferenz ist dabei an beiden Punkten beim letzten betrachteten Zeitpunkt

am grofBten.

4.1.4 FphA-N753

Als letztes der hier untersuchten Biliverdin-bindenden Phytochrome wurde FphA-N753 aus
Aspergillus nidulans spektral und kinetisch charakterisiert. Wie schon bei PaBphP wurde nur
die photosensitive Domine untersucht, welche in diesem Fall direkt vor der Histidinkinase-
domine mit der Aminosdure 753 endet, wobei der N-terminale Bereich intakt bleibt. Der Ein-

fachheit halber wird die Bezeichnung FphA fiir dieses Fragment beibehalten.
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Abb. 4-22: Absorptionsspektren von FphA aus Aspergillus nidulans

Das Absorptionsspektrum zeigt einen rot-absorbierenden Zustand mit einem Maxi-
mum bei 700 nm sowie nach Belichtung einen Mischzustand von P, und Pg mit einem Maxi-
mum bei etwa 700 nm und einer Schulter bei 755 nm (Abb. 4-22). Dieser teilweise dargestell-
te Pp-Zustand wurde durch eine Belichtung mit einer LED der Wellenldnge 650 nm erzeugt.
Die Riickkehr in den Grundzustand gelingt einzig durch Belichtung mit 760 nm, da eine
thermische Riickkehr unter Lichtausschluss nicht stattfand. Dabei ist die thermische Stabilitét

des Ps-Zustandes von der N-terminalen Erweiterung abhéngig, dergestalt, dass bei Vorhan-
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densein des kompletten N-terminalen Bereichs die thermische Riickkonversion vollstindig

unterdriickt wird. (67).

FphA aus Aspergillus nidulans wurde mittels der Blitzlichtphotolyse fiir den Ubergang
vom stabilen rot-absorbierenden Grundzustand in das dunkelrot-absorbierende Photoprodukt
bei 650 nm angeregt und iiber den Wellenldngenbereich von 620 nm bis 780 nm untersucht.
Auch hier wurde der Absorptionsverlauf alle 20 nm bei jeweils drei Zeitfenstern (200 ps, 2
ms, 20 ms) gemessen. Erginzt wurden die Messungen durch den Absorptionsverlauf bei 750
nm. Nach jedem Laserpuls wurde die Probe fiir 30 Sekunden mit Hilfe einer LED der Wellen-

lange 760 nm in den Grundzustand zuriickbelichtet.

Die Globalanalyse dieser Konversion lieferte drei Intermediate mit den dazugehdrigen

LADS (Abb. 4-23).
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Abb. 4-23: LADS von FphA: Anregung 650 nm (Wellenléingen 620 — 780 nm) P, = Py,

Nach 25 Mikrosekunden zeigt sich eine leichte Zunahme der Absorption um 680 nm
sowie bei 770 nm. Ein Absorptionsabfall ist bei etwa 730 nm auszumachen (Abb. 4-23). Ins-
gesamt sind die gefundenen Absorptionsdnderungen fiir diese Lebenszeit relativ klein. Das
zweite Intermediat mit der Lebenszeit von 870 Mikrosekunden gibt lediglich Auskunft iiber
einen Abfall der Absorption im Bereich von 760 nm. Ein starker Anstieg der Absorption in

diesem Bereich lidsst sich fiir das dritte Intermediat nach 5,7 Millisekunden ausmachen.
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Gleichzeitig sieht man einen Abfall der Absorption zwischen 620 nm und 740 nm mit zwei

Maxima bei 640 nm und 700 nm.

Fiir die Auswertung der Riickreaktionen vom Pg- in den P,-Zustand wurde das Protein
bei 760 nm angeregt und von 620 nm bis 780 nm untersucht, wobei Messreihen im Abstand
von 20 nm erfolgten, die durch eine Messreihe bei 750 nm erginzt wurden. Die fiir die Erhal-
tung der Ausgangsabsorption ndtige Riickbelichtung in den Pg-Zustand wurde durch die Be-
strahlung der Probe fiir 30 Sekunden mit einer LED der Wellenldnge von 650 nm sicherge-

stellt.

Nach dem Abschluss der Globalanalyse konnten die LADS und die Intermediate der
Konversion bestimmt werden (Abb. 4-24). Sie zeigen nur ein Intermediat mit einer Lebenszeit
von einer Millisekunde, welches einen leichten Absorptionsabfall im dunkelroten sowie einen
Anstieg der Absorption im roten Spektralbereich aufweist. Die letztendliche Umwandlung in

den P,-Zustand ist deutlich am Differenzspektrum der Konstanten zu erkennen.
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Abb. 4-24: LADS von FphA: Anregung 760 nm (Wellenléingen 620 — 780 nm) Py > P,

Betrachtet man die beiden Konversionen zugehdrigen Differenzspektren, markieren
die ersten drei gewéhlten Zeitpunkte bei der Umwandlung von P; zu Pg (Abb. 4-25, links)
einen Absorptionsabfall bei 640 nm und 700 nm bei gleichzeitigem Anstieg um 740 nm. Nach
7 Millisekunden tritt ein deutlicher Abfall der Absorption in den zuvor genannten Bereichen

auf, wobei eine zusétzliche Absorptionsverschiebung von 700 nm auf 760 nm stattfindet.
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Abb. 4-25: Differenzspektren von FphA zu ausgewiihlten Zeiten: links: P, = Py; rechts: Py = P,

Die Differenzspektren fiir die Konversion aus dem dunkelrot-absorbierenden Photopro-
dukt in den rot-absorbierenden Grundzustand zeigen nahezu identische Verldufe zu allen drei
gewdhlten Zeitpunkten im Absorptionsverlauf (15 ps, 100 ps, 1,5 ms, 7 ms). Dabei ist bereits
beim ersten gewihlten Zeitfenster ein Absorptionsanstieg im Spektralbereich von 620 nm bis
720 nm sowie ein Abfall im Bereich um 750 nm zu erkennen, der sich iiber den gesamten

beobachteten Zeitbereich nicht mehr dndert (Abb. 4-25, rechts).

4.2 GAF-Doméanen aus CBCRs: all2699gafl und gaf3 und
slr1393gaf3

Im nachfolgenden Abschnitt werden drei GAF-Doménen aus CBCRs untersucht. Wie im Ab-
schnitt zuvor wird zundchst die stationdre Absorption dargestellt, die einen Aufschluss iiber
den Grundzustand und das Photoprodukt liefert. Nach einer Betrachtung der Riickkehr-
Kinetiken werden in diesem Abschnitt die Fluoreszenzemissionsspektren mit der jeweiligen
Stokes-Verschiebung aufgefiihrt. AbschlieBend werden die Ergebnisse der Blitzlichtphotoly-

semessungen dargestellt.

4.2.1 2699gafl

Das Cyanobacteriochrom All2699 aus Nostoc sp. PCC 7120 weist im N-terminalen Bereich
drei GAF-Doménen auf, von denen zwei (GAF1 und GAF3) einen PCB-Chromophor binden
konnen (77). Das Absorptionsspektrum von 2699gaf1 zeigt einen rot-absorbierenden stabilen

Grundzustand (P;), der (direkt nach der Aufreinigung aufgenommen) ein Absorptionsmaxi-
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mum bei 636 nm besitzt. Durch Belichtung mit einer LED (585 nm) wird das Protein in ein
Pg-Photoprodukt iiberfiihrt. Die Konversion ist allerdings nicht komplett, es entsteht lediglich
ein Mischzustand aus P; und Pg (Abb. 4-26).
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Abb. 4-26: Absorptionsspektren von 2699gafl aus Nostoc sp. PCC 7120

Die Riickkehr in den Grundzustand kann auf zwei Arten erfolgen. Zum einen durch
Belichtung des Proteins mittels LED (720 nm), zum anderen konnte eine thermische Riick-
kehr in den Grundzustand detektiert werden. Daflir wurde das Protein in das Photoprodukt
iiberfiihrt und der Absorptionsverlauf wéhrend der Riickkehr in den Grundzustand bei 635 nm

iiber einen Zeitraum von etwa 8 Stunden verfolgt (Abb. 4-27).
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Abb. 4-27: Riickkehr-Kinetik von 2699gaf1: Py = P, (Asps = 635 nm) bei 20 °C

Zur Erfassung der Photokonversion vom rot- in den dunkelrot-absorbierenden Zustand
des Proteins 2699gafl aus Nostoc mittels zeitaufgeloster Blitzlichtphotolyse wurde bei 630
nm in der Ndhe des Maximums des P;-Zustandes angeregt. Der Absorptionsverlauf iiber den
Wellenlédngenbereich von 530-730 nm wurde im Abstand von 10 nm in den drei Zeitfenstern
vermessen. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnisses wurden mindestens 5 Mes-
sungen gemittelt. Um bei jeder Messung dieselbe Ausgangsabsorption zu gewéhrleisten, wur-
de die Probe nach jedem Laserpuls mit einer 585 nm LED iiber einen Zeitraum von 20 Se-

kunden in den P,-Zustand zuriickbelichtet.

Die LADS von 2699gaf1 deuten auf drei Intermediate hin (Abb. 4-28). Das erste In-
termediat mit einer Lebenszeit von 3 Mikrosekunden zeigt, dass schon nach sehr kurzer Zeit
ein grofer Anteil des Ps-Zustandes gebildet wurde. Das ndchste Intermediat nach 45 Mikro-
sekunden zeigt einen leichten Abfall um den isosbestischen Punkt (660 nm) beider Photozu-
stdnde. Das letztendliche Photoprodukt (mit der Lebenszeit von etwa 7 ms) weist einen erneu-
ten grofBeren Absorptionsanstieg im Bereich um 690 nm auf. Die Konstante (dunkelgriin) ver-
deutlicht das Differenzspektrum am Ende der Messung an, das auch aus den steady-state

Messungen erhalten wurden (siehe zum Vergleich Abb. 4-26).
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Abb. 4-28: LADS von 2699gafl: Anregung 630 nm (Wellenléingen 530 — 730 nm) P, > Py

Fiir die gegensétzliche Konversion vom Photoprodukt in den Grundzustand wurde die

Probe mit 680 nm angeregt und im Wellenldngenbereich von 530-730 nm alle 10 nm vermes-

sen. Die Riickbelichtung fand {iber einen Zeitraum von 10 Sekunden mit einer LED bei 720

nm statt.
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Abb. 4-29: LADS von 2699gafl: Anregung 680 nm (Wellenliingen 530 — 730 nm) Py = P,
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Die Riickreaktion vom Pg- in den P;-Zustand zeigt bei den LADS des Globalfits nur
zwei Intermediate. Die gesamte Absorptionsverschiebung in den P,-Zustand tritt bereits nach
einigen Mikrosekunden mit der Bildung des ersten Intermediats auf. Das zweite Intermediat
nach etwa 1 ms zeigt nur einen leichten Anstieg der Absorption um den isosbestischen Punkt
bei gleichzeitigem minimalem Absorptionsabfall um 580 nm. Auch hier gibt die Konstante

am Ende der Messung das Differenzspektrum wieder (Abb. 4-29).

Als Ergédnzung zu den LADS der Globalanalyse, die vor allem zur Berechnung der den
einzelnen Intermediaten zugehdrigen Lebenszeiten mit dem jeweiligen Anteil der einzelnen
Wellenlidngen genutzt werden kann, wurden zu gegebenen Zeiten Differenzspektren erstellt.
Diese zeigen die Absorptionsdifferenz liber den gesamten vermessenen Wellenldngenbereich.
Bei beiden Ubergingen wurden vier Zeitpunkte gewihlt, wobei diese sich in etwa an den Zei-

ten der Intermediate der LADS orientierten.

v
hv —=—5ps
0,01 |- Pr — P b 0,005 - = —e—50pus |
630 mn . —a—500 us
—v—1.5ms
3 D 3
< 0,00 < 0,000
v —s—15 us hv
—e—100 ps — - .
0,01 | —a—15ms| 4 0,005 [ fr egomn T #
—v—7ms
L]
L 1 L 1 L 1 L 1
550 600 650 700 550 600 650 700
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abb. 4-30: Differenzspektren von 2699gafl zu ausgewiihlten Zeiten: links: P. = Py; rechts: Py = P.; auch
hier sei nochmals darauf hingewiesen, dass die Spektrenform sich als ,cubic-spline‘ der gemessen Daten-
punkte ergibt, also nicht echt gefittete Spektren darstellt.

Die Differenzspektren des Ubergangs von P, zu Pg (Abb. 4-30, links) zeigen den An-
stieg der Absorption um 680 nm sowie den Abfall um 640 nm, was die beginnende Konversi-
on darstellt. Nach 100 Mikrosekunden sinkt die Absorption im dunkelroten Bereich mit einer
gleichzeitigen geringen Erhohung der Absorption bei 640 nm. Der dritte Zeitpunkt bei 1,5 ms
zeigt eine Fortsetzung der Photokonversion in den dunkelrot-absorbierenden Zustand, die
nach 7 ms ihr Maximum erreicht und das letztendliche Differenzspektrum des Photoproduktes
darstellt. Allerdings sind alle nachfolgenden Anderungen nur ,,Korrekturen® der ersten, prin-

zipiellen Umwandlungsreaktion.
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Die umgekehrte Reaktion vom dunkelrot-absorbierenden Photoprodukt in den rot-
absorbierenden Grundzustand deutet ebenfalls auf eine schnelle Photokonversion hin (Abb.
4-30, rechts). Nach 5 Mikrosekunden ist der grofite Anteil der Konversion bereits vollzogen.
Die Absorption bei 640 nm steigt an, wobei sie gleichzeitig bei 680 nm sinkt. Die néchsten
drei Zeitpunkte zeigen jeweils nur eine minimale Anderung der Absorption im roten sowie im

dunkelroten Spektralbereich.

4.2.2 2699gaf3

Die GAF3-Doméne aus All2699 zeigt einen Rot/Orange-Photozyklus. Das Maximum des
stabilen Rotzustands liegt bei Ap.x = 645 nm (Abb. 4-31). Das Absorptionsspektrum des oran-
ge-absorbierenden Photoprodukts (Ana.x = 585 nm) kann aufgrund einer sehr schnellen Riick-
kehr-Kinetik von 38 Sekunden nur bei Dauerbelichtung mit einer roten LED (670 nm) erhal-
ten werden. Abb. 4-32 zeigt die schnelle Riickkehr-Kinetik, beobachtet bei 645 nm iiber einen
Zeitraum von 6 Minuten. Entgegen der photochemischen Konversion von 2699gafl kénnen

fiir dieses Protein beide Zustédnde vollstindig erzeugt werden.
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Abb. 4-31: Absorptionsspektren von 2699gaf3 aus Nostoc sp. PCC 7120
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Abb. 4-32: Riickkehr-Kinetik von 2699gaf3: P, = P, (ks = 645 nm) bei 20 °C

Man kann vermuten, dass dieses Protein in die Klasse der rot/griin-absorbierenden
CBCR gehort, wobei das orange-absorbierende Photoprodukt mit seiner deutlich geringeren
Absorptionsverschiebung und sehr kurzen Lebenszeit mdglicherweise ein gehindertes Inter-
mediat eines rot/griin-schaltenden CBCRs darstellt. Um diese Uberlegungen zu untersuchen,
wurden Punktmutationen in die Aminosduresequenz des Proteins eingefiihrt (Abb. 4-33).
Hierzu wurde mit Serin 487 eine Position ausgewihlt, die im direkten Umfeld des Chromo-
phors liegt und einen Einfluss auf ihn ausiiben konnte. Serin wurde zum einen in das deutlich
groBBere, positiv geladene Arginin mutiert, zum anderen wurde in diese Position ein Glycin

(als kleinste mogliche Aminoséure) eingefiihrt.

Abb. 4-33: Modellstruktur von 2699gaf3 (Template: AnPixJG2). Die AS S487 ist griin markiert der PCB
Chromophor ist in blau dargestellt.
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Das Absorptionsspektrum der S487R Mutante zeigt auler einer leichten Verschiebung
beider Zustinde (P;: 2 nm; P,: 4 nm) auf den ersten Blick keinen Unterschied zum Wildtyp
(Abb. 4-34). Bei der weiteren Untersuchung ergab sich jedoch, dass keine Dauerbelichtung
des Grundzustandes mehr notwendig ist, um das Photoprodukt fiir die Dauer der Messung
aufrecht zu erhalten. Das ist ein erstes Indiz auf eine verlédngerte Riickkehr, die durch die
Messung der Kinetik bestdtigt werden konnte. Die S487R Mutante zeigt mit ungefdhr 20 Mi-
nuten eine im Vergleich zum WT deutlich verldngerte Riickkehrzeit (Abb. 4-35).
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Abb. 4-34: Absorptionsspektren von 2699gaf3 S487R
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Abb. 4-35: Riickkehr-Kinetik 2699gaf3 S487R: P, 2 P, (A4, = 648 nm) bei 20 °C
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Die zweite Mutante, bei der das Serin an Position 487 gegen das kleinere Glycin ge-
tauscht wurde, zeigt einen dhnlichen Einfluss auf die Photochemie, auch hier ist ein stabilisie-

render Einfluss deutlich, so dass das Photoprodukt ohne Belichtung vermessen werden kann.
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Abb. 4-36: Absorptionsspektren von 2699gaf3 S487G

Das Maximum des P.-Zustandes ist identisch mit dem des WT-Proteins. Das Photo-
produkt der Glycin-Mutante zeigt allerdings mit Ap,x = 575 nm eine Blauverschiebung um 10
nm, die damit deutlich groBer als die der Arginin-Mutante ist (Abb. 4-36). Dariiber hinaus
wirkt sich die Mutation noch stirker auf die Riickkehr-Kinetik aus, die im Vergleich zur ers-

ten Mutante noch einmal etwas ldnger ist (31 min) (Abb. 4-37).
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Abb. 4-37: Riickkehr-Kinetik von 2699gaf3 S487G: P, > P, (haps = 645 nm) bei 20 °C

Da CBCR-GAF-Doménen im Gegensatz zu den kanonischen Phytochromen eine z.T.
bemerkenswerte Fluoreszenz zeigen, wurden fiir die hier bearbeiteten CBCR-GAF-Doménen
die Fluoreszenzspektren aufgenommen und charakterisiert. Als Charakterisierungskriterium
wurde die Stokes-Verschiebung genutzt. Dabei handelt es sich um die Differenz im Spektrum
(bestimmt auf einer Energieskala, z.B. in Wellenzahlen), die zwischen den Maxima der Ab-
sorption und der Fluoreszenzemission auftritt. Diese ist von der Interaktion des Chromophors
mit seiner direkten Proteinumgebung abhingig. Gezeigt wird die Stokes-Verschiebung fiir

den P,- sowie den P,-Zustand.
Betrachtet man die drei Spektren fiir den P;-Zustand, stellt man eine Verringerung der

Stokes-Verschiebung vom WT (463 cm™) zu den beiden Mutanten fest (S487R: 385 cm™;
S487G: 96 cm™). Dabei ist der Effekt bei der zu Mutante S487G am groBten (Abb. 4-38).
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Abb. 4-38: Stokes-Verschiebung des P,-Zustandes von 2699gaf3: A: WT, B: S487R, C: S487G. Die Ver-
schiebung wird in Wellenzahlen angegeben.

Die Spektren des P,-Zustandes zeigen allgemein eine groflere Stokes-Verschiebung als

die des Dunkelzustands. Die Mutanten bewirken allerdings einen unterschiedlichen Einfluss

auf die Stokes-Verschiebung (Abb. 4-39). Die S487R Mutante zeigt mit 1373 cm™ eine etwas
kleinere Verschiebung als der WT (1390 cm™), wohingegen die S487G Mutante eine groBere

Stokes-Verschiebung aufweist (S487G: 1717 cm™).

85



0,50

0,151
0,10
0,051
0,004

0111 T T T T T T T T T T T T _22
0,10 Absorption Po-Zustand 0.45 —— Absorption Po-Zustand
! —— Emission Po-Zustand | - 35 ’ —— Emission Po-Zustand 20
0,09 i
0,08 e = o 1373 cm’” e
: . _ 0,35 K L16
0,07 F25 =5 =
) i F14 2
é 0,06 S é 020 =
g 20 &5 8 0,25 12
o 0,054 = o L1072
2 L5 & 2 0,201 2
< 0,047 2 < Ls 2
003] [ 05 0,15 [, E
002 ; 0,10 A
0,01 0,05 L2
0,00 r0 0,00 )
T T T T T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700 750 800 450 500 550 600 650 700 750 800
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
0,50 T T T T T T
—— Absorption Po-Zustand J |- 90
o1 C
040 4 80
’ 1717 cm
0,35 . [
. 60 3
§ 0 s
=
2 0,25 50 =
] =
2 0,20 40 2
< L
F30

20
F10
-0

T T T T
600 650 700 750

Wellenlange [nm]

T T
450 500 550 800

Abb. 4-39: Stokes-Verschiebung des P,-Zustandes von 2699gaf3: A: WT, B: S487R, C: S487G. Die Ver-
schiebung wird in Wellenzahlen angegeben.

Zur Erfassung der Absorptionsdnderungen und der Lebenszeiten der Intermediate mit-
tels der zeitaufgelosten Blitzlichtphotolyse wurde fiir die Konversion in das orange-
absorbierende Photoprodukt die Probe mit dem Laser bei einer Wellenldnge von 645 nm an-
geregt. Die Beobachtungswellenldngen lagen im Abstand von 10 nm im Spektralbereich zwi-
schen 510 nm und 670 nm. Fiir die fiinf Sekunden dauernde Riickbelichtung wurde eine LED

mit 585 nm verwendet.

Die errechneten LADS zeigen zwei mogliche Intermediate (Abb. 4-40). Das Erste bil-
det sich nach 100 Mikrosekunden und zeigt praktisch keine Absorptionsdnderungen iiber den
gesamten Absorptionsbereich. Die letztendliche Bildung des Photoproduktes findet nach etwa
2 ms statt und zeigt sich in einem starken Abfall um 640 nm und einen deutlichen Anstieg bei
560 nm. Dieses Intermediatspektrum entspricht dem am Ende des Experiments erhaltenen

Differenzspektrum.
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Abb. 4-40: LADS von 2699gaf3: Anregung 645 nm (Wellenléingen 510 — 670 nm) P, > P,

Fiir Konversion aus dem kurzlebigen orange-absorbierenden Photoprodukt in den rot-
absorbierenden Grundzustand wurde das Protein mit einem Laserpuls bei 560 nm angeregt
und iiber den Wellenldngenbereich von 530 nm bis 730 nm im Abstand von 10 nm vermes-
sen. Zur Riickbelichtung diente eine LED mit 650 nm, die fiir eine Dauer von 10 Sekunden
genutzt wurde. Da das Photoprodukt nur eine kurze Lebenszeit aufweist, wurde seine Darstel-
lung durch Belichtung mit einer 650 nm LED bis kurz vor dem Laserblitz aufrechterhalten.

Aufgrund von Artefakten des Lasers wurden die ersten zehn Mikrosekunden der Messung in

der Globalanalyse nicht betrachtet.
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Abb. 4-41: LADS von 2699gaf3: Anregung 560 nm (Wellenléingen 530 — 730 nm) P, 2 P,
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Die LADS aus der Globalanalyse zeigen fiir die Photokonversion drei Intermediate
(Abb. 4-41). Die ersten beiden Intermediate nach 30 bzw. 400 Mikrosekunden zeigen einen
dhnlichen Verlauf der LADS-Kurven. Die Absorption féllt im Bereich des Photoproduktes um
560 nm leicht ab und steigt bei 650 nm an. Die Hohe der Amplituden ist dabei fiir das erste
Intermediat gréBer als fiir das zweite. Das letzte Intermediat mit 2,38 Millisekunden zeigt
einen deutlich anderen Verlauf auf. Die Absorption sinkt bei 560 nm und im Bereich um 630
nm. Die Konstante zeigt die letztlich stattgefundene Photokonversion vom orange-
absorbierenden Photoprodukt in den rot-absorbierenden Grundzustand. Auch bei 2699gaf3
werden die LADS durch die nachfolgend gezeigten Differenzspektren erginzt.

Die Differenzspektren zeigen bei der P, = P, Konversion fiir die ersten drei gewédhlten
Zeitpunkte des Absorptionsverlaufes einen stetigen Abfall der Absorption des Grundzustan-
des (P, = 650 nm) sowie den Anstieg der Absorption des Photoproduktes (P, = 560 nm) (Abb.
4-42, links). Den grofiten Anstieg bzw. Abfall der Absorption wird nach 5 Millisekunden
deutlich. Hier sind moglicherweise bei der lingsten Zeit (5 ms) bei den Messpunkten 560 nm

und bei 660 nm Artefakte aufgetreten.
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Abb. 4-42: Differenzspektren von 2699gaf3 zu ausgewihlten Zeiten: links: P. > P,; rechts: P, > P,

Die gegenldufige Photokonversion zeigt aus den Absorptionsdifferenzen (Abb. 4-42,
rechts) mehr Details als aus den LADS zu entnehmen sind. Der erste Zeitpunkt bei 5 Mikro-
sekunden zeigt einen Abfall um 560 nm sowie einen Anstieg bei 650 nm. Die nichsten beiden
Zeitpunkte nach 100 bzw. 500 Mikrosekunden weisen einen deutlich erhdhten Anstieg bzw.
Abfall bei beiden zuvor erwdhnten Wellenldngen, vor allem im Bereich um 650 nm auf.

Gleichzeitig bildet sich eine Schulter bei 625 nm. Nach 5 Millisekunden ist eine gegenldufige
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Anderung der Absorption zu erkennen. Die Absorption steigt im orangenen Bereich wieder

deutlich an, wohingegen sie im roten Bereich leicht absinkt.

Wie zuvor beschrieben, wurden fiir dieses Protein Mutanten erstellt, um das aullerge-
wohnlich kurzlebige, orange-absorbierende Photoprodukt mit Hilfe der Blitzlichtphotolyse
genauer zu untersuchen. Die zeitaufgeldsten Messungen sollten auch eine Erkldrung fiir die
unter steady-state Bedingungen gemessene deutlich verldngerte Riickkehrzeit liefern. Um
einen genaueren Vergleich zum WT zu ermdéglichen, wurden dieselben Parameter gewihlt
wie bei den Messungen des WT. Einzig der Wellenlangenbereich der Detektion ist leicht ver-

andert.

Die S487G Mutante von 2699gaf3 wurde fiir die Konversion vom P;- zum P,-Zustand
im Abstand von 20 nm iiber den Wellenldngenbereich von 520 nm bis 680 nm vermessen.

Ergédnzt wurden sie durch die Beobachtungswellenlidnge bei 590 nm und 650 nm.

Die LADS der S487G Mutante zeigen zwei Intermediate, wobei das erste Intermediat
eher als ein Artefakt des Lasers betrachtet werden sollte, s.u. Diskussion (Abb. 4-43). Damit
verbleibt nur ein Intermediat mit einer Lebenszeit von 500 ps, das die Umwandlung vom P, in
den Py-Zustand darstellt. Es deckt sich beziiglich der Hohe der Amplituden mit denen der

Konstanten.
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Abb. 4-43: LADS von 2699gaf3 S487G: Anregung 645 nm (Wellenléingen 520 — 680 nm) P, > P,
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Die Riickreaktion von P, zu P; dieser Mutante zeigt auf den ersten Blick drei Interme-
diate, wobei auch hier das erste Intermediat vermutlich wieder auf ein Artefakt des Lasers
hindeutet. Das Intermediat mit einer Lebenszeit von 32 Mikrosekunden weist einen sehr klei-
nen Abfall der Absorption im orangenen Bereich sowie einen Anstieg um 650 nm auf. Dieser
Anstieg ist auch beim letzten Intermediat (1 ms) zu erkennen, welches jedoch keinen Abfall

der Absorption des Photoprodukt zeigt (Abb. 4-44).
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Abb. 4-44: LADS von 2699gaf3 S487G: Anregung 560 nm (Wellenléingen 520 — 680 nm) P, > P,

Die zweite Mutante von 2699gaf3 (S487R) zeigte kein eindeutiges und auswertbares
LADS. Daher wurden fiir die Analyse der Mutante S487R bei ausgewihlten Wellenldngen
Einzelfits erstellt und mit den jeweiligen analogen Messungen des WT verglichen. Die Para-
meter der Messung wurden identisch zu denen des Wildtyps gewéhlt, um eine Vergleichbar-
keit zu gewihrleisten. Die Ergebnisse sind in den beiden nachfolgenden Tabellen aufgefiihrt.
In der ersten Spalte ist jeweils die Anregungswellenldnge mit der entsprechenden Beobach-
tungswellenldnge aufgefiihrt. Die nachfolgenden Spalten beinhalten die verschiedenen Le-
benszeiten der Intermediate fiir die Mutante sowie in Klammern die des Wildtyps. Dargestell-
te Spiegelstriche kennzeichnen das jeweilige Intermediat, dass nur bei der Messung des WT

bzw. der Mutante zu identifizieren war.
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Die Tabelle der Intermediat-Kinetiken fiir die Photokonversion vom rot- in den oran-
ge-absorbierenden Zustand zeigt sehr vergleichbare Intermediate fiir die Mutante S487R und
den WT. Einzig das zweite Intermediat weist eine erhohte Lebenszeit auf, die bei der Bildung

des P,-Zustandes bei einer Beobachtungswellenldnge von 580 festzustellen ist (Tab. 4-1).

Tab. 4-1 Lebenszeiten der Intermediate der Mutante S487R von 2699gaf3 beim Ubergang vom P,- in den
P,-Zustand, durch Einzelwellenliingenfits. In Klammern zum Vergleich die Lebenszeiten des WT aus

Einzelwellenliingen Fits.

Wellenliingen / Zeit 71 [ps] T [ps] T3 [ms]
645/540 9(23) -(-) 0,26 (1,7)
645/580 11 (10) - (65) 0,31 (1,7)
645/640 0,5(0,3) 11 (58) 1,9 (1,8)
645/650 0,9 (0,3) - (58) 1,6 (1,8)

Bei der Photokonversion vom orange- in den rot-absorbierenden Zustand sind schon
eher Unterschiede in Bezug auf die Lebenszeiten der Intermediate auszumachen (Tab. 4-2).
Das zweite Intermediat der Mutante zeigt im Vergleich zum WT eine ungeféhr dreimal so
lange Lebenszeit. Beim dritten Intermediat wird bei einigen Wellenldngen beobachtet, dass
die Lebenszeit etwa doppelt so lang ist wie beim WT-Protein. Dabei bleibt im Vergleich zu
den LADS zu beachten, dass das letzte Intermediat bei der Messung des WT nicht die Bil-

dung des P;-Zustandes, sondern seinen Zerfall zeigt.

Tab. 4-2: Lebenszeiten der Intermediate der Mutante S487R von 2699gaf3 beim Ubergang vom P,- in den
P,-Zustand. In Klammern als Vergleich die Lebenszeiten des WT aus Einzelwellenléingen Fits

Wellenliingen / Zeit T1 [ps] T3 [ps] T3 [ms]
560/540 0,2 (0,2) 277 (44) 2,3(2,7)
560/580 0,4 (0,4) 154 (49) 3,3(1,5)
560/620 0,6 (0,8) 190 (60) 3,5(2,9)
560/680 0,8 (1,0) 60 (27) 5,1(3,4)
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4.2.3 1393gaf3

Im Fall der GAF3-Doméne des Proteins SIr1393 aus Synechocystis sp. PCC 6803 konnte
durch die Absorptionsspektren des Proteins ein Rot/Griin-Photozyklus identifiziert werden
(Abb. 4-45). Im Unterschied zu den beiden zuvor beschriecben GAF-Doménen wurden beim
Vergleich von in vivo zu in vitro assembliertem Chromophor Abweichungen festgestellt. Die
beiden Anfangszustinde zeigten nahezu deckungsgleiche Absorptionsmaxima (648 nm), wo-

hingegen das Photoprodukt der in vitro Variante deutlich weniger zu kleineren Wellenléngen

verschoben ist (591 nm).

————— 1393GAF3 Pg
— 1393GAF3 Pr /648 nm
————— 1393GAF3+PCB Pg

S — 1393GAF3+PCB Pr

Absorption

0,0

T . T : T U T u : 1
300 400 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abb. 4-45: Absorptionsspektren von 1393gaf3 aus Synechocystis sp. PCC 6803, in vivo (blau) und in vitro
(+PCB) Assemblierung (rot)

Der Stabilititstest fiir das in vivo assemblierte Protein zeigt fiir den P,-Zustand eine

sehr langsame Riickkehr in den P,-Zustand (Abb. 4-46).
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Abb. 4-46: Stabilitiitstest des P,-Zustandes von 1393gaf3 in vivo bei 20 °C (78)

Wie bei der GAF3-Doméne von 2699 aus Nostoc wurden auch bei 1393gaf3 einzelne

Punktmutationen eingefiihrt, um AS in der Ndhe des Chromophors zu verdndern (Abb. 4-47)

(78).

Abb. 4-47: Modellstruktur von Slr1393g3 (Template: AnPixJg2), einzelne AS um den Chromophor sind
farbig markiert. Die in dieser Arbeit vermessenen Mutanten sind eingekreist.

93



Drei Mutationen (RS08N, D531T, N532Y) zeigten dabei einen sehr groflen Einfluss
auf die Absorption des P,-Zustandes, wohingegen in allen drei Fillen kein Einfluss auf den

P,-Zustand zu erkennen war (Abb. 4-48-Abb. 4-50, die Spektren des Wildtyps sind jeweils in

blau angegeben).

Die Mutation Arginin 508 nach Asparagin zeigt fiir den P,-Zustand eine sehr breite,

im Vergleich zum WT deutlich verschobene Absorption mit einem Maximum um 600 nm

(Abb. 4-48).
1,2 4
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Abb. 4-48: Absorptionsspektren von 1393gaf3 RS08N im Vergleich zum WT

Die zweite Mutante besitzt an Position 531 anstatt einer Asparaginsidure ein Threonin.

In der Absorption zeigt sich ein leicht rotverschobenes Maximum des Py,-Zustandes mit 552

nm (Abb. 4-49).
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Abb. 4-49: Absorptionsspektren von 1393gaf3 DS31T im Vergleich zum WT

Die letzte untersuchte Mutante von 1393gaf3 trdgt an Position 532 anstatt eines Aspa-

ragins ein Tyrosin und zeigt das auffilligste Absorptionsspektrum der drei Mutanten. Der

Photoprodukt-Zustand besitzt einen sehr breiten Peak von 480 bis 720 nm mit zwei Maxima

bei 552 und 662 nm (Abb. 4-50). Erwdhnenswert ist, dass ein Teil der Absorption des P,-

Zustandes langwelliger ist als die des rot-absorbierenden Grundzustandes.
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Abb. 4-50: Absorptionsspektren von 1393gaf3 N532Y im Vergleich zum WT
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Die Fluoreszenzemissionsspektren des roten Grundzustandes fiir die in vivo und in vit-
ro Varianten von 1393gaf3 zeigen bei der Fluoreszenz nahezu Deckungsgleichheit (Abb.
4-51). Die Emissionsspektren der Pg-Form hingegen zeigen eine deutliche Differenz (in vivo:
615 nm, in vitro: 645 nm). Entsprechend ergibt sich fiir die Stokes-Verschiebung fiir den
griin-absorbierenden Zustand ein deutlicher Unterschied. Fiir die in vivo Form errechnet sich

1335 cm™' und fiir das in vitro assimilierte Protein ein Wert von 579 cm™.

Intensitat [a.u.]
Intensitat [a.u.]

T T T T T T -
550 600 650 700 750 800
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Abb. 4-51: Emissionsspektren des griin-absorbierenden Zustands von 1393gaf3 (in vive: Griin, in vitro:
Magenta) und des rot-absorbierenden Zustands (in vivo: rot, in vitro: schwarz). Durchgezogene Linien: in
vivo Assemblierung, gestrichelt: in vitro Assemblierung.

Die drei untersuchten Mutanten zeigen nur einen geringen Einfluss auf die Fluores-

zenz beider Zustdnde (Abb. 4-52 und Tab. 4-3).
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Abb. 4-52: Emissionsspektren der P,- (in rot) bzw. der P,-Zustinde (in griin) der Mutanten von 1393gaf3.
A: R508N, B: D531T, C: N532Y.

Tab. 4-3: Maxima der Emissions- und der Absorptionsspektren des rot- und griin-absorbierenden Zu-
stands vom WT in vivo und in vitro von 1393g3 sowie der drei Mutanten (RSO8N, D531T, N532Y).

Stokes-Shift Stokes-Shift
Emmax/AbSmax Pr' Emmax/AbSmax Pg'
Protein P.-Zustand P,-Zustand
Zustand [nm] Zustand [nm] L L
[cm™] [cm™]
WT in vivo 670/648 615/538 507 2327
WT in vitro 670/648 645/591 507 787
R508N 667/647,5 617/- 452 -
D531T 668/647,5 621/552 474 2013
N532Y 673/647,5 624/- 585 -

Die GAF3-Domine des Proteins 1393 aus Synechocystis sp. 6803 wurde bisher in die-
ser Arbeitsgruppe beziiglich seiner steady-state Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften
sowie hinsichtlich seiner Struktur am intensivsten bearbeitet. Hier werden die Absorptionsén-
derungen im rot/griin Photozyklus fiir beide Préparationen, in vivo und in vitro mithilfe der

Blitzlichtphotolyse untersucht. Fiir den Ubergang vom rot-absorbierenden Grundzustand in
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das griin-absorbierende Photoprodukt wurde die Probe mittels eines Laserpulses der Wellen-
linge 650 nm angeregt. Beobachtet wurde der Absorptionsverlauf iiber den Spektralbereich
von 480 nm bis 700 nm. Dabei wurde jeweils alle 10 nm eine Messreihe {iber drei Zeitfenster
(200 ps, 2 ms, 20 ms) erstellt. Ausgespart wurden dabei die folgenden Ausreifler, die eine
eindeutige Globalanalyse erschwerten: 490 nm, 680 nm. Aulerdem wurde mit der Erweite-
rung der Beobachtungswellenldngen um die Wellenldngen von 570 nm und 585 nm der Be-
reich um den isosbestischen Punkt genauer erfasst. Fiir die Riickbelichtung wurde eine LED
mit einer Wellenldnge von 530 nm genutzt, die iiber einen Zeitraum von 5 s die Probe in ihre
Ausgangsabsorption zuriickbelichtete. Nachfolgend sind die durch die Globalanalyse erhalte-
nen LADS aufgefiihrt.

Die LADS von 1393gaf3 zeigen beim Ubergang vom rot- in den griin-absorbierenden
Zustand drei Intermediate (Abb. 4-53). Ein sehr schnelles Intermediat mit 3 Mikrosekunden
zeigt eine steigende Absorption in zwei Bereichen des Spektrums. Diese finden sich um 550
nm sowie um 660 nm. Das zweite Intermediat (400 ps) besitzt eine gegensatzliche Absorpti-
onsidnderung. Dabei féllt die Absorption bei etwa 540 nm als auch im Bereich um 650 nm.
Das letzte Intermediat liefert einen Absorptionszuwachs um 530 nm sowie einen Zerfall um
600 nm. Die Konstante bestétigt den Absorptionsanstieg bei 540 nm, zeigt aber eine Ver-

schiebung des Absorptionsabfalls von 600 auf 650 nm.
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Abb. 4-53: LADS von 1393gaf3: Anregung 650 nm (Wellenléingen 480 — 700 nm) P, > P,
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Die (Riick-)Konversion von P, zu P, wurde durch einen Laserpuls mit einer Wellen-
linge von 540 nm initiiert. Beobachtet wurde der Absorptionsverlauf alle 10 nm iiber den
Spektralbereich von 500 nm bis 690 nm. Folgende Ausreifler wurden nicht in der Globalana-
lyse beriicksichtigt: 560 nm, 570 nm. Die Wellenldngen um den isosbestischen Punkt wurden
erneut engmaschiger untersucht (575 nm, 585 nm). Fiir die Riickbelichtung wurde eine LED

mit der Wellenlédnge 670 nm genutzt. Die Dauer der Belichtung betrug 8 Sekunden.

Fiir die Konversion vom griin-absorbierenden Photoprodukt in den rot-absorbierenden
Grundzustand wurden drei Intermediate berechnet (Abb. 4-54). Das erste Intermediat markiert
einen Zerfall der Absorption bei 520 nm sowie einen starken Anstieg im Bereich um 600 nm.
Diese beiden Bereiche zeigen beim zweiten Intermediat (340 ps) den gleichen Verlauf, jedoch
mit einer deutlich geringeren Amplitude. Das letzte Intermediat bei etwa 1 Millisekunde stellt
die letztendliche Umwandlung durch einen Absorptionsabfall iiber den gesamten Spektralbe-
reich von 510 bis 600 nm dar. Der gleichzeitige Absorptionsanstieg findet im roten Spektral-
bereich um 640 statt. Diese dominante Komponente der Umwandlung deckt sich mit dem

Konstanten-Spektrum am Ende der Messung.
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Abb. 4-54: LADS von 1393gaf3: Anregung 540 nm (Wellenléingen 500 — 690 nm) P, > P,

Auch bei der Messung der GAF3-Domine aus Synechocystis wird die Globalanalyse
durch die Differenzspektren ergédnzt. Zusitzlich sind in der nachfolgenden Abbildung die Ab-
sorptionsverldufe der Maxima beider Photozustinde bei beiden Photokonversionen dargestellt

(Abb. 4-55).
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Die Differenzspektren fiir die P; zu P, Konversion zeigen bei den ersten drei gewéhl-
ten Zeitpunkten (5 ps, 50 pus und 500 ps) einen fast identischen Verlauf. Die Absorption bei
650 nm verschwindet, bei gleichzeitiger Bildung des Intermediats um 570 nm. Nach 4 ms
verschiebt sich das Maximum des Absorptionsanstiegs in den griinen Bereich auf 540 nm.
Der Bereich der Kurve, die den Absorptionsabfall im roten Bereich darstellt, wird deutlich bis

570 nm verbreitert und nimmt gleichzeitig etwas in der negativen Absorptionsdifferenz zu.

Das Differenzspektrum fiir die Konversion vom P,. zum P,-Zustand zeigt bei den ers-
ten beiden dargestellten Zeitpunkten im Absorptionsverlauf einen Abfall um 520 nm bei
gleichzeitigem Anstieg bei 580 nm (Abb. 4-55, links). Nach 230 Mikrosekunden findet
gleichzeitig ein Anstieg im Bereich des roten Grundzustandes statt. Die dritte Kurve nach 1,5
Millisekunden liefert eine im Vergleich zu den beiden Vorgéngern verschobene Absorption
und zeigt bereits deutliche Ahnlichkeiten zum anschlieBenden Differenzspektrum. Der Abfall
im griinen Bereich liegt immer noch bei 520 nm, wohingegen der Anstieg von 580 nm auf
650 nm verschoben ist. Eine Erh6hung beider Absorptionsdifferenzen wird nach 18 ms deut-
lich. Das Auftreten von Intermediaten wird auch in der Gesamtkinetik fiir die beiden gewahl-

ten Wellenldnge sichtbar (Abb. 4-55, rechts).
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Abb. 4-55: links: Differenzspektren von 1393gaf3 zu gewihlten Zeiten; rechts: Absorptionsverlauf bei 540
und 650 nm iiber den gesamten beobachteten Zeitbereich, oben P, > P,, unten P, > P,
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Auch das in vitro assemblierte Protein wurde untersucht, wobei Einzelwellenlingen
fiir beide Konversionen fiir den Fit verwendet wurden. Die berechneten Lebenszeiten sind im

direkten Vergleich in der folgenden Tabelle aufgefiihrt (Tab. 4-4).

Tab. 4-4: Lebenszeiten der Intermediate der in vitro assemblierten Form von 1393gaf3. In der ersten Spal-
te finden sich die Anregungs- sowie die Beobachtungswellenlingen. In Klammern als Vergleich die Le-
benszeiten des WT-Proteins (in vivo Assemblierung), ebenfalls aus Fits einzelner Wellenléingen.

1393gaf3 in vitro 71 [ps] T3 [ps] T3 [ms]
650/520 20 (26) - (300) 2,4 (1,5)
540/650 1(1,3) 24 (360) 1,5 (1)

Der direkte Vergleich von in vivo und in vitro assemblierten Protein zeigt fiir die Kon-
version vom Grundzustand in das Photoprodukt eine vergleichbare Lebenszeit des ersten In-
termediats. Das zweite Intermediat, das bei der Messung des WT Lebenszeit von 300 Mikro-
sekunden besitzt, ist bei der in vitro Form nicht erkennbar. Die Lebenszeiten fiir das letzte
Intermediat sind erneut relativ dhnlich, wobei die in vitro Variante eine um 1 Millisekunde

verldangerte Lebenszeit aufweist.

Fiir die Riickkonversion ldsst sich erneut eine zwischen beiden Proteinen dhnliche Le-
benszeit fiir das erste Intermediats erkennen. Weiterhin findet sich fiir die in vitro assemblier-
te Form bei dieser Konversion auch ein zweites Intermediat, welches jedoch mit 24 Mikrose-
kunden eine im Vergleich zum WT zehnfach kiirzere Lebenszeit aufweist. Das letzte Interme-

diat ist dann wieder nahezu identisch.

Wie am Anfang des Kapitels fiir dieses Protein erwdhnt, wurden im Bereich um den
Chromophor von Slr1393gaf3 Mutationen eingefiihrt. Diese zeigen bereits in den steady-state
Spektren deutliche Unterschiede zum WT, die eine Untersuchung vor allem mit Hilfe der

Blitzlichtphotolyse nahelegte.

In der folgenden Tabelle sind die Lebenszeiten der Intermediate jeweils beim Uber-
gang vom rot-absorbierenden in den griin-absorbierenden Zustand, als auch die gegenldufige
Konversion dargestellt (Tab. 4-5). Als Vergleich dienten fiir alle Mutanten die Lebenszeiten

des WT-Proteins (jeweils in Klammern).
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Tab. 4-5: Lebenszeiten der Intermediate der Mutanten von 1393gaf3. In der ersten Spalte finden sich die
Anregungs- sowie die Beobachtungswellenléingen, entsprechend der Untersuchungen der Hin- und Riick-
reaktion. In Klammern als Vergleich die Lebenszeiten des WT ebenfalls aus Fits einzelner Wellenlingen

erhalten.

R508N 71 [ps] 75 [ps] T3 [ms]
670/540 7,4 (26) 470 (300) 4.55(1,5)
530/650 -(1,3) 113 (360) 0,45 (1)

DS31T
650/520 14 (26) 260 (300) 0,8 (1,5)
540/650 1,9 (1,3) 355 (360) 0,94 (1)

N532Y
650/540 7,5 (26) 390 (300) -(1,5)
650/710 2,5() 470 (360) -(-)
525/650 73 (1,3) - (360) 6,2 (1)
705/650 -(-) -(-) -()

Die R508N Mutante, die sich im Vergleich zum WT durch einen breiten Absorptions-
peak des griin-absorbierenden Zustandes auszeichnet, zeigt bei der Konversion in das Photo-
produkt eine verldngerte Lebenszeit (t3). Die gegenldufige Konversion ist hingegen durch
eine verkiirzte Lebenszeit zweier Intermediate gekennzeichnet (13, 73). In Bezug auf den
Wildtyp liefert die Messung der Mutante D531T sehr vergleichbare Lebenszeiten, deren
leichte Abweichungen wohl auf Messungenauigkeiten zuriickzufiihren sind. Bei der letzten
Mutante N532Y handelt es sich um diejenige, die eine breite Absorption des Photoproduktes
besitzt, welche von 500 nm bis 720 nm reicht. Die beiden Maxima des Photoproduktes liegen
bei 552 nm und 662 nm. Diese Probe ist offensichtlich heterogen. Soweit ein Fit moglich war,
weist die Mutante beim Ubergang vom rot-absorbierenden Grundzustand in das Photoprodukt
dhnliche Lebenszeiten wie der WT auf. Die Konversion vom Photoprodukt in den P,-Zustand
zeichnet sich durch eine deutlich verldngerte Lebenszeit des dritten Intermediats aus. Der
Versuch einer Anregung bei 705 nm, welcher im dunkelroten Bereich des Photoproduktes
liegt, jedoch nicht vom Grundzustand iiberdeckt ist, brachte keinen Erfolg. Eine sichtbare
Kinetik konnte jedoch fiir die Beobachtungswellenldngen in diesem Bereich (710 nm) bei der

Photokonversion von P; zu P, detektiert werden.
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5 Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse auf der Grundlage des theoretischen Hintergrunds
bewertet, interpretiert und diskutiert. Dabei liegt das Augenmerk im ersten Teil auf zwei Bac-
teriophytochromen, einem cyanobakteriellen Phytochrom sowie einem pilzlichen Phy-

tochrom.

Im zweiten Abschnitt werden die Ergebnisse der drei GAF-Doménen diskutiert, welche
zur besonderen Phytochromklasse der Cyanobacteriochrome gehdren, welche sich vor allem
dadurch auszeichnet, dass eine einzelne GAF-Domine fiir die photochemischen Eigenschaf-

ten sowie den reversiblen Photozyklus ausreicht.

5.1 SynCph2(1-2), PstBphP1,PaBphP-497 und FphAN753

Zu den ersten Untersuchungen der Photokonversionen von Phytochromen im Mikro- bis Mil-
lisekunden-Zeitbereich zéhlen die Betrachtungen von isolierten Phytochromen aus Erbsen
sowie Hafer (96,97). Zur besseren Erfassung schneller Kinetiken wurden die Proben in den
ersten Studien bei 10 °C vermessen. Die Methode der Wahl stellte in den meisten Féllen die
zeitaufgeloste Blitzlichtphotolyse dar, die auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde.
Fiir die Konversion P; nach Py (rot- nach dunkelrot-absorbierende Formen) konnte die Gruppe
um David Kliger durch eine Globalanalyse der Blitzlichtphotolysedaten Lebenszeiten von
fiinf Intermediaten fiir das native Phytochrom aus Trieben von Haferkeimlingen identifizieren
(7,4 us, 89,5 us, 7,6 ms, 42,4 ms, >266 ms) (98). Die Riickkonversion zeigte in einer nachfol-
genden Betrachtung drei Intermediate (320 ns, 265 ps, 5,5 ms) (99). Auf der Grundlage der
von Spruit und Kendricks (1977) eingefiihrten Terminologie und Ubereinstimmungen mit
zuvor verOffentlichten Intermediatspektren wurden die gemessenen Lebenszeiten entspre-

chend zugeordnet (100,101) (Abb. 5-1).

lumi-R 100-:C meta-Ra 26 L meta-Re
(690 nm) (660 nm) (725 nm)
o e
Pr Pfr
(667 nm) hu (730 nm)

>45& ’HF

meta-F é lumi-F
(660 nm) (673 nm)

Abb. 5-1: Schema des Phytochrom-Photozyklus nach Eilfeld und Riidiger auf der Grundlage von statio-
niren Tieftemperatur-Absorptionsmessungen (101). In Klammern sind die ungefihren Absorptionsma-
xima der Intermediate bei Raumtemperatur angegeben. Die fiir die Unterbindung der jeweiligen Reaktion
notige Temperatur steht iiber dem dazugehorigen Pfeil (98).
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Die unten aufgefiihrten Lebenszeiten (Tab. 5-1) fiir die P; zu P Konversion zeigen fiir
die ersten beiden Intermediate (lumi-R und meta-Ra) biexponentielle Kinetiken (bezeichnet
als R1/R2 und Ral/Ra2), die zum Zeitpunkt der Messung auf die Heterogenitit der Proben
zuriickgefiihrt wurden, die aus Pflanzen extrahiert wurden. Die Lebenszeiten fiir die Py zu P;

Konversion sind in Tab. 5-2 aufgefiihrt.

Tab. 5-1: Lebenszeiten der Intermediate von nativem Phytochrom aus Haferkeimlingen. Photokonversion
von P, nach Py (98).

Intermediat lumi-R1 lumi-R2 meta-Ral meta-Ra2 meta-Rc

Lebenszeit 7,4 us 89,5 us 7,6 ms 42.4 ms >266 ms

Tab. 5-2: Lebenszeiten der Intermediate von nativem Phytochrom von Haferkeimlingen fiir die Riickkon-
version von Py nach P, (99).

Intermediat lumi-F meta-Fa meta-Fb

Lebenszeit 320 ns 265 us 5,5 ms

Die Untersuchungen des nativen pflanzlichen Phytochroms brachten einige Ein-
schrankungen in den externen Variablen wie pH-Wert- und Temperaturbereich (Vermeidung
des Zusatzes von hochviskosen Losemitteln) mit sich. Fiir exaktere kinetische Bestimmungen
und spektroskopische Untersuchungen wie Tieftemperaturmessungen wurde auf rekombinan-
te Phytochrome zuriickgegriffen (102). Die Nutzung von rekombinantem Phytochrom brachte
weitere Vorteile mit sich. Zundchst konnte der Chromophor gegen chemisch synthetisierte,
strukturell modifizierte Derivate ausgetauscht werden, um den Einfluss der Anderungen auf
die Kinetiken zu tlberpriifen. Ein weiterer Vorteil lag in der Vermeidung einer vermeintlich
vorhandenen Heterogenitét, die in anfangs vermessenen Proben durch die Extraktion der Phy-

tochrome und partielle Protolyse ausgeldst wurde (103).

Rekombinantes phyA-P$B mit dem nativen Chromophor Phytochromobilin aus Pflan-
zen wurde im direkten Vergleich mit dem nativen phyA aus Hafer vermessen (Tab. 5-3). Um
das starke Streulicht und die geringe Absorption der rekombinanten Probe zu kompensieren,
wurde ein hochsensitives Detektionssystem entwickelt, welches zwei Laserstrahlen detektier-
te. Somit konnten Absorptionsédnderungen im Bereich von 500 ns bis in den Sekunden-

Zeitbereich erfasst werden (102,103).
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Fiir das native sowie das rekombinante Phytochrom konnten fiir die sehr komplexe P;
zu Py Konversion drei Intermediate bestimmt werden, die mit sechs Exponentialtermen (Le-
benszeiten) paarweise auftreten (Tab. 5-3). Diese Daten decken sich sehr gut mit den voran-

gegangenen Messungen von full-length phyA aus Hafer (12).

Eine weitere Aussage ldsst sich auf der Grundlage der Ergebnisse fiir die Heterogenitét
der Phytochromextrakte ziehen. Das rekombinante mit P¢B assemblierte Phytochrom liefert
bis auf kleine Unterschiede der Lebenszeiten vergleichbare Kinetiken wie das native phyA.
Daraus lasst sich schlieBen, dass die Heterogenitét, die auf der Proteinsequenz basiert, nicht

der Ausloser fiir die biexponentiellen Kinetiken ist (12,104).

Tab. 5-3: Die Lebenszeiten von nativem 124 kDa phyA aus Hafer und dem korrespondierenden rekombi-
nanten phyA. Angewendet wird eine der oben aufgefiihrten vergleichbare Terminologie (1799 (Lumi-R), I,
(meta-Ra), I, (lumi-Rc), * Abweichung von verschiedenen Fits £50% (editiert nach (104))

Time constant (£10%)

Native Recombinant

Intermediate (top) (bottom)*

Loo 11.5 ps 10 ps

200 85 pus 90 ps

Ik 6.7 ms 3.8 ms

IZ 50 ms 25 ms

Il 427 ms 164 ms

I2 3020 ms 2570 ms

Py Constant Constant

Als favorisierte Begriindung fiir die komplexen Kinetiken der P, zu Pg Konversion von
phyA (nativ und rekombinant) wird ein paralleler Mechanismus vorgeschlagen, der darauf
basiert, dass die beiden I;9o-Spezien zeitgleich durch Belichtung aus dem P,-Zustand entste-

hen (12,104).

Im Vergleich dazu zeigt sich, dass das mit PCB assemblierte rekombinante phyA ei-
nen monoexponentiellen Zerfall von I;pp und eine insgesamt schnellere Bildung des Pg-
Zustandes durchlduft. Dies ldsst auf eine schwichere Interaktion zwischen dem Chromophor
und dem Protein schlieen, die vermutlich auf den Unterschied zwischen dem Vinyl- (P¢B)

und dem Ethylsubstituent (PCB) an Position 18 des Chromophors zuriickzufiihren ist. Somit
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ist der Zerfall von I7o9 deutlich schneller und erfolgt vor dem detektierbaren Mikrosekunden-

zeitbereich (103).

Eine detailliertere Untersuchung mittels Blitzlichtphotolyse wurde im Jahre 2013
durchgefiihrt und identifizierte fiir die Konversion vom rot- in den dunkelrot-absorbierenden
Zustand fiinf Intermediate (30 ps, 230 ps, 1,5 ms, 4,5 ms, 34 ms) und filir die gegenldufige
Konversion vier Intermediate (0,6 pus, 200 ps, 1 ms, 15 ms) (105).

Kurz nach Entschliisselung des ersten Genoms eines Cyanobakteriums, Synechocystis
sp. PCC 6803, wurde dort ein Gen entdeckt, das fiir ein Phytochrom-dhnliches Protein kodie-
ren sollte. Das Genprodukt, als Cphl benannt, konnte 1997 erfolgreich in E. coli exprimiert
werden und wies die photochromen Eigenschaften der kanonischen Phytochrome auf. Aller-
dings fand man als Chromophor Phycocyanobilin (PCB) anstelle des in pflanzlichen Phy-
tochromen vorhandenen Phytochromobilins (P¢B). Der Unterschied der Substituenten an Po-
sition 18 macht sich in einer leichten hypsochromen Verschiebung der Maxima beider Zu-
stinde bemerkbar (Amax Pr, Pg fiir Cphl = 650, 708 nm, im Vergleich dazu die P;, Pg Amax-
Werte fiir ein pflanzliches Phytochrom: 667 und 730 nm).

Cphl wurde beziiglich seiner lichtinduzierten konformellen Anderungen intensiv un-
tersucht. Dabei wurden die Lebenszeiten der einzelnen Intermediate fiir die Konversion vom
rot- in den dunkelrot-absorbierenden Zustand durch zeitaufgeloste Blitzlichtphotolyse im
Mikro- bis Millisekunden-Zeitbereich ermittelt. Bei einer Temperatur von 10 °C konnten flinf
Intermediate mit folgenden Kinetiken ermittelt werden: 25 ps, 320 ps, 6 ms, 450 ms, 1 s
(106). Bei 20 °C und einem pH-Wert von 7 wurden folgende fiinf Lebenszeiten gemessen: 4,9
us, 320 us, 4,2 ms, 24 ms, 200 ms (107).

Eine noch weitergehende Betrachtung, die zusétzlich die inverse Photokonversion ein-
schlie8t, wurde fiir einen dem Cphl eng verwandten Vertreter der cyanobakteriellen Phy-
tochrome, dem CphA aus Tolypothrix PCC7120 (auch als Fremyella diplosiphon oder Toly-
pothrix sp bekannt), durchgefiihrt (105). Die bei 20 °C und mit PCB als Chromophor ermittel-

ten Lebenszeiten der Intermediate zeigt Abb. 5-2.
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Abb. 5-2: Photozyklus von CphA aus dem Cyanobakterium Zolypothrix PCC7120 mit den Lebenszeiten
der identifizierten Intermediate (blau) (57,105)

Die Zuordnung von Intermediaten zu strukturellen Anderungen kann fiir zwei Inter-
mediate bei der P, 2 Py Konversion erfolgen (108). Der Lumi-R Zustand bildet sich durch
eine Z/E-Isomerisierung der C15/C16 Doppelbindung (109,110). Im meta-R Zustand wird der
Chromophor am Stickstoff des D-Rings voriibergehend deprotoniert und bei der Bildung des

Ps-Zustandes wieder reprotoniert (107).

Die erhaltenen Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Bacteriophy-
tochrome, PstBphP1 aus Pseudomonas syringae pv. tomato und PaBphP aus Pseudomonas
aeruginosa sowie das pilzliche Phytochrom, FphA, aus Aspergillus nidulans, die alle Biliver-
din als Chromophor verwenden, werden in den folgenden beiden Tabellen zusammen mit
SynCph2(1-2) aus Synechocystis sp. PCC 6803 im Vergleich zu CphA aus Tolypothrix
PCC7120 aufgefiihrt. Bei PaBphP wird aufgrund der Zugehorigkeit zu den bathy-
Phytochromen und dem somit dunkelrot-absorbierenden Grundzustand jeweils die inverse

Photokonversion fiir den Vergleich herangezogen (Tab. 5-4, Tab. 5-5).

Tab. 5-4: Lebenszeiten der Intermediate aus der Globalanalyse fiir die P, zu P; Konversion fiir
SynCph2(1-2) und die drei BV-bindenden Proteine im Vergleich zu CphA aus Tolypothrix PCC7120 (105);
a =Py nach P,

Protein 71 [ps] T3 [ps] T3 [ms] T4 [ms]
SynCph2(1-2) 1,3 299 2,6 17,1
PstBphP1 - - 1,2 25,99
PaBphP* - - - 10,78
FphA 25,5 871 5,70 -
CphA 8 330 3,2 23
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Tab. 5-5: Lebenszeiten der Intermediate aus der Globalanalyse fiir die P; zu P, Konversion fiir
SynCph2(1-2) und die drei BV-bindenden Proteine im Vergleich zu CphA aus Tolypothrix PCC7120 (105);
a =P, nach Py

Protein T1 [ps] T, [ms] T3 [ms] T4 [ms]
SynCph2(1-2) 0,9 0,8 6,2 -
PstBphP1 - 0,71 10,59 -
PaBphP* - 0,12 1,01 -
FphA - 1,03 - -
CphA 1,5 1,5 6 50

SynCph2(1-2)

Als den kanonischen Phytochromen noch am ehesten vergleichbares Phytochrom in
dieser Arbeit wurde SynCph2(1-2) aus Synechocystis sp. 6803 untersucht, welches anstatt der
fiir kanonische Phytochrome typischen PAS-GAF-PHY Dominenabfolge eine GAF-GAF
Bidoméne als Struktur aufweist (57). Dabei nimmt die zweite GAF-Doméne die stabilisieren-
de Rolle der PHY-Domine aus Cphl ein, die wie diese durch einen herausragenden Arginin-
finger durch Bildung einer Salzbriicke mit dem Chromophor die Chromophortasche versiegelt
(55,57). Zu dieser Art der Photorezeptoren mit der GAF-GAF-Bidoméne und einer fehlenden
N-terminalen PAS-Doméne gab es keine zuvor durchgefiihrten zeitaufgelosten spektroskopi-

schen Messungen.

In dieser Arbeit wurden die Photozyklen des rekombinanten SynCph2(1-2) sowie drei-
er Mutanten, die in den PRXSF und WXE Motiven der zungenférmigen Region der GAF2-
Domine liegen, im Mikro- bis Millisekundenzeitbereich untersucht. Diese Ergebnisse wurden
bereits publiziert. Nachfolgend sind Ausziige der Ergebnisse der zeitaufgelosten Blitzlicht-
photolysemessungen fiir die Konversion vom rot-absorbierenden in den dunkelrot-
absorbierenden Zustand aus Publikation (57) aufgefiihrt. Dabei werden am Beispiel der Ab-
sorptionsidnderungen in den einzelnen Zeitfenster bei der Wellenldnge bei 665 nm die einzel-

nen Intermediate aufgezeigt (Abb. 5-3).
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Abb. 5-3: Blitzlichtphotolysemessung von SynCph2(1-2) aus Synechocystis sp. PCC 6803, Photokonversion
von P, 2 Py, Absorptionsverlauf bei 665 nm in den Zeitfenstern von 100 ps, 1 ms, 10 ms und 100 ms.

Durch die Kombination der LADS und der Einzelwellenldngen-Fits konnten vier In-
termediate identifiziert werden. Das erste Intermediat mit einer Lebenszeit von 1,3 us kann
dem lumi-R Zustand zugeordnet werden. Wegen der schnellen Bildung des Intermediats im
Pikosekunden-Zeitbereich, welche z.B. in pflanzlichen Phytochromen nachgewiesen wurde,
kann nur dessen Zerfall mittels unserer Messmethode ermittelt werden. Dabei deckt sich die
gemessene Zeit von 1,3 us sehr gut mit der Lebenszeit des ersten Intermediats von CphA (1 =
8 us, 20 °C) und Cphl (1t =4,9 us, 20 °C), sie ist jedoch deutlich schneller als die der kanoni-
schen Phytochrome (phyA65-PCB, 1 =90 us, bei 10 °C).

Die nachfolgenden Intermediate spiegeln die strukturellen Anderungen im Protein und
die Anpassung des Chromophors (R1: = 299 us; R2: 1 = 2,56 ms; R3: t = 17,1 ms) wider.
Die Zuordnung des Protonierungszustands des Chromophors ist zum jetzigen Zeitpunkt noch
nicht moglich. Fiir SynCphl wurde die voriibergehende Proteinabgabe dem Intermediat mit
der Lebenszeit von 320 ps zugeordnet, welches eine rot-verschobene Absorption aufweist

(106). Dieses spektrale Verhalten sowie die Lebenszeit dhneln dem RI1-Intermediat von

109



SynCph2(1-2). Ein dhnliches Intermediat mit einer vergleichbaren Rotverschiebung zeigt sich

auch bei CphA mit einer Lebenszeit von 230 ps.

Die gegenldufige Py = P, Konversion beginnt wie die ,Vorwérts‘-Konversion mit ei-
ner sehr schnellen E/Z-Isomerisierung der C15/C16 Doppelbindung die in das Lumi-F Inter-
mediat fiihrt (Abb. 5-4).
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Abb. 5-4: Blitzlichtphotolysemessung von SynCph2(1-2) aus Synechocystis sp. PCC 6803, Photokonversion
von Py = P, Absorptionsverlauf bei 665 nm in den Zeitfenstern von 100 ps, 1 ms, 10 ms und 100 ms.

Bei der hier durchgefiihrten Messung konnte der Zerfall des Intermediats mit einer
Lebenszeit von 0,9 us verfolgt werden. Die Absorptionsédnderungen der beiden nachfolgenden
Intermediate (F1: T = 798 ps; F2: 1 = 6,2 ms) sind héchstwahrscheinlich auf konformelle An-
derungen im Bereich des C- und D-Rings zuriickzufiihren. Der Ubergang von meta-F2 in den
P;-Zustand wird von einer Neubildung von Wasserstoffbriicken zwischen dem Stickstoff des

D-Rings und eines Wassermolekiils begleitet (111).
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Zur genauen Untersuchung der stabilisierenden Wirkung der GAF2-Doméne wurden
Punktmutationen in die zungenformige Struktur eingefiihrt, die die Chromophortasche ver-
schlieBt (Abb. 5-5). Serin 385 und Tryptophan 389 liegen im PRXSF bzw. WXE Motiv und
haben trotz ihrer Entfernung zum D-Ring des Chromophor (Ser-385: ~13 A, Trp-389: ~16 A)
einen Effekt auf die Bildung des Pg-Zustands. Die steady-state Absorptionsmessungen zeigen
fiir die beiden Alanin-Mutanten (S385A, W389A) bereits eine deutlich geringere Menge an
gebildetem Pg-Zustand im Vergleich zum WT (Abb. 4-4).

Abb. 5-5: Struktur von SynCph2(1-2) mit detaillierter Ansicht der Chromophorbindungstasche. Die
GAF1-Domiine ist in orange dargestellt, die GAF2-Domine in mit der zungenformigen Ausbuchtung
(tongue region) in griin. Der PCB Chromophor ist in tiirkis gezeigt. In Stabform sind die AS-Positionen
Ser-385 und Trp-389 sowie der chromophorbindende Cysteinrest Cys-129 prisentiert. Die AS-Reste der
konservierten W(G/A)G, PRXSF und WXE Motive sind in Kugelform dargestellt und in rot, blau und
violett hervorgehoben (57).

Auf der Grundlage der Ergebnisse zeigen sich fiir die Konversion der S385A Mutante
vom rot-absorbierenden Grundzustand in das dunkelrot-absorbierende Photoprodukt wie beim
WT vier Intermediate (Abb. 4-7). Die ersten drei Intermediate lumi-R, R1 und R2 decken sich
vom Absorptionsverlauf der LADS mit denen des WT, wobei sich etwa doppelt so schnelle

Lebenszeiten finden. Das vierte Intermediat R3” zeigt zu R3 des WT ebenso eine doppelt so
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schnelle Lebenszeit und ein etwas verschobenen Absorptionsanstieg im LADS, zerfillt jedoch

zu einem Pg-dhnlichen Intermediat.

Die Py = P, Konversion von S385A ist der des WTs sehr dhnlich. Es liegt nahe, anzu-
nehmen, dass der Py dhnliche Zustand in ein dem Lumi-F dhnliches Intermediat zerfallt, hier
als Lumi-F" benannt. Die weitere Konversion in den P,-Zustand erfolgt {iber die iiblichen In-
termediate F1 und F2 des SynCph2(1-2) Wildtyps. Der Photozyklus des Wildtyps, der S385A
Mutante sowie der im folgenden beschriebenen W389A Mutante sind in Abb. 5-6 dargestellt.

- G — WT lifetimes:
7 1.3 us
6.2 ms

798 ps

0.9 us

Abb. 5-6: Photozyklus von SynCph2(1-2) (schwarze Linien) und der Mutanten S385A (griin) und W389A
(rot). Dargestellt sind die P,- und Pg-Grundzustinde (abgerundete Rechtecke) und die Intermediate des
WT (Kreise). Die Lebenszeiten der Intermediate sind in blau jeweils neben dem zugehorigen Intermediat
aufgefiihrt. Die farbigen Pfeile zeigen die Abweichungen vom nativen Photozyklus von SynCph2(1-2), die
durch die Mutation in der ,,tongue region“ ausgelost werden. Die zugehorigen Intermediate sind mit einer
Sternform markiert. P, bezieht sich auf einen alternativen rot-absorbierenden Zustand der sich vom Py~
Zustand unterscheidet (57).

Der Photozyklus der W389A Mutante unterscheidet sich deutlich von dem des Wild-
typs (Abb. 5-6). Die Photokonversion vom rot- in den dunkelrot-absorbierenden Zustand zeigt
in den LADS nur 3 Intermediate auf. Die ersten beiden Intermediate, Lumi-R und R1, besit-
zen in den LADS in Bezug auf den Absorptionsverlauf und die Lebenszeiten eine sehr hohe
Ahnlichkeit zu denen des WT. Das dritte Intermediat (R3") weist ebenso eine vergleichbare
Lebenszeit auf, zeigt jedoch einen leicht verschobenen und iiber eine breiteren Bereich statt-

findenden Absorptionsabfall. Im Gegensatz zum Wildtyp zerfillt dieses Intermediat ohne ein
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viertes Intermediat in einen rot-absorbierenden Zustand (P,) der eine sehr breite Absorption
aufweist, und einen Absorptionsanstieg bei 550 nm besitzt (57). Auffallend ist, dass die
W389A Mutante trotz eines offenbar fehlenden letzten R3 Intermediat einen meta-R dhnli-
chen Zerfall mit einer Lebenszeit von ~ 2,3 ms (dhnlich dem des WT und der S385A Mutan-
te) aufweist. Eine Erkldrung fiir diese Tatsache liefert das P./Pg-Differenzspektrum der
steady-state Absorptionsmessung, welches einen geringen Absorptionsunterschied zwischen
P;- und Pg-Zustand aufzeigt (Abb. 5-7). Dies kann dazu gefiihrt haben, dass der Globalfit die

dazugehorige Kinetik nicht erfasst hat.

: O—. Pr-Zustand
’ Pfr-Zustand
e 1 —— Differenzspektrum

Absorption

w

300 400 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abb. 5-7: Steady-state Absorptionsmessung von SynCph2(1-2) W389A. Absorptionsspektren vom P,- und
Py-Zustand sowie das errechnete Differenzspektrum.

Den Unterschied zwischen den Photoproduktzustinden von S385A und W389A wird
durch die CD-Spektren (Circulardichroismus) bestitigt (aus Lit. (56), Abb. 5-8). W389A zeigt
einen ausgeprigten Peak bei 550 nm welcher bei S385A, wie auch beim WT kaum sichtbar ist

(56).

113



= i pny
'S 301 5
g g
S 20 P
o~
§ 1 $
o 01 2
S -10] g; -
?-20- &-
= =
@ -301 @ -
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
wavelength (nm) wavelength (nm) wavelength (nm)

Abb. 5-8: CD-Spektren fiir SynCph2(1-2) WT und die Mutanten S385A und W389A, von links nach
rechts. Das Spektrum des P .-Zustandes ist in schwarz angeben, das des jeweiligen Pg-Zustands in rot. Die
griine Kurve (linke Abb.) zeigt das Spektrum fiir den reinen Ps-Zustand (errechnet) (editiert nach (56))

Erstaunlicherweise dhnelt das Differenzspektrum von W389A sehr stark dem des
SynCph2(1) Proteins, welches nur aus der GAF1-Domine besteht und dem daher die stabili-
sierende Wirkung der GAF2-Domaéne sowie der ,,tongue region® fehlt (112). Ein vergleichba-
res Spektrum liefert ebenfalls ein 45 kDa groes Teilstiick des pflanzlichen Phytochrom A
(AS 1-425) aus Avena sativa, bei dem ebenfalls ein Grofiteil der PHY-Domine fehlt (113).
Die aufgefiihrten spektralen Gemeinsamkeiten mit Phytochromproteinen, bei denen entweder
ein Teil oder die gesamte GAF2- bzw. PHY-Doméne fehlt, verdeutlicht die wichtige Rolle
des Tryptophans im WXE Motiv fiir die Bildung des Pg-Zustandes.

Demzufolge unterscheidet sich die Riickkonversion von W389A vom Pg- in den P;-
Zustand deutlich von dem des Wildtyps. Es zeigen sich drei abweichende Intermediate (Lumi-

F"’, F1" und F2"), die eine bis zu dreimal langere Lebenszeit aufweisen (F2 (WT): 6,2 ms, F2’
(W389A): 19,5 ms).

Die W389F Mutante zeigt flir beide Konversionen nahezu identische Intermediate wie
der Wildtyp. Auffillig ist die zweifach langere Lebenszeit des letzten Intermediats der P, 2
Ps Konversion. Die langsamere Bildung des Pg-Zustands ist auf das im Vergleich zum Tryp-
tophan volumenmaifBig kleinere Phenylalanin zuriickzufiihren. Das groflere Volumen des

Tryptophans ist entscheidend fiir die Formierung der ,,tongue region* Konformation (56).
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PstBphP1

Fiir die Blitzlichtphotolyse-Messungen von PstBphP1 aus Pseudomonas syringae pv.
tomato zeigt sich fiir die Photokonversion vom rot-absorbierenden Grundzustand in das dun-
kelrot-absorbierende Photoprodukt sowohl in den lifetime-associated difference spectra als
auch in den Differenzspektren ein eindeutiger Intermediat-Zustand. Er duBert sich in den
LADS durch einen leichten Absorptionsanstieg bei 690 nm und einen Abfall um 750 nm. Der
Abfall im dunkelroten Bereich wird durch die Differenzspektren bestitigt. Die LADS als auch
der Wellenldngen-Einzelfit geben die Lebenszeit des Intermediats mit 1,2 Millisekunden
(Abb. 4-14 und Abb. 5-9) an. Im Anschluss geht das Protein in den Pg-Zustand iiber. Ein dhn-
licher Verlauf zeigt sich fiir das R2-Intermediat von SynCph2(1-2) (t = 2,56 ms). Es besitzt
ebenso einen Abfall im dunkelroten Spektralbereich, wobei ein nachfolgendes Intermediat mit
dem anschlieBenden Pg-Zustand einen deutlichen Anstieg der Absorption aufweist (57). Fiir
CphA und PhyA finden sich vergleichbare Lebenszeiten (CphA: 13 = 3,2 ms; PhyA: 13 = 1,5
ms), die jedoch keinen Abfall, sondern mit einem starken Absorptionsanstieg im dunkelroten
Spektralbereich den groften Anteil an der Pg-Bildung liefern. Diese Ergebnisse geben Hin-
weise auf doch deutliche Unterschiede fiir die Ps-Bildung im Vergleich zwischen verschiede-

nen Phytochromen.

0,02 —— 740 nm /20 ms
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0,01
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Zeit [s]
Abb. 5-9: Blitzlichtphotolysemessung von PstBphP1 aus Pseudomonas syringae pv. tomato, Photokonver-

sion von P, 2 P;, Absorptionsverlauf bei 740 nm im Zeitfenster von 20 ms. Zerfall des Intermediats und
Bildung von Py,.

Fir die Riickkonversion aus dem Pg- in den P.-Zustand ist ein Intermediat identifizier-
bar. Die Differenzspektren zeigen, dass der Pg-Zustand bereits nach 15 Mikrosekunden fast

vollstindig gebleicht ist (Abb. 4-16). Dies bestétigt der unten aufgefiihrte Einzelfit fiir den
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Absorptionsverlauf bei 760 nm, der einen instantanen Absorptionsabfall beschreibt (Abb.
5-10, links). Der anschlieende weitere Abfall der Absorption bei 760 nm verdeutlicht, dass
der Zerfall noch nicht abgeschlossen ist und dass das hier verwendete grofite Zeitfenster den
limitierenden Faktor darstellt. Dies erkldrt auch die offensichtlich fehlerhafte lange Lebenszeit

(10,59 ms) in den LADS (Abb. 4-15).
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Abb. 5-10: Blitzlichtphotolysemessung von PstBphP1 aus Pseudomonas syringae pv. tomato, Photokonver-
sion von Py = P, links: Absorptionsverlauf bei 760 nm im Zeitfenster von 20 ms. Zerfall des dunkelrot-
absorbierenden Photoproduktes; rechts: Absorptionsverlauf bei 700 nm im Zeitfenster von 20 ms. Bildung
des rot-absorbierenden Grundzustandes.

Fiir die Bildung des P,-Zustandes findet sich im Einzelfit bei der Wellenldnge von 700
nm mit 3,31 Millisekunden eine Lebenszeit, die den Zerfall eines instantan entstandenen In-
termediats beschreibt, welches in den rot-absorbierenden P,-Zustand {ibergeht. Ein dhnlicher
Verlauf zeigt sich fiir das Intermediat F2 von SynCph2(1-2) mit einer Lebenszeit von 6,2 ms.
Es lésst sich vermuten, dass das bei Cph2 auftretende Lumi-F Intermediat, welches durch eine
Isomerisierung der C15/C16 Doppelbindung entsteht und mit einer Rearrangierung des Was-
serstoftbriicken-Netzwerkes in das meta-F Intermediat {ibergeht, auch bei FphA vorliegt, hier
allerdings eine deutlich schnellere Lebenszeiten aufweist und mit der von uns gewahlten Me-
thode nicht erfasst werden kann. Der abschlieBende meta-F = Py Ubergang mit einer Neubil-
dung von Wasserstoftbriicken zwischen dem Stickstoff des D-Rings und eines Wassermole-

kiils deckt sich mit der gemessen Lebenszeit von 3,31 ms (57,111).

PaBphP

Das bathy-Phytochrome PaBphP aus Pseudomonas aeruginosa weist fir die Konver-
sion vom Grundzustand in das Photoprodukt, somit vom dunkelrot-absorbierenden in den rot-
absorbierenden Zustand, keine sichtbaren Intermediate auf. Das kann zum einen auf sehr

schnelle Intermediate hindeuten, zum anderen kann es sich um Intermediate handeln, bei de-
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nen Bildung und Zerfall zum selben Zeitpunkt auftreten. Die mit 10,78 ms angegebene Le-
benszeit in den LADS lésst sich durch Betrachtung der Spektren der Einzelwellenldngen er-
klaren (Abb. 4-19 und Abb. 5-11). Diese zeigen, dass die Konversion im Zeitfenster unserer
Messung von 20 ms noch nicht abgeschlossen ist und bei der Berechnung des Globalfits als

irrtimliche Lebenszeit erfasst wird.
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Abb. 5-11: Blitzlichtphotolyse-Messung von PaBphP aus Pseudomonas aeruginosa, Photokonversion von
P = P,, links: Absorptionsverlauf bei 750 nm im Zeitfenster von 20 ms. Zerfall des dunkelrot-
absorbierenden Photoproduktes; rechts: Absorptionsverlauf bei 680 nm im Zeitfenster von 20 ms. Bildung
des rot-absorbierenden Grundzustandes.

In den LADS fiir die P, zu P Konversion zeigen sich zwei Lebenszeiten (121,1 ps und
1,01 ms), die mit Unterstiitzung der Differenzspektren auf mindestens 1 Intermediat schlie3en
lassen (Abb. 4-20). Die Einzelspektren liefern ein anderes Bild. Sie geben die Moglichkeit,
drei Intermediate zu identifizieren (Abb. 5-12). Das erste Intermediat bildet sich instantan und
zerfallt mit einer Lebenszeit von 54 ps in das zweite Intermediat. Nach einer Lebenszeit von
ca. 1 ms bildet sich anschlieBend das dritte Intermediat, welches in das dunkelrot-

absorbierende Photoprodukt {ibergeht.

Vergleicht man die hier fiir PaBphP gefundenen Prozesse mit dem sehr dhnlichen Ver-
lauf der Pg zu P, Konversion von SynCph2(1-2), lassen sich die Intermediate von PaBphP in
eine dhnliche Terminologie einordnen. Das erste Intermediat lasst sich mit Lumi-F verglei-
chen, dessen Zerfall sehr schnell stattfindet und dessen Kinetik nicht gefittet werden kann.
Das zweite und dritte Intermediat deckt sich mit den Intermediaten F1 und F2 von

SynCph2(1-2).
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Abb. 5-12: Blitzlichtphotolysemessung von PaBphP aus Pseudomonas syringae pv. tomato, Photokonversi-
on von P, 2 Py, Absorptionsverlauf bei 740 nm in den Zeitfenstern von 200 us, 2 ms und 20 ms.

Im Gegensatz zu SynCph2(1-2) findet bei der Bildung des dritten Intermediats mit der
Lebenszeit von ungefdhr 1 ms eine deutliche Verschiebung in den dunkelroten Spektralbe-
reich statt. Ein vergleichbarer Shift ist fiir die P, zu Pg Konversion von CphA (3,2 ms) und
FphA (5,7 ms) mit einer dhnlichen Lebenszeit zu beobachten. Dies ldsst vermuten, dass das
bathy-Phytochrom PaBphP beim Ubergang in das letzte Intermediat und in den Pg-
Grundzustand dhnliche Reaktionen durchlduft wie die kanonischen Phytochrome bei der

Konversion in das Photoprodukt (ebenfalls Py).

FphA

Fiir das pilzliche Phytochrom aus Aspergillus nidulans deuten die LADS der P; zu Py
Konversion und vor allem auch die Differenzspektren nur auf ein Intermediat im Wellenlidn-
genbereich um 740 nm hin (Abb. 4-23 und Abb. 4-25). Die Bildung dieses Intermediats ist fiir
unsere angewandte Methode allerdings deutlich zu schnell. Der Zerfall dieses Intermediats
hingegen kann mit einer Lebenszeit von 5,7 ms beziffert werden. Vergleichbar zum dritten

Intermediat (P3) von CphA findet bei diesem Zerfall eine deutliche Rotverschiebung statt
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(760 nm) (105). Allerdings geht FphA, anders als CphA, anschlieBend ohne ein nachfolgen-

des Intermediat direkt in den Pg-Zustand tiber.

Bei der Py zu P, Konversion von FphA lassen sich mit der von uns eingesetzten Metho-
de keine Intermediate im Zeitbereich von 1 us bis 20 ms identifizieren (Abb. 4-24 und Abb.
4-25). Wie schon zuvor bei PaBphP (Ubergang von Py zu P,) zeigt sich ein instantaner Ab-
sorptionsabfall (Pg-Zustand) bzw. Anstieg (P,-Zustand), bei dem das Protein vollstindig in
den Grundzustand konvertiert. Dies deutet auf sehr schnelle Intermediate vor dem in dieser
Arbeit vermessenen Zeitbereich hin oder auf Intermediate, deren Bildung und Zerfall zeit-

gleich ablaufen.
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5.2 GAF-Domanen aus CBCRs: all2699gafl und gaf3 und
slr1393gaf3

Cyanobacteriochrome gehoren zu den Bilin-bindenden Photorezeptoren, und bilden mit ihrer
minimalisierten Doménenstruktur des photosensorischen Bereichs eine eigene Klasse aus. Fiir
eine reversible Photochemie wird einzig die GAF-Doméne bendtigt, die gleichzeitig auch die

Chromophorbindestelle in der Form eines Cysteinrestes bereitstellt.

