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1 Einleitung

Sonnenlicht ist eine essenzielle Energie- und Informationsquelle fiir alle Lebewesen. Die wichtigste
Grundlage fiir das Leben auf der Erde ist durch die Nutzung von Lichtenergie fiir die Photosynthese
durch Cyanobakterien und spater Algen und Pflanzen entstanden. So entsteht nicht nur Sauerstoff, son-
dern auch Biomasse als Lebensgrundlage fiir heterotrophe Organismen. Neben der Eigenschaft als En-
ergiequelle hat natirliches Licht einen bedeutenden Informationsgehalt. Es steuert den tageszeitlichen
Rhythmus durch die Synchronisation der circadianen Uhr in Tieren, Pflanzen und einigen Prokaryo-
ten, dient der visuellen Wahrnehmung von Objekten und Farben durch Tiere sowie der Orientierung.
Sichtbares Licht ist elektromagnetische Strahlung und stellt einen kleinen Bereich des elektromagneti-
schen Spektrums in den Wellenlangen von 400—700 nm zwischen Ultraviolett (100-400 nm) und Infra-
rot (700-4000 nm) dar. Die Partikel, die die elektromagnetischen Wellen produzieren, werden Photonen
oder Lichtquanten genannt. Je kiirzer die Wellenlange, desto hoher ist der Energiegehalt der Photonen
(Barsanti und Gualtieri, 2005). Neben seinen nitzlichen Eigenschaften birgt der hohe Energiegehalt des
kurzwelligen Lichts sowie eine zu hohe Lichtdosis auch Gefahren. Dies erfordert zellulare Schutzmecha-
nismen wie regulatorische Anpassungsprogramme zur Vermeidung von Licht, oder die Behebung von
Schaden durch Reparatur.

Licht wird von Organismen durch Photorezeptoren wahrgenommen. Photosensorische Proteine sind
in Bakterien auBergewdhnlich verbreitet. Dabei spielt vor allem das kurzwellige blaue Licht eine wichtige
Rolle als Informationsquelle, was durch eine hohe Diversitat an Blaulichtrezeptoren deutlich wird. Licht
ist nicht nur fur photosynthetisch aktive Bakterien wie dem Purpurbakterium Rhodobacter sphaeroides
relevant, sondern beeinflusst auch in chemotrophen Bakterien Phdnomene wie Biofilmbildung, Patho-
genese oder Phototaxis (Purcell und Crosson, 2008; Gomelsky und Hoff, 2011). Die vorliegende Arbeit
befasst sich mit dem Blaulichtrezeptor- und DNA-Reparaturprotein CryB aus Rhodobacter sphaeroides.
Im Folgenden wird zunachst auf die DNA-schadigenden Effekte von UV-Strahlung eingegangen.

1.1 UV-induzierte DNA-Schaden und Reparaturmechanismen

UV-Strahlung induziert schadliche Effekte in allen lebenden Organismen, von Bakterien Uber einzellige
Eukaryoten bis zu hoheren Lebewesen wie Pflanzen und Tieren einschlieflich des Menschen. Auf-
grund ihrer Absorptionseigenschaften ist zellulare DNA ein Hauptziel vor allem von UV-B-Strahlung
(280-315 nm). Auch wenn der Anteil dieser Strahlung, der die Erdoberfliche erreicht, aufgrund
der Absorption durch die Ozonschicht nur gering ist im Vergleich zur langerwelligen UV-A-Strahlung
(315-400 nm), stellt UV-B eine besondere Gefahr dar. Direkte DNA-schadigende Effekte sind auf sie
zurilickzufiihren, wahrend UV-A-Strahlung, die nicht durch DNA absorbiert wird, vorwiegend indirekte

schadigende Effekte hervorruft, beispielsweise durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wie Singu-
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lettsauerstoff (Abschnitt 1.12). Die kurzwellige UV-C-Strahlung (<280 nm) hat auf der Erde keine biolo-
gische Relevanz, da sie in der Erdatmosphare absorbiert wird (Sinha und Hader, 2002).

Die Einwirkung von UV-Strahlung induziert zwei Typen von direkten Schaden in der DNA: Cyclobutan-
Pyrimidindimere (CPD) und Pyrimidin-Pyrimidon (6-4)-Photoprodukte ((6-4)-PP) (Abbildung 1.1). Sie
entstehen durch die kovalente Verkniipfung zweier benachbarter Pyrimidinbasen (Thymin oder Cyto-
sin) desselben DNA-Stranges nach Absorption von UV-B-Licht (Faraji und Dreuw, 2014). CPD entstehen
durch die Verknipfung der C5- und C6-Atome beider beteiligter Pyrimidinbasen, dadurch bildet sich ein
viergliedriger, zyklischer Ring (cyclobutan) zwischen den beiden Basen (T<>T oder T<>C). (6-4)-PP hin-
gegen erhielten ihren Namen durch die nichtzyklische Verkniipfung des C6-Atoms der 5’-Pyrimidinbase
mit dem C4-Atom der 3’-Pyrimidinbase. Die Entstehung dieses Schadens verlauft Gber eine kurzlebi-
ge Zwischenstufe, dem viergliedrigen Oxetan- oder Azetidin-Intermediat (bei T-T bzw. T-C Verkniipfun-
gen), welches durch eine Paterno-Biichi-Reaktion generiert und sofort in das offene T(6-4)T bzw. T(6-4)C
umgewandelt wird (Sancar, 2003). (6-4)-PP kénnen durch Absorption von Licht einer Wellenldnge von
etwa 300-360 nm weiterhin in ihre Dewar-Valenzisomere konvertiert werden (Yamamoto et al., 2017).
Die beiden individuellen Typen von UV-induzierten DNA-Schaden entstehen zu ungleichen Haufigkeiten.
CPD machen etwa 80 % der UV-Schaden aus, wahrend (6-4)-PP nur zu etwa 20 % auftreten (Liu et al.,
2015). Es gibt jedoch Hinweise, dass letztere ein hoheres mutagenes Potenzial haben als die haufiger
vorkommenden CPD-Schaden (LeClerc et al., 1991; Horsfall und Lawrence, 1994; Zdzienicka et al., 1992;
Kamiya et al., 1998), wobei die relative Haufigkeit von Mutationen, die auf (6-4)-PP zurlickzufiihren sind,
auch organismusabhangig ist (Lawrence et al., 1993; Gibbs et al., 1995). Das Verteilungsmuster der un-
terschiedlichen Pyrimidindimere, sowie deren Zusammensetzung aus Thyminen oder Cytosinen, hangt
von der Lichtqualitat (UV-A, -B oder Gesamtspektrum) sowie von der DNA-Sequenz ab (Douki et al.,
2003; Cadet et al., 2005).

(0]
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CPD / T<>T intakte Thymidine [Oxetan-Intermediat] (6-4)-PP / T(6-4)T Dewar

Abbildung 1.1: Entstehung von UV-induzierten Cyclobutan-Pyrimidindimeren (CPD) und (6-4)-Photoprodukten
((6-4)-PP) aus Thyminbasen (T). Aus Yamamoto et al. (2017), modifiziert.

Unreparierte pramutagene DNA-Schaden kénnen sich als Konsequenz verschiedener Basenaustau-
sche in Form von Mutationen im Genom festigen oder die DNA-Synthese wahrend der Replikation behin-
dern, was zum Zelltod fiihren kann (Ikehata und Ono, 2011). Um dies zu vermeiden und um ein moglichst
intaktes Genom an Folgegenerationen weiterzugeben, haben Organismen effiziente Mechanismen zur
DNA-Reparatur entwickelt. Im Folgenden werden Reