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ZUSAMMENFASSUNG
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Die Photosynthese ist einer der bedeutsamsten biochemischen Prozesse auf der Erde und ist aus
evolutiondrer Sicht als entscheidend fiir die Entwicklung des Lebens in seiner heutigen Form
anzusehen. Fiir die Photosynthese sind Pigmente wie z. B. (Bakterio-)Chlorophylle essentiell, wobei
lichtabhangige Protochlorophyllid-Oxidoreduktasen (LPORs) Schliisselenzyme fiir deren Synthese
darstellen. LPORs bendtigen Licht und den Kofaktor Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)
fir die Reduktion der (Bakterio-)Chlorophyll Vorstufe Protochlorophyllid (Pchlid). Die
Entstehungsgeschichte von LPORs ist eng mit der Entwicklung der Photosynthese verbunden. Derzeit
wird angenommen, dass LPORs vor ca. 2,5 Milliarden Jahren in Cyanobakterien als Anpassung an den
steigenden Sauerstoffgehalt der Atmosphare entstanden sind. Diese Hypothese beruht hauptsachlich
auf dem Verbreitungsmuster von LPORs und deren Fehlen in anoxygenen phototrophen
Mikroorganismen. Abweichend von dieser Hypothese konnten Kaschner etal. [1] 2014 eine
funktionelle LPOR in einem aerob anoxygenen phototrophen Bakterium (AAPB) identifizieren. Zur Zeit
dieses Fundes waren keine weiteren LPORs in AAPBs bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit konnten in
verschiedenen Datenbanken 27 neue putative LPORs in AAPBs identifiziert werden. Zwolf dieser
putativen LPORs wurden in dieser Arbeit heterolog produziert, wenn moglich gereinigt und auf ihre
Funktion hin untersucht. Auf diese Weise konnte fiir neun dieser zwolf putativen Enzyme in vitro
eindeutige LPOR-Aktivitdt nachgewiesen werden. Sieben gut zu reinigende AAPB LPOR-Enzyme
wurden anschlielend, im Vergleich mit einer pflanzlichen LPOR aus Arabidopsis thaliana (AtLPORC)
und der cyanobakteriellen LPOR aus Thermosynechococcus elongatus (TeLPOR), eingehender
biochemisch  charakterisiert. Hierbei wurden Temperatur- sowie pH-Aktivitatsoptima,
Temperaturstabilitdten, Substratpriferenz und die Dissoziation des terndren LPOR/NADPH/Pchlid-
Komplexes analysiert. Hinsichtlich dieser Parameter konnten, mit einigen wenigen Ausnahmen,
deutliche Unterschiede zwischen den AAPB LPORs und den cyanobakteriellen und pflanzlichen
Enzymen nachgewiesen werden. Untersuchungen mittels Kleinwinkel-Rontgenstreuung (englisch:
small-angle X-ray scattering, SAXS) zeigten zudem eine global konservierte Struktur zwischen AAPB
LPORs und der cyanobakteriellen TeLPOR. In einem, basierend auf einem LPOR-Sequenzalighment
rekonstruierten, phylogenetischen Stammbaum bilden die AAPB LPORs eine monophyletische Gruppe,
was, zusammen mit den zu den pflanzlichen und cyanobakteriellen LPORs unterschiedlichen
biochemischen Eigenschaften, die Vermutung nahe legt, dass es sich bei AAPB LPORs um eine
evolutionar und strukturell konservierte Enzymfamilie handelt. Aus evolutionarer Sicht kann hierbei
die Anwesenheit von funktionellen LPORs in AAPBs nicht mittels eines einzigen horizontalen
Gentransfers (HGT) von einem Cyanobakterium, wie in der Arbeit von Kaschner et al. [1] postuliert,

erklart werden. Vielmehr sind zur Erklarung der erhaltenen Stammbaumtopologie mehrere HGTs
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notwendig, wobei bei Betrachtung eines datierten Stammbaums, welcher die Evolution der
entsprechenden Bakteriengattungen widerspiegelt, eine unabhangige konvergente Evolution von

LPORs in AAPBs zumindest gleich wahrscheinlich erscheint.

Obwohl LPORs bereits seit mehr als 50 Jahren untersucht werden, konnte bisher keine LPOR-
Kristallstruktur gel6st werden, was weiterfihrende Untersuchungen zur Bildung des terndren
LPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes sowie des Reaktionsmechanismus erschwert. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit versucht, verschiedene LPOR-Enzyme zu kristallisieren, wobei fiir einige Enzyme
zwar Kristalle erhalten werden konnten, die Kristallqualitat jedoch bisher eine Strukturlésung in hoher
Auflésung unmoglich macht. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit die Struktur und
Dynamik des cyanobakteriellen TelLPOR-Enzyms in Losung mittels SAXS und inkoharenter
quasielastischer Neutronenstreuung (incoherent quasielastic neutron scattering, QENS) untersucht.
Hierbei konnte erstmals ein niedrigauflésender Einblick in die Struktur des monomeren LPOR-
Apoproteins gewonnen werden, sowie mittels Homologiemodellierung ein physikalisch sinnvolles
Modell des Volllangenproteins vorgeschlagen werden. Basierend auf SAXS und analytischen
Ultrazentrifugations-Untersuchungen konnte zudem eindeutig nachgewiesen werden, dass die
Bildung des terndren LPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplexes zu einer Dimerisierung des Enzyms
flihrt. Mittels QENS konnte aulRerdem erstmals gezeigt werden, dass dynamische Prozesse im ps- bis
ns-Bereich eine wichtige Rolle bei der Bildung des terndren LPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes spielen,
sowie dass die ,Aktivierung” des ternidren Komplexes mittels Licht zu einer Anderung der

Proteindynamik fiihrt, was einen Zusammenhang zwischen Proteindynamik und Katalyse nahelegt.
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Photosynthesis is one of the most important biochemical processes on earth. From an evolutionary
perspective, the development of photosynthesis was crucial for the development of life in its present
form. Pigments like (bacterio-)chlorophylls are essential for photosynthesis, with light dependent
protochlorophyllide oxidoreductases (LPORs) representing key enzymes for their synthesis. LPORs
need light and the cofactor nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) for the reduction
of the (bacterio-)chlorophyll precursor protochlorophyllide (Pchlide). The evolutionary origin of LPORs
is hereby closely linked to the development of photosynthesis. Currently it is assumed that LPORs arose
approximately 2.5 billion years ago as adaption to the rise of the atmospheric oxygen level. This
hypothesis is mainly based on the distribution pattern of LPORs and its absence in anoxygenic
phototrophic microorganisms. In contrast to this hypothesis, Kaschner et al. [1] recently identified a
functional LPOR in an aerobic anoxygenic phototrophic bacterium (AAPB). At this time no further
putative LPORs could be found in AAPBs. Within the scope of this thesis 27 new putative LPORs from
AAPBs were identified in different databases. Twelve of them were heterologously produced, purified
if possible and tested for their functionality. Hereby, using an in vitro assay, LPOR activity could clearly
be proven for nine of the enzymes. Subsequently, seven AAPB LPOR enzymes, that could easily be
purified, were biochemically characterized in comparison to the plant LPOR of Arabidopsis thaliana
(AtLPORC) and the cyanobacterial LPOR of Thermosynechococcus elongatus (TeLPOR). Here,
temperature and pH activity optima, temperature stabilities, substrate preferences and the
dissociation of the ternary LPOR/NADPH/Pchlide complex were analyzed. With regard to these
parameters distinct differences between AAPB LPORs and the cyanobacterial and plant enzymes could
be proven with a few exceptions. Furthermore, small-angle X-ray scattering (SAXS) studies revealed a
conserved global structure of AAPB LPORs and the cyanobacterial TeLPOR. In a phylogenetic tree that
was reconstructed from an LPOR sequence alighment, AAPB LPORs form a monophyletic group.
Together with their different biochemical properties this observation warrants the assumption that
AAPB LPORs represent a novel evolutionary and structurally conserved group of LPOR enzymes. In
evolutionary terms the presence of functional LPORs in AAPBs cannot be explained by a single
horizontal gene transfer (HGT) like Kaschner et al. [1] postulated. Instead several HGTs are necessary
to explain the observed tree topology, whereby the consideration of a dated tree which reflects the
evolution of the LPOR-containing bacterial genera, independent convergent evolution of LPORs in

AAPBs appears to be at least equally probable.

Although LPORs have been known and investigated for more than 50 years, no crystal structure of an
LPOR enzyme has been solved to date, which makes further investigations into the formation of the

ternary LPOR/NADPH/Pchlid complex and the reaction mechanism difficult. Therefore, as part of this
I
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thesis, crystallization trials were carried out for different LPOR enzymes. While, for some enzymes
crystals could be obtained, the present crystal quality was insufficient to enable the determination of
a high-resolution LPOR structure. Hence, the structure and dynamics of the cyanobacterial TeLPOR
enzyme was investigated in solution by the use of SAXS and incoherent quasielastic neutron scattering
(QENS). Those studies enabled a first low-resolution glimpse into the structural architecture of the
monomeric LPOR apo-protein. Furthermore, a physically meaningful model of the full-length protein
could be suggested by homology modelling. Based on SAXS and analytical ultracentrifugation studies
it could clearly be proven that the formation of the ternary LPOR/NADPH/Pchlide holo-protein complex
results in dimerization of the enzyme. Using QENS, dynamic processes in ps to ns range could for the
first time be shown to play an important role for the formation of the LPOR/NADPH/Pchlid ternary
complex. Furthermore it could be shown that “activation” of the ternary complex by light leads to
changes in the protein dynamics, providing a link between protein dynamics, ternary complex

formation and catalysis.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Photosynthese

Alle Lebewesen benétigen Energie in Form hochenergetischer organischer Substanzen wie Zucker, fiir
z.B. Wachstum, Bewegung und Fortpflanzung. Grundsatzlich werden heterotrophe Organismen,
welche zur Deckung ihres Energiebedarfs auf die Aufnahme organischer Stoffe angewiesen sind, und
autotrophe Organismen, welche diese selbst aus anorganischen Substanzen aufbauen koénnen,
unterschieden. Dies kann z. B. bei chemoautotrophen oder chemolithotrophen Bakterien durch die
Oxidation anorganischer Stoffe wie Schwefel und Eisen erfolgen [2, 3]. Photoautotrophe Organismen
nutzen die Energie des Sonnenlichts mittels des Prozesses der Photosynthese zur Gewinnung
chemischer Energie, wobei letztendlich Zucker, welcher den Organismen als Nahrung dient, hergestellt
wird. Dieser Zucker wird wahrend der Zellatmung in Energie umgewandelt. Wahrend der
Photosynthese wird zunachst Licht von Pigmenten, wie z.B. Chlorophylle, welche nicht kovalent
gebunden in Lichtsammelkomplexen vorliegen, absorbiert. Dabei absorbieren die unterschiedlichen
Pigmente Licht verschiedener Wellenldnge [4-6]. Im Reaktionszentrum des Antennenkomplexes
fungiert Chlorophyll als Elektronendonor und Ubertragt sein angeregtes Elektron auf einen
Elektronenakzeptor. Die Energie des angeregten Elektrons wird (iber eine Elektronentransportkette in
elektrische und osmotische Energie umgewandelt. Das energiearme Elektron wird Uber weitere
Elektronenibertrager zum  Chlorophyliradikal  zurlcktransportiert [7]. Dabei wird aus
Kohlenstoffdioxid und einem Reduktans eine energiereiche organische Verbindung hergestellt [7].
Diese Umwandlung von Sonnenlicht in biochemisch nutzbare Energieformen bildet die Grundlage des
Lebens auf der Erde [8, 9]. Hierbei wird ein Jahresumsatz von 300 bis 500 Milliarden Tonnen
Kohlenstoffdioxid angenommen [10]. Die Photosynthese ist daher einer der bedeutsamsten
biochemischen Prozesse auf der Erde und ist aus evolutiondrer Sicht als entscheidend fur die

Entwicklung des Lebens in seiner heutigen Form anzusehen.
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Lichtreaktion Dunkelreaktion
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Thylakoide

0, ATP
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H,0 NADPH+H

NADP
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Abbildung 1: Ubersicht {iber die Photosynthese am Beispiel der oxygenen Photosynthese. Die oxygene Photosynthese
findet in zwei Reaktionsfolgen statt: Die Licht- und Dunkelreaktion. Wahrend der Lichtreaktion wird Licht von Chlorophyll
absorbiert. Hierdurch wird Gber das Photosystem (PS) II, PSI und dem (nicht-)zyklischen Elektronentransport Energie in Form
von ATP und NADPH+H* generiert. Des Weiteren wird durch die Spaltung von Wasser molekularer Sauerstoff freigesetzt. In
der Dunkelreaktion wird die erzeugte Energie verwendet, um Kohlenstoffdioxid zu fixieren und Kohlenhydrate aufzubauen
(Calvin-Zyklus).

Pflanzen, Algen und einige Bakterien, wie einige Untergruppen der Proteobakterien (z.B.
Purpurbakterien), Chlorobien, Chloroflexi, Acidobakterien und Bakterien aus dem Phylum Firmicutes

die Heliobacteriaceae, betreiben Photosynthese [11].

Hierbei unterscheidet man zwei Arten der Photosynthese, die oxygene und anoxygene Photosynthese.
Bei der oxygenen Photosynthese wird ausschliellich Wasser als Reduktans verwendet, wobei

molekularer Sauerstoff und Glukose produziert werden [7, 12].

Gleichung der oxygenen Photosynthese [7]:

Licht
6 CO, + 12 H,0 ——> C4H;,0¢ + 6 Hy0 +6 0,

Die oxygene Photosynthese wird von Pflanzen und Cyanobakterien betrieben und findet in zwei
Reaktionsfolgen statt. Diese werden als Licht- und Dunkelreaktion bezeichnet (vereinfacht dargestellt

in Abbildung 1). Die Lichtreaktion ist, wie der Name sagt, lichtabhangig. Wahrend der Lichtreaktion
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wird molekularer Sauerstoff durch die Spaltung von Wasser freigesetzt. Im Photosystem Il (PSIl) wird
Licht von Chlorophyll absorbiert, wodurch ein Elektron auf ein héheres Energieniveau gehoben wird.
Dieses Elektron wird tiber eine Elektronentransportkette zum Photosystem | (PSI) transportiert (nicht-
zyklischer Elektronentransport). Im PSI wird durch ein weiteres Chlorophyll-Molekdl Licht absorbiert,
was wiederum dazu fiihrt, dass ein Elektron des Chlorophylls auf ein hoheres Energieniveau gehoben
und dieses Elektron auf ein oxidiertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP*) Ubertragen
wird. Durch die Ubertragung von zwei Elektronen auf das NADP* kommt es zur Reduktion, sodass ein
energiereiches NADPH+H* entsteht. Wahrend der Elektronentransportkette kommt es zur Ausbildung
eines Protonengradienten, welcher von der Adenosintriphosphat (ATP)-Synthase zur Bildung von ATP
aus Adenosindiphosphat (ADP) (Photophosphorylierung) genutzt wird. Das angeregte Elektron im PSI
wird Gber mehrere Molekilkomplexe zum Chlorophyll zurtickgefiihrt (zyklischer Elektronentransport).
So werden in der Lichtreaktion die beiden fiir die Dunkelreaktion erforderlichen Energietrager
NADPH+H* und ATP produziert. Die Dunkelreaktion ist nicht direkt lichtabhangig. Da sie jedoch auf die
Energietrager aus der Lichtreaktion angewiesen ist, ist die Dunkelreaktion bedingt lichtabhangig. In der
Dunkelreaktion wird die chemische Energie aus der Lichtreaktion genutzt, um Kohlenstoffdioxid zu

fixieren und Kohlenhydrate aufzubauen (Calvin-Zyklus).

Bei der anoxygenen Photosynthese kdnnen im Gegensatz zur oxygenen Photosynthese verschiedene

anorganische Stoffe wie z. B. Schwefelwasserstoff als Reduktans verwendet werden [3, 7].

Gleichung der anoxygenen Photosynthese am Beispiel von Schwefelwasserstoff als Reduktans [7]:
Licht
CO, +2H,S — CH,0+ H,0+2S

Licht
3C0, + 25+ 5H,0 —> 3 CH,0 + 2 H,S0,

Anoxygene Photosynthese betreibende Bakterien besitzen nur ein Photosystem. Dieses ist entweder
dquivalent zum PSI oder PSII der oxygenen Photosynthese. Im Gegensatz zur oxygenen Photosynthese
sind im Reaktionszentrum Bakteriochlorophylle anstelle von Chlorophyllen enthalten. Wie bei der
oxygenen Synthese werden diese Bakteriochlorophylle durch Lichtabsorption angeregt und geben ein
Elektron ab. Dieses Elektron wird entweder zyklisch (Produktion von ATP) oder nicht-zyklisch
(Produktion von NADPH) transportiert. Im Falle des zyklischen Elektronentransports wird das Elektron
zurick zum  Bakteriochlorophyll  transportiert. Wahrend des Transports wird ein
Protonenkonzentrationsunterschied aufgebaut, dessen Energie zur Bildung von ATP verwendet wird.
Das fehlende NADPH wird aus externen Elektronendonatoren (anorganische Stoffe, z.B.
Schwefelwasserstoff) gebildet. Findet ein nicht-zyklischer Elektronentransport statt, so muss die
Elektronenliicke im Bakteriochlorophyll durch externe Elektronendonatoren gefiillt werden. In beiden

Photosystemen sind sowohl der zyklische als auch der nicht-zyklische Elektronentransfer moglich. Die
3
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anoxygene Photosynthese wird hierbei als die evolutionar dltere Form der Photosynthese erachtet [3].
Es wird angenommen, dass aufgrund der Entwicklung der oxygenen Photosynthese das
Sauerstoffniveau in der Erdatmosphéare durch die Produktion des elementaren Sauerstoffs, welcher
ein Abfallprodukt in der oxygenen Photosynthese darstellt, anstieg [13, 14]. Durch den Anstieg des
Sauerstoffniveaus war eine Anpassung der zu dieser Zeit lebenden Organismen notwendig und so die
Entwicklung ,,hoher” entwickelten Lebens mdglich [15]. Durch die Produktion von Sauerstoff besitzt
die oxygene Photosynthese eine enorme Bedeutung fiir das Leben auf der Erde. Das Pigment

Chlorophyll spielt dabei, wie zuvor beschrieben, eine zentrale Rolle.

1.2 Chlorophyllbiosynthese

Fir die Photosynthese sind Pigmente wie z. B. die (Bakterio-) Chlorophylle essentiell. Sie sind nicht nur
fiir die Lichtabsorption und somit fiir die Energiegewinnung, sondern auch als Akzeptor eben dieser
Energie im Reaktionszentrum verantwortlich. Chlorophylle liegen im Reaktionszentrum immer als Paar
vor. Im Falle der Pflanzen handelt es sich dabei um Chlorophyll a. Die Chlorophyllbiosynthese erfolgt
Uber eine Vielzahl enzymatischer Schritte (Abbildung 2). Die ersten drei Schritte des Biosynthesewegs
werden durch Glutamyl-tRNA-Synthetasen und Glutamat-1-Semialdehyd-Aminotransferasen
katalysiert, wobei aus Glutaminsdure 5-Aminolevulinsdure-Hydrochlorid (ALA) hergestellt und fiir die
Folgereaktionen bereitgestellt wird. Zwei ALA-Molekile werden daraufhin durch ALA-Dehydratasen zu
Porphobilinogen verkniipft und aus vier dieser Porphobilinogen-Molekiile wiederum ein Molekil
Hydroxymethylbilan gebildet. Die Zyklisierung des Hydroxymethylbilans erfolgt durch
Uroporphyrinogen Il Synthasen. Das so entstandene Uroporphyrinogen Ill wird decarboxyliert und das
dadurch gebildete Koproporphyrinogen lll durch Dehydrogenierung zu Protoporphyrinogen IX und
spater zu Protoporphyrin IX umgewandelt. Dieses stellt das letzte gemeinsame Intermediat des Ham-
und Chlorophyllbiosyntheseweges dar. Nach der enzymatischen Einlagerung eines Magnesiumions in
Protoporphyrin IX folgen die Veresterung der Propionsaurekette und ein Ringschluss. Das so gebildete
Divinyl (DV)-Protochlorophyllid (Pchlid) wird durch Reduktion der Vinylgruppe an Ring B zu Monovinyl|
(MV)-Pchlid reduziert. Die darauf folgende Reduktion der Ci;7=Cis-Doppelbindung in Ring D
(Abbildung 2, roter Kasten) wird durch die Pchlid-Oxidoreduktase (POR) katalysiert, sodass
Chlorophyllid (Chlid) entsteht. Diese Reaktion kann durch lichtabhdngige und lichtunabhangige PORs
(englisch:  light-dependent  protochlorophyllide  oxidoreductases  (LPORs), dark-operative
protochlorophyllide oxidoreductases (DPORs)) katalysiert werden (Kapitel 1.3). Im letzten Schritt der
Chlorophyllbiosynthese wird Chlid durch eine Veresterung mit Phytyldiphosphat zu (Bakterio-)
Chlorophyll [16]. Bakteriochlorophylle und Chlorophylle besitzen am Ring A verschiedene
Substituenten. Bakteriochlorophyll a besitzt im Vergleich mit Chlorophylla z. B. eine Acetylgruppe

anstelle der Vinylgruppe.
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Abbildung 2: Chlorophyllbiosynthese. Modifiziert nach Reinbothe und Reinbothe [16]. Die Chlorophyllbiosynthese ist eine
Abfolge vieler Schritte. Die ersten Schritte, bis zur Einlagerung des Magnesiumions, sind identisch zur Himsynthese. Die durch
den roten Kasten hervorgehobene Reaktion ist die Reduktion von Protochlorophyllid, welche durch die Protochlorophyllid-
Oxidoreduktase katalysiert wird. Die Betreffende C17=C1s-Doppelbindung sowie die resultierende Einfachbindung sind in griin
hervorgehoben.

Wird die Reduktion des Pchlids zu Chlid von der LPOR katalysiert, wie es in Pflanzen mit Ausnahme der
Gymnospermen und verschiedenen Bakterien der Fall ist, so ist diese Reaktion, und somit die

Chlorophyllbiosynthese, strikt lichtabhangig [17]. In Abwesenheit von Licht stoppt die Reaktion und
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Pchlid akkumuliert. Wird dabei eine bestimmte Pchlid-Konzentration Uberschritten, so kommt es zu
einem Stopp der ALA-Synthese. In Anwesenheit von Licht, ist eine Reduktion des Pchlids wieder
moglich und auch die ALA-Synthese wird fortgesetzt [18]. LPORs besitzen somit eine Schlisselrolle in

der Chlorophyllbiosynthese.

1.3 Protochlorophyllid-Oxidoreduktasen

Wie im vorherigen Kapitel bereits erwdhnt, lassen sich Pchlid-Oxidoreduktasen (PORs) in zwei Klassen
einteilen, die lichtabhangigen (light dependent) PORs (LPORs) und die lichtunabhangigen (dark
operative) PORs (DPORs). Beide katalysieren dieselbe Reaktion, d.h. die Reduktion der Ci7=Cis-
Doppelbindung im Ring D des Pchlids (Abbildung 2, roter Kasten), was zur Bildung von Chlid fuhrt. Die
beiden POR-Klassen unterscheiden sich hierbei hinsichtlich struktureller und mechanistischer Aspekte,

welche im Folgenden kurz dargestellt werden.

1.3.1  Struktur und Funktion lichtunabhangiger PORs (DPORs)

DPORs sind sauerstoffsensitiv und bestehen aus drei Untereinheiten. In Pflanzen sind dies die
sogenannten ChlL, ChIN und ChiB (ortholog zu BchL, BchN und BchB in Bakterien). Diese weisen eine
signifikante Aminosauresequenz-Ahnlichkeit zu den Untereinheiten der Nitrogenase NifH, NifD und
NifK auf. Es handelt sich also bei der DPOR um ein strukturell zu Nitrogenasen ahnliches Enzym [19,
20]. Die Sauerstoffsensitivitat der DPORs wird auf ein Eisen-Schwefel (4Fe-4S)-Cluster im BchNBL-
Proteinkomplex zurtickgefihrt (Abbildung3). 4Fe-4S-Cluster sind haufig als Kofaktor an
Enzymreaktionen beteiligt. Stripp et al. [21] klarten die Sauerstoffsensitivitat von Enzymen auf, welche
diese Cluster enthalten. Sie zeigten fir die [FeFe]-Hydrogenase aus Chlamydomonas reinhardtii, dass
die Reaktion mit Sauerstoff zur Zerstérung des 4Fe-4S-Clusters fiihrt. Des Weiteren wurde postuliert,
dass durch die Ubertragung von Elektronen auf den gebundenen Sauerstoff reaktive Sauerstoff-
Spezies (ROS) entstehen. Diese ROS wiederum attackieren das 4Fe-4S-Cluster, wodurch dieses zerstort
wird und das Protein seine Funktion verliert. Die Sauerstoffsensitivitat der 4Fe-4S-Cluster hangt vom
Schutz durch das Protein ab. DPORs bendétigen Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und
Adenosintriphosphat (ATP), um die Umsetzung von Pchlid zu Chlid zu katalysieren [22].

Durch verschiedene biochemische Experimente wurde ein mdglicher Reaktionsmechanismus von
Brocker et al. [23] vorgeschlagen. Durch den Elektronendonor Ferredoxin wird dabei ein Elektron auf
das 4Fe-4S-Cluster des BchL-Homodimers (Abbildung 3) tibertragen [24]. Nachdem zwei ATP-Molekiile
an das Protein binden, verdandert das BchL-Homodimer seine Konformation. Im Anschluss an diese
Konformationsanderung ermoglicht das BchN-BchB-Heterodimer, welches als Substrat Pchlid bindet,
eine transiente Oktamer-Komplexbildung. Wahrend dieser Komplex besteht, wird ATP hydrolysiert
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und ein Elektron kann vom 4Fe-4S-Cluster des BchL-Homodimers auf das 4Fe-4S-Cluster des BchN-
BchB-Heterodimers (ibertragen werden. Nach der Hydrolyse dissoziiert der DPOR-Oktamer-Komplex.

Zur vollstandigen Reduktion des Pchlids wird dieser Zyklus zweimal durchlaufen [23].
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Abbildung 3: Struktur des DPOR-Proteinkomplexes bestehend aus den Untereinheiten BchB, BchN und BchL aus
Prochlorococcus marinus (PDB-ID: 2YNM). (A) Modifiziert nach Moser et al. [25]. Schematische Darstellung und (B) Struktur
der DPOR. Der homodimere BchL Proteinkomplex (BchL und BchL’) ist in dunkel- und hellgriin, BchB in blau und das BchN in
orange dargestellt. Weiterhin ist das Substrat Pchlid, das ko-kristallisierte ATP-Analogon ADP-AIF; (beides als
Stabchenmodell) sowie die beiden Eisen-Schwefel-Cluster [4Fe-4S] (als Kugelmodell) dargestellt. Pchlid: Kohlenstoff und
Wasserstoff sind in weiR Sauerstoff in rot und Stickstoff in blau visualisiert.
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1.3.2  Struktur und Funktion lichtabhangiger PORs (LPORs)

1.3.2.1 LPOR-Struktur

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt auf den lichtabhangigen LPORs, welche zu den kurzkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen (englisch: short-chain dehydrogenases/reductases, SDR) mit einem
typischen Rossmann-Faltungsmotiv (Abbildung 4) [26-28] gehéren. Dieses besteht aus sechs parallelen
B-Faltblattern, welche lber a-Helices verbunden sind. Die Anordnung der B-Faltblatter ist wie in
Abbildung 4 zu sehen 3-2-1-4-5-6 (1 = N-Terminus, 6 = C-Terminus). Im Gegensatz zu den Enzymen der

DPOR-Familie besitzen LPORs keine Eisen-Schwefel-Cluster und sind daher nicht sauerstoffsensitiv.

C

N

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Rossmann-Faltungsmotiv. Das Rossmann-Faltungsmotiv besteht aus sechs
parallelen B-Faltblattern (griin), welche Uber vier a-Helices (rot) verbunden sind.

Hydroxyl- und Carbonylgruppen bilden die von SDR-Enzymen am haufigsten umgesetzten
Verbindungen [29]. Des Weiteren werden jedoch auch Dehydratase-, Sulfotransferase-, Isomerase-
und Decarboxylierungsreaktionen sowie die Reduktion von C=N-Doppelbindungen und die von LPORs
katalysierte Reduktion von C=C-Doppelbindungen katalysiert [30-38]. Die meisten Proteine der
SDR-Superfamilie bilden Oligomere, hauptsachlich Homodimere oder Homotetramere [29].
Monomere SDRs, wie z. B. die Carbonylreduktase, enthalten 41 zusatzliche Aminosauren vor dem hoch
konservierten Tyrosin, welche eine a-Helix bilden [29, 39]. Dieses zusatzliche Strukturelement
verhindert die Oligomerisierung. Bis heute existieren lediglich Homologiemodelle von LPORs, welche
auf SDRs basieren (Abbildung 5). Der native Oligomerisierungszustand von LPORs wird kontrovers
diskutiert. Es wird allgemein davon ausgegangen, dass das Kofaktor/Substrat-freie Apoprotein als
Monomer vorliegt [40-43]. Gleichzeitig existieren jedoch in der Primarliteratur widerspriichliche
Informationen Uber den Oligomerisierungszustand des LPOR-Apoproteins und dem entsprechenden
terndren LPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplex. Dabei kommt erschwerend hinzu, dass in den

meisten friihen Studien LPOR-Prdparate verwendet wurden, welche direkt durch Solubilisierung aus
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Etioplasten gewonnen wurden [44, 45], wohingegen in neueren Studien rekombinante pflanzliche und
cyanobakterielle LPORs Verwendung finden, welche in Escherichia coli produziert wurden [46-51].
Martin et al. [52] zum Beispiel zeigten in einem Experiment liber GréRenausschlusschromatographie,
unter Verwendung der LPOR aus der Erbse, welche an ein Maltose-Bindeprotein (MBP) fusioniert war,
dass die LPOR unabhangig von der Anwesenheit von NADPH und Pchlid als Dimer eluiert. Unter
Verwendung von Pflanzenmaterial wurde gezeigt, dass die LPOR-Isoformen von Arabidopsis thaliana
ebenfalls Dimere bilden [53], wohingegen eine kirzlich durchgefiihrte Studie mit der rekombinanten
LPOR A aus A. thaliana zeigte, dass sowohl das Apoprotein als auch der ternire LPOR/NADPH/Pchlid-
Komplex dicht gepackte Oligomere hoherer Ordnung bilden [48]. Fiir die LPOR aus Gerste wurde
basierend auf einem Homologie-Modellierungsansatz und nicht-denaturierenden Proteinblots
vorgeschlagen, dass ein Hexamer aus fiinf LPOR A und einer LPOR B gebildet wird [53]. Da pflanzliche
LPORs teilweise schwer zu exprimieren sind, zu Aggregationen neigen und eine Produktion des
Proteins in einer ausreichenden Menge fiir (strukturelle) biophysikalische Untersuchungen nur schwer
moglich ist, stammen die neuesten Studien zum LPOR-Reaktionsmechanismus groBtenteils aus
Versuchen mit cyanobakteriellen LPORs, wie der TeLPOR aus Thermosynechococcus elongatus, welche
in ausreichender Menge und Reinheit produziert werden kénnen [42, 46, 50, 51, 54-57]. Jedoch fehlen
auch hier definitive Aussagen Uber den Oligomerisierungszustand der Enzyme in Apo- und Holoform.
Eine Kristallstruktur, welche einen Quantensprung im Verstandnis des Mechanismus bedeuten wiirde,

ist nicht verfiigbar.

Pchlid

Abbildung 5: Homologiemodell der LPOR aus Synechocystissp. (SSLPOR). Das Modell wurde basierend auf der
7-Hydroxysteroid-Dehydrogenase aus E. coli (PDB-ID: 1AHI) generiert [58]. Die typische Rossmann-Faltung des Enzyms ist in
diesem Modell gezeigt. Das Substrat Pchlid sowie der Kofaktor NADPH sind als Stabchenmodell dargestellt. Pchlid: Kohlenstoff
und Wasserstoff sind in weill, Sauerstoff in rot und Stickstoff in blau dargestellt. NADPH: Kohlenstoff ist in hellblau,
Wasserstoff in wei, Sauerstoff in rot, Stickstoff in blau und Phosphor in orange hervorgehoben.
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Der allgemeine Reaktionsmechanismus, welcher zur Reduktion einer Doppelbindung im Substrat fuhrt,
ist also zwischen LPORs und SDRs (bzw. Reduktasen) konserviert [41, 42, 59]. Da im Gegensatz zu
klassischen SDRs fir LPORs der aktive ternare (Enzym/Kofaktor/Substrat) Holoprotein-Komplex im
Dunkeln rekonstituiert werden kann ohne dass eine Katalyse stattfindet und fir die Initiation der
Reaktion kurze Lichtpulse ausreichen, konnen die katalytischen Schritte der Reaktion mittels schneller
spektroskopischer Verfahren mit einer hohen zeitlichen Auflésung verfolgt werden. Daher wurden
LPORs in den letzten Jahren als attraktives Modell fiir die Untersuchung von biologischen
Hydridtransfer-Reaktionen herangezogen [41, 42, 60]. Hierbei wurde in neuesten Arbeiten erstmals
ein schrittweiser Hydridtransfer in einem biologischem System nachgewiesen [46]. Die
entsprechenden Arbeiten zum Verstdndnis des Reaktionsmechanismus sind im folgenden Kapitel

zusammengefasst.

1.3.2.2 Photophysikalische  Eigenschaften von Pchlid und LPOR-
Reaktionsmechanismus

Als Kofaktor bendtigen LPORs, wie viele SDR-Enzyme, die reduzierte Form von NADPH (Abbildung 5).
Analog zu SDRs wurde postuliert, dass in LPORs die Reduktion der Pchlid C17=C;s-Doppelbindung durch
einen Hydridtransfer (HT) vom NADPH zum C;;-Atom des Pchlid-Molekiils, gefolgt von einem
Protonentransfer von einem konservierten Tyrosinrest zum Cis-Atom des Substrates erfolgt [58]. Dabei
wird NADPH zu NADP* oxidiert und Pchlid zu Chlid reduziert. Licht, welches durch das Pchlid-Substrat
im Enzym absorbiert wird, dient dabei als Katalysator der Reaktion. Dabei fiihrt die Lichtabsorption zu
einer elektronischen Anregung des Pchlid-Molekiils was vereinfacht dargestellt einer gednderten
Elektronenverteilung im Pchlid-Molekdl entspricht. Die photokatalytischen Eigenschaften des Pchlids
determinieren also den Reaktionsmechanismus des Enzyms, wobei in neuesten Arbeiten fiir freies
Pchlid sowie fiir LPOR-gebundenes Pchlid (im pseudoterndren Komplex mit NADP*) eine klassische
Photophysik nachgewiesen wurde. Diese umfasst, nach Anregung, die Bildung des ersten angeregten
Singulettzustands (*P;) sowie die Ausbildung des korrespondierenden Triplettzustands (3P;). Aus

beiden Zustinden ist eine Rickkehr in den Grundzustand (*Po) méglich (Abbildung 6).

Wie einleitend erldutert werden bei der Reduktion von Pchlid zwei Elektronen und zwei Protonen (in
Form eines Hydrids (H) und eines Protons) lbertragen. Abhdngig von den Reaktionsraten der
notwendigen Elektronentransfer (eT)- und Protonentransfer (pT)-Schritte kann der HT schrittweise,
teilweise schrittweise oder komplett konzertiert stattfinden [46, 61-63]. Vor kurzem konnte mittels
transienter Absorptions- und Emissionsspektroskopie die schrittweise Natur dieses Prozesses
nachgewiesen werden (Abbildung 6) [46]. Ausgehend vom ersten angeregten Singulettzustand des

Pchlid-Molekiils (*P4) erfolgt zunichst ein eT vom NADPH zum Pchlid, wobei ein anionisches Pchlid-
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Radikal (2lo'") entsteht. Da die Verwendung von NADPD anstelle von NADPH zu einer Verldngerung der
Lebenszeit der beiden folgenden Schritte flihrte, muss hier ein H/D-Transfer von NADPH/D erfolgen.
Die wahrscheinlichste Interpretation des Reaktionsablaufs ausgehend vom 2lo'Y ist demzufolge ein
Protonen-gekoppelter eT. Als Intermediate entstehen dabei das Pchlid-Neutralradikal (*lo'?) gefolgt
von einem nicht radikalischen anionischen Pchlid-Intermediat (}1o"®), welches schlieRlich von freien
Wassermolekiilen oder sauren Aminosaureresten innerhalb der Proteintasche protoniert wird, sodass

daraus das finale Chlid-Produkt (*Co) entsteht.

Ungebundenes Pchlid Ternarer Komplex (LPOR/Pchlid/NADPH)
r___________\______________]
\ I
‘lpl) ) I
| TRRTIC) I
| | =eT |21(1)‘u.
i an o |Kise 1 S A
| ) I / B 2 I
| [ / ~ — ;@
I hv I /k —LeT |1l(3)\
kie |k 1| /e ~ 1o -
! Koisc :/ — kypr Jepr I1C,) I
. / _— kpu- ) 4
= |1Py) “V bH™T
|- ) e e e e e e e J

1)

Abbildung 6: Photophysikalisches/chemisches Model. Modifiziert nach Archipowa et al. [46]. 5P, = Pchlid, 51, = Intermediat,
5Cn = Chlid, S = Spinzahl, n = Elektronenzustandsnummer, x = Zahl der individuellen Intermediate, ki = interne Umwandlung,
k.= Strahlungszerfall, ki = intersystemer Ubergang, kuisc = riickwértiger intersystemer Ubergang, 1keT® =erster
Elektronentransfer, kprll) = erster Protonentransfer, kert?) = zweiter Elektronentransfer, kpr(? =zweiter Protonentransfer,
kper = rickwartiger Elektronentransfer, kpur = riickwartiger Elektronentransfer, kpy.t = riickwartiger Hydridtransfer.

1.3.2.3 Photoaktivierung von LPORs und die Rolle struktureller Dynamik

Das Zusammenspiel von Proteinstruktur und Proteindynamik ist entscheidend fiir die Funktion von
biologischen Makromolekilen. Zur Ermoglichung einer effizienten Katalyse ist ein Gleichgewicht
zwischen Stabilitdit und Flexibilitdt notwendig. Dabei kdnnen verschiedenste Bewegungen in
unterschiedlichen Zeitskalen (z. B. ps bis s) einen indirekten oder direkten Effekt auf die Katalyse
haben. Darunter z. B. lokale Bewegungen, welche die Substrat- oder Kofaktorbindung [64] durch
Bewegungen im aktiven Zentrum [65] oder in der Kofaktor-Bindestelle [66] beeinflussen. In vielen
Studien, in denen das Zusammenspiel von Proteindynamik und Proteinstruktur untersucht wurde,
wurden Dehydrogenasen, wie die Dihydrofolatreduktase (DHFR) [67-70] und andere Enzyme, welche

einen Hydrid- und Protonentransfer katalysieren, untersucht. Innerhalb dieser Enzymklasse stellen die
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LPORs ein interessantes Modellsystem dar, da der terndre LPOR/Kofaktor/Substrat-Komplex im
Dunkeln hergestellt und die Katalyse durch einen kurzen Lichtimpuls initiiert werden kann [18, 41, 43,

46, 50, 54, 55, 71].

So wurde fiir die TeLPOR aus T.elongatus gezeigt, dass die Vorbelichtung des terndren
LPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplexes mit einem kurzen Laserimpuls, welcher zu nahezu
keinem Substratumsatz fiihrt, wahrscheinlich die Ausbildung einer gednderten Konformation des
aktiven Zentrums zur Folge hat. Dieser Prozess, hier bezeichnet als Photoaktivierung, scheint die
Katalyseeffizienz des Enzyms zu steigern [50], dabei wurde von den Autoren ein Zwei-Photonen-
Prozess vorgeschlagen, wobei das erste Photon das Enzym ,anschaltet” (Photoaktivierung) und das
zweite Photon die Katalyse induziert. Der Nachweis entsprechender Konformationsianderungen
erfolgte indirekt mittels zeitaufgelster Infrarot (IR)-Spektroskopie, wobei gezeigt werden konnte, dass
eine kurze Belichtung des Enzymsubstratkomplexes zu einer veranderten Sekundarstruktur des
Enzyms fiihrt [50, 72]. Wahrend der Zwei-Photonen-Prozess aus reaktionsmechanistischer Sicht
mittlerweile widerlegt werden konnte und die beobachtete Photoaktivierung wahrscheinlich eher auf
eine durch Vorbelichtung induzierte Ausbildung von Pchlid-Chlid-Dimeren im Protein zuriickzufiihren
ist [60], bleibt die Natur der nachgewiesenen Konformationsdnderung sowie etwaige
Konformationsiibergange aufgrund von Kofaktor- und Substratbindung weitgehend unbekannt.
Aufgrund des dhnlichen katalytischen Mechanismus von DHFRs und LPORs ist es jedoch denkbar, dass

bei den entsprechenden Prozessen auch in LPORs die Proteindynamik eine wichtige Rolle spielt.

1.3.3 Evolution von LPOR und DPOR

Wahrend das DPOR-Enzymsystem aus struktureller und mechanistischer Sicht recht gut verstanden ist
(Kapitel 1.3.1), gibt es fiir die LPORs, insbesondere im Hinblick auf die Proteinstruktur (Kapitel 1.3.2.1)
und Proteindynamik (Kapitel 1.3.2.3), Wissensliicken. AulRerdem stellt sich aus physiologischer Sicht
die Frage, warum ein lichtunabhangiges und ein lichtabhdngiges Enzym fiir die Reduktion der
Doppelbindung im D-Ring des Pchlids existieren. Eine mogliche Ursache fir die Entwicklung zweier
strukturell grundverschiedener Enzymsysteme findet sich unter Berlicksichtigung der
Sauerstoffsensitivitidt von DPORs in der Anderung des Luftsauerstoffniveaus der Erde auf evolutionar
relevanten Zeitskalen. Die entsprechende Hypothese zur evolutionaren Entwicklung der LPOR- und
DPOR-Enzyme ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt. Yamazaki et al. [73] postulierten, dass die
ersten phototrophen Bakterien anoxygene Photosynthese betrieben und dass die
Chlorophyllbiosynthese mittels sauerstoffsensitiver DPORs erfolgte. Aufgrund des niedrigen
Luftsauerstoffniveaus (10 % (v/v)) zu dieser Zeit, ist anzunehmen, dass die Funktionalitidt der DPORs

zu dieser Zeit nicht beeintrachtigt wurde. Mit dem drastischen Anstieg des Luftsauerstoffniveaus vor
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etwa 2,4 Milliarden Jahren auf 3 % (v/v) liegt die Annahme nahe, dass die sauerstoffsensitiven DPORs
ihre Funktion unter diesen gednderten Bedingungen nicht ausreichend erfiillen konnten, sodass sich

die lichtabhdngigen und sauerstoffunsensitiven LPOR-Enzyme entwickelten [18, 73].
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¢ 0,001 [ 10000 S
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(7)) e}
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Abbildung 7: Hypothese zur evolutiondren Entwicklung von LPOR und DPOR. Modifiziert nach Yamazaki et al. [73]. Es wird
postuliert, dass die ersten Photosynthese-betreibenden Organismen Bakteriochlorophyll mittels einer sauerstoffsensitiven
lichtunabhdngigen DPOR synthetisierten. Das Luftsauerstoffniveau zu dieser Zeit betrug 1011 % (v/v) (blaue Punkte). Vor etwa
2,4 Milliarden Jahren stieg das Luftsauerstoffniveau innerhalb von nur 0,2 Milliarden Jahren auf 3 % (v/v). Es wird vermutet,
dass aufgrund dieser extremen Anderung des Luftsauerstoffniveaus die sauerstoffsensitiven DPORs ihre Funktion nicht
ausreichend erflllen konnten und sich so, aufgrund der geanderten Umweltbedingungen, die sauerstoffunsensitiven LPORs
entwickelten. Das heutige Luftsauerstoffniveau von 21 % (v/v) wurde vor etwa 0,5 Milliarden Jahren erreicht. Die in grau
dargestellten Daten zeigen die Mangankonzentration im Gestein an. Die Menge an Mangan gibt einen Hinweis auf die
atmospharische Sauerstoffkonzentration zu dem Zeitpunkt, auf welchen die Entstehung des Gesteins zurlickzufihren ist. Je
héher die Mangankonzentration umso niedriger die Sauerstoffkonzentration [74]. Aufgrund der hohen Streuung wurden die
Daten liber einen definierten Zeitraum gemittelt dargestellt (rote Striche).

Diese Hypothese beruht hauptsachlich auf der nachgewiesenen Sauerstoffsensitivitat von DPOR-
Enzymsystemen und findet in der Verbreitung von LPORs und DPORs in anoxygenen phototrophen
Bakterien und oxygenen phototrophen Organismen Bestatigung. Da fiir diese Arbeit die Verbreitung
und Evolution von LPORs von groflem Interesse war, werden im Folgenden die entsprechenden

Aspekte naher beleuchtet.

1.3.4  Verbreitung von LPOR und DPOR

In Angiospermen ist die enzymatische Umsetzung von Pchlid zu Chlid strikt lichtabhangig, was
bedeutet, dass sie von LPORs katalysiert wird. Gymnospermen hingegen besitzen zusatzlich zur LPOR
auch eine DPOR [18, 40, 75-77]. LPORs treten dabei in Pflanzen haufig als verschiedene Isoformen in
Prolamellarkérpern von Etioplasten auf [78, 79]. Beispiele hierfir sind die Gerste (Hordeum vulgare)

und die Acker-Schmalwand (Arabidopsis thaliana). H. vulgare besitzt zwei Isoformen (LPOR A und
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LPOR B), welche unterschiedlich reguliert werden. So wird die LPOR A hauptsachlich zu Beginn des
Wachstums in den Keimlingen und LPOR B darliber hinaus auch in der adulten Pflanze gebildet [80]. In
A. thaliana gibt es sogar drei Isoformen der LPOR (LPOR A, LPORB und LPOR C), welche ebenfalls
unterschiedlichen Regulationen unterliegen. Ebenso wie bei der Gerste treten die Isoformen in
verschiedenen Stadien des Wachstums auf [81]. LPOR A ist hauptsachlich in der Keimlingsentwicklung
und LPORC in der spaten Wachstumsphase zu finden. Die einzige Isoform, welche (iber alle
Wachstumsstadien hinweg nachgewiesen werden kann, ist die LPOR B [82-84]. Des Weiteren ist
bekannt, dass die Expression der fiir die LPOR A- und LPOR C-kodierenden Gene stark lichtabhangig
und die der LPOR B lichtunabhédngig ist. Hierbei zeigt sich eine Expression des LPOR A-Gens bei
niedrigen Lichtintensitaten, wohingegen die LPOR C bei hoher Lichtintensitdat nachweisbar ist [85].
Aufgrund dieser Regulationsmechanismen ist es der Pflanze moglich ihre Photosyntheseleistung unter

verschiedensten Lichtbedingungen sowie wahrend aller Wachstumsphasen aufrecht zu erhalten.

Auch Cyanobakterien besitzen in der Regel sauerstoffunsensitive LPORs, jedoch wurden einige
Cyanobakterien beschrieben, welche zusatzlich die sauerstoffsensitive DPOR fiir die Umsetzung von
Pchlid zu Chlid verwenden. Beispiele hierfiir sind Leptolyngbya boryana [86] und Synechocystis sp.
PCC 6803 [76].

AuBerdem wurde lange angenommen, dass alle anoxygenen phototrophen Bakterien nur die
lichtunabhangige und sauerstoffsensitive DPOR besitzen [40, 86, 87]. Diese Annahme wurde 2014 mit
der Entdeckung einer funktionellen LPOR in dem aerob anoxygenen phototrophen Bakterium (AAPB)
Dinoroseobacter shibae DFL12" widerlegt [1]. Kaschner et al. wiesen fiir die vorerst putative LPOR aus
D. shibae (DsLPOR) sowohl in vivo als auch in vitro eine lichtabhidngige Umsetzung von Pchlid zu Chlid
nach. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Lichtqualitdt, wie bei anderen LPORs auch [71],
einen Einfluss auf die Umsatzgeschwindigkeit der DsLPOR hat. Bezlglich der Evolution der DsLPOR
wurde basierend auf phylogenetischen Studien postuliert, dass das DsLPOR-kodierende Gen durch
horizontalen Gentransfer (HGT) von einem Cyanobakterium auf D. shibae Gbertragen wurde. D. shibae
kann anoxygene Photosynthese in Anwesenheit von Sauerstoff betreiben, was klassische anoxygene
phototrophe Bakterien wie Rhodobacter nicht kénnen, es ist also der Klasse der AAPBs zuzuordnen.
Unter diesen Bedingungen sollte die sauerstoffsensitive DPOR inaktiviert sein oder D. shibae muss
einen Mechanismus besitzen, welcher die DPOR vor dem Sauerstoff schiitzt. Es scheint daher fiir
AAPBs wie D. shibae physiologisch sinnvoll zu sein, eine sauerstoffunsensitive LPOR zu besitzen. Zum
Zeitpunkt der Identifizierung der DsLPOR (Februar 2014) konnten jedoch in Datenbanken keine

weiteren putativen LPORs in Proteobakterien nachgewiesen werden.
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Durch die Anwesenheit einer funktionellen lichtabhdangigen POR in dem aerob anoxygenen
phototrophen Bakterium (AAPB) Dinoroseobacter shibae konnte gezeigt werden, dass LPORs nicht nur
wie lange Zeit angenommen in Cyanobakterien und Pflanzen vorkommen, sondern auch in aerob
anoxygenen phototrophen Proteobakterien. Aufgrund dessen stellt sich die Frage, ob in Zeiten standig
neuer Genomsequenzierungsprojekte weitere aerob anoxygene phototrophe Proteobakterien
identifiziert werden kénnen, welche entsprechende Enzyme besitzen. AuBerdem wurde die DsLPOR in
bisherigen Studien nicht vergleichend zu cyanobakteriellen und pflanzlichen LPORs charakterisiert.
Wie einleitend ausgefiihrt, gibt es insbesondere im Hinblick auf die Struktur von LPORs, sowie

hinsichtlich des Einflusses proteindynamischer Prozesse auf die Katalyse, groRe Wissensllicken.

Ziel dieser Arbeit war daher zunachst die Suche nach weiteren AAPB LPORs sowie ein eindeutiger
Funktionsnachweis, um die Einordnung in die Familie der LPOR-Enzyme zu verifizieren. AuRerdem
sollte die DsLPOR, sowie weitere eventuell identifizierte AAPB LPORs, vergleichend zu bereits
beschriebenen cyanobakteriellen und pflanzlichen LPORs, biochemisch charakterisiert werden. Auf
Grundlage dieser Charakterisierung sollte die Phylogenie und Evolution der AAPB LPORs betrachtet
werden. Da eine Identifizierung funktioneller LPORs proteobakteriellen Ursprungs eine zusatzliche
Variabilitat fur strukturelle Studien bietet und so die Chancen einer erfolgreichen Kristallisation erhéht
werden, sollte versucht werden, die DsLPOR sowie weitere eventuell neu identifizierte LPORs zu
kristallisieren. AuRerdem sollte unabhangig vom Erfolg der Kristallisationsstudien die Struktur und
Dynamik von LPORs mittels Kleinwinkel-Rontgenstreuung (englisch: small-angle X-ray scattering,
SAXS) und Inkoharenter Quasielastischer Neutronenspektroskopie (englisch: quasielastic incoherent

neutron spectroscopy, QENS) untersucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Bakterienstamme

Tabelle 1: Ubersicht liber die verwendeten Bakterienstimme und deren Genotypen.

Stamm Genotyp Referenz

supE44 A(lacZYA-argF)U196

Escherichia coli DH5a (D®80AlacZM15) hsdR17 recAl [88]

endA1 gyrA96 thi-1 relAl)

FrompThsdSs(rsms’) gal dem

Escherichia coli BL21(DE3) (AIts857indl Sam7 nin5 Piacuvs- [89]

T7genel)
Rhodobacter capsulatus ZY5 F108::KmR® rif-10 [90]

2.2 Ubersicht der
Oxidoreduktasen

verwendeten

lichtabhangigen

Protochlorophyllid-

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten putativen und als Referenz dienenden lichtabhingigen Protochlorophyllid-
Oxidoreduktasen (LPORs). Alle verwendeten LPORs, mit Ausnahme der SpLPOR, wurden in der NCBI-Datenbank gefunden.
Die Sequenz der SpLPOR wurde der Datenbank des Joint Genome Institute (JGl) entnommen. FCB: Fibrobacteres, Chlorobi
und Bacteroidetes Bakterien.

. . Genbank-/UniProt-
Proteinname Ursprungsorganismus Klasse / Ordnung /Swissprot-ID
o a-proteobakterium /
AnLPOR Acidiphilium angustum - WP_029314395.1
Rhodospirillales
Erythrobacteraceae a-proteobakterium /
EbLPOR bacterium HL-111 Sphingomonadales KPP91129.1
EILPOR Erythrobacter litoralis DSM a—prgteoba kterium / KEO90002.1
8509 Sphingomonadales
GpLPOR Gemmatimonas FCB-Gruppen Bakterium AMW05784.1
phototrophica
Loktanella fryxellensis DSM a-proteobakterium /
LALPOR 16213 Rhodobacterales SEN87055.1
Loktanella vestfoldensis a-proteobakterium /
LvLPOR DSM 16212 Rhodobacterales WP_026352701.1
PALPOR Porphyrobac'ter a—prpteoba kterium / OBV11559 1
dokdonensis Spingomonadales
Sandarakinorhabdus sp. a-proteobakterium /
SalLPOR AAPE2 Sphingomonadales WP_020480449.1
SehGCLPOR Saccharopolyspora Actinoba kterl'um / AAFAST
erythraea Pseudonocardiaceae
Sulfitobacter guttiformis a-proteobakterium /
SgLPOR KCTC 32187 Rhodobacterales KIN73509.1
SILPOR Sandarakmorhabdus a—prgteoba kterium / UPI0003B37375
limnophila Sphingomonadales
Spingomonadales sp. 28- a-proteobakterium /
SpLPOR 62-20 Spingomonadales OYY75650.1
TeLPOR Thermosynechococcus Cyanobakterium / Q8DLCL
elongatus Synechococcales
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. . Genbank-/UniProt-
Proteinname Ursprungsorganismus Klasse / Ordnung /Swissprot-ID
. Cyanobakterium /
SsLPOR Synechocystis sp. PCC6803 AAAG8281.1
Synechococcales
AtLPORC Arabidopsis thaliana Angiosperm / Brassicales AY048263.1
HvVLPORA Hordeum vulgare Angiosperm / Poales P13653.1
2.3 Plasmide
Tabelle 3: Ubersicht aller verwendeten Plasmide und deren Genotypen.
Vektor Genotyp Referenz
pET22b ColE1 lacZ’ AmpR Pty Plac
Novagen
pET28a ColE1 lacZ’ KmF P17 Plac
971 bp TeLPOR Fragment aus pET28a_TeLPOR . .
pET22b_TelLPOR-oH Ndel/Sall in pET22b Kloniert diese Arbeit
983 bp AnLPOR Fragment aus pMK-
PET28a_AnLPOR RQ_ANLPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert 1]
1208 bp AtLPORC Fragment aus
PET28a_AtLPORC pJ201_AtLPORC Ndel/Sall in pET28a kloniert
DET28a_AtLPORC-cHis 1205 bp AtLPORC PCR-Pronukt Ncol/Xhol in diese Arbeit
pET28a kloniert
989 bp DsLPOR PCR-Produkt Ndel/Sall in
PET28a_DsLPOR pET28a kloniert g
986 bp EbLPOR Fragment aus pMK-RQ_EbLPOR . .
PET283_£bLPOR Ndel/Xhol in pET28a kloniert diese Arbeit
986 bp EILPOR Fragment aus pMK-RQ_E/LPOR
PET283_FILPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert (1]
PET22b_EILPOR-cHis 983 bp EILPOR Fragmen.t Ndel/Xhol in pET22b
kloniert
971 bp GpLPOR Fragment aus pMK-
PET283_GpLPOR RQ_GpLPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert
1169 bp HVLPORA Fragment aus pEX-
PET283_HVLPORA K4_HvLPORA Ndel/Sall in pET28a kloniert
983 bp LfLPOR Fragment aus pMA-T_LfLPOR . .
PET28a_LALPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert diese Arbeit
965 bp LVLPOR-2.0 Fragment aus
PET28a_LVLPOR-2.0 pJ201_LvLPOR-2.0 Ndel/Sall in pET28a kloniert
1001 bp PdLPOR Fragment aus pMK-
PET28a_PdLPOR RQ_PdLPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert
974 bp SaLPOR Fragment aus pMK-RQ_SalLPOR
PET28a_salPOR Ndel/Xhol in pET28a kloniert
905 bp SehGCLPOR Fragment aus
PET28a_sehGCLPOR pJ411_SehGCLPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert (1]
962 bp SgLPOR-2.0 Fragment aus
PET28a_SgLPOR-2.0 pJ201_SgLPOR-2.0 Ndel/Sall in pET28a kloniert | . .
diese Arbeit
ET28a SILPOR-2.0 986 bp SILPOR-2.0 Fragment aus
prisca_ ' pJ201_SILPOR-2.0 Ndel/Sall in pET28a kloniert
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pMK-RQ_GpLPOR

ColE1 Km®, GpLPOR

pMK-RQ_PdLPOR

ColE1 KmR, PdLPOR

pMK-RQ_SaLPOR

ColE1 KmR®, SaLPOR

Vektor Genotyp Referenz
1001 bp SpLPOR Fragment aus pMK-
PET28a_SpLPOR RQ_SpLPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert
959 bp SsLPOR Fragment aus pEX-A2_SsLPOR
PET28a_SsLPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert
971 bp TeLPOR Fragment aus pMA-T_TeLPOR
PET28a_TelPOR Ndel/Sall in pET28a kloniert (911
971 bp TeLPOR-A302Stopp PCR Produkt
PET28a_TelPOR-A3025topp Ndel/Sall in pET28a kloniert
971 bp TeLPOR-P272Stopp PCR Produkt . .
pET28a_TelLPOR-P272Stopp Ndel/Sall in pET28a Kloniert diese Arbeit
971 bp TeLPOR-V279Stopp PCR Produkt
PET28a_TelPOR-V2795topp Ndel/Sall in pET28a kloniert
pEX-A2_SsLPOR pUC AMpR P, SSLPOR
MWG
pEX-K4_HvLPORA pUC KmR® Pjac, HVLPOR
pJ201_LVLPOR-2.0 rep (pMB1) Km® Pamp, LVLPOR-2.0
pJ201_SgLPOR-2.0 rep (oMB1) Km® Pamp, SgLPOR-2.0 DNA2.0
pJ201_S/ILPOR-2.0 rep (pMB1) Km® Pamp, SILPOR-2.0
pMA-T_LfLPOR ColE1 AmpR, LfLPOR
pMA-T_SehGCLPOR ColE1 AmpR, SehGCLPOR
pMK-RQ_EbLPOR ColE1 KmF, EbLPOR Life

Technologies™
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2.4 Oligonukleotide

Alle synthetischen Oligonukleotide (Tabelle 4) wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific (Thermo

Fisher Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) in Standard-HPLC Reinheitsgrad, in lyophilisierter Form

bezogen und in dem vom Hersteller angegebenen Volumen sterilem MilliQ-Wasser aufgenommen um

eine Konzentration von 100 pmol/ul zu erhalten. Fiir PCR-Ansatze (Kapitel 2.11) wurden die jeweiligen

Oligonukleotide mit sterilem MilliQ-Wasser auf eine Arbeitskonzentration von 10 pmol/ul verdiinnt.

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide. Die Schnittstellen von Restriktionsenzymen, sowie die durch PCR zu

generierenden Stopp-Codons, sind farblich markiert. T: Schmelztemperatur.

TCTGCGACCACCATCG

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5" > 3°) | Tm [°C] Verwendung
: ATATATCCATGGCCCTGCAAG PCR-Amplifikation von
AtLPOR-c-term-His_fw CTGCTTATTCC 63,1 AtLPORC mit angefiigter
Ncol- und Xhol-Schnittstelle
GACCAATTTCT terminalen Hise-tag
: ATATATCATATGATTGCGGGT PCR-Amplifikation von
E/LPOR-c-term-His_fw CAAACACCTGTCTGC 62,2 EILPOR mit angefligter Ndel-
und Xhol-Schnittstelle zur
GCGGAC terminalen Hise-tag
CCAAGAACTATCGGCAGAGT Mutation von A302 zur
TeLPOR_A3025topp_fw |\ AGTGATGAGCAAAAAGCE | o4 Erzeugung eines Stopp-
Codons. Verkiirzung des
TeLPOR_A3025topp_rv | COCTTTTTGCTCATCACTTTAC |\ o | TeLpOR-Gens am C-terminus
TCTGCCGATAGTTCTTGG um 21 Aminosiuren
TTTCGCCAGTCGGGGTAACAC Mutation von V279 zur
TeLPOR_V279Stopp_fw TGGAGCTGGGGT 70,5 Erzeugung eines Stopp-
Codons. Verkiirzung des
TeLPOR_V2795topp_rv | ACCCCAGCTCCAGTGTTACCC | o o | TeLPOR-Gens am C-terminus
CGACTGGCGAAA um 44 Aminosauren
CGATGGTGGTCGCAGACTAA Mutation von P272 zur
TeLPOR_P272Stopp_fw CAGTTTCGCCAGTORGE 69,1 Erzeugung eines Stopp-
Codons. Verkiirzung des
TeLPOR_P2725topp.rv | CCCGACTGGCGAAACTCTTAG | oo | TeLPOR-Gens am C-terminus

um 51 Aminosauren
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2.5 Enzyme

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Enzyme.

Enzym Firma

T4-DNA-Ligase

Dpnl
Ncol
Thermo Fisher Scientific GmbH (Bonn,
Ndel
Deutschland)
Sall
Xhol

Phusion-Polymerase

2.6 Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden fiir 20 Minuten bei 121 °C und 200 kPa autoklaviert.

LB-Medium (lysogeny broth) [92]

Hefeextrakt 5 g/
Trypton 10 g/
NaCl 10 g/l

Das LB-Medium wurde von der Firma ROTH (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) als

Fertigmischung bezogen und nach Herstellerangaben angesetzt.

TB-Medium (terrific broth) [92]

Hefeextrakt 24 g/l
Caseinhydrolysat, enzymatisch verdaut 12 g/l
K,HPO, 9,4 gl
KH,PO4 2,2 g/l

Das TB-Medium wurde von der Firma ROTH (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) als
Fertigmischung bezogen, nach Herstellerangaben angesetzt und vor dem Autoklavieren mit 4 ml/I

Glycerin versetzt.

20



MATERIAL UND METHODEN

Autoinduktionsmedium [93]
Laktose-Losung 20 g/l
Glukose-Losung 50 g/l

Zur Herstellung des Autoinduktions (Al)-Mediums wurden, nach dem Autoklavieren, kurz vor dem

Gebrauch 445 ml TB-Medium mit 5 ml Glukose-Losung und 50 ml Laktose-Losung versetzt.

VN-Medium

Hefeextrakt 10 g/l
K2HPO4 5,74 UM
MgSO, 2 uM
pH 7,0

Der Hefeextrakt wurde von der Firma Difco™ (VWR, Radnor, PA, USA) bezogen.

Festmedien

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde dem entsprechenden Medium (LB-Medium: E. coli,

VN-Medium: R. capsulatus) vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar hinzugefligt.

2.7 Kultivierung von Bakterien

Alle zur Kultivierung von Bakterien verwendeten Medien (Kapitel 0) wurden zunachst autoklaviert
(20 min, 121 °C, 200 kPa). Zur Selektion auf Plasmid-kodierte oder im Genom integrierte Resistenzen
wurde den Medien das entsprechende Antibiotikum zugegeben. Aufgrund der Hitzelabilitat der
Antibiotika wurden diese den Medien erst nach dem Autoklavieren, kurz vor der Verwendung,
hinzugegeben. Die verwendeten Antibiotika, sowie die Konzentration im Medium, sind der folgenden

Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Antibiotika. Angegeben ist die Endkonzentration im Medium, das Lésemittel fiir
das jeweilige Antibiotikum und das Bakterium, fiir welches das Antibiotikum verwendet wurde.

Antibiotikum Konzentration im Medium [pug/ml] Losemittel Bakterium
Kanamycin 50 Wasser E. coli
Ampicillin 100 Wasser E. coli
Rifampicin 25 DMSO R. capsulatus
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2.7.1  Kultivierung von Flussigkulturen

2.7.1.1 Kultivierung von E. coli-Flussigkulturen

Die Kultivierung von E. coli-Flissigkulturen erfolgte, sofern nicht anders angegeben, bei 37 °C und
130 UpM auf einem Rundschittler (INFORS HT Multitron Pro, INFORS AG, Bottmingen, Schweiz). Die
Plasmid-tragenden antibiotika-resistenten Stimme wurden unter entsprechendem Selektionsdruck
(Kapitel 2.7, Tabelle 6) angezogen. Alle Kulturen wurden in einem Erlenmeyerkolben kultiviert. Dabei
betrug das Fillvolumen immer 10% des Kolbenvolumens. Vorkulturen wurden immer mit einer
Einzelkolonie von einer Agarplatte angeimpft und Gber Nacht (mindestens 16 Stunden) kultiviert.
Hauptkulturen wurden auf eine optische Dichte bei 600 nm (ODgoonm) Von 0,05 aus einer Vorkultur
inokuliert. Die ODgoonm Wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers (BioPhotometer, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland) bestimmt. Als Referenz diente das jeweilige Medium.

2.7.1.2 Expression verschiedener lichtabhangiger Protochlorophyllid-
Oxidoreduktasen in E. coli BL21(DE3)

2.7.1.2.1 Testexpression

Bevor eine Expression im groflen Malistab durchgefiihrt wurde, wurde die Expression der
verschiedenen LPOR-Gene in kleinem Malstab unter verschiedenen Bedingungen getestet. Die
Expression erfolgte in allen Fallen unter Verwendung des pET-Expressionssystems [89] in E. coli
BL21(DE3). Dieser Stamm tragt im Genom das, fir die T7-Polymerase-kodierende, Gen unter der
Kontrolle eines Pi.cuvs-Promotors. Daher konnten Autoinduktionsmedium (Al-Medium) oder LB/TB-
Medium mit Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) zur Induktion der Expression verwendet
werden. Im Falle der Autoinduktion beginnt die Induktion nachdem die dem Medium zugesetzte
Glukose verbraucht ist und die ebenfalls im Medium vorliegende Laktose verstoffwechselt wird [93].
Fiir den Expressionstest im kleinen Malistab wurde ein Kulturvolumen von 50 ml in einem 500 ml
Erlenmeyerkolben gewahlt. Alle Expressionskulturen wurden auf eine ODgoonm Von 0,05 inokuliert und
zunachst bei 37 °C und 250 UpM (INFORS HT Multitron Pro, INFORS AG, Bottmingen, Schweiz) unter
Selektionsdruck (Kapitel 2.7, Tabelle 6) inkubiert. Die Autoinduktions-Expressionskulturen wurden
nach dem Animpfen fir zwei Stunden inkubiert und die Temperatur im Anschluss auf 15 °C reduziert.
Die Ernte der Zellen erfolgte nach 24, 48 und 72 Stunden. Fir die Expression in LB- und TB-Medium
wurden die Kulturen zunachst bei 37 °C bis zu einer ODgoonm von 1 schiittelnd (250 UpM) inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Induktion der Expression durch Zugabe von 0,4 mM IPTG. Nach Zugabe des

IPTGs wurden die Expressionskulturen fir zwei Stunden bei 25 °C schittelnd (250 UpM) bebritet. Nach
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erfolgter Expression wurden die Zellen mittels Zentrifugation (2915 xg, 30 min, 4 °C) geerntet und bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zur Analyse einer Testexpression wurden die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen (Kapitel 2.15.1)
und durch Zentrifugation die l6slichen von den unl6slichen Bestandteilen getrennt. Um die
Zusammensetzung der unldslichen und |6slichen Bestandteile zu analysieren, wurden diese Uber eine
SDS-PAGE (Kapitel 2.15.7) getrennt. Anhand dieser SDS-PAGE-Analysen (Daten nicht gezeigt) wurde fir
jedes Protein die Bedingung ausgewahlt bei der die gréRte Menge an Protein produziert wurde. In
Tabelle 7 sind die ausgewahlten Expressionsbedingungen fiir die verschiedenen LPOR-Proteine
aufgefihrt. Fiir die meisten LPOR-Proteine wurde eine Expression in Al-Medium mit einer Dauer von
48 Stunden ausgewahlt. Fiir diese Proteine war nach einer Inkubation von 72 Stunden meist eine
Abnahme der Proteinmenge zu verzeichnen. Nur fir die EBLPOR und die AtLPORC konnte eine
Zunahme der Proteinmenge bei langerer Inkubation erzielt werden. Alle Varianten (anderer Hise-tag,
Verkilrzungen des Proteins) dieser LPORs wurden unter den gleichen Expressionsbedingungen
produziert wie das jeweilige Ursprungsprotein. Das bedeutet, dass z. B. die Expression der E/ILPOR-cHis,
ebenso wie die der E/ILPOR (welche einen N-terminalen Hise-tag besitzt), in Al-Medium mit einer
Inkubation von 48 Stunden durchgefiihrt wurde. Auch wurden die C-terminal verkiirzten Varianten der

TeLPOR in identischer Weise wie die TeLPOR produziert.

Fir alle Proteine, mit Ausnahme der AnLPOR, LvLPOR, SgLPOR und der SsLPOR, konnten Bedingungen
gefunden werden, bei denen zumindest eine kleine, auf dem SDS-Gel sichtbare, Menge |6sliches
Protein produziert wurde. Fiir die AnLPOR und die SsLPOR war weder |6sliches noch unlésliches
Zielprotein nachweisbar und die LvLPOR und SgLPOR lagen lediglich in der unléslichen Proteinfraktion

vor.

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Expressionsbedingungen fiir die unterschiedlichen LPOR-Proteine. Die genauen
Expressionsbedingungen, sowie die Durchfiihrung, sind dem Kapitel 2.7.1.2 zu entnehmen.

LPOR Expressionsbedingung Referenz
AnLPOR Al-Medium, 48 Stunden [91]
AtLPORC Al-Medium, 72 Stunden [91]
DsLPOR LB-Medium, 0,4 mM IPTG Induktion [94]
EbLPOR Al-Medium, 72 Stunden [95]

EILPOR Al-Medium, 48 Stunden [91]
GpLPOR TB-Medium, 0,4 mM IPTG Induktion [95]
HVLPORA TB-Medium, 0,4 mM IPTG Induktion diese Arbeit

LAPOR Al-Medium, 48 Stunden diese Arbeit
LvLPOR Al-Medium, 48 Stunden diese Arbeit
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LPOR Expressionsbedingung Referenz
PdLPOR Al-Medium, 48 Stunden diese Arbeit
SalLPOR Al-Medium, 48 Stunden diese Arbeit

SehGCLPOR Al-Medium, 48 Stunden [91]
SgLPOR Al-Medium, 48 Stunden diese Arbeit
SILPOR TB-Medium, 0,4 mM IPTG Induktion diese Arbeit
SpLPOR Al-Medium, 48 Stunden diese Arbeit
SsLPOR Al-Medium, 48 Stunden diese Arbeit
TeLPOR Al-Medium, 48 Stunden [91]

2.7.1.2.2 Expression zur Produktion von LPORs

Fiir die Produktion der verschiedenen LPORs wurde die Expression im grolRen MaRBstab durchgefiihrt.
Die Expression erfolgte in allen Fallen unter Verwendung des pET-Expressionssystems [89] in E. coli
BL21(DE3). Hierzu wurde ein Kulturvolumen von 500 ml verwendet und die Kulturen in einem 5 Liter
Erlenmeyerkolben ohne Schikanen angezogen. Die Expressionsbedingungen wurden anhand der
Ergebnisse der zuvor durchgefiihrten Expressionsstudie ausgewadhlt und sind in Tabelle 7
zusammengefasst. Nach erfolgter Expression wurden die Zellen mittels Zentrifugation (6.750 xg,

30 min, 4 °C) geerntet und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.7.1.3  Kultivierung von R. capsulatus-Flussigkulturen zur Produktion von
Protochlorophyllid

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der R.capsulatus-Stamm ZY5 (Tabelle 1) zur Produktion von
Protochlorophyllid (Pchlid), dem Substrat der hier untersuchten lichtabhdngigen Protochlorophyllid-
Oxidoreduktasen (LPORs), verwendet. Im R. capsulatus ZY5 wurde das bchL-Gen, kodierend fiir eine
Untereinheit der lichtunabhdngigen Protochlorophyllid-Oxidoreduktase (dark-operative, DPOR),
deletiert, wodurch Pchlid akkumuliert und in das Medium abgegeben wird. Die Kultivierung von
R. capsulatus ZY5 erfolgte bei 30 °C und 130 UpM auf einem Rundschdttler (INFORS HT Multitron Pro,
INFORS AG, Bottmingen, Schweiz) im Dunkeln. Zur Anzucht des Protochlorophyllid-produzierenden
Stamms R. capsulatus ZY5 wurden die Kulturen unter Selektionsdruck (Tabelle 6) in VN-Medium
(Kapitel 2.6) angezogen. Sowohl Vor- als auch Hauptkulturen wurden im Erlenmeyerkolben bebritet.
Hierbei betrug die Fillhdhe stets 50 % des Kolbenvolumens (mikroaerobe Bedingungen). Vorkulturen
wurden von einer Agarplatte (VN-Agar) angeimpft. Um eine ausreichende Zellzahl in den Kolben zu
Uberfiihren, wurde hierfiir eine Impfése verwendet. Vorkulturen wurden Gber Nacht bebritet. Die

optische Dichte wurde bei 660 nm (ODesgonm) ermittelt und die 500 ml Hauptkulturen aus einer
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Vorkultur auf eine ODgsonm von 0,1 inokuliert. Hauptkulturen wurden fiir 24 bis 36 Stunden bei 30 °C
bei 130 UpM inkubiert. Die Isolation des Pchlids erfolgte durch den Zusatz hydrophober Polyurethan
(PU)- Wiirfel wie in Kapitel 2.16.1 beschrieben.

2.8 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA (modifiziert nach [96])

2.8.1 Herstellung chemisch transformationskompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung chemisch transformationskompetenter E. coli-Zellen erfolgte in 500 ml LB-Medium
(Kapitel 0), welches auf eine ODggonm Von 0,05 aus einer am Vortag aus einer Gefrierkultur angeimpften
Vorkultur inokuliert wurde. Die Kultur wurde ohne Selektionsdruck bis zu einer ODggonm Von 0,5 bis 0,6
angezogen. Nachdem die Zellen geerntet (2.915 xg, 10 Minuten, 4 °C) und der Uberstand vollstandig
abgenommen wurde, wurden die Zellen vorsichtig in 10 ml gekihlter 100 mM MgCl,-Losung
resuspendiert. Nach 30-mindtiger Inkubation der Zellen auf Eis, wurden die Zellen mittels
Zentrifugation (2.915 xg, 10 Minuten, 4 °C) pelletiert. Das Zellpellet wurde in 20 ml gekihlter 100 mM
CaCly-Lésung aufgenommen und der Losung 15 % (v/v) Glycerin zugesetzt. Alle Losungen wurden vor
der Verwendung autoklaviert. Die nun chemisch transformationskompetenten E. coli-Zellen wurden in
Aliquots von je 100 pl bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Ab dem Zeitpunkt der ersten
Zellernte wurden alle Schritte auf Eis durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der transformationskompetenten
E. coli-Zellen auf Kontaminationen wurde ein Antibiogramm angefertigt. AuBerdem wurde nach jeder

Herstellung die Transformationseffizienz tiberprift.

2.8.2 Transformation von E. coli-Zellen

Zur Transformation von E. coli-Zellen wurden je 100 pl transformationskompetente E. coli-Zellen
(Kapitel 2.8.1) auf Eis aufgetaut und mit 2 ul eines Ligationsansatzes (Kapitel 2.10.2) oder einer
QuikChange®-PCR (Kapitel 2.11.1) oder mit 100-200 ng isolierter Plasmid-DNA versetzt. Die mit der
DNA vermischten Zellen wurden fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert und im Anschluss ein 90-sekiindiger
Hitzeschock bei 42 °C durchgefiihrt. Nach erfolgtem Hitzeschock wurden die Zellen sofort auf Eis
gestellt und 700 ul LB-Medium (Kapitel0) zugefligt. Zur Ausprdagung der Plasmid-kodierten
Antibiotikaresistenz wurden die Zellen bei 37 °C fur eine Stunde auf einem Rundroller bebriitet. Im
Anschluss wurden 50 ul bis 100 ul der Zellen auf antibiotikahaltigen (Tabelle 6) LB-Agarplatten
(Kapitel 0) ausplattiert und bei 37 °C Giber Nacht inkubiert. Wurde ein Ligationsansatz oder eine
QuikChange® PCR fir die Transformation verwendet, so wurden die Zellen nach der Auspragung der

Antibiotikaresistenz durch Zentrifugation (16.016 xg, 15 Minuten, RT) pelletiert, der Uberstand bis auf

25



MATERIAL UND METHODEN

100 uI abgenommen, die Zellen in den {ibrigen 100 ul resuspendiert und ebenfalls auf

antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausplattiert.

2.9 Nukleinsaureisolierung und -reinigung

2.9.1 Isolierung von Plasmid-DNA mittels Standard-Mini-Praparation

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli DH5a-Zellen wurde das ,,innuPREP Plasmid Mini“-Kit der
Firma Analytik Jena (Jena, Deutschland) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben
unter Verwendung der mitgelieferten Puffer. Abweichend vom Protokoll wurde die Plasmid-DNA in
50 ul auf 60 °C temperiertes MilliQ-Wasser eluiert. Zur Erhéhung der Ausbeute wurde das Eluat erneut
auf die Membran gegeben, fir zwei Minuten inkubiert und erneut eluiert. Die Konzentration der
resultierenden DNA-LG6sung wurde mittels NanoDrop™ 2000c Spektralphotometer (Thermo Fisher
Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) ermittelt (Kapitel 2.13) und bis zur Verwendung bei -20°C

gelagert.

2.9.2  Elution von DNA aus Agarosegelen/PCR-Produktreinigung

Zur Reinigung von DNA-Fragmenten (PCR-Produkte siehe Kapitel 2.11, Produkte einer Restriktion siehe
Kapitel 2.10.1) wurde eine gelelektrophoretische Trennung (Kapitel 2.12) durchgefiihrt und die
entsprechenden DNA-Fragmente aus dem Agarosegel mittels Skalpell ausgeschnitten. Die DNA wurde
mit Hilfe des ,,innuPREP DOUBLEpure“-Kits der Firma Analytik Jena (Jena, Deutschland) aus dem Gel
eluiert. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben unter Verwendung der mitgelieferten
Puffer. Abweichend vom Protokoll wurde die DNA im ersten Schritt mit 30 ul und im zweiten Schritt
mit 20 pl auf 60 °C temperiertem MilliQ-Wasser eluiert. Die Konzentration der resultierenden DNA-
Losung wurde mittels NanoDrop™ 2000c Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn,

Deutschland) ermittelt (Kapitel 2.13) und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.
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2.10 Invitro-Rekombination von DNA

2.10.1 Hydrolytische Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen spalten DNA hydrolytisch an einer fir jedes Enzym spezifischen DNA-
Sequenz. Fir alle Restriktionen wurde der 10x “Fast Digest Green“-Puffer der Firma Thermo Fisher
Scientific (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) verwendet. Alle in dieser Arbeit

verwendeten Restriktionsendonukleasen sind der Tabelle 5 zu entnehmen.

Flr Testrestriktionen wurden 5 pl der zu untersuchenden Plasmid-DNA mit 0,5 ul (5 units, U) der
jeweiligen Restriktionsendonukleasen und 1 pl 10x “Fast Digest Green“-Puffer vermischt und der
Reaktionsansatz mit MilliQ-Wasser auf 10 pl aufgefiillt. AnschlieRend wurden die Ansatze fir zwei
Stunden bei der vom Hersteller der jeweiligen Restriktionsendonuklease angegebenen Temperatur

inkubiert und der Erfolg der Restriktion mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.12) tGberprift.

Die hydrolytische Spaltung von Plasmid-DNA zur spateren Ligation (Kapitel 2.10.2) erfolgte in einem
groBeren Malstab. Pro Ansatz wurden 1,5pug Plasmid-DNA restringiert. Hierzu wurde eine
entsprechende Menge DNA-Losung mit 10U der jeweiligen Restriktionsendonukleasen und
1x “Fast Digest Green“-Puffer versetzt. AnschlieRend wurden die Ansatze fiir zwei bis drei Stunden bei
der vom Hersteller der jeweiligen Restriktionsendonuklease angegebenen Temperatur inkubiert, der
gesamte Restriktionsansatz mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.12) aufgetrennt und das

gewiinschte DNA-Fragment aus dem Gel eluiert (Kapitel 2.9.2).

Zur Restriktion der Matrizen-DNA einer QuikChange®-PCR (Kapitel 2.11.1) wurden dem PCR-Ansatz
0,5 ul der Restriktionsendonuklease Dpnl (5 U) sowie 6 ul des , Fast Digest Green“-Puffers zugegeben,
der Ansatz mit MilliQ-Wasser auf 60 ul aufgefiillt und fir zwei bis drei Stunden bei 37 °C inkubiert.
Nach einer gelelektrophoretischen Trennung (Kapitel 2.12) wurde das hydrolysierte PCR-Produkt aus
dem Gel eluiert (Kapitel 2.9.2).

2.10.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von hydrolytisch gespaltenen DNA-Fragmenten (hydrolysierte Plasmid-DNA und PCR-
Produkte) wurde mittels T4-DNA-Ligase (Tabelle 5) durchgefiihrt. Die T4-DNA-Ligase ermoglicht dabei
die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen einer freien 5°-Phosphat- und einer freien 3’-
Hydroxy-Gruppe zweier doppelstrangiger DNA-Molekiile. Hierflir benétigt sie als Kofaktor ATP. Eine
Ligation mit der T4-DNA-Ligase ist sowohl bei iberhdngenden (sticky ends) als auch bei glatten Enden

(blunt ends) moglich.
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Die Ligation hydrolysierter Fragment (insert)- und Vektor-DNA erfolgte in einem molaren Verhaltnis
von 3:1. Hierzu wurde die entsprechende Menge DNA mit 5U T4-DNA-Ligase und 1x T4-DNA-
Ligasepuffer versetzt und der Ansatz gegebenenfalls auf 15 pl mit sterilem MilliQ-Wasser aufgefullt.
AnschlieBend wurden die Ansatze bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss an die
Ligation wurden transformationskompetente E.coli DH5a-Zellen (Kapitel2.8.1) mit 2 pul des

Ligationsansatzes transformiert (Kapitel 2.8.2).

2.11 Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Bei der Polymerasekettenreaktion [97] werden invitro gezielt doppelstrangige DNA-Fragmente
amplifiziert. Dazu werden eine thermostabile DNA-Polymerase, die Ausgangs-DNA als Matrize, zwei
kurze, zum 5’- bzw. 3’-Ende des zu amplifizierenden DNA-Bereichs komplementare, Oligonukleotide,

sowie dNTPs (Desoxynukleosidtriphosphate) benétigt.

Das Prinzip der PCR beruht auf drei sich wiederholenden Schritten. Im ersten Schritt erfolgt bei hoher
Temperatur die Denaturierung der doppelstrangigen DNA-Matrize in Einzelstrange. Durch ein
Herabsetzen der Temperatur kdnnen sich die Oligonukleotide an entsprechend komplementare
Bereiche der DNA-Matrize anlagern (Hybridisierung). Im anschlieBenden Schritt, der Elongation,
verlangert die DNA-Polymerase die gebundenen Oligonukleotide und fertigt so eine Kopie der DNA-
Matrize an. Auf diese Weise wird innerhalb eines Zyklus die DNA verdoppelt, wahrend sie insgesamt
exponentiell amplifiziert wird. Nach 20 bis 30 Zyklen kénnen in der Regel ausreichende Mengen DNA
aus dem PCR-Ansatz isoliert werden (Kapitel 2.9.2). Alle PCR-Reaktionen wurden in dem Thermozykler
»TProfessional Basic Gradient” (Analytik Jena, Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Fir alle PCR-
Reaktionen wurde die Phusion™-DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn,

Deutschland) verwendet.

Tabelle 8: Komponenten eines typischen PCR-Ansatzes und deren Konzentration.

Komponente Konzentration / Menge im Ansatz

DNA-Matrize 50-200 ng
Oligonukleotid (vorwarts) 10 pmol
Oligonukleotid (rickwarts) 10 pmol
dNTP-Mix 0,2mM

Phusion-Polymerase 2U

Phusion-Puffer 1x Puffer
MilliQ-Wasser ad 50 ul
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Tabelle 9: PCR-Programm. Fir die Hybridisierung wurde ein Gradient gewdhlt, um die besten Bedingungen zur Amplifikation

zu finden.
Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Wiederholungen
vollstandige Denaturierung 98 5 1
Denaturierung 98 0,5
Hybridisierung 55-65 1 20
Elongation 72 3
finale Elongation 72 5 1
Lagerung 10 oo 1

2.11.1 Austausch von Basen mittels ortsgerichteter Mutagenese

Fiir den gezielten Austausch von Basen in einem bestehenden Plasmid, wurde eine QuikChange®-
PCR (Stratagene, San Diego, Kalifornien) durchgefiihrt. Diese beruht auf dem Einsatz zweier zueinander
komplementarer Oligonukleotide, welche den entsprechenden Basenaustausch enthalten. Dabei
wurden die Reaktionskomponenten in den gleichen Konzentrationen wie bei der normalen PCR
(Tabelle 8) eingesetzt und dasselbe PCR-Programm (Tabelle 9) verwendet. Als DNA-Matrize diente
hierbei der Vektor in dem der Basenaustausch generiert werden sollte. Wahrend der PCR verlangert
die Polymerase, ausgehend von den beiden Oligonukleotiden, den gesamten Vektor und erzeugt so
den entsprechenden Austausch durch den Einbau der Oligonukleotide. Im Anschluss an die
QuikChange®-PCR wurde das PCR-Produkt einer Restriktion (Kapitel2.10.1) mittels der
Restriktionsendonuklease Dpnl, welche die methylierte DNA-Matrize verdaut, unterzogen, sodass
lediglich die nicht-methylierte, PCR-amplifizierte DNA mit dem gewiinschten Basenaustausch
zurlickblieb. Nach der Restriktion wurden transformationskompetente E.coli DH5a-Zellen

(Kapitel 2.8.1) mit dem PCR-Produkt transformiert (Kapitel 2.8.2) und der korrekte Basenaustausch

durch eine Sequenzierung (Kapitel 2.14) Gberprift.
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Abbildung 8: Schema zur QuikChange®-PCR. Zur Erzeugung von TelLPOR-Verkiirzungen wurde eine QuikChange®-PCR
durchgeflihrt. Hierbei werden Oligonukleotide verwendet, welche zueinander komplementéar sind und die gewlnschte
Mutation (hier: Stopp-Codon) enthalten. Wahrend der PCR wird der gesamte Vektor, ausgehend von den Oligonukleotiden,
amplifiziert und so die gewiinschte Mutation generiert. Durch die Restriktion mit der Restriktionsendonuklease Dpnl wird der
Matrizen-Vektor hydrolytisch gespalten (Kapitel 2.10.1). Nach der Restriktion werden E. coli-Zellen mit dem amplifizierten
Vektor transformiert (Kapitel 2.8).

2.12 Agarose-Gelelektrophorese [92]

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden Nukleinsdaure-Molekiile iber die negative Ladung ihres
Zucker-Phosphat-Riickgrats in einem elektrischen Feld getrennt. Die Laufgeschwindigkeit ist abhangig
von der Konzentration des Agarosegels, der Starke des elektrischen Feldes sowie der Grof3e und der
Konformation des DNA-Stranges. Kleine Fragmente wandern schneller durch die Gelmatrix als grofRe
und supercoiled-DNA schneller als lineare und zirkuldare DNA. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde
zur Analyse von DNA-Restriktionen (Kapitel 2.10.1) verwendet. Fir die Gelmatrix wurde eine
Agarosekonzentration von 1 % (w/v) in 1x TAE-Puffer verwendet. Zur Farbung der DNA im Gel wurde
Ethidiumbromid eingesetzt, wobei dem Gel 0,1 ul einer 0,5%igen Ethidiumbromid-L6sung zugesetzt
wurde. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA interkaliert und unter Belichtung
mit UV-Licht in Form von Fluoreszenz im sichtbaren Bereich (A=590 nm) emittiert. Der bei der
Restriktion verwendete ,Fast Digest Green“-Puffer fungiert ebenfalls als Probenpuffer, weshalb den

Proben kein separater DNA-Probenpuffer zugesetzt werden musste. Lediglich DNA-Proben, welche
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zuvor keiner Restriktion unterzogen wurden, wurden vor dem Auftragen mit 1x DNA-Probenpuffer
versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in horizontalen Gelkammern (Mini-Sub® Cell GT oder BioRAD
wide Mini-Sub® Cell GT, Bio-Rad, Kalifornien, USA) bei einer Spannung von 125V fir 25 Minuten in
1x TAE-Puffer. Als DNA-Molekulargewichtsstandard wurde der ,GeneRuler™ 1kb DNA Ladder” der
Firma Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) verwendet. Die
Dokumentation erfolgte unter UV-Belichtung mit Hilfe einer Videodokumentationsanlage (INTAS

Science Imaging EagleEye Il, Stratagene, Amsterdam, Niederlande).

DNA-Molekulargewichtsstandard

,GeneRuler™ 1kb DNA Ladder”, Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn,

Deutschland)

0,25;0,5;0,75;1;1,5;2;2,5;3;3,5;4;5;6;8; 10 kb

Agarose-Laufpuffer (TAE-Puffer) (50x)

TRIS 2 M
Essigsdure (p.A.) 1 M
EDTA-Na; 50 mM

DNA-Probenpuffer (10x)

EDTA 100 mM

Glycerin 30 % (v/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
SDS 1 % (W/v)

2.13 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-Lésungen erfolgte mittels NanoDrop™ 2000c
Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) durch eine
Absorptionsmessung bei einer Wellenldange von 260 nm. Die ebenfalls gemessenen Absorptionswerte
bei 230 nm und 280 nm dienen als Indiz fiir die Reinheit der DNA. Dabei ist zu beachten, dass das
Verhdltnis der Absorption bei 260 nm zur Absorption bei 280 nm (Absorption von Proteinen)

optimalerweise zwischen 1,8 und 2 liegen sollte. Die Absorption bei 230 nm, welche ein Indiz fiir in der
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Losung vorhandene Salze ist, sollte im Verhaltnis zur Absorption bei 260 nm nur die Halfte oder

weniger betragen.

2.14 DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungsarbeiten zur Uberpriifung der erzeugten Expressionsplasmide wurden als
Auftragsarbeit von der Firma Seqlab (Gottingen, Deutschland) mittels Sanger-Methode [98]
durchgefuhrt. Alle Konstrukte wurden mit den Standardprimern T7 und T7term (Tabelle 10)

sequenziert.

Tabelle 10: Sequenzen der zur Sequenzierung verwendeten Standardprimer der Firma Seqlab.

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5" > 37)
T7 TAATACGACTCACTATAGG
T7term TGCTAGTTATTGCTCAGCGG

2.14.1 Konstruktion der LPOR-Expressionsvektoren

Alle in dieser Arbeit identifizierten putativen LPOR-kodierenden Gene (Tabelle 2, Sequenzen siehe
Anhang, Kapitel 6.1) wurden in Auftragsarbeit synthetisiert. Dabei wurden die Gene fiir die LPOR aus
Loktanella fryxellensis (LfLPOR), Porphyrobacter dokdonensis (PdLPOR), Sandarakinorhabdus sp.
(SaLPOR) und Spingomonadales sp. (SpLPOR) sowie die als pflanzliche bzw. cyanobakterielle Referenz
dienende LPOR aus Hordeum vulgare (HvLPORA, POR A) und Synechocystis sp. PCC6803 (SsLPOR) von
der Firma Life Technologies™ (Carlsbad, Kalifornien, USA) bezogen. Hierbei wurde die DNA-Sequenz
der pflanzlichen und cyanobakteriellen LPOR zuvor auf die Codonverwendung (codon usage) von E. coli
und anderen Proteobakterien angepasst [99]. Dazu wurde von Dr. Anita Loeschcke eine Meta-Codon-
Tabelle erstellt und verwendet, wodurch eine fiir E. coli, R. capsulatus und P. putida angepasste DNA-
Sequenz erstellt werden konnte, bei der nicht jedes Triplet dem haufigsten Codon fir R. capsulatus
entspricht. Dabei ist zu beachtet, dass dieses Verfahren die urspriingliche codon usage des
Ursprungsorganismus nicht berlicksichtigt. Die putativen LPOR-kodierenden Gene aus Loktanella
vestfoldensis (LvLPOR), Sulfitobacter guttiformis (SgLPOR) und Sandarakinorhabdus limnophila
(S/ILPOR) wurden von der Firma DNA2.0 (Newark, Kalifornien, USA) bezogen. Hier wurden die Gene
zunachst in silico durch die Optimierung der DNA-Sequenz an den Codongebrauch von E. coli angepasst
und dann synthetisiert. Die Optimierung erfolgte nach einem patentierten Verfahren der Firma

DNA2.0, welches nicht immer das haufigste Codon einsetzt [100].

Fiir die spatere Klonierung der synthetischen Gene wurde diesen je eine Erkennungssequenz fiir eine

Restriktionsendonuklease an beiden Enden (5'und 3°) angefligt. Am 5°-Ende war dies die Sequenz fir
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die Restriktionsendonuklease Ndel und am 3’-Ende die Sequenz fiir Sall oder Xhol. Alle Klonierungen

erfolgten nach dem gleichen Prinzip (Abbildung 9).

REN2 ori REN2 ori
% N 5,
REN1&__ < RENTe
pET28a Restriktion pET28a REN2
Ory
Q.
Ky
lacl lacl REN1¢.\
2 o5
REN2 + Ligation T
- pET28a_LPOR

REN2

Q.
it O lacl
Restriktion \9
REN1

Abbildung 9: Klonierungsschema. Fiir die Klonierung der kiinstlich synthetisierten LPOR-Gene in den Expressionsvektor
pET28a, wurde zunachst der Leervektor pET28a sowie der LPOR-tragende Synthesevektor (pJ201, pJ411, pMA-T, pMK-RQ
und pEX-A2, pEX-K4) mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen (Ndel, Sall und Xhol) hydrolytisch gespalten. Uber
eine Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.12) wurden die entstandenen DNA-Fragmente auf ihre GréRe hin analysiert und
die fiur die Ligation benotigten Fragmente (pET28a-Vektor und LPOR-Gen) aus dem Gel ausgeschnitten und eluiert
(Kapitel 2.9.2). Durch eine Ligation (Kapitel 2.10.2) dieser beiden Fragmente entstand der fertige Expressionsvektor. Durch
die Wahl der Restriktionsendonuklease Ndel wurde das LPOR-Gen an einen N-terminalen Hise-tag fusioniert. REN:
Restriktionsendonuklease.

LPOR-tragender
Synthesevektor

Wie in Abbildung 9 dargestellt, wurden zunachst der pET28a-Vektor und der LPOR-tragende
Synthesevektor hydrolytisch gespalten (Kapitel 2.10.1). Im Anschluss an die Restriktion wurden die
Ansatze mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt (Kapitel 2.12) und die bendtigte hydrolytisch
gespaltene Vektor-DNA und das jeweilige LPOR-Gen aus dem Agarosegel eluiert (Kapitel 2.9.2). Die so
erhaltenen DNA-Fragmente wurden ligiert (Kapitel 2.10.2), sodass der jeweilige Expressionsvektor

entstand (Tabelle 3).

Die Konstruktion der Expressionsvektoren fiir die LPOR aus Dinoroseobacter shibae (DsLPOR) [1]
Erythrobacteraceae bacterium (EbLPOR), Gemmatimonas phototrophica (GpLPOR) [95] Acidiphilium
angustum (AnLPOR), Erythrobacter litoralis (EILPOR), Saccharopolyspora erythraea (SehGCLPOR),
sowie den beiden als Referenz dienenden LPORs aus Arabidopsisthaliana (AtLPORC) und
Thermosynechococcus elongatus (TeLPOR) [91], erfolgte in vorangegangenen Arbeiten nach den

gleichen Prinzipien wie zuvor beschrieben.
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Durch die Wahl der 5’-Restriktionsendonuklease Ndel wurde bei der Ligation ein N-terminaler
Hexahistidin (Hisg)-tag, welcher durch den pET28a-Vektor kodiert ist, in frame an die jeweilige LPOR

fusioniert.

Im Fall der AtLPORC konnte in vorangegangenen Expressions- und Reinigungsstudien [91] gezeigt
werden, dass die jeweilige LPOR lber den N-terminalen Hise-tag nur unzureichend gereinigt werden
konnte. Daher wurde ein C-terminaler Hiss-tag an das entsprechende Gen fusioniert. AuRerdem wurde
ein Konstrukt der EILPOR mit C-terminalem Hise-tag flir SAXS-Studien (Kapitel 2.20.1 und 3.3.2)
erzeugt, um einen Einfluss des 20 Aminosauren langen N-terminalen Hisg-tags auf das Streuverhalten
der Proteine auszuschlieRen. In diesen beiden Fallen erfolgte die Klonierung unter Verwendung der
Restriktionsendonukleasen Ncol und Xhol (AtLPORC) in pET28a, bzw. mittels Ndel und Xhol (EILPOR) in
pET22b, wodurch an beide Proteine ein C-terminaler Hiss-tag fusioniert wurde. Hierzu wurde mittels
PCR (Kapitel 2.11) unter Verwendung der entsprechenden Oligonukleotide (Tabelle 4) das jeweilige
LPOR-Gen amplifiziert und gleichzeitig die bendtigten Restriktionsschnittstellen angefiigt. Ein Schema
zu dieser Klonierung ist in Abbildung 10 dargestellt. Zur Vervielfdltigung des fertigen
Expressionsvektors wurden E. coli DH5a-Zellen mit diesem transformiert (Kapitel 2.8.2) und die
Plasmid-DNA (ber eine Standard-Mini-Prdparation aus den Zellen isoliert (Kapitel2.9.1). Um
sicherzustellen, dass sich die richtige LPOR-Sequenz ohne Mutationen im Vektor befand, wurden alle

Plasmide sequenziert (Kapitel 2.14).
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PCR-Amplifikation
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Abbildung 10: Klonierungsschema zur Erzeugung der C-terminal getagten LPORs. Um die gewinschten
Restriktionsendonuklease-Sequenzen an das jeweilige LPOR-Gen anzubringen, wurde eine PCR mit Oligonukleotiden
(Tabelle4) mit den entsprechenden Uberhingen durchgefilhrt und das Produkt mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen (AtLPORC: Ncol und Xhol, EILPOR: Ndel und Xhol) restringiert (Kapitel 2.10.1). Ebenso wurde der
entsprechende Expressionsvektor (AtLPORC: pET28a, E/LPOR: pET22b) einer Restriktion unterzogen. Uber eine Agarose-
Gelelektrophorese (Kapitel 2.12) wurden die entstandenen DNA-Fragmente auf ihre GroRe hin analysiert und die fiir die
Ligation benétigten Fragmente (pET-Vektor und LPOR-Gen) aus dem Gel ausgeschnitten und eluiert (Kapitel 2.9.2). Durch
eine Ligation (Kapitel 2.10.2) dieser beiden Fragmente entstand der fertige Expressionsvektor. REN:

Restriktionsendonuklease.

Alle in dieser Arbeit erzeugten und verwendeten Expressionsplasmide sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

35



MATERIAL UND METHODEN

2.14.1.1 Erzeugung C-terminal verkiirzter TeLPOR-Konstrukte

In dieser Arbeit wurden verschiedene C-terminal verkirzte TeLPOR-Konstrukte mittels
QuikChange®-PCR (Kapitel 2.11.1) erzeugt. In Abbildung 8 ist die Methode der QuikChange®-PCR
schematisch dargestellt. Dabei wurde der bereits bestehende Vektor pET28a_TeLPOR als Matrizen-
DNA eingesetzt. Die verwendeten Oligonukleotide sind der Tabelle4 zu entnehmen. Um eine
Verkiirzung des Proteins zu erreichen, wurde an der gewtinschten Stelle im TeLPOR-Gen ein Stopp-
Codon generiert, welches die Verkirzung dieses Gens zur Folge hatte. In dieser Weise wurden die
Konstrukte TeLPOR-A302Stopp (C-terminal um 21 Aminosauren verkirzt), TeLPOR-V279Stopp (C-
terminal um 44 Aminosduren verkirzt) und TeLPOR-P272Stopp (C-terminal um 51 Aminosduren

verkirzt) generiert (Tabelle 3).

2.15 Proteinbiochemische Methoden

2.15.1 Zellaufschluss

Nach erfolgter Expression des jeweiligen Zielgens in E. coli BL21(DE3) (Kapitel 2.7.1.2) wurden die
Zellen durch Zentrifugation geerntet (6.750 xg, 30 Minuten, 4 °C) und das Gewicht des Zellpellets
bestimmt. Das Zellpellet wurde in Zellaufschlusspuffer resuspendiert, sodass eine 10%ige (w/v)
Zellsuspension entstand. Bei einer Testexpression (Kapitel 2.7.1.2.1), erfolgte der Aufschluss mittels
Ultraschall (3x5 Minuten, 5 cycles, 50 % Leistung) mit dem Ultraschall-Homogenisator Bandelin
Sonopuls HD 2070 der Firma Sigma (Minchen, Deutschland) und der Sonotroden-Spitze KEJ76. Fir
Volumen unter 2,5 ml wurde der Ultraschall-Aufschluss dreimal fir zwei Minuten durchgefiihrt. Um
einer Erwarmung der Proben vorzubeugen, wurden die Zellen in einem Eisbad gekihlt. Zwischen den
Zyklen wurden die Zellen fiir mindestens zwei Minuten auf Eis gestellt. Bei Expressionen im grof3en
Malfstab fir eine anschlieRende Proteinreinigung (Kapitel 2.15.2) erfolgte der Aufschluss mittels des
Hochdruckhomogenisators EmulsiFlex-C5 (Avestin Europe GmbH, Mannheim, Deutschland) in vier bis
finf Durchgangen bei 1000 bar. Nach erfolgreichem Aufschluss der Zellen wurden die unldslichen
Bestandteile der Zelle, sowie unaufgeschlossene Zellen, durch Zentrifugation (30.310 xg, 30 Minuten,
4°C) von den loslichen Bestandteilen getrennt. Das Pellet wurde im Ausgangsvolumen
Zellaufschlusspuffer resuspendiert und, ebenso wie die l6sliche Fraktion, mittels SDS-PAGE
(Kapitel 2.15.7) analysiert. Die entsprechenden l6slichen Fraktionen (zellfreier Rohextrakt) wurden fir
die Proteinreinigung mittels immobilisierter Metallionen-Affinitatschromatographie (Kapitel 2.15.2)

verwendet.
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Zellaufschlusspuffer

TRIS 20 mM

NaCl 500 mM

Glycerin 20 % (v/V)

pH 7,5

2.15.2 Proteinreinigung mittels immobilisierter Metallionen-

Affinitatschromatographie (IMAC)

Alle in dieser Arbeit verwendeten LPORs wurden mit einem Amino (N)-terminalen Hexahistidin-tag
(Hise-tag) oder einem Carboxy (C)-terminalen Hise-tag fusioniert (tag-Sequenzen: N-terminal:
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH; C-terminal: LEHHHHHH). Alle heterolog in E. coli BL21(DE3) produzierten
(Kapitel 2.7.1.2.2) His-getaggten Proteine wurden mittels IMAC an Ni*-NTA-Material (Ni-NTA
Superflow, QIAGEN, Hilden, Deutschland) gereinigt. Jeweils zwei der sechs Histidine des Hise-tags
interagieren mit einem am Nitrilotriessigsdure (NTA)-Rest gebundenem Ni*-lon, sodass das jeweilige
Protein an das Saulenmaterial gebunden wird. Durch die Zugabe von Imidazol, einem zu Histidin
strukturell dhnlichem Molekil, kann das Zielprotein kompetitiv von der Saule eluiert werden. Die
Reinigung erfolgte mittels der fast protein liquid chromatography (FPLC)-Systeme AKTApurifier oder
AKTApure (GE Healthcare Life Science, Freiburg, Deutschland). Die Elution des Proteins wurde durch
online Absorptionsmessung bei 280 nm verfolgt. Zundchst wurde das Sdulenmaterial mit zwei bis drei
Saulenvolumen Lagerpuffer aquilibriert und anschlieRend der zellfreie Rohextrakt (Kapitel 2.15.1) mit
Hilfe eines 50 ml Superloops™ auf die Sdule aufgetragen. Bis zum Erreichen der Basislinie bei 280 nm
wurde die Saule mit Lagerpuffer gespilt um alle Proteine, welche nicht an das Sdulenmaterial binden,
von der Sdule zu entfernen. Um unspezifisch gebundene Proteine von der Saule zu spiilen, wurde die
Siule mit 20 mM Imidazol (92 % Lagerpuffer, 8 % Elutionspuffer, Mischfunktion AKTApurifier oder
AKTApure) gewaschen. Nach erneutem Erreichen der Basislinie bei 280 nm wurde das Zielprotein mit
250 mM Imidazol (Elutionspuffer) von der Saule eluiert. Die mit Hilfe eines Fraktionssammlers
gesammelten zielproteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt, entsalzt (Kapitel2.15.3) und
konzentriert (Kapitel 2.15.5). Die Reinheit der unterschiedlichen Fraktionen der Reinigung (Durchlauf,

Waschschritt und Elution) wurde mittels SDS-PAGE (Kapitel 2.15.7) analysiert.
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Lagerpuffer Elutionspuffer

TRIS 20 mM TRIS 20 mM

NaCl 500 mM NaCl 500 mM

Glycerin 20 % (v/v) Glycerin 20 % (v/V)

pH 7,5 Imidazol 250 mM
pH 7,5

2.15.3 Pufferwechsel und Entsalzung von Proteinlésungen mittels Gelfiltration

Im Anschluss an die affinitdtschromatographische Reinigung mittels IMAC wurden die Proteinproben
mit Hilfe einer selbst gepackten Sephadex™ G25 (GE Healthcare Life Science, Freiburg, Deutschland)
Sdule (XK50/60, Sdulenvolumen: 981 ml, GE Healthcare Life Science, Freiburg, Deutschland) mittels
FPLC (AKTApurifier oder AKTApure (GE Healthcare Life Science, Freiburg, Deutschland)) bei einer
Flussrate von 5 bis 10 ml pro Minute entsalzt und in Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2) Giberfiihrt. Zunachst
wurde die Sadule mit dem Lagerpuffer dquilibriert und die Proteinprobe mit Hilfe eines 50 ml
Superloops™ auf die Saule gegeben. Durch Spilen der Saule mit Lagerpuffer wurde das Protein
aufgrund seiner Grofle von dem Salz getrennt und von der Sdule gewaschen. Die Elution des
Zielproteins wurde durch eine online Absorptionsmessung bei 280 nm detektiert. Durch eine
gleichzeitige Messung der Leitfahigkeit konnte dabei gezeigt werden, dass das Protein vollstandig von
den Salzen getrennt wurde. Alle proteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt, die
Proteinkonzentration bestimmt (Kapitel 2.15.6) und die Losung bei Bedarf konzentriert
(Kapitel 2.15.5). Die Proteinproben wurden flir spezielle Experimente zusatzlich mittels
Grolenausschlusschromatographie (Kapitel 2.15.4) gereinigt um eine héhere Reinheit zu erzielen. Alle

Proteinproben wurden bis zur spateren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.15.4 Proteinreinigung mittels GroBenausschlusschromatographie

Mittels GroRenausschlusschromatographie kdnnen Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts
getrennt werden. Je grolRer ein Molekiil, desto schneller passiert es die Sdule. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zur weiteren Erhdhung der Reinheit die IMAC gereinigten und entsalzten Proteinproben
mittels prdparativer Grofenausschlusschromatographie, unter Verwendung einer kommerziell
gepackten Superdex™ 200 Siule (HiLoad™16/60, Saulenvolumen: 120 ml, GE Healthcare Life Science,
Freiburg, Deutschland), gereinigt. Die Konzentration der Proteinlésung musste hierfiir mindestens
1 mg/ml betragen. Die Reinigung erfolgte mittels FPLC (AKTApurifier oder AKTApure (GE Healthcare

Life Science, Freiburg, Deutschland)) bei einer konstanten Flussrate von 1 ml/min. Die Elution des
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Zielproteins wurde durch eine online Absorptionsmessung bei 280nm detektiert. Alle
zielproteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt, die Proteinkonzentration (Kapitel 2.15.6) bestimmt

und die Lésung, wenn notig, konzentriert (Kapitel 2.15.5).

2.15.5 Konzentrierung von Proteinlésungen

Zum Konzentrieren von Proteinldsungen wurden Zentrifugationskonzentratoren (Pall, Dreieich,
Deutschland) mit einer AusschlussgroRe von 10kDa verwendet. Die Proben wurden mittels
Zentrifugation (2.915xg, 20°C) unter Verwendung eines Ausschwingrotors mit Hilfe einer

Kihlzentrifuge (ROTINA 380R, Hettich AG, Bach, Schweiz) konzentriert.

2.15.6 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

2.15.6.1 Kolorimetrischer Bradford-Assay

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford [101] erfolgte mit Rinderserumalbumin
(bovine serum albumine, BSA) als Standard. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 900 pl
Bradford-Reagenz mit 100 pl Proteinlosung in einer Kivette gemischt und fir zehn Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Proteinldsung musste dafiir im Vorfeld auf eine geschatzte
Konzentration von 0,1-1 mg/ml verdinnt werden, da nur in diesem Konzentrationsbereich die
Kalibrierung mit BSA erfolgte. Als Referenz dienten 900 pl des Bradford-Reagenz mit 100 ul des
entsprechenden Puffers. AnschlieBend wurde die Absorption des entstandenen Protein-
Farbkomplexes bei 595 nm mit Hilfe eines Spektralphotometers (Cary 60, Agilent Technologies,
Ratingen, Deutschland) bestimmt. Uber eine Kalibrationsgerade bekannter BSA-Mengen konnte so die

Proteinkonzentration der Proben ermittelt werden.

Bradford-Reagenz

Serva Blau G250 0,1 g/L
85 % (v/v) ortho-Phosphorséure 10 % (v/v)
Ethanol (abs.) 5 % (v/v)

Das Bradford-Reagenz wurde liber Nacht gerihrt und im Anschluss filtriert. Die Lagerung erfolgte in

einer abgedunkelten Flasche bei Raumtemperatur.
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2.15.6.2 Berechnung der Proteinkonzentration anhand der Absorption bei
280 nm

Die Seitenketten der aromatischen Aminosauren (Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin) von Proteinen
absorbieren Licht der Wellenlange 280 nm. Diese Eigenschaft kann zur Bestimmung der
Proteinkonzentration von gereinigtem Protein verwendet werden. Um die Proteinkonzentration zu
berechnen, ist der Extinktionskoeffizient des Proteins bei 280 nm notwendig. Dieser wurde mit Hilfe
des Internettools ,,ProtParam” (http://web.expasy.org/protparam [102]) aus der Aminosauresequenz
des jeweiligen Proteins ermittelt. Uber das Lambert-Beer'sche Gesetz lisst sich somit die
Proteinkonzentration berechnen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des
NanoDrop™ 2000c Spektralphotometers (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) unter

Angabe des Molekulargewichts und des Extinktionskoeffizienten.

Lambert-Beer’sches Gesetz: E=g-c-d
E: Absorption
£: molarer Extinktionskoeffizient [moll“. Cm]
c: Konzentration [mTOI]
d: Schichtdicke [cm]

Tabelle 11: Extinktionskoeffizienten und Molekulargewichte der verwendeten LPORs. Das theoretische Molekulargewicht
und der molare Extinktionskoeffizient wurden mit Hilfe des Internettools ,ProtParam” (http://web.expasy.org/protparam)
bestimmt.

) Molekulargewicht Molarer Extinktionskoeffizient (&)
Protein [Da] bei 280 nm [—-—]
mol - cm
AnLPOR 37.159 35.200
AtLPORC 44.948 37.150
DsLPOR 37.265 36.690
EbLPOR 37.747 40.700
EILPOR 37.847 42.190
GpLPOR 36.832 39.795
HVLPORA 43.345 32.680
LALPOR 37.981 38.305
LvLPOR 36.572 38.055
PdLPOR 37.640 42.065
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) Molekulargewicht Molarer Extinktionskoeffizient (&)

Protein [Da] bei 280 nm [—-—]

mol - cm
SalLPOR 37.155 47.565
SehGCLPOR 34.644 28.545
SgLPOR 37.006 39.670
SILPOR 36.302 47.565
SpLPOR 37.701 41.160
SsLPOR 37.824 46.785
TeLPOR 38.015 35.660
TeLPOR-A302Stopp 35.633 30.160
TeLPOR-P272Stopp 32.106 19.160
TeLPOR-V279Stopp 32.908 19.160

2.15.6.3 Konzentrationsbestimmung von Holoproteinlésungen

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration des terndren LPOR/NADPH/Protochlorophyllid-
Komplexes muss beriicksichtigt werden, dass insbesondere der Kofaktor NADPH ebenfalls bei 280 nm
absorbiert. Daher musste zunachst der Extinktionskoeffizient von NADPH bei 260 nm, 280 nm und
340 nm bestimmt werden. Hierzu wurde eine definierte Menge NADPH eingewogen und in Lagerpuffer
(Kapitel 2.15.2) gel6st. Aus dieser Stocklésung wurden verschiedene Verdiinnungen hergestellt. Von
den verschiedenen Verdlinnungen wurden Absorptionsspektren von 200nm bis 800 nm
aufgenommen (Abbildung 11 A). Zur Ermittlung der Extinktionskoeffizienten wurden die
Absorptionswerte bei der entsprechenden Wellenlange gegen die NADPH-Konzentration aufgetragen
(Abbildung 11 B). Mit Hilfe einer linearen Regression wurde die Steigung der resultierenden Gerade
bestimmt. Diese Steigung entspricht dem molaren Extinktionskoeffizienten von NADPH bei der

jeweiligen Wellenlange (Tabelle 12).
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Abbildung 11: Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten (¢) von NADPH bei 260, 280 und 340 nm. (A)
Absorptionsspektren von NADPH verschiedener Konzentrationen in Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2). Die vertikalen schwarzen
Linien markieren die relevanten Wellenlangen (260, 280 und 340nm). (B) Die Bestimmung der molaren
Extinktionskoeffizienten (€) von NADPH bei 260, 280 und 340 nm erfolgte durch Auftragen der jeweiligen Absorptionswerte
gegen die entsprechende NADPH-Konzentration.

Tabelle 12: Ubersicht der ermittelten Extinktionskoeffizienten fiir NADPH.

Wellenlange [nm] Extinktionskoeffizient (€) von NADPH [molL. cm]
230 14.847 }
260 4.431
340 6.139

Die Berechnung der Proteinkonzentration des terndaren Komplexes erfolgte mittels folgender

Gleichung.
A A340 nm .
280nm ~ | g €NADPH 280 nm
NADPH 340 nm
Cternarer Komplex = d - MWppor
€LPOR 280 nm
Absorption des terndren Komplexes bei 280 nm (Protein und
Azgo nm NADPH)
A340 nm: Absorption des terndren Komplexes bei 340 nm (NADPH)
Cternirer Komplex: Konzentration des terndaren Komplexes [%
. _ molekularer Extinktionskoeffizient von NADPH bei einer [ L ]
NADPH 280 nm- Wellenldnge von 280 nm mol - cm
. _ molekularer Extinktionskoeffizient von NADPH bei einer [ L !
NADPH 340 nm- Wellenldnge von 340 nm mol - cm
molekularer Extinktionskoeffizient der jeweiligen LPOR bei einer L
ELPOR 280 nm* . [ - ]
Wellenldange von 280 nm mol - cm
MW /por: Molekulargewicht der jeweiligen LPOR [#
d: Schichtdicke [em]
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2.15.7 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
[103]
Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Durch eine
Komplexbildung zwischen Protein und Natriumdodecylsulfat (SDS) wird die Polypeptidkette entfaltet
(denaturierende Bedingungen) und dabei die proteineigene Ladung von der negativen Ladung des SDS
Uberlagert. Daraus ergibt sich ein konstantes Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis, wodurch die Trennung von
Proteinen unterschiedlichen Molekulargewichts in einem elektrischen Feld ermdglicht wird. Die zu
analysierenden Proben wurden auf eine Endkonzentration von 1 mg/ml eingestellt und mit SDS-
Probenpuffer versetzt. Unl6sliche Proteinproben (Pelletfraktion nach Zellaufschluss (Kapitel 2.15.1))
wurden analog zu der Probe mit den I6slichen Proteinen angesetzt. Pro Gelspur wurden 10 ug Protein,

bzw. ein dquivalentes Volumen der unldslichen Pelletproben, aufgetragen.

IM

Die Elektrophorese wurde in einer ,XCell SureLock™ Novex® Mini-Cell“ Gelkammer der Firma
Invitrogen (Carlsbad, Kalifornien, USA), unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen
Gradientengels (NUuPAGE® 4-12% Bis-TRIS-Gel, Thermo Fisher Scientific, Bonn, Deutschland),
durchgefiihrt. Hierbei wurde SDS-Laufpuffer verwendet und fir eine Stunde eine konstante Spannung
von 150V angelegt. Zur Abschatzung des Molekulargewichts wurde als Referenz der

Molekulargewichtsstandard ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder” (Thermo Fisher Scientific, Bonn,

Deutschland) verwendet.

SDS-Probenpuffer (5x) SDS-Laufpuffer (NUPAGE® MES-Puffer) (10x)
TRIS 225 mM MES 500 mM

SDS 5 % TRIS 500 mM

Glycerin 50 % (v/v) SDS 1 %

Bromphenolblau 005 % EDTA 10 mM

Dithiothreitol 0,25 M pH 7,3

Molekulargewichtsstandard
,PageRuler™ Prestained Protein Ladder” (Thermo Fisher Scientific, Bonn, Deutschland)

10; 15; 25; 30; 40; 50; 70; 80; 115; 140 kDa
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2.15.8 Kolloidal Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung von SDS-Gelen [104]

Nach der SDS-PAGE (Kapitel2.15.7) wurden die SDS-Gele mehrfach mit Wasser gewaschen,
anschlieRend mit Kolloidal Coomassie-Brilliant-Blau-Farbel6sung (iberschichtet und schiittelnd tber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele erneut mehrfach mit Wasser
gespllt und bis zur vollstandigen Entfarbung des Hintergrundes in Wasser inkubiert. Die
Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer Videodokumentationsanlage

(Intas Science Imaging Instruments GmbH, Gottingen, Deutschland).

Farbel6sung

ortho-Phosphorsaure 10 % (v/V)
Ammoniumsulfat 10 % (w/Vv)
Coomassie-Brilliant-Blau G250 0,12 % (w/v)
Methanol 20 % (v/v)

Die Zugabe des Coomassie-Brilliant-Blau G250 erfolgte langsam, zur Erzeugung kleiner
Pigmentkolloide. Die Farbelosung wurde in einer abgedunkelten Flasche bei Raumtemperatur

gelagert.

2.16 Produktion, Extraktion und Reinigung von Protochlorophyllid

2.16.1 Produktion von Protochlorophyllid in R. capsulatus-Flissigkulturen

Zur Produktion des kommerziell nicht erhaltlichen LPOR-Substrats Protochlorophyllid (Pchlid) wurde
der Stamm R. capsulatus ZY5 verwendet, in welchem das bchL-Gen, kodierend fiir eine Untereinheit
der lichtunabhéngigen Protochlorophyllid-Oxidoreduktase (dark operative protochlorophyllide
oxidoreductase, DPOR), deletiert wurde [90]. Dieser Stamm ist somit nicht in der Lage Pchlid in
Chlorophyllid (Chlid) umzusetzen, wodurch das Pchlid akkumuliert und in das Medium abgegeben
wird. Die Kultivierung von R. capsulatus ZY5 zur lsolation von Pchlid erfolgte wie in Kapitel 2.7.1.3
beschrieben. Die Isolierung des Pchlids aus den entsprechenden Kulturen erfolgte durch die Zugabe
hydrophober Polyurethan (PU)-Wiirfel, welche das Pchlid adsorbieren. Die verwendeten PU-Wirfel
hatten eine Kantenldange von etwa einem Zentimeter und wurden vor Gebrauch autoklaviert und
getrocknet. Die PU-Wiirfel (2 Wiirfel pro 100 ml Kulturvolumen) wurden nach der Inokkulation zu den
Kulturen gegeben. Die zuvor weillen, im Medium schwimmenden, PU-Wiirfel wurden durch das daran
bindende Pchlid dunkelgriin und sanken auf den Boden der Kultur (Abbildung 12 A). Reichte die

Bindekapazitdt der in der Kultur befindlichen PU-Wiirfel nicht aus, so konnte dies anhand griiner
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Aggregate, welche sich auf dem Kulturboden absetzten, beobachtet werden. Befanden sich mehr PU-
Wiirfel als notig in der Kultur, so war dies daran zu sehen, dass die PU-Wirfel zur Mitte nur schwach
oder gar nicht verfarbt waren und diese nicht auf den Boden der Kultur absanken. Nach 24 bis
36 Stunden wurden die PU-Wiirfel aus der Kultur entfernt, mit Tricinpuffer gewaschen

(Abbildung 12 B) und bis zu ihrem weiteren Gebrauch im Dunkeln bei -20 °C gelagert.

B

Abbildung 12: PU-Wiirfel mit gebundenem Pchlid. (A) Zur Produktion des Pchlids wurde R. capsulatus ZY5 verwendet,
welcher eine Deletion des bchL-Gens aufweist. Dadurch kann das gebildete Pchlid nicht umgesetzt werden und wird in das
Medium abgegeben. Das Pchlid bindet an die in der Kultur befindlichen hydrophoben PU-Wiirfel, welche dadurch auf den
Boden des Erlenmeyerkolbens absinken. (B) Nach 24- bis 36-stlindiger Kultivierung wurden die PU-Wirfel geerntet und mit
Tricinpuffer (Kapitel 2.16.1) gewaschen. © Forschungszentrum Jilich / Sascha Kreklau.

Tricinpuffer
Tricin 10 mM
pH 7,5

2.16.2 Protochlorophyllid-Extraktion

Zur Reinigung des Pchlids wurden ca. 50 Pchlid-enthaltende PU-Wiirfel (Kapitel 2.16.1) zunachst mit
Tricinpuffer gewaschen, um eventuell anhaftende Zellen aus den Wiirfeln zu entfernen und so eine
Verunreinigung durch andere Pigmente, ausgeldst durch ein Lysieren der Zellen, zu minimieren. Die
gewaschenen PU-Wiirfel wurden anschlieRend mit 100 % Methanol lberschichtet und gewaschen,
wobei sich das Pchlid von den PU-Wirfeln 16st. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis das
gebundene Pchlid quantitativ von den Wiirfeln entfernt wurde (Entfarbung der PU-Wirfel) und als

methanolisches Extrakt vorlag.

Um Verunreinigungen durch zuriickgebliebenes Zellmaterial zu entfernen, wurde das Pchlid-Extrakt in
drei Schritten filtriert. Zunachst wurde das Extrakt mit Hilfe eines Glasfaserfilters (Sartorius, Gottingen,
Deutschland) vorfiltriert und anschlieBend in zwei Schritten mittels Cellulose-Acetatfilter (PorengréfRRe

0,8 um und 0,45 um, Sartorius, Gottingen, Deutschland) von kleineren Verunreinigungen befreit. Flr
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alle Schritte wurde eine Membran-Vakuumpumpe (KNF Neuberger N 726.3 FT.18, KMF Neuberger
GmbH, Freiburg, Deutschland) verwendet. Das so von groben Verunreinigungen befreite Extrakt wurde
anschlieRend mit Tricinpuffer (Kapitel 2.16.1) auf eine Methanolkonzentration von 40 % verdiinnt. Die

weitere Reinigung erfolgte mittels Festphasenextraktion (Kapitel 2.16.3).

2.16.3 Protochlorophyllid-Reinigung mittels Festphasenextraktion

Die Reinigung des Pchlids erfolgte mit Hilfe von C18-Siulenmaterial (Sep-Pak’, Waters Corporation,
Milford, MA, USA; PartikelgréBe 55-105 um), welches aus Oktadecylresten besteht, welche kovalent
an Kieselgel gebunden sind. Diese Alkylreste verleihen dem Kieselgel eine hydrophobe Oberflache,
wodurch das ebenfalls hydrophobe Pchlid durch hydrophobe Wechselwirkungen am
C18-Saulenmaterial gebunden wird. Mit Methanol kann das Pchlid von der Saule eluiert werden. Die
Reinigung erfolgte an dem FPLC-System AKTAbasic™ (GE Healthcare Life Science, Freiburg,
Deutschland), welches fiir den Einsatz von Losemitteln mit speziellen Schlauchen (Material:
Polyetheretherketon), Fittings (Material: Polyetheretherketon) und einer Entgasungseinheit (Jasco
X-LC™, 3080-DG Degasser, JASCO Deutschland GmbH, Pfungstadt, Deutschland) ausgertstet wurde.
Eine druckresistente Chromatographiesiule (ECOP'SSR TAC15/500LGO-SR-2, YMC Europe GmbH,
Dinslaken, Deutschland) wurde mit ca. 35 g des C18-Materials gepackt, woraus sich ein Sdulenvolumen

(SV) von 75 ml und eine Trennstrecke von 42,5 cm ergaben.

Nachdem die C18-Sdule mit drei Saulenvolumen 40 % Methanol / 60 % Tricinpuffer (Kapitel 2.16.1)
aquilibriert wurde, wurde das mit Tricinpuffer verdiinnte methanolische Pchlid-Extrakt
(40:60 Methanol:Tricinpuffer) (Kapitel 2.16.2) auf die Sdule gegeben (Abbildung 13). Bei dieser
Methanolkonzentration bindet das Pchlid an das C18-Saulenmaterial. Bereits durch langeres Spiilen
mit 40 % Methanol /60 % Tricinpuffer konnten weniger hydrophobe Komponenten vom Pchlid
getrennt werden (Abbildung 13, 40 %). Durch die Erhéhung der Methanolkonzentration auf 50 % (nach
2 SV) und spater 60 % (nach 25 SV) wurden weitere Komponenten abgetrennt (Abbildung 13, 50 % und
60 %). Bei 60 % Methanol erfolgte bereits eine langsame Elution des Pchlid, diese war jedoch deutlich
langsamer als die der sich zuvor |6senden Komponenten, sodass eine Trennung dieser gewahrleistet
war. Sobald die Methanolkonzentration auf 75 % gesteigert wurde (nach 11 SV mit 60 % Methanol),
wurde die Elution des Pchlid endgiiltig eingeleitet (Abbildung 13, 75 %). Starker hydrophobe
Komponenten blieben bei dieser Konzentration jedoch noch an dem C18-Saulenmaterial haften und
wurden so ebenfalls von Pchlid getrennt. Zur Regenerierung des Sdaulenmaterials wurde mit 100 %

Methanol gewaschen und die Sdule in 100 % Methanol gelagert.
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100 %

Abbildung 13: Pchlid-Reinigung iliber Festphasenextraktion. Die Reinigung des durch R. capsulatus produzierten Pchlids
erfolgte Giber C18-Material am FPLC-System AKTAbasic. Durch die schrittweise Erhéhung der Methanolkonzentration wurden
zundchst weniger hydrophobe Pigmente, wie z. B. Karotinoide, von der Sdule gespilt und so vom Pchlid getrennt. Bei 75 %
Methanol erfolgte die Elution des Pchlids, wobei hydrophobere Substanzen weiter auf der Saule verweilten.

Das gereinigte Pchlid wurde nun mit Tricinpuffer (Kapitel 2.16.1) auf eine Konzentration von <25 %
verdinnt (Abbildung 14 A) und mittels Diethylether extrahiert. Hierflir wurde das verdiinnte Pchlid-
Eluat in einem Scheidetrichter mit wasserfreiem Diethylether (berschichtet und ausgeschittelt
(Abbildung 14 B). Im Anschluss an die Phasentrennung wurde die wassrige Phase von der Diethylether-
Phase getrennt. Dieser Schritt wurde solange wiederholt, bis das Pchlid vollstéandig aus der wassrigen
Phase extrahiert wurde, was anhand der Entfarbung der wassrigen Phase beobachtet werden konnte.
Das so erhaltene Pchlid-Diethyletherextrakt wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und lber einen
Faltenfilter vom Magnesiumsulfat getrennt. Mit Hilfe eines Rotationsverdampfers (Rotavapor® R-100,
Blchi, Flawil, Schweiz) wurde der Diethylether verdampft und das getrocknete Pchlid (Abbildung 14 C)
unter einer Argon-Schutzatmosphare bei -20 °C im Dunkeln gelagert. Zur Verwendung des Pchlid
wurde dieses in 100% Methanol gelost und abgedunkelt auf Eis aufbewahrt. Die

Konzentrationsbestimmung erfolgte wie in Kapitel 2.16.5 beschrieben.
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A

'

Abbildung 14: Pchlid-Gewinnung und Trocknung. (A) Das gereinigte Pchlid wurde mit Tricinpuffer auf eine
Methanolkonzentration von <25 % verdinnt und (B) einer Fliissig-Flissig-Extraktion mit Diethylether unterzogen. Das
Diethylether-Pchlidextrakt wurde zundchst mit Magnesiumsulfat getrocknet und der Diethylether dann mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers abgezogen. (C) Das getrocknete Pchlid wurde unter Argon-Schutzgasatmosphare bei-20 °C gelagert.

2.16.4 Trennung und Identifizierung von Monovinyl und Divinyl-
Protochlorophyllid

2.16.4.1 Analytische Trennung und Identifizierung mittels LC-MS

Das von R. capsulatus ZY5 produzierte Pchlid besteht aus einer Mischung von Monovinyl (MV)- und

Divinyl (DV)-Pchlid [105] (Abbildung 15).

HOOC

Monovinyl-Protochlorophyllid Divinyl-Protochlorophyllid

Abbildung 15: Strukturformel von MV- und DV-Pchlid. Die durch den blauen und roten Kasten markierten Strukturen zeigen
den einzigen strukturellen Unterschied zwischen MV- und DV-Pchlid auf.

Damit die verschiedenen LPORs auf ihre MV/DV-Pchlid-Substratspezifitdt hin untersucht werden

konnten, mussten die beiden Formen voneinander getrennt werden. Zundchst wurde eine analytische
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Trennung der beiden Komponenten an einer high performance liquid chromatography (HPLC) mit
gekoppelter Massenspektrometrie (MS) durchgefiihrt, um die eindeutige Identifizierung der
Komponenten zu ermoglichen. Diese Arbeiten wurden in der Shimadzu Laborwelt der Firma Shimadzu
(Duisburg, Deutschland) mit der Hilfe von Herrn Bollig durchgefiihrt. Flir die chromatographische
Trennung wurde eine analytische C30-Sdule (ISAspher 200-5 C30-CXT, ISERAGmbH, Diren,
Deutschland) mit einer Trennstrecke von 250 mm und einem Durchmesser von 4,6 mm verwendet.
Zunichst wurde das Pchlid-Gemisch (Kapitel 2.16.3) in Methanol gelost und auf eine ungefdhre
Konzentration von 200 uM mit Methanol eingestellt. Die chromatographische Trennung erfolgte bei
einer Flussrate von 1 ml/min und einer Ofentemperatur von 35 °C tiber einen Gradienten (Tabelle 13)
unter Verwendung einer Ammoniumacetatpuffer/Methanol Mischung (siehe unten). Die Identifikation
der mittels HPLC getrennten Komponenten erfolgte durch ein hybriden lonenfallen (ion trap, IT)-
Flugzeit (time of flight, TOF)-Massenspektrometer (LCMS-IT-TOF™, Shimadzu, Duisburg, Deutschland).
LCMS-IT-TOF Instrumente sind hierbei, aufgrund ihrer verbesserten Genauigkeit und Sensitivitat,
klassischen IT-MS und TOF-Massenspektrometern, insbesondere bei der Strukturbestimmung von
Naturstoffen, deutlich Uberlegen. In IT-TOF-Massenspektrometern werden die Analyten zunachst
mittels einer lonenquelle (electrospray ionization (ESI)-Quelle) durch Elektronensprayionisation
ionisiert, im Q-Array fokussiert und in der lonenfalle einer StoRfragmentierung durch Argon
unterzogen. Die lonenfalle dient auRerdem als Startpunkt fiir die Massenbestimmung im Flugrohr. Die
Messung im MS*-Modus erfolgte bei einem Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z) von 150 bis 1000 und
einer lonenakkumulationszeit im Octopol von 20 ms. Die Messparameter im MS%-Modus wurden zum
MSI-Modus gleich gehalten, lediglich die lonenakkumulationszeit wurde auf 40 ms verldngert. Alle

Messungen erfolgten im positiven Messmodus.

Laufmittel A Laufmittel B

Ammoniumacetat 5 mM Methanol 100 %
Methanol 30 % (v/v)

pH 6

Ammoniumacetat wurde von der Firma Fluka (=99 % Reinheitsgrad, Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) und Methanol in HPLC-Reinheitsgrad von der Firma Fisher Chemical (Thermo Fisher

Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) bezogen.
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Tabelle 13: Gradient zur Trennung von MV- und DV-Pchlid.

Zeit [min] Laufmittel A [%] Laufmittel B [%]
0 5 95
2 5 95
25 0 100
45 0 100
45,01 5 95
50 5 95

2.16.4.2 Praparative Trennung von MV- und DV-Pchlid

Um die durch die analytische Trennung mit anschlieBender Massenspektrometrie (Kapitel 2.16.4.1),
eindeutig zugeordneten Komponenten des Pchlid-Mixes quantitativ zu trennen und so eine
substratspezifische Aktivitditsmessung der verschiedenen LPORs durchfiihren zu kdnnen, mussten das
MV- und das DV-Pchlid praparativ getrennt werden. Die Trennung erfolgte mittels des FPLC-Systems
AKTAbasic™ (GE Healthcare Life Science, Freiburg, Deutschland) unter Verwendung einer préparativen
C30-Saule (ISAspher 200-5 C30-CXT, ISERA GmbH, Diiren, Deutschland) mit einer Trennstrecke von
250 mm und einem Durchmesser von 20 mm. Das FPLC-System wurde hierzu, wie in Kapitel 2.16.3
beschrieben, fir den Einsatz organischer Losungsmittel adaptiert. Zudem wurde fiir die praparative
MV/DV-Pchlid-Trennung  ein  Sdulenofen  (Gynkotek STH 585, Gynkotek, Dionex,
Thermo Fisher Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) verwendet, um reproduzierbare
Trennbedingungen zu gewahrleisten. In Tabelle 13 ist der verwendete Gradient dargestellten. Die
Flussrate wurde im Vergleich zur analytischen Trennung von 1 ml/min auf 15 ml/min erhoht. Die
Saulenofentemperatur betrug wie bei der analytischen Trennung 35 °C. Fiir die Trennung wurden 8 ml
eines hoch konzentrierten Pchlid-Gemischs zunachst zentrifugiert (2.915xg, 10 Minuten) um
Pchlidaggregate abzutrennen und dann mit Hilfe einer Probenschleife auf die Sdule gegeben. Im
Anschluss an die Trennung wurden sowohl das MV-Pchlid als auch das DV-Pchlid, wie in Kapitel 2.16.3
beschrieben, verdiinnt und durch eine Fllssig-FlUssig-Extraktion in Diethylether Gberfiihrt und
getrocknet. Die Lagerung erfolgte ebenfalls unter einer Argon-Schutzatmosphédre bei -20°C im

Dunkeln.
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Laufmittel A Laufmittel B
Ammoniumacetat 5 mM Methanol 100 %
pH 6

Nach der Herstellung wurde der Ammonium-

acetatpuffer mit 30 % (v/v) Methanol versetzt.

Ammoniumacetat wurde von der Firma Fluka (=99 % Reinheitsgrad, Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) und Methanol in HPLC-Reinheitsgrad von der Firma Fisher Chemical (Thermo Fisher

Scientific GmbH, Bonn, Deutschland) bezogen.

2.16.5 (MV/DV-) Pchlid-Konzentrationsbestimmung

Fur die Konzentrationsbestimmung einer (MV/DV-) Pchlid-L6sung wurden diese mit Lagerpuffer
(Kapitel 2.15.2) auf eine Methanolkonzentration von 5 % verdiinnt. Auerdem wurde Triton X-100 in
einer Endkonzentration von 0,03 % zugesetzt. Als Referenz diente der Lagerpuffer. Mit Hilfe eines
Spektralphotometers (Cary 60, Agilent Technologies, Ratingen, Deutschland) wurde ein Spektrum von
400 nm bis 720 nm aufgenommen. Uber das Lambert-Beer'sche Gesetz (Kapitel 2.15.6.2) und der

Absorption bei 632nm (Q,-Bande, siehe Abbildung16) sowie der Verwendung des

Extinktionskoeffizienten fir Pchlid in wassriger Losung von 23.950 moll“_cm [106, 107] konnte die
Konzentration des Pchlids bestimmt werden.
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Abbildung 16: Pchlid-Absorptionsspektrum. Typisches Pchlid-Absorptionsspektrum mit den drei Maxima (Soret-Bande,
Qu-Bande und Q,-Bande).
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2.17 Aktivitatsmessung der Protochlorophyllid-Oxidoreduktasen

Die lichtabhangige enzymatische Aktivitdt der in dieser Arbeit untersuchten Protochlorophyllid-
Oxidoreduktasen (LPORs) wurde mit Hilfe eines Uber ein Peltierelement temperierbaren
Spektralphotometers (Cary 60, Agilent Technologies, Ratingen, Deutschland) anhand der Bildung von
Chlorophyllid (Chlid, Absorption bei 672 nm) unter Belichtung mit Blaulicht (LED: LUXEON REbel LXML
PR0O1 0425, royalblau, Amax = 448 nm) bestimmt [1]. Die zu untersuchende Reaktion ist in Abbildung 17

dargestellt.

HsC Licht
Cm%NADPH NADP*
LPOR
HaC— CHy
éoch3
HOOC HOOC
Protochlorophyllid a Chlorophyllid a
(Pchlid) (Chlid)

Abbildung 17: Umsetzung von Pchlid zu Chlid durch die LPOR. Die von LPORs reduzierte C;7=Ci3-Doppelbindung im Pchlid,
sowie die resultierende Einfachbindung im Chlid-Molekiil, sind griin hervorgehoben

Alle Assay-Komponenten, mit Ausnahme des Pchlid-Substrates, welches in Methanol aufgenommen
wurde, wurden in Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2) geldst. Die Messung wurde im Halbdunkeln (einzige
Lichtquelle: abgedunkelter Monitor) durchgefiihrt und die Pchlid-Stockldsung so eingestellt, dass bei
Zugabe zum Assay eine Methanolkonzentration von 5 % im Assay vorlag. Als Referenz diente 1 ml des

entsprechenden Puffers.
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Abbildung 18: Schema zur Messung und Auswertung der Aktivitdt. Zur Bestimmung der lichtabhangigen Enzymaktivitat
wurde zunachst (A) ein Mastermix aus NADPH, DTT, Triton X-100, Pchlid und Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2) hergestellt. Dieser
wurde im Dunkeln auf Eis gelagert. (B) Die zu testende LPOR wurde in einer Kiivette vorgelegt, mit dem Mastermix vermischt,
die LED auf der Kivette angebracht und in der Probenkammer des Spektralphotometers fiir fiinf Minuten bei 25 °C inkubiert.
Im Anschluss an die Inkubation wurde (C) die serielle Aufnahme von Absorptionsspektren zwischen 620 nm und 720 nm
gestartet. Nachdem ein erstes (Dunkel-)Spektrum aufgenommen wurde, wurde (D) die Blaulicht-LED (2,6 mW/cm?,
Amax = 448 nm) Uber den , Arduino UNO Mikrokontroller” mit Hilfe eines Arduino.cc Skripts angeschaltet und mittels eines
Zeitprogramms in definierten Zeitintervallen Absorptionsspektren aufgenommen. (E) Die daraus resultierenden Spektren
wurden (F) Gber ein Shell-Skript (Kapitel 6.2 im Anhang) gefiltert und auf den Wert von 720 nm normiert. (G) Des Weiteren
wurden Uber das Shell-Skript die Absorptionswerte bei 672 nm (DV-Pchlid oder Pchlid-Mix) oder 670 nm (MV-Pchlid) passend
zu der Belichtungszeit extrahiert.

In Abbildung 18 ist die Durchfihrung zur Messung der LPOR-Aktivitdt schematisch dargestellt.
Zunéachst wurde ein Mastermix aus NADPH, DTT, Triton X-100, Pchlid und Lagerpuffer (siehe Seite 54)

fir eine Dreifachbestimmung angesetzt. Dieser Mastermix wurde im Dunkeln auf Eis gelagert. Als
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Nachstes wurde die auf ihre Aktivitat zu prifende LPOR in einer Klivette vorgelegt, der Mastermix
hinzugegeben, gut gemischt und dieser Ansatz in der Probenkammer des Spektralphotometers fiir finf
Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit wurde die Blaulicht-LED auf der
Kivette angebracht und die Aktivitatsmessung gestartet. Hierzu wurden mit Hilfe des
Spektralphotometers Cary 60 (Agilent Technologies, Ratingen, Deutschland) Spektren von 620 nm bis
720 nm in einem Intervall von 2 nm, einer Scanrate von 1.200 nm/min, einem Zyklus von 0,1 Minuten
und einer signal averaging time von 0,1 Sekunden lber eine Dauer von sechs Minuten aufgenommen.
Nachdem mindestens ein Spektrum ohne vorherige Belichtung aufgezeichnet wurde, wurde die
Blaulicht-LED tiber den ,, Arduino UNO Mikrokontroller” mit einer Intensitit von 100 % (2,6 mW/cm?)
angeschaltet. Hierzu wurde ein Arduino.cc Skript (http:// www.iet.uni-duesseldorf.de / unsere-
arbeitsgruppen / unsere-arbeitsgruppen / molecular-biophotonics-dr-krauss / links-and-resources /
48300.html) verwendet, welches die LED in regelmaRigen Intervallen an- und wieder ausschaltete. Flr
diein dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurden im Regelfall ein 1-sekilindiges Lichtintervall und
ein 11-sekiindiges Dunkelintervall verwendet. Fiir einige Messungen wurden die Einstellungen so

abgewandelt, dass die LED in 18-sekiindigen Intervallen fiir sechs Sekunden leuchtete.

Zur Auswertung der Daten wurde ein Shell-Skript (Kapitel 6.2 im Anhang) verwendet, welches die
Daten aufgrund von , Licht-An“-Ereignissen filterte und auf den Wert bei 720 nm normierte, um eine
eventuell auftretende Basislinien-Verschiebung wahrend der Messung auszugleichen (Abbildung 18 E-
F). Die zur Bestimmung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit bendtigten Daten (Absorption bei
670 nm oder 672 nm) wurden durch das Shell-Skript der entsprechenden Belichtungszeit zugeordnet
und in einer neuen Datei gespeichert. Fiir die Auswertung wurden die Absorptionswerte bei 670 nm
(MV-Pchlid) bzw. 672 nm (DV-Pchlid oder Pchlid-Mix) und damit die Produktion von Chlorophyllid
gegen die Belichtungszeit geplottet und so die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit mit Hilfe einer
linearen Regression ermittelt. Diese konnte zur Berechnung der spezifischen Aktivitat (Kapitel 2.17.5)

verwendet werden.

Assay-Zusammensetzung

NADPH 160 uM
DTT 70 mM
Triton X-100 0,03 % (v/v)
Pchlid (Mix, MV oder DV) 3,5 UM
LPOR 0,17 UM

ad 1 ml Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2)
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2.17.1 Qualitative Aktivitatsmessung von LPORs unter Verwendung von
Rohextrakten

Konnte ein Protein nicht in ausreichender Menge produziert oder nicht gereinigt werden, so wurde
eine qualitative Aktivitatsmessung durchgefiihrt. Hierfliir wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.15.1
beschrieben, mittels EmulsiFlex-C5 aufgeschlossen und die I6slichen von den unléslichen
Bestandteilen, mittels Zentrifugation, getrennt. Der Assay wurde, wie in Kapitel 2.17 beschrieben,
angesetzt, jedoch wurden anstelle der 10 ul gereinigten Proteins 250 ul des jeweiligen Rohextraktes
verwendet und entsprechend weniger Lagerpuffer eingesetzt (Gesamtvolumen: 1ml). Die
Durchfiihrung der Aktivitatsmessung erfolgte ebenso wie fiir die gereinigten Proteine (Kapitel 2.17),

jedoch wurde das Belichtungsintervall von einer Sekunde auf sechs Sekunden erhoéht.

2.17.2 Ermittlung des pH-Aktivitatsoptimums

Fiir die Untersuchung der LPOR-Aktivitat bei verschiedenen pH-Werten wurden Aktivitatsmessungen
analog zu der in Kapitel 2.17 beschriebenen Methode durchgefiihrt. Dabei wurde als Substrat der
Pchlid-Mix verwendet und der Lagerpuffer durch Puffer verschiedener pH-Werte ausgetauscht.
Aktivitatsmessungen erfolgten im pH-Bereich von pH5,5 bis pH 10 unter Verwendung geeigneter
Puffer. Da das Puffersystem einen Einfluss auf die Aktivitdt eines Proteins haben kann, wurde die
Aktivitat der Proteine bei pH 7,5 in Natriumphosphatpuffer und TRIS-Puffer gemessen. AuRerdem
wurde die Aktivitat bei pH9 in TRIS-Puffer und Glycinpuffer getestet. Die Auswertung erfolgte

ebenfalls wie in Kapitel 2.17 beschrieben.

Natriumphosphatpuffer

Komponente A Komponente B

Na;HPO, 200 mM NaH,PO4 200 mM
NaCl 500 mM NaCl 500 mM
Glycerin 20 % (v/V) Glycerin 20 % (v/V)

Komponente A und B wurden so gemischt, dass Puffer mit pH-Werten von 5,5 bis 7,5 in 0,5er Schritten

vorlagen.
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TRIS-Puffer Glycinpuffer

TRIS 200 mM Glycin 200 mM

NaCl 500 mM NaCl 500 mM

Glycerin 20 % (v/v) Glycerin 20 % (v/v)

pH 7,5 bis 9 (in 0,5er Schritten) pH 9 bis 10 (in 0,5er Schritten)

2.17.3 Ermittlung des Temperatur-Aktivitatsoptimums

Zur Bestimmung der Temperatur-Aktivitdtsoptima der in dieser Arbeit untersuchten LPORs wurden
Aktivitatsmessungen mittels der in Kapitel 2.17 beschriebenen Methode durchgefiihrt, jedoch wurde
die Temperatur wahrend der 5-minltigen Inkubation, sowie wahrend der Aktivitditsmessung,
angepasst. Die Inkubation erfolgte von 10 °C bis 55 °C in 5 °C Schritten. Dabei wurde als Substrat der
Pchlid-Mix verwendet. Aufgrund starker pH-Wert Schwankungen des Lagerpuffers (500 mM NaCl, 20 %
Glycerin, 20 mM TRIS, pH 7,5) bei verschiedenen Temperaturen, wurde der pH-Wert des Lagerpuffers
fir diese Messung bei der entsprechenden Temperatur eingestellt. Daflir wurde ein Liter des
Lagerpuffers angesetzt, der pH-Wert jedoch zundchst nicht eingestellt. Nun wurden je 50 ml des
Lagerpuffers in einem Kihl- und Heiz-Thermomixer (MKR 23, HLC BioTech, Bovenden, Deutschland)
auf die entsprechende Temperatur gebracht und der pH-Wert eingestellt. Die tatsachliche Temperatur
der Assay-Losung in der Kivette wurde unter identischen Temperaturbedingungen in einem

Vorversuch ermittelt. Die Auswertung erfolgte ebenfalls wie in Kapitel 2.17 beschrieben.

2.17.4 Enzymkinetische Untersuchungen zur Untersuchung der MV/DV-Pchlid-
Substratspezifitat

Fir die Ermittlung der MV/DV-Pchlid-Substratspezifitit der jeweiligen LPOR-Enzyme wurden
enzymkinetische Untersuchungen, unter Verwendung von MV-Pchlid und DV-Pchlid als Substrat,
durchgefiihrt. Die Messung der Aktivitat erfolgte wie in Kapitel 2.17 beschrieben. Fir eine kinetische
Untersuchung wurde die MV- und DV-Pchlid-Konzentration variiert. Hierzu wurde vor Beginn der
Messung eine MV- bzw. DV-Pchlid-Stocklésung angesetzt, welche eine Mindestkonzentration von
140 uM aufwies, sodass Pchlid-Konzentrationen zwischen 0 uM und 7 uM im Assay eingesetzt werden
konnten ohne eine Methanolkonzentration von 5% (v/v) zu Uberschreiten. Die
Methanolkonzentration wurde in jedem Assay auf 5 % (v/v) eingestellt. Hierzu wurde dem Mastermix
zunachst die entsprechende Menge Pchlid-Stockldsung zugegeben, um die jeweilig gewiinschte Assay-
Konzentration zu erhalten und dann das entsprechende Volumen Methanol zugesetzt. Die Auswertung
erfolgte wie in Kapitel 2.17 beschrieben. Die spezifische Aktivitat wurde gegen die MV- bzw. DV-Pchlid-

Konzentration aufgetragen und die Daten an die ,Michaelis-Menten“-Funktion und eine , Substrat-
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Inhibition“-Funktion angepasst. Die exakte MV/DV-Pchlid-Konzentration im jeweiligen Assay wurde

aus der Absorption des unbelichteten Reaktionsgemisches bestimmt (Kapitel 2.16.5).

. . “ . V - X
,Michaelis-Menten“-Funktion Y = max —
Ky + X
s . Vmax * X
,Substrat-Inhibition“-Funktion = %
Km +X'T

1

Vmax  Mmaximale Umsatzgeschwindigkeit
Km Michaelis-Menten Konstante

Ki Inhibierungskonstante

2.17.5 Berechnung der Enzymaktivitat

Zur Bestimmung der LPOR-Enzymaktivitdt wurde die lichtabhdngige Zunahme der Chlorophyllid-

Absorption gegen die Zeit aufgetragen. Mit Hilfe des Programms Origin7G wurden die

experimentellen Daten an eine exponentielle Funktion erster Ordnung angepasst.

Y=(Y—Ys) - e X X4Y,

Yo Y-Achsenabschnitt
Yo Y-Wert nach unendlicher Zeit
k Geschwindigkeitskonstante [ﬁ]

Fiir einen Aktivitatsvergleich der verschiedenen LPORs wurde die spezifische Aktivitat berechnet.

Hierfir wurde die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit durch eine Regression im linearen

Anfangsbereich, idealerweise bis maximal 10 % Umsatz, bestimmt.

57



MATERIAL UND METHODEN

o N min vV
Berechnung der spezifischen Aktivitat: Aspez = p—
A ifische Aktivitat ]
spez Spezitische IVIta mg
dA/min Absorptionsanderung pro Minute
\Y Gesamtvolumen des Assays [L]
€ Extinktionskoeffizient [ L ]
mol - cm
m Enzymmenge im Assay [mg]
d Schichtdicke [em]

Ein Unit (U) entspricht hier der Enzymmenge, die 1 umol Pchlid pro Minute zu Chlid unter den
angegebenen Pufferbedingungen bei 25°C und bei Belichtung mit 2,6 mW/cm? Blaulicht
(Amax = 448 nm) umsetzt. Die spezifische Aktivitat (Aspe;) entspricht der Enzymaktivitdt pro mg Enzym.

Zur Quantifizierung des gebildeten Chlids wurde ein Extinktionskoeffizient fiir Chlid, bestimmt in

wassriger LOsung, von €g7onm = 69.950 verwendet [106, 107].

mol - cm

2.17.6 Berechnung der Wechselzahl (Kkcat)

Fiir die Berechnung der Wechselzahl (k..t) wurden die spezifische Aktivitat (Kapitel 2.17.5), sowie das
Molekulargewicht (Tabelle 11), des jeweiligen Enzyms benétigt. Die Multiplikation dieser beiden
Werte ergibt die Wechselzahl mit der Einheit pro Minute. Fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme
wurde ket (Wmol Produkt pro Sekunde, pro Untereinheit) aus der maximalen Umsatzgeschwindigkeit

(Vmax), welche mittels ,,Michaelis-Menten“-Anpassung der enzymkinetischen Daten ermittelt wurde,

bestimmt.

Berechnung der Wechselzahl: Keat = Agpez - MW
Aspe: spezifische Aktivitat [ﬁ]
MW Molekulargewicht des Enzyms [ﬁ]

2.18 Bestimmung der Temperaturstabilitat

Zur Messung der Temperaturstabilitat (Ts.b) wurde das Prometheus NT.Plex NanoDSF Instrument der
Firma NanoTemper (Miinchen, Deutschland), unter Verwendung der Software ,PR.TimeControl,
eingesetzt. Das NT.Plex Instrument erlaubt hierbei die parallele Bestimmung der Temperaturstabilitat

von bis zu zwo6lf Proben unter Verwendung sehr geringer Probenvolumina (10 pl). Hierzu finden chips
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mit Quarzglas-Kapillaren (Prometheus NT.Plex nanoDSF grade standard capillary chips, NanoTemper,
Minchen, Deutschland) Verwendung. Das Messverfahren beruht dabei auf der Differential-Scanning-
Fluorimetrie (differential scanning fluorimetry, DSF), wobei eine temperaturabhdngige Entfaltung
anhand einer Fluoreszenzanderung der aromatischen Aminosauren (hauptsachlich Tryptophan) liber
die Zeit beobachtet wird. Aufgrund von Losungsmittel-Relaxationsprozessen (solvent relaxation)
verschiebt sich das Tryptophan-Emissionsmaximum bei Entfaltung des Proteins von 330 nm auf
350 nm. Diese Verschiebung wird quantifiziert, indem die Fluoreszenzemission der Proben
kontinuierlich bei 330 nm und 350 nm gemessen wird. Die Geschwindigkeit der Entfaltung kann dann
anhand des Plots des Verhéltnisses der 350 nm zu 330 nm Emission abgeleitet werden. Die
Thermostabilitdt der in dieser Arbeit untersuchten LPORs wurde bei verschiedenen Temperaturen
Uber eine Dauer von je 30 Stunden gemessen. Zur Untersuchung der Temperaturstabilitdt des TeLPOR-
Apoproteins und des entsprechenden terniren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplexes wurde
die Temperaturstabilitdt bei 60 °C gemessen. Die Praparation der Apo- und Holoprotein-Proben ist im
nachsten Kapitel (Kapitel 2.18.1) beschrieben. Falls nicht anders angegeben, wurde fiir alle Messungen

eine Proteinkonzentration von ca. 0,6 mg/ml verwendet.

2.18.1 Temperaturabhangige Entfaltung - Bestimmung der
Schmelztemperatur

Zur Untersuchung des temperaturabhangigen Entfaltungsverhaltens der in dieser Arbeit untersuchten
LPORs, wurde das Verfahren der Differential-Scanning-Fluorimetrie, unter Verwendung des
Prometheus NT.Plex NanoDSF Instruments (NanoTemper, Miinchen, Deutschland), eingesetzt. Zur
Steuerung des Gerates, und zur Analyse der Daten, wurde die ,RT.ThermControl“-Software
verwendet. Hierbei wurde die Temperatur graduell von 15 °C auf 85 °C, mit einer Rate von 0,5 °C pro
Minute erhoht. Wie in Kapitel 2.18 beschrieben, erfolgt die Quantifizierung der Entfaltung durch
kontinuierliche Messung der Emission der Proben bei 330 nm und 350 nm. Aus der ersten Ableitung
des Plots des Verhéltnisses der 350 nm zu 330 nm Emission kann der Schmelzpunkt (T) der Probe

ermittelt werden. An diesem Punkt liegen 50 % der Proteinmolekiile entfalten vor.

Zur Untersuchung des temperaturabhangigen Entfaltungsverhaltens des TeLPOR-Apoproteins und des
entsprechenden terndren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplexes, wurden diese Messungen
analog zu den entsprechenden Apo- und Holoproteinproben durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung
erfolgte im Dunkeln. Die Protochlorophyllid-Lésung wurde im Vorfeld auf die gewiinschte
Konzentration eingestellt, sodass zu jeder Probe die gleiche Menge Protochlorophyllid-Lésung
gegeben werden konnte. Die Methanolkonzentration wurde dabei immer auf 10 % eingestellt. Die

Proben wurden so angesetzt, dass ein molares Verhaltnis von TeLPOR zu NADPH und Pchlid von 1:0 bis
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1:2 vorlag. Der Apoproteinprobe wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit ebenfalls 10 % Methanol
zugesetzt. Falls nicht anders angegeben, wurde fiir alle Messungen eine Proteinkonzentration von

ca. 0,6 mg/ml verwendet. Alle Messungen erfolgten in Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2).

2.19 Ermittlung der Dissoziationskonstante (Kq)

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kg), fur den terndren LPOR/NADPH/Pchlid-Komplex,
erfolgte Uber eine Quantifizierung der Absorptionsanderung (Rotverschiebung) des Pchlid-Substrates
bei Bindung an das Protein. Hierflir wurden fiir unterschiedliche molare Pchlid:Protein-
Mischverhdltnisse Absorptionsspektren von 400nm bis 720nm mit Hilfe des Cary60
Spektralphotometers (Agilent Technologies, Ratingen, Deutschland) aufgenommen. Die LPOR-
Konzentration wurde bei konstanter Pchlid-, NADPH- und Triton X-100-Konzentration variiert. Um den
Einfluss von DTT auf die Bindung zu untersuchen, wurde die Messung ebenfalls unter Zusatz von
70 mM DTT durchgefiihrt. Als Referenz wurden alle Komponenten unter Verwendung der héchsten
LPOR-Konzentration ohne die Zugabe von Pchlid gemischt und ein Absorptionsspektrum gemessen.
Die Konzentrationen aller Zusatze (NADPH, Triton X-100 und DTT) entsprachen denen einer
Aktivitditsmessung (Kapitel 2.17), wohingegen die Pchlid-Konzentration bei 2 uM lag. Die LPOR-

Konzentration wurde zwischen 0 uM und 200 UM variiert.

Die Auswertung erfolgte durch RogerJ. Kutta (Universitdt Regensburg) mittels LabView (National

Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.

2.20 Strukturanalysen

2.20.1 Kleinwinkel-Rontgenstreuung (small-angle X-ray scattering, SAXS)

SAXS ist eine Kleinwinkelstreutechnik, bei der nanoskalige Dichteunterschiede in Proben quantifiziert
werden kénnen. Das bedeutet, dass es Grofle und Form von monodispersen Makromolekilen auflésen
kann. Aus diesem Grund eignet sich diese Methode fiir einen ersten Blick auf die Form von Proteinen.
Fir erfolgreiche Strukturanalysen mittels SAXS sind nicht-aggregierte Proteinproben von
herausragender Bedeutung, da der Einfluss von Aggregaten (sichtbar bei kleinen Streuwinkeln) auf das
Streuverhalten bei gréReren Streuwinkeln nicht ausgeschlossen und/oder rechnerisch kompensiert
werden kann. AuBerdem ist fir alle Auswertungen eine korrekte Subtraktion der Pufferstreuung
notwendig. Um eine Aggregation der Proben weitgehend auszuschlieRen, wurden die, mittels Ni>*-NTA
und SEC gereinigten, Proteinproben (Kapitel2.15.2 und 2.15.4) ausgehend von einer
Startkonzentration von 0,5 mg/ml langsam weiter konzentriert (Kapitel 2.15.5). Proben mit definierter
Proteinkonzentration (siehe Tabelle 14) wurden wéhrend des Konzentrationsvorgangs entnommen
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und der dazugehdrige Durchlauf aus den Zentrifugalkonzentratoren als Referenz fir die jeweilige SAXS-
Messung verwahrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene LPOR-Apoproteinproben, sowie
vergleichend eine Probe des terndren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplexes, mittels SAXS

untersucht.

Die Probe des terndren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplexes wurde hergestellt, indem das
Apoprotein (0,44 mg/ml, 11,6 uM) mit Pchlid (11,0 uM) und NADPH (11,1 uM) in einem molaren
Verhaltnis von 1:1:1 fur finf Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert wurde. Alle weiteren
Schritte wurden ebenfalls im Dunkeln durchgefiihrt. In allen Proben wurde eine
Methanolkonzentration von 5 % nicht Gberschritten. Nach der Inkubation wurde die Probe, wie bereits
flr das Apoprotein beschrieben, mittels Zentrifugalkonzentratoren konzentriert (Kapitel 2.15.5). SAXS-
Proben definierter Konzentration (Tabelle 14) und Pufferreferenzlésungen wurden, wie oben

beschrieben, wahrend des Konzentrationsvorgangs gewonnen.

Fiir den Transport der Proben wurden diese in fllissigem Stickstoff schockgefroren. Alle SAXS-Proben
wurden kurz vor der Messung fiur 20 Minuten bei 21.000 xg und 4 °C zentrifugiert um eventuell

vorhandene Aggregate oder Partikel abzutrennen.

Tabelle 14: Proteinkonzentrationen fiir SAXS-Messungen.

LPOR Konzentration [mg/ml]
DsLPOR 0,56 1,21 2,94* 5,21*
EILPOR 0,52 0,90* 3,11 5,96*
EILPOR-cHis 0,45 0,97* 3,53 7,48*
TeLPOR-Apoprotein 0,4 0,91* 3,17 6,83*
TeLPOR-Holoprotein 0,65 1,0 2,87 5,0"

* Datensitze kombiniert fiir Analyse; # Datensatz verwendet fiir Analyse

Alle SAXS-Messungen wurden an der BM29 beamline [108] an der European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich) bei 10 °C, unter Verwendung von 12,5 keV Réntgenstrahlung, mit
einer Wellenldnge von 0,992 A von Dr. Andreas Stadler (Jillicher Zentrum fir Forschung mit Neutronen
(JCNS) und Institute of Complex Systems (ICS), Forschungszentrum Jilich) und Dr. Ulrich Krauss (Institut
fir Molekulare Enzymtechnologie (IMET), Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, Forschungszentrum
Julich) durchgefiihrt. Als Detektor wurde der PILATUS 1M 2D [108] eingesetzt. Die Proteinproben
wurden mit einem Fluss von 2,3 ul/s durch eine 1 mm Quarzkapillare gepumpt und wahrend der
Messung der Fluss mit einer Kamera, unter Verwendung einer Kaltlichtquelle, (iberwacht. Um eine
Anregung des Holoproteins durch die Kaltlichtquelle zu vermeiden, wurde ein Filter verwendet,

welcher Licht auBerhalb des spektralen Bereichs von 275 nm bis 375 nm blockiert. Die Pufferkontrollen
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wurden jeweils vor und nach der entsprechenden Proteinprobe vermessen. Fiir jede Probe und

Referenz wurden zehn Bilder mit einer Belichtungszeit von je drei Sekunden aufgenommen.

Die Auswertung der Daten erfolgte durch Dr. Ulrich Krauss (Institut fir Molekulare Enzymtechnologie
(IMET), Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, Forschungszentrum Jilich). Die Daten wurden auf die
jeweilige Proteinkonzentration skaliert und auf unendliche Verdlinnung extrapoliert. Die Streudaten
wurden unter Verwendung des ATSAS-Softwarepakets [109] analysiert und die SASX-Daten basierend
auf dem Guinier-Plot auf das Vorhandensein von Aggregaten Uberprift. Des Weiteren wurde das

Porod-Volumen (V,) fiir eine Abschdtzung des Molekulargewichts der streuenden Partikel verwendet.

Fir die finalen Datensatze der LPOR-Apoproteine aus unterschiedlichen Organismen, wurden jeweils
Datensatze einer niedrigen und hohen Proteinkonzentration zusammengefasst (Tabelle 14). Dabei
wurden die Daten der Proben mit niedrigen Proteinkonzentrationen fiir den kleinen g-Bereich und die
Daten der Proben mit hohen Proteinkonzentrationen fiir den hohen g-Bereich verwendet. Fir das
TeLPOR-Holoprotein wurden die SAXS-Daten bei hoher Proteinkonzentration (5 mg/ml), als finaler
Datensatz, verwendet. Die Abstandsverteilungsfunktion P(r) wurde unter Verwendung des Programms
DATGNOM [110] bestimmt. Durch die Verwendung der Programme GASBORP [111], DAMMIF [112]
und DAMMIN [113], wurden ab initio-Modelle der monomeren Apoproteine erstellt. Fir jeden
Datensatz wurden 20 ab initio-Modelle erzeugt. Die theoretischen Streukurven verschiedener
monomerer Apoprotein-Homologiemodelle wurden unter Verwendung des Programms CRYSOL [114]
an die experimentellen SAXS-Daten angepasst. Alle Homologiemodelle wurden von Dr. Marco Bocola
(Protedes, Sankt Augustin, Deutschland), basierend auf der Sequenz des TeLPOR-Proteins oder eines
bereits publizierten Homologiemodells der LPOR aus Synechocystis sp. (SSLPOR) [58] erzeugt. Die
ab initio-Modelle des dimeren TeLPOR-Holoproteins wurden mit GASBORMX [111] erstellt. Dabei
werden ab initio-Modelle des symmetrischen Oligomers, unter Annahme einer polydispersen Probe,
mit einem bestimmten Anteil an Monomeren berechnet. Hierzu wurde ein fester Monomeranteil von
58 % verwendet und ebenfalls 20 ab initio-Dimermodelle (P2-Symmetrie) erzeugt. Die DAMMIF,
DAMMIN, GASBORP (Apoprotein-Monomer) und GASBORP (Holoprotein-Dimer) ab initio-Modelle
wurden, unter Verwendung des Programms DAMAVER [115], gemittelt und gefiltert. Fir die
entsprechenden gemittelten und gefilterten Modelle wurde, unter Verwendung des Programms

pdb2vol des SITUS-Pakets [116], die dulSere Hiille bestimmt.

2.20.2 Kristallographie
Um die Struktur der LPOR-Proteinfamilie zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit versucht verschiedene
LPOR-Proteine zu kristallisieren. Hierfiir wurde das jeweilige LPOR-Protein (DsLPOR, E/LPOR (N- und C-

terminaler Hise-tag) und TelLPOR (N-terminaler Hise-tag sowie ohne tag)) zundchst gereinigt
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(Kapitel 2.15.2), in den entsprechenden Kristallisationspuffer (siehe Seite 64) Gberfihrt (Kapitel 2.15.3)
und die Proteine im Anschluss auf ihre jeweilige maximale Konzentration, kurz vor der
Loslichkeitsgrenze des jeweiligen Proteins, konzentriert (Kapitel 2.15.5). Zu manchen Proteinproben
wurden Zusatze (siehe Seite 64) hinzugegeben, um moglicherweise eine Kristallbildung zu beglnstigen.
Weiterhin wurde versucht die E/LPOR (N-terminaler Hiss-tag) und TeLPOR (N-terminaler Hise-tag) als
Holoprotein (LPOR/NADPH/Pchlid-Komplex) zu kristallisieren. Kurz vor der Verwendung des Proteins
wurde die Proteinlosung bei 18 °C und 30.797 xg zentrifugiert. Fir ein erstes sreening auf geeignete
Kristallisationsbedingungen, wurde das Protein mit Hilfe des FreedomEVO®-Pipettierroboters der
Firma Tecan (Mannedorf, Schweiz) in eine 96er well Platte tiberfiihrt und mit verschiedenen Puffern
(Kristallisationsscreens, Tabelle 15) versetzt. Die Kristallisation erfolgte hierbei mittels der
Dampfdiffusionsmethode mit sitzenden Tropfen (sitting drop). Dabei befindet sich der Tropfen,
welcher aus einer 1:1 Mischung der Protein(/Zusatze)-L6sung und der Reservoir-Lésung (0,7 ul
Protein(/Zusétze)-Lésung + 0,7 ul Reservoir-Lésung) zusammengesetzt ist, direkt neben der Reservoir-
Kammer in der sich die Kristallisations-Losung der verschiedenen Kristallisationsscreens befindet.
Durch die deutlich hoéhere Konzentration an Salzen in den Reservoir-Losungen, findet eine
kontinuierliche Diffusion von Wasser aus dem Tropfen in die Reservoir-Losung statt, sodass die
Konzentration im Tropfen kontinuierlich steigt und so eine Keimbildung initiiert wird und eine
Kristallbildung erfolgen kann. Nachdem die Kristallisationsplatten angesetzt wurden, wurden sie mit
Hilfe einer Klebefolie verschlossen und bei 19 °C inkubiert. Nach zwei Wochen, sowie zu regelmaRigen,
spateren Zeitpunkten, wurden alle Ansatze auf Kristalle untersucht. Nach den ersten Versuchen
konnten gilinstige Bedingungen identifiziert werden, woraufhin eigene Kristallisationsscreens (siehe
Tabelle 33 bis Tabelle 36 im Anhang) angesetzt und mit diesen weitere screenings durchgefiihrt

wurden.
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verwendete Puffer und Zusitze

Kristallisationspuffer A

TRIS 20 mM
NaCl 100 mM
Glycerin 10 % (v/v)
pH 8,5

Kristallisationspuffer C

Kristallisationspuffer B

TRIS 20 mM
NaCl 500 mM
Glycerin 20 % (v/v)
pH 7,5

verwendete Zusatze

TRIS 20 mM DTT 1 mM
NaCl 150 mM NADPH 1 mM
Glycerin 10 % (v/v) TCEP 1 mM
L-Argenin 50 mM NADP* 1 mM
L-Glutaminsaure 50 mM Pchlide (50 uM) 5 %
pH 7,5
Tabelle 15: Ubersicht iiber die verwendeten Kristallisationsscreens.

Screen Hersteller

Ammoniumsulfat Screen

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Wizard I/l

Rigaku, Neu-Isenburg, Deutschland

Crystal Screen I/l

Hampton Research, Aliso Viejo, Kalifornien, USA

PEG Screen |

Hampton Research, Aliso Viejo, Kalifornien, USA

PEG Screen Il

Hampton Research, Aliso Viejo, Kalifornien, USA

PEG/lon Screen

Hampton Research, Aliso Viejo, Kalifornien, USA

PGA-LM Molecular Dimensions, Suffolk, England
JCSG | QIAGEN, Hilden, Deutschland
JCSG I QIAGEN, Hilden, Deutschland
JCSG I QIAGEN, Hilden, Deutschland
JCSG IV QIAGEN, Hilden, Deutschland
PACT Screen QIAGEN, Hilden, Deutschland

Cations Screen

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Nextal ProComplex

QIAGEN, Hilden, Deutschland

MIDAS I/l Molecular Dimensions, Suffolk, England
ComPAS Screen QIAGEN, Hilden, Deutschland
MPD Screen QIAGEN, Hilden, Deutschland

MbClass Screen

QIAGEN, Hilden, Deutschland
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2.20.2.1 Aufnahme von Rontgen-Diffraktionsbildern

Die Aufnahme der Rontgen-Diffraktionsbilder erfolgte an der ID30A-3 beamline des European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich) von PD Dr. Joachim Granzin (Institute of
Complex Systems (ICS-6), Forschungszentrum Jilich). Fir Diffraktionsexperimente ist es notwendig die
Kristalle auf 100 K zu bringen. Hierzu wurde der Kristall mittels einer Haarschleife (loop) in die
entsprechende Reservoirlésung, welche zusatzlich mit 30 % (v/v) PEG 20.000 versetzt war, tUberfihrt

und anschlieBend im Stickstoffstrom (cryocooling) auf 100 K gekihlt.

2.21 Analytische Ultrazentrifugation

Die Probenvorbereitung fur die analytische Ultrazentrifugation (AUZ) erfolgte &quivalent zu
Kapitel 2.20.1. Die Durchfiihrung der AUZ-Messung erfolgte durch Dr. Frank Krause (Nanolytics
Instruments GmbH, Potsdam, Deutschland). Vor der Messung wurden die Proben (1,23 mg/ml und
1 mg/ml) mit Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2) 1:1 verdiinnt und in individuell hergestellte Titankernstiicke
mit Saphirfenstern und einer Schichtdicke von 20 mm gefillt. AuRerdem wurden AUZ-Analysen der
unverdiinnten Proben in einer entsprechenden Messzelle mit 12 mm Schichtdicke durchgefihrt.
Nachdem die Zellen in den Rotor eingesetzt wurden, wurde die optische Ausrichtung entlang des
Zentrifugalfeldes, mit Hilfe eines maRgefertigten Zellausrichtungswerkzeug (Nanolytics Instruments
GmbH, Potsdam, Deutschland), sichergestellt. Diese Probenvorbereitungsschritte wurden unter
geringem Tageslicht durchgefiihrt. Die Sedimentationsgeschwindigkeitsexperimente wurden an einer
multiwellenlangenabsorptions (MWA)-analytischen Ultrazentrifuge (Nanolytics Instruments GmbH,
Potsdam, Deutschland), unter Verwendung einer MWA-Optik bei 20°C und einer
Winkelgeschwindigkeit von 50.000 UpM, durchgefiihnrt. Der MWA-Detektor zeichnet dabei
vollstandige Absorptionsspektren auf, indem er gleichzeitig die Absorption bei 2.048 Wellenlangen
zwischen 185 nm und 894 nm fiir jeden radialen Scan erfasst [117]. Die Daten fiir einzelne
Wellenldngen, die aus den MWA-Datensatzen ausgewdahlt wurden, wurden mit dem Standard c(S)-
Modell in  SEDFIT  (Version 15.01b) analysiert, um eine  diffusionskorrigierte
Sedimentationskoeffizientenverteilung mit einem gewichtsgemittelten Reibungsverhaltnis zu
erzeugen. Die c(S)-Verteilungen zeigen die Signalamplitude aller Spezies bei gegebenem
Sedimentationskoeffizienten S bei der jeweiligen Wellenlange und ermdglichen die Identifizierung der
oligomeren Zustdnde von Proteinen aus ihren scheinbaren Molmassen. Dariiber hinaus wurden
vollstandige MWA-Datensdtze mit SEDANAL (Version 6.82) analysiert, wobei die wide distribution
anaylsis (WDA)-Methode eine nicht-diffusionskorrigierte Sedimentationskoeffizientenverteilung ohne
Annahmen liefert, um vollstandige Absorptionsspektren bestimmter Populationen innerhalb eines

gegebenen S-Wertebereichs zu extrahieren [118]. Die Entfaltung von
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Komponentenkonzentrationsprofilen aus MWL-Datensatzen wurde unter Verwendung von SEDANAL
[118] und Ultrascan 3 [119] durchgefiihrt. Alle Plots der AUZ-Rohdaten wurden mit der Software
GUSSI, welche von der MBR-Softwareseite (http://biophysics.swmed.edu/MBR/software.html)
heruntergeladen werden kann, erstellt. Datenplots von c(S) wurden mit einer von Dr. Frank Krause

(Nanolytics Instruments GmbH, Potsdam, Deutschland) eigens entwickelten Software erstellt.

2.22 Untersuchung der LPOR-Proteindynamik  mittels Inkoharenter
Quasielastischer Neutronenstreuung (QENS)

Die TelLPOR wurde wie in Kapitel 2.7.1.2 beschrieben produziert, die resultierenden Zellen
aufgeschlossen (Kapitel 2.15.1), das Protein mittels IMAC (Kapitel 2.15.2) gereinigt, Uber eine
Gelfiltration (Kapitel 2.15.3) entsalzt und in QENS-Probenpuffer tberfihrt. Im Anschluss wurde die
Probe auf eine Konzentration von rund 10 mg/ml konzentriert (Kapitel 2.15.5), die resultierende
Proteinprobe bei -80 °C eingefroren und mittels Lyovac GT2 (Steris GmbH, Hirth, Deutschland)
lyophilisiert. Nach erfolgter Lyophilisierung wurde das gefriergetrocknete Protein im
Ursprungsvolumen D,0 (99,9 % atom D) resuspendiert und fiir vier Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert, um einen Austausch aller austauschbaren Protonen gegen Deuterium zu ermdglichen. Nach
der Inkubation wurde eventuell ausgefallenes Protein durch Zentrifugation (30.797 xg, 10 Minuten,
20°C) abgetrennt und die Proteinlosung erneut bei -80°C eingefroren. Um einen moglichst
vollstandigen Austausch aller Protonen zu gewahrleisten, wurde die Probe erneut lyophilisiert und in

D,0 resuspendiert.

Zur Herstellung des terndren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes (Holoprotein), wurde im Anschluss an
den zweiten Lyophilisierungsschritt (nach der Resuspension und Inkubation in D,0O) die Probe mit D,O
auf eine Konzentration von 0,75 mg/ml (19,8 uM) verdiinnt. Zur verdinnten Proteinlésung wurden
19,7 uM NADPH als Pulver und 19,8 uM Pchlid, welches zuvor in deuteriertem Methanol
(99,8 % atom D) aufgenommen wurde, zugegeben. Dabei wurde eine Methanolkonzentration von
10 % nicht Gberschritten. Dieser Ansatz wurde gut gemischt, im Dunkeln fir zehn Minuten inkubiert

und zur Entfernung eventuell vorhandener Aggregate zentrifugiert (2.915 xg, 10 Minuten, 20 °C).

Die so erzeugten, zweimal lyophylisierten und in DO rekonstituierten, Apo- und Holoproteinproben
wurden erneut eingefroren und lyophilisiert. Je 100 mg lyophilisiertes Protein wurde in einen
Aluminium-Probenhalter (4 cm x 3 cm x 0,3 mm) Uberfihrt und in einem Exsikkator Uber Kieselgel
(2-5mm, ROTH, CarlRoth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet. Das getrocknete Proteinpulver wurde dann bis zu einem Verhaltnis von 1,6 g D,O zu lg

Protein lGber D,O rehydriert. Dies entspricht einer 4-fachen Hydrathiille. Durch Verwendung von
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Indiumdraht, wurden die Probenhalter verschlossen, bei -80 °C eingefroren und bis zur Messung

verwahrt.

Als Referenz diente eine Pufferprobe. Hierflir wurde eine entsprechende Menge QENS-Puffer ebenso
wie die Proteinproben lyophilisiert, in DO aufgenommen, inkubiert und erneut lyophilisiert. Auch bei
dieser Probe erfolgten diese Schritte zweimal. Die Rehydrierung erfolgte ebenso wie bei den

Proteinproben.

QENS-Probenpuffer

TRIS 20 mM
NaCl 100 mM
pH 8,5

Die QENS-Messungen erfolgten am Heinz Maier-Leibnitz Zentrum (MLZ, Garching, Deutschland) am
hochauflésenden Riickstreuinstrument SPHERES [120, 121]. Die einfallende Neutronenwellenlange
betrug 6,27 A. SPHERES besitzt eine Energieaufldsung von etwa 0,65 peV bei voller Halbwertsbreite.
Die Aufnahme der Spektren erfolgte liber einen Energietransferbereich von -30 peV bis +30 peV. Zur
Analyse wurden die Daten zwischen 0,34 A"t und 1,76 A verwendet. Fiir bessere Statistiken erfolgte
ein binning der Energiekandle. Die gemessenen Intensitdten wurden hinsichtlich der Effizienz des
energieabhangigen Neutronen-Detektors korrigiert, auf Vanadium normiert und in einen
Energietransfer- und Streuvektorraum transformiert. Der Aluminium-Probenhalter wurde zum
einfallenden Strahl in einem Winkel von 135° orientiert. Die Auflésungsfunktionen wurden mit einer
1 mm dicken Vanadiumplatte gemessen. Die Streuintensitaten der Pufferprobe wurden von denen der

Proteinproben abgezogen.

Die Pufferreferenz sowie die Apoprotein- und Holoproteinproben wurden Uber 24 Stunden im
SPHERES vermessen. Nach der Messung des Holoproteins wurde diese aus dem Kryostaten
entnommen, geodffnet und fiir flinf Minuten aus einem Abstand von 50 cm mit einer 40 W Glihbirne
belichtet. Im Anschluss an die Belichtung wurde der Probenhalter erneut mit Indiumdraht verschlossen

und die belichtete Probe erneut vermessen. Die Messzeit betrug hierbei zwolf Stunden.

Die Messung, sowie die Auswertung der Daten, erfolgte durch Dr. Andreas Stadler (Jiilicher Zentrum
flr Forschung mit Neutronen (JCNS) und Institute of Complex Systems (ICS), Forschungszentrum Jilich)
und Dr. Michaela Zamponi (Jilicher Zentrum fiir Forschung mit Neutronen (JCNS) am Heinz Maier-

Leibnitz Zentrum (MLZ), Forschungszentrum Jilich).
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2.23 Erste zeitaufgeloste spektroskopische Untersuchungen an der LPOR

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten zeitaufgeldsten spektroskopischen Messungen wurden
in Kooperation mit Dr.RogerJ. Kutta am Lehrstuhl fiir Physikalische Chemie der Universitat
Regensburg durchgefiihrt. Dazu wurde eine DsLPOR-Probe mit einer Konzentration von 5,2 mg/ml
(140 uM) hergestellt. Die Expression und Reinigung erfolgte wie in Kapitel 2.7.1.2.2 und Kapitel 2.15.2
beschrieben. Eine zusatzliche Reinigung liber GroRenausschlusschromatographie wurde aufgrund der
bendtigten Menge und der schon sehr hohen Reinheit der Probe nicht durchgefiihrt. Als Puffer wurde
der Standard-Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2) verwendet. Die Proteinprobe wurde in fllissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Der Probentransport erfolgte auf

Trockeneis.

Zur Bildung des terndren (DsLPOR/NADPH/Pchlid) bzw. pseudoterndren (DsLPOR/NADP*/Pchlid)
Komplexes, wurde die DsLPOR mit 12 uM Pchlid, 400 uM NADPH/NADP* und 0,1 % (v/v) Triton X-100
versetzt. Da das Pchlid in Methanol gelost wurde, wurde darauf geachtet, dass eine
Methanolkonzentration von 5 % nicht Uberschritten wurde. Zur Bildung der Komplexe wurden die
Proben fir zwei Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Als Kontrolle wurde ebenfalls die
Photophysik von freiem Pchlid untersucht. Hierfir wurde Pchlid mit Lagerpuffer auf eine
Methanolkonzentration von 5 % verdiinnt. Die Pchlid-Konzentration wurde im Vorfeld so eingestellt,
dass nach der Verdiinnung eine Pchlid-Konzentration von 12 uM resultierte. Fir die zeitaufgeldste
Messung wurde eine Durchflussklivette mit einer Schichtdicke von 2 mm verwendet, was eine optische
Dichte von 0,5 bei der Anregungswellenlange von 450 nm fir alle Proben ergab. Die Photophysik des
freien, und im pseudoternaren Komplex gebundenen, Pchlids ist reversibel, sodass fir die Aufnahme
je ein Probenvolumen von 10 ml ausreichend war. Die Photochemie des Pchlids im ternaren Komplex
ist jedoch irreversibel und das entstehende Chlid absorbiert zudem in einem gréRReren spektralen
Bereich, was eine simultane Anregung des Chlids unvermeidbar macht. Demzufolge wurde ein
Probenvolumen von ca. 300 ml verwendet, um die spektralen Beitrage des entstehenden Chlids tiber
die Messdauer minimal zu halten. Referenzabsorptionsspektren wurden jeweils vor und nach dem
Experiment, zur Uberpriifung der Probenintegritat, aufgenommen (2 mm Schichtdicke, LAMBDA9a

UV/Vis-Spektralphotometer, PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

Es wurde ein selbstgebautes Pump Superkontinuum-Probe Spektrometer, gemaR Dobryakov et al.
[122], fur die Aufnahme der transienten Absorption verwendet. Die Anregungsenergie bei 450 nm

betrug 200 nJ mit einer temporalen Breite von ca. 100 fs.
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2.23.1 Funktionsweise des Pump Superkontinuum-Probe Spektrometers

Pump-Probe-Experimente (oder Anregungs-Abfrage Experimente) dienen der Untersuchung von sehr
schnellen (unterer ps- bis ns-Bereich) photochemischen Prozessen. Hierbei wird durch einen ersten
Laserimpuls das zu untersuchende System in einen angeregten Zustand versetzt und durch einen
zweiten Laserpuls, welcher zum ersten Laserpuls durch eine verlangerte Wegstrecke (delay line)
zeitlich verzogert wird, das Absorptionsspektrum des angeregten Systems abgefragt. Durch die
Variation der Verzégerungszeit kann ein Einblick in die Dynamik/Kinetik der ablaufenden Prozesse
erfolgen. Da die zeitliche Verzégerung liber die Weglange erfolgt, sind typischerweise nur Zeitfenster
von einigen ns moglich (30cm entsprechen 1ns). Als Abfragepuls werden heutzutage
Superkontinuum-Weilllicht-Pulse verwendet, welche einen breiten spektralen Bereich in der
Detektion abdecken. Im verwendeten Experiment wurden diese Weilllich-Pulse durch Fokussierung
von 500nm Laserpulsen in einem CaF,-Kristall erzeugt. Die Detektion der transienten
Absorptionsspektren erfolgte Giber zwei charged coupled device (CCD) Zeilenkameras mit einem
vorgeschalteten  Gitterspektrographen.  Schwankungen im  Weilllicht wurden  durch

Referenzierungsmessungen korrigiert.

2.24 Bioinformatische Analysen

Die Suche nach neuen Sequenzen aus aerob anoxygen phototrophen Bakterien (AAPBs) mit
signifikanter Ahnlichkeit (E <0,005) zu LPORs, erfolgte mit Hilfe von PSI-BLAST [123] in der NCBI-
Datenbank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Hierzu wurden die Aminosiuresequenzen der
bereits bekannten cyanobakteriellen LPOR aus Thermosynechococcus elongatus, sowie die erste
beschriebene LPOR aus einem AAPB, die DsLPOR (LPOR aus Dinorosebacter shibae [1]), verwendet.
Weitere putative LPORs wurden von Dr. Olga Chernomor (Universitdat Wien, Center for Integrative

Bioinformatics (CIBIV)) in der JGI-Datenbank identifiziert.

Aminosauresequenzalignments wurden mit Hilfe des Clustal Omega Webservers [124]
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) generiert und mittels des Alignmenteditors GenDoc [125]
editiert und visualisiert. GeneDoc wurde ebenfalls zur Quantifizierung der paarweisen

Sequenzidentitdten und Sequenzahnlichkeiten eingesetzt.

Phylogenetische Stammbadume wurden, basierend auf einem entsprechenden LPOR-
Aminosauresequenzalignment von Dr. Olga Chernomor (Universitat Wien, Center for Integrative
Bioinformatics (CIBIV)) generiert. Datierte Stammb&dume wurden von der timetree.org Webseite [126]

heruntergeladen.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit sollten in einem ersten Themenkomplex (Kapitel 3.1 und 3.2) weitere
funktionelle lichtabhangige Protochlorophyllid-Oxidoreduktasen (LPORs) in aerob anoxygenen
phototrophen Bakterien (AAPBs) identifiziert und diese vergleichend zu bekannten LPORs aus Pflanzen
und Cyanobakterien biochemisch charakterisiert werden. Auf diese Weise sollten eventuell
vorhandene spezielle funktionelle Eigenschaften der AAPB LPOR-Familie aufgeklart werden, die neben
phylogenetischen Stammbaumberechnungen als Indiz fiir eine evolutionare Differenzierung der LPOR-
Familie gewertet werden kdnnen. Das libergeordnete Ziel der Arbeit dieses ersten Themenkomplexes

war somit die nahere Untersuchung des Ursprungs und der Phylogenie der LPOR-Enzymfamilie.

In einem zweiten Themenkomplex (Kapitel 3.3) sollte zudem die Struktur und Proteindynamik von
LPOR-Proteinen untersucht werden. Insbesondere die Aufklarung der atomaren Struktur einer LPOR
wirde hierbei einen neuen Quantensprung hinsichtlich unseres Verstdndnisses des LPOR-
Reaktionsmechanismus ermoglichen. Neben kristallographischen Verfahren sollten zudem
Streuverfahren (Kleinwinkel-Rontgenstreuung und Inkoharente Quasielastische Neutronenstreuung)

eingesetzt werden um die Struktur und Dynamik von LPOR-Proteinen in LOsung zu untersuchen.

3.1 Identifizierung neuer LPORs in aerob anoxygenen phototrophen
Organismen

Ziel des ersten Themenkomplexes dieser Arbeit war es, neben der AAPB LPOR aus Dinoroseobacter
shibae weitere LPORs in AAPBs zu identifizieren und auf ihre Funktionalitdt im Vergleich zu einer

cyanobakteriellen und einer pflanzlichen LPOR hin zu untersuchen.

3.1.1 Die Suche nach neuen LPORs in aerob anoxygenen phototrophen
Organismen ergab eine Vielzahl putativer LPORs
Zu Beginn dieser Arbeit waren die bereits publizierte LPOR aus D. shibae [1] sowie sechs weitere
putative LPORs aus einer bisher unveroffentlichten Arbeit [91] (Arbeitsgruppe Molekulare
Biophotonik, Dr. Ulrich Krauss (Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, Forschungszentrum Jilich,
Institut far molekulare Enzymtechnologie)) bekannt. Mit Hilfe der NCBI-Sequenzdatenbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein), der JGI-Datenbank und dem PSI-BLAST Tool (position-specific
iterative BLAST) konnten wahrend dieser Arbeit 21 weitere putative LPORs in nicht oxygenen
phototrophen Organismen identifiziert werden. Insgesamt wurden 86.583 vollstandige bakterielle
Genome/Proteome (Genbank Stand 16.09.2017) von Dr. Olga Chernomor (Universitit Wien, Center

for Integrative Bioinformatics (CIBIV)) durchsucht. Im Vergleich zum (blichen Protein-Protein-BLAST
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ist der PSI-BLAST eine sensitivere Methode zur Ermittlung entfernt verwandter Proteine [123]. Die
Suche erfolgte dabei anhand der Sequenz der ersten beschriebenen, funktionalen proteobakteriellen
LPOR, der DsLPOR [1]. Die neu identifizierten, sowie die in vorherigen Arbeiten [91, 95] identifizierten,
putativen LPORs sind in Tabelle 16 aufgefiihrt. Die griin hervorgehobenen Enzyme wurden in dieser
Arbeit ndaher untersucht. Mit Ausnahme der SehGCLPOR aus Saccharopolyspora erytraea, welche aus
einem hoch GC-haltigen grampositiven Aktinobakterium stammt, sind alle neu identifizierten
putativen LPORs in phototrophen Organismen (Proteobakterien und FCB-Bakterien) aulRerhalb oxygen

phototropher Gattungen zu finden.
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Tabelle 16: Ubersicht der identifizierten putativen LPORs. FCB: Fibrobacteres-, Chlorobi- und Bacteroidetes-Bakterien. In griin markiert sind die in dieser Arbeit naher untersuchten LPORs.

Organismus

Protein-
Bezeichnung

Genbank-/UniProt-
/Swissprot-ID

Klasse / Ordnung

Accession-Nummer / Quelle

In dieser Arbeit neu identifizierte putative LPORs

o-Proteobakterium /

DOE Joint Genome Institute,

Acidiphilium rubrum SIR58578.1 Rhodospirillales nicht publiziert
Alphaproteobacteria bacterium PA4 0OYU15985.1 nicht klassmzn?rtes GCA_002256005.1
Proteobakterium
Erythrobacter sp. SCN 62-14 0DS93018.1 a—Prc'>teobakter|um / [127]
Sphingomonadales
Erythrobacteraceae bacterium HL-111 EbLPOR KPP91129.1 o-Proteobakterium / [95, 128]
Sphingomonadales
Gemmatimonas phototrophica GpLPOR AMWO05784.1 FCB-Gruppen Bakterium [95, 129, 130]
Loktanella fryxellensis DSM 16213 LALPOR SEN87055.1 o-Proteobakterium / DOE Joint Genome Institute,
Rhodobacterales nicht publiziert
Polynucleobacter sp. MWH-Feld-100 OWS70994.1 B-Proteobakterium / GCA_002206625.1
Burkholderiales
Porphyrobacter dokdonensis PALPOR OBV11559.1 o-Proteobakterium / GCA_001677335.1
Spingomonadales
Porphyrobacter tepidarius WP_086617938.1 o-Proteobakterium / GCA_002155695.1
Spingomonadales
Proteobacteria bacterium ST bin 13 0QW77747.1 nicht klassifiziertes [131]
Proteobakterium
Proteobacteria bacterium ST bin 14 0QW73116.1 nicht klassifiziertes [131]
Proteobakterium
. , o-Proteobakterium /
Roseisalinus antarcticus SLN77620.1 GCA_900172355.1
Rhodobacterales
Sandarakinorhabdus sp. AAP62 SaLPOR WP_020480449.1 o-Proteobakterium / GCA_000331225.1
Sphingomonadales

Sandarakinorhabdus sp. THO57

0YQ31188.1

o-Proteobakterium /
Spingomonadales

GCA_002251755.1
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Organismus

Protein-
Bezeichnung

Genbank-/UniProt-
/Swissprot-ID

Klasse / Ordnung

Accession-Nummer / Quelle

o-Proteobakterium /

Spingomonas sp. IBVSS1 0S770988.1 . GCA_002127205.1
Spingomonadales
. o-Proteobakterium /
Spingomonas sp. 12-62-6 OYW22568.1 . GCA_002279655.1
Spingomonadales
. o-Proteobakterium /
Spingomonas sp. 28-62-11 0YY63160.1 . GCA_002278865.1
Spingomonadales
. o-Proteobakterium /
Spingomonas sp. 32-62-10 0YX39646.1 . GCA_002280555.1
Spingomonadales
Spingomonadales bacterium 28-64-96 0YZ16473.1 o-Proteobakterium / GCA_002281615.1
Spingomonadales
Spingomonadales bacterium 32-65-25 0YX79084.1 o-Proteobakterium / GCA_002280855.1
Spingomonadales
Spingomonadales sp. 28-62-20 SpLPOR 0YY75650.1 o-Proteobakterium / DOE Joint Genome Institute,
Spingomonadales nicht publiziert

In fritheren Arbeiten identifizierte putative LPORs [91]

o-Proteobakterium /

DOE Joint Genome Institute,

Acidiphili AnLPOR .
cidiphilium angustum nkPo WP_025314355.1 Rhodospirillales nicht publiziert
Erythrobacter litoralis DSM 8509 EILPOR KEO90002.1 a-Proteobakterium / [132]
Sphingomonadales
Loktanella vestfoldensis DSM 16212 LVLPOR WP_026352701.1 o-Proteobakterium / DOE Joint Genome Institute,
Rhodobacterales nicht publiziert
Actinobakterium /
Saccharopolyspora erythraea SehGCLPOR A4FA51 pseudonocardiaceae [133]
Sandarakinorhabdus limnophila SILPOR UPIO003B37375 a—Prgteobakterlum / DOE J0|r'1t Genorr.we' Institute,
Sphingomonadales nicht publiziert
. Department of Systems
Sulfitobacter guttiformis KCTC 32187 SgLPOR KIN73509.1 o-Proteobakterium / Biology, Yonsei University,

Rhodobacterales

Korea, nicht publiziert
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 19 zeigt ein Aminosduresequenzalignment aller fiir weitere Untersuchungen ausgewahlten
putativen LPORs im Vergleich mit bereits bekannten funktionalen LPORs. Die cyanobakteriellen
Enzyme (TeLPOR und SsLPOR), die beiden pflanzlichen LPORs (AtLPORC und HvLPORA) und nicht
zuletzt die erste identifizierte proteobakterielle LPOR (DsLPOR) wurden hierbei bereits heterolog
produziert, gereinigt und ihre lichtabhangige Aktivitat verifiziert [1, 106, 134-136]. Alle LPORs besitzen
die vermutlich im aktiven Zentrum am Protonentransfer beteiligten Tyrosin- und Lysinreste
(Abbildung 19, blau hinterlegt). Ebenso ist das NADPH-Bindungsmotiv (rot hervorgehoben) in allen
LPORs hoch konserviert. Fir die vier grin markierten Cysteine (C37, C89, C199, C226, TelLPOR-
Nummerierung) ist eine Beteiligung an der Substratbindung beschrieben [47, 137]. Zwei dieser vier
Cysteine (C37 und C226) sind in den hier betrachteten putativen LPORs, mit Ausnahme der
SehGCLPOR, vollstandig konserviert, wahrend die Cysteine C89 und C199 in den meisten LPORs
konserviert, jedoch nicht in allen Sequenzen vorhanden, sind. So fehlen z.B. der LPOR aus
P. dokdonensis oder S.limnophila zwei dieser sonst konservierten Cysteine. Aus dem
Aminosauresequenzalignment wurde die Sequenzidentitdt und Sequenzdhnlichkeit bestimmt. Die

resultierenden Werte sind in Tabelle 17 zusammengefasst.

Werden alle proteobakteriellen LPORs betrachtet, so ist zu sehen, dass alle eine Sequenzidentitat von
im Mittel 62 % (57 % bis 67 %) zu den beiden cyanobakteriellen LPORs aufweisen. Im Vergleich zu den
pflanzlichen LPORs liegt die Sequenzidentitat im Mittel nur bei 38 % (35 % bis 40 %). Innerhalb der
proteobakteriellen LPORs liegt die Sequenzidentitat im Mittel bei 68 % (59 % bis 88 %). Die putative
LPOR aus S.erythraea weist zu allen anderen LPORs (aus Cyanobakterien, Pflanzen und

Proteobakterien) die geringste, d.h. eine maximale, Sequenzidentitdt von 30 % auf.

Die hochsten Aminosaurelibereinstimmungen sind zwischen der EBLPOR und E/LPOR (88 %) sowie
zwischen der SaLPOR und S/LPOR (87 %) zu finden. Dieses Ergebnis ist jedoch nicht Uberraschend, da
die EbLPOR und E/LPOR aus Organismen stammen, die beide zu der Familie der Erythrobacteraceae
gehoren. Die Organismen, aus welchen die SaLPOR und SILPOR stammen, gehoren sogar zur gleichen
Gattung. Wird die erste beschriebene LPOR aus D. shibae genauer betrachtet, so zeigt sich zu allen
anderen LPORs aus Proteobakterien eine Sequenzidentitdit von mindestens 63 %. Die hdchste
Sequenzidentitadt zur DsLPOR weist die LPOR aus L. vestfoldensis auf (76 %). Diese Ergebnisse lassen
die Schlussfolgerung zu, dass alle betrachteten LPORs auBerhalb oxygen phototropher Gattungen
zueinander dhnlicher sind als zu den bekannten LPOR-Klassen aus Cyanobakterien und Pflanzen. Die
Vermutung liegt also nahe, dass die hier betrachteten LPORs eine neue funktionelle LPOR-Klasse

bilden.
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* 240 * 260 * * * 320 *
TeLPOR IBKNSP---ESDK I RKIHL P NLEEFEKEKKIZ-— S ES N 234
SsLPOR IWKACP---DADK I KoL P NEFEECFEACSKKE-— S QE N 230
AtLPORC IBKKSD---YPSK I GWIINTLAEN J3——-PK! DLREFTASELNGONS S —|Uugy DGA EE TIHA 317
HvVLPORA IOKSD---YPSR I G ENTLAEN - -PKESIEEDLREFAGELSGASGS DGA EE TS 304
DsLPOR . BEG-———-— APSP i E DFACIKACERAE—— Al H:AR Al 232
SpLPOR : BMOR--—-—-—- APAP i E DEFEEEAAC SKAZ-— G AQ S 232
EILPOR : BGR-———- ARDP i E DFEEKACBKD=—— P DR T 232
PALPOR : BEA--———- APAP i E DLEEEEACSRD =-— P DK A 236
EbLPOR VR-———- ARDA i E DFACIKACATG=--H P ES T 232
LfLPOR IOK-—-——- SPAP i E DEQEVKAECIRKDE—— P DR S 232
GpLPOR IIORST---HASR I YE NLEECEEACOLAIZ -~ P GQ N 232
AnLPOR IBOSPG---RRAK i E ALACIEACHRAZ—— P ON N 234
LvLPOR : MOK----- SAAP i E ELQEKAEGKA - - A DE S 232
S1LPOR : IBKKAKGRLPSPP i E EIFEDLACEAACINKAZ—— P -GD N 238
SgLPOR : MOK----- SHLP i E EFQEKDETQAE -~ P ED S 232
SaLPOR : IBKQAKGRLASPP i E DLACIEAACIHOQAE—— P EOKINI -GS N 234
SehGCLPOR : WMAEAG----- RI SS[EyHYGPRRSM HWENPSA-—-—-——--- LADH-ESMRD- SPRSGRIRMATEIRANIY T T YBLNRIRN-GRRINTVNAF DI€TIUP QNG| 218
* * 380 * 400 * 420 * 440
TeLPOR L KE G EZR-Qf KEGR----KARVIE AR EISEK A-———m—mm = : 322
SsLPOR W N DKiIK-D| QAGR----EARVIE AQ DIENIEK Vommm == : 318
AtLPOR P YH SPESLG-K YIRNANS ———————— SSHENQ AK E/SEK A-———m—mm = : 401
HvLPOR P F¥ ESVLT-K| YISRNKDS —————-——— ASEENQ ARKMIEI'SIEK A-———m—mm = : 388
DsLPOR W N EZA-Qf REGR----SARACG SAEMYE AIFTENTTPAEPVAA---— : 328
SpLPOR W NH GaT-Qf QEGR----EARACS SO A G ASDKQPVRSVVAA : 332
EILPOR W N\Y ' G AlIA- REGR----EARACS ARERYD R EQRVREPA-———— : 327
PALPOR W N| DiaT- KPGA----QAlACP AA D K EDARIGEPA---- : 332
EbLPOR W NE} G AlIA- REGR----AARACS ARERYD R EERVREPA-———— : 327
LfLPOR W Ki TIRIZDIRA — EQGR----KARSES SETIMN AVRIDVSGRPL-————— : 326
GpLPOR W Ni AlIGS KEGR----EARACQ QIBOALGE T GC GS——————————— : 322
AnLPOR W T DAZA-Of LPSR----DARSCP AR E E RTPPTG-—————-—--— : 326
LvLPOR W Ni GiaS-Qf REGR----KARSCG SREMYD G N-—————————— : 320
S1LPOR W Ni AIASQ KQGR----MP@AC P NE DI INLKA A-———m—mmm = : 327
SgLPOR W N| EEST- KVGQ--—--VARACS SKERYD GIYCIlg - - ——————————— : 319
SaLPOR W Ni AIIASQ KEGR----MP@ACP NE D INMKA] A-———m—mm = : 323
SehGCLPOR GRIAPVIRV:AV-----P@VIS-————-————— VA ADLSILVTAGEPGVVSGLYgVGRRP--RKTSDESYBRV:ALEMYEFFER WV SE---—-————————— : 300

Abbildung 19: Aminosauresequenzalignment. Die fiir die Substratbindung wichtigen Cysteine [47, 137] sind griin hinterlegt. Die rot hinterlegten Aminosauren bilden das NADPH-Bindungsmotiv
[58] und die blau markierten hochkonservierten Tyrosin- und Lysinreste sind vermutlich im aktiven Zentrum am Protonentransfer zum Substrat beteiligt [138, 139]. Die Organismen sind der
Tabelle 16 zu entnehmen.
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Tabelle 17: Sequenzdhnlichkeit der LPORs. Die Werte oberhalb der Diagonalen geben die identischen und die unterhalb der Diagonalen die ahnlichen Aminosauren zwischen den jeweiligen LPORs
an. Die Organismen sind der Tabelle 16 zu entnehmen.

Te Ss At Hv El Ds Eb Lf Pd Sp Gp An Lv Sl Sg Sa | SehGC
TeLPOR 74% | 44% | 43% | 63% | 60% | 64% | 63% | 62% | 64% | 67% | 63% | 64% | 60% | 63% | 61% | 30%
SsLPOR 85 % 41% | 41% | 61% | 58% | 59% | 61% | 58% | 62% | 65% | 61% | 62% | 59% | 59% | 57% | 29%
AtLPOR 57% | 55% 66% | 35% | 37% | 37% | 36% | 38% | 38% | 40% | 38% | 39% | 37% | 38% | 35% | 22%
HVLPORA | 57% | 55% | 79% 38% | 37% | 38% | 38% | 39% | 39% | 39% | 39% | 40% | 37% | 38% | 36% | 25%
EILPOR 76% | 73% | 51% | 51% 70% | 88% | 70% | 69% | 70% | 66% | 64% | 69% | 65% | 67% | 66% | 29%
DsLPOR 73% | 70% | 51% | 51% | 78% 71% | 71% | 69% | 71% | 64% | 68% | 76% | 64% | 68% | 63% | 26%
EbLPOR 76% | 72% | 51% | 52% | 93% | 77% 70% | 69% | 71% | 67% | 67% | 69% | 66% | 67% | 69% | 29%
LALPOR 77% | 73% | 52% | 53% | 83% | 81% | 82% 68% | 74% | 63% | 65% | 74% | 61% | 76% | 59% | 26%
PdLPOR 75% | 71% | 52% | 53% | 79% | 78% | 78% | 80% 69% | 65% | 66% | 67% | 66% | 65% | 66% | 28%
SpLPOR 76% | 72% | 53% | 53% | 81% | 81% | 80% | 85% | 78% 66% | 66% | 74% | 64% | 74% | 63% | 28%
GpLPOR 78% | 76% | 53% | 54% | 76% | 74% | 76% | 77% | 76% | 77% 67% | 66% | 69% | 64% | 70% | 29%
AnLPOR 75% | 74% | 52% | 53% | 75% | 77% | 75% | 76% | 74% | 76% | 75% 69% | 66% | 63% | 63% | 29%
LvLPOR 78% | 76% | 54% | 56% | 80% | 82% | 79% | 84% | 78% | 84% | 77% | 77% 65% | 75% | 65% | 26%
SILPOR 74 % 74% | 51% 52% | 77% | 73% 76% | 75% 77% | 75% | 78% 76% | 77% 61% | 87% | 27%
SgLPOR 78% | 76% | 53% | 53% | 81% | 78% | 81% | 85% | 78% | 84% | 78% | 77% | 86% | 78% 61% | 25%
SaLPOR 74% | 73% | 50% | 51% | 76% | 71% | 77% | 75% | 76% | 76% | 80% | 74% | 77% | 93% | 78% 27 %
SehGCLPOR| 44% | 42% | 33% | 36% | 40% | 37% | 39% | 40% | 41% | 39% | 42% | 41% | 39% | 41% | 42% | 42%
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Mit Hilfe bioinformatischer Methoden konnten seit der Entdeckung der ersten proteobakteriellen
LPOR (DsLPOR) 27 weitere putative LPORs auBerhalb oxygen phototropher Gattungen in
verschiedenen Datenbanken gefunden werden. Diese bilden eine neue, stetig wachsende Familie.

Zwolf dieser 27 putativen LPORs wurden im Folgenden weiter untersucht.

3.1.2 Alle neu identifizierten LPORs stammen aus aerob anoxygenen
phototrophen Bakterien und bilden eine monophyletische Gruppe
Die erste LPOR auRerhalb oxygen phototropher Gattungen wurde in Dinoroseobacter shibae gefunden,
einem der Gruppe der aerob anoxygenen phototrophen Bakterien (AAPBs) zugeordnetem
o-Proteobakterium [1]. Wie einleitend erldutert, bietet das Vorhandensein einer funktionellen LPOR
AAPBs einen entscheidenden Vorteil, da mit Hilfe dieser nicht-sauerstoffsensitiven Enzyme unter
aeroben Bedingungen, unter denen das DPOR-Enzymsystem wahrscheinlich inaktiviert wird, die
Synthese von Bakteriochlorophyll moglich ist (Kapitel 1.3). Die Vermutung liegt also nahe, dass es sich
bei den in dieser Arbeit identifizierten LPOR-tragenden Organismen auflerhalb oxygen phototropher
Gattungen ebenfalls um AAPBs handelt. Um diese Hypothese zu liberprifen, wurden die hier neu
identifizierten Organismen mit putativen LPORs hinsichtlich des Vorkommens der lichtunabhangigen
POR (DPOR) und der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/oxygenase (RuBisCo) untersucht. Hierbei
stellt die DPOR ein ldentifikationsmerkmal fiir eine allgemeine Phototrophie und die RuBisCo ein

Identifikationsmerkmal fir AAPBs dar [140].

In Tabelle 18 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt. In allen Organismen mit putativen
LPORs sind ebenfalls die Gene (bchb, bchn und bchl) fir die Untereinheiten der DPOR zu finden, was
zeigt, dass es sich bei allen Organismen um anoxygene phototrophe Bakterien handelt. Lediglich in
dem Organismus Erythrobacter sp. SCN 62-14 ist das Gen der BchL-Untereinheit nicht zu finden. Des
Weiteren konnte fiir drei der Organismen ein Gen identifiziert werden, welches fiir die groRe
Untereinheit von RuBisCo kodiert (Aminosaresequenzen dieser sind in Kapitel 6.1.2 aufgefiihrt). Die
Abwesenheit von RuBisCo wird hierbei in der Literatur als ein Marker fir AAPBs verwendet [141],
wobei Organismen wie Gemmatimonas phototrophica offensichtlich ein RuBisCo-Enzym besitzen und
dennoch der Gruppe der AAPBs zugeordnet werden [142]. Ebenso besitzt Acidiphilium rubrum eine
aerobe Lebensweise, ist in der Lage Bakteriochlorophyll zu synthetisieren und wird daher in der
Literatur den AAPBs zugeordnet [143]. Basierend auf den genannten genetischen Markern kénnen
somit alle, bis auf diese drei Organismen, eindeutig der Gruppe der AAPBs zugeordnet werden. Wobei
die Vermutung nahe liegt, dass es sich zumindest bei Acidiphilium rubrum und Gemmatimonas
phototrophica ebenfalls um AAPBs handelt. Weitere Untersuchungen, unter Verwendung weiterer

genetischer Marker, kdnnten hierbei zusatzliche Anhaltspunkte liefern. Der Einfachheit halber werden
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daher im Folgenden alle hier in Organismen aullerhalb oxygen phototropher Gattungen

(Cyanobakterien und Pflanzen) identifizierten LPORs als AAPB LPORs bezeichnet.

Tabelle 18: Ubersicht iiber das Vorkommen verschiedener AAPB Marker-Enzyme. LPOR: lichtabhingige Protochlorophyllid-
Oxidoreduktase, DPOR: lichtunabhdngige Protochlorophyllid-Oxidoreduktase, RuBisCo: Ribuloase-1,5-bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase, griin: Gen ist vorhanden, rot: Gen ist nicht vorhanden. Die Aminosiuresequenzen der in
Gemmatimonas phototrophica und den beiden Acidiphilium-Stamme gefundenen RuBisCo sind im Anhang (Kapitel 6.1.2)
angegeben.

DPOR RuBisCo (groRe

Organismus LPOR

BchB | BchN BchL Untereinheit)

Acidiphilium angustum

Acidiphilium rubrum

Alphaproteobacteria bacterium PA4

Erythrobacter litoralis DSM 8509

Erythrobacter sp. SCN 62-14

Erythrobacteraceae bacterium HL-111

Gemmatimonas phototrophica

Loktanella fryxellensis DSM 16213

Loktanella vestfoldensis DSM 16212

Polynucleobacter sp. MWH-Feld-100

Porphyrobacter dokdonensis

Porphyrobacter tepidarius

Proteobacteria bacterium ST bin 13

Proteobacteria bacterium ST bin 14

Roseisalinus antarcticus

Saccharopolyspora erythraea

Sandarakinorhabdus limnophila

Sandarakinorhabdus sp. AAP62

Sandarakinorhabdus sp. THO57

Spingomonas sp. IBVSS1

Spingomonas sp. 12-62-6

Spingomonas sp. 28-62-11

Spingomonas sp. 32-62-10

Spingomonadales bacterium 28-65-96

Spingomonadales bacterium 32-65-25

Spingomonadales sp. 28-62-20

Sulfitobacter guttiformis KCTC 32187
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Abbildung 20: Phylogenetischer Stammbaum zur lllustration der Verbreitung von LPORs. Der Stammbaum enthalt neben
den neu identifizierten LPORs eine Auswahl von cyanobakteriellen und actinobakteriellen LPOR-Sequenzen. FCB:
Fibrobacteres-, Chlorobi- und Bacteroidetes-Bakterien. Die Nummern an den Abzweigungen geben an in wie viel Prozent der
100 unabhéngig erstellten Stammb&ume diese Abzweigung vorkam.
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Unter Verwendung der Sequenzen der hier neu identifizierten putativen LPORs, sowie einer Reihe von
LPOR-Sequenzen aus Cyanobakterien, wurde von Dr. Olga Chernomor (Universitdt Wien, Center for

Integrative Bioinformatics (CIBIV)) ein Maximum-Likelihood-Stammbaum erzeugt (Abbildung 20).

Anhand des in Abbildung 20 dargestellten phylogenetischen Stammbaums ist deutlich zu erkennen,
dass die gefundenen putativen LPORs aus AAPBs eine monophyletische Gruppe bilden. Lediglich die
LPOR aus Saccharopolyspora erythraea gliedert sich nicht in diese Gruppe ein, sondern gruppiert mit
den hier fiir das rooten des Stammbaums verwendeten aktinobakteriellen kurzkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen (englisch: short chain dehydrogenases/reductases, SDRs), weshalb
davon auszugehen ist, dass es sich hierbei um ein falsch annotiertes Enzym der SDR-Familie handelt.
Eine weiterfihrende Diskussion dieser Ergebnisse im Zusammenhang mit der funktionellen

Charakterisierung ist in Kapitel 3.2.5 zu finden.

Bei den meisten der in dieser Arbeit identifizierten putativen LPOR-tragenden Bakterien handelt es
sich eindeutig um aerob anoxygene phototrophe Bakterien (AAPBs), welche mit Ausnahme der

putativen LPOR aus Saccharopolyspora erythraea eine monophyletische Gruppe bilden.

3.1.3  Die meisten AAPB LPORs konnten mittels IMAC und GréBenausschluss-
chromatographie gereinigt werden
Von den 27 identifizierten AAPB LPORs wurden zwolf fiir eine weiterflihrende Charakterisierung
ausgesucht. Fir neun dieser zwolf war eine Expression in [6slicher Form moglich. Durch den N- oder C-
terminalen Hexahistidin-tag (Hise-tag), welcher an die Proteine fusioniert wurde, konnten diese (iber
immobilisierte Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC) an Ni?*-NTA-Material gereinigt werden
(Kapitel 2.15.2). Nach erfolgreicher Transformation der E.coli BL21(DE3)-Zellen mit dem
entsprechenden Plasmid (Kapitel 2.8.2) und anschlieRender Expression des Zielgens (Kapitel 2.7.1.2.2),
wurden die Zellen mittels EmulsiFlex-C5 aufgeschlossen (Kapitel 2.15.1). Die unldslichen Bestandteile
wurden durch Zentrifugation von den l6slichen getrennt und das zellfreie Extrakt auf die zuvor
equilibrierte Ni**-NTA-Siule aufgetragen und wie in Kapitel 2.15.2 bis 2.15.4 beschrieben gereinigt
(Chromatogramme aller Reinigungen sind im Anhang in Abbildung 60 zu sehen). Wahrend der
Reinigung wurden Proteinproben entnommen, welche im Hinblick auf ihre Zusammensetzung mittels
SDS-PAGE (Kapitel 2.15.7) analysiert wurden (alle Reinigungsgele sind im Anhang in Abbildung 61

dargestellt).

Flir alle Proteine, mit Ausnahme der AnLPOR, LvLPOR, SILPOR und SgLPOR sowie je eine der

pflanzlichen (HVLPORA) und cyanobakteriellen (SsSLPOR) LPORs, erwies sich die Reinigung mittels
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immobilisierter Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC) an Ni**-NTA-Material (iber den an die
Proteine fusionierten Hise-tag als geeignet. Im Falle der EbLPOR und TelLPOR ist eine geringe Menge
des Zielproteins im Durchlauf zu erkennen (Abbildung 61, D und B). Dies kdnnte sowohl an einer
groBen Menge Protein liegen, wodurch die Kapazitit des Ni?*-NTA-Material vollstindig ausgeschdpft
war, oder aber der Hise-tag war aufgrund der Proteinkonformation nicht vollstandig zuganglich und
dadurch die optimale Bindung gestort. Im Waschschritt beider Reinigungen sind lediglich geringe
Mengen des Zielproteins auszumachen, was wiederum fiir eine gute Bindung des Hise-tags und damit
fir eine Uberschreitung der Kapazitit des Ni?*-NTA-Materials spricht. Fiir alle anderen Proteine ist
sowohl im Durchlauf als auch im Waschschritt kein Zielprotein zu erkennen. In allen Fallen scheint der
Hiss-tag demnach gut zugénglich zu sein und so eine optimale Bindung an das Ni**-NTA-Material zu
gewahrleisten. Durch die zusatzliche Reinigung mittels GréRenausschlusschromatographie konnte fiir
alle Proteine, mit Ausnahme der AtLPORC, eine deutliche Verbesserung der Reinheit erzielt werden
(Abbildung 61 A). In Tabelle 19 sind die Ausbeuten aller zu reinigenden Proteine zusammengefasst.
Hierbei ist zu erkennen, dass die EbLPOR, E/LPOR und PdLPOR die besten Ausbeuten mit tiber 10 mg
Protein pro g Zellfeuchtmasse aufweisen. Die schlechtesten Ausbeuten sind fiir die SaLPOR (1,0 mg

Protein pro g Zellfeuchtmasse) und LfLPOR (1,3 mg Protein pro g Zellfeuchtmasse) zu verzeichnen.

Die Reinigung der pflanzlichen HvLPORA und SILPOR war trotz l6slicher Produktion des Proteins nicht
moglich. Hierbei ist davon auszugehen, dass der fusionierte Hise-tag durch die Faltung des Proteins
nicht zuganglich und so eine Bindung an das Ni*-NTA-Material nicht erméglicht wurde. Fiir die
AnLPOR, LvLPOR, SgLPOR und die SsLPOR konnten keine Expressionsbedingungen zur Produktion von
I6slichem Protein gefunden werden (Kapitel 2.7.1.2.1) und so auch keine Reinigung der Proteine

erfolgen.

Tabelle 19: Ubersicht der erzielten Ausbeute der verschiedenen putativen LPORs.

LPOR [mg LPOR}Agu;:ﬁfu::chtmasse] LPOR [mg LPOR;:gu;:ﬁfu:LTchtmasse]
TeLPOR 7,0 LALPOR 1,3
AtLPORC 3,6 PdLPOR 10,3
DsLPOR 3,3 SaLPOR 1,0
EbLPOR 11,3 SehGCLPOR 2,7
EILPOR 14,2 SpLPOR 3,4
GpLPOR 5,7
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Von den zwolf ausgewdhlten AAPB LPORs konnten fiir drei LPORs keine Expressionsbedingungen zur
Produktion von l6slichem Protein gefunden werden. Fir die librigen neun AAPB LPORs war, mit
Ausnahme der S/ILPOR, eine Reinigung mittels IMAC an Ni**-NTA-Material erfolgreich. Durch eine
anschlieRende GrofRenausschlusschromatographie konnte fiir alle, mit Ausnahme der AtLPORC, eine
Erhohung der Reinheit erzielt werden. Fir die meisten der hier untersuchten LPORs konnte somit
ausreichend Protein in geeigneter Reinheit produziert werden, um detaillierte Aktivitatsmessungen

und strukturelle Untersuchungen zu ermoglichen.

3.1.4 Der Grofdteil der neu identifizierten AAPB LPORs zeigt eine
lichtabhangige Aktivitat
Um nachzuweisen, dass es sich bei den in dieser Arbeit neu identifizierten LPORs aus AAPBs tatsachlich
um funktionelle lichtabhdngige Enzyme handelt, wurden mit allen gereinigten LPORs (Kapitel 3.1.3)
Aktivitatsuntersuchungen (Kapitel 2.17) durchgefiihrt. Wie im Materialien- und Methoden-Teil
beschrieben, kann die lichtabhadngige Aktivitdt von LPORs durch den Nachweis der lichtabhangigen
Bildung des LPOR-Reaktionsprodukts Chlorophyllid (Chlid) erfolgen. Hierzu wurden die
entsprechenden Reaktionsansitze (Kapitel 2.17) direkt in der Kiivette im Spektralphotometer mit
Blaulicht belichtet (Kapitel 2.17). In Abbildung 21 ist eine solche Aktivitdtsmessung exemplarisch am
Beispiel der EILPOR gezeigt. Dargestellt sind die gemessenen Spektren von 0 Sekunden (schwarz) bis
20 Sekunden (hellgrau) Belichtung nach der Filterung der , Licht-An“-Ereignisse (Kapitel 2.17). Die
Absorptionsabnahme bei 632 nm zeigt die Abnahme der Pchlid-Konzentration (blauer Pfeil),
wohingegen die Zunahme der Absorption bei 672 nm (roter Pfeil) auf die Bildung des LPOR-
Reaktionsprodukts Chlid zuriickzufiihren ist. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der verschiedenen
Proteine wurde die Chlid-Bildung in Abhadngigkeit zur Belichtungszeit dargestellt. Hierzu wurde die

Absorptionsdanderung bei 672 nm gegen die Belichtungszeit aufgetragen (Abbildung 21, inset).
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Abbildung 21: Exemplarische Aktivititsmessung am Beispiel der E/LPOR. Die Aktivitdtsmessung erfolgte bei einer
Substratkonzentration von 3,5 uM Pchlid. Der Assay wurde wie in Kapitel 2.17 beschrieben angesetzt und durchgefiihrt. Fur
eine bessere Ubersicht sind nur die Spektren von 0 Sekunden (schwarz) bis 20 Sekunden (hellgrau) Belichtung dargestellt. Der
blaue Pfeil zeigt die Abnahme der Absorption bei 632 nm und damit die Abnahme der Pchlid-Konzentration. Die Produktion
von Chlorophyllid ist an der Absorptionszunahme bei 672 nm zu erkennen (roter Pfeil). Zur Darstellung der Chlid-Bildung in
Abhdngigkeit zur Belichtungszeit wurde die Absorption bei 672 nm gegen die Belichtungszeit aufgetragen (inset). Die
experimentellen Daten wurden mit Hilfe des Programms Origin 7G an eine exponentielle Funktion erster Ordnung angepasst
(Kapitel 2.17.5).

In Abbildung 22 ist die belichtungszeitabhdngige Chlid-Bildung aller gereinigten putativen LPORs
gezeigt. Aullerdem sind zum Vergleich die lichtabhangige Aktivitdt der cyanobakteriellen TeLPOR aus
T. elongatus [134], der pflanzlichen AtLPORC aus A. thaliana [85, 144] und der bereits beschriebenen
AAPB LPOR aus D. shibae (DsLPOR) [1] dargestellt. Fir alle als Kontrolle vergleichend untersuchten,
bereits beschriebenen LPORs (TeLPOR, AtLPORC und DsLPOR) konnte, wie erwartet, eine LPOR-
Aktivitdt nachgewiesen werden (Tabelle 20, Abbildung22). Ein Vergleich der hier als Referenz
dienenden LPORs mit der Literatur war nicht moglich, da in der Literatur keine spezifischen
Aktivitdtswerte angegeben sind. Bei den in der Literatur angegebenen Werten handelt es sich lediglich
um Angaben zur umgesetzten Menge Pchlid pro Minute [134] oder es wurde lediglich die generelle

Aktivitat nachgewiesen [1, 144].

Firr die bereits in unterschiedlichen Bachelor- und Masterarbeiten untersuchten LPORs (E/LPOR [91],
EbLPOR und GpLPOR [95]) konnte die bereits zuvor beobachtete lichtabhangige Aktivitat verifiziert
werden. Zusatzlich konnten fiir die in dieser Arbeit neu identifizierten und gereinigten LPORs aus
Spingomodales sp. (SpLPOR), Porphyrobacter dokdonensis (PdLPOR) und Loktanella fryxellensis
(LfLPOR) eindeutig LPOR-Aktivitdt nachgewiesen werden. Im direkten Vergleich nahm die spezifische
Aktivitat aller hier untersuchten gereinigten LPORs in der Reihenfolge EbLPOR > TeLPOR > SpLPOR >

84



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

PdLPOR > EILPOR > GpLPOR > LfLPOR > DsLPOR > AtLPORC ab. Die vergleichsweise eher geringe
Aktivitat der AtLPORC ist dabei wahrscheinlich auf eine im Vergleich zu den anderen LPORs geringere
Reinheit zuriickzufihren (Abbildung 61 A im Anhang). Durch die Verunreinigungen wurde demzufolge
die Konzentration der AtLPORC im Assay als zu hoch eingeschatzt, woraus sich eine verringerte

spezifische Aktivitat ergab.

Flr die in dieser Arbeit neu identifizierte putative LPOR aus Sandarakinorhabdus sp. (SaLPOR) konnte,
trotz erfolgreicher Reinigung (Abbildung 61 | im Anhang), keine LPOR-Aktivitdt nachgewiesen werden
(Abbildung 22, graue Linie). Dasselbe gilt fir die putative LPOR aus Saccharopolyspora erythraea,
welche zwar ebenfalls erfolgreich gereinigt werden konnte (Abbildung 61 J im Anhang), jedoch keine
Aktivitat aufwies [91]. Die Gruppierung der SehGCLPOR zusammen mit der SDR outgroup im
phylogenetischen Stammbaum (Abbildung 20) sowie die fehlende LPOR-Aktivitat erhdrten also die
Vermutung, dass es sich bei diesem Enzym eher um ein SDR- als um ein LPOR-Enzym handelt. Details
zu den entsprechenden Messungen, wie vollstandige Umsatzkurven, Spektren zum Nachweis der
Chlid-Produktbildung sowie die entsprechenden Kontrollmessungen ohne Belichtung und ohne

Enzymzugabe, sind im Anhang (Abbildung 62) zu finden.
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Abbildung 22: Aktivitat aller gereinigten LPORs im Vergleich. Die Aktivitatsmessung wurde wie in Kapitel 2.17 beschrieben
durchgefiihrt und ausgewertet. Die experimentellen Daten wurden mit Hilfe des Programms Origin 7G an eine exponentielle
Funktion erster Ordnung (Kapitel 2.17.5) angepasst. Der Ubersichtlichkeit halber wurden zwei unterschiedlich skalierte Y-
Achsen fir die gemeinsame Darstellung der sehr aktiven LPORs (SpLPOR, EbLPOR, PdLPOR, E/LPOR und TelLPOR, Rot- und
Orangetone, linke Y-Achse) und die weniger aktiven LPORs (LfLPOR, GpLPOR und DsLPOR, Blau- Griin- und Grautdne, rechte
Y-Achse) gewahlt.
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Tabelle 20: Ubersicht der spezifischen Aktivititen aller gereinigter LPORs. Die Berechnung der spezifischen Aktivitit erfolgte
wie in Kapitel 2.17.5 beschrieben.

Protein Spezifische Aktivitat [ﬁ&]
TeLPOR 0,65 +0,04
AtLPORC 0,02 + 0,002
EbLPOR 0,69+0,01
SpLPOR 0,58 +0,02
PdLPOR 0,48 +0,04
EILPOR 0,41 +0,04
LfLPOR 0,10 + 0,01
GpLPOR 0,11 + 0,001
DsLPOR 0,09 +0,02
SaLPOR -
SehGCLPOR -

Fiir einen qualitativen Aktivitatsnachweis der LPORs, welche nicht in ausreichender Menge produziert
oder nicht gereinigt werden konnten, sowie fiir die SaLPOR und SehGCLPOR, welche in gereinigter
Form keine Aktivitat besalRen, wurden Aktivitdtsmessungen unter Verwendung zellfreier Rohextrakte
durchgefihrt (Kapitel 2.17.1). Als Negativkontrolle diente ein zellfreier Rohextrakt, welcher aus einem
pET28a-Leervektor tragenden E. coli BL21(DE3)-Stamm gewonnen wurde. In Abbildung 23 sind die
Umsatzkurven aus diesen Messungen gezeigt. Fir drei dieser acht LPORs (AnLPOR, SILPOR, LvLPOR)
konnte so eindeutig eine LPOR-Aktivitdt nachgewiesen werden. Wie aus den in Abbildung 24
dargestellten SDS-PAGE-Analysen ersichtlich, ist fliir die AnLPOR keine Expressionsbande des
Zielproteins zu erkennen. Fir die LvLPOR ist eine Produktion zu erkennen, jedoch liegt das gebildete
Protein vorwiegend in unloslicher Form vor. Eine entsprechende Bande in der |6slichen Fraktion ist
nicht zu erkennen (Abbildung 24). Eine kleine, auf der SDS-PAGE nicht sichtbare, Menge der AnLPOR
und LvLPOR muss jedoch in |6slicher Form produziert worden sein, da der entsprechende Rohextrakt
beider Expressionskulturen eindeutig LPOR-Aktivitat aufweist. Flr alle weiteren so untersuchten
putativen LPORs konnte keine Aktivitat nachgewiesen werden. Die putative SaLPOR und SehGCLPOR,
welche bereits als gereinigtes Protein keine Aktivitat zeigten, besalRen auch im Rohextrakt keine LPOR-
Aktivitdt. Auch fir die hier neu identifizierte putative LPOR aus Sulfitobacter guttiformis (SgLPOR)
konnte keine Aktivitdt nachgewiesen werden. Die entsprechenden SDS-PAGE-Analysen zeigten, dass
das Protein ausschlieBlich in unldslicher Form akkumulierte (Abbildung 64 im Anhang). Ebenso konnte
sowohl fur die cyanobakterielle LPOR aus Synechocystis sp. (SSLPOR) als auch fiir das pflanzliche Enzym

aus Hordeum vulgare (HVLPORA, LPOR A) keine LPOR-Aktivitdt nachgewiesen werden. Da fiir diese
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Enzyme jedoch bereits LPOR-Aktivitat beschrieben wurde [80, 106, 145-147], missen andere Faktoren
fir die Funktionsunfahigkeit verantwortlich sein. Im Falle der SsLPOR konnte in E. coli kein Protein
produziert werden (Abbildung 64). Fiir die pflanzliche LPOR aus H. vulgare war eine Expression moglich
(Abbildung 64), jedoch konnte anders als bei Schulz et al. keine Aktivitat nachgewiesen werden. Schulz
etal. verwendeten fiir die Expression des HVLPOR-Gens den E. coli-Stamm lambda gt11-A7 und
resuspendierten die Zellen in einem 20 mM HEPES-Puffer mit einem pH-Wert von 7,5 und 20 mM
Saccharose, 2 mM Magnesiumsulfat und 5 mM Cystein. Ebenso wie in dieser Arbeit wurde ein Zelllysat
flir die Aktivitdtsmessung verwendet. Wahrend ein Einfluss dieser Faktoren auf die Bildung
funktionellen Proteins zwar unwahrscheinlich erscheint, kann dieser dennoch nicht ausgeschlossen

werden.

Details zu allen Messungen, wie vollstandige Umsatzkurven fir jedes Protein mit den dazugehdrigen
Spektren zum Zweck des eindeutigen Produktbildungsnachweises sowie die dazugehorigen

Kontrollmessungen (ohne Belichtung, Leervektorkontrolle), sind im Anhang in Abbildung 63 gezeigt.
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Abbildung 23: Rohextrakt-Aktivitat der LPORs im Vergleich. Die Aktivitaitsmessung wurde wie in Kapitel 2.17 beschrieben
durchgefiihrt und ausgewertet. Jedoch wurden anstelle von 10 pl gereinigten Proteins 250 ul Rohextrakt im Assay eingesetzt,
und das Volumen des Lagerpuffers entsprechend angepasst. Des Weiteren wurde die Belichtungszeit pro Intervall auf
6 Sekunden erhoht. Die experimentellen Daten wurden mit Hilfe des Programms Origin 7G an eine exponentielle Funktion
erster Ordnung (Kapitel 2.17.5) angepasst. Der Ubersichtlichkeit halber wurden zwei unterschiedlich skalierte Y-Achsen fiir
die gemeinsame Darstellung der aktiven LPORs (AnLPOR, S/ILPOR, und LvLPOR, Rot- und Orangetétne, linke Y-Achse) und der
inaktiven LPORs (SgLPOR, HVLPOR, SsLPOR, SehGCLPOR und SaLPOR, Blau- Griin- und Grauttne, rechte Y-Achse) gewahlt.
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Abbildung 24: SDS-PAGE-Analysen der unldslichen (U) und l6slichen (L) Fraktion der im Rohextrakt aktiven LPOR-Proteine.

Es wurden Gradientengele (NUPAGE® 4-15 % Bis-TRIS-Gel) der Firma Thermo Fisher Scientific (Bonn, Deutschland) verwendet.
Die Trennung der Molekiile erfolgte fiir eine Stunde bei 150 V unter Verwendung des MES-Laufpuffers. Zur Abschatzung der
MolekiilgroBe wurde als Referenz der Molekulargewichtsstandard (M) ,PageRuler™ Prestained Protein Ladder” (Thermo
Fisher Scientific, Bonn, Deutschland) verwendet. Die roten Pfeile weisen auf das Molekulargewicht der jeweiligen LPOR.

Parallel zu den hier durchgefiihrten in vitro Untersuchungen wurden fir alle putativen LPOR-Enzyme,
von Lena Peters (Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Forschungszentrum lilich, Institut fr
molekulare Enzymtechnologie, AG Drepper) invivo Komplementationsstudien durchgefiihrt [148].
Hierflr wurde in dem wildtypischen R. capsulatus B10S Stamm die BchB-Untereinheit der DPOR durch
Insertion einer Spectinomycin-Resistenzkassette unterbrochen, sodass dieser Stamm kein
Bakteriochlorophyll mehr produzieren kann und so ein phototrophes Wachstum nicht mehr méglich
ist. Zur Untersuchung der Enzymaktivitdit wurden die jeweiligen LPOR-tragenden Rhodobacter-
Expressionsvektoren lber Konjugation in die R. capsulatus-Zellen eingebracht und in Flissigkulturen
zunachst mikroaerob chemotroph in Minimalmedium und spater zum Testen der LPOR-Aktivitat
anaerob phototroph in einem nahrstoffreichen Medium angezogen. Unter diesen Wuchsbedingungen
konnen lediglich Zellen wachsen, welche Plasmid-basiert eine funktionelle LPOR expremieren. Die
Einteilung der Aktivitdit erfolgte anhand der Zelldichte sowie anhand des gebildeten
Bakteriochlorophylls pro Zelle, dessen Konzentration spektrophotometrisch durch die Messung eines
Ganzzellabsorptionsspektrums bestimmt wurde. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in

Tabelle 21 im Vergleich zu den in vitro Ergebnissen zusammengefasst.
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Tabelle 21: Ubersicht iiber die in vitro und in vivo Aktivitit. Die Einteilung der Aktivitat (in vitro: siehe Abbildung 22 und
Abbildung 23) erfolgte in vier Kategorien von aktiv (dunkelgriin/+++) zu weniger aktiv (hellgriin/+) und nicht aktiv (rot/-).

Protein In vitro Aktivitat In vivo Aktivitat

TeLPOR

SsLPOR

AtLPORC

HvVLPORA

EbLPOR

SpLPOR

PdLPOR

EILPOR

LfLPOR

GpLPOR

DsLPOR

SILPOR

LvLPOR

AnLPOR

SalLPOR

SehGCLPOR

SgLPOR

Flr zehn der 17 untersuchten, teils putativen, LPORs zeigt sich sowohl in vitro als auch in vivo eine
nachweisbare Enzymaktivitat. Die quantitative Bewertung der Aktivitat ist dabei nicht in allen Fallen
identisch, wie am Beispiel der E/ILPOR zu sehen ist. Wahrend die E/LPOR in den in vitro Analysen eine
der aktivsten LPORs ist, konnte im korrespondierenden in vivo Versuch lediglich eine geringere LPOR-
Aktivitat nachgewiesen werden. Hier konnte z. B. eine schlechte Expression in R. capsulatus eine
Erklarung sein. Umgekehrt verhalt es sich bei der AnLPOR, welche in E. coli nur sehr schlecht produziert
werden konnte und dadurch nur eine geringe Aktivitat im Zellrohextrakt aufwies, wohingegen in vivo
eine hohe Aktivitat nachzuweisen war. Wahrend die GpLPOR und die SILPOR in vitro eindeutig Aktivitat
besaRen, konnte fiir beide Enzyme in vivo keine Aktivitat nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
konnte fiir die SaLPOR und die SsLPOR in vivo eindeutig Aktivitdt nachgewiesen werden, wahrend fir
die entsprechenden in E. coli produzierten Enzyme keine Aktivitat detektierbar war. Die HVLPOR, fir
welche in vitro keine Aktivitat nachzuweisen war, zeigt in vivo unterschiedliche Ergebnisse. So kommt
esin 50 % der Falle zu einem Wachstum und in den anderen 50 % zu keinem Wachstum. Fiir die SgLPOR

und SehGCLPOR konnte sowohl in vitro als auch in vivo keine LPOR-Aktivitat nachgewiesen werden. Im
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Falle der SehGCLPOR wurde bereits aufgrund des phylogenetischen Stammbaums (Abbildung 20) eine
falsche Annotierung vermutet, sodass dieses Ergebnis keine Uberraschung darstellt. Die SgLPOR
allerdings gruppiert im Stammbaum mit den anderen hier identifizierten aktiven LPOR-Enzymen.
AuBerdem sind keine Auffdlligkeiten gegenliber den anderen aktiven LPORs im

Aminosauresequenzalignment zu entdecken (Abbildung 19).

Neben der DsLPOR, der ersten in einem AAPB identifizierten LPOR [1], konnten in dieser Arbeit zwolf
weitere putative LPORs aus aerob anoxygenen phototrophen Organismen produziert und teilweise
gereinigt werden. Flr neun dieser zwolf neuen LPORs konnte mittels in vitro Aktivitatstests entweder
unter Verwendung von gereinigtem Protein oder zellfreier Rohextrakte eine eindeutige LPOR-Aktivitat
nachgewiesen werden. Werden die in vivo Daten von Lena Peters mit einbezogen, so konnten zehn
der untersuchten putativen Enzyme eindeutig als LPOR identifiziert werden. Insgesamt wurde also fir
zehn der 27 in dieser Arbeit neu identifizierten putativen AAPB LPORs eine Aktivitat nachgewiesen. Im
Einklang mit den hier dargestellten phylogenetischen Analysen, in welchen die hier identifizierten
AAPB LPORs eine monophyletische Gruppe bilden (Kapitel 3.1.2), liegt also die Vermutung nahe, dass
es sich bei diesen AAPB LPORs um eine neue, evolutionar konservierte Gruppe an LPOR-Enzymen

handelt.

3.1.5 AAPB LPORs besitzen einen zu cyanobakteriellen LPORs konservierten
Reaktionsmechanismus

Wie im vorangegangenen Kapitel nachgewiesen, besitzen die meisten der hier untersuchten AAPB
LPORs eine lichtabhdngige LPOR-Aktivitat, d.h. sie katalysieren, genauso wie klassische pflanzliche und
cyanobakterielle LPORs, den lichtabhdngigen Umsatz von Pchlid zu Chlid. Im Hinblick auf die
unterschiedliche phylogenetische Einordnung der AAPB LPORs (Kapitel 3.1.2) stellt sich die Frage, ob
diese einen zu den pflanzlichen und cyanobakteriellen LPORs konservierten photochemischen
Reaktionsmechanismus besitzen. Die neuesten Arbeiten zum Mechanismus von LPORs wurden 2018
von Archipowa etal. [46] prasentiert. Dabei wurde mittels zeitaufgel6ster Absorptions- und
Emissionsspektroskopie ein schrittweiser Hydridtransfermechanismus fiir die cyanobakterielle TeLPOR
aus T.elongatus nachgewiesen. Mechanistisch wurden die Ergebnisse als ein initialer
Elektronentransfer von NADPH auf Pchlid im angeregten Singulettzustand, gefolgt von einem
Protonen-gekoppelten Elektronentransfer und anschlieRendem Protonentransfer, interpretiert
(Kapitel 1.3.2.2). Mittels transienter Absorptionsspektroskopie (TA) kénnen spektrale Anderungen,

z. B. aufgrund photochemischer Prozesse oder Umwandlungen, nach Anregung mit Licht zeitaufgelost
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verfolgt werden. Dabei kdnnen Aussagen (iber die Identitdt und die Lebensdauer von verschiedenen

transient besetzten Zustanden getroffen werden [122].

Um zu untersuchen, ob in AAPB LPORs die Reduktion des Pchlid-Substrates mittels desselben
Mechanismus erfolgt, wurde die Photochemie der DsLPOR in Kooperation mit Dr. RogerJ. Kutta
(Lehrstuhl fuir Physikalische Chemie der Universitat Regensburg) mittels TA untersucht. Insbesondere
sollte hier der Protonen- und Elektronentransfer zwischen DsLPOR, NADPH und Pchlid beobachtet
werden. Die Probenvorbereitung erfolgte wie in Kapitel 2.23 beschrieben. Insgesamt wurden drei
Proben untersucht: ) freies Pchlid, IlI) der pseudoternire Komplex bestehend aus
TeLPOR/NADP*/Pchlid und IIl) der photoaktive terndre Holoproteinkomplex bestehend aus
TeLPOR/NADPH/Pchlid. Die Absorptionsspektren dieser drei Proben vor und nach der transienten

Absorption sind in Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Absorptionsspektren vor und nach der transienten Absorptionsmessung. (A) Absorptionsspektren des freien
Pchlids (B) des pseudoterndren Komplexes (DsLPOR/NADP*/Pchlid) (C) und des terndren Komplexes (DsLPOR/NADPH/Pchlid).
(D) Ausschnitt aus den Spektren des terndren Komplexes im Bereich der Qy-Bande. Alle Spektren wurden Offset korrigiert.
Das blaue Spektrum (C-D) wurde Uber eine allgemeine Streufunktion f(A) = bA-2 + a einer Streukorrektur unterzogen.

Zunachst wurde ungebundenes Pchlid als Referenz analysiert. Anhand der Absorptionsspektren vor

und nach der Messung ist zu sehen, dass kein Verlust des Pchlids Uber die Dauer des Experiments
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erfolgte (Abbildung 25 A). Die zeitaufgelosten Daten sind in Abbildung 26 gezeigt. Die maximale

messbare Zeitverzégerung von 1,8 ns erlaubte nur die Betrachtung des Si-Zerfalls (Abbildung 26 B).
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Abbildung 26: Zeitaufgel6ste UV/Vis-Absorptionsspektren des freien Pchlids. Die Messung erfolgte iber einen Zeitbereich
bis 1,8 ns. (A) Der S,-Zerfall und (B) der S;-Zerfall.

Die Absorptionsspektren des pseudoterniren Komplexes (DsLPOR/NADP*/Pchlid) vor und nach der
Messung sind in Abbildung 25 B gezeigt. Werden diese Spektren mit denen des freien Pchlid (graue
Linie in Abbildung 25 B) verglichen, so ist zu sehen, dass im pseudoterndren Komplex fast keine
Bindung des Substrates Pchlid erfolgte (keine Rotverschiebung der Q,-Bande sichtbar, vergleiche
Kapitel 3.2.1). AuRerdem denaturierte/aggregierte die DsLPOR wahrend der Messung, was anhand des
spektralen Drifts im Wellenlangenbereich <400 nm zu erkennen ist. Aus diesem Grund konnten nur
die ersten TA-Daten verwendet werden (Schrittweite von 10 ps) und deswegen keine Angaben zur
Si-Lebensdauer gemacht werden. Diese Daten sind in Abbildung 27 A gezeigt. Aufgrund der fehlenden

Pchlid-Bindung entsprechen die Daten denen des ungebundenen Pchlids (Vergleich Abbildung 26).
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Abbildung 27: Zeitaufgeléste UV/Vis-Absorptionsspektren des gebundenen Pchlids. Die Messung erfolgte lber einen
Zeitbereich bis 1,8 ns. (A) Messungen des pseudoterndren und (B) des terndren Komplexes.
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Abbildung25C und D zeigen die Absorptionsspektren des photoaktiven terndren Komplexes
(DsLPOR/NADPH/Pchlid). Eine signifikante Rotverschiebung der Maxima im Vergleich zum
ungebundenen Pchlid ist zu erkennen, was eine Pchlid-Bindung im Komplex nachweist (siehe auch
Kapitel 3.2.1). Da auch diese Probe wahrend der Messung aggregierte, konnten auch hier nur die
ersten TA-Daten bei einer Schrittweite von 10 ps verwendet werden. Die Daten sind in Abbildung 27 B
dargestellt. Aufgrund der groBen Zeitintervalle kann auch hier keine Aussagen zu Lebenszeiten
gemacht, sondern nur der Unterschied in den zeitaufgeldsten Daten im Vergleich zum pseudoternaren
Komplex und freien Pchlid qualitativ betrachtet werden. Wahrend der S;-Zerfall vom Pchlid in einem
simultanen Zerfall der Absorption im gesamten spektralen Bereich beobachtet werden kann, ist im
terndren Komplex ein Anstieg der Absorption bei 475 nm zu erkennen. Zudem klingt die Absorption
bei 600 nm im Fall des ternaren Komplexes vollstdndig ab, wahrend eine signifikante positive
Absorption im Falle des pseudoterndren Komplexes bleibt. Diese spektralen Anderungen wurden
ebenfalls von Archipowa etal. [46] beobachtet und lassen sich daher ebenfalls einem
Elektronentransfer von NADPH zum Pchlid im S;-Zustand zuordnen. Aufgrund der Instabilitat der
DsLPOR-Probe unter den hier verwendeten experimentellen Bedingungen konnten keine weiteren
detaillierten Aussagen getroffen werden. Flr weiterfiihrende Experimente sollten AAPB LPORs mit

hoherer Stabilitat verwendet werden.

Aufgrund der Aggregation der pseudoterndren und terndren Komplex-Proben wahrend der
transienten Absorptionsmessung konnten nur die ersten Daten aus der transienten
Absorptionsmessung mit einer Schrittweite von 10 ps ausgewertet werden. Aus diesem Grund konnten
keine genaueren Aussagen zu Lebenszeiten gemacht werden. Anhand des Vergleichs der vorhandenen
Daten des terndren DsLPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplexes mit den Daten des freien Pchlids
und der Messungen von Archipowa et al. [46] kann der beobachtete Zerfall im terndren Komplex
einem Elektronentransfer von NADPH zum angeregten Singulettzustand (Si1) des Pchlid-Substrates
zugeordnet werden. Mechanistisch scheint also zumindest der initiale Schritt des
Reaktionsmechanismus zwischen der cyanobakteriellen TeLPOR und der DsLPOR aus AAPBs

konserviert zu sein.
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3.2 Vergleichende Charakterisierung der verschiedenen LPORs

Fir alle in dieser Arbeit gereinigten LPORs aus AAPBs sowie fiir die cyanobakterielle TeLPOR und die
pflanzliche AtLPORC wurden im Folgenden vergleichende Untersuchungen durchgefihrt, um
gegebenenfalls Parameter zu identifizieren, die fir AAPB LPORs spezifisch sind. Hierzu wurden
1) Dissoziationskonstanten fiir den LPOR/NADPH/Pchlid-Komplex, 1) die Substratspezifitdt hinsichtlich
der Akzeptanz von Monovinyl- und Divinyl-Pchlid, Ill) pH- und Temperatur-Aktivitdtsoptima, IV) das

temperaturabhéngige Entfaltungsverhalten sowie V) die Temperaturstabilitdt untersucht.

3.2.1  AAPB LPORs besitzen hohere Kg-Werte fiir die Dissoziation des terndren
Komplexes als cyanobakterielle und pflanzliche LPORs

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante (Ks) des terndren LPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes
wurden, wie in Kapitel 2.19 beschrieben, Absorptionsspektren von Pchlid in Anwesenheit konstanter
NADPH- und Triton X-100-Konzentrationen und unterschiedlichen Enzymkonzentrationen gemessen.
Des Weiteren wurde die gleiche Messung in Anwesenheit von 70 mM DTT durchgefiihrt um den

Einfluss von DTT auf die Dissoziation zu untersuchen.

Ohne den Kofaktor NADPH ist eine Bindung des Substrats Pchlid an LPORs nicht moglich. Heyes et al.
zeigten dies am Beispiel der LPOR aus Thermosynechococcus elongatus [149)]. Des Weiteren wurde
gezeigt, dass die Bindung des NADPHSs an die LPOR mindestens drei kinetische Ereignisse beinhaltet,
was wiederum darauf hinweist, dass der NADPH-Bindungsprozess durch Konformationsanderungen
im Protein gesteuert ist. Auch die Pchlid-Bindung an das NADPH/LPOR-Koenzym beinhaltet weitere
Konformationsanderungen im Protein und ist ein komplizierter Prozess. Wahrend einer relativ
schnellen zweiphasigen Reaktion, welche wahrscheinlich die Bildung eines anfanglichen Komplexes
darstellt, sind langsamere substratinduzierte Konformationsanderungen innerhalb des Enzyms fir die
Bildung des endgiltigen photoaktiven terndren LPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes erforderlich. Diese
strukturellen Anderungen sind fiir die Rotverschiebung des Pchlid-Absorptionsmaximums bei etwa

630 nm verantwortlich.

In Abbildung 28 A und C sind die gemessenen Absorptionsspektren der DsLPOR ohne DTT und mit DTT
gezeigt. Die Bildung des ternaren Komplexes flihrt zusatzlich zur eben beschriebenen Rotverschiebung
des Absorptionsmaximums der Q,-Bande (Kapitel 2.16.5) des Pchlid-Substrates auch zur Zunahme der
Absorption (erhéhter Extinktionskoeffizient) im Vergleich zu freiem Pchlid [149]. Die entsprechenden
Daten (Abbildung 28 A und C) wurden von Dr. Roger J. Kutta (Universitdt Regensburg) ausgewertet und
so der Kq-Wert bestimmt. Alle Daten zur Bestimmung der Dissoziationskonstante sind im Anhang in
Abbildung 65 bis Abbildung 72 gezeigt. Eine Ubersicht (iber die resultierenden Ks-Werte ist Tabelle 22

zu entnehmen. Von allen hier untersuchten LPORs besitzen die pflanzliche und cyanobakterielle LPOR
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die niedrigsten Kg-Werte. Diese liegen bei 2,0+ 0,1 uM (TeLPOR) und 1,6 £ 0,1 uM (AtLPORC). In der
Literatur findet man fur die Dissoziation des TeLPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes einen Ks-Wert von
5,6 £ 0,6 uM [56], wobei die Abweichung auch hier wahrscheinlich auf abweichende Messbedingungen
zurlickzufihren ist. AuBerdem scheint flir beide Proteine DTT keinen Einfluss auf die Bindung zu haben.
Fiir beide Proteine resultiert aus einem molaren 1:1 Verhaltnis von Enzym und Substrat eine Beladung
von mindestens 50 %. Die meisten hier untersuchten AAPB LPORs zeigen Kq-Werte deutlich Gber denen
der cyanobakteriellen und pflanzlichen Enzyme. DsLPOR und GpLPOR bilden hierbei die beiden
Extremfalle. Diese zeigen im Vergleich zu den anderen LPORs vergleichsweise hohe K4-Werte von
76 £ 8 uM und 84 + 20 uM ohne DTT sowie einen signifikant hoheren K¢-Wert in Anwesenheit von DTT.
Diese vergleichsweise hohen K4-Werte legen nahe, dass die Bindung zwischen Substrat und DsLPOR
bzw. GpLPOR nicht sehr stark ist. AuBerdem scheint DTT die Bindung negativ zu beeinflussen, was die
eher geringen Aktivititen der beiden Enzyme unter Standard-Assaybedingungen (Kapitel 3.1.4,
Tabelle 20) erklaren konnte. Abweichend von den anderen AAPB LPORs weisen die SpLPOR und LfLPOR
interessanterweise Kq-Werte im niedrigen uM-Bereich auf. lhr Verhalten ist daher dhnlicher zu den
cyanobakteriellen und pflanzlichen LPORs als zu den restlichen AAPB Enzymen. In einer kiirzlich
durchgefiihrten Mutagenesestudie wurde am Beispiel der TelLPOR gezeigt, dass einzelne
Aminosdureaustausche einen drastischen Einfluss auf die Dissoziationskonstante fiir Pchlid haben
kénnen, wobei Werte zwischen 3,5 uM (TeLPOR-G19A) und 45 uM (TeLPOR-T230F) beobachtet
wurden. Der Einfluss dieser Austausche auf den K¢-Wert fir NADPH fallt hierbei sogar noch drastischer
aus, wobei Werte zwischen 21 nM (wildtypische TeLPOR) und 436 nM (TeLPOR-T230F) ermittelt
wurden [56]. Eine vergleichende Untersuchung der NADPH-Bindung wurde im Rahmen dieser Arbeit

nicht durchgefiihrt, ware jedoch beziiglich dieser Beobachtung von groBem Interesse.

95



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Pchlid mit DsLPOR Pchlid mit DsLPOR mit DTT
Pchlid

Pchlid

1 5 0,04 b g 0,04
] 5
g 0,2+ s g 0,2+ 8
F=] 2 0,02 - 0,02
‘ < 2 <
s ] s
7] 7] &5
0,00 T T T i ,00+ T T T
2 0,14 600 620 640 660 2 071 600 620 640 660

Wellenlinge [nm] Wellenlinge [nm]

0,0 —T T : T 0,0 r T T
400 500 600 700 400 500 600 700
B Wellenlédnge [nm] D Wellenlange [nm]
1 1 1] 1 1 1 1 1
13 Bl T
10 [ S 1,0 B
0,8 | - 08 | 4
+ mit DTT
06 | © PechlidmitDsLlPOR p 06 | o Pechlid mit DsLPOR _
- O Pchlid - O Pchlid
x [ Summe ] x Summe
0,4 — Fit 4 04 F — fe -
K4: 76 £ 8 uM 4 Kg: 10517 uM 1
02 F 4 02} 4
0,0 lo—e 0,0
i sl PR ETTIT | dt s asasal et aasaal PR RTTT | /| /| 1
10°® 10° 104 107 102 10°® 10° 10 10° 102
DsLPOR-Konzentration [M] DsLPOR-Konzentration [M]

Abbildung 28: K4-Wert Bestimmung am Beispiel der DsLPOR. (A) Absorptionsmessung und (B) Auswertung der
Absorptionsmessung ohne Zugabe von DTT. (C) Absorptionsmessung und (D) Auswertung der Absorptionsmessung unter
Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr.Roger J. Kutta (Universitdt Regensburg) mittles LabView (National
Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.

Tabelle 22: Ubersicht der Dissoziationskonstanten (Kg) fiir Pchlid.

K¢-Wert fiir Pchlid [uM]
LPOR
ohne DTT mit DTT (70 mM)

TeLPOR 2,0£0,1 2,0+0,1
AtLPORC 1,6+0,1 1,6+0,2
EILPOR 56+2 41+1
DsLPOR 768 105+7
EbLPOR 47+3 44 +7
LALPOR 59+0,9 57+0,4
PdLPOR 38+2 41+2
SpLPOR 7+1 7+2
GpLPOR 84+20 134+9
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(Die Dissoziationskonstanten der TeLPOR und AtLPORC fiir Pchlid lassen auf eine Beladung von 50 % bei)
einem molaren Verhaltnis von 1:1 schlieBen. Fir alle Enzyme, mit Ausnahme der DsLPOR und GpLPOR,
ist kein Einfluss von DTT auf die Bindung von Enzym und Substrat (Dissoziation des terndren
Komplexes) zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu scheint DTT im Falle der DsLPOR und GpLPOR die
Bindung zu verschlechtern. Trotz der konservierten Natur der hier untersuchten LPORs scheint es also
zwischen den Enzymen drastische Unterschiede in der Substratbindung zu geben, wobei sich diese fiir

die AAPB LPORs im Vergleich zu den pflanzlichen und cyanobakteriellen Enzymen in hoheren

LKd-Werten manifestieren.

3.2.2  Untersuchungen zu den Protochlorophyllid-Formen (MV- und DV-
Pchlid)

In den meisten publizierten Arbeiten zu LPORs wird das nicht kommerziell erhéltliche Pchlid-Substrat,
wie in dieser Arbeit, aus Rhodobacter capsulatus ZY5 isoliert [49, 57, 71, 106, 149-153]. Dabei ist
bekannt, dass es sich um eine Mischung aus Monovinyl (MV)- und Divinyl (DV)-Pchlid handelt [105]. In
Abbildung 29 sind die Strukturformeln von MV- und DV-Pchlid gezeigt. Bisher wurde erst in einer Arbeit
untersucht, ob LPORs beide Substratformen akzeptieren, wobei hier lediglich die cyanobakterielle
TeLPOR betrachtet wurde [150]. In der Arbeit von Heyes etal. [150] wurden keine signifikanten
Unterschiede beim Umsatz der beiden Substratformen beobachtet. Im Hinblick auf die drastischen
Unterschiede im Kyq-Wert, welche zwischen TeLPOR, AtLPORC und den AAPB LPORs dieser Arbeit
beobachtet wurden, liegt es jedoch nahe eine solche etwaige Substratpraferenz genauer zu
untersuchen. Um die beiden Substratformen aus dem Gemisch isolieren zu kdnnen, wurde zunachst
eine analytische high performance liquid chromatography (HPLC)-Trennung durchgefiihrt, um das
Verhaltnis der beiden Formen zu bestimmen, Trennparameter zu identifizieren und deren Identitat
eindeutig nachzuweisen. Fiir Letzteres wurde eine massenspektroskopische Analyse durchgefiihrt um
eine eindeutige Zuordnung zu gewahrleisten (Kapitel 3.2.2.1). Im nachsten Schritt wurde unter den so
identifizierten Bedingungen eine praparative Trennung (Kapitel 3.2.2.2) durchgefiihrt, sodass beide
Substratformen in ausreichender Menge erhalten werden konnten, um eine Charakterisierung der

Substratpraferenz der LPORs (Kapitel 3.2.2.3) zu ermdglichen.
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Abbildung 29: Strukturformeln von Monovinyl- und Divinyl-Protochlorophyllid.

3.2.2.1 Mittels Massenspektrometrie konnten MV- und DV-Pchlid eindeutig
identifiziert werden

Die analytische Trennung von Monovinyl- und Divinyl-Protochlorophyllid erfolgte mittels HPLC wie in
Kapitel 2.16.4.1 beschrieben. In Abbildung 30 A ist das Chromatogramm einer solchen Trennung
gezeigt. Es sind zwei basisliniengetrennte Signale mit Retentionszeiten von 22,6 min und 27,3 min zu
erkennen. Die dazugehorigen Absorptionsspektren, aufgenommen mittels Photodiodenarray (PDA)-
Detektors, sind in Abbildung30B dargestellt. Fir einen besseren Vergleich wurden die
Absorptionsspektren auf die Pchlid-Soretbande bei ca. 432 nm normalisiert, sodass der Unterschied in
den Maxima deutlicher zu erkennen ist. Beide unterschiedlich eluierenden Substanzen besitzen ein fir
Pchlid typisches Absorptionsspektrum mit der charakteristischen Soret- (ca. 432 nm), Q«- (ca. 571 nm)
und Qy- (ca. 623 nm) Bande [154]. Bei genauerer Betrachtung stellt man jedoch geringe spektrale
Unterschiede hauptsachlich bei den Soret- und Q,-Bandenmaxima fest. Flr eine eindeutige
Identifizierung dieser beiden spektral leicht unterschiedlichen Pchlidformen wurde im Anschluss an die
Trennung eine massenspektrometrische Analyse durchgefiihrt. Diese erfolgte in der Laborwelt der
Firma Shimadzu (Duisburg, Deutschland) mit Hilfe von Herrn Klaus Bollig (Shimadzu) unter den in

Kapitel 2.16.4.1 beschriebenen Bedingungen.

Die daraus resultierenden Massedaten fiir die bei 22,6 min und 27,3 min eluierenden Komponenten
sind in Abbildung 30 C und D dargestellt. Dabei sind die counts per second (cps), welche die Menge an
Fragmenten einer Masse beschreiben, gegen das Masse- zu Ladungsverhiltnis (m/z) dargestellt. In
beiden Fallen sind je drei Hauptsignale zu erkennen. Fiir die Substanz, welche bei 22,6 min eluiert,
ergeben sich die Massen von ca. 589 Da, 611 Da und 643 Da. Im Vergleich zu den gemessenen Massen
der bei 27,3 min eluierenden Substanz sind diese somit um je 2 Da grof3er. Die theoretische Masse von
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MV-Pchlid betragt ca. 613 Da wohingegen, die theoretische Masse von DV-Pchlid bei ca. 611 Da liegt
und somit 2 Da geringer ist. Dieser Massenunterschied ldsst bereits darauf schlieRen, dass es sich bei
dem Signal bei 22,6 min um DV-Pchlid und bei dem Signal bei 27,3 min um MV-Pchlid handelt. Somit
sind sowohl die theoretische Masse von MV-Pchlid als auch von DV-Pchlid in den lonenspektren zu
sehen. Jedoch stellt sich die Frage, worum es sich bei den beiden anderen Massensignalen handelt.
Fiir das Signal bei 643 Da bzw. 641 Da ist davon auszugehen, dass es sich um ein Methanoladukt
handelt. Methanol besitzt eine theoretische Masse von 32 Da, was der Differenz dieser Signale zu den
Massen von MV-Pchlid und DV-Pchlid entspricht. Da das Pchlid-Gemisch in Methanol gel6st und die
chromatographische Trennung unter Verwendung von Methanol durchgefiihrt wurde, ist eine
Methanoladukt-Bildung sehr wahrscheinlich. Bei den kleineren Signalen von 589 Da bzw. 591 Da
handelt sich sehr wahrscheinlich ebenfalls um DV- bzw. MV-Pchlid, jedoch nach dem Verlust des
Zentralatoms (Mg: ca. 24 Da) und einer Addition von zwei Protonen (H: ca. 1 Da). Anhand der durch
die Massenspektrometrie erhaltenen Daten konnten die in der Chromatographie erhaltenen Signale
eindeutig zu MV-Pchlid (Retentionszeit: 22,6 min) und DV-Pchlid (Retentionszeit: 27,3 min) zugeordnet
werden. In folgenden praparativen Trennungen konnte somit zum einen durch die Retentionszeit und
zum anderen durch die Messung eines Absorptionsspektrums, unter Beriicksichtigung der

unterschiedlichen Maxima, eine Zuordnung von MV- und DV-Pchlid erfolgen.
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Abbildung 30: LC-MS-Analyse der beiden Pchlid-Formen. (A) Chromatogramm der MV- und DV-Pchlid-Trennung Uber eine
hydrophobe C-30 Saule an einer high performance liquid chromatography (HPLC)-Anlage.(B) Absorptionsspektren der beiden
Eluenten (22,6 min und 27,3 min). Fir einen genauen Vergleich der Absorptionsmaxima sind die Absorptionsspektren auf die
Soret-Bande normalisiert dargestellt. Flir das Signal bei 27,3 min zeigt sich in beiden Maxima eine Rotverschiebung im
Vergleich zu den Maxima des Signals bei 22,6 min. (C) Massenspektrum der bei 22,6 min eluierenden Komponente, welche
als MV-Pchlid identifiziert werden konnte. (D) Massenspektrum der bei 27,3 min eluierenden Komponente, welche mittels
Massenspektrometrie als DV-Pchlid identifiziert werden konnte.

Das aus R. capsulatus ZY5 erhaltene Pchlid-Gemisch konnte erfolgreich mittels HPLC in MV- und DV-

Pchlid getrennt werden. Eine anschlieBende massenspektrometrische Analyse erlaubte eine

eindeutige Zuordnung der HPLC-Eluenten.
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3.2.2.2 MV-und DV-Pchlid konnten erfolgreich praparativ getrennt werden

Zur Ermoglichung einer Untersuchung der MV-/DV-Pchlid-Substratpraferenz der identifizierten LPORs,
war eine praparative Trennung von MV- und DV-Pchlid notwendig, um beide Formen in ausreichenden
Mengen zu erhalten. Hierflr wurde eine entsprechende praparative HPLC-Saule verwendet. Da die im
Institut zur Verfligung stehenden HPLC-Anlagen keine praparativen Trennungen zulassen, wurde fir
die Reinigung von MV- und DV-Pchlid ein FPLC-System (AKTAbasic, GE Healthcare Life Science,
Freiburg, Deutschland) entsprechend adaptiert (Kapitel2.16.4.2). In Abbildung31 ist das
Chromatogramm einer praparativen Trennung von MV- und DV-Pchlid dargestellt. Die Absorption der
Eluenten wurde bei 450 nm verfolgt. Hier absorbiert sowohl das MV-Pchlid als auch das DV-Pchlid stark
genug, um sichtbar zu sein. Anhand des Chromatogrammes ist zu erkennen, dass die beiden Pchlid-
Formen basisliniengetrennt eluieren. Die im Folgenden vereinigten Fraktionen sind durch die
schwarzen Kasten hervorgehoben. Beim Vereinigen der Fraktionen wurden jeweils einige Fraktionen
am Rand des jeweiligen Peaks verworfen, um eine Verunreinigung zu minimieren. Die vereinigten
Eluate wurden, wie in Kapitel 2.16.3 beschrieben, aus dem Puffer/Methanol-Gemisch extrahiert und
getrocknet. So konnten bei einem Trennungslauf (8 ml hochkonzentrierte Pchlid-Gemischlésung)
3,8 mg MV- und 4,7 mg DV-Pchlid erhalten werden. Die Zuordnung der Eluenten als MV- bzw. DV-

Pchlid erfolgte zusatzlich zur Retentionszeit tiber das Absorptionsspektrum (Abbildung 31 B).
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Abbildung 31: Prdparative MV- und DV-Pchlid-Trennung. (A) Chromatogramm der praparativen MV- und DV-Pchlid-
Trennung. Die schwarzen Kasten zeigen die vereinigten Fraktionen. In (B) sind die zu den beiden Eluenten gehdérenden
Absorptionsspektren des finalen gereinigten MV/DV-Pchlidpraparats gezeigt.

Mittels Adaption einer FPLC-Anlage konnten MV- und DV-Pchlid praparativ getrennt werden und so
genigend Ausgangsmaterial fur die Untersuchung der MV-/DV-Pchlid-Substratpriferenz der

identifizierten LPORs gewonnen werden.
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3.2.2.3 AAPB LPORs zeigen eine von den cyanobakteriellen und pflanzlichen
LPORs abweichende Substratpraferenz

Zur Bestimmung der MV-/DV-Pchlid-Substratpriferenz wurden enzymkinetische Untersuchungen
unter Verwendung von MV- bzw. DV-Pchlid, wie in Kapitel 2.17.4 beschrieben, durchgefiihrt. Fir jede
eingesetzte MV- bzw. DV-Pchlid-Konzentration wurde die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit bestimmt
und diese zur Berechnung der spezifischen Aktivitat verwendet. Die spezifische Aktivitat wurde dann
gegen die jeweilige Pchlid-Konzentration im Assay aufgetragen. Letztere wurde, um Ungenauigkeiten

zu verringern, aus dem ersten (unbelichteten) Absorptionsspektrum jeder Messung berechnet.

In Abbildung 33 sind die resultierenden Daten fiir die sieben AAPB LPORs, sowie vergleichend fiir die
cyanobakterielle und pflanzliche LPOR, gezeigt. Da alle Proteine bei hohen Substratkonzentrationen
eine Abnahme der spezifischen Aktivitdat zeigen, wurden die Daten zunachst an eine ,Substrat-
Inhibition“-Funktion (Abbildung 32) angepasst. Die Ergebnisse aus dieser Anpassung sind in Tabelle 32
im Anhang zusammengefasst. Hier ist jedoch zu beachten, dass fiir die beobachtete Abnahme bei
hohen Substratkonzentrationen verschiedene Effekte verantwortlich sein kdnnen. Zum einen ware
eine mechanistisch bedingte Inhibierung der Enzyme durch das Substrat
(Substratiiberschussinhibierung) denkbar. Weiter kommt eine irreversible Aggregation der Substrate,
in Folge geringer Loslichkeit im wassrigen Reaktionsmedium in Frage. Hierdurch stiinde eine geringere
Substratmenge zur Bindung an das jeweilige Enzym zur Verfligung, was eine Verringerung des
Umsatzes zur Folge hatte. Bei zunehmender Substratkonzentration konnte ein zunehmender
Basislinienversatz beobachtet werden. Dieser deutet auf einen nicht-mechanistischen ,,Inhibierungs-
Effekt” hin, sodass die Daten Uber eine ,,Michaelis-Menten“-Funktion (Kapitel 2.17.4) ausgewertet,

und im Folgenden die Ergebnisse dieser Auswertung fiir den Vergleich der Enzyme verwendet wurde.
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Abbildung 32: Enzymkinetische Untersuchungen zum Umsatz von MV- und DV-Pchlid — angepasst an eine ,Substrat-
Inhibition“-Funktion. Die dargestellten Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung des Mittelwerts aus einer
Dreifachbestimmung. Die Messwerte fiir den Umsatz von MV-Pchlid sind in schwarz und die fiir DV-Pchlid in rot dargestellt.
Die verwendete LPOR ist in jedem Graphen unten rechts angegeben.

Fiir die Auswertung Uber die ,Michaelis-Menten“-Funktion wurde der Datenbereich auf den Bereich
ohne eine Abnahme der spezifischen Aktivitat reduziert (Abbildung33). Die aus diesen Daten
abgeleiteten enzymkinetischen Parameter sind der Tabelle 23 zu entnehmen. Des Weiteren wurden
die Wechselzahl (ke.t) und die katalytische Effizienz (keat/Km) der jeweiligen Proteine fiir die beiden
Pchlid-Formen berechnet (Kapitel 2.17.6). Eine Ubersicht dieser vier Parameter geben die

Balkendiagramme in Abbildung 34.

In Abbildung 33 ist fur die pflanzliche LPOR aus Arabidopsis thaliana keine Substratpraferenz zu
erkennen. Beide Substrat-Formen werden vom Enzym gleich gut umgesetzt. Auch anhand der
katalytischen Parameter (Tabelle 23 im Anhang und Abbildung 34) kann keine Praferenz fir eine der
beiden Substrat-Formen abgeleitet werden. Sowohl die maximale spezifische Aktivitat (Vimax,
Abbildung 34 A) als auch die katalytische Effizienz (Abbildung 34 D) zeigen gleiche Werte fir MV- und
DV-Pchlid. Fir die cyanobakterielle TeLPOR ist diese Tendenz ebenfalls zu erkennen. Die maximale
spezifische Aktivitdt (Vmax) flir DV-Pchlid im Vergleich zu Vmax unter Verwendung von MV-Pchlid ist
lediglich um 10 % erhoéht. Eine dhnliche Tendenz wurde von Heyes et al. [150] fir die TeLPOR bereits
nachgewiesen. Hier wurde fiir MV-Pchlid ein Vimax von 530 = 50 mM/min und fiir DV-Pchlid ein Viax von

610 £ 50 mM/min angegeben, was einen Unterschied von ca.15 % ausmacht. Bei dem direkten
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Vergleich der Literaturwerte mit den hier ermittelten Werten fiir Vmax ist zu beachten, dass die
Literaturwerte die Enzymaktivitdt in U angeben, wohingegen in dieser Arbeit die spezifische Aktivitat
in U/mg angegeben ist. Daher bietet die Michaelis-Menten Konstante (Km) einen besseren Vergleich.
In dieser Arbeit wurde fiir die TeLPOR ein Kn-Wert fiir MV-Pchlid von 0,40 £ 0,03 uM und fir DV-Pchlid
von 0,21 £ 0,02 uM ermittelt, was einem ca. doppelt so hohem Kn-Wert fir MV-Pchlid entspricht. Die
publizierten Kn-Werte liegen jeweils tiber diesen Werten und sind mit einem groReren Fehler behaftet
(MV-Pchlid: 1,36 +0,34 uM, DV-Pchlid: 0,92 + 0,33 uM) [150]. Ohne Beriicksichtigung des Fehlers
entspricht dies einem ca. 1,5-fach héheren Kw-Wert fir MV-Pchlid, was dem in dieser Arbeit
beobachteten Unterschied recht nahe kommt, wobei jedoch aufgrund des groBen Messfehlers keine
eindeutige Aussage moglich ist. Die beobachtete Differenz kann sehr wahrscheinlich auf die
unterschiedliche Durchfiihrung der Messung zurlickgefiihrt werden. Wahrend in dieser Arbeit die
entsprechenden Aktivitatsmessungen bei 25 °C durchgefiihrt wurden, erfolgte die Messung bei Heyes
et al. bei 50 °C, was dem publizierten Temperaturoptimum des Enzyms entspricht. Dieses konnte in
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht reproduziert werden (Kapitel 3.2.4.1). Werden die katalytische
Effizienz (Kcat/Km) der TeLPOR fiir MV- und DV-Pchlid betrachtet, so scheint das Enzym mit DV-Pchlid
zweifach effektiver zu arbeiten, wobei dieser Effekt hauptsachlich aus dem kleineren Kn-Wert fiir DV-

Pchlid resultiert.
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Abbildung 33: Substratspezifische Aktivitaitsmessungen — angepasst an die ,,Michaelis-Menten“-Funktion. Die Fehlerbalken
resultieren aus einer Dreifachbestimmung. Die Aktivitatsmessungen unter Verwendung von MV-Pchlid als Substrat sind in
schwarz und unter Verwendung von DV-Pchlid in rot dargestellt. Die verwendete LPOR ist in jedem Graphen unten rechts

angegeben.
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Tabelle 23: Ubersicht iiber die enzymkinetischen Parameter in Abhingigkeit vom Substrat unter Verwendung der

»,Michaelis-Menten“-Funktion.

LPOR Km [AM] Vimax [MU/mg] keat [seC] [ul\lflfit-/ I::C’ll R?
MV-Pchlid
TeLPOR 0,40 £ 0,03 628 + 13 0,40 £ 0,01 1,00 £ 0,12 0,98
AtLPORC 0,29 0,03 3147 0,24 0,01 0,80 £ 0,07 0,95
EILPOR 2,14£0,18 465 + 18 0,29 £ 0,01 0,14 + 0,003 0,98
DsLPOR 0,33 £ 0,06 12+0,5 0,007 £ 0,0004 0,02 + 0,003 0,92
EbLPOR 0,91+0,14 349 + 20 0,22 0,01 0,24 0,01 0,95
LLPOR 0,47 £ 0,04 485 + 11 0,31+ 0,001 0,66 + 0,05 0,97
PdLPOR 1,52 0,15 459 £ 17 0,29 0,01 0,19 + 0,002 0,96
SpLPOR 1,20£0,18 289120 0,18 + 0,001 0,15 + 0,002 0,95
GpLPOR 4,15 £ 0,44 253115 0,16 £ 0,01 0,04 + 0,001 0,97
DV-Pchlid
TeLPOR 0,21 £ 0,02 688 + 12 0,44 + 0,001 2,05 + 0,08 0,98
AtLPORC 0,31 0,04 3398 0,25 + 0,005 0,82 +0,06 0,95
EILPOR 0,58 0,09 1647 0,10 + 0,005 0,18 £ 0,02 0,94
DsLPOR 0,77 £0,16 39+3 0,024 + 0,001 0,03 £0,01 0,89
EbLPOR 1,72 0,17 961 + 43 0,61+ 0,05 0,35 +0,03 0,97
LALPOR 0,86 £ 0,10 1019 + 42 0,64 £ 0,02 0,75 £ 0,03 0,96
PdLPOR 0,45 + 0,09 207 +13 0,13 £ 0,02 0,32 £ 0,09 0,93
SpLPOR 0,53 £ 0,05 353+11 0,22 0,004 0,42 0,01 0,97
GpLPOR 1,05+0,15 153+ 8 0,09 + 0,002 0,09 + 0,004 0,93

Werden die in dieser Arbeit identifizierten AAPB LPORs betrachtet, so zeigt sich fiir drei dieser Enzyme
(EILPOR, PdLPOR und GpLPOR) eine deutlich h6here maximale spezifische Aktivitat fir MV-Pchlid im
Vergleich zu DV-Pchlid. Fir die anderen vier AAPB Enzyme (DsLPOR, EbLPOR, LLPOR und SpLPOR) ist
ein hoherer Vmax flir DV-Pchlid zu beobachten, wobei die SpLPOR den geringsten Unterschied zwischen
MV- und DV-Pchlid aufweist (20 %). Alle anderen zeigen einen um mindestens 50 % erhdhten Vmax fr
DV-Pchlid. Im Stammbaum (Abbildung 20) ist eine Trennung in diese Gruppen, mit Ausnahme der

EbLPOR, ebenfalls zu beobachten (Kapitel 3.2.5, Abbildung 40 A).

Zusatzlich zu den unterschiedlichen Vmax-Werten kdnnen auch Unterschiede bei den Kn-Werten fir
MV- und DV-Pchlid beobachtet werden. Wird also die katalytische Effizienz betrachtet, welche den

Km-Wert beriicksichtigt, erhalt man fir alle Enzyme, mit Ausnahme der pflanzlichen AtLPORC, eine
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hohere katalytische Effizienz fiir DV-Pchlid. Dies scheint hier auch fiir die cyanobakterielle LPOR der

Fall zu sein. Dies ergibt sich aus den zum Teil sehr hohen Kn-Werten.

>
o

(3}

Vinax [UIimd]

Bl Mv-Pchiid @ DV-Pchiid

Abbildung 34: Ubersicht aller enzymkinetischen Parameter. (A) Darstellung der Werte fiir die maximale spezifische Aktivitat
(Vmax) aller untersuchten Enzyme unter Verwendung von MV- (blau) und DV-Pchlid (rot). (B) Werte fiir die Michaelis-Menten
Konstante (Km). (C) Darstellung der berechneten (Kapitel 2.17.6) Wechselzahl (ket) und (D) der katalytischen Effizienz aller
Enzyme unter Verwendung von MV- und DV-Pchlid. Die genauen Werte sind der Tabelle 23 im Anhang zu entnehmen.

Als einzige der hier untersuchten LPORs zeigt die pflanzliche LPOR keine Substratpraferenz beziiglich
MV- oder DV-Pchlid. Die cyanobakterielle TeLPOR zeigt fiir die maximale spezifische Aktivitat (Vmax) nur
einen geringen Unterschied von 10 % zwischen MV- und DV-Pchlid, jedoch ist aufgrund des geringen
Km-Werts eine Verdopplung der katalytischen Effizienz fiir DV-Pchlid zu beobachten. Drei der LPORs
aus AAPBs (E/LPOR, PdLPOR und GpLPOR) zeigen eine hohere maximale spezifische Aktivitat fir MV-
Pchlid und vier (DsLPOR, EbLPOR, LfLPOR und SpLPOR) fiir DV-Pchlid. Mit Ausnahme der EbLPOR zeigt
sich fiir diese beiden Gruppen im Stammbaum eine Aufteilung in zwei unterschiedliche Aste. Beziiglich
der katalytischen Effizienz, also unter Berlicksichtigung des Kn-Werts, scheinen alle bakteriellen LPORs,

inklusive der TeLPOR, DV-Pchlid effizienter umzusetzen.
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3.2.3 AAPB LPORs besitzen im Vergleich zu der pflanzlichen und
cyanobakteriellen LPOR einen breiten pH-Aktivitatsoptimumsbereich
Die Messung zur Bestimmung der pH-Aktivitdtsoptima wurde wie in Kapitel 2.17.2 beschrieben
durchgefiihrt. Zur Abdeckung des pH-Bereichs von 5,5 bis 10 war die Verwendung von drei
verschiedenen Puffersystemen notwendig. Da das Puffersystem einen Einfluss auf die Aktivitat eines
Proteins haben kann, wurde die Aktivitat der Proteine bei pH 7,5 in Natriumphosphatpuffer und TRIS-
Puffer (Kapitel 2.17.2) gemessen. AuBRerdem wurde die Aktivitdit bei pH9 in TRIS-Puffer und
Glycinpuffer getestet. Die Ergebnisse der pH-Aktivitatsoptimumsmessung sind in Abbildung 35
dargestellt. Dabei wurde jeweils die spezifische Aktivitat gegen den jeweiligen pH-Wert aufgetragen.
Die Daten, welche in verschiedenen Puffersystemen aufgenommen wurden, sind in unterschiedlichen
Farben kenntlich gemacht. Da fiir einige Proteine die spezifische Aktivitat bei demselben pH-Wert vom
Puffersystem abhing (vergleiche z. B. EbLPOR Natriumphosphatpuffer und TRIS-Puffer bei pH 7,5), war
es nicht moglich direkt aus den spezifischen Aktivitdten eine pH-Aktivitatsoptimumskurve zu erzeugen.
Daher wurden die Werte mit Hilfe der doppelt bestimmten Aktivitat im Uberlappenden pH-Bereich
normalisiert. Hierfir wurde jeweils die hochste Aktivitat der drei Messwerte (z. B. Messwerte der
Dreifachbestimmung von EbLPOR im Natriumphospahtpuffer bei pH 7,5) auf 100 % gesetzt und alle
anderen Aktivitaten in diesem Puffersystem relativ dazu in Prozent ausgedriickt. Der in dem zweiten
Puffersystem entsprechende Mittelwert (z. B. Mittelwert der Dreifachbestimmung von EbLPOR im
TRIS-Puffer bei pH7,5) wurde auf den entsprechenden Mittelwert des ersten Puffersystems, in
Prozent, gleich gesetzt und alle Messwerte des zweiten Puffersystems dazu relativ in Prozent
ausgedriickt. Fir den lberlappenden pH-Bereich zwischen dem zweiten und dritten Puffersystem
(pH 9 in TRIS- und Glycinpuffer) wurde ebenso verfahren, um die Messwerte des dritten Puffersystems
relativ zu den anderen Puffersystemen in Prozent auszudriicken. So konnte der Einfluss des
Puffersystems auf das jeweilige Protein herausgerechnet werden. Die daraus resultierenden Werte
wurden ebenfalls gegen den pH-Wert aufgetragen (Abbildung 35, blaue Kurve) und so eine bessere

Ubersicht erzielt.

Alle hier untersuchten LPORs besitzen einen recht breiten pH-Aktivitatsoptimumsbereich. Hierbei
besitzen tendenziell alle AAPB LPORs einen breiteren pH-Aktivitdtsoptimumsbereich (angegeben als
80 % Optimumsbereich in Tabelle 24) als das untersuchte pflanzliche und cyanobakterielle Enzym,
welche in allen Fallen bis in den schwach sauren pH-Bereich reichen. Die cyanobakterielle TeLPOR zeigt
bei allen gemessenen pH-Werten eine gute Aktivitdt, jedoch liegt der pH-Wert fiir eine optimale
Umsetzung des Pchlids bei 9. Die pflanzliche AtLPORC weist ebenfalls ein basisches Aktivitatsoptimum
von 8,5 bis 9 auf. Im Gegensatz zur TeLPOR ist jedoch eine starkere Abnahme der Aktivitat bei hoheren
und auch niedrigeren pH-Werten zu erkennen. In der Literatur existieren nahezu keine Informationen

zum pH-Aktivitatsoptimum pflanzlicher oder cyanobakterieller LPORs. Lediglich fir eine aus
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verschiedenen Chlamydomonas reinhardtii Mutanten isolierte LPOR wurde ein pH-Aktivitdtsoptimum
von pH 8,5 bestimmt [155], welches sich mit den hier ermittelten pH-Optima deckt. Ahnlich zu der
pflanzlichen und cyanobakteriellen LPOR besitzen alle AAPB LPORs einen breiten pH-
Aktivitatsoptimumsbereich zwischen 6,5 und 9. Die LfLPOR und PdLPOR zeigen, dhnlich wie die
TeLPOR, einen nur geringen Einfluss bei pH-Wert-Anderungen in den sauren Bereich. Insgesamt
scheinen alle LPORs aus AAPBs, mit Ausnahme der DsLPOR und der PdLPOR, einen neutralen pH-
Bereich mit Tendenz zum basischen fiir die Umsetzung von Pchlid zu Chlorophyllid zu bevorzugen.
PdLPOR und DsLPOR hingegen bevorzugen eher einen neutralen pH-Bereich mit Tendenz zum Sauren.
Werden diese Ergebnisse mit den beschriebenen pH-Wachstumsoptima flir Dinoroseobacter shibae
[156], Porphyrobacter dokdonensis [157] und Gemmatimonas phototrophica [158] verglichen, so zeigt
sich fiir alle drei eine exakte Ubereinstimmung zwischen den pH-Wachstumsoptima der Bakterien und

den pH-Aktivitatsoptima der jeweiligen LPOR.

In allen Fallen nimmt die Aktivitat in den Randbereichen des untersuchten pH-Bereichs (< pH 6,5 und
>pH9) ab. Eine solche Abnahme kann hierbei sowohl strukturelle (Denaturierung) als auch
mechanistische Ursachen haben. Aus mechanistischer Sicht kdnnte die Aktivitdtsabnahme im
basischen pH-Bereich (pH 10) hierbei auf eine (partielle) Deprotonierung der Lysin- (pKs: 10,53 [159])
und/oder Tyrosin-Seitenketten (pKs: 10,07 [159]) zurlickzufiihren sein. So wurde z. B. mittels eines
R. capsulatus basierten Komplementationssystems flr die LPOR aus der Erbse gezeigt, dass die in allen
LPORs hochkonservierten Tyrosine (Y194, TeLPOR-Nummerierung, blau hervorgehoben in
Abbildung 19) und Lysine (K198, TeLPOR-Nummerierung, blau hervorgehoben in Abbildung 19)
essentiell fir den Umsatz von Pchlid sind [59]. Ohne weiterfiihrende Untersuchungen ist jedoch eine
(zusatzliche) Inaktivierung durch Denaturierung im basischen pH-Bereich nicht auszuschlieRen.
Ahnliches gilt fiir den schwach sauren pH-Bereich, wobei in bisher unveréffentlichten Arbeiten fiir die
TeLPOR mittels NMR-Spektroskopie gezeigt werden konnte, dass diese bei pH 5,5 strukturell stabil ist
[160].
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Abbildung 35: Aktivitatsoptimumsmessung bei verschiedenen pH-Werten. Alle Aktivitatsmessungen erfolgten wie in
Kapitel 2.17.2 beschrieben. Die Aktivitatsmessungen unter Verwendung von Natriumphosphatpuffer (pH 5,5 bis 7,5) sind in
rot, von TRIS-Puffer (pH 7,5 bis 9,0) in schwarz und von Glycinpuffer (pH 9,0 bis 10,0) in griin auf der linken Y-Achse dargestellt.
Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Aktivitat in den unterschiedlichen Puffern wurde die spezifische Aktivitdt normalisiert
und in % ausgedriickt. Die daraus resultierenden Werte wurden in blau auf der rechten Y-Achse dargestellt. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung des Mittelwerts aus drei unabhangigen Messungen. Die graue Linie markiert den 80 %
normalisierten Aktivitdtsgrenzwert, welcher hier fir die Definition eines Aktivitatsoptimumsbereichs verwendet wurde.

Tabelle 24: Ubersicht iiber das absolute pH-Aktivititsoptimum sowie den pH-Aktivititsoptimumsbereich bei 80 %
Aktivitdit. Die angegebenen Werte beziehen sich auf die normalisierte Aktivitdt. Zur Angabe des 80%
pH-Aktivitdtsoptimumsbereichs wurde nicht der Schnittpunkt, sondern nur tatsdchliche Messwerte herangezogen. Fiir die
TeLPOR z. B. liegen die Messwerte bei pH 8,5 bis pH 10,0 tGber der 80 % Grenze.

e | ettt | SR | it
pH Einheiten)
TeLPOR 9 8,5-10 1,5
AtLPORC 9 8-9,5 1,5
EILPOR 8,5 6,5-9 2,5
DsLPOR 7 6-8 2,0
EbLPOR 9 6,5-9 2,5
LALPOR 9 6-9 3
PdLPOR 6/8° 6-8,5 2,5
SpLPOR 8 6,5-9 2,5
GpLPOR 8 6,5-9 2,5

$: PdLPOR besitzt zwei pH-Optima mit dhnlichen Maximalwerten.
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Alle untersuchten LPORs besitzen einen breiten pH-Aktivitdtsoptimumsbereich zwischen pH 6,5 und
9,0, wobei der pH-Aktivitatsoptimumsbereich (hier definiert als 80 % Grenzwert) fir die AAPB LPORs
signifikant breiter ausfallt als fir das untersuchte pflanzliche und cyanobakterielle Enzym. Sowohl fiir
die cyanobakterielle TeLPOR als auch fiir die pflanzliche AtLPORC ist ein pH-Aktivitatsoptimum im
Basischen zu erkennen, jedoch ist der Einfluss des pH-Werts auf die TeLPOR-Aktivitat im gemessenen
Bereich nur sehr gering. Alle LPORs aus AAPBs weisen ein pH-Aktivitatsoptimum zwischen 6,5 und 9
auf. In den meisten Fallen ist eine Praferenz zum Basischen zu erkennen, was mechanistische Ursachen
haben kdnnte. Lediglich die DsLPOR und die PdLPOR weisen eine, wenn auch nur schwach ausgepragte,

Tendenz zu schwach sauren pH-Werten auf.

3.2.4  Temperatur-Aktivitatsoptimum und Stabilitdten

3.2.4.1 AAPB LPORs besitzen im Vergleich zu der pflanzlichen und
cyanobakteriellen LPOR einen breiteren Temperatur-
Aktivitatsoptimumsbereich

Alle Messungen zur Bestimmung der Temperatur-Aktivitdtsoptima erfolgten wie in Kapitel 2.17.3
beschrieben. Da zur Bestimmung des Temperatur-Aktivitatsoptimums die Aktivitaitsmessung bei
unterschiedlichen Temperaturen durchzufiihren war, musste sichergestellt werden, dass die Probe in
der Klvette wahrend der 5-mintitigen Inkubation tatsachlich die gewlinschte Temperatur erreichte.
Eine Erhohung der Inkubationszeit kam nicht in Frage, da dies eine Verringerung der spezifischen
Aktivitdt mit sich bringt (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde eine Testmessung zur
Temperatur durchgefiihrt. Dabei wurde die Temperatur des Peltier-Elements in 5 °C Schritten erhoht.
Sobald die gewilinschte Temperatur erreicht war, wurde eine Kivette mit 1ml Lagerpuffer
(Kapitel 2.15.2) in das Peltier-Element gestellt und fir finf Minuten inkubiert. Im Anschluss an die
Inkubationszeit wurde die Temperatur des Puffers in der Kiivette gemessen. Aullerdem wurde fir
weitere sechs Minuten inkubiert, diese Zeit entspricht der Dauer einer Aktivitditsmessung, und die
Temperatur erneut gemessen. Die Daten dieser Testmessung sind in Abbildung 36 dargestellt. Bei
héheren Temperaturen ist eine starkere Abweichung zwischen der theoretischen (am Peltier
eingestellten) Temperatur (Abbildung 36, schwarze Dreiecke) und der tatsdchlichen Assay-Temperatur
zu erkennen. AuBerdem kann eine, wenn auch geringer ausfallende, Abweichung zwischen der
Temperatur zu Beginn der Messung (Abbildung 36, griine Punkte) und der Temperatur am Ende der
Messung (Abbildung 36, rote Vierecke) nachgewiesen werden. Basierend auf diesen Daten wurden
den jeweiligen Aktivitaitsmessungen eine Temperatur bzw. ein Temperaturbereich zugeordnet. Dieser

Bereich ergibt sich aus der Temperatur nach 5-mindtiger Inkubation, also vor Beginn der eigentlichen
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Messung, und der Temperatur nach weiteren sechs Minuten (am Ende der Aktivitaitsmessung) und ist

als X-Fehlerbalken in Abbildung 37 dargestellt.

! ! ! !
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Abbildung 36: Testmessung zur tatsachlichen Assay-Temperatur. Nach dem Erreichen der am Peltier-Element eingestellten
Temperatur (X-Achse) wurde eine Kivette mit 1 ml Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2) fir 5 Minuten bei dieser Temperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Kivette fir weitere 6 Minuten (entspricht der Dauer einer Aktivitatsmessung)
inkubiert. Sowohl zu Beginn dieser 6 Minuten als auch zum Ende wurde die Temperatur des Lagerpuffers in der Kiivette
Uberprift. Diese Messung wurde als Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Die in Abbildung 37 dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass die cyanobakterielle TeLPOR ihr
Aktivitatsoptimum bei der hochsten Temperatur hat (35,7 °C £ 1,4 °C). Dies ist nicht verwunderlich, da
das Enzym aus dem thermophilen Cyanobakterium T. elongatus stammt, welcher optimal bei 55 °C
wachst [161]. In der Literatur ist ein Temperatur-Aktivitatsoptimumswert von 50 °C fir die TeLPOR zu
finden [134]. Die abweichenden Ergebnisse kdonnten darauf zurlickzufiihren sein, dass die hier
durchgefiihrten Messungen unter anderen Bedingungen durchgefiihrt wurden. Wahrend in der Arbeit
von McFarlane etal. [134] 0,1 % Genapol X-080 als Detergenz zur Solubilisierung des schlecht
wasserldslichen Pchlids eingesetzt wurde, wurden hier 0,03 % (v/v) Triton X-100 verwendet.
AuBerdem wurden statt 70 mM DTT 0,1 % (v/v) B-Mercaptoethanol eingesetzt. Auch die LPOR-, Pchlid-
und NADPH-Konzentrationen waren leicht unterschiedlich [134]. Mit einem Aktivitdtsoptimumswert
von 27,3+ 1,7 °C besitzt die pflanzliche AtLPORC das zweithochste Temperatur-Aktivitdtsoptimum,
gefolgt von der LfLPOR, E/ILPOR und SpLPOR, welche ihr Temperatur-Aktivitdtsoptimum bei
23,3+ 1,6 °C besitzen. Wahrend die EbLPOR und PdLPOR am besten bei 19,6 + 1,5 °C arbeiten, besitzen
die DsLPOR und GpLPOR ein niedriges Temperatur-Aktivitatsoptimum, welches bei 16,2 + 1,3 °C liegt.
Allgemein liegen die Temperatur-Aktivitatsoptima der AAPB LPORs also unter denen der hier
untersuchten pflanzlichen und cyanobakteriellen LPOR. AuBerdem besitzen alle AAPB LPORs, mit
Ausnahme der SpLPOR und EbLPOR, einen deutlich breiteren 80% Temperatur-
Aktivitatsoptimumsbereich als die hier untersuchte pflanzliche und cyanobakterielle LPOR

(Tabelle 25). Beide Beobachtungen kénnten mit dem natlrlichen Habitat der LPOR-tragenden AAPBs
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zusammenhangen, welche hauptsachlich in marinen Habitaten zu finden sind [157, 158, 162-167].
Hierbei sind marine Lebensumgebungen durch eine ausgepragte Komplexitat, d.h. Schwankungsbreite
bzgl. wachstumsrelevanter Umweltparameter wie Temperatur, pH, Druck, Nahrstoffverfiigbarkeit und
Intensitat des vorhandenen Lichts sowie der Lichtqualitdt (Wellenldnge), gekennzeichnet [168]. Es liegt
also nahe zu vermuten, dass die hier beobachteten breiten pH- (Kapitel 3.2.3) und Temperatur-

Aktivitatsoptima der AAPB LPOR-Enzyme mit dieser Eigenschaft mariner Habitate zusammenhangen.
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Abbildung 37: Aktivitdtsoptimumsmessungen bei verschiedenen Temperaturen. Alle Aktivitaitsmessungen erfolgten, wie in
Kapitel 2.17.3 beschrieben. Der horizontale Fehlerbalken resultiert aus der Testmessung zur Assay-Temperatur
(Abbildung 36) fur die Dauer der 6-minutigen Aktivitdtsmessung. Die graue Linie zeigt den Bereich ab 80 % Aktivitat.
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Tabelle 25: Ubersicht iiber Temperatur-Aktivititsoptima sowie den 80 % Temperatur-Aktivititsoptimumsbereich. Zur
Angabe des 80% Temperatur-Aktivitatsoptimumsbereichs wurde nicht der Schnittpunkt, sondern nur tatsadchliche
Messwerte herangezogen. Fiir die TeLPOR z. B. liegen die Messwerte bei 31,1+ 1,8 °C und 35,7 +11,4 °C lber der 80 %
Grenze. Der angegebene Temperaturbereich pro Messwert basiert hierbei auf der Temperaturabweichung, welche fiir jeden
Messwert experimentell bestimmt wurde (Abbildung 36).

TeAnI:sc:::x:te:r- 80 % Temperatur- 80 %

Protein . “p . Aktivitatsoptimumsbereich | Aktivitatsoptimumsbreite
Aktivitatsoptimum o J
° [°cl [°c]

[°C]

TeLPOR 35,7+1,4 31,1+1,8-357+1,4 4,6
AtLPORC 273+1,7 27,3+1,7-31,1+1,8 3,8
EILPOR 23,3+1,6 16,2+1,3-23,3+1,6 7,1
DsLPOR 16,2+1,3 12,2+1,1-19,6+1,5 7,4
EbLPOR 196+1,5 196+15-233+1,6 3,7
LALPOR 233+1,6 196+1,5-27,3+1,7 7,7
PdLPOR 19,6 +1,5 16,2+1,3-23,3+1,6 7,1
SpLPOR 23,3+1,6 196+15-233+1,6 3,7
GpLPOR 16,2+1,3 12,2+1,1-196+1,5 7,4

*: bestimmt aus den Mittelwerten des 80 % Temperatur-Aktivititsoptimumsbereichs.

Die AAPB LPORs besitzen Temperatur-Aktivitatsoptima, welche im Mittel bei ca. 20 °C liegen, wahrend
die hier untersuchte cyanobakterielle und pflanzliche LPOR hohere Optimumstemperaturen
aufweisen. Wie zu erwarten besitzt die TelLPOR, wahrscheinlich aufgrund ihres thermophilen
Ursprungs, das hochste Temperatur-Aktivitatsoptimum. AuRerdem scheinen die meisten AAPB LPORs
einen breiteren Temperatur-Optimumsbereich zu besitzen als die hier untersuchten pflanzlichen und

cyanobakteriellen Enzyme.

3.2.4.2 Das temperaturabhangige Entfaltungsverhalten von LPORs erscheint
unabhangig von ihrem phylogenetischen Ursprung

Temperatur-Aktivitditsoptimumskurven ergeben sich aus einer Uberlagerung der intrinsischen
Temperaturabhangigkeit chemischer Reaktionen (Arrhenius-Verhalten) [169], wobei mit steigender
Temperatur die Aktivitat aufgrund zunehmender kinetischer Energie der Reaktanden zunimmt, und
einer temperaturabhangigen Entfaltung des Proteins bei h6heren Temperaturen. Fir das Verstandnis
eines solchen Optimumsverhaltens ist es also unabdingbar, das temperaturabhangige
Entfaltungsverhalten und die Temperaturstabilitdt der jeweiligen Enzyme zu kennen. Daher wurde zur
weiteren Charakterisierung der in dieser Arbeit betrachteten LPORs ihr temperaturabhangiges

Entfaltungsverhalten untersucht. Hierfliir wurde das Prometheus NT.Plex Instrument der Firma
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NanoTemper (Miinchen, Deutschland) verwendet. Die Messung beruht hierbei auf dem Verfahren der
Differential-Scanning-Fluorimetrie [170], wobei die intrinsische Proteinfluoreszenz (Tryptophan- und
Tyrosinreste) kontinuierlich in Abhangigkeit von der Temperatur verfolgt wird (Kapitel 2.18.1). Eine
solche Messung erlaubt die Bestimmung der Schmelztemperatur (Tm) eines Proteins, definiert als die
Temperatur bei der 50 % der Molekile entfaltet vorliegen. Die Messung wurde wie in Kapitel 2.18.1
beschrieben durchgefiihrt. In Abbildung 38 ist exemplarisch die Messung zur Bestimmung der
Schmelztemperatur der DsLPOR gezeigt. In A sind die Schmelzkurven der Mehrfachbestimmung und in
B die erste Ableitung, welche zur Bestimmung der Schmelztemperatur verwendet wird, dargestellt.
Die gestrichelte Linie markiert den Mittelwert des Schmelzpunktes der DsLPOR von 41,6 + 0,07 °C. Die
Schmelzkurven aller anderen untersuchten Proteine sind im Anhang in Abbildung 73 dargestellt. In
Tabelle 26 sind die daraus resultierenden Werte zusammen mit den zuvor bestimmten Temperatur-

Aktivitdtsoptima zusammengefasst.
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Abbildung 38: Schmelzkurve der DsLPOR. Die Messung der Schmelztemperatur erfolgte am Prometheus NT.Plex der Firma
NanoTemper (Minchen, Deutschland) mit einer graduellen Erhdhung der Temperatur (0,5 °C pro Minute) von 15 °C auf 85 °C.
Die LPOR-Konzentration betrug ca. 0,6 mg/ml. (A) zeigt die Schmelzkurve der DsLPOR und in (B) ist die zugehorige erste
Ableitung zur Bestimmung der Schmelztemperatur dargestellt.
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Tabelle 26: Ubersicht iiber die Schmelztemperaturen aller LPORs.

Protein Schmelztemperatur T, [°C] Aktivi t:g?pzmlﬁ:abtel:;ch °c]
TeLPOR 74,1+0,06 31,1+1,8-357+1,4
AtLPORC 35,1+0,49 27,3+1,7-31,1+1,8
EILPOR 46,3+ 0,09 16,2+1,3-23,3+1,6
DsLPOR 41,6 £0,07 12,2+1,1-19,6+1,5
EbLPOR 51,6 £0,04 19,6 +1,5-23,3+1,6
LALPOR 35,6 +0,07 19,6 +1,5-27,3+1,7
PdLPOR 54,5+ 0,06 16,2+1,3-23,3+1,6
SpLPOR 34,7 +0,05 19,6+1,5-23,3+1,6
GpLPOR 40,1+0,09 12,2+1,1-19,6+1,5

Wie aufgrund der Temperatur-Aktivitatsoptimumsdaten zu erwarten, zeigt die TeLPOR die hdchste
Schmelztemperatur. Diese liegt mit 74 °C mindestens 20°C hoher als fiir alle anderen LPORs.
Aullerdem liegt der Schmelzpunkt der TeLPOR rund 30 °C lber dem Aktivitdtsoptimum, was einen
Funktionsverlust aufgrund von Denaturierung bei Temperaturen lber dem Optimum zwar nicht
vollstandig ausschlieRt, da die Proteine wahrend der Aktivitatsmessung der jeweiligen Temperatur fir
eine langere Zeit ausgesetzt sind, jedoch zumindest unwahrscheinlich erscheinen lasst. Die verringerte
Aktivitat muss durch andere temperaturbedingte Umstande zu erklaren sein. Dabei ware denkbar,
dass die Flexibilitat des Proteins durch Erhohung der Temperatur erhéht wird und so die Bindung des
Substrates und des Kofaktors verringert wird. Fiir die AtLPORC hingegen zeigt sich ein Temperatur-
Aktivitatsoptimum, welches nahe am T, liegt, was wiederum dafiir spricht, dass das Protein sich bis
dahin entsprechend der Arrhenius-Gleichung verhalt und dann die temperaturbedingte Denaturierung
Uberwiegt. Fir die hier untersuchten AAPB LPORs zeigt sich bis auf zwei Ausnahmen eine Korrelation
zwischen der Schmelztemperatur und dem Temperatur-Aktivitatsoptimum. Die LfLPOR und SpLPOR
weisen dieselbe Schmelztemperatur (rund 35°C) auf, obwohl ihre Temperatur-Aktivitdtsoptima

unterschiedlich sind.

Wird das Temperatur-Aktivitatsoptimum im Verhaltnis zur Schmelztemperatur betrachtet, so ergibt
sich fur die meisten Enzyme mindestens eine Verdopplung der Aktivitatsoptima-Temperatur bis zur
Schmelztemperatur. Die einzigen Ausnahmen bilden die bereits erwahnte AtLPORC, welche lediglich
einen Faktor von 1,3 aufweist, die LfLPOR (Faktor 1,4) und SpLPOR (Faktor 1,6). Diese drei Enzyme
besitzen somit eine optimale Aktivitdt nahe ihrem Schmelzpunkt. Der fir die Messung des
Schmelzpunktes verwendete Puffer (Lagerpuffer, Kapitel2.15.2) besitzt eine relativ starke

Temperaturabhangigkeit, d.h. bei Erhéhung der Temperatur verschiebt sich der pH-Wert ins Saure.
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Unter Annahme eines Temperaturkoeffizienten von ApH/10°C von -0,31 [171], wiirde sich der
pH-Wert bei einer Temperaturerhéhung von 20 °C auf 60 °C, was (iber dem hdchsten hier fiir AAPB
LPORs bestimmten Schmelzpunkt liegt, von pH 8,0 auf pH 6,76 dndern. Dieser Wert liegt fir alle hier
untersuchten AAPB LPORs innerhalb des 80 % pH-Aktivitatsoptimumsbereichs (Tabelle 24). Da jedoch
im Rahmen dieser Arbeit keine pH-Stabilitditen untersucht wurden, kann hier nicht vollstdndig
ausgeschlossen werden, dass es bei der Messung des Schmelzpunktes zu einer Uberlagerung von

Temperatur- und pH-Denaturierungsphanomenen kommt.

Die Messungen zur Schmelztemperatur ergaben fiir die pflanzliche AtLPORC, die LfLPOR und SpLPOR
die niedrigsten Werte von ca. 35 °C, obwohl diese Enzyme zum Teil hohe Temperatur-Aktivitatsoptima
aufweisen. Fir alle anderen LPORs ergaben sich im Vergleich zum Temperatur-Aktivitatsoptimum
mindestens doppelt so hohe Schmelztemperaturen. Mit Ausnahme der TeLPOR, welche aufgrund ihres
thermophilen Ursprungs an hohere Temperaturen angepasst zu sein scheint (Tm = 75 °C), konnten
hinsichtlich des physiologischen/phylogenetischen Ursprungs keine eindeutigen Trends beobachtet

werden.

3.2.4.3 Die Temperaturstabilitit von LPORs ist unabhangig von ihrem
phylogenetischen Ursprung

Zur Untersuchung der Temperaturstabilitat wurde ebenfalls, wie zur Bestimmung des Schmelzpunktes
(Kapitel 3.2.4.2), das Verfahren der Differential-Scanning-Fluorimetrie (DSF) unter Verwendung des
Prometheus NT.Plex NanoDSF Instruments (NanoTemper, Miinchen, Deutschland) eingesetzt
(Kapitel 2.18). Zur Uberpriifung der Stabilitit aller LPORs wahrend der Aktivititsmessungen wurde die
Temperaturstabilitat bei 25 °C gemessen. Die daraus resultierenden Daten zeigen fir keines der neun
Proteine eine Denaturierung Uber die Dauer von 30 Stunden (Abbildung 39 und Abbildung 74 im
Anhang). Damit konnte sichergestellt werden, dass die Assay-Temperatur keinen Einfluss auf die
Stabilitdt der Proteine hat und somit kein Funktionsverlust durch Denaturierung erfolgte. Des
Weiteren wurde die Temperaturstabilitat bei 35 °C und fiir manche Proteine bei 30 °C tiber 30 Stunden
verfolgt. In Abbildung 39 ist die Temperaturstabilitdt bei allen drei Temperaturen am Beispiel der
DsLPOR gezeigt. Alle weiteren Daten sind im Anhang in Abbildung 74 dargestellt. Fir die DsLPOR zeigt
sich Giber 30 Stunden keine Anderung der Fluoreszenz bei 25 °C und 30 °C. Bei 35 °C hingegen ist direkt
zu Beginn der Messung eine Anderung der Floreszenz, und somit ein Anstieg im Quotienten (Fsso/Fsz0),
zu erkennen. Fir die TeLPOR, EbLPOR und PdLPOR zeigte sich sowohl bei 25 °C als auch bei 35 °C keine
Denaturierung der Proteine Uber die betrachteten 30 Stunden. Aus diesem Grund wurde die Messung

bei 30 °C nicht durchgefiihrt. Fiir die AtLPORC, E/LPOR, LfLPOR SpLPOR und GpLPOR ist, ebenso wie bei
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der DsLPOR, eine Denaturierung der Proteine bei 35 °C zu erkennen. Bei 30 °C hingegen sind diese

Proteine stabil. Die, durch Anpassung der experimentellen Daten an eine einfach-exponentielle-

Funktion, ermittelten Halbwertszeiten (t1/2) bei 35 °C (Tabelle 27) zeigen, dass die AtLPORC, LfLPOR

und SpLPOR bei 35 °C sofort denaturieren. Vergleicht man diese drei mit den Schmelztemperaturen

(Tabelle 26), so zeigt sich fiir alle eine Schmelztemperatur (Tm) von ca. 35 °C. Fir die GpLPOR wurde

eine Tmvon ca. 40 °C ermittelt und die Halbwertszeit bei 35 °C liegt lediglich bei 12,1 + 2,8 Minuten. Im

Vergleich zur GpLPOR weist die DsLPOR eine um 2 °C hohere Schmelztemperatur auf. Die Halbwertszeit

bei 35 °C hingegen ist mit 62,4 + 3,4 Minuten um das 5-fache gesteigert. Die Temperaturstabilitat der

Proteine nimmt in der Reihenfolge TeLPOR = EbLPOR = PdLPOR > E/LPOR > DsLPOR > GpLPOR > SpLPOR

> LfLPOR > AtLPORC ab.
0,74
0,73-
(=]
%
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2 0,72- .
- Bl s
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L L L
0 50 100 150 200
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Abbildung 39: Temperaturstabilitdt der DsLPOR. Die Messung der Temperaturstabilitdt bei 25 °C (blau), 30 °C (schwarz) und
35 °C (rot) wurde am Prometheus NT.Plex der Firma NanoTemper (Mtiinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Die grauen Linien

zeigen eine einfach-exponentielle An

passung der Daten.

Tabelle 27: Ubersicht der Halbwertszeiten bei 35 °C aus der Temperaturstabilititsmessung.

LPOR Halbwertszeit t1/2 bei 35 °C [min]

TeLPOR >30 Stunden
AtLPORC 1,1+0,3

EILPOR 129,8+20,1

DsLPOR 62,4+3,4

EbLPOR >30 Stunden

LALPOR 19+0,4

PdLPOR >30 Stunden

SpLPOR 1,9+0,2

GpLPOR 12,1+2,8
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Basierend auf den hier prasentierten Thermostabilitdtsuntersuchungen waren fir die zuvor
beschriebene TA-Messung (Kapitel 3.1.5) z. B. die LPORs aus Porphyrobacter dokdonensis (PdLPOR)
und Erythrobacteraceae bacterium (EbLPOR) geeignete Kandidaten, da sie bei 35 °C Gber 30 Stunden
keine Denaturierung aufweisen, jedoch sind die K-Werte (Kapitel 3.2.1) dieser beiden mit 40 uM
(PdLPOR) und ca. 45 uM (EbLPOR) sehr hoch, was in einer schlechteren Beladung der Proteine
resultiert. Hierfir wirden sich die SpLPOR (Kq-Wert: 7 uM) oder die LfLPOR (K4-Wert: ca. 6 uM) besser
eignen, jedoch zeigen beide eine sehr hohe Temperaturinstabilitdat. Im Vergleich zur DsLPOR sind sie
sogar temperaturinstabiler. Auf Grundlage dieser Daten ware somit die PdLPOR fir weitere TA-

Messungen, trotz des hohen Kyq-Werts, das geeignetste Protein.

Alle LPOR-Proteine sind Uber einen Zeitraum von 30 Stunden bei der fiir die Aktivitditsmessungen
verwendeten Temperatur von 25 °C stabil. Auch bei einer Erhéhung der Temperatur um 5 °C ist flr
keines der Enzyme einer Denaturierung zu erkennen. Erst bei 35 °C ist flir sechs der neun getesteten
LPORs eine Denaturierung zu verzeichnen. Anhand der Temperaturstabilitats-Untersuchungen
konnten aullerdem die PdLPOR und E/LPOR als unter Umstdnden geeignete Enzyme fir die
Untersuchung des Mechanismus (TA-Messung, Kapitel3.1.5) identifiziert werden. Bei der
Temperaturstabilitit konnten hinsichtlich des physiologischen/phylogenetischen Ursprungs keine

eindeutigen Trends beobachtet werden.

3.2.5 Ein Vergleich der ermittelten Parameter zeigt, dass AAPB LPORs eine
von den cyanobakteriellen und pflanzlichen LPORs separierte,
evolutionadr konservierte Gruppe bilden

Abbildung 40 A zeigt eine Ubersicht (ber die in dieser Arbeit bestimmten biochemischen

Charakteristika der identifizierten AAPB LPORs im Vergleich zu den beiden pflanzlichen und

cyanobakteriellen LPOR-Enzymen (TeLPOR und AtLPORC). Fiur die weiterfihrende Diskussion des

evolutiondren Ursprungs und der Entwicklung von AAPB LPORs ist zudem neben dem

Ubersichtsstammbaum (Abbildung 40 B, adaptiert aus Abbildung 20) ein Stammbaum, welcher fiir

einen reduzierten Datensatz erzeugt wurde (Abbildung40C), sowie ein datierter Stammbaum

(Abbildung 40 D), welcher die bakterielle Evolution widerspiegelt, dargestellt. Alle dargestellten

Stammbaume wurden von Dr.Olga Chernomor (Universitdit Wien, Center for Integrative

Bioinformatics (CIBIV)) erstellt. Mit einigen Ausnahmen scheinen die AAPB LPORs deutliche

Unterschiede in der biochemischen Charakterisierung, im Vergleich zu der hier untersuchten

cyanobakteriellen und pflanzlichen LPOR, zu zeigen (Abbildung 40 A). Besonders deutlich sind diese

Unterschiede, wie in Kapitel 3.2.1, 3.2.2.3, 3.2.3 und 3.2.4.1 beschrieben, bei den pH- und Temperatur-
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Aktivitdtsoptimumsbereichen, bei den Ks-Werten des terndren LPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes und
bei der Substratpraferenz zu erkennen. Des Weiteren scheint es Unterschiede zwischen den beiden
AAPB-Asten zu geben. So zeigen die E/LPOR, EbLPOR, PdLPOR und GpLPOR im Vergleich zur SpLPOR,
LALPOR und DsLPOR in den verschiedenen Kategorien der biochemischen Charakterisierung ebenfalls
Unterschiede. Zum Beispiel zeigen die EILPOR, PdLPOR und GpLPOR hohere Vma-Werte filir die
Umsetzung von MV-Pchlid im Vergleich zum DV-Pchlid, wahrend dies bei der SpLPOR, LfLPOR und
DsLPOR genau umgekehrt zu sein scheint. Ahnliches gilt fiir die KsWerte des terniren
LPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes, wobei hier die E/LPOR, EbLPOR, PdLPOR und GpLPOR alle
vergleichsweise hohe K4-Werte aufweisen, wahrend die SpLPOR und LfLPOR niedrige Kq4-Werte
besitzen, welche denen der AtLPORC und TelLPOR &hneln. Aufgrund dieser Ergebnisse scheint ein
einziger Horizontaler Gentransfer (HGT)-Event, wie in der Arbeit von Kaschner et al. [1] postuliert, als
eher unwahrscheinlich. Vielmehr sind zur Erklarung der erhaltenen Stammbaumtopologie mehrere
HGTs notwendig, wobei bei Betrachtung eines datierten Stammbaums, welcher die Evolution der
entsprechenden Bakteriengattungen widerspiegelt, eine unabhangige konvergente Evolution von

LPORs ind AAPBs zumindest gleich wahrscheinlich erscheint.
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3.3 Untersuchungen zur Struktur und Dynamik von LPORs

Die ersten Arbeiten zu LPOR-Enzymen reichen in die 50er Jahre des 19. Jahrhundert zuriick [45, 172,
173]. In den Anfangsjahren wurden hauptsachlich pflanzliche LPORs untersucht, welche oftmals direkt
aus Etioplasten der entsprechenden Pflanzenart gewonnen wurden. Insbesondere in den letzten
Jahren, befeuert durch die Moglichkeit der rekombinanten Herstellung cyanobakterieller LPORs,
welche einfacher zu produzieren und zu reinigen sind als die entsprechenden pflanzlichen Enzyme,
konnten groRe Fortschritte beim Verstandnis des katalytischen Mechanismus von LPORs gemacht
werden [46, 50, 56, 57, 71, 137-139, 149-151, 153, 174]. Obwohl eine Kristallstruktur einer LPOR einen
Quantensprung flr das Verstandnis des Mechanismus bedeuten wiirde, ist es bisher nicht gelungen
die Struktur eines LPOR-Enzyms mittels Rontgenkristallographie aufzuklaren. Daher sollte im Rahmen
dieser Arbeit versucht werden, einige der hier neu identifizierten LPORs zu kristallisieren. AuSerdem
sollte die Struktur und Dynamik des NADPH/Pchlid freien Apoproteins sowie des terndren
LPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes mittels verschiedener biophysikalischer Streuverfahren (Kleinwinkel-

Rontgenstreuung und Inkoharente Quasielastische Neutronenstreuung) untersucht werden.

3.3.1 Die Kristallisation einer LPOR war zwar moglich, lieferte jedoch keine
zur Strukturlosung geeigneten Diffraktionsdaten
Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht einige der heterolog produzierten LPORs zu kristallisieren.
Hierfir wurden die TelLPOR, DsLPOR und E/LPOR (verschiedene Varianten siehe Kapitel 2.20.2)
zunachst in E. coli BL21(DE3) heterolog produziert (Kapitel 2.7.1.2), mittels IMAC (Kapitel 2.15.2)
gereinigt und auf die fiir das jeweilige Protein maximale Konzentration konzentriert (Kapitel 2.15.5).
Fir ein erstes screening auf geeignete Kristallisationsbedingungen wurden die in Tabelle 15
aufgefiihrten Kristallisationsscreens verwendet, jedoch konnte bei keiner dieser Bedingungen eine
Kristallbildung beobachtet werden. Daher wurden in weiteren Tests den Proteinproben nach der
Reinigung verschiedenen Zusatze zugegeben. Dabei fiel auf, dass die Zugabe von NADPH bzw. NADP*
essentiell fur eine Kristallbildung ist. Nachdem die ersten geeigneten Bedingungen gefunden wurden,
wurden vier eigene Screens (Tabelle 33 bis Tabelle 36) hergestellt und verwendet. Durch die
Verwendung der drei Proteine mit unterschiedlichen Hise-tags, welche in drei verschiedenen Puffern
und sieben unterschiedlichen Additiv-Kombinationen verwendet wurden, und den 18 Standardscreens
sowie den vier selbst hergestellten Screens, ergaben sich insgesamt 105 verschiedene
Mikrotiterplatten (MTP)-Ansatze woraus sich wiederum 10.080 getestete Kristallisationsbedingungen
ergaben (bei 96 Bedingungen pro MTP). Trotz dieses ausgedehnten Screenings wurden hauptsachlich
geschichtete Kristalle (Abbildung 41), welche fiir Diffraktionsexperimente ungeeignet erscheinen,

gebildet.
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Abbildung 41: Foto eines mehrschichtigen E/LPOR-Kristalls unter Zugabe von NADPH und TCEP. Die E/LPOR mit
N-terminalem Hisg-tag (6,45 mg/ml in Kristallisationspuffer A (Kapitel 2.20.2), Zugabe von 1 mM NADPH und 1 mM TCEP)

kristallisierte innerhalb einer Woche in 100 mM TRIS, pH 8,5 versetzt mit 24 % PEG 6.000 bei 19 °C.

Fiir die E/ILPOR mit N-terminalem Hises-tag wurde einer dieser Kristalle ndher untersucht. Das Protein
(11,2 mg/ml in Kristallisationspuffer B (Kapitel 2.20.2), Zusatz von 1 mM NADPH und 1 mM TCEP)
kristallisierte hierbei innerhalb von zwei Wochen in Anwesenheit von 0,2 M Lithiumacetat und
15 % (w/v) PEG 20.000 bei 19 °C. Fur Diffraktionsexperimente ist es notwendig die Kristalle auf 100 K
zu kihlen. Hierzu wurde der Kristall mittels einer Haarschleife (loop) in die entsprechende
Reservoirlosung, welche zuséatzlich mit 30 % (v/v) PEG 20.000 versetzt war, Gberfiihrt und anschlieBend
im Stickstoffstrom (cryocooling) auf 100 K gekiihlt. Der Kristall wurde an der ID30A-3 beamline des
European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich) von PD Dr. Joachim Granzin
(Institute of Complex Systems (ICS-6), Forschungszentrum Jilich) vermessen. Die daraus
resultierenden Rontgendiffraktionsbilder bei ¢ = 0° und ¢ = 90° mit einem Rotationswinkel A von 1°
sind in Abbildung 42 gezeigt. Die ungefihre Datenaufldsung betrug 7A bei ungeniigender
Beugungsdatenqualitat. Eine Bestimmung der Gitterkonstanten und der Raumgruppen ergab:
a=80,2A, b=429A, c=852A und B=109,5° mit monokliner P2- oder P2;-Symmetrie. Die
Berechnung des Matthews-Koeffizienten ergab bei einem Losemittelgehalt von 36,5 % zwei Molekiile
in der asymmetrischen Einheit. Leider ist bei der vorliegenden Datenqualitat die Bestimmung einer
hochauflésenden Rontgenstruktur nicht sehr vielversprechend, kénnte aber erfolgen wenn die

Kristallqualitat verbessert werden kann.
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Abbildung 42: Rontgendiffraktionsbilder der EILPOR. Diffraktionsbilder (T=100K, ID30A-3 beamline, ESRF, Grenoble,
Frankreich) mit einer @-Trennung von 90° (A) ¢ = 0-1° Rotation und (B) ¢ = 90-91° Rotation.

Alle untersuchten Bedingungen ergaben lediglich geschichtete Kristalle, weshalb eine Strukturlésung

basierend auf den vorliegenden Daten nicht moglich war.

3.3.2  Strukturanalysen mittels Kleinwinkel-Rontgenstreuung

3.3.2.1 TelPOR-Apo- und -Holoprotein zeigen Unterschiede in ihrer
Oligomerisierung

Da im Rahmen dieser Arbeit fir keines der untersuchten LPOR-Enzyme eine hochauflésende Struktur
mittels Rontgenkristallisation erhalten werden konnte, wurde im Folgenden versucht, die globale
Struktur (in niedriger ,Auflosung”) eines LPOR-Proteins mittels Kleinwinkel-Réntgenstreuung
(englisch: small-angle X-ray scattering, SAXS) aufzuklaren. Als Zielenzym wurde hierzu die LPOR aus
T. elongatus (TeLPOR) gewahlt und SAXS-Analysen in Kooperation mit Dr. Andreas Stadler (Julicher
Zentrum flr Forschung mit Neutronen (JCNS) und Institute of Complex Systems (ICS),
Forschungszentrum Jilich) sowohl fiir das pigmentfreie Apoprotein als auch fiir den ternaren
TeLPOR/NADPH/Pchlid-Holoproteinkomplex durchgefiihrt. Bei der TeLPOR handelt es sich um das am
besten untersuchte und damit mechanistisch am besten verstandene LPOR-Enzym. AulRerdem besitzt
dieses einen niedrigen Kq-Wert (Kapitel 3.2.1), sodass eine Beladung des Apoproteins mit Pchlid und

NADPH als am aussichtsreichsten erschien.

Um die entsprechenden Analysen zu ermdglichen, wurde das TeLPOR-Apoprotein wie in Kapitel 2.20.1

beschrieben produziert und der terndre Holoproteinkomplex wie in Kapitel 2.20.1 beschrieben
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rekonstituiert. Flir das TeLPOR-Apoprotein wurden insgesamt drei unabhdngig praparierte Proben
mittels SAXS analysiert, wahrend fir den Holoproteinkomplex nur eine Probe vermessen wurde.
Detaillierte Auswertungen der SAXS-Daten wurden jedoch lediglich fiir eine Apo- und eine

Holoproteinprobe durchgefiihrt.

Um die Funktionalitdt und die Beladung des rekonstituierten Holoproteins nachzuweisen, wurde
zunachst eine Aktivitatsuntersuchung (Abbildung 43) durchgefiihrt. Hierzu wurde der TelLPOR-
Holoproteinprobe 70 mM DTT zugesetzt und die Aktivitdt bei Belichtung mit Blaulicht durch die
Messung von Absorptionsspektren untersucht. Um den Vergleich zu einem normalen Aktivitatsassay
zu gewabhrleisten, wurde nach einer Belichtungszeit von 120 Sekunden zusatzlich 0,03 % Triton X-100
zugegeben. Hierdurch verschiebt sich das Absorptionsspektrum zu den fiir proteingebundenes Pchlid

typischen Absorptionsmaxima.
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Abbildung 43: Aktivitatsnachweis der TeLPOR-Holoproteinprobe. Zunachst wurden der TeLPOR-Holoproteinprobe 70 mM
DTT zugegeben und die Aktivitat durch Belichtung mit Blaulicht untersucht. Aufgrund des geringen sichtbaren Umsatzes ohne
die Zugabe von Triton X-100 wurde dem Assay nach einer Belichtungsdauer von 120 s 0,03 % Triton X-100 zugesetzt und
erneut ein Absorptionsspektrum gemessen. Durch die Zugabe von Triton X-100 verschiebt sich das Spektrum zu den fir
proteingebundenes Pchlid typischen Absorptionsmaxima und zeigt definiertere Peaks.

Des Weiteren wurde die Apo- und Holoproteinprobe in Kooperation mit Dr. Frank Krause (Nanolytics
Instruments GmbH, Potsdam, Deutschland) mittels analytischer Ultrazentrifugation (AUZ) mit
mehrfachwellenldngen Absorptionsoptik (englisch: multiwavelength absorbance optics, MWA) [117]
untersucht. Bei der AUZ wird die Probe wahrend der Sedimentation parallel zur Rotationsachse optisch
untersucht. Hierbei erhdlt man ein orts- und zeitaufgelostes Konzentrationsprofil. Durch die
Kombination mit einer MWA kann hierbei im Vergleich zur tGblichen AUZ, nicht nur eine Wellenlange,
sondern ein Spektrum im UV/Vis-Bereich gemessen werden. Aufgrund dieser Maglichkeit ist eine
Wiederholung der Experimente bei unterschiedlichen Wellenlangen nicht mehr notwendig und die
Experimentalzeit, sowie die bendtigte Probenmenge, kann reduziert werden. AuBerdem kénnen so

direkt spektrale Informationen Gber die sedimentierenden Spezies erhalten werden.
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Die AUZ-Experimente dienen hierbei zur Evaluierung der Monodispersitdt der Probe und der
Untersuchung der Anderung des Oligomerisierungszustandes aufgrund der terniren

TeLPOR/NADPH/Pchlid-Komplexbildung.
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Abbildung 44: Absorptionsspektren und Sedimentationskoeffizientenverteilung der AUZ-Untersuchung von TeLPOR-Apo-
und -Holoprotein (A) Absorptionsspektren des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins sowie von NADPH und Pchlid in Lagerpuffer
(Kapitel 2.15.2) aus dem ersten Scan in zentral-radialer Position wahrend der analytischen Ultrazentrifugation. Die Messung
der  Absorptionsspektren  erfolgte mit einem  benchtop  Spektrometer  (Schichtdicke  20mm). (B)
Sedimentationskoeffizientenverteilung c(S) von TeLPOR-Apo- und -Holoprotein bei 279 nm, 340 nm und 437 nm, welche die
relative Haufigkeit des vorherrschenden monomeren Proteins (0,98 S) sowie des nahegelegenen Dimers zeigen. (C)
Extrahierte Absorptionsspektren der drei Hauptpopulationen des TelLPOR-Holoproteins zur Beurteilung des
TeLPOR/NADPH/Pchlid-Gehalts. Die jeweiligen Sedimentationskoeffizientenbereiche wurden aus den Peakgrenzen, wie sie
in (B) erkennbar sind, ausgewahlt: Monomer (0,47 S bis 1,50 S), Dimer (1,50 S bis 2,20 S) und Pchlid/NADPH (>2,20 S).
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Wie in Abbildung 44 B zu erkennen, weist die Sedimentationskoeffizientenverteilung c(S) des TeLPOR-
Apoproteins eine deutlich Gberwiegende Monomerpopulation (1,01 S), mit einer scheinbaren molaren
Masse von 43kDa und einem relativen Gehalt von 94,2%, auf. Dimere und groRRere
Oligomere/Aggregate treten zu 3,6 % und 2,2 % relativ zum Gesamtprotein auf (Abbildung 44 B und
Abbildung 45 A). Im Gegensatz zum Uberwiegend monomeren TelLPOR-Apoprotein zeigt die
c(S)-Verteilung des TeLPOR-Holoproteins bei 279 nm, 340 nm und 437 nm wesentlich héhere Mengen

schneller sedimentierender Spezies wie Proteindimere und verschiedene Aggregate (Abbildung 44 B).
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Abbildung 45: Beispielhafte Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse. (A) TeLPOR-Apoprotein (0,615 mg/ml) bei 279 nm
und (B) TeLPOR-Holoprotein (1 mg/ml) bei 440 nm mit dem Standard c(S)-Modell. (A und B) Die oberen Bereiche zeigen
Rohdaten (Kreise) und die beste Anpassung an die Daten (Linie). Fiir eine bessere Ubersicht wurde nur jeder zweite Scan des
Datensatzes gezeigt. Im unteren Bereich ist die jeweilige Abweichung der Anpassung von den Messwerten dargestellt.

Die Anwesenheit signifikanter Mengen von freiem NADPH und Pchlid, welche schneller sedimentieren
als TelLPOR, ist in Abbildung47 zu sehen. Hier ist die Ausbreitung der charakteristischen
Absorptionsmaxima als Teil der sich bewegenden Sedimentationsgrenze insbesondere im Vergleich

zum TelLPOR-Apoprotein (Abbildung 46) zu sehen.

126



ERGEBNISSE UND DISKUSSION
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Abbildung 47: Spektraler Verlauf wahrend der AUZ-Messung des TeLPOR-Holoproteins.

Eine Entfaltung in die Komponentensedimentationsprofile unter Verwendung der
Extinktionskoeffizienten aus den Absorptionsspektren der drei einzelnen Komponenten (TeLPOR-
Apoprotein, NADPH und Pchlid, wie in Abbildung44A) fuhrt zu verzerrten
Komponentenkonzentrationen. Dieser Befund zeigt, dass verschiedene Spezies chromatische
Verschiebungen bei der Komplexbildung mit bestimmten spektralen Merkmalen zeigen, die keine

lineare Kombination der Spektren der einzelnen Komponenten darstellt. Tatsachlich sind signifikante
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chromatische Verschiebungen zwischen geldstem Pchlid und dem TeLPOR-Holoprotein zu erkennen
(Abbildung 44 A). Ungeachtet dessen erlaubt das Absorptionsspektrum der TeLPOR-Holoproteinprobe
(Abbildung 44 A), sowie die extrahierten Absorptionsspektren des sedimentierten Materials
(Abbildung 44 C), die den Peaks von monomerer TeLPOR (0,47 S bis 1,5S) und dimerer TeLPOR (1,55
bis 2,2S) entsprechen, eine robuste quantitative Bewertung der Oligomerverteilung. Das
Absorptionsspektrum des TeLPOR-Holoproteins (Abbildung 44 A) dhnelt in der Region > 400 nm der
Summe aus den einzelnen Absorptionsspektren von TeLPOR-Apoprotein, NADPH und Pchlid in einem
molaren Verhaltnis von etwa 1:0,67:0,67. Unter der Annahme, dass die Summe der chromophoren
Eigenschaften aller Spezies im Wellenlangenbereich >400 nm im Wesentlichen identisch mit den
Spektren der drei unabhangig gelosten Komponenten ist, lasst dies darauf schlieBen, dass etwa ein
Drittel des NADPH und Pchlid in Aggregaten in der Anfangsphase des Experiments sedimentiert
wurden. Dabei ist davon auszugehen, dass ebenfalls kleine Mengen proteinhaltiger Komplexe mit
sedimentieren. Zusammenfassend stellen ungefahr 67 % des Gesamtproteins Apoprotein, vorwiegend
als Monomer, dar und 33 % zeigen durch die Co-Sedimentierung mit NADPH und Pchlid eine
Holoproteinbildung. Holoprotein-Monomere kommen im Verhéltnis zu Holoprotein-Dimeren ungefahr
zweimal haufiger vor, wie durch das Verhaltnis der Monomer-/Dimer-Absorption bei 438 nm zu
erkennen ist. Dieses Verhéiltnis stimmt weiterhin mit den relativen Monomer-/Dimer-
Signalamplituden aus den c(S)-Verteilungen bei 340 nm und 437 nm (berein (Abbildung 44 B).
Insgesamt reprasentieren TeLPOR-Holoproteinmonomere und -dimere ungefdahr 22 % bzw. 11 % des

Gesamtproteins.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit der gewahlten Methodik die TeLPOR in funktionaler, photoaktiver
Form als Holoproteinkomplex rekonstituiert werden konnte. Die MWA-AUZ-Analysen bei niedriger
Proteinkonzentration (0,5 mg/ml) zeigen eine Beladung des Apoproteins mit Pchlid und NADPH von
33 %, wobei bei dieser Konzentration davon 22 % als Holoproteinmonomere und 11% als

Holoproteindimere vorliegen. Bei den verbleibenden 67 % handelt es sich um monomeres Apoprotein.

In Abbildung 48 sind die SAXS-Daten des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins im Vergleich dargestellt.
Hierbei wurden Datenpunkte bei kleinen g-Werten fir die Auswertung nicht berlcksichtigt
(Abbildung 48 A und C, dargestellt in grau), um den Einfluss potentieller Aggregationseffekte zu
minimieren. AuRerdem wurden fiir die Apoprotein-Analyse ein Datensatz niedriger Konzentration und
ein Datensatz bei hoher Konzentration vereinigt, wahrend fiir die Auswertung der Holoprotein SAXS-
Daten lediglich ein Datensatz bei hoher Konzentration verwendet wurde. Letzteres war notwendig, da
fir die Holoproteinprobe ein konzentrationsabhidngiges Monomer/Dimer-Gleichgewicht

nachgewiesen werden konnte (Daten nicht dargestellt). Aus diesem Grund koénnen die
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Monomer/Dimer-Verteilungen, welche in der MWA-AUZ-Analyse beobachtet wurden (bei 0,5 mg/ml),

nicht direkt mit den Daten der Holoprotein SAXS-Messung (bei 5 mg/ml) verglichen werden.

Anhand der in Tabelle 28 zusammengefassten Molekulargewichte, welche aus dem Porod-Volumen
und den entsprechenden ab initio-Modellen (siehe unten) ermittelt wurden, ist zu erkennen, dass es
sich bei dem Apoprotein um ein Monomer handelt. Fiir das Holoprotein hingegen zeigt sich eine
Dimerbildung von 42 %, wenn davon ausgegangen wird, dass lediglich Monomere und Dimere

vorliegen.

Wihrend aus den oben genannten Grinden ein direkter Vergleich zwischen den Monomer/Dimer-
Verteilungen, welche mittels MWA-AUZ und SAXS ermittelt wurden, nicht moéglich ist, so zeigten doch
beide Verfahren unabhangig voneinander, dass die Beladung von TeLPOR mit Pchlid und NADPH zu

einer Dimerisierung/Oligomerisierung des Proteins fihrt.
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Abbildung 48: SAXS-Daten des Apo- und Holoproteins der TeLPOR. Die Daten des Apoproteins sind in blau und die des
Holoproteins in rot dargestellt. (A) SAXS-Streukurven. Das Inset zeigt die gleiche Streukurve im kleinen g-Wert-Bereich. (B)
Kratky-Plots. (C) Guinier-Plot. (D) Abstandsverteilungsfunktion (P(r)). Die Daten im kleinen g-Wert-Bereich, welche in der
Guinier-Analyse nicht beriicksichtigt wurden, sind in allen Plots als graue Kreuze dargestellt.
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Tabelle 28: Durch SAXS bestimmte Molekulargewichte, Streumasseradien und Dimeranteil des TeLPOR-Apo- und -
Holoproteins. Der Monomer-Gehalt (¢) wurde gemaR M = @Miheomonomer + (1-¢@)Miheobimer, WObei Miheomonomer UNA Miheobimer
die theoretische Molekiilmasse des TeLPOR-Apo- und -Holoprotein-Monomers bzw. Dimers darstellen. TeLPOR-Apoprotein:
Miheomonomer = 38.014 Da und Mineopimer = 76.028 Da; TeLPOR-Holoprotein: Mineomonomer = 39.370 Da und Mtheopimer = 78.740 Da.
Fur die theoretische Molekiilmasse des TeLPOR-Holoprotein-Monomers und Dimers wurde eine 1:1-Beladung des Proteins
mit NADPH (744 Da) und Pchlid (612 Da) angenommen.

Molekulargewicht [Da]
Protein Dimer-Gehalt [%]
Porod-Volumen ab initio theoretisch
TeLPOR-' 38.649 31.110 38.014 1,7
Apoprotein
TeLPOR-' 55.895 58.153 39.370 42
Holoprotein

Die in Abbildung 48 D dargestellten Abstandsverteilungsfunktionen (P(r)-Funktionen) fiir das Apo- und
Holoprotein wurden zur Rekonstruktion verschiedener ab initio-Modelle genutzt. Hierbei wurden je 20
unabhangige Apoproteinmodelle mit Hilfe der Programme DAMMIF [112], DAMMIN [113] und
GASBORP [111] erzeugt und mittels DAMAVER [115] gemittelt und gefiltert. In Abbildung 50 C sind die
resultierenden gemittelten und gefilterten ab initio-Modelle des TeLPOR-Apoprotein gezeigt. Die
DAMMIF-, DAMMIN- und GASBORP-Modelle zeigen eine sehr dhnliche Struktur, bestehend aus einer
groflen und kleinen Unterdomane mit global kegeldhnlicher Struktur. Da bisher fiir LPORs keine
Strukturinformation existiert, wurden in Kooperation mit Dr. Marco Bocola (Protedes, Sankt Augustin,
Deutschland) verschiedene TelLPOR-Homologiemodelle erzeugt. Ausgehend von einem
Homologiemodell des zu TeLPOR verwandten Enzyms aus Synechococcus sp. (SsSLPOR) [58] wurde ein
Homologiemodell der Rossmannfaltungsmotiv-Hauptdomane der TeLPOR erzeugt. Diesem Modell
fehlen C-terminal 31 Aminosduren, welche von der zur Modellierung der SsLPOR verwendeten
Templatestruktur (PDB-ID: 1AHI; 7a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase aus E. coli) nicht abgedeckt
wurde. Um ein Modell des TeLPOR-Volllangenproteins zu erzeugen, wurden drei unterschiedlich
verlangerte Modelle erzeugt und mittels CRYSOL deren theoretische Streukurven an die
experimentellen SAXS-Daten des Apoproteins angepasst (Abbildung49). Von allen getesteten
Modellen beschreibt das TeLPOR-Cheix-Modell die experimentellen SAXS-Daten am besten (CRYSOL
X = 1,654). Hierbei gilt: je kleiner der x-Wert, desto besser beschreibt der Fit die experimentellen Daten.
Gleichzeitig lasst sich dieses Modell hervorragend in die entsprechenden ab initio-Modelle einpassen
(Abbildung 50 C, Struktur als rotes Cartoon-Modell). Im Vergleich dazu ist in Abbildung 50 die Struktur
der TelLPOR-Rossmannfaltungsmotiv-Hauptdomane, ohne C-terminale Verlangerung, als blaues
Cartoon-Modell gezeigt. Hierbei wird deutlich, dass die C-terminale Verlangerung notwendig ist, um
das ab initio-Modell auszufiillen und die experimentellen SAXS-Daten zu erklaren (vergleiche x-Wert
fir die TeLPOR-Rossmannfaltungsmotiv-Hauptdomane (x=2,864) und das C-terminal verlangerte

TeLPOR-Cheix-Modell (x=1,654)). Fir den finalen CRYSOL-Fit (Abbildung 50) wurde zusatzlich eine
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Konstante von den Daten subtrahiert, um etwaige Effekte aufgrund einer unzureichenden
Pufferkorrektur auszugleichen. Dies liefert einen verbesserten x-Wert von 1,332 fiir das TeLPOR-

Chelix'MOde“.

A TeLPOR RFM-Hauptdomane C-terminale Verlangerung

o
<h .
¢
100,00 - — TelPOR RFM-Hauptdomine
— + Cpaiix
10,00 - +Cloop1helix
s - +Ciccp2"9’u
g 10
0,107 =1654  9=====
0,01+
0,0
C 0,08
0,06-
N 0,04-
b '’
=~
0,02+
0,00 T T T T

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

q [A1]

Abbildung 49: C-terminal verldngerte TeLPOR-Homologiemodelle und deren CRYSOL-basierte Bewertung. (A) TeLPOR-
Homologiemodelle mit verschiedenen C-terminalen Verlangerungen. (B) SAXS-Streukurve und der dazugehorige (C) Kratky-
Plot. Die experimentellen Streudaten des Apoproteins wurden an die mit CRYSOL abgeleitete theoretische Streukurve der
jeweiligen Modelle angepasst. Um eine Vergleichbarkeit zu gewdhrleisten wurde hier fiir alle Modelle wahrend des CRYSOL-
Fits keine Konstante subtrahiert. RFM: Rossmannfaltungsmotiv.
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Abbildung 50: Small-angle X-ray scattering (SAXS)-Analyse des TeLPOR-Apoproteins. Die experimentellen Daten des
Apoproteins (blaue Kreise) wurden zusammen mit der theoretischen Streukurve (rote Linie), welche aus dem
Homologiemodell der am C-Terminus um 31 Aminosauren verlangerten TeLPOR resultiert, dargestellt. Die 31 Aminosauren
sind dabei als eine abstehende a-Helix modelliert (A). (B) zeigt den dazugehorigen Kratky-Plot und (C) die ab initio-Modelle
des Apoproteins mit dem am C-Terminus verlangerten TeLPOR-Homologiemodell.

In Abbildung 52 sind die Daten fiir das TeLPOR-Holoprotein gezeigt. Fir die Rekonstruktion der
globalen Struktur des Holoproteins mittels ab initio-Modellierung wurde GASBORMX [111] verwendet,
welches ein ab initio-Modell fiir einen symmetrischen Oligomer unter Annahme einer polydispersen
Probe, bestehend aus dem gewahlten Oligomer (hier Dimer mit P2-Symmetrie) und dem

entsprechenden Monomer, erzeugt. Als Dimeranteil, wurde der experimentell mittels SAXS ermittelte
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Dimeranteil von 42 % angenommen. Ausgehend von der P(r)-Funktion der Holoproteinprobe wurden
20 unabhangige GASBORMX-Modelle erzeugt, welche im Anschluss mittels DAMAVER gemittelt und

gefiltert wurden.

Die Modellierung der dimeren Struktur des terndren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes erfolgte tber
Homo-Multimer  Protein-Protein  docking unter Verwendung des ClusPro-Webservers
(https://cluspro.org) [175-179]. Dabei wurde sowohl das TeLPOR-Monomermodell, welchem die 31 AS
am C-Terminus fehlen, als auch das TeLPOR-Monomermodell, mit den ergdanzten 31 AS (TeLPOR-Chelix-
Monomermodell) fiir das ClusPro-docking, verwendet. Insgesamt wurden 78 TeLPOR-Dimermodelle
ohne und 81 mit C-terminaler Erweiterung generiert. Die Modellvaliditat wurde anhand des Vergleichs
der theoretischen Streukurve der entsprechenden Monomer/Dimer-Mischung (erhalten durch
OLIGOMER [180]) mit den entsprechenden SAXS-Daten des Holoproteins bewertet. Das Programm
OLIGOMER passt hierbei die experimentellen Streukurven aus einem Mehrkomponentengemisch (hier
Monomer und Dimer) an. OLIGOMER benétigt eine Reihe von Formfaktoren fiir jede in der Mischung
enthaltene Komponente. Diese Formfaktor-Dateien des Monomer- und Dimer-Modells wurden unter
Verwendung von FFMAKER erzeugt. Zusatzlich zu einem x-Wert fir die Anpassung an die
experimentellen Daten liefert OLIGOMER eine Schatzung des Streumasseradius und der berechneten
Monomer- und Dimerfraktion. In Abbildung51 und Tabelle29 ist die Modellbewertung
zusammengefasst. In allen Fallen liefern die Dimermodelle mit dem C-terminal verldangerten
Monomermodell als Rechengrundlage besser passende Modelle in Bezug auf den x-Wert und den
Streumasseradius (R,). Die entsprechende Analyse fiir die Dimermodelle, welche unter Verwendung
der TeLPOR-Hauptdomane erzeugt wurden, ist im Anhang (Abbildung 75) dargestellt. Das beste Modell
wurde hinsichtlich des x-Werts und eines aus der Literatur abgeleiteten Abstandskriteriums
ausgewahlt. Hier wurde fiir die LPORA aus Arabidopsis thaliana (AtLPORA) durch Vernetzungsstudien
mit Bis(sulfosuccinimidyl)suberat-Vernetzer (BS3-Vernetzer), welcher Lysinreste (iber die NZ-Atome
kovalent verknlipft, gezeigt, dass die Lysinreste 281 und 284 in zwei Untereinheiten der AtLPORA
(entsprechen K194 und K197 der TelPOR) bei Bildung des ternaren AtLPORA/NADPH/Pchlid-
Komplexes vernetzt werden, wahrend dies beim Apoprotein nicht der Fall war [48]. Von Merkley et al.
[181] wurde ein maximaler Abstand von 26-30 A zwischen den CA-Atomen von zwei Lysinen als
notwendig fir eine erfolgreiche Vernetzung durch BS3 beschrieben. Unter Berlicksichtigung dieses
Abstandskriteriums wurde fiir das beste TeLPOR-Holoprotein-Dimermodell das Modell ausgesucht,
welches den niedrigsten Abstand zwischen K197-CA und K197-CA™ und den besten x-Wert aufweist
(Tabelle 29). So konnte das Modell 4d mit einem x-Wert von 1,64 und einem Abstand von 36,8 A als
das beste Modell identifiziert und als reprdsentatives TeLPOR-Holoprotein-Dimermodell definiert
werden. Dieses wurde anschliefend in das GASBORMX generierte Dimer ab initio-Modell, welches

basierend auf den SAXS-Daten der Holoproteinprobe erzeugt wurde, eingepasst (Abbildung 52 C).
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Die Streumasseradien von TeLPOR-Apo- und -Holoprotein unterscheiden sich deutlich. So liegt der
Streumasseradius des monomeren TeLPOR-Apoproteins bei 23,0 A (Guinier) bzw. 22,9 A (CRYSOL) und
fur das dimere TeLPOR-Holoprotein bei 31,6 A (Guinier) bzw. 32,8 A (CRYSOL).
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Abbildung 51: TeLPOR-Holoprotein-Dimermodellierung. Bewertung der TeLPOR-Holoprotein-Modelle anhand des x-Werts
(A), des Streumasseradius (B) und des Dimeranteils (C). Die TeLPOR-Holoprotein Dimermodelle wurden Gber Homo-Multimer
Protein-Protein docking unter Verwendung des ClusPro-Webserves generiert. Hierbei wurde als Monomermodell das C-
terminal verlangerte TeLPOR-Cheix-Modell verwendet. Alle Modelle wurden mit der experimentellen Streukurve des
Holoproteins (5,0 mg/ml Datensatz) unter Verwendung des Programms OLIGOMER verglichen. Die benétigten Formfaktor-
Dateien wurden unter Verwendung von FFMAKER aus der jeweiligen PDB-Datei erzeugt. Rg: Streumasseradius.
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Tabelle 29: TeLPOR-Holoprotein-Dimermodellierung — beste ClusPro-Modelle. Die TeLPOR-Holoprotein-Dimermodelle
wurden tiber Homo-Multimer Protein-Protein docking, unter Verwendung des ClusPro-Webserves, generiert. Hierbei wurde
als Monomermodell das C-terminal verldngerte TelLPOR-Chei-Modell verwendet. Alle Modelle wurden mit der
experimentellen Streukurve des Holoproteins (5,0 mg/ml Datensatz) unter Verwendung des Programms OLIGOMER
verglichen. Die bendétigten Formfaktor-Dateien wurden unter Verwendung von FFMAKER aus der jeweiligen PDB-Datei
erzeugt. Die erzeugten Modelle variieren in Bezug auf die bevorzugte Wechselwirkung (ausgeglichen, elektrostatisch,
hydrophob oder eine Kombination aus Van-der-Waals- und elektrostatischen Wechselwirkungen [175]). Ry:
Streumasseradius.

Bevorzugte . . . Ry Monomer | Dimer Abstand [A]
. Modell Reprédsentatives Bild X o o K197-NZ ... K197-NZ’
Wechselwirkung [nm] [%] [%] (K197-CA .. K197-CA)
. 47,2
ausgeglichen 3b 1,69 | 35,05 33 67 (53.6)
ausgeglichen 4b 1,64 | 33,30 29 71 26,5
geg , , (36,3)
ausgeglichen 18b 1,81 | 35,70 29 71 34,5
geg , , (44,5)
elektrostatisch 1le 1,70 | 34,91 29 71 32,1
’ ’ (49,8)
elektrostatisch 12e 1,69 | 35,05 33 67 47,2
’ ’ (62,8)
elektrostatisch 17e 1,63 | 33,26 32 68 26,8
’ ’ (43,3)
Hydrophobe 32,9
Wechselwirkung 1h 1,73 13519 29 71 (50,5)
Van-der-Waals 744
und 8Ve 1,78 | 33,42 34 66
. (59,2)
elektrostatisch
Van-der-Waals 160
und 9Ve 1,80 | 35,74 34 66 !
. (58,7)
elektrostatisch
Van-der-Waals 798
und 13Ve 1,54 | 34,62 32 68 !
. (64,0)
elektrostatisch
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Abbildung 52: Small-angle X-ray scattering (SAXS)-Analyse des TeLPOR-Holoproteins. (A) Die experimentellen Daten des
Holoproteins (rote Kreise) zusammen mit der theoretischen Streukurve eines Momomer/Dimer-Gemischs (blaue Linie),
welche aus dem Homologiemodell der am C-Terminus um 31 Aminosauren verlangerten TeLPOR resultiert. (B) zeigt den
dazugehdorigen Kratky-Plot und (C) das gemittelte und gefilterte ab initio-Modell des dimeren Holoproteins mit tiberlagertem
Homologiemodell des dimeren Holoprotein-Komplexes. Die beiden Untereinheiten sind in rot und orange dargestellt.
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Mittels SAXS-Analyse konnte fiir das TeLPOR-Apoprotein eine Struktur, bestehend aus einer grof3en
und einer kleinen Unterdomane, nachgewiesen werden. Durch C-terminale Komplettierung der in
bisher vorliegenden Homologiemodellen fehlenden Sequenzbereiche konnte ein Homologiemodell
erzeugt werden, welches mit einem x-Wert von 1,332 sehr gut zu den experimentellen SAXS-Daten
passt. Ebenso lasst sich dieses Homologiemodell sehr gut in die ab initio-Modelle des Apoproteins
einpassen. Die hier dargestellten SAXS-Analysen liefern erstmals einen strukturellen,
dreidimensionalen, wenn auch niedrig ,aufgelosten” Einblick in die strukturelle Organisation von
LPORs. Durch die Bildung des terniren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Komplexes kommt es zu einer
Dimerisierung. Mittels SAXS und AUZ konnte eindeutig eine Dimerisierung als Folge der Beladung des
Apoproteins mit NADPH und Pchlid nachgewiesen werden, wobei bei einer Konzentration von 5 mg/ml
ein Dimeranteil von 42 % mittels SAXS nachgewiesen wurde. Die Modellierung des Holoproteins zeigte,
unter Verwendung des Apoprotein-Homologiemodells mit C-terminaler Verlangerung, fir die
experimentellen Daten die besten Ergebnisse. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals ein
strukturelles Verstandnis der Konsequenzen der Bildung des ternaren Komplexes von LPORs erlangt

werden.

3.3.2.2 AAPB und prototypische cyanobakterielle LPORs besitzen eine
konservierte Struktur

Um zu Uberpriifen, ob die hier neu identifizierten AAPB LPORs global eine zur TeLPOR konservierte
Struktur besitzen, wurden SAXS-Analysen des DsLPOR- und E/LPOR-Apoproteins durchgefiihrt und mit
den SAXS-Daten der TeLPOR verglichen. Alle drei Proteine besalRen fiir die Reinigung mittels IMAC
(Kapitel 2.15.2) einen N-terminalen Hiss-tag. Um den Einfluss dieses tags zu untersuchen, wurde
auBerdem die E/LPOR mit einem C-terminalen Hise-tag versehen und ebenfalls mittels SAXS
vermessen. Wie zuvor wurden alle Proteine zunachst heterolog in E. coli produziert und das jeweilige
Protein mittels IMAC (Kapitel2.15.2) und GréRenausschlusschromatographie (Kapitel2.15.4)
gereinigt. Die Konzentrierung der Proteinproben erfolgte wie in Kapitel 2.20.1 beschrieben. Anhand
der Gber das Porod-Volumen und der ab intio-Modelle ermittelten Molekulargewichte (Tabelle 30),
welche mit den Uber die Aminosauresequenz ermittelten theoretischen Werten gut zusammen

passen, kann davon ausgegangen werden, dass es sich in allen Fallen um Monomere handelt.
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Tabelle 30: Durch SAXS bestimmte Molekulargewichte und Streumasseradien der untersuchten LPORs.

Molekulargewicht [Da] Streumasseradius (Rg) [A]
Protein
Porod-Volumen ab initio theoretisch Guinier Crysol
DsLPOR 43.176 39.970 37.265 23,86 21,56
EILPOR 41.264 36.278 37.847 23,39 21,35
EILPOR-cHis 37.705 36.288 36.749 22,38 20,85
TeLPOR 38.664 31.082 38.014 22,99 20,71
Awn, B 100,
°  TeLPOR Daten — Crysol °  DsLPOR Daten = Crysol ° EILPOR-cHis Daten — Crysol
S 100 S 100
°v° nym 1=3.198 00 001]2=2535
00 01 02 03 04 05 00 o1 o2z o3 o4 05 00 o1 02 03 04 05 00 01 02 03 04 05
qld qlA gAY
0,05 - 0,05 - -
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Abbildung 53: Small-angle X-ray scattering (SAXS)-Analyse zweier proteobakterieller und einer cyanobakteriellen LPOR.
Die experimentellen Daten (blauen Kreise) sind im obersten Panel zusammen mit der theoretischen Streukurve (rote Linien),
welche aus dem jeweiligen Homologiemodell mittels CRYSOL berechnet wurde, dargestellt. Im mittleren Panel sind die
dazugehorigen Kratky-Plots und im unteren Panel die jeweiligen ab initio-Modelle, berechnet mittels DAMMIF (blau),
DAMMIN (griin) und GASBOR (grau), tiberlagert mit einem Homologiemodell der jeweiligen LPOR, gezeigt.

Die experimentellen SAXS-Daten, sowie die aus der P(r)-Funktion errechneten DAMMIF, DAMMIN und
GASBORP ab initio-Modelle, sind in Abbildung 53 dargestellt. Im oberen Panel sind die experimentellen
Daten (schwarze Kreise) zusammen mit der theoretischen Streukurve (rote Linien, berechnet mittels
des Programms CRYSOL des ATSA- Pakets [114]) fur die cyanobakterielle TeLPOR (A), sowie fir die
AAPB LPORs DsLPOR (B), E/ILPOR (C) und die E/LPOR mit C-terminalem Hise-tag (D), gezeigt. Die aus den
Homologiemodellen berechneten Streukurven passen mit den x-Werten zwischen 2,5 (E/LPOR-cHis)
und 3,1 (DsLPOR) gut zu den experimentellen Daten. Dabei gilt: je kleiner der x-Wert, desto besser
beschreibt der Fit die experimentellen Daten. Hierbei ist zu beachten, dass fiir alle CRYSOL-Analysen

ein Homologiemodell der jeweiligen Rossmannfaltungsmotiv-Hauptdomane verwendet wurde und
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nicht, wie in Kapitel 3.3.2.1 beschrieben, die entsprechenden C-terminal verlangerten Modelle. Im
mittleren Panel sind die zugehorigen Kratky-Plots und im unteren die jeweiligen ab initio-Modelle
gezeigt. Die Modelle zeigen fir alle Proteine eine Kegelform, welche auf eine kleine und eine grof3e
Unterdomdne schlieBen ldsst. Anhand der SAXS-Daten und den daraus resultierenden ab initio-
Modellen der EILPOR mit C-terminalem Hisg-tag, welche nahezu identisch zu den Modellen des E/LPOR-
Proteins mit N-terminalem Hise-tag sind, konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei der kleinen
Unterdomdne um ein Artefakt des N-terminalen Hise-tags handelt. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei der kleinen Unterdomane um ein reales strukturelles Merkmal der LPOR
handelt. Die in die Modelle integrierten Homologiemodelle zeigen keine Struktur fir die kleine
Unterdomane, jedoch ist zu bedenken, dass fir die Erstellung der Homologiemodelle das publizierte
Homologiemodell der LPOR aus Synechocystis [58] verwendet wurde, welches ca. 30 Aminosauren am
C-terminus nicht abdeckt. Detaillierte Modellierungen zur Struktur dieser Verlangerung wurden in
Kapitel 3.3.2.1 vorgestellt. Basierend auf diesen Daten ist also in allen Fallen davon auszugehen, dass
die C-terminale Verlangerung eine a-helikale Struktur, wie fiir die TeLPOR (Kapitel 3.3.2.1) postuliert,
annimmt. Des Weiteren zeigt sich fir alle untersuchten Proteine eine nahezu gleiche Form. Damit ist
davon auszugehen, dass AAPB LPORs und cyanobakterielle LPORs wie die TeLPOR eine konservierte

Struktur besitzen.

Mittels SAXS konnte nachgewiesen werden, dass die cyanobakterielle TeLPOR und die beiden AAPB
LPORs (E/LPOR und DsLPOR) konservierte globale Strukturen besitzen. Alle weisen in Apoform als
Monomer eine Kegelform auf (siehe auch Kapitel 3.3.2.1), welche sich aus einer kleinen und einer
groRen Unterdoméane zusammensetzt, wobei die grofRere Unterdoméane sehr wahrscheinlich durch die
LPOR-Hauptdomane (mit Rossmann-Faltungsmuster) konstituiert wird. Der Einfluss des Hise-tags auf
die Form konnte fir die E/LPOR, welche sowohl N- als auch C-terimnal getagt untersucht wurde,
ausgeschlossen werden, da beide Varianten die gleiche Form aufwiesen. So kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei der kleinen Unterdoméane um ein reales strukturelles Merkmal der LPOR

handelt, welche bereits in Kapitel 3.3.2.1 diskutiert wurde.

3.3.3 TelLPOR-Apoprotein, der ternare Holoprotein-Komplex und das
photoaktivierte Holoprotein besitzen eine unterschiedliche Dynamik

Das Zusammenspiel von Proteinstruktur und Proteindynamik ist entscheidend fiir die Funktion von
biologischen Makromolekilen. Um eine effiziente Katalyse zu ermoglichen ist ein Gleichgewicht
zwischen Stabilitdt und Flexibilitdt notwendig. Dabei kdnnen verschiedenste Bewegungen auf

unterschiedlichen Zeitskalen (z. B. ps bis s) einen indirekten oder direkten Effekt auf die Katalyse
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haben, darunter z. B. lokale Bewegungen, welche die Substrat- oder Kofaktorbindung [64] durch
Bewegungen im aktiven Zentrum [65] oder in der Kofaktor-Bindetasche [66] beeinflussen. In vielen
Studien, in denen das Zusammenspiel von Proteindynamik und Proteinstruktur untersucht wurde,
wurden Dehydrogenase-Enzyme, wie die Dihydrofolatreduktase (DHFR) [67-70], und andere Enzyme,
welche einen Hydrid- und Protonentransfer katalysieren, untersucht. Innerhalb dieser Enzymklasse
stellen die LPORs ein interessantes Modellsystem dar, da der terndre LPOR/Kofaktor/Substrat-
Komplex im Dunkeln hergestellt und die Katalyse durch einen kurzen Lichtimpuls initiiert werden kann
[18, 41, 43]. Dieser Vorteil erlaubt einen detaillierten Einblick in die frihen bzw. schnellen, durch das
Licht induzierten Schritte des Substratumsatzes [50, 54, 55, 71] und lieferte kiirzlich das erste Beispiel
fiir einen schrittweise Hydridtransfer in einem biologischen System [46] (Kapitel 1.3.2.2 und 3.1.5). Fiir
die TeLPOR wurde von Sytina et al. gezeigt, dass eine Photoaktivierung, d.h. eine kurze Vorbelichtung
mit Licht ohne signifikanten Substratumsatz, die Katalyse-Effizienz steigert [50]. Mechanistisch wurde
hierbei ein Zwei-Photonen-Prozess vorgeschlagen, wobei das erste Photon das Enzym ,anschaltet”
(Photoaktivierung) und das zweite Photon die Katalyse induziert. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass eine kurze Belichtung des Enzymsubstratkomplexes zu einer Konformationsanderung in der
Sekundarstruktur des Enzyms fihrt [50]. Die Art dieser Konformationsinderung und die
Konformationsibergange aufgrund der Kofaktor- und Substratbindung sind weitgehend unbekannt,
was u. a. auf eine fehlende Kristallstruktur zuriickzufiihren ist. Aufgrund des dhnlichen katalytischen
Mechanismus von DHFRs und LPORs ist es denkbar, dass auch in LPORs die Proteindynamik eine
wichtige Rolle sowohl bei der Bildung des Enzym/Kofaktor/Substrat-Komplexes als auch bei der
Katalyse spielt. Neben kernspinresonanzspektroskopischen (nuclear magnet resonance, NMR)
Techniken [182-184] ist insbesondere die inkohdrente quasielastische Neutronenspektroskopie
(quasielastic incoherent neutron spectroscopy, QENS) ein hervorragend geeignetes Verfahren um die
lokale Dynamik biologischer Makromolekiile auf Pikosekunden- bis Nanosekunden-Zeitskalen im
A-Langenbereich zu untersuchen [185]. QENS ist aufgrund des groRen inkoharenten Streuquerschnitts
von H im Vergleich zu allen anderen chemischen Elementen, die in biologischen Makromolekiilen
einschlieBlich *H vorkommen, iiberwiegend empfindlich gegeniiber Protonenbewegungen. Dabei
ermoglicht QENS die Untersuchung der globalen internen Dynamik eines Proteins, da
Wasserstoffatome homogen in Proteinen verteilt sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die
Proteindynamik des TelLPOR-Apoproteins, des ternaren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-
Komplexes und des oben erwdhnten photoaktivierten Holoprotein-Komplexes mittels QENS

untersucht.
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Die Herstellung der TeLPOR-Apo- und -Holoproteinprobe erfolgte wie in Kapitel 2.22 beschrieben. Zur
Uberpriifung der TelLPOR-Holoproteinprobe auf lichtabhingige  Aktivitit wurde ein
Belichtungsexperiment durchgefiihrt. Hierfir wurden 2 ul der rehydrierten Holoproteinprobe in
Lagerpuffer (Kapitel 2.15.2) gel6st und mit 70 mM DTT und 0,03 % (v/v) Triton X-100 versetzt. An
einem Spektralphotometer (Cary 60, Agilent Technologies, Ratingen, Deutschland) wurde zunachst ein
Absorptionsspektrum von 400 nm bis 720 nm gemessen. Im Anschluss wurde die rekonstruierte Probe
fir sechs Sekunden mit Blaulicht belichtet und erneut ein Absorptionsspektrum aufgenommen
(Abbildung 54 A). Wahrend die Absorption bei ca. 630 nm (Pchlid Q,-Bande) bei Belichtung abnimmt,
kommt es gleichzeitig zur Ausbildung eines neuen Maximums bei etwa 675 nm, was der Q,-Bande des
Chlid-Produkts entspricht. Somit konnte also eindeutig eine lichtabhangige Aktivitat der mit NADPH
und Pchlid rekonstruierten TeLPOR-QENS-Probe nachgewiesen werden. AuRerdem wurde ein
Experiment von Sytina et al. [50] reproduziert, wodurch getestet werden sollte, ob eine minimale
Vorbelichtung, welche zu keinem signifikanten Pchlid-Umsatz fiihrt, in einer hoheren LPOR-Aktivitat
im Vergleich zu einer Probe ohne Vorbelichtung resultiert. Dabei wurden die Proben dquivalent zu
Sytina et al. [50] mit einer 40 W Glihbirne in einem Abstand von 50 cm fiir 30 s vorbelichtet. Aus dieser
Vorbelichtung ergab sich eine geringe Menge des Reaktionsprodukts Chlid (Abbildung 55, blaue Linie).
In Abbildung 54 B ist die Chlid-Bildung in Abhangigkeit von der Belichtungszeit mit (rote Linie) und ohne
(schwarze Linie) vorheriger Belichtung gezeigt. Dabei ist deutlich zu sehen, dass aus der vorherigen
Belichtung ein schnellerer Anstieg der Absorption bei 672 nm resultiert. Aus den beiden Geraden
ergeben sich spezifische Aktivitdten von 0,87 + 0,04 U/mg (vorbelichtete Probe) und 0,78 + 0,01 U/mg
(Probe ohne vorherige Belichtung), was einer Erhéhung der spezifischen Aktivitat von 11 % durch eine
vorherige Belichtung entspricht. Desweiteren wurden der Zerfall dieses photoaktivierten Zustandes
sowie die Stabilitdt des Apo- und Holoproteins bei 25 °C liber einen langeren Zeitraum untersucht, um
eine Stabilitat der Probe wahrend der QENS-Messung sicherzustellen. In Abbildung 54 C sind diese
Messungen dargestellt. Fir die Messung des Zerfalls des photoaktivierten Zustandes wurde ein Assay
wie in Kapitel 2.17 beschrieben angesetzt und wie zuvor beschrieben vorbelichtet. Nach der
Vorbelichtung wurde die Probe aliquotiert und fir unterschiedlich lange Zeitrdume bei
Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Um Verdunstungseffekte zu minimieren, wurden die Kiivetten
zuvor moglichst luftdicht verschlossen. Nach definierten Zeitintervallen wurden Aktivitdtsmessungen
(Kapitel 2.17) der Aliquots bei 6-sekiindigen Blaulicht-Belichtungsintervallen durchgefiihrt. Wie in
Abbildung 54 C (unteres Bild, blaue Punkte) zu sehen, nimmt die Chlorophyllid-Produktion mit
Zuhnahme der Lagerungszeit ab. Uber eine einfach-exponentielle Funktion konnte die Lebenszeit des
photoaktivierten Zustandes auf t.« = 159 Stunden abgeschatzt werden. Als einen Beweis der TeLPOR-
Stabilitat Gber die Dauer der QENS-Messung und als Beweis, dass die Abnahme des photoaktivierten

Zustandes kein TeLPOR-Aktivitatsverlust-Effekt ist, wurde die Temperaturstabilitat mittels Differential-
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Scanning-Fluorimetrie (Tstab, Kapitel 2.18) bei 25 °C gemessen (Abbildung 54 C, oberes Bild). Sowohl das
TeLPOR-Apo- als auch das Holoprotein zeigen keine Entfaltung und sind damit Gber ein Messintervall
von 30 Stunden als stabil anzusehen. Des Weiteren wurden Uber einen Zeitraum von 60 Stunden
Aktivitatsmessungen ohne vorherige Belichtung durchgefiihrt, um die Stabilitdit bzw. den
Aktivitatsverlust der TeLPOR in Assay-Losung zu untersuchen (Abbildung54 C unteres Bild, rote
Punkte). Wahrend der ersten 30 Stunden ist kein signifikanter Abfall der TelLPOR-Aktivitdt zu
verzeichnen, wohingegen nach dieser Zeit ein Aktivitatsverlust von ca. 10 % bis 15 % eintritt. Mittels
dieser Untersuchungen konnte einerseits gezeigt werden, dass die Vorbelichtung des TelLPOR-
Holoproteins zu einem photoaktivierten Zustand fiihrt, dessen Population im Dunkeln Uber die Zeit
abnimmt. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass sowohl das Apo- als auch das Holoprotein
Uber einen Zeitraum von 30 Stunden stabil ist und so eine QENS-Messung, welche 12 bis 24 Stunden

je Probe dauert, moglich ist.
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Abbildung 54: Messungen zur TeLPOR-Aktivitdt, -Photoaktivierung und -Stabilitdt. (A) Lichtabhangige Aktivitat der TeLPOR-
Holoproteinprobe fir die QENS-Messung. Hierflir wurden 2 ul der rehydrierten TeLPOR-Holoproteinprobe in Assaypuffer
(Kapitel 2.17) geldst und eine Aktivitatsmessung durchgefiihrt (Kapitel 2.17). Gezeigt ist das Absorptionsspektrum ohne
vorherige Belichtung (schwarz) und nach 6-sekiindiger Belichtung mit Blaulicht (blau). Der Pfeil zeigt die Bildung von
Chlorophyllid. (B) Messung zur Photoaktivierung. Die Aktivitdtsmessung erfolgte wie in Kapitel 2.17 beschrieben, jedoch unter
1-sekiindiger Belichtung. Nach der Herstellung des Mastermixes wurde dieser geteilt. Die eine Hélfte wurde, wie von Sytina
et al. [50] beschrieben, fir 30 Sekunden aus einem Abstand von 50 cm, unter Verwendung einer 40 W Gliihbirne, belichtet.
Im Anschluss daran wurden Aktivitatsmessungen fiir die vorbelichteten (rote Linie) und nicht belichteten (schwarze Linie)
Proben durchgefiihrt. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung einer unabhangigen Dreifachbestimmung. (C)
TeLPOR-Stabilitat und Zerfall des photoaktivierten Zustandes. Die Temperaturstabilitdt des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins
wurde fiir rund 30 Stunden bei 25 °Can dem Prometheus NT.Plex der Firma NanoTemper (Miinchen, Deutschland) untersucht
(oberes Bild) (Kapitel 2.18). Des Weiteren wurde die Langzeitstabilitat (60 Stunden) der TeLPOR im Assay (Kapitel 2.17) bei
Raumtemperatur untersucht. Hierfiir wurde der Assay angesetzt und aliquotiert. Zur Vermeidung von Verdunstungseffekten
wurden die Kivetten moglichst luftdicht verschlossen und im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert. Die lichtabhangige
Aktivitat wurde nach definierten Zeitintervallen bestimmt (rote Punkte). Zur Bestimmung des Zerfalls des photoaktivierten
Zustandes wurde diese Messung wiederholt. Dabei wurde der Assay vor dem Aliquotieren wie zuvor beschrieben vorbelichtet
(blaue Punkte). Die blaue Linie zeigt eine einfach-exponentielle Funktion. Beide Messungen wurden normalisiert auf die
Aktivitat zum Zeitpunkt t = 0 dargestellt.
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Nachdem die Stabilitdt und Funktionalitdt des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins nachgewiesen wurde,
mussten nun die Vorbelichtungsbedingungen zur Photoaktivierung in FlUssig-Proben [50] an die
partiell hydrierten Proben der QENS-Messung, welche eine hohe Viskositdat und optische Dichte
aufweisen, angepasst werden. Hierfiir wurden 2 pl der rehydrierten Holoproteinprobe (Kapitel 2.22)
bei variabler Belichtungszeit aus einem Abstand von 50 cm mit einer 40 W Gliihbirne vorbelichtet und
dann in Assaypuffer unter Zusatz von 70 mM DTT, 0,03 % Triton X-100 und 160 uM NADPH
(Kapitel 2.17) gel6st. Wie in Abbildung 55 zu sehen, erhalt man fir die rehydrierte QENS-Probe bei
einer Belichtungszeit von 5 Minuten eine zur 30-sekiindigen Belichtung in fliissiger Form vergleichbare

Menge Chlorophyllid.

1004 T T T T =
— unbelichtet
— rehydrierte TeLPOR

TeLPOR in Losung

c ! ! ! !
620 640 660 680 700 720

Wellenlange [nm]
Abbildung 55: Anpassung der Belichtungszeit zur Photoaktivierung der rehydrierten TeLPOR-Holoproteinprobe. 2 ul der
rehydrierten Holoproteinprobe (Kapitel 2.22) wurden &quivalent zu Sytina etal. [50] (50cm, 40W) bei variabler
Belichtungszeit vorbelichtet und in einem Assay (Kapitel2.17) gelost. Dargestellt sind hier zum einen ein
Absorptionsspektrum der rehydrierten Probe ohne vorherige Belichtung (schwarz), nach 5-minutiger Vorbelichtung (rot) und
als Referenz das Absorptionsspektrum der TeLPOR als Fliissig-Probe nach 30-sekiindiger Vorbelichtung.
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N
o

Nachdem die Stabilitdt und Funktionalitdt des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins gezeigt und die
Belichtungsbedingungen fir die Photoaktivierung des TeLPOR-Holoproteins auf die viskose, optisch
dichte, QENS-Probe angepasst werden konnten, wurden QENS-Messungen durchgefiihrt
(Kapitel 2.22). Diese wurden von Dr. Andreas Stadler und Dr. Michaela Zamponi am Heinz Maier-
Leibnitz Zentrum (MLZ) in Garching vorgenommen. Hierbei wurde die TeLPOR-Apoproteinprobe sowie
die TeLPOR-Holoproteinprobe sowohl dunkel als auch photoaktiviert hinsichtlich ihrer molekularen
Dynamik untersucht. Die Messung der Apo- und Holoproteinprobe (dunkel) erfolgte (iber einen
Zeitraum von 24 Stunden. Um einen signifikanten Zerfall des photoaktivierten Zustandes wahrend der
Messzeit ausschliefen zu kénnen und dennoch geniligend Daten fiir eine ausreichende Statistik zu
sammeln, wurde die photoaktivierte Holoproteinprobe lediglich fiir 12 Stunden vermessen. Unter der
Annahme eines einzelnen exponentiellen Zerfalls des photoaktivierten Zustandes, welcher mit einer
Lebensdauer von Ta = 159 Stunden auftritt, sollten sich etwa 93 % der Molekiile nach 12 Stunden
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Messzeit immer noch im photoaktivierten Zustand befinden. In Abbildung 56 A ist ein typisches QENS-
Spektrum des TeLPOR-Apoproteins beim groRten Streuvektor (g =1,76 A?) dargestellt. Vereinfacht
zusammengefasst werden die experimentellen Daten an eine Funktion, bestehend aus der Summe von
zwei Lorentz-Funktionen Ls(g,w) und Le«(qg,w), angepasst, welche als Parameter die Halbwertsbreiten
bei halbmaximaler Héhe ' und I, und als bekannte Groflen den Streuvektor g und die Energie der
Neutronenstrahlung (hw; h: Planckkonstante, w: Frequenz der Strahlung) enthalten. I'c und I kénnen
so aus den experimentellen Daten ermittelt werden und geben die Dynamik und Diffusion des Proteins
wieder. Die in Abbildung 56 C und D gezeigten, aus den Messdaten ermittelten, I'c und I, zeigen die
globale Proteindiffusion und die interne, lokale Dynamik der unterschiedlichen Proben. Die effektiven
Diffusionskoeffizienten (globale Proteindiffusion, Rotations- und Translationsdiffusion) wurden gemaf
ls(q) = Derr- q> berechnet. Die beobachteten Werte fiir ¢ liegen nahe am oder unter der
Energieauflésung des Spektrometers, welche bei 0,3 peV liegt. Jedoch folgen die Werte, wenn gegen
q?> geplottet, dem erwarteten linearen Verlauf, welches auf globale Proteindiffusion hinweist
(Abbildung 56 C). Die erhaltenen D.sWerte sind in Tabelle 31 zusammengefasst. Die Tatsache, dass
eine globale Proteindiffusion unter diesen viskosen Bedingungen beobachtet werden kann, zeigt, dass
die Proteine ausreichend hydratisiert sind und die interne Proteindynamik aufgrund mangelnden

Hydrationswassers nicht unterdrickt wird.

Quantitative Informationen (ber interne Diffusionsbewegungen kénnen aus dem erhaltenen T,
(Abbildung 56 D) extrahiert werden. I in Abhingigkeit von g2 zeigt diffusive interne Proteinbewegung,
welche mit einer einfachen analytischen Modellfunktion interpretiert werden kann. Die
Sprungdiffusionsbewegung wurde gemiR T[=(Dint-9%)/(1+Dine-q?-T), mit dem effektiven
Diffusionskoeffizienten der internen Dynamik Dinx und der Verweilzeit T zwischen den Spriingen,
interpretiert. Die daraus resultierenden Werte fiir Dint und T sind der Tabelle 31 zu entnehmen. Im
kleinen g*Bereich sind diffusive Bewegungen von H-Atomen, welche an Aminosiuren oder an das
Proteinriickgrat gebunden sind, sichtbar und T, folgt der Abhingigkeit '=Dint-g*> mit dem
durchschnittlichen Diffusionskoeffizienten Di... Bei gréReren g?-Werten wird die Granularitit der
Bewegung im Protein sichtbar. Lokale Spriinge von Aminosauren oder der Rickgratkette zwischen
leicht unterschiedlichen strukturellen Orientierungen fihren zu einem Plateau, das bei hohen
g%-Werten zu erkennen ist. Auf molekularer Ebene kann dieses Verhalten so interpretiert werden, dass
ein Protein nicht in einer festen Konfiguration existiert, sondern zwischen und innerhalb leicht
unterschiedlicher Strukturzustande fluktuiert. Diese Zustande wurden von Frauenfelder et al. [186] als
konformationelle Unterzustande (englisch: conformational substrates) bezeichnet.
Diffusionsbewegungen wirden dabei den Bewegungen innerhalb eines dieser konformativen
Unterzustande entsprechen. Nach einer gewissen Zeit nimmt das Protein somit einen etwas anderen

konformationellen Unterzustand an. Die durchschnittliche Zeit in der ein H-Atom in einem
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Konformationszustand verweilt, spiegelt sich dabei in der Verweilzeit T wider, welche das Plateau in

der hohen g?-Grenze verursacht (I, = 1/1).

Informationen Uber die Amplitude der internen Proteindynamik sind in den experimentell bestimmten
elastischen inkohdrenten Strukturfaktoren (EISF), welche in der Abbildung 56 C als Ao(q) abgekirzt
sind, enthalten. Die mittlere quadratische Abweichung (mean square displacement (MSD), <x*>), als
MaR fiir die Flexibilitat des Systems, wurde aus den EISF nach <x?> = (-A InAo(q)) / g? berechnet [187,
188], wobei A ein Faktor ist um den fehlenden y-Achsenabschnitt der Daten bei null zu bericksichtigen.

Die berechneten MSD-Werte sind Tabelle 31 zu entnehmen.

>
@)

0,1E T T T T T T T T T ™3 0,5 T T T T T T
F ] ® Holoprotein 1
— r 0,4~ m Holoprotein (photoaktiviert) -
2 0,01 = ¢ Apoprotein _
— E E S’ 03 .
= . 1 ®
S [ 1 3
o 0,001 o 0,2 -
c [ |
3
c 0,1 .
0,0001 : 1
30 -20 10 0 10 20 30 00 1 2 3
5 hw [peV] D q? [A?]
T T r T T T r T T T T T
i @ Holoprotein B 8 N
i m Holoprotein (photoaktiviert) | r 1
0,2 & Apoprotein - 61— . -
)
G s *
- _ o | 1
< = a4 - s ®
£ 1 o ]
i 2 —
1 ] A 1 A 1
0 1 2 3 00 1 2 3
2 -2 2 -2
q? [A7] q? [A7]

Abbildung 56: TeLPOR-Apo- und -Holoprotein-Daten der QENS-Messung. (A) Gemessenes QENS-Spektrum am Streuvektor
von q=1,76 A1 des TeLPOR-Apoproteins. Die schwarzen Punkte zeigen die experimentellen Daten. Die rote Linie zeigt die
Gesamtanpassung, welche die interne Proteinbewegung (blaue Linie) und die globale Proteindiffusion (griine Linie)
beinhaltet. Die instrumentelle Auflésungsfunktion ist durch die braunen Linien gegeben. (B) Elastischer inkohdrenter
Strukturfaktor (EISF) des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins sowie der photoaktivierten Holoproteinprobe. Die Daten wurden
an eine lineare Regression angepasst. (C) Linienbreite der begrenzten Lorentz-Funktion, welche die globale Proteindiffusion
beschreibt. Die Daten wurden an eine lineare Regression angepasst, um die globalen Proteindiffusionskoeffizienten zu
extrahieren. (D) Linienbreite, welche die interne diffusive Proteindynamik beschreibt. Die Anpassung der Daten erfolgte
mittels des im Text beschriebenen Sprungdiffusionsmodells.
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Tabelle 31: Mittels QENS ermittelte dynamische Parameter der verschiedenen TeLPOR-Proteinproben.

Probe Des [A%/ns] MSD [A?] Dint [A%/ns] T [ps]
TeLPOR-Apoprotein 0,081 £ 0,003 0,85+ 0,04 13,2+0,8 130,7 £ 3,7
TeLPOR-Holoprotein | |5, 503 0,62 0,02 48,3 +2,4 85,0+1,3

(dunkel)
TeLPOR-Holoprotein | 1, , 0004 | 0,51+0,02 33,942,0 86,1+2,2
(photoaktiviert)

Die experimentellen QENS-Daten zeigen deutliche Unterschiede in der internen Dynamik zwischen
dem TeLPOR-Apo- und -Holoprotein. Das Apoprotein weist im Vergleich zum Holoprotein eine groRRere
innere Flexibilitat auf, dies ist anhand des groReren MSD-Werts zu erkennen. Andererseits ist die
beobachtete Diffusionsfahigkeit im Apoprotein reduziert und die Verweildauer zwischen lokalen
Spriingen im Vergleich zum Holoprotein erhdht. Der interne Diffusionskoeffizient (Dint), sowie die
Verweildauer (t) sind Indikatoren filir energetische Barrieren zwischen leicht unterschiedlichen
Konformationszustanden, wahrend die MSD-Werte den zugadnglichen Konformationsraum des
Proteins widerspiegeln. Die Pchlid- und NADPH-Bindung im Holoprotein scheint somit zu einer
steiferen Proteinkonformation zu fiihren, welche einen eingeschrdankteren Konformationsraum im
Vergleich zum Apoprotein zeigt. Gleichzeitig sind fir das Holoprotein ein schnellerer interner
Diffusionskoeffizient und eine kiirzere Verweilzeit im Vergleich zum Apoprotein zu beobachten. Daraus
lasst sich schlief3en, dass die Bindung von NADPH und Pchlid die energetischen Barrieren zwischen den
konformationellen Unterzustanden nicht signifikant verandert. Stattdessen scheint die Bindung die
Amplituden der Bewegungen aufgrund von strukturellen Einschrankungen zu beschranken. Als Folge
sind nur lokale Ubergdnge zwischen Strukturzustinden méoglich, welche nicht durch groRe
energetische Barrieren getrennt sind, was effektiv zu einer Erhohung des internen
Diffusionskoeffizienten und einer Verringerung der Verweilzeit fiihrt. Eine dhnliche Beobachtung
wurde kirzlich fur die innere Dynamik von gefaltetem und ungefaltetem Rinderserumalbumin (BSA)
gemacht [189]. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Bewegungsamplitude im gefalteten BSA im
Vergleich zum ungefalteten reduziert ist, dass aber die interne Diffusion im gefalteten BSA signifikant

schneller ist.

Werden nun das photoaktivierte Holoprotein mit dem unbelichteten Holoprotein verglichen, so fallen
die Unterschiede in der internen Proteindynamik subtiler aus. Die Amplitude der Bewegung im
photoaktivierten Holoprotein ist im Vergleich zum unbelichteten reduziert. Gleichzeitig wird der
interne Diffusionskoeffizient ebenfalls reduziert, wahrend die Verweildauer mit dem unbelichteten
Holoprotein vergleichbar ist. Zusammen mit dem niedrigen MSD-Wert misste hier ein anderer
dynamischer Mechanismus als Erklarung in Betracht gezogen werden. Hierbei konnte die

Photoaktivierung den zugdnglichen Konformationsraum beschranken und gleichzeitig die interne
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Bewegung verlangsamt werden. Die Ergebnisse konnen daher als steifere Konformation des
photoaktivierten Holoproteins im Vergleich zum unbelichteten Holoprotein interpretiert werden.
Diese ,Versteifung” konnte hierbei die beobachtete Erhohung der katalytischen Leistung

(lichtabhangiger Pchlid-Umsatz; Abbildung 54 B) bedingen.

Die beobachteten Unterschiede in der Proteindynamik des TeLPOR-Apoproteins im Vergleich zum
terndren  TeLPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplex kénnten sich in unterschiedlichen
Temperaturstabilitditen und einem unterschiedlichen temperaturabhangigen Entfaltungsverhalten
duRern. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde die Temperaturstabilitidt und der Schmelzpunkt des
Apo- und Holoproteins mittels DSF (siehe Kapitel 2.18,2.18.1, 3.2.4.2 und 3.2.4.3) bestimmt. Apo- und
Holoproteinproben wurden wie in Kapitel 2.18 und 2.18.1 beschrieben vorbereitet, wobei darauf

geachtet wurde, dass die Methanolkonzentration bei allen Proben gleich war.
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Abbildung 57: Temperaturstabilititsmessung des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins im Vergleich. (A) Schmelzkurven des
TeLPOR-Apo- (blau) und -Holoproteins (rot) und (B) die dazugehorige erste Ableitung. (A-B) Die Linien zeigen die resultierende
Schmelztemperatur (Apoprotein: Tr: 70,4 £ 0,1 °C, Holoprotein: T,: 69,7 £ 0,1 °C) an. (C) Ebenso wurde die Thermostabilitat
bei 50 °C fur das TeLPOR-Apo- (blau) und -Holoprotein (rot) gemessen. Die griinen Linien zeigen eine einfach-exponentielle
Anpassung der Daten, woraus sich eine Halbwertszeit von 95,2 +9,1 min (Apoprotein) und 67,0 £ 3,4 min (Holoprotein)
ergibt. Die Standardabweichung ergibt sich aus einer (A-B) 3-fach- oder (C) 4-fach-Bestimmung.
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In Abbildung 57 sind die Daten dieser Untersuchungen gezeigt. Die Schmelzkurven (Abbildung 57 A)
zeigen flr das Holoprotein eine um 0,7 °C reduzierte Schmelztemperatur im Vergleich zum Apoprotein
(70,4 °C £ 0,1 °C). Des Weiteren denaturiert das Holoprotein bei 50 °C schneller als das Apoprotein. Die
Halbwertszeiten liegen bei 95,2 £ 9,1 Minuten fiir das Apoprotein und bei 67,0 + 3,4 Minuten fir das
Holoprotein. Die Beobachtung, dass das flexiblere Apoprotein einen etwas héheren Schmelzpunkt
sowie eine erhdhte Temperaturstabilitat besitzt, erscheint auf den ersten Blick nicht intuitiv erfassbar.
Diese anscheinende Diskrepanz kann jedoch wie folgt in Einklang gebracht werden. Die
Thermostabilitdt eines Proteins wird durch die Differenz der freien Energie AG zwischen dem
ungefalteten und dem gefalteten Zustand bestimmt, wobei AG entsprechend der Formel
AG = AH - TAS, einen enthalpischen (AH) sowie einen entropischen (TAS) Beitrag besitzt. Wie mittels
DSF gezeigt, ist das Apoprotein thermisch stabiler als das Holoprotein. Dies zeigt, dass der enthalpische
Beitrag, bedingt durch die Wechselwirkungen des Proteins mit dem gebundenen Substrat Pchlid und
dem NADPH-Kofaktor im terndren Holoprotein-Komplex, keine wesentliche Rolle fiir die thermische
Stabilitat spielt. Wie mittels QENS-Experimenten nachgewiesen, ist das Apoprotein flexibler als das
Holoprotein. Die erhohte Flexibilitat des Apoproteins flihrt somit zu einer entropischen Stabilisierung
im Vergleich zum Holoprotein. Diese Interpretation stimmt mit der mittels QENS beobachteten
Veranderung der molekularen Diffusionsfahigkeit des Proteins bei NADPH/Pchlid-Bindung liberein. Die
Bildung des terndren LPOR/NADPH/Pchlid-Holoprotein-Komplexes verandert die energetischen
Barrieren der molekularen Bewegungen im Protein nicht signifikant. Daher findet im Holoprotein keine

enthalpische thermische Stabilisierung statt.

Um ein atomistisches Verstandnis der Ergebnisse der QENS-Messungen zu erhalten, wurden
Molekulardynamik (MD)-Simulationen von Dr.Samira Gholami, Prof. Dr. Marco Garavelli (beide
Dipartimento di Chimica Industriale, Universita degli Studi die Bolohna, Italien) und
Dr. Mehdi D. Davari (Lehrstuhl fir Biotechnologie, RWTH Aachen) durchgefiihrt (Abbildung 59).
Aufgrund der fehlenden Kristallstruktur von LPOR-Enzymen, wurde ein kirzlich erstelltes
Homologiemodell der TeLPOR [190] als Ausgangsmodell fiir die MD-Simulationen verwendet. Fiir das
TeLPOR-Aporotein, sowie fiir den terndren TeLPOR/NADPH/Pchlid-Komplex, wurden drei unabhingige
20 ns MD-Simulationen durchgefiihrt. Diese drei unabhangigen Simulationen konvergieren nach etwa
5 bis 10 ns, wobei nach dieser Zeit konstante Ca-RMSD-Werte (root mean square displacement,
berechnet fiir alle Ca-Atome des Proteins) von ca. 6 A fiir das TeLPOR-Apoprotein und ca. 3 A fiir den

terndren Holoprotein-Komplex, zu beobachten waren (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Zeitliche Ca-RMSD Entwicklung. Die Berechnung erfolgte Uber die Trajektorien von drei unabhangigen
Molekulardynamik (MD)-Simulationen des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins im Bezug zur Ausgangsstruktur, wobei nur die
Ca-Atome des Proteinriickgrats in die Berechnung einbezogen wurden.

Stellvertretend fiir die mittels QENS ermittelte Proteindynamik, wurden fir alle Aminosauren der
TeLPOR RMSF-Werte (root mean square fluctuation, berechnet fir alle nicht austauschbaren
Wasserstoffatome) Gber ein Zeitfenster von 1 ns bestimmt (Abbildung 59 A). Hierbei waren fiir das
TeLPOR-Apoprotein global erhohte RMSF-Werte im Vergleich zum Holoprotein (Abbildung 59 B) zu
beobachten. Die erhohten RMSF-Werte weisen dabei auf eine hdhere Flexibilitat des Apoproteins
wahrend der MD-Simulation hin, was die zuvor dargestellten Ergebnisse der QENS-Messung bestatigt,
in der eine erhdhte innere Flexibilitdt des Apoproteins beobachtet wurde. Die groften RMSF-
Unterschiede zwischen dem TeLPOR-Apo- und -Holoprotein wurden fiir den N-terminalen Bi-aa-loop
und die C-terminale Substratbindedomane beobachtet, welche an der NADPH-Bindung (GxxxGxG-
Motiv), respektive der Pchlid-Bindung, beteiligt sind [56] (Abbildung 59 C). Beide Strukturregionen
weisen flir das Apoprotein eine erhdhte Flexibilitdt auf. Fir die DHFR aus E. coli wurde fiir die dem
Bi-aa-loop entsprechende Region (Met20-/oop in DHFR) gezeigt, dass deren Dynamik direkt mit der
Enzymkatalyse verbunden ist [191]. Abgesehen von diesen beiden Regionen bleibt die restliche
Struktur in den MD-Simulationen verhaltnismaRig starr, bzw. unterscheidet sich deren Flexibilitat nicht

zwischen den Apo- und Holoprotein-Simulationen (Abbildung 59 C).
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Abbildung 59: MD-Simulation des TeLPOR-Apo- und -Holoproteins. (A) RMSF (root mean square fluctuation) der
Aminosauren des TeLPOR-Proteins. Die Werte wurden aus drei unabhdngigen MD-Simulationen des TeLPOR-Apoproteins
(blau) und des TeLPOR-Holoproteins (rot) bestimmt. (B) ARMSF-Plot, in welchem eine erhdhte (positive Werte, blau) und eine
verringerte (negative Werte, rot) Flexibilitdit des TeLPOR-Apoproteins im Vergleich zum TeLPOR-Holoprotein angezeigt
werden. Die Berechnung von ARMSF erfolgte gemaR ARMSF = RMSFapo - RMSFhoio. (C) Struktur des terndren TeLPOR-
Holoprotein-Komplexes in Cartoon-Darstellung. NADPH und Pchlid sind als Kugel- und Stabmodell dargestellt. Die
Kohlenstoffatome sind in griin (NADPH) oder gelb (Pchlid), die Stickstoff-, Sauerstoff-, und Phosphoratome sind in blau, rot
und orange dargestellt. Die TeLPOR-Struktur wurde gemaR den ARMSF-Werten in blau Uber weiR bis rot geférbt. (D)
Darstellung der RMSF-Werte fiir ausgewahlte, funktionell wichtige, Sequenzmotive des TelLPOR-Apo- (blau) und -
Holoproteins (rot). Zu diesen Sequenzmotiven zahlen z. B. das NADPH-Bindemotiv und die Pchlid-Substratbindedomane, wie
sie bereits in A-D hervorgehoben sind. In der Nahansicht der Pchlid- (E) und NADPH-Bindestelle (F) sind ausgewahlte Reste,
welche an der Pchlid- und NADPH-Bindung beteiligt sind, als Stabmodelle dargestellt. Die Kohlenstoffatome sind
korrespondierend zu den RMSF-Werten gefarbt. Stickstoff-, Sauerstoff-, und Phosphoratome sind wie in (C) gefarbt.

Ein detaillierter RMSF-Vergleich fiir wichtige ausgewahlte Sequenzmotive, wie der NADPH- und Pchlid-
Bindestelle, sowie AS, welche wahrscheinlich Teil des katalytischen Mechanismus sind, ist in

Abbildung 59 D-F dargestellt. Interessanterweise zeigen die beiden wichtigsten Aminosauren (Y193
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und K197, TeLPOR) des katalytischen Motivs (YxxxK-Motiv) [59], sowie die meisten Aminosduren des
zusatzlichen loops, welcher LPORs von anderen SDRs unterscheidet und in dem hier verwendeten
Homologiemodell einen Teil der Pchlid-Bindestelle darstellt, sowohl im TeLPOR-Apoprotein als auch
im terndren Holoprotein-Komplex eine ahnliche Flexibilitdt (Abbildung 59 D-F). Zusammenfassend
konnte somit anhand von MD-Simulationen gezeigt werden, dass die durch QENS-Messungen
beobachtete Flexibilitdit des Apoproteins aus strukturellen Fluktuationen der Aminosduren der
NADPH- und Pchlid-Bindestelle des TelLPOR-Proteins resultiert. Daher ist es naheliegend zu
spekulieren, dass im photoaktivierten Zustand, welcher in den QENS-Messungen eine reduzierte
interne Bewegung im Vergleich zum nicht-photoaktivierten Holoprotein aufweist, weitere geringfligige
Konformationsanderungen innerhalb der NADPH- und Pchlid-Bindestelle auftreten, welche die

Geometrie des aktiven Zentrums optimieren und somit einen erhdhten Pchlid-Umsatz ermdglichen.

(Mittels QENS konnte gezeigt werden, dass das TeLPOR-Apoprotein so wie das unbelichtete und |
photoaktivierte TeLPOR-Holoprotein Unterschiede in der internen Proteindynamik zeigen. Hierbei
besitzt das Apoprotein die grote interne Proteindynamik. Die Bindung von NADPH und Pchlid scheint
die Amplitude der Bewegungen aufgrund von strukturellen Einschrankungen zu reduzieren. Durch die
Photoaktivierung kommt es zu einer weiteren , Versteifung” des Proteins, was sehr wahrscheinlich die
erhohte katalytische Leistung nach der Photoaktivierung erklart. Temperaturstabilitats-
untersuchungen und MD-Simulationen untermauern diese Beobachtungen. Die hier erstmals fir
LPORs beschriebenen proteindynamischen Untersuchungen zeigen, dass bei LPORs, wie bei den
verwandten Dihydrofolatreduktasen, die ps- bis ns-dynamische Prozesse eine wichtige Rolle bei der
Bildung des terndren Enzym/Kofaktor/Substrat-Komplexes spielen. AuBerdem konnte durch

Untersuchungen des photoaktivierten Holoproteins ein Zusammenhang zwischen Proteindynamik und

LKatalyse nachgewiesen werden.
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4 AUSBLICK

In weiterfihrenden Arbeiten kdnnte zunachst eine Suche nach weiteren neuen putativen AAPB LPORs
zur Erweiterung des Stammbaumes durchgefiihrt werden. Diese Untersuchungen kénnen helfen den
evolutionaren Ursprung von LPORs besser nachzuvollziehen, insbesondere wenn weitere LPORs in (3-
Proteobakterien oder anderen aerob anoxygenen phototrophen Bakteriengattungen nachgewiesen
werden koénnten. Des Weiteren konnte fir die in dieser Arbeit identifizierten aber zurzeit noch
putativen AAPB LPORs eine LPOR-Aktivitat nachgewiesen und in weiterfiihrenden Arbeiten eine
biochemische Charakterisierung durchgefiihrt werden. Zusatzlich zu den bereits untersuchten a-
proteobakteriellen LPORs wére die Untersuchung der hier identifizierten putativen LPOR des B-
Proteobakteriums Polynucleobacter sp. MWH-Feld-100 ein sehr interessanter Ansatz. Durch die
Untersuchung weiterer cyanobakterieller und pflanzlicher LPORs kdnnten aulSerdem die Unterschiede
zwischen den AAPB LPORs und cyanobakteriellen und pflanzlichen LPORs besser untersucht und

validiert werden.

Unter Verwendung einer anderen LPOR, als der recht instabilen DsLPOR, kénnte mittels transienter
Absorption (TA) der Mechanismus der AAPB LPORs untersucht werden und so der Nachweis
konservierter Reaktionsmechanismen eindeutiger gefiihrt werden. Fiir diese Untersuchung bietet sich
aus den Erkenntnissen dieser Arbeit die PdLPOR an, da sie bei 35°C Uber 30Stunden keine
Denaturierung aufweist. AuBerdem lasst sich die PdLPOR in grolen Mengen produzieren und gut
reinigen, was aufgrund der bendtigten Menge an Protein fir die TA-Messung einen nicht zu

vernachlassigenden Vorteil darstellt.

Fir eine weitere biochemische Charakterisierung koénnten, zusatzlich zum hier gemessenen
Dissoziationskoeffizienten (Kq) des Pchlids, auch noch der K4-Wert fiir NADPH der verschiedenen LPORs
ermittelt werden. Ebenso kdnnte die pH-Stabilitdt der unterschiedlichen Enzyme ermittelt, und so die
Uberlagerung von Temperatur- und pH-Denaturierungsphinomenen bei der Messung des

Schmelzpunktes ausgeschlossen werden.

Um die fur das Verstandnis des Mechanismus so wichtige Struktur der LPORs zu erhalten, kénnten
weiterflihrende Kristallisationsscreenings, unter Verwendung vieler verschiedener LPORs,

durchgefiihrt werden, um so einen nicht geschichteten Kristall zu erhalten.

Fur die verschiedenen Untersuchungen des terniren LPOR/NADPH/Pchlid- oder pseudoterniren
LPOR/NADP*/Pchlid-Komplexes wiére eine Verbesserung der Praparation notig, damit wenn moglich
das gesamte Protein beladen ist und als Dimer vorliegt. Dies sollte es ermoglichen das hier

vorgeschlagene SAXS-basierte Modell des Holoproteindimers zu validieren.
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Die hier, mittels inkoharenter Quasielastischer Neutronenstreuung durchgefiihrte, Untersuchung der
TeLPOR-Proteindynamik in Apo- und Holoform kdnnte fiir AAPB und pflanzliche LPORs durchgefiihrt
werden, um so eventuell dynamische Unterschiede zwischen den LPORs mit unterschiedlichem

Ursprung zu identifizieren.
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6 ANHANG

6.1 DNA-und Aminosauresequenzen

6.1.1 DNA- und Aminosauresequenzen aller verwendeten LPORs

Die DNA- und Aminosauresequenzen aller verwendeten LPORs sind im Folgenden dargestellt. Dabei
wurde die Aminosduresequenz iber der DNA-Sequenz dargestellt. Die Aminosaure wurde jeweils tUber
der ersten Base des Codons dargestellt. In der Aminosduresequenz wurde der N-terminale Hise-tag in
rot und der C-terminale Hiss-tag in blau dargestellt. Die jeweilige LPOR wurde in griin markiert. Die

Schnittstellen der fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden in der DNA-

Sequenz unterstrichen.

AnLPOR

Hisg-tag AnLPOR
M 6 S S H H HHHHH S S GGG L VP R G S H M E A T

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGAGGCCACA
AnLPOR Ndel

T p P H V I V T G A S S G V G L H A T K A L V D R

ACACCGCCGCACGTCATCGTCACCGGCGCCTCGTCCGGCGTCGGGCTGCATGCGACAAAGGCGTTGGTTGACCGT
AnLPOR

G W H V VM A CI R DL A KA AIRA A A ANTL D I N P
GGCTGGCACGTGGTCATGGCCTGCCGCGACCTCGCCAAAGCAGCGCGCGCCGCGGCAAATCTGGATATCAATCCG

AnLPOR
A S I T Pp L E I DL G S 0 S S V R R F A A D F A A

GCGTCGATCACCCCGCTCGAAATCGACCTCGGATCGCAGTCGAGCGTCCGGCGCTTCGCGGCCGATTTCGCCGCG
AnLPOR

L v P L DAL V CNAWA AV Y L P L L K T P A R S
CTGGTAAAACCGCTCGATGCCCTGGTCTGCAACGCGGCGGTCTATCTGCCGTTGTTGAAAACCCCCGCGCGCTCG

AnLPOR
P E G F E I S VA T N H F G H F L L. S H L L L P H

CCCGAAGGCTTCGAGATCAGCGTGGCGACCAATCATTTCGGCCATTTCCTGTTAAGCCATTTGCTGCTGCCGCAT
AnLPOR

L o S P GRRAIKIURULV T L GGT V T AN S E E F G
CTGCAATCGCCGGGCCGCCGTGCGAAACGCCTGGTCACACTCGGCACCGTCACCGCCAATTCCGAGGAATTCGGC

AnLPOR
G Kk T p I P A P A NL G A L A G L E A G F R A P V

GGCAAAATCCCAATCCCCGCGCCAGCCAACCTAGGCGCGCTGGCAGGGCTGGAAGCTGGCTTCCGCGCACCCGTC
AnLPOR

A M I D GG K K F K P G K A Y K D S K L ¢ N M I I S

GCCATGATCGACGGCAAAAAGTTCAAGCCAGGCAAAGCCTATAAAGACAGCAAATTATGCAACATGATCATCAGC
AnLPOR

R E F H R R Y H QN T G I I F N T L Y P G C V A D

CGCGAATTTCACCGGCGCTACCACCAGAACACCGGCATCATCTTCAACACCCTCTATCCGGGTTGCGTGGCGGAC
AnLPOR
T A L *F R D A P K L F @ T I F P W F O K T I T K G

ACGGCATTGTTCCGTGACGCCCCAAAACTGTTCCAGACGATTTTCCCGTGGTTTCAAAAGACCATCACCAAAGGC
AnLPOR

y v s 0 A L A G T R V A Q V V A D D A F A QO S G V

TACGTCTCGCAGGCGTTAGCCGGTACGCGCGTCGCCCAAGTGGTGGCCGATGACGCGTTTGCGCAATCGGGCGTC

AnLPOR
H W s W G N R Q0 L P S R DA F S Q P L S S A A N D
CACTGGAGCTGGGGAAACCGCCAATTGCCAAGCCGCGATGCGTTTTCGCAGCCGCTATCGTCGGCCGCGAACGAC

AnLPOR
AAA R A A R L W E L T A E L V G R T P P T G *
GCAGCGCGGGCCGCGCGCCTGTGGGAACTGACCGCGGAGTTGGTCGGTCGCACACCACCAACGGGATAAGTCGAC
Sall
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ANHANG

AtLPORC

AtLPORC
M A L Q A A Y S L L P s T I s I 0 K E G K F N A
ACCATGGCCCTGCAAGCTGCTTATTCCCTGTTGCCGAGCACGATTAGCATTCAAAAGGAAGGTAAGTTTAACGCC
NcoI AtLPORC
s L XK ¢ T T *F T G S S F S N H L R A E K I S T L L
AGCTTGAAAGAAACCACGTTTACGGGCAGCTCTTTCAGCAACCACTTGCGTGCAGAGAAAATCAGCACGCTGCTG
AtLPORC
T I K E 9 R R 0 K P R F § T G I R A O T Vv T A T P
ACCATTAAAGAACAGCGTCGTCAGAAACCACGCTTCAGCACGGGTATTCGTGCGCAGACCGTTACGGCAACCCCA
AtLPORC
p A N E A S P E QO K K T E R K GG T A V I T G A S S
CCGGCAAATGAAGCATCCCCGGAGCAAAAAAAGACCGAGCGCAAGGGTACCGCGGTGATTACTGGTGCATCGAGC

AtLPORC
G L & L A T A K AL A DT G XK W HV I M A C R N F
GGCCTGGGCCTGGCGACCGCGAAGGCTCTGGCGGACACTGGTAAGTGGCATGTGATCATGGCGTGTCGTAACTTC
AtLPORC
L. X A E K A A R SV M S K E DYy TV M H L D L A
CTGAAAGCCGAGAAAGCTGCGCGTAGCGTTGGTATGTCTAAAGAAGATTATACCGTTATGCATCTGGACCTGGCG

AtLPORC
s L B S v K 0 F V E N F R R T E O P L D V L V C N
AGCTTAGAGAGCGTGAAACAGTTTGTCGAGAATTTCCGTCGCACCGAGCAGCCGTTGGATGTCCTCGTCTGCAAT
AtLPORC
A AV Y Q P T A K E P s F T A E G F E I S V G T N
GCAGCAGTCTACCAACCGACCGCGAAAGAACCTAGCTTTACCGCCGAGGGCTTTGAGATCAGCGTGGGTACCAAC
AtLPORC
H L G H F L LS R L L. L. D D L K K S D Y P S K R M
CACCTGGGCCATTTCCTGCTGAGCCGCCTTCTGCTGGACGACCTGAAGAAATCCGATTACCCGAGCAAGCGCATG
AtLPORC
I 1 v & s 1 T G N T N T L A G N V P P K A N L G D
ATCATTGTGGGTTCGATCACCGGTAATACGAACACCCTGGCGGGTAACGTGCCGCCGAAGGCAAATCTGGGCGAT
AtLPORC
L R G L. AS GGL NG ON S S M I D G G E F D G A K
CTGCGTGGTTTGGCCAGCGGTCTGAATGGTCAGAACTCCTCTATGATTGATGGCGGCGAGTTTGACGGCGCGAAA

AtLPORC
A Y K DS K v ¢ N ML T M Q E L H R R Y H E E T G
GCGTACAAAGATAGCAAGGTTTGTAACATGTTGACGATGCAAGAGCTGCACCGTCGTTATCACGAAGAAACCGGC
AtLPORC
v T F A S L Y P G C I A T T G L F R E H I P L F R
GTTACCTTCGCGAGCCTGTATCCGGGTTGCATCGCGACGACGGGTCTGTTCCGTGAGCACATCCCGCTGTTTCGC

AtLPORC
rL .. ¥ P P F O K Yy I T K G Y Vv S E E E A G K R L A
CTGCTGTTTCCGCCGTTCCAAAAGTACATTACCAAGGGTTACGTCAGCGAAGAAGAGGCCGGCAAACGCCTGGCA
AtLPORC
Q v v s b P S L G K S G VY W S W N NN S S S F E
CAGGTTGTGTCCGACCCGTCACTGGGTAAGAGCGGCGTCTACTGGTCTTGGAATAACAATAGCTCTAGCTTCGAG

AtLPORC
N 0 L S K E A S D A E K A K K L W E VvV S E K L V G
AACCAGCTGAGCAAAGAGGCGAGCGACGCCGAAAAGGCTAAAAAGCTGTGGGAAGTTAGCGAGAAATTGGTCGGT
AtLPORC Hisg-tag
L AL E H H H H H H *

CTGGCGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGAT
XhoI
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ANHANG

DsLPOR

His¢-tag DsLPOR
M 6 S S H H H H HHS S GG L V P R GG S H M T L D

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGACCCTTGAC
DsLPOR Ndel
P M P R A I VT GA S S GV G L H A T K S L I D R

CCCATGCCCCGTGCCATCGTCACCGGCGCCTCCTCCGGGGTGGGCCTGCACGCGACGAAATCCCTGATCGACCGG
DsLPOR

G W H V T M A C R D L A KA EAA A R S L D L D P

GGCTGGCATGTGACCATGGCCTGCCGGGACCTGGCCAAGGCCGAGGCGGCGGCGCGGETCGCTCGATCTGGACCCG

DsLPOR
G R YAL A H L D L G S L A S V R A F H A N I A R
GGCCGCTACGCGCTGGCCCATCTGGACCTCGGATCGCTGGCCAGCGTGCGCGCCTTCCACGCCAACATCGCCCGC

DsLPOR
b #H# bs L bA L V CNAA AV Y KPR L T Q P G R S
GACCATGACAGCCTCGATGCGCTGGTGTGCAACGCCGCGGTCTATAAGCCCCGGCTGACCCAGCCCGGLLCGCTCC

DsLPOR
p D G F E I §S VA T N Y F G H F L L AN L M L P L
CCCGACGGGTTCGAGATCAGCGTCGCGACCAACTATTTCGGGCATTTCCTGCTCGCCAACCTGATGCTGCCGCTG

DsLPOR
L E G AP S P R L I T L G TV T AN S E E F G G K
CTGGAGGGCGCCCCGTCCCCGCGGCTGATCACCCTGGGCACCGTGACCGCCAATTCCGAGGAATTCGGCGGCAAG
DsLPOR
v p I P A P A DL G D F A G L K A G F R A P V A M
GTCCCGATCCCCGCCCCGGCGGACCTGGGCGATTTTGCCGGGCTGAAGGCCGGCTTCCGCGCCCCGGTGGCGATG

DsLPOR
I b 6 K P F K A G K AY K D S K L ¢C T M M M S R E
ATCGACGGCAAGCCGTTCAAGGCGGGCAAGGCCTACAAGGACAGCAAGCTCTGCACCATGATGATGAGCCGGGAG
DsLPOR
L # T R H H A RTSGTI V F A T L Y P G C V A D T P
CTGCACACCCGCCACCACGCGCGGACCGGGATCGTCTTCGCCACGCTCTATCCCGGCTGCGTCGCGGACACGCCG

DsLPOR
L ¥ R DT P K A F Q T I F P W F Q K N V T K G Y V
CTGTTCCGCGACACGCCCAAGGCGTTCCAGACGATCTTCCCCTGGTTCCAGAAAAACGTCACCAAGGGCTATGTC
DsLPOR
s o AL S G E RV AMV V A D P E F A Q S G V H W
AGCCAGGCCCTGTCCGGCGAACGGGTCGCCATGGTCGTGGCCGACCCGGAGTTCGCGCAGTCCGGCGTGCATTGG
DsLPOR
S W 6 N R QO R E G R S A F A Q G L s T K A T D A A
AGCTGGGGCAACCGCCAGCGCGAAGGCCGCAGCGCCTTTGCCCAGGGCCTGTCCACCAAGGCCACGGATGCCGLC

DsLPOR
R S A £E L W EE L T A AL T G L T T P A E P V A A *
CGCTCCGCAGAGCTGTGGGAGCTGACCGCAGCCCTCACCGGGCTGACCACCCCCGCCGAGCCGGTCGCCGLCCTGA

GTCGACAAG
Sall
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ANHANG

EbLPOR

Hisg-tag EbLPOR
M G S S H H H H HH S S GG L V P R G S H M A T G
ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTACGGGT

EDLPOR NdeI
g T P I C I I T G A S S G I G L W A T K A L VvV T R
CACACGCCGATCTGCATCATCACCGGGGCCTCGTCGGGCATCGGCCTGTGGGCGACCAAGGCGCTCGTCACGCGC
EDLPOR
G W H YV Vv MM A C R D T A KA EA A A R E I G I A P
GGCTGGCACGTCGTCATGGCGTGCCGCGACACCGCCAAGGCCGAGGCCGCCGCGCGCGAGATCGGCATCGLCGCCG
EbBLPOR
E 6 R TI MR L DL G S L A G V R A F A E E F R A
GAAGGCCGCACGATCATGCGGCTCGATCTCGGCAGTCTTGCGGGCGTGCGCGCCTTCGCGGAGGAATTCCGTGCG

EDLPOR
F D R P L DAL V CNAATY M P R L A E P L R S
TTCGACCGCCCGCTCGACGCGCTGGTCTGCAACGCCGCGACCTATATGCCGCGCCTTGCAGAGCCGCTGCGCTCG
EbBLPOR
P E G F E L S V A T N Y F G H F L L A N L L L D E
CCGGAAGGTTTCGAGCTTTCCGTGGCGACCAATTATTTCGGGCATTTCCTGCTGGCGAACCTGCTGCTCGACGAA

EDLPOR
L v R AR DAURULL VTL G T V T AN S E E F G G K
CTCGTCCGGGCGCGCGACGCCCGGCTGGTGACGCTCGGCACGGTGACCGCCAATTCCGAGGAATTCGGCGGTAAG
EbBLPOR
I p I P A P A DL G D PF A G L KA G F T G P H A M
ATCCCGATTCCCGCCCCCGCCGACCTCGGCGATTTCGCAGGGCTGAAGGCGGGCTTCACCGGGCCGCACGCGATG

EDLPOR
I b G K p F K P G K A Y K DS K L A CMMMMS R E
ATCGACGGCAAGCCGTTCAAGCCGGGCAAGGCCTACAAGGACAGCAAGCTCGCCTGCATGATGATGAGCCGCGAA
EbBLPOR
F H A R F HE S T GG I Vv ¥ T T L Y P G C V A D T P
TTCCACGCCCGCTTCCACGAGTCGACCGGCATCGTCTTCACCACGCTCTATCCCGGCTGCGTCGCGGACACGCCG

EbBLPOR
L ¥ R H A P R A F O R I F P W F QO K N I T G G Y V
CTGTTCCGCCATGCGCCGAGGGCCTTCCAGCGGATCTTCCCGTGGTTCCAGAAGAACATCACCGGGGGCTATGTC

EDLPOR
s o p L. A G E R V A DV V A D P A F A R S G V H W
TCGCAGCCGCTCGCGGGGGAGCGGGTCGCGGACGTGGTTGCCGATCCGGCCTTCGCGCGATCGGGCGTCCACTGG
EbBLPOR
S W G N R O R E G R A A F A Q S L 8 P R A T D A A
AGCTGGGGCAATCGCCAGCGCGAAGGCCGCGCGGCCTTCGCCCAGAGCCTGTCGCCGAGGGCCACCGACGCTGLG
EDLPOR
R AR EL W DL T AU R L V G L E E R V R E P A *

CGCGCGCGCGAATTGTGGGACCTCACCGCAAGGCTCGTCGGACTGGAGGAGCGCGTCCGCGAACCCGCGTGACTC
Xhol

GAGCAC
XhoI
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ANHANG

EILPOR (N-terminaler Hiss-tag)

His¢-tag EI1LPOR
M 6 S S H H H H HHS S GGG L V P R G S H M I A G

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGATTGCGGGT
EILPOR NdeI

Q T p V ¢ I 1T T G A S S G I 6L W A T R A L M A R

CAAACACCTGTCTGCATCATCACGGGGGCCTCTTCGGGCATCGGGCTGTGGGCCACCAGGGCGCTGATGGCGCGC
EILPOR

G W H v v M A C R DT A KA E A A A R E I G L A P

GGATGGCATGTCGTCATGGCCTGCCGCGACACGGCGAAGGCCGAAGCGGCCGCGCGCGAGATCGGCCTTGCCCCC
EILPOR

E G R T I M o L DL G T L S G V R G F V S E F R M

GAAGGCCGCACGATCATGCAGCTCGATCTCGGCACGCTTTCGGGGGTGCGCGGCTTCGTCAGCGAATTCCGCATG

EILPOR
L GG R P L DAL V CNAWATYMP R L T A P L R S
CTCGGCCGTCCGCTCGACGCGCTGGTCTGCAATGCGGCGACCTACATGCCGCGCCTGACTGCGCCGCTGCGCTCG
EILPOR
P E G Y E L s v A I NY F G H F L L A N L L L E D
CCCGAGGGGTATGAGCTTTCCGTCGCGATCAATTATTTCGGTCATTTCCTGCTCGCGAACCTGCTGCTCGAAGAT

EILPOR
L G R AR D PR L V T™TL G T V T A N S E E F G G R
CTCGGGCGGGCGCGCGATCCCCGGCTCGTGACGCTCGGCACGGTGACTGCCAATTCCGAGGAGTTCGGCGGCAGG
EILPOR
I p I P A P A DL G D F E GL K A G F K D P V A M
ATCCCCATACCCGCGCCCGCCGATCTCGGCGATTTCGAGGGGCTGAAGGCAGGCTTCAAGGATCCGGTTGCGATG

EILPOR
I b 66 N P F K P G K AY K D S K L A C MMM S R E
ATCGACGGCAATCCGTTCAAGCCGGGCAAGGCATACAAGGATTCAAAGCTCGCCTGCATGATGATGAGCCGCGAA
EILPOR
L H AR F H DR TG I V ¥ T T L Y P G C V A D T P
CTGCACGCGCGATTCCATGACCGCACCGGCATCGTCTTCACCACGCTCTATCCCGGCTGCGTGGCCGACACGCCG

EILPOR
L ¥ R H A P R A F O R I F P W F QO K N V T G G Y V
CTGTTCCGCCACGCGCCGCGCGCCTTCCAGCGCATCTTCCCGTGGTTCCAGAAGAACGTCACCGGAGGCTATGTC

EILPOR
s o p L. A G E RV A DV V A D P A F A R S G V H W
TCGCAGCCGCTTGCGGGCGAACGGGTCGCGGATGTGGTCGCCGACCCGGCCTTTGCGCGCTCGGGCGTTCACTGG
EILPOR
s W 6 N R QO R E G R E A F A Q S L s P K A T D A A
AGCTGGGGCAACCGCCAGCGCGAAGGGCGCGAGGCGTTCGCCCAGAGCCTGTCGCCAAAGGCCACCGATGCCGLG
EILPOR
R AR E L W DL TAIRL V G L E Q R V R E P A *

CGGGCACGCGAATTGTGGGACCTTACCGCGCGGCTCGTCGGGCTGGAGCAGCGCGTCCGCGAACCGGCGTGAGTC
Xhol

GACAAGCTT
XhoI
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ANHANG

EILPOR (C-terminaler Hise-tag)

EILPOR
M I A G Q T Pp V C I I T G A S S G I G L wW A T

ATACATATGATTGCGGGTCAAACACCTGTCTGCATCATCACGGGGGCCTCTTCGGGCATCGGGCTGTGGGCCACC
Ndel EILPOR
R AL M ARG WHV V MACURDTA A KA E A A A R
AGGGCGCTGATGGCGCGCGGATGGCATGTCGTCATGGCCTGCCGCGACACGGCGAAGGCCGAAGCGGCCGCGLGL
EILPOR
E 1 66 L AP E G RT I MOQULDULGT L S G V R G F
GAGATCGGCCTTGCCCCCGAAGGCCGCACGATCATGCAGCTCGATCTCGGCACGCTTTCGGGGGTGCGCGGCTTC
EILPOR
v S E F R M L G R P L D AL V C N A AT Y M P R L
GTCAGCGAATTCCGCATGCTCGGCCGTCCGCTCGACGCGCTGGTCTGCAATGCGGCGACCTACATGCCGCGCCTG

EILPOR
T A P L R S P E G Y E L S VvV A I N Y F G H F L L A
ACTGCGCCGCTGCGCTCGCCCGAGGGGTATGAGCTTTCCGTCGCGATCAATTATTTCGGTCATTTCCTGCTCGCG
EILPOR
N L L.L £E D L G R A R D P R L Vv T L G T V T A N S
AACCTGCTGCTCGAAGATCTCGGGCGGGCGCGCGATCCCCGGCTCGTGACGCTCGGCACGGTGACTGCCAATTCC

EILPOR
EE ¥ G G R I P I P A P A DL G D F E G L K A G F
GAGGAGTTCGGCGGCAGGATCCCCATACCCGCGCCCGCCGATCTCGGCGATTTCGAGGGGCTGAAGGCAGGCTTC
EILPOR
K bpp VA M I DGNPF K P G K A Y K D S K L A C
AAGGATCCGGTTGCGATGATCGACGGCAATCCGTTCAAGCCGGGCAAGGCATACAAGGATTCAAAGCTCGCCTGC
EILPOR
M M M S R E L H A R F H D R T G I V F T T L Y P G
ATGATGATGAGCCGCGAACTGCACGCGCGATTCCATGACCGCACCGGCATCGTCTTCACCACGCTCTATCCCGGC
EILPOR
c v A D T P L F R H A P R A F Q R I F P W F Q K N
TGCGTGGCCGACACGCCGCTGTTCCGCCACGCGCCGCGCGCCTTCCAGCGCATCTTCCCGTGGTTCCAGAAGAAC

EILPOR
v T 6 G ¥y v s 9 p L AG E R V A DV V A D P A F A
GTCACCGGAGGCTATGTCTCGCAGCCGCTTGCGGGCGAACGGGTCGCGGATGTGGTCGCCGACCCGGCCTTTGCG

EILPOR
R s G VvV H w S W G N R QO R E G R E A F A Q S L S P
CGCTCGGGCGTTCACTGGAGCTGGGGCAACCGCCAGCGCGAAGGGCGCGAGGCGTTCGCCCAGAGCCTGTCGCCA
EILPOR
K A T DA A R A R E L W D L T A R L V G L E Q R V
AAGGCCACCGATGCCGCGCGGGCACGCGAATTGTGGGACCTTACCGCGCGGCTCGTCGGGCTGGAGCAGCGCGTC

EILPOR Hisgs-tag
R E P A L E H H H H H H *

CGCGAACCGGCGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
XhoI
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ANHANG

GpLPOR

Hisg-tag GpLPOR
M GG S S H H H H HH S S G L VP R G S H M S T A

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTCAACTGCT
GpLPOR NdeI
P T C I I T G A S S GV G L Y G A K S L A A R G W

CCTACCTGTATCATCACCGGCGCCTCGTCTGGCGTCGGGTTGTACGGCGCCAAATCACTGGCCGCTCGTGGTTGG

GpLPOR
H v v WM A C R DL A K AT A A A DAL G I P K A S
CATGTGGTGATGGCCTGCCGCGATCTCGCCAAGGCTACGGCGGCCGCAGACGCCCTGGGGATCCCCAAGGCGAGC

GPLPOR
R T L M Pp I D L G S Q A S V R A F V E A F R A T G
CGTACCCTGATGCCCATCGATCTGGGCTCCCAGGCCAGCGTGCGCGCCTTTGTCGAGGCCTTTCGCGCCACCGGL

GpLPOR
R A L D A L V CN A AV Y L P R L T E P M R S P E
CGGGCGCTCGACGCGCTGGTGTGCAACGCAGCCGTGTACCTGCCACGCCTCACGGAGCCCATGCGATCGCCGGAG

GPLPOR
G vy £ I S v A T N H F G H F L L A N L L L P D L Q
GGCTACGAAATCAGTGTGGCCACCAACCACTTCGGCCACTTTCTGCTCGCCAATCTCCTCCTCCCCGATTTGCAG

GpLPOR
R s T H A S R R L I I L G T V T A N Y E E F G G K
CGCAGCACGCACGCGTCGCGCCGCCTCATCATTCTGGGCACGGTAACCGCCAACTACGAAGAGTTCGGCGGCAAG

GPLPOR
I p I P A P A DL G N L E GGGL E A G F L A P I A M
ATCCCCATTCCGGCACCGGCAGACCTCGGCAACCTCGAGGGGCTGGAAGCCGGGTTTCTGGCGCCCATCGCCATG

GpLPOR
L NG K A F K P G K A Y K DS K L ¢ N M I T G R E
CTCAACGGCAAGGCGTTCAAGCCGGGGAAAGCGTATAAGGACAGCAAGCTGTGCAATATGATCACCGGGCGTGAA

GPLPOR
L H R R Y H G 0 T GG I v ¥ N T L Y P G C V A D T P
CTGCATCGCCGGTATCACGGACAGACGGGGATCGTCTTCAACACGCTCTATCCCGGATGTGTGGCTGACACGCCG

GpLPOR
L ¥ R H T P P A F Q R I ¥ P W F Q K N I T K G Y V
CTGTTCCGGCACACACCGCCGGCATTCCAGCGCATCTTCCCGTGGTTTCAAAAGAACATCACCAAGGGGTACGTG

GpLPOR
T £ L. A G D R L A Q V V A D P A F G S R S G V H
ACGCAGGAGCTGGCGGGTGACCGCCTGGCGCAGGTGGTTGCTGATCCGGCCTTTGGGAGCCGCAGCGGAGTGCAC

GPLPOR
w S W 6 N R Q K E G R E A F A QO QQ L T A R A Q D O
TGGAGCTGGGGCAACCGCCAGAAGGAGGGGCGCGAAGCATTTGCGCAGCAACTCACCGCGCGCGCGCAGGACCAG

GpLPOR
AL G E R L W T L T A G C V G M G S *

GCATTGGGCGAACGCCTGTGGACGCTGACGGCGGGGTGCGTGGGGATGGGGAGTTGAGTCGACAAGCTT
Sall
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ANHANG

HVLPOR

Hisg-tag HvLPOR
M G S S H H H H H H S S G L VvV P R G S H M A L O
ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCGCTGCAG

HVLPOR NdeI
r ... »p s T L sS Vv P K K G s s M G A V A V K D T A A
CTGCTGCCGAGCACCCTGAGCGTGCCGAAAAAAGGCAGCAGCATGGGCGCGGTGGCGGTGAAAGATACCGCGGCG

HVLPOR
F L G V S S K A K K A S L A V R T QQ V A T A P S P
TTCCTGGGCGTGAGCAGCAAAGCGAAAAAAGCGAGCCTGGCGGTGCGCACCCAGGTGGCGACCGCGCCGAGLCCCG

HVLPOR
v T T s p G S T A S S P S G K K T L R O G Vv VvV VvV I
GTGACCACCAGCCCGGGCAGCACCGCGAGCAGCCCGAGCGGCAAAAAAACCCTGCGCCAGGGCGTGGTGGTGATC

HVLPOR
T G A $ S G L G L A A A K AL A E T G K W H V V M
ACCGGCGCGAGCAGCGGCCTGGGCCTGGCGGCGGCGAAAGCGCTGGCGGAAACCGGCAAATGGCATGTGGTGATG

HVLPOR
A C R D F L K A S K A A K A A GGMA D G S Y T V M
GCGTGCCGCGATTTCCTGAAAGCGAGCAAAGCGGCGAAAGCGGCGGGCATGGCGGATGGCAGCTATACCGTGATG

HVLPOR

H L D L A S L D SV R Q F V DA F R R A E M P L D

CATCTGGATCTGGCGAGCCTGGATAGCGTGCGCCAGTTCGTGGATGCGTTCCGCCGCGCGGAAATGCCGCTGGAT
HVLPOR

v L v . N A A I Y R P T A R T P T F T A D G H E M

GTGCTGGTGTGCAACGCGGCGATCTATCGCCCGACCGCGCGCACCCCGACCTTCACCGCGGATGGCCATGAAATG

HVLPOR

s v G VvV N H L G H F L L A R L L M E D L O K S D Y

AGCGTGGGCGTGAACCATCTGGGCCATTTCCTGCTGGCGCGCCTGCTGATGGAAGATCTGCAGAAAAGCGATTAT
HVLPOR

p S R R MV I VG S I T G N s N T L A G N V P P K

CCGAGCCGCCGCATGGTGATCGTGGGCAGCATCACCGGCAACAGCAACACCCTGGCGGGCAACGTGCCGCCGAAA

HVLPOR
A S L G DL R GG L A G GGL s GG A S G S A M I D G D
GCGAGCCTGGGCGATCTGCGCGGCCTGGCGGGCGGCCTGAGCGGCGCGAGCGGCAGCGCGATGATCGATGGCGAT

HVLPOR
E s ¥ D G A K A Y K D S KV C N ML T M Q E F H R
GAGAGCTTCGATGGCGCGAAAGCGTATAAAGATAGCAAAGTGTGCAACATGCTGACCATGCAGGAATTCCATCGC

HVLPOR
R Yy H & E T 6 I T F &S S L Y P G C I A T T G L F R
CGCTATCATGAAGAAACCGGCATCACCTTCAGCAGCCTGTATCCGGGCTGCATCGCGACCACCGGCCTGTTCCGC

HVLPOR
EH I P L ¥F R T L F P P F Q K F V T K G F V S E A
GAACATATCCCGCTGTTCCGCACCCTGTTCCCGCCGTTCCAGAAATTCGTGACCAAAGGCTTCGTGAGCGAAGCG

HVLPOR
E s G K R L. A Q V VvV A E P V L T K S G V Y W S W N
GAAAGCGGCAAACGCCTGGCGCAGGTGGTGGCGGAACCGGTGCTGACCAAAAGCGGCGTGTATTGGAGCTGGAAC

HVLPOR

K b s A SsS F E N O L S QO E A S D P E K A R K V W E

AAAGATAGCGCGAGCTTCGAAAACCAGCTGAGCCAGGAAGCGAGCGATCCGGAAAAAGCGCGCAAAGTGTGGGAA
HVLPOR

L S E K L v G L A *

CTGAGCGAAAAACTGGTGGGCCTGGCGTGAGTCGACAAGCTT
Sall
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ANHANG

LfLPOR

His¢-tag LfLPOR
M 6 S S H H H HHHS S GGL V P R G S H M S V O

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAGTGTTCAA
LfLPOR NdeI

H H P L C I VvV T G A S S G V G L H S T K A L I D K

CACCATCCCCTTTGCATCGTCACCGGGGCCTCCTCCGGGGTTGGCCTGCACAGCACGAAGGCCCTGATTGACAAG
LfLPOR

G W H v I M A C R DL E K A A A A A Q S L N L Q R

GGATGGCACGTCATCATGGCGTGTCGTGATCTGGAAAAGGCAGCCGCAGCGGCGCAATCCCTGAATCTCCAGCGC
LfLPOR

b M P DV MHHL D L G S L D S V R A F H A A Y R A

GACATGTTCGACGTTATGCACCTCGATCTAGGGTCGCTGGACAGCGTGCGCGCTTTTCATGCCGCCTATCGGGCG

LfLPOR
Q N R A L D A L V C N AAT Y L P O L K V P L R S

CAGAACAGGGCGCTTGATGCGCTCGTGTGCAACGCCGCGACCTATCTGCCGCAACTCAAGGTGCCGCTGAGGTCG
LfLPOR

p D G Y E I s Vv A T N Y L G H F L L A N L M L E D

CCCGACGGGTATGAGATCAGTGTGGCAACCAACTACCTCGGGCACTTCCTGCTGGCGAACCTGATGCTGGAGGAT

LfLPOR
L o K s Pp A P R L Vv T L G T V T A N S E E F G G K
CTGCAGAAATCCCCCGCCCCGCGACTGGTGACGCTTGGCACTGTGACGGCCAATTCCGAAGAATTCGGTGGCAAG
LFLPOR
v p I P A P A DL G D F O G M K A G F K D P I A M
GTGCCAATCCCTGCGCCCGCCGATCTGGGCGATTTTCAGGGGATGAAAGCCGGTTTTAAGGATCCGATCGCGATG

LfLPOR
I b 6 K P F K P G K AY K DS K L C C MMM S R E
ATCGATGGCAAACCCTTCAAGCCGGGAAAGGCATACAAGGACAGCAAGCTGTGCTGCATGATGATGAGCCGTGAA
LFLPOR
L H A RF HDURTGTI V F s T L Y P G C V A D T P
TTGCATGCCAGATTCCATGACCGGACCGGCATCGTGTTCAGCACGCTTTATCCCGGCTGTGTCGCTGACACGCCC

LfLPOR
L ¥ R N A P R L F O NI F P W F O K K I T K G Y V
TTGTTCCGCAACGCGCCGCGCCTGTTTCAGAACATCTTTCCCTGGTTTCAAAAGAAGATCACCAAGGGTTACGTG
LfLPOR
s o p L S G E RV A Q V V T D P D F A R S G V H W
TCTCAGCCCCTGTCCGGCGAACGCGTCGCACAGGTGGTGACAGACCCCGACTTTGCCCGGTCCGGCGTCCATTGG
LFLPOR
s W 6 N R QO E O G R K AF S 0 s L S5 5 K A T D T T
AGTTGGGGAAACCGCCAGGAGCAGGGTCGAAAGGCGTTTTCGCAAAGCCTGTCCTCCAAGGCGACTGACACGACG

LfLPOR
R s B T L Ww N L S A A L V R I DV S G R P L *

CGAAGTGAGACGCTTTGGAACCTCAGCGCAGCGCTGGTGCGGATAGATGTCAGCGGCAGGCCGTTGTGAGTCGAC
Sall
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ANHANG

LvLPOR

Hisg-tag LVLPOR
M G S S H H H H HH S S GG L V P R G S H M P O D

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCCACAAGAT
LvLPOR Ndel

N Q¢ P L A I V T G A S S G V G L H T T N A L I G R

AATCAGCCACTTGCAATCGTCACCGGTGCCTCCTCGGGTGTTGGTCTGCATACCACTAATGCGCTGATTGGTCGT
LvLPOR

G W H V I M A C R DL A K A E T A A R S L D M A S

GGTTGGCACGTTATCATGGCCTGCCGTGACCTGGCGAAAGCCGAAACGGCAGCGCGCTCACTGGATATGGCGTCT
LvLPOR

G s Yy B L. A H I DL GG S L DS V R A F Y A G F R A

GGTAGCTATGAACTGGCGCACATCGATCTGGGCTCCCTGGATAGCGTCCGTGCGTTCTACGCGGGTTTTCGTGCG

LVLPOR
R G v P L DALV CNAA AV Y L P L L K T P A R S
CGTGGCGTCCCGCTGGACGCGCTGGTGTGTAACGCCGCAGTTTATCTGCCGCTGCTGAAAACCCCGGCGCGTAGC

LVLPOR
p E G F E I S VA TN Y F G H F L L A N L M L A D
CCTGAGGGCTTTGAAATCAGCGTGGCAACCAACTATTTTGGTCATTTCTTACTGGCAAATCTGATGCTCGCAGAT

LVLPOR

L ¢ K s A A P R L I T L G T V T A N S E E F G G K

CTGCAGAAAAGCGCGGCACCGCGCCTGATTACCCTGGGTACCGTGACCGCGAACAGCGAAGAATTCGGCGGCAAG
LVLPOR

v p I P A P A DL G E L QO G L K A G F K A P V A M

GTTCCGATCCCGGCTCCGGCCGATCTGGGTGAGCTGCAAGGTTTGAAGGCTGGTTTCAAGGCTCCGGTTGCAATG

LVLPOR

I b G K P F K A G K AY K D S K L G T M V M S R E

ATCGACGGTAAGCCGTTCAAGGCTGGCAAGGCCTACAAAGATAGCAAACTGGGTACGATGGTGATGAGCCGCGAG
LVLPOR

L # T R F H D E T GG I v F § T L Y P G C VvV A D T P

CTGCACACGCGCTTTCATGACGAAACTGGTATTGTCTTTAGCACCTTGTACCCGGGTTGCGTCGCGGACACGCCG

LVLPOR
L ¥ R N A P P L F O K VF P W F QO K N I T K G Y V
TTGTTTCGTAATGCGCCGCCGTTGTTCCAAAAAGTGTTTCCTTGGTTCCAGAAAAACATTACCAAGGGCTACGTG

LVLPOR
s ¢ s L s G E R V A Q V V A D P G F S O S G V H W
AGCCAAAGCCTGAGCGGCGAACGTGTTGCGCAAGTTGTTGCCGACCCGGGCTTCAGCCAGAGCGGTGTCCACTGG

LVLPOR
s W 6 N R O R E G R KA F S 0 G L s I K A T D A E
TCTTGGGGTAACCGTCAGCGCGAGGGTCGTAAGGCATTCAGCCAGGGTCTGTCCATTAAAGCCACCGACGCGGAG

LvLPOR
R S R E L w D L T A G L VvV G L N *

CGCAGCCGTGAGCTGTGGGACCTGACGGCTGGCCTGGTGGGCTTGAATTAAGTCGACAAGCTT
Sall
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ANHANG

PdLPOR

Hisg-tag PdLPOR
M GG S S H H H H HH S S G L VP R G S H M T D L

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGACCGACCTT
PALPOR NdeI

P K K T A L VvV T G A S S G V G L W S A K A L A D R

CCGAAAAAGACAGCCCTCGTTACCGGAGCATCCTCGGGCGTGGGCTTGTGGAGCGCAAAGGCGCTCGCCGATCGL
PALPOR

G W H v I M A C R DL A K A E S A A R E A G I A P

GGCTGGCATGTCATCATGGCCTGCCGCGACCTCGCCAAGGCAGAATCCGCCGCCAGGGAGGCGGGGATCGCTCCT
PdJLPOR

AN R T L L H V D L A D F A S V R A L A E A A R E

GCAAACCGTACCTTGCTGCATGTCGATCTCGCCGATTTCGCCAGCGTGCGCGCGCTGGCCGAAGCGGCGCGGGAG
PALPOR

T v R A G G G A L D A L V L N A A V Y L P R A E A

ACAGTGCGCGCAGGCGGCGGCGCGCTTGATGCACTCGTTCTCAACGCTGCCGTCTACCTGCCGCGCGCCGAGGCA
PdJLPOR

P 9 R N A D G Y E I S VvV A T N Y L G H F L L A N L

CCGCAACGCAATGCCGATGGTTACGAAATTTCGGTGGCGACCAACTATCTCGGCCATTTCCTGCTCGCCAACCTG
PALPOR

L ... » DL E A A P A P R L V TUL G TV T A N S E E

CTCCTGCCCGACCTCGAGGCCGCCCCCGCTCCGCGGCTGGTCACGCTCGGAACGGTAACAGCCAATTCCGAGGAA
PdJLPOR

F G G K I p I P A P A D L G D L E G L E A G F R D

TTCGGAGGCAAGATCCCGATCCCCGCTCCTGCCGATCTGGGCGACCTCGAAGGCCTTGAAGCCGGTTTCAGGGAC
PALPOR

p v A M I D G K P F K P G K A Y K D S K L A L M I

CCGGTCGCGATGATCGACGGCAAGCCTTTCAAGCCCGGCAAGGCCTACAAGGACTCAAAGCTTGCACTGATGATC
PdJLPOR

M S R E L H A R F H D K T G I I ¥ A T L Y P G C V

ATGAGCCGCGAGCTGCACGCGCGGTTTCACGACAAGACGGGGATCATCTTCGCTACACTTTACCCCGGCTGCGTT
PALPOR

A D T P L F R H A P K A F O T I F P W F Q K N I T

GCCGACACACCACTGTTCCGCCATGCGCCCAAGGCATTCCAGACCATTTTCCCGTGGTTTCAGAAGAACATCACC
PALPOR

K 6 vy vs ¢ P L S G E R V A Q V V A D P D F T R S

AAGGGCTATGTCTCGCAGCCGCTCTCGGGCGAGCGGGTGGCGCAGGTCGTGGCCGATCCGGACTTCACCCGCTCG
PdJLPOR

G vV H W S W G N R O K P G A Q A F A Q P L S S K A

GGCGTCCACTGGAGCTGGGGCAACCGCCAGAAGCCGGGCGCACAGGCCTTTGCCCAACCCTTGTCAAGCAAGGCC
PALPOR

E N A H R A AR L W D L S A K L V G L E D A R I G

GAGAACGCCCATCGCGCCGCACGCCTGTGGGATCTGAGCGCCAAGCTGGTCGGGCTTGAGGACGCGCGGATCGGG

PALPOR
E P A *

GAACCGGCCTAGGTCGACAAGCTT
Sall
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ANHANG

SalLPOR

Hisg-tag SaLPOR
M GG S S H H H H HH S S G L V P R G S H M S I 0

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTCCATCCAA
SaLPOR Ndel

p v v 1 I T G A S S GV G L W A A R S L A T R G W

CCAGTGGTGATCATTACCGGCGCCTCGTCGGGCGTTGGCCTGTGGGCCGCCAGATCGCTGGCGACGCGCGGCTGG
SaLPOR

r vIi M A C R DL A K A E A A A T E I G I P A E S

CTCGTCATCATGGCCTGCCGCGATCTCGCCAAGGCCGAAGCCGCCGCGACGGAAATCGGCATCCCGGCCGAAAGC
SaLPOR

R R I M p I D L G D OQ A S V R K F A D E F H A T G

CGCCGCATCATGCCCATCGATCTGGGCGATCAGGCCAGCGTGCGCAAGTTCGCGGACGAATTCCACGCCACCGGC
SaLPOR

r» p L. DAL L L TA AV Y L P R L E A P M R S A Q

CTCCCCCTCGACGCGCTGCTCTTGACCGCCGCCGTCTACCTGCCCCGCCTCGAAGCGCCGATGCGCAGCGCGCAA
SaLPOR

G vy ¢ I s v A T N Y F G H F L L A H L L I D D L K

GGCTATGAAATCAGCGTTGCCACCAATTATTTCGGCCACTTCCTCCTCGCCCACCTCCTCATCGACGATCTGAAG
SaLPOR

Q A K G R L A S P P R L I TUL GG T V T AN S E E F

CAGGCCAAGGGCCGCCTCGCCTCGCCGCCACGCCTGATCACGCTCGGCACGGTGACGGCCAACAGCGAGGAATTC
SaLPOR

G G K I p I P A P A DL GG DL A G L A A G F O A P

GGCGGCAAGATCCCCATCCCCGCCCCGGCTGACCTCGGCGACCTCGCCGGCCTCGCAGCCGGCTTCCAGGLCCCCC
SaLPOR

I A M I D G K P F K P G K A Y K D s K L A C M I M

ATCGCCATGATCGACGGCAAACCGTTCAAGCCCGGCAAGGCCTACAAGGATTCGAAACTCGCCTGCATGATCATG
SaLPOR

s R E F O K R W G S T G I v ¥ N T L Y P G C V A E

AGCCGCGAGTTCCAGAAACGCTGGGGCTCAACCGGCATCGTCTTCAACACCCTCTACCCCGGCTGCGTCGCCGAA
SaLPOR

T L L F R H T P P A F Q K I F P W F QO K N I T K G

ACCCTCCTCTTCCGCCACACCCCACCCGCCTTCCAGAAAATCTTCCCCTGGTTCCAGAAAAACATCACCAAGGGC
SaLPOR

y v s ¢ p L. A G E R T A Q V I A D P A F A S Q S G

TACGTCTCCCAACCCCTCGCCGGCGAACGCACGGCGCAAGTCATCGCCGACCCCGCCTTCGCCAGCCAATCCGGC
SaLPOR

vV H W S W 6 N R O K E G R M P F A O P L S T R G T

GTCCACTGGAGCTGGGGCAACCGCCAGAAAGAAGGCCGCATGCCGTTTGCCCAGCCCTTGTCGACGCGCGGCACC
SaLPOR

N E A RN E R L W D L T M K A V G L A *

AACGAAGCGCGCAACGAACGGCTGTGGGATTTGACGATGAAGGCGGTGGGGCTGGCCTGACTCGAGCAC
Xhol
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ANHANG

SehGCLPOR

His¢-tag SehGCLPOR
M 66 S S H H H H H H S s GG L VvV P R G S H M T E R
ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGACTGAACGC
SehGCLPOR Ndel
v v 1 T 6 A S S G L G Q A A A E E V A A T G R H V
GTTGTTATCACTGGTGCAAGCTCTGGTCTGGGTCAAGCGGCTGCTGAAGAAGTGGCGGCAACGGGTCGTCACGTG

SehGCLPOR
v L. A ¢C R D A DR G A A A ADE I R A R V P D A S
GTGTTGGCGTGCCGTGACGCGGATCGTGGCGCAGCGGCAGCCGACGAGATTCGCGCTCGTGTCCCGGATGCCAGC
SehGCLPOR
L £ v l., £E L DL A DL A S V R A A A K AL L A G P
CTGGAAGTCCTGGAGTTGGACCTGGCGGATCTGGCCAGCGTCCGTGCGGCAGCGAAAGCGCTGCTGGCTGGCCCG

SehGCLPOR
P L G A L V C N A GV Q V V G G I R R S R D G H E
CCTCTGGGTGCGCTGGTCTGTAACGCCGGTGTCCAGGTAGTCGGCGGTATTCGCCGCAGCCGCGACGGTCATGAA
SehGCLPOR
L T ¥ A TN H L G H F L L T R L L L D H L A E A G
CTGACCTTTGCAACCAACCATCTGGGCCATTTTCTGTTAACCCGTCTGTTGCTGGACCACCTTGCCGAGGCCGGC

SehGCLPOR
R I v. Vvs s GG T H Y G P R R S M G F P A P H W E
CGCATTGTGTTGGTGAGCAGCGGTACGCACTATGGCCCGCGCCGTAGCATGGGTTTTCCGGCACCGCACTGGGAG
SehGCLPOR
N p S AL A D P E L S V L DD S P R S G R I R Y A
AATCCATCCGCGTTGGCGGACCCGGAACTGAGCGTCCTGGATGATTCGCCGCGTTCCGGTCGTATCCGCTACGCG

SehGCLPOR
T s K L A N I Yy T T Y E L N R R R N G R R I T V N
ACCAGCAAACTGGCCAATATTTACACGACCTATGAGCTGAATCGTCGTCGCAACGGTCGTCGTATCACGGTTAAC
SehGCLPOR
A F D P G L M P Q T GG L A R DY P D R F R R L Y G
GCGTTCGATCCGGGTCTGATGCCACAGACCGGCCTGGCGCGTGATTACCCGGACCGTTTCCGCCGTCTGTATGGC

SehGCLPOR
R I A P V L V R AV P GV R S V A R S A A D L S W
CGCATCGCACCGGTTCTGGTGCGTGCCGTTCCGGGCGTTCGTAGCGTTGCACGTTCCGCAGCCGACCTGAGCTGG

SehGCLPOR
L vT A G E P GV VS G L ¥ F V G R R P R K T S D
CTGGTTACCGCTGGCGAGCCGGGTGTCGTTAGCGGTCTGTACTTCGTGGGTCGTCGCCCTCGCAAGACCAGCGAC
SehGCLPOR
E s Yy bR V R AL E L W E F S E R L V S E *

GAGTCTTATGATCGTGTGCGTGCGCTGGAACTGTGGGAATTCAGCGAGAGACTGGTGAGCGAGTAAGTCGACAAG
Sall
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ANHANG