Sie zeigen viele Gemeinsamkeiten als auch deutliche Unterschiede zu den klassischen
Phytochromen. Die beiden Photozustinde besitzen die gleiche Konfiguration, die sich durch
einen 157 Dunkelzustand und ein 15E Photoprodukt auszeichnet (69). Weiterhin zeigen sich
Gemeinsamkeiten bei den Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Bilinchromophor und
dem Protein. Im 15Z-Zustand ist ein konserviertes Histidin oder Tyrosin mit einem Carbonyl-
Sauerstoff des D-Rings des Bilins verbunden (55,87). Der Amid-Stickstoff des D-Rings bin-
det im 15E-Zustand mit einem Aspartatrest im Protein, der dabei verschiedene Aufgaben
iibernimmt. Im cyanobakteriellen Phytochrom Cphl interagiert er mit einem AS-Rest in der
PHY-Doméne (55). Bei AnPixJ einem CBCR aus Anabaena sp. PCC 7120, welches wie
1393gaf3 einen Rot/Griin Photozyklus besitzt und als Chromophor PCB bindet, interagiert er
direkt mit dem A-, B- und C-Ring des Bilins (87). Zusétzlich ist durch die fehlende PAS- und
PHY-Doméne der A- und B-Ring dem Losemittel ausgesetzt.

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Cyanobacteriochromen entdeckt, die
trotz vieler spektroskopischer und photochemischer Ahnlichkeiten sehr unterschiedliche
spektrale Eigenschaften und Photozyklen zeigen. AnPixJ war eines der ersten CBCRs, wel-
ches mittels zeitaufgeloster Spektroskopie zur Identifizierung des Photozyklus sowie der In-

termediate vermessen wurde (75,86).

Die Konversion vom thermisch stabilen rot-absorbierenden Zustand (P, = 648 nm) in
das griin-absorbierende Photoprodukt (P, = 543 nm) sowie die inverse Konversion liefern je
zwel semistabile Intermediate mit folgenden Lebenszeiten: Rlgso630 (T = < 1 ps); R2¢;0 (t =
920 ps); Glszo (t =190 ps); G2630 (t = 1,01 ms) (Abb. 5-13, links). Das erste Intermediat R1
der Konversion in das Photoprodukt P, ist vergleichbar zu Cphl. Es bildet sich sehr schnell

unterhalb des Nanosekundenzeitbereich und besitzt eine Lebenszeit um 1 ps. Gleichzeitig
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zeigt sich wie bei Cphl eine Rotverschiebung (648 nm zu 650-680 nm) (86,106). Dieser Um-
stand und die Ahnlichkeit der Absorptionsmaxima Pr und Lumi-R von Cphl zu Pr und R1
von AnPixJ legt eine vergleichbare Anderung der Konfiguration, genauer gesagt in beiden
Féllen eine Z/E-Isomerisierung, nahe. Dies wurde durch weiterfiihrende Resonanz-Raman
und >C MAS NMR Spektroskopie Messungen bestitigt (85,86). Das nachfolgende R2 Inter-
mediat und der abschlieBende P,-Zustand zeigen eine starke Blauverschiebung, wohingegen
die dem Lumi-R Intermediat nachfolgenden Intermediate von Cphl im rot- sowie dunkelroten
Spektralbereich angesiedelt sind. Eine Erklirung fiir die Blauverschiebung liefern die *C
NMR Messungen, die einen Anstieg der Elektronendichte am C- und am D-Ring des Bilin-
chromophors beim Ubergang in den P, zeigen, wohingegen die Elektronendichte im Fall von
Cph1A2 (das N-terminale Sensormodul) bei der Photokonversion in den Pg-Zustand abnimmt.
Dieser Unterschied weist auf eine Destabilisierung eines LUMO im Pg-Zustand hin, welche

zu der Blauverschiebung fiihrt (85).

Die zuvor erwihnten Tieftemperatur-Resonanz-Raman-Messungen identifizieren je
ein weiteres Intermediat fiir beide Photokonversionsrichtungen. Weiterhin geben die
Messungen Aufschluss iiber die Protonierungszustinde im Verlauf des Photozyklus (Abb.
5-13, rechts) (86). Wie bei den klassischen Phytochromen, z.B. Cphl, ist der Chromophor in
beiden Zustinden protoniert, wobei im Verlauf beider Konversionen eine De- als auch eine

Reprotonierung stattfindet (107).

Abb. 5-13: links: Photozyklus von AnPixJg2 mit den Intermediaten fiir die gegenliufigen
Photokonversionen mit den dazugehorigen Lebenszeiten. Erginzend sind die beiden angeregten Zustinde
mit dem jeweiligen Emissionsmaximum der Fluoreszenz sowie der Fluoreszenzlebenszeit angegeben (75);
rechts: Je ein zusitzliches Intermediat fiir beide Richtungen wurde mittels Tieftemperatur-Resonanz-
Raman-Messungen identifiziert. Zusitzlich sind die gemessenen Protonierungszustands-Anderungen
angegeben (blau) (86).
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2699gafl und 2699gaf3

Das CBCR AphC (all 2699) aus Nostoc sp. PCC 7120 besitzt drei GAF-Doménen, von
denen zwei PCB als Chromophor mittels eines Cysteinrestes binden (GAF1: Cys138; GAF3

Cys554) und eine reversible Photochemie zeigen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die isolierten chromophorbindenden GAF-
Dominen unabhingig voneinander untersucht. Dabei zeigen die GAF1- und GAF3-Doméne
zwei unterschiedliche Arten von Photozyklen. Beide besitzen einen rot-absorbierenden ther-
misch stabilen Ausgangszustand. Im Fall von der GAF1-Doméne zeigt sich ein den kanoni-
schen Phytochromen sehr vergleichbarer rot/dunkelrot Photozyklus (Abb. 4-26). Durch Be-
lichtung mit einer LED mit der Wellenldnge 585 konnte ein thermisch instabiles dunkelrot-
absorbierendes Photoprodukt mit einer Dunkelriickkehrzeit von ~ 100 min erzeugt werden
(Abb. 4-27). Im direkten Vergleich bildet die GAF3-Domine durch Belichtung (LED 670
nm) ein deutlich instabileres orange-absorbierendes Photoprodukt mit einer Riickkehrzeit von

~38 s (Abb. 4-31 und Abb. 4-32).

In der nachfolgenden Tabelle sind die Lebenszeiten der identifizierten Intermediate

des Photozykluses von GAF1 zusammengefasst aufgefiihrt (Tab. 5-6).

Tab. 5-6: Vergleich der Lebenszeiten der Globalanalyse von 2699gafl, P. = Py, P, 2 P,

2699gafl T1 [ps] T [ps] T3 [ms]
P, 2 Py 2,7 43,6 7,1
Py 2 P, - 14,5 0,9

Man findet fiir den Ubergang vom dunkelrot-absorbierenden in den rot-absorbierenden
Zustand deutlich kiirzere Lebenszeiten im Vergleich zur inversen Konversion. So findet man
fiir das zweite Intermediat eine um den Faktor drei bzw. fiir das dritte Intermediat eine um den
Faktor sieben kiirzere Lebenszeit. Bestétigt wird dies durch die absoluten Differenzspektren,
die fiir diesen Ubergang nach 50 Mikrosekunden eine fast vollstindige Bildung des P.-
Zustandes aufweisen. Bei der Photokonversion vom P,- in den Pg-Zustand findet die kom-

plette Umwandlung erst zum letzten gewéhlten Zeitpunkt von 7 Millisekunden statt.
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Der Absorptionsverlauf bei der Konversion vom rot- in den dunkelrot-absorbierenden
Zustand zeigt eine groBe Ahnlichkeit zu SynCph2(1-2), wobei fiir 2699gafl im Gegensatz zu
den vier Lebenszeiten bei SynCph2(1-2) nur 3 Lebenszeiten identifizierbar sind (Abb. 5-3 und
Abb. 5-14). Beide weisen ein sehr schnelles Intermediat (Lumi-R bei SynCph2(1-2)) auf, des-
sen Bildung auferhalb unserer Auflosung liegt. Der Zerfall ist in beiden Féllen messbar und
besitzt eine sehr dhnliche Lebenszeit (2699gafl: 1,7 us; SynCph2(1-2): 1,3 ps). Daran an-
schlieBend findet sich bei SynCph2(1-2) das Intermediat R1 mit einer Lebenszeit von 299 us
und das nachfolgende R2 Intermediat (t = 2,56 ms). Die GAF1-Doméne zeigt nur ein ver-
gleichbares Intermediat, welches vom Verlauf dem R2 Intermediat dhnelt, jedoch mit 51 ps
eine deutlich kiirzere Lebenszeit aufweist. Das dritte Intermediat ist ebenso vergleichbar und
weist mit 7,1 ms (SynCph2(1-2) t = 2,6 ms) eine dhnliche, wenn auch ungefidhr doppelt so
schnelle Lebenszeit auf. Der Vergleich der LADS bestitigt die Gemeinsamkeiten in der Pho-
tokonversion und weist ebenso das in 2699gafl fehlende R1-Intermediat auf, welches bei

SynCph2(1-2) nur auf leichte Konformationsédnderungen hindeutet (Abb. 4-5 und Abb. 4-28).
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Abb. 5-14: Blitzlichtphotolysemessung von 2699gafl aus Nostoc sp. PCC 7120, Photokonversion von P, =
Py, Absorptionsverlauf bei 690 nm in den Zeitfenstern von 200 ps, 2 ms und 20 ms.
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Fiir die gegenldufige Konversion vom dunkelrot-absorbierenden Photoprodukt in den
rot-absorbierenden Ausgangzustand liefern die LADS Lebenszeiten fiir zwei Intermediate
(14,5 us; 884,1 ps). Diese werden durch die Differenzspektren, die eine instantane Konversi-
on zeigen, nicht bestitigt (Abb. 4-29 und Abb. 5-15). Das legt die Vermutung nahe, sofern
tatsdchlich Intermediate auftreten, dass diese zu schnell fiir unsere Messmethode sind oder
dass die Bildung und der Zerfall der Intermediate zeitgleich erfolgen und somit keine Absorp-

tionsdnderung messbar ist.
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Abb. 5-15: Differenzspektren der P, zu Pg-Konversion von 2699gafl zu gewéhlten Zeiten .

Wie oben bereits erwéhnt, bildet die GAF3-Doméne von AphC (all2699) ein sehr in-
stabiles orange-absorbierendes Photoprodukt. Die Bildung dieses Photoproduktes zeigt bei
den Ergebnissen der zeitaufgeldsten Blitzlichtphotolyse in den LADS zwei Intermediate, wo-
bei das erste mit einer Lebenszeit von 100 ps praktisch keine Absorptionsdnderungen auf-
weist. Das zweite LADS mit einer Lebenszeit von 2,23 ms zeigt den gesamten Absorptionsan-
teil an der Bildung des P, Photoproduktes. Die Einzelspektren in Abb. 5-16 bestdtigen dies, da
sie ebenfalls {iber den gesamten detektierten Zeitbereich einen stetigen Absorptionsanstieg
aufzeigen, der mit einer Lebenszeit von 2,32 ms in den P,-Zustand {ibergeht. Somit ldsst sich
fiir die Bildung des Photoproduktes vermuten, dass entweder mogliche Intermediate deutlich
schneller sind als diese Messung auflosen kann, oder dass eine im Vergleich zu anderen ver-

messenen Phytochromen abgewandelte Photochemie auftritt. Diese Resultate bestdrken die
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oben geduBerte Vermutung, dass dieses Protein in die Klasse der rot/griin CBCR gehort, wo-
bei das orange-absorbierende Photoprodukt mit seiner deutlich geringeren Absorptionsver-
schiebung und sehr kurzen Lebenszeit moglicherweise ein gehindertes Intermediat darstellt
und somit keine nachfolgenden Intermediate messbar sind, wie man es bei den zuvor be-

schrieben Phytochromen findet.
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Abb. 5-16: Blitzlichtphotolysemessung von 2699gaf3 aus Nostoc sp. PCC 7120, Photokonversion von P, =
P,, Absorptionsverlauf bei 560 nm in den Zeitfenstern von 200 us, 2 ms und 20 ms.

Die inverse Konversion aus dem Photoprodukt in den Ausgangszustand ist komplexer
als die zuvor beschriebene Bildung des Photoproduktes und durchlduft entsprechend den
LADS (Abb. 4-41) drei Intermediate (t; = 28,1us; 1, = 424,3 us; 13 = 2,38ms). Die Betrach-
tung von Einzelspektren der drei Zeitfenster bei der Beobachtungswellenlinge von 640 nm
zeigt nur zwei Intermediate (1) = 32 ps; 1, = 2 ms) (Abb. 5-17). Die ersten beiden Intermedia-
te weisen dabei auf die Bildung des P,-Zustandes hin, wohingegen das letzte Intermediat mit
einer Lebenszeit von ~2 ms einen Zerfall dieses neu gebildeten Zustands beschreibt. Beson-
ders deutlich wird dies bei der Betrachtung des 20 ms Zeitfensters. Auffallend ist hier, dass
die Absorption abfillt, dieser Abfall jedoch nach 2 ms stagniert und keine nachfolgende Ab-
sorptionsdnderung auftritt. Diese Beobachtung bestétigen die Differenzspektren (Abb. 5-17,
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unten rechts). Sie zeigen nach 100 us einen Peak bei ~650 nm, dem Maximum des P,-
Zustandes, mit einer Schulter bei ~630 nm. Zum letzten Zeitpunkt ist die Absorption bei 650
nm etwas kleiner, die Absorption der Schulter hat jedoch deutlich abgenommen. Der in den
LADS und den Zeitfenstern gefundene Abfall der Absorption deckt sich mit dieser Differenz
bei 630 nm und erklért das Stagnieren des Absorptionsabfalls.
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Abb. 5-17: Blitzlichtphotolysemessung von 2699gaf3 aus Nostoc sp. PCC 7120, Photokonversion von P, >
P,, Absorptionsverlauf bei 640 nm in den Zeitfenstern von 200 ps, 2 ms und 20 ms. Differenzspektren der
P, zu P,-Konversion von 2699gaf3 zu gewiihlten Zeiten (unten rechts).

Es lésst sich somit festhalten, dass bei der Konversion aus dem P, Photoprodukt zu-
ndchst ein Intermediat mit einem Absorptionsmaximum bei 650 nm sowie einer Schulter bei
630 nm gebildet wird. Bei der endgiiltigen Ausbildung des P,-Zustandes verschwindet diese
Schulter fast vollkommen und das Absorptionsmaximum bei 650 nm wird bezogen auf die

Absorption etwas kleiner.
Wie zuvor erwihnt, ldsst sich vermuten, dass das aullergewOhnliche orange-

absorbierende Photoprodukt mit der sehr kurzen Riickkehrzeit in den P, Ausgangzustand ei-

nen Intermediats-Zustand in einem nicht vollstindigen Rot/Griin-Photozyklus darstellt. Um
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diesen Umstand und die einzigartige Photochemie zu untersuchen, wurden Punktmutationen
in die Aminosduresequenz des Proteins eingefiihrt. Hierzu wurde mit Serin 487 eine Position
ausgewdhlt, die im direkten Umfeld des Chromophors liegt und einen Einfluss auf ihn ausii-
ben konnte. Serin wurde zum einen in das deutlich gréBere, positiv geladene Arginin mutiert,
zum anderen wurde in diese Position ein Glycin (als kleinste mogliche Aminoséure) einge-

fiihrt.

Die stationdren Absorptionsspektren der Mutanten S487R (Pymax) = 648 nm; Pymax) =
589 nm) und S487G (Pymax) = 645 nm; Pomax) = 575 nm) zeigten nur geringfiigige Anderun-
gen im Vergleich zum 2699gaf3 WT (Pymax) = 645 nm; Pymax) = 585 nm) (Abb. 4-31, Abb.
4-34 und Abb. 4-36). Dafiir ist ihr Einfluss auf die beim WT mit ~38 s gemessene, sehr
schnelle Dunkelkonversion vom Photoprodukt in den Grundzustand erheblich deutlicher
(Abb. 4-32). Die Riickkehr-Kinetik der stationdren Absorptionsmessung bei 645 nm weist fiir
S487R bzw. S487G mit 20 min bzw. 31 min eine deutlich verldangerte Riickkehrzeit auf (Abb.
4-35 und Abb. 4-37). Das lasst in beiden Fillen auf ein durch die Mutation stabilisiertes Pho-
toprodukt schlieBen.

Auf diese stabilisierende Wirkung weisen ebenso die Blitzlichtphotolyse-Messungen
hin. Die Lebenszeiten der P, zu P,-Konversion, entsprechend der Bildung des Photoproduktes,
sind deutlich geringer (angegeben wird hier das letzte Intermediat, WT: 1= 2,23 ms; S487R: t
=507,7 us; S487G: 1 =260 us) (Abb. 4-40, Abb. 4-43 und Tab. 4-1). Fiir die inverse Konver-
sion vom P,- in den P,-Zustand finden sich ebenso Hinweise fiir eine stabilisierende Wirkung

der Mutanten auf das Photoprodukt.

Die S487G Mutante zeigt fiir die ersten beiden Intermediate der P, zu P, Konversion
einen dhnlichen Absorptionsverlauf. Jedoch findet man fiir das zweite Intermediat eine dop-
pelt so lange Lebenszeit, ausgenommen ist der Laserartefakt bei der S487G Mutante (S487G:
T, = 958,8 us; WT: 1, = 424,3 pus) (Abb. 4-41 und Abb. 4-44). Auffillig ist, dass das in der
Wildtypform auftauchende dritte Intermediat bei der Mutante nicht nachgewiesen wird. Die
doppelt so lange Lebenszeit bestirkt den Hinweis auf das thermisch stabilere Photoprodukt,
welches durch die Stabilitdtserhohung nicht so schnell in den Ausgangszustand {ibergeht wie

der WT.
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Ahnliche Beobachtungen sind fiir die S487R Mutante zu machen. In diesem Fall muss
aufgrund nicht aussagekriftiger LADS auf den Vergleich von Einzelwellenlédngenfits zwi-
schen der Mutante und dem WT zuriickgegriffen werden. Diese zeigen, wie fiir die S487G
Mutante bei der Konversion vom Photoprodukt in den P,-Zustand, einen dhnlichen Einfluss

der Mutation, welcher zu einer etwa doppelt so langen Lebenszeit fiihrt (Tab. 4-2).

Als ein weiteres Charakterisierungskriterium fiir den Einfluss der Mutationen auf die
Photochemie bzw. speziell auf die Fluoreszenz und die damit verbundene Geometrie des
Chromophors wurde die Stokes-Verschiebung bestimmt (Tab. 5-7). Sie gibt die Energiediffe-
renz zwischen dem Absorptionsmaximum und dem Maximum der Fluoreszenzemission an
und wird iiblicherweise in cm™ angegeben. Diese ist von der Interaktion des Chromophors mit

dem Protein sowie der direkten Umgebung des Chromophors abhéngig.

Tab. 5-7: Stokes-Verschiebung. Vergleich vom WT von 2699gaf3 und den dazugehérigen Mutanten.

Protein Pr-Zustand [cm'l] Po-Zustand [cm'l]
2699gaf3-WT 463 1390
2699gaf3-S487R 395 1373
2699gaf3-S487G 96 1717

Der Einfluss der Mutationen auf die Stokes-Verschiebung zeigt sich besonders deut-
lich fiir den P,-Zustand. Dieser ist bei der Mutante S487R etwas kleiner, im Gegensatz dazu
aber bei der Glycin-Mutante (S487G) erheblich kleiner. Dies ist ein Indiz fiir eine durch die
Mutationen gednderte Geometrie des Proteins, die die Interaktion zwischen Chromophor und
Protein beeinflusst. Der deutlich groBBere Einfluss der S487G Mutante kann auf die sehr kleine
Aminosdure Glycin zuriickzufiihren sein. Eine Vermutung wire, dass durch die kleinere Ami-
nosdure der Chromophor enger am Proteinriickgrat liegt und daher beim Ubergang in den

angeregten Zustand keine groBe geometrische Anderung moglich ist.
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1393gaf3

Das Cyanobacteriochrome RGS (slr1393) aus Synechocystis sp. PCC 6803 besitzt drei
GAF-Doménen. Mutationen zeigen, dass nur die GAF3-Domine den Chromophor, im vorlie-
genden Fall das PCB, bindet (77). Die GAF3-Domine zeigt 49% Ubereinstimmung zu der
Sequenz des zuvor erwahnten AnPixJ und durchliuft wie dieses einen Rot/Griin-Photozyklus.
Im Gegensatz zu AnPixJ, welches eine langsame thermische Riickkehr des Photoprodukts in
den Grundzustand aufweist, verbleibt 1393gaf3 nahezu vollsténdig thermisch stabil im griin-
absorbierenden Photoprodukt (Abb. 4-46) (114). Untersuchungen der friihen photochemi-
schen Reaktionen der Photokonversion des P/(15Z)- bzw. des Py (15E)-Zustandes mittels
Transienter Absorptionsspektroskopie im Femtosekunden-Zeitbereich zeigen groB3e Unter-
schiede der Reaktionsdynamiken im Vergleich zu anderen Rot/Griin CBCRs. Auffallend da-
bei ist vor allem die langsamere Kinetik der Isomerisierung beim Ubergang in das primire

Photoprodukts (115).

In der vorliegenden Arbeit wurden die nachfolgenden Intermediate im Mikro- bis Mil-
lisekunden-Zeitbereich untersucht. In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 5-8) sind die Ergebnis-
se der Blitzlichtphotolysemessungen des in vivo assemblierten Wildtyps aus dem Global Fit
und der in vitro assemblierten Variante, welche einen rotverschobenes Photoprodukt besitzt
(Pg(in vivo)max = 591 nm; Py(in vitro)max = 538 nm), aus Einzelwellenldngenfits zusammen-

gefasst.

Tab. 5-8: Ergebnisse der Blitzlichtphotolysemessungen von 1393g3 aus Synechocystis sp. PCC 6803. Oben:
Lebenszeiten der LADS fiir das in vivo assemblierte Protein. Unten: Lebenszeiten aus den Fits einzelner
Zeitfenster fiir die angegebenen Wellenléingen des in vitro assemblierten Proteins (Die erste Wellenléinge
beschreibt die Anregungswellenléinge, die zweite die Beobachtungswellenliinge). In Klammern sind die
Lebenszeiten fiir die in vivo Variante angeben, die ebenfalls aus Einzelwellenléingenfits ermittelt wurden.

WT (in vivo) 71 [ps] T3 [ps] T3 [ms]
Pr-> Pg 3,2 390 1,5
Pg = Pr 1,2 340 1,03
WT (in vitro)
650/520 20 (206) - (300) 2,4 (1,5)
540/650 1(1,3) 24 (360) 1,5 (1)
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Die Ergebnisse der Blitzlichtphotolyse des in vivo assemblierten Proteins zeigen flir
beide Photokonversionen drei Intermediate. Dabei findet sich in beiden Konversionen nur ein
dominantes Intermediat, welches durch die Differenzspektren bestétigt wird (Abb. 4-55). Dies
spiegelt die im Vergleich zu kanonischen Phytochromen simple Photochemie dieser CBCR
GAF-Domine wieder. Eine Erklarung dafiir liegt vermutlich an der deutlich geringeren Grofe
dieser Proteine, die leichter der durch die Chromophor-Isomerisierung erzwungenen Konfir-

mationsidnderungen folgen konnen.

Das in vitro assemblierte Protein zeigt ein hypsochromes Photoprodukt (Ama.x = 590
nm) und geringfiigig langere Lebenszeiten der Intermediate, was auf einen Unterschied der
Faltung der Polypeptidkette hindeuten kann. Dies bekriftigt der Unterschied in der Stoke-

Verschiebung zwischen dem in vivo und in vitro assemblierten Protein.

Neben dem WT wurden drei Mutanten untersucht, die bereits einen groflen Einfluss
auf die steady-state Absorption des P,-Photoproduktes aufweisen (Abb. 4-48 - Abb. 4-50).
Diese zeigen bis auf die D531T Mutante, die dhnliche Lebenszeiten wie der WT besitzt, einen

Einfluss auf die Lebenszeiten der Intermediate fiir beide Photokonversionen (Tab. 5-9).

Tab. 5-9 Ergebnisse der Blitzlichtphotolysemessungen der Mutanten von 1393g3 aus Synechocystis sp.
PCC 6803. Lebenszeiten aus den Fits einzelner Zeitfenster fiir die angegebenen Wellenléingen jeweils fiir
die angegebene Mutante (die erste Wellenléinge beschreibt die Anregungswellenliinge, die zweite die Be-
obachtungswellenliinge). In Klammern sind die Lebenszeiten fiir WT der in vivo Variante angeben, die
ebenfalls aus Einzelwellenliingenfits ermittelt wurden.

R508N 71 [ps] 75 [ps] T3 [ms]
670/540 7,4 (26) 470 (300) 4,55 (1,5)
530/650 -(1,3) 113 (360) 0,45 (1)

DS31T
650/520 14 (26) 260 (300) 0,8 (1,5)
540/650 1,9 (1,3) 355 (360) 0,94 (1)

N532Y
650/540 7,5 (26) 390 (300) -(1,5)
650/710 2,5() 470 (-) -()
525/650 73 (1,3) - (360) 6,2 (1)

130




Dieser Umstand zeigt, dass die AS R508 und N532 einen Einfluss auf die Protein-
Chromophor Interaktion haben. Mutationen der AS D531, die etwas weiter entfernt liegt als

die anderen beiden mutierten AS, zeigen hingegen keinen Einfluss.
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6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit gibt einen breiten Uberblick iiber die Kinetiken der Photokonversio-
nen verschiedener Bilin-bindender Phytochrome als auch {iber die isolierten Chromophorbin-
denden GAF-Doménen der Cyanobacteriochrome. Dabei werden die vielféltigen photochemi-
schen Eigenschaften und die damit verbundenen sehr variablen Photozyklen deutlich. Die
BV-bindenden Phytochrome und SynCph2(1-2) aus Synechocystis sp. PCC 6803 besitzen ei-
nen den klassischen Phytochromen vergleichbaren Rot/Dunkelrot Photozyklus, wohingegen,
die Cyanobacteriochrome, die ausschlieBlich aus einer chromophorbindenden GAF-Doméne
bestehen, mit einem Rot/Dunkelrot, Rot/Orange bzw. Rot/Griin Photozyklus die hohe spektra-
le Variabilitdt der Klasse der CBCRs aufzeigen.

Diese Variabilitit sowie die Flexibilitdt der GAF-Domine als auch die in einigen Fil-
len (wie hier bei 1393gaf3) hohe thermische Stabilitit des Photoproduktes machen die
CBCRs zu sehr interessanten Photorezeptoren in Bezug auf biologische Modifikation und
Applikationen. Dazu zédhlen zum Beispiel die Optogenetik oder der Einsatz als Fluoreszenz-

marker.

Um diese Einsatzmdglichkeiten zu gewéhrleisten, muss in nachfolgenden Arbeiten vor
allem eine genauere Betrachtung der Signalweiterleitung zur letztendlichen biologischen
Funktion erfolgen, die in den meisten Fillen einer Histidinkinase zugeordnet werden kann.
Dies wiirde zudem eine Grundlage fiir Fusionen mit anderen Enzymaktivititen darstellen,
deren Aktivitdt so durch Bestrahlung mit Licht verschiedener Wellenldnge an bzw. abgeschal-

tet werden kann.
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8 Anhang

8.1 Aminosauren

Aminosiure
Alanin
Arginin
Asparagin
Asparaginsdure
Cystein
Glutamin
Glutaminsdure
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Dreibuchstabencode
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Einbuchstabencode
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