SgLPOR

Hisg-tag SgLPOR
M G S S H H H H H H S S G L VvV P R G S H M T R S

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGACTCGTAGC
SgLPOR Ndel

T K ¢ L. A I VvV T G A S S G V G L Y s T @ A L I A K

ACTAAACAATTGGCAATCGTCACCGGTGCATCTAGCGGCGTTGGTTTGTATAGCACCCAGGCACTGATTGCTAAG
SgLPOR

G W @ v I M A C R NM E K A F Q A A H D L G L P T

GGTTGGCAAGTGATCATGGCGTGTCGCAATATGGAAAAAGCGTTTCAAGCCGCGCACGATCTCGGTCTGCCGACC
SgLPOR

b A Y o I M H L D L G S L S S V R A F H A A F R A

GACGCGTACCAAATCATGCATCTGGACCTGGGTAGCCTGAGCAGCGTCCGCGCGTTTCACGCGGCCTTTCGTGCT
SgLPOR

Q N R A L D T L I §s N A A T Y L P Q L K Q P A R S

CAGAACCGTGCGCTGGACACGTTGATCAGCAATGCCGCGACCTATCTGCCGCAGCTGAAGCAACCGGCACGTAGC
SgLPOR

P E 6 F E I §S VA TN Y L G H ¥ L L A N L M L E D

CCAGAGGGCTTTGAGATTTCCGTGGCGACGAATTACCTGGGTCATTTCCTGCTGGCAAACCTGATGCTGGAAGAT
SgLPOR

L 9 K S H L P R L V T L G T VvV T A N S E E F G G K

CTGCAGAAGTCTCATCTTCCTCGTTTAGTTACGCTGGGCACCGTGACCGCAAATAGCGAAGAATTCGGTGGCAAG
SgLPOR

I p I P A P A DL G E F Q0 G L K D G F Q A P V S M

ATCCCGATCCCAGCTCCGGCGGACCTGGGTGAGTTCCAGGGCCTGAAGGACGGCTTCCAGGCACCGGTGTCGATG
SgLPOR

1 D G K P F K P G K A Y K D S K L ¢ ¢ M M M S R E

ATTGATGGTAAACCGTTTAAACCGGGTAAGGCCTATAAAGACAGCAAACTGTGTTGCATGATGATGAGCCGTGAG
SgLPOR

L H A R Y H E D T G I v # s T L Y P G C V A E T P

CTGCACGCTCGTTACCACGAAGATACGGGCATTGTGTTCTCCACCCTGTACCCGGGTTGCGTGGCGGAGACTCCG
SgLPOR

L F R N A P A L F Q K V F P W F Q K N I T K G Y V

CTGTTTCGTAACGCGCCTGCGCTGTTTCAAAAAGTTTTCCCGTGGTTCCAGAAGAACATTACCAAGGGCTATGTG
SgLPOR

s ¢ p L. S G A R V A Q V V A D P E F T R S G V H W

AGCCAGCCGCTGTCCGGCGCACGCGTGGCCCAAGTTGTCGCGGACCCGGAATTCACGCGCAGCGGTGTTCATTGG
SgLPOR

s W G N R Q K VvV G 9 VvV A F A Q S M S D K A T D A A

TCTTGGGGTAACCGTCAAAAAGTCGGCCAGGTCGCGTTCGCTCAGAGCATGAGCGATAAAGCGACCGATGCAGCG
SgLPOR

R $ K B L W D L S A G L VvV C L *

CGCAGCAAAGAACTGTGGGATTTGAGCGCCGGTCTGGTTTGCCTGTAAGTCGACAAGCTT
Sall

182



ANHANG

SILPOR

His¢-tag SILPOR
M 6 S S H H H HHHS S GGG L V P R G S H M S V O

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAGCGTTCAG
S1LPOR NdeI

A AV Q P T A I I T GG A S S GV G L W A A K S L A

GCAGCAGTCCAACCAACGGCGATTATCACGGGTGCGAGCAGCGGTGTCGGTCTGTGGGCTGCTAAGTCCCTGGCC
S1LPOR

b R G W L Vv I M A C R D L A K A E A A A A E V G I

GATCGTGGTTGGCTTGTGATTATGGCGTGCCGTGACCTGGCGAAAGCTGAGGCCGCCGCCGCAGAGGTTGGTATT
SILPOR

p A D S R R I L H I DL G D O A S V R R F A D E F

CCGGCGGATTCGCGTCGCATCCTCCACATCGATCTGGGCGATCAGGCGAGCGTGCGTCGCTTTGCCGACGAATTT

SILPOR
H 6 L 6 L P L DAL L L NA AV Y L P R L E A P M
CACGGTTTGGGCCTGCCGCTGGACGCGCTGCTGCTGAATGCCGCGGTTTATCTGCCGCGTTTGGAAGCGCCGATG
SILPOR
R s P E G Y E I S VA T N Y F G H F L L A H L L L
CGTAGCCCGGAAGGCTACGAAATCAGCGTCGCGACTAACTATTTCGGTCATTTCCTGTTGGCACATCTGCTGCTG

SILPOR
p b L K K A KGR L P S P P R L I T L G T V T A N
GACGACCTGAAAAAAGCAAAGGGTCGCTTGCCGAGCCCTCCGCGCCTGATCACGCTGGGTACCGTCACCGCAAAT
SILPOR
s E E F G G K v p I P A P A E L G D L A G L A A G
AGCGAAGAATTTGGTGGCAAGGTTCCAATTCCGGCCCCGGCAGAGCTGGGCGACCTGGCGGGTCTGGCTGCAGGC
SILPOR
F K A P I A M I DG K P F K P G K A Y K D S K L A
TTTAAAGCACCGATTGCGATGATTGACGGCAAGCCGTTTAAGCCTGGCAAAGCGTACAAAGATAGCAAACTGGCT
SILPOR
c m~m I M N R E F H K R W G D T G I V F N T L Y P G
TGTATGATCATGAACCGCGAGTTCCACAAGCGTTGGGGCGATACGGGTATCGTGTTCAATACCTTGTACCCGGGC
SILPOR
c v aAa D T A L F R DT P Q A F R T I F P W F O K N
TGCGTGGCGGACACCGCGCTGTTCCGTGACACCCCGCAAGCGTTCCGTACCATCTTCCCGTGGTTCCAAAAGAAC

SILPOR
I T K 6 ¥y vs o P L. AG D R T A Q V I A D P A F A
ATTACCAAGGGTTACGTGTCTCAACCGCTGGCGGGCGATCGTACTGCTCAGGTTATTGCGGACCCGGCGTTTGCG
SILPOR
s 9 S G v H W S W G N R QO K O G R M P F A Q P L S
AGCCAGTCTGGTGTCCATTGGTCCTGGGGTAATCGTCAGAAACAGGGTCGTATGCCGTTCGCCCAACCGCTGAGC

SI1LPOR
AR G T N E A R N E R L W D L T L K A V G L A *
GCACGCGGCACGAATGAAGCCCGTAACGAACGCCTGTGGGATCTGACCCTGAAAGCCGTGGGTCTGGCGTAAGTC
Sall

GACAAGCTT
Sall
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ANHANG

SpLPOR

Hisg-tag SpLPOR
M 66 S S H H H H H H S S GG L V P R G S H M T T A

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGACGACAGCG
SpLPOR Ndel

K L. p L A I I T G A S §$ G V G L Y A T A A L I G R

AAATTGCCTCTGGCGATCATCACCGGGGCATCGTCCGGCGTTGGCTTATACGCAACCGCCGCGCTGATTGGACGC
SpLPOR

G W H Vv I M A C R DL D K A A A A AT G L G L R T

GGCTGGCACGTCATCATGGCGTGCCGCGATCTCGACAAGGCAGCAGCGGCAGCCACCGGGCTCGGCCTGCGCACG
SpLPOR

b R Y E I A H L DL A S Q A S V R A F A A A F R A

GATCGATACGAAATTGCGCATCTCGATCTTGCCTCCCAAGCATCAGTCCGCGCCTTTGCGGCGGCGTTCCGCGCC

SpLPOR
s b R P L DAL V C N A AT Y L P L L K E P A R S
AGCGACCGGCCGCTCGATGCCCTGGTCTGCAATGCGGCGACCTATTTGCCGCTGCTCAAGGAACCGGCCCGGTCG
SpLPOR
P £E G Y E L NV A T N Y L G H F L. L.A N L M L D D
CCTGAAGGCTATGAGCTGAACGTCGCGACCAATTATCTCGGCCATTTCCTGCTCGCCAATCTGATGCTTGACGAT

SpLPOR
L 9 R AP A P R L V T™TL G T V T A N S E E F G G R
TTGCAGCGCGCGCCCGCGCCGCGGCTGGTGACCTTGGGGACAGTCACTGCCAATTCAGAGGAGTTTGGCGGCCGT
SpLPOR
I p I P A P A DL G D F E G L A A G F K A P I A M
ATCCCGATTCCGGCGCCTGCCGATCTCGGCGATTTCGAAGGGCTGGCCGCCGGGTTCAAGGCACCGATCGCGATG
SpLPOR
I b G K Pp F K G G K A Y K D S K L ¢ T M M M S R E
ATCGACGGCAAGCCGTTCAAAGGTGGCAAGGCGTATAAAGACAGCAAGTTATGCACGATGATGATGAGCCGGGAG
SpLPOR
L H A R Y H A Q T G I I ¥ S T L Y P G C VvV A D T P
CTGCACGCGCGCTATCACGCGCAGACCGGCATCATCTTCAGCACGCTGTATCCCGGCTGCGTTGCCGATACCCCG
SpLPOR
L F R N A P K L F 9 K I ¥ P W F Q K N I T K G Y V
CTGTTCCGGAACGCGCCCAAGCTGTTCCAGAAGATATTCCCCTGGTTTCAGAAAAATATCACCAAGGGTTATGTC

SpLPOR
s ¢ p L S G DR V A Q V V A D P G F T Q S G V H W
TCGCAGCCGCTATCAGGCGATCGCGTCGCTCAAGTGGTGGCCGATCCCGGCTTTACCCAATCGGGCGTCCATTGG
SpLPOR
s W G N R Q O E G R E A F A Q S L S S K A T D A S
AGCTGGGGCAATCGCCAGCAAGAGGGGCGAGAGGCCTTTGCCCAGAGCCTGTCGAGCAAGGCAACCGACGCCAGC

SpLPOR
R S ¢ R L. W A L S A G L V G L A S D K Q P V R S V
CGATCGCAGCGGCTCTGGGCGCTGAGCGCTGGGCTGGTCGGGCTGGCCAGTGATAAGCAACCGGTGCGATCCGTG
SpLPOR
v A A *
GTCGCGGCGTAAGTCGACAAGCTT
Sall
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ANHANG

SsLPOR

His¢-tag SsLPOR
M 6 S S H H H H HHS S GGL V P R G S H M K P T
ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAAACCGACC
SsLPOR NdeI
v 1 1 T G A S S G V G L ¥ G R K A L I D K G W H V
GTGATCATCACCGGCGCGAGCAGCGGCGTGGGCCTGTATGGCCGCAAAGCGCTGATCGATAAAGGCTGGCATGTG
SsLPOR
I M A C R N L DK T Q K Vv A D E L G F P K D S Y T
ATCATGGCGTGCCGCAACCTGGATAAAACCCAGAAAGTGGCGGATGAACTGGGCTTCCCGAAAGATAGCTATACC

SsLPOR
r 1T K L b L G Yy L DS V RURF V A Q F R E L G R P
ATCATCAAACTGGATCTGGGCTATCTGGATAGCGTGCGCCGCTTCGTGGCGCAGTTCCGCGAACTGGGCCGCCCG

SSLPOR
L x.. AL VvV CN AA AV Y F P L L DE P L W S A D D Y
CTGAAAGCGCTGGTGTGCAACGCGGCGGTGTATTTCCCGCTGCTGGATGAACCGCTGTGGAGCGCGGATGATTAT

SsLPOR
E L.s v A T N H L G H F L L.C N L L L E D L K A C
GAACTGAGCGTGGCGACCAACCATCTGGGCCATTTCCTGCTGTGCAACCTGCTGCTGGAAGATCTGAAAGCGTGC

SSLPOR
p b A DK R 19T I I L G T V TAN S K E L G G K I P
CCGGATGCGGATAAACGCCTGATCATCCTGGGCACCGTGACCGCGAACAGCAAAGAACTGGGCGGCAAAATCCCG

SsLPOR
I p AP P DL GNVF E GVF EAGF K K P I A M I N
ATCCCGGCGCCGCCGGATCTGGGCAACTTCGAAGGCTTCGAAGCGGGCTTCAAAAAACCGATCGCGATGATCAAC
SSLPOR
N K K F K S G K A Y K D S K L ¢C N M L T T R E L H
AACAAAAAATTCAAAAGCGGCAAAGCGTATAAAGATAGCAAACTGTGCAACATGCTGACCACCCGCGAACTGCAT

SsLPOR

R R F H 0 E T G I VvV ¥ N S L Y p G C VvV A D T P L F

CGCCGCTTCCATCAGGAAACCGGCATCGTGTTCAACAGCCTGTATCCGGGCTGCGTGGCGGATACCCCGCTGTTC
SSLPOR

R N H ¥y s L ¥ R T I F P W F O K N V T K G Y V S 0O

CGCAACCATTATAGCCTGTTCCGCACCATCTTCCCGTGGTTCCAGAAAAACGTGACCAAAGGCTATGTGAGCCAG

SSLPOR
F L A G E R V A MV V A DD K F K D S G V H W S W
GAACTGGCGGGCGAACGCGTGGCGATGGTGGTGGCGGATGATAAATTCAAAGATAGCGGCGTGCATTGGAGCTGG

SsLPOR
G N R QO O A G R EAPF V Q E L S E O G S D A Q K A
GGCAACCGCCAGCAGGCGGGCCGCGAAGCGTTCGTGCAGGAACTGAGCGAACAGGGCAGCGATGCGCAGAAAGCG

SsLPOR
Q R M W D L S E K L VvV G L VvV *
CAGCGCATGTGGGATCTGAGCGAAAAACTGGTGGGCCTGGTGTGAGTCGACAAGCTT
Sall
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ANHANG

TeLPOR (N-terminaler Hise-tag)

Hisg-tag TeLPOR
M G S S H H H H HH S S GG L V P R G S H M S D O

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAGTGATCAG
TeLPOR Ndel

P R P T V I I T G A S S G V G L Y A T K A L A N R

CCACGCCCAACGGTCATTATTACGGGTGCATCCTCTGGAGTCGGATTGTATGCTACCAAGGCCTTAGCCAATCGG
TeLPOR

G W H VvV I M A C R N L E K A E Q A A K N L O I P P

GGCTGGCACGTTATAATGGCCTGCCGCAATCTTGAAAAAGCAGAGCAAGCCGCCAAAAACTTGCAGATTCCGCCG
TeLPOR

E A Yy T I L H L bL s S L A S V R G F V E S F R A

GAGGCCTACACGATTTTGCACTTGGACTTGTCCTCCTTGGCCAGTGTGCGCGGCTTTGTTGAATCATTTCGGGCA

TeLPOR
L N R P L R A L V C N A AV Y Y P L L K E P I Y S
TTGAATCGCCCCTTGCGTGCCCTTGTCTGCAATGCCGCTGTCTATTATCCCCTGCTCAAGGAACCTATCTACAGT
TeLPOR
v b G Yy £E I T Vv A T N H L G H F L L I N L L L E D
GTGGATGGCTATGAAATCACTGTGGCCACCAACCATTTGGGGCATTTTCTTTTGATCAACCTGCTGCTAGAAGAC

TeLPOR
L K N s P E S D K R L Vv I L 6 T v T A N R K E L G
TTGAAAAATTCTCCCGAAAGCGATAAGCGCTTGGTGATTCTCGGCACAGTGACAGCCAACCGCAAAGAACTCGGC
TeLPOR
G K 1 p I P A P P DL G N L E G F E K G F K K P I
GGTAAAATTCCCATTCCTGCTCCCCCTGATTTGGGCAACCTCGAAGGCTTTGAAAAAGGCTTCAAGAAGCCGATT

TeLPOR
A M I N G K P F K S G K A Y K D S K L C N M L T A
GCCATGATTAACGGTAAGCCCTTCAAGTCGGGCAAGGCCTACAAAGACAGCAAGCTCTGCAATATGCTGACGGCA
TeLPOR
R E L H R R F HE S TG I V F N S L Y P G C V A D
CGGGAACTGCATCGCCGCTTTCACGAGAGCACCGGAATTGTTTTTAATTCCCTTTACCCCGGTTGTGTGGCCGAC

TeLPOR

T p L. F R H H F P L F O K L F P L F O K K I T G G

ACACCCCTGTTTCGCCACCACTTCCCCCTGTTTCAGAAACTCTTCCCCCTCTTCCAGAAAAAGATTACTGGGGGC
TeLPOR

Yy vs ¢ E L A G E R V A M V V A D P E F R QO S G V

TATGTCAGCCAAGAACTGGCGGGTGAGCGCGTCGCGATGGTGGTCGCAGACCCAGAGTTTCGCCAGTCGGGGGTC
TeLPOR

H W S W G N R O K E G R K A F V 0 E L S A E A S D

CACTGGAGCTGGGGTAATCGCCAAAAAGAAGGCCGCAAAGCCTTTGTCCAAGAACTATCGGCAGAGGCAAGTGAT
TeLPOR

E 9 K AR R L W E L S E K L V G L A *

GAGCAAAAAGCCCGCCGTCTTTGGGAGCTGAGTGAAAAACTGGTGGGATTGGCCTAAGTCGACAAGCTT
Sall
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TeLPOR (ohne His¢-tag)

TeLPOR
M s bD o p R P T V I I T G A S S G V G L Y A T

ATACATATGAGTGATCAGCCACGCCCAACGGTCATTATTACGGGTGCATCCTCTGGAGTCGGATTGTATGCTACC
NdeI TeLPOR

K AL AN RGWUHV I M ACIRNTLE K A E QO A A K

AAGGCCTTAGCCAATCGGGGCTGGCACGTTATAATGGCCTGCCGCAATCTTGAAAAAGCAGAGCAAGCCGCCAAA

TeLPOR

N L ¢ I P P E A Y T I L H L DL S sS L A S V R G F

AACTTGCAGATTCCGCCGGAGGCCTACACGATTTTGCACTTGGACTTGTCCTCCTTGGCCAGTGTGCGCGGCTTT
TeLPOR

v E S F R A L N R P L R AL V C N A AV Y Y P L L

GTTGAATCATTTCGGGCATTGAATCGCCCCTTGCGTGCCCTTGTCTGCAATGCCGCTGTCTATTATCCCCTGCTC

TeLPOR

K & p I ¥ S Vv D G Y E I T VvV A T N H L G H F L L I

AAGGAACCTATCTACAGTGTGGATGGCTATGAAATCACTGTGGCCACCAACCATTTGGGGCATTTTCTTTTGATC
TeLPOR

N L L L E D L K N S P E S D K R L Vv I L G T V T A

AACCTGCTGCTAGAAGACTTGAAAAATTCTCCCGAAAGCGATAAGCGCTTGGTGATTCTCGGCACAGTGACAGCC

TeLPOR

N R K E L 6 6 K I P I P A P P D L G N L E G F E K

AACCGCAAAGAACTCGGCGGTAAAATTCCCATTCCTGCTCCCCCTGATTTGGGCAACCTCGAAGGCTTTGAAAAA
TeLPOR

G F K K p I A M I N G K P F K S G K A Y K D S K L

GGCTTCAAGAAGCCGATTGCCATGATTAACGGTAAGCCCTTCAAGTCGGGCAAGGCCTACAAAGACAGCAAGCTC

TeLPOR

c N ML T A R E L HRRPFHE S T GG I V F N S L Y

TGCAATATGCTGACGGCACGGGAACTGCATCGCCGCTTTCACGAGAGCACCGGAATTGTTTTTAATTCCCTTTAC
TeLPOR

p G ¢ v A DT P L F R H HPF P L F O K L F P L F O

CCCGGTTGTGTGGCCGACACACCCCTGTTTCGCCACCACTTCCCCCTGTTTCAGAAACTCTTCCCCCTCTTCCAG

TeLPOR
K kK 1 T 6 G Y VvV s 0 BEEL A G E RV A M V V A D P E
AAAAAGATTACTGGGGGCTATGTCAGCCAAGAACTGGCGGGTGAGCGCGTCGCGATGGTGGTCGCAGACCCAGAG

TeLPOR
F R 0O S GV H W S W G N R Q K E G R K A F V O E L
TTTCGCCAGTCGGGGGTCCACTGGAGCTGGGGTAATCGCCAAAAAGAAGGCCGCAAAGCCTTTGTCCAAGAACTA

TeLPOR
S A E A S D E O K AR R L W E L S E K L V G L A *
TCGGCAGAGGCAAGTGATGAGCAAAAAGCCCGCCGTCTTTGGGAGCTGAGTGAAAAACTGGTGGGATTGGCCTAA

GTCGACAAGCTT
Sall
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TeLPOR-A302Stopp

Hisg-tag TeLPOR-A302Stopp
M GG S S H H H H H H S S G L V P R G S H M S D 0
ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAGTGATCAG
TeLPOR-A302Stopp
P R P T V I I T G A S S G V G L Y A T K A L A N R
CCACGCCCAACGGTCATTATTACGGGTGCATCCTCTGGAGTCGGATTGTATGCTACCAAGGCCTTAGCCAATCGG
TeLPOR-A302Stopp
G W H VvV I M A C R N L E K A E Q A A K N L O I P P
GGCTGGCACGTTATAATGGCCTGCCGCAATCTTGAAAAAGCAGAGCAAGCCGCCAAAAACTTGCAGATTCCGCCG
TeLPOR-A302Stopp
E A Yy T I L H L blL s s L A sS V R G F V E S F R A

GAGGCCTACACGATTTTGCACTTGGACTTGTCCTCCTTGGCCAGTGTGCGCGGCTTTGTTGAATCATTTCGGGCA
TeLPOR-A302Stopp

L N R P L R AL V C N A AV Y Y P L L K E P I Y S

TTGAATCGCCCCTTGCGTGCCCTTGTCTGCAATGCCGCTGTCTATTATCCCCTGCTCAAGGAACCTATCTACAGT
TeLPOR-A302Stopp

v b G Yy £E I T Vv A T N H L G H F L L I N L L L E D

GTGGATGGCTATGAAATCACTGTGGCCACCAACCATTTGGGGCATTTTCTTTTGATCAACCTGCTGCTAGAAGAC
TeLPOR-A302Stopp

L K N s P E S D K R L Vv I L 6 T v T A N R K E L G

TTGAAAAATTCTCCCGAAAGCGATAAGCGCTTGGTGATTCTCGGCACAGTGACAGCCAACCGCAAAGAACTCGGC
TeLPOR-A302Stopp

G K 1 p I P A P P DL G N L E G F E K G F K K P I

GGTAAAATTCCCATTCCTGCTCCCCCTGATTTGGGCAACCTCGAAGGCTTTGAAAAAGGCTTCAAGAAGCCGATT
TeLPOR-A302Stopp

A M I N G K P F K S G K A Y K D S K L C N M L T A

GCCATGATTAACGGTAAGCCCTTCAAGTCGGGCAAGGCCTACAAAGACAGCAAGCTCTGCAATATGCTGACGGCA
TeLPOR-A302Stopp

R E L H R R F H E &5 T G I v F N S L Y P G C V A D

CGGGAACTGCATCGCCGCTTTCACGAGAGCACCGGAATTGTTTTTAATTCCCTTTACCCCGGTTGTGTGGCCGAC
TeLPOR-A302Stopp
T p L ¥ R H H F P L F Q K L F P L F QO K K I T G G

ACACCCCTGTTTCGCCACCACTTCCCCCTGTTTCAGAAACTCTTCCCCCTCTTCCAGAAAAAGATTACTGGGGGC
TeLPOR-A302Stopp
Yy vws 0 E L A G E R V A M V V A D P E F R Q S G V

TATGTCAGCCAAGAACTGGCGGGTGAGCGCGTCGCGATGGTGGTCGCAGACCCAGAGTTTCGCCAGTCGGGGGTC
TeLPOR-A302Stopp

H W s W G N R QO K E G R K A F V Q E L S A E *

CACTGGAGCTGGGGTAATCGCCAAAAAGAAGGCCGCAAAGCCTTTGTCCAAGAACTATCGGCAGAGTAA
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TeLPOR-V279Stopp

His¢-tag TeLPOR-V279Stopp
M 6 S S H H H H HHS S GGG L V P R G S H M S D 0O

ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAGTGATCAG
TeLPOR-V279Stopp

P R P T V I I T G A S S G V G L ¥ A T K A L A N R

CCACGCCCAACGGTCATTATTACGGGTGCATCCTCTGGAGTCGGATTGTATGCTACCAAGGCCTTAGCCAATCGG
TeLPOR-V279Stopp

G w H v Il ™M A CRNTL E K A E Q A A KN L O I P P

GGCTGGCACGTTATAATGGCCTGCCGCAATCTTGAAAAAGCAGAGCAAGCCGCCAAAAACTTGCAGATTCCGCCG
TeLPOR-V279Stopp

E A Yy T I L H L D L s s L A S V R G F V E S F R A

GAGGCCTACACGATTTTGCACTTGGACTTGTCCTCCTTGGCCAGTGTGCGCGGCTTTGTTGAATCATTTCGGGCA
TeLPOR-V279Stopp

L N R P L R A L V C N A AV Y Y P L L K E P I Y S

TTGAATCGCCCCTTGCGTGCCCTTGTCTGCAATGCCGCTGTCTATTATCCCCTGCTCAAGGAACCTATCTACAGT
TeLPOR-V279Stopp

v b 6 Yy E I T v A T N H L G H F L L I N L L L E D

GTGGATGGCTATGAAATCACTGTGGCCACCAACCATTTGGGGCATTTTCTTTTGATCAACCTGCTGCTAGAAGAC
TeLPOR-V279Stopp

L K N~ S P E S D K R L VvV I L G T VvV T A N R K E L G

TTGAAAAATTCTCCCGAAAGCGATAAGCGCTTGGTGATTCTCGGCACAGTGACAGCCAACCGCAAAGAACTCGGC
TeLPOR-V279Stopp

G K 1 p I P A P P DL G N L E G F E K G F K K P I

GGTAAAATTCCCATTCCTGCTCCCCCTGATTTGGGCAACCTCGAAGGCTTTGAAAAAGGCTTCAAGAAGCCGATT
TeLPOR-V279Stopp

A M I N G K P F K S G K A Y K D S K L ¢ N M L T A

GCCATGATTAACGGTAAGCCCTTCAAGTCGGGCAAGGCCTACAAAGACAGCAAGCTCTGCAATATGCTGACGGCA
TeLPOR-V279Stopp

R £E L H R R F H E s T I v F N S L Y P G C V A D

CGGGAACTGCATCGCCGCTTTCACGAGAGCACCGGAATTGTTTTTAATTCCCTTTACCCCGGTTGTGTGGCCGAC
TeLPOR-V279Stopp

T p L F R H H F P L F Q K L ¥ P L F Q K K I T G G

ACACCCCTGTTTCGCCACCACTTCCCCCTGTTTCAGAAACTCTTCCCCCTCTTCCAGAAAAAGATTACTGGGGGC
TeLPOR-V279Stopp

Yy vws ¢ E L A G E R V A MV V A D P E F R Q S G *

TATGTCAGCCAAGAACTGGCGGGTGAGCGCGTCGCGATGGTGGTCGCAGACCCAGAGTTTCGCCAGTCGGGGTAA
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TeLPOR-P272Stopp

Hisg-tag TeLPOR-V272Stopp
M GG S S H H H H H H S S G L V P R G S H M S D 0
ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAGTGATCAG
TeLPOR-V272Stopp
P R P T V I I T G A S S G V G L Y A T K A L A N R
CCACGCCCAACGGTCATTATTACGGGTGCATCCTCTGGAGTCGGATTGTATGCTACCAAGGCCTTAGCCAATCGG
TeLPOR-V272Stopp
G W H VvV I M A C R N L E K A E Q A A K N L O I P P
GGCTGGCACGTTATAATGGCCTGCCGCAATCTTGAAAAAGCAGAGCAAGCCGCCAAAAACTTGCAGATTCCGCCG
TeLPOR-V272Stopp
E A Yy T I L H L blL s s L A sS V R G F V E S F R A

GAGGCCTACACGATTTTGCACTTGGACTTGTCCTCCTTGGCCAGTGTGCGCGGCTTTGTTGAATCATTTCGGGCA
TeLPOR-V272Stopp

L N R P L R AL V C N A AV Y Y P L L K E P I Y S

TTGAATCGCCCCTTGCGTGCCCTTGTCTGCAATGCCGCTGTCTATTATCCCCTGCTCAAGGAACCTATCTACAGT
TeLPOR-V272Stopp

v b G Yy £E I T Vv A T N H L G H F L L I N L L L E D

GTGGATGGCTATGAAATCACTGTGGCCACCAACCATTTGGGGCATTTTCTTTTGATCAACCTGCTGCTAGAAGAC
TeLPOR-V272Stopp

L K N s P E S D K R L Vv I L 6 T v T A N R K E L G

TTGAAAAATTCTCCCGAAAGCGATAAGCGCTTGGTGATTCTCGGCACAGTGACAGCCAACCGCAAAGAACTCGGC
TeLPOR-V272Stopp

G K 1 p I P A P P DL G N L E G F E K G F K K P I

GGTAAAATTCCCATTCCTGCTCCCCCTGATTTGGGCAACCTCGAAGGCTTTGAAAAAGGCTTCAAGAAGCCGATT
TeLPOR-V272Stopp

A M I N G K P F K S G K A Y K D S K L C N M L T A

GCCATGATTAACGGTAAGCCCTTCAAGTCGGGCAAGGCCTACAAAGACAGCAAGCTCTGCAATATGCTGACGGCA
TeLPOR-V272Stopp

R E L H R R F H E &5 T G I v F N S L Y P G C V A D

CGGGAACTGCATCGCCGCTTTCACGAGAGCACCGGAATTGTTTTTAATTCCCTTTACCCCGGTTGTGTGGCCGAC
TeLPOR-V272Stopp

T p L ¥ R H H F P L F Q K L F P L F QO K K I T G G

ACACCCCTGTTTCGCCACCACTTCCCCCTGTTTCAGAAACTCTTCCCCCTCTTCCAGAAAAAGATTACTGGGGGC
TeLPOR-V272Stopp

Yy vs ¢ E L A G E R V A M V V A D *

TATGTCAGCCAAGAACTGGCGGGTGAGCGCGTCGCGATGGTGGTCGCAGACTAA
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6.1.2  Aminosaduresequenzen der identifizierten RuBisCo-Untereinheit

Acidiphilium angustum (Accession-Nummer: WP_029311241.1; UniProt-ID: AOA1IN6TDA9)

MDTPTPSVADAKTVRGKDRYRSGVMEYSKMGYWEPDYEPKITDVIALFRITPODGVDAIEAAAAVAGESSTATWT
VVWTDRLTACEKYRAKAYRVDPVPNGPGQYFAYIAYDLALFEPGSIANLTASIIGNVEGFKPLKALRLEDMRMPV
AYVKTFDGPSTGIVVERERLDKEFGRPLLGATVKPKLGLSGRNYGRVVYEALKGGLDFTKDDENINSQPFMHWRDR
FLYCMEAVNRAQAVSGEVKGTYLNVTAGTMEEMYERANFAHELGSTIVMIDLVIGYTATIQSMSKWARKHDMILHL
HRAGHGTYTRHKTHGVSFRVIAKWMRLAGVDHIHAGTVVGKLEGDPLTTRGFYDVLREDYNPMRLEHGIFFEQDW
AGTRKVMPVASGGIHAGOMHQLLHHLGEDVVLOFGGGTIGHPLGIAAGATANRVALEAMILARNEGRDYYREGPD
ILAQAARHCLPLRQALDTWGDVTEDYTSTDTPDEVASPMPAY

Acidiphilium rubrum (Accession-Nummer: WP_029311241.1; UniProt-ID: AOA1IN6TDA9)

MDTPTPSVADAKTVRGKDRYRSGVMEYSKMGYWEPDYEPKITDVIALFRITPODGVDAIEAAAAVAGESSTATWT
VVWTDRLTACEKYRAKAYRVDPVPNGPGQYFAYIAYDLALFEPGSIANLTASIIGNVEGFKPLKALRLEDMRMPV
AYVKTFDGPSTGIVVERERLDKEFGRPLLGATVKPKLGLSGRNYGRVVYEALKGGLDFTKDDENINSQPFMHWRDR
FLYCMEAVNRAQAVSGEVKGTYLNVTAGTMEEMYERANFAHELGSTIVMIDLVIGYTAIQSMSKWARKHDMILHL
HRAGHGTYTRHKTHGVSFRVIAKWMRLAGVDHIHAGTVVGKLEGDPLTTRGFYDVLREDYNPMRLEHGIFFEQDW
AGTRKVMPVASGGIHAGOMHQLLHHLGEDVVLOFGGGTIGHPLGIAAGATANRVALEAMILARNEGRDYYREGPD
ILAQAARHCLPLRQALDTWGDVTEFDYTSTDTPDEVASPMPAY

Gemmatimonas phototrophica (Accession-Nummer: WP_026848175.1; UniProt-ID: AOA143BN93)

MTPODIDAFFASRDALITDQYIELEFTFECAGDPRAAAAHLASEQSTAQWQRIGVAEDFRPQFAARVLSLVSSPR
PAGFSVPVPAAPAGAVHACRAVIAHPHGNEFGPRLPNLISAVLGEGVFFAPGIPLIRLEDIRFPASYLAAFEGPQF
GVQGVRDQLOVYGRPLEFFGVIKPNIGLPPEPFAQLGFEGWMGGLDVAKDDEMLADAPY SPLATRAALLGDARRRA
EVATGVPKGYLANITDEVDALHALHDTAVAAGATMVMVNTMPVGLSGVRALRRHARVPLVTHEFPFIASEFSRLPLH
GVHSRVITRLORLAGADVIIMPGEFGDRMMTPEHEVMENVOQACLEPMGHLKPSLPVPGGSDSAATLEGVYRRIGSV
DEFGEFVPGRGVFGHPMGPRGGAASLROAWDATIAQGIPVREYAQQYAELRAALR
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6.2 Shell-Skript zur Auswertung der LPOR-Aktivitat
#1/bin/sh

# Einlesen des gewiinschten Schwellenwerts und des Belichtungsintervalls der auszuwertenden Datei
echo Bitte geben Sie nun den gewlinschten Schwellwert ein\:

read Schwellwert

echo Bitte geben Sie nun das Belichtungsintervall \in Sekunden ein\:

read Lichtzeit

# Programm wird fir alle .csv-Dateien im Programmordner ausgefiihrt
for datei in *.csv
do

touch temp

awk -v i=Sdatei 'BEGIN{printf ("%s",substr(i,1,length(i)-4))}' temp > temp2
datei=$(cat temp2)

rmtemp | rm temp2

# Anlegen von Unterordnern (sofern noch nicht vorhanden!) um spéter alle Dateien sortiert abzulegen

if [ ! -e FilterSSchwellwert ] ; then
mkdir FilterSSchwellwert

fi

if [ | -e Formatiert ] ; then
mkdir Formatiert

fi

if [ | -e Formatiert_normiert ] ; then
mkdir Formatiert_normiert

fi

if [ | -e Kinetikwerte ] ; then
mkdir Kinetikwerte

fi

if [ ! -e Kinetikwerte_normiert ] ; then
mkdir Kinetikwerte_normiert

fi

cd Kinetikwerte

if[1-e 672nm ] ; then
mkdir 672nm

fi

if [!-e 670nm ] ; then
mkdir 670nm

fi

cd ../Kinetikwerte_normiert

if [ | -e normiert_672nm | ; then
mkdir normiert_672nm

fi

if [ ! -e normiert_670nm ] ; then
mkdir normiert_670nm

fi

cd ..

A A R A S A R A A R A R S A A R A A A R A R A A A A R AR
# Formatierung und Filterung der Daten
A A A A S A R A A A R e S A A R A S A A R A R A A A A R A A

awk 'BEGIN{Zeile=0;}{Zeile=Zeile+1;if (Zeile <= 53){printS0;}}' ${datei}.csv > S{datei}.txt
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# Ersetzen aller Kommata durch Leerzeichen
tr < S{datei}.txt >> dat
mv dat $S{datei}.txt

# Spalten mit Wellenlangenangaben werden geléscht
awk -v Schwellwert=$Schwellwert -v Lichtzeit=SLichtzeit 'BEGIN{zaehler=0;Licht_an=0;}{

zaehler=zaehler+1;

# Auslesen aller Zeilen und Spalten mit den Messwerten
# Kopfzeile flr die Belichtungszeit wird erstellt
if (zaehler > 2)
{
spalte_max=NF;
zeile=zaehler-2;
Feld[zeile+1,1]=51;
for (spalte=2;spalte<=spalte_max;spalte=spalte+2){Feld[zeile+1,1+(spalte/2)]=Sspalte;}
for (x=2;x<=(NF/2)+1;x++){Feld[1,x]=1;}
zeile_max=zaehler-1;
}

}
END{

# Filterung der "Licht-An" Ereignisse
for (spalte=2;spalte<=(spalte_max/2)+1;spalte++)
{
Licht_an=0;
for (zeile=3;zeile<=zeile_max;zeile++)

{

# Filterkriterium; Messwerte eines ,Licht-An“-Ereignisses werden auf den default-Wert EEE gesetzt
diff=Feld[zeile,spalte]-Feld[zeile-1,spalte];
if ((diff > Schwellwert)| | (diff < -Schwellwert)){Licht_an=1;}
}

if ( Licht_an =="1"){for (i=1;i<=zeile_max;i++){Feld[i,spalte]="EEE";}}
}

# Beschriftung der Kopfzeile mit der entsprechenden Belichtungszeit
Gruppe=0;
for (spalte=2;spalte<=(spalte_max/2)+1;spalte++)
{
if ((Feld[1,spalte] == "EEE")&&(Feld[1,spalte-1] !="EEE")){Gruppe=Gruppe+Lichtzeit;}
if (Feld[1,spalte] !="EEE"){Feld[1,spalte]=Gruppe;}
}

# Rausschreiben aller Werte, welche keinem , Licht-An“-Ereignis zugeordnet wurden
printf ("Wellenlange");
for (zeile=1;zeile<=zeile_max;zeile++)
{
for (spalte=1;spalte<=spalte_max;spalte++){printf ("%s ",Feld[zeile,spalte]);}
printf ("\n");
}
}' S{datei}.txt > S{datei}_formatiert.txt

HEHEH B HEHEHEH A A
# Formatierung und Filterung der Daten und zusatzlich Normierung der Spektren auf den Wert bei 720 nm
A A A A S A A A e A A A R A S A A A A AR A A R A A

awk -v Schwellwert=5Schwellwert -v Lichtzeit=SLichtzeit 'BEGIN{zaehler=0;Licht_an=0;}{

zaehler=zaehler+1;

193



ANHANG

if (zaehler > 2)

{

spalte_max=NF;

zeile=zaehler-2;

Feld[zeile+1,1]=$1;

for (spalte=2;spalte<=spalte_max;spalte=spalte+2){Feld[zeile+1,1+(spalte/2)]=Sspalte;}
for (x=2;x<=(NF/2)+1;x++){Feld[1,x]=1;}

zeile_max=zaehler-1;

1

}

END{

for (spalte=2;spalte<=spalte_max;spalte++)
{
Licht_an=0;
for (zeile=3;zeile<=zeile_max;zeile++)
{
diff=Feld[zeile,spalte]-Feld[zeile-1,spalte];
if ((diff > Schwellwert)| | (diff < -Schwellwert)){Licht_an=1;}

}
if ( Licht_an =="1"){for (i=1;i<=zeile_max;i++){Feld[i,spalte]="EEE";}}
1
Gruppe=0;
for (spalte=2;spalte<=spalte_max/2+1;spalte++)
{

if ((Feld[1,spalte] == "EEE")&&(Feld[1,spalte-1] !="EEE")){Gruppe=Gruppe+Lichtzeit;}
if (Feld[1,spalte] != "EEE"){Feld[1,spalte]=Gruppe;}
}

printf ("Wellenlange");

for (spalte=1;spalte<=spalte_max;spalte++)

{
if ((spalte == 1)| | (Feld[1,spalte] != "EEE")){printf ("%s ",Feld[1,spalte])}

}
printf ("\n");

for (zeile=1;zeile<=zeile_max-1;zeile++)

{

for (spalte=1;spalte<=spalte_max;spalte++){Feld_normiert[zeile,spalte]=0;}

}

# Normierung der Spektren auf den Wert bei 720 nm
for (zeile=2;zeile<=zeile_max;zeile++)
{
for (spalte=1;spalte<=spalte_max/2+1;spalte++)
{
if (spalte == 1){Feld_normiert[zeile,spalte]=Feld[zeile,spalte];}
else if (Feld[zeile,spalte] != "EEE"){Feld_normiert[zeile,spalte]=Feld[zeile,spalte]-Feld[2,spalte];}
else if (Feld[zeile,spalte] == "EEE"){Feld_normiert[zeile,spalte]="EEE";}
if ((spalte == 1)| | (Feld_normiert[zeile,spalte] != "EEE")){printf ("%s ",Feld_normiert[zeile,spalte]);}
}
printf ("\n");
}
}' S{datei}.txt > S{datei}_formatiert_normiert.txt

HEHHH R
# Messwerte bei 672 nm (672,xx nm oder 671,xx nm) sortiert zur Belichtungszeit herausschreiben
HEHHHEH

awk -v Lichtzeit=SLichtzeit 'BEGIN{zaehler=0;}{
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# Feld belegen

zaehler=zaehler+1;
spalte_max=NF;

for (spalte=1;spalte<=spalte_max;spalte++){Feld[zaehler,spalte]=Sspalte;}
zeile_max=zaehler;

if ((substr($1,1,3) =="672")| | (substr($1,1,3)
}

END{

="671")){z_672=zaehler;}

Zeitpunkt_alt="DDD";
spaltenwert=0;
max_spalten=0;

for (spalte=2;spalte<=spalte_max;spalte++)
{
Zeitpunkt=Feld[1,spalte];

if ((Zeitpunkt != Zeitpunkt_alt)&&(Zeitpunkt != "EEE")){spaltenwert=1;}
else if (Zeitpunkt == "EEE")

{

if (max_spalten < spaltenwert){max_spalten=spaltenwert;}
spaltenwert=0;

}

spaltenwert=spaltenwert+1;
if (Zeitpunkt_alt =="DDD")
{

Feld_neu[1,1]=Zeitpunkt;

Feld_neu[1,spaltenwert]=Feld[z_672,spalte];
1

else if ((Zeitpunkt_alt == Zeitpunkt)&&(Zeitpunkt != "EEE"))
{
if (Zeitpunkt > 0)

Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),spaltenwert]=Feld[z_672,spalte];
1

else

{
Feld_neu[1,1]=Zeitpunkt;

Feld_neu[1,spaltenwert]=Feld[z_672,spalte];
1

1
else if ((Zeitpunkt_alt != Zeitpunkt)&&(Zeitpunkt_alt == "EEE"))
{

Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),spaltenwert]=Feld[z_672,spalte];
1

if ((Zeitpunkt != "EEE")&&(Zeitpunkt_alt != Zeitpunkt)&&(Zeitpunkt > 0))
{
Zeitpunkt_max=Zeitpunkt;

Anzahl_Belichtungen=Zeitpunkt/Lichtzeit;
1

Zeitpunkt_alt=Zeitpunkt;

1

for (i=1;i<=Anzahl_Belichtungen+1;i++)

{

for (j=1;j<=max_spalten;j++){printf ("%s ",Feld_neuli,j]);}
printf ("\n");

}
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}' S{datei}_formatiert.txt > S{datei} Kinetikwerte 672.txt

HEHEHHEHHHEHH A
# Messwerte bei 670 nm (670,xx nm oder 669,xx nm) sortiert zur Belichtungszeit herausschreiben
A A A A S A R A A R A R S A A R A S A A R A R A A A A R AR

awk -v Lichtzeit=SLichtzeit 'BEGIN{zaehler=0;}{
zaehler=zaehler+1;
spalte_max=NF;
for (spalte=1;spalte<=spalte_max;spalte++){Feld[zaehler,spalte]=Sspalte;}
zeile_max=zaehler;
if ((substr($1,1,3) =="670")| | (substr($1,1,3) == "669")){z_670=zaehler;}
}

END{

Zeitpunkt_alt="DDD";
spaltenwert=0;
max_spalten=0;

for (spalte=2;spalte<=spalte_max;spalte++)
{
Zeitpunkt=Feld[1,spalte];
if ((Zeitpunkt != Zeitpunkt_alt)&&(Zeitpunkt != "EEE")){spaltenwert=1;}
else if (Zeitpunkt == "EEE")
{
if (max_spalten < spaltenwert){max_spalten=spaltenwert;}spaltenwert=0;}
spaltenwert=spaltenwert+1;
if (Zeitpunkt_alt == "DDD")
{
Feld_neu[1,1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1,spaltenwert]=Feld[z_670,spalte];
}
else if ((Zeitpunkt_alt == Zeitpunkt)&&(Zeitpunkt !="EEE"))
{
if (Zeitpunkt > 0)
{
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),spaltenwert]=Feld[z_670,spalte];
}
else
{
Feld_neu[1,1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1,spaltenwert]=Feld[z_670,spalte];
}
}
else if ((Zeitpunkt_alt |= Zeitpunkt)&&(Zeitpunkt_alt == "EEE"))
{
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),spaltenwert]=Feld[z_670,spalte];
}
if ((Zeitpunkt != "EEE")&&(Zeitpunkt_alt != Zeitpunkt)&&(Zeitpunkt > 0))
{
Zeitpunkt_max=Zeitpunkt;
Anzahl_Belichtungen=Zeitpunkt/Lichtzeit;
}
Zeitpunkt_alt=Zeitpunkt;
}
for (i=1;i<=Anzahl_Belichtungen+1;i++)
{
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for (j=1;j<=max_spalten;j++){printf ("%s ",Feld_neuli,j]);}
printf ("\n");

1

}' S{datei}_formatiert.txt > S{datei}_Kinetikwerte_670.txt

B R R R R R R R R R
# normierte Messwerte bei 672 nm (672,xx nm oder 671,xx nm) sortiert zur Belichtungszeit herausschreiben
HEHH

awk -v Lichtzeit=SLichtzeit 'BEGIN{zaehler=0;}{
zaehler=zaehler+1;
spalte_max=NF;
for (spalte=1;spalte<=spalte_max;spalte++){Feld[zaehler,spalte]=Sspalte;}
zeile_max=zaehler;
if ((substr($1,1,3) =="672")| | (substr($1,1,3) == "671")){z_672=zaehler;}
1

END{

Zeitpunkt_alt="DDD";
spaltenwert=0;
max_spalten=0;

for (spalte=2;spalte<=spalte_max;spalte++)
{
Zeitpunkt=Feld[1,spalte];
if (Zeitpunkt != Zeitpunkt_alt)
{
if (max_spalten < spaltenwert){max_spalten=spaltenwert;}
spaltenwert=1;
1
spaltenwert=spaltenwert+1;
if (Zeitpunkt_alt == "DDD")
{
Feld_neu[1,1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1,spaltenwert]=Feld[z_672,spalte];
1
else if (Zeitpunkt_alt == Zeitpunkt)
{

if (Zeitpunkt > 0)

{
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),spaltenwert]=Feld[z_672,spalte];

}

else

{

Feld_neu[1,1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1,spaltenwert]=Feld[z_672,spalte];

}

}

else if (Zeitpunkt_alt != Zeitpunkt)
{
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),spaltenwert]=Feld[z_672,spalte];
1
if ((Zeitpunkt_alt I= Zeitpunkt)&&(Zeitpunkt > 0))
{
Anzahl_Belichtungen=Zeitpunkt/Lichtzeit;
Zeitpunkt_max=Zeitpunkt;
!
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Zeitpunkt_alt=Zeitpunkt;
}
for (i=1;i<=Anzahl_Belichtungen+1;i++)
{
for (j=1;j<=max_spalten;j++){printf ("%s ",Feld_neuli,j]);}
printf ("\n");
}

}' S{datei}_formatiert_normiert.txt > ${datei} Kinetikwerte_normiert_672.txt

HEHEHHHEHHHEHH
# normierte Messwerte bei 670 nm (670,xx nm oder 669,xx nm) sortiert zur Belichtungszeit herausschreiben
A A A A S A R A A A R S A A R A A A R A R A A A A R A R

awk -v Lichtzeit=SLichtzeit 'BEGIN{zaehler=0;}{
zaehler=zaehler+1;
spalte_max=NF;
for (spalte=1;spalte<=spalte_max;spalte++){Feld[zaehler,spalte]=Sspalte;}
zeile_max=zaehler;
if ((substr($1,1,3) =="670")| | (substr($1,1,3) == "669")){z_670=zaehler;}
}

END{

Zeitpunkt_alt="DDD";
spaltenwert=0;
max_spalten=0;

for (spalte=2;spalte<=spalte_max;spalte++)
{
Zeitpunkt=Feld[1,spalte];
if (Zeitpunkt != Zeitpunkt_alt)
{
if (max_spalten < spaltenwert){max_spalten=spaltenwert;}
spaltenwert=1;
}
spaltenwert=spaltenwert+1;
if (Zeitpunkt_alt == "DDD")
{
Feld_neu[1,1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1,spaltenwert]=Feld[z_670,spalte];
}
else if (Zeitpunkt_alt == Zeitpunkt)
{
if (Zeitpunkt > 0)

{
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),spaltenwert]=Feld[z_670,spalte];
}

else
{
Feld_neu[1,1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1,spaltenwert]=Feld[z_670,spalte];
}
}
else if (Zeitpunkt_alt != Zeitpunkt)
{
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),1]=Zeitpunkt;
Feld_neu[1+(Zeitpunkt/Lichtzeit),spaltenwert]=Feld[z_670,spalte];
}
if ((Zeitpunkt_alt != Zeitpunkt)&&(Zeitpunkt > 0))
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{
Anzahl_Belichtungen=Zeitpunkt/Lichtzeit;

Zeitpunkt_max=Zeitpunkt;
}
Zeitpunkt_alt=Zeitpunkt;
1
for (i=1;i<=Anzahl_Belichtungen+1;i++)

{

for (j=1;j<=max_spalten;j++){printf ("%s ",Feld_neuli,j]);}

printf ("\n");
}

}' S{datei}_formatiert_normiert.txt > S{datei}_Kinetikwerte_normiert_670.txt

rm S{datei}.txt

done

HHHEHEHFH AR

# Verschieben der Dateien in die entsprechenden Unterordner.

HHHEHEHF R

mv *formatiert.txt Formatiert/.

mv *formatiert_normiert.txt Formatiert_normiert/.
mv *Kinetikwerte_normiert*.txt Kinetikwerte_normiert/.

mv *Kinetikwerte*.txt Kinetikwerte/.
cd Kinetikwerte

mv *672.txt 672nm/.
mv *670.txt 670nm/.

cd ../Kinetikwerte_normiert

mv *672.txt normiert_672nm/.
mv *670.txt normiert_670nm/.

cd ..

mv Formatiert FilterSSchwellwert/.
mv Formatiert_normiert FilterSSchwellwert/.

mv Kinetikwerte_normiert FilterSSchwellwert/.

mv Kinetikwerte FilterSSchwellwert/.

exit
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Abbildung 60: Chromatogramme der IMAC und GroRenausschlusschromatographie. Alle mit einem (A) beschrifteten
Chromatogramme zeigen die Proteinreinigung mittels IMAC an Ni2*-NTA-Material. Die mit (B) markierten Chromatogramme
zeigen die Reinigung mittels GroRenausschlusschromatographie. Die roten Linien zeigen die Absorption bei 280 nm (linke y-
Achse) und die blauen Linien die Imidazolkonzentration, welche auf der rechten y-Achse abgebildet ist.
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Abbildung 61: SDS-PAGE-Analysen aller LPOR-Reinigungen. Es wurden Gradientengele (NUPAGE® 4-15 % Bis-TRIS-Gel) der
Firma Thermo Fisher Scientific (Bonn, Deutschland) verwendet. Die Trennung der Molekile erfolgte fiir eine Stunde bei 150 V
unter Verwendung des MES-Laufpuffers. Zur Abschiatzung der MolekilgroBe wurde als Referenz der
Molekulargewichtsstandard ,PageRuler™ Prestained Protein Ladder” (Thermo Fisher Scientific, Bonn, Deutschland)
verwendet. Die roten Pfeile zeigen das theoretische Molekulargewicht der jeweiligen LPOR an.
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6.4 LPOR-Aktivitat
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Abbildung 62: Aktivitat aller gereinigten LPORs mit allen Kontrollen und Spektren als Aktivitatsnachweis. Die Durchfiihrung
der Aktivitditsmessung erfolgte wie in Kapitel 2.17 beschrieben unter Verwendung von 3,5uM Pchlid. Die mit (A)
gekennzeichneten Graphen zeigen die zeitabhangige Absorptionsdanderung bei 672 nm. Als Kontrolle der Lichtabhéngigkeit
wurde unter Verwendung jedes Enzyms eine Kontrolle ohne Belichtung (schwarze Punkte) angefertigt. Des Weiteren wurde
eine Kontrolle ohne Zugabe eines Enzyms durchgefiihrt (orange Punkte). In blau ist die Aktivitaitsmessung unter Verwendung
der jeweiligen LPOR dargestellt. Die mit einem (B) versehenen Graphen zeigen Absorptionsspektren der unterschiedlichen
LPORs vor (schwarze Linie) und nach 20 s bzw. 24 s (AtLPORC und SaLPOR) Belichtung mit Blaulicht.
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Abbildung 63: Rohextrakt-Aktivitat aller LPORs mit allen Kontrollen und Spektren als Aktivitdtsnachweis. Die Durchfiihrung
der Aktivitdtsmessung erfolgte wie in Kapitel 2.17 beschrieben unter Verwendung von 3,5 uM Pchlid und 250 pl Rohextrakt.
Die mit (A) gekennzeichneten Graphen zeigen die zeitabhdngige Absorptionsdnderung bei 672 nm. Als Kontrolle der
Lichtabhangigkeit wurde unter Verwendung jedes Enzyms eine Kontrolle ohne Belichtung (schwarze Punkte) angefertigt. Des
Weiteren wurde eine Kontrolle unter Zugabe von Rohextrakt, gewonnen aus pET28a-Leervektor tragenden Zellen, angefertigt
(orange Punkte). In blau ist die Aktivitditsmessung unter Verwendung des Rohextraktes mit der jeweiligen LPOR dargestellt.
Die mit einem (B) versehenen Graphen zeigen Absorptionsspektren der unterschiedlichen LPORs vor (schwarze Linie) und
nach 24 s Belichtung mit Blaulicht.
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Abbildung 64: SDS-PAGE-Analysen der unléslichen (U) und l6slichen (L) Fraktionen der Proben fiir die Rohextrakt-
Aktivitditsmessungen. Es wurden Gradientengele (NUPAGE® 4-15 % Bis-TRIS-Gel) der Firma Thermo Fisher Scientific (Bonn,
Deutschland) verwendet. Die Trennung der Molekile erfolgte fir eine Stunde bei 150V unter Verwendung des MES-
Laufpuffers. Zur Abschatzung der MolekiilgréRe wurde als Referenz der Molekulargewichtsstandard ,,PageRuler™ Prestained
Protein Ladder” (Thermo Fisher Scientific, Bonn, Deutschland) verwendet. Die roten Pfeile zeigen das theoretische
Molekulargewicht der jeweiligen LPOR an.
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Abbildung 65: K4-Wert-Bestimmung der TeLPOR. (A) Auswertung der Absorptionsmessung (B) ohne Zugabe von DTT. (C)
Auswertung der Absorptionsmessung (D) unter Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Roger J. Kutta (Universitat
Regensburg) mittles LabView (National Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.
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Abbildung 66: K4-Wert-Bestimmung der AtLPORC. (A) Auswertung der Absorptionsmessung (B) ohne Zugabe von DTT. (C)
Auswertung der Absorptionsmessung (D) unter Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Roger J. Kutta (Universitat
Regensburg) mittles LabView (National Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.
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Abbildung 67: K4-Wert-Bestimmung der EILPOR. (A) Auswertung der Absorptionsmessung (B) ohne Zugabe von DTT. (C)
Auswertung der Absorptionsmessung (D) unter Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Roger J. Kutta (Universitat
Regensburg) mittles LabView (National Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.
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Abbildung 68: K4-Wert-Bestimmung der EbLPOR. (A) Auswertung der Absorptionsmessung (B) ohne Zugabe von DTT. (C)
Auswertung der Absorptionsmessung (D) unter Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Roger J. Kutta (Universitat
Regensburg) mittles LabView (National Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.
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Abbildung 69: K4-Wert-Bestimmung der LfLPOR. (A) Auswertung der Absorptionsmessung (B) ohne Zugabe von DTT. (C)
Auswertung der Absorptionsmessung (D) unter Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Roger J. Kutta (Universitat
Regensburg) mittles LabView (National Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.
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Abbildung 70: K4-Wert-Bestimmung der PdLPOR. (A) Auswertung der Absorptionsmessung (B) ohne Zugabe von DTT. (C)
Auswertung der Absorptionsmessung (D) unter Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Roger J. Kutta (Universitat
Regensburg) mittles LabView (National Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.
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Abbildung 71: K4-Wert-Bestimmung der SpLPOR. (A) Auswertung der Absorptionsmessung (B) ohne Zugabe von DTT. (C)
Auswertung der Absorptionsmessung (D) unter Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Roger J. Kutta (Universitat

SpLPOR-Konzentration [M]

Pchlid mit SpLPOR
Pchlid

o
?

Absorption
o
S

+ T T
600 620 640
Wellenldnge [nm]

mit DTT

660

SpLPOR-Konzentration [M]

0,0
400 500 600 700
Wellenldnge [nm]
1,2 T T o ) T pl
1,0
o [
08 % i
o mit DTT
_06 O Pchlid mit SpLPOR 4
< O Pchlid
014 Summe -
- Fit
o
0,2 K 7+2uM p
0,0 oo
-0,2 L 1 1 1
107 10 10° 104 10° 102

Regensburg) mittles LabView (National Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.
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Abbildung 72: K4-Wert-Bestimmung der GpLPOR. (A) Auswertung der Absorptionsmessung (B) ohne Zugabe von DTT. (C)
Auswertung der Absorptionsmessung (D) unter Zugabe von DTT. Die Auswertung erfolgte durch Dr. Roger J. Kutta (Universitat
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Regensburg) mittles LabView (National Instruments, Austin, Texas, USA) und selbstgeschriebener Skripte in C.
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6.6 Substratspezifitat

Tabelle 32: Ubersicht iiber die enzymkinetischen Parameter in Abhingigkeit vom Substrat unter Verwendung der ,,Substrat

Inhibition“-Funktion.

LPOR Km [LM] Vmax [MU/mg] Ki [uM] R?
MV-Pchlid
TeLPOR 0,60 £ 0,06 769 £ 29 11,82 +1,46 0,97
AtLPORC 0,58 £0,07 437 21 6,89 £ 0,82 0,96
EILPOR 8,54 £ 3,05 1.407 £ 433 2,55+1,08 0,98
DsLPOR 0,84 £ 0,29 203 2,79+0,84 0,80
EbLPOR 3,85+1,30 1.031 £ 276 1,52 +0,53 0,95
LALPOR 1,06 £ 0,17 764 £ 64 5,40 £ 0,92 0,95
PdLPOR 13,39+£7,96 2.648 £ 1.435 1,04 £ 0,65 0,98
SpLPOR 4,69 +1,78 867 £ 272 1,37 0,54 0,96
GpLPOR uneindeutig 0,90
DV-Pchlid
TeLPOR 0,37 £0,05 863 £ 38 11,06 £1,73 0,95
AtLPORC 0,75+0,10 528 +34 5,34+£0,70 0,95
EILPOR 0,85 10,21 213+ 25 6,63+1,79 0,87
DsLPOR 4,29 £2,91 139+ 77 1,18 + 0,79 0,83
EbLPOR uneindeutig 0,96
LALPOR 3,23+0,84 2.688 £ 534 1,83+0,49 0,96
PdLPOR 0,96 £ 0,31 344 + 64 2,58+0,77 0,81
SpLPOR 0,90+0,11 488 + 30 6,31+£0,92 0,97
GpLPOR 8,92+7,22 785 £ 557 1,04 £ 0,86 0,90
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6.7

>

B

C

Messung der Temperaturstabilitat und des Schmelzpunktes
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Abbildung 73: Schmelzkurven zur Bestimmung der Schmelztemperatur (Tn).

Mittelwert der angegebenen Schmelztemperaturen an.
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Abbildung 74: Messung der Thermostabilitat bei verschiedenen Temperaturen.
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6.8 Kristallisationsscreens

Tabelle 33: Eigener Kristallisationsscreen 1.

PEG

6%

8%

10%

12%

14 %

16 % 18 %

20%

22%

24 %

26 %

28%

400

200MME

3.350

4.000

6.000

8.000

10.000

20.000

Puffer

100 mM TRIS, pH 8,5

ONVHNV
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Tabelle 34: Eigener Kristallisationsscreen 2.

PEG 10 % 12 % 14 % 16 %

4.000

6.000

8.000

10.000

PEG 18 % 20% 22,5% 25%

4.000

6.000

8.000
10.000

100mM | 100mM | 100mM | 100mM | 100mM | 100mM | 100mM | 100mM | 100mM | 100mM | 100mM | 100 mM
Puffer HPES TRIS TRIS HPES TRIS TRIS HPES TRIS TRIS HPES TRIS TRIS
pH 7,5 pH 7,5 pH 8,5 pH 7,5 pH 7,5 pH 8,5 pH 7,5 pH 7,5 pH 8,5 pH 7,5 pH 7,5 pH 8,5

ONVHNV
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Tabelle 35: Eigener Kristallisationsscreen 3.

PEG 15% 20% 25%
400
200MME
3.350
4.000
6.000
8.000
10.000
20.000
100 mM 100 mM 100 mM
200mM | 200 mM 200 mM MES, 200mM | 200 mM 200 mM MES, 200 mM 200 mM 200 mM MES,
. s . pH 6,6 . s . pH 6,6 . s . pH 6,6
Puffer Kalium- Lithium- | Ammonium- Kalium- Lithium- | Ammonium- Kalium- Lithium- | Ammonium-
.. . 100 mM . 4. . 100 mM . 4. . 100 mM
iodid acetat nitrat X iodid acetat nitrat X iodid acetat nitrat .
Natrium- Natrium- Natrium-
acetat acetat acetat

ONVHNV
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Tabelle 36: Eigener Kristallisationsscreen 4.

PEG 8% 10% 12%
400
3.350
PEG 14 % 16 % 18%
400
3.350
PEG 20% 22 % 24 %
400
3.350
PEG 26% 28% 30%
400
3.350
100 mM 100 mM 100 mM
200mM | 200 mM 200 mM MES, 200 mM 200 mM 200 mM MES, 200 mM 200 mM 200 mM MES,
. s . pH 6,6 . s . pH 6,6 . s . pH 6,6
Puffer Kalium- Lithium- | Ammonium- Kalium- Lithium- Ammonium- Kalium- Lithium- Ammonium-
.. . 100 mMm . . 100 mMm . . 100 mM
iodid acetat nitrat . iodid acetat nitrat . iodid acetat nitrat .
Natrium- Natrium- Natrium-
acetat acetat acetat

ONVHNV
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6.9 SAXS
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Abbildung 75: TeLPOR-Holoprotein-Dimermodellierung. Bewertung der TeLPOR-Holoprotein-Modelle anhand des x-Werts
(A), des Streumasseradius (B) und des Dimeranteils (C). Die TeLPOR-Holoprotein-Dimermodelle wurden Giber Homo-Multimer
Protein-Protein docking unter Verwendung des ClusPro-Webserves generiert. Hierbei wurde als Monomermodell das
TeLPOR-Hauptdomédne-Modell verwendet. Alle Modelle wurden mit der experimentellen Streukurve des Holoproteins
(5,0 mg/ml Datensatz) unter Verwendung des Programms OLIGOMER verglichen. Die benétigten Formfaktor-Dateien wurden
unter Verwendung von FFMAKER aus der jeweiligen PDB-Datei erzeugt. Rg: Streumasseradius.
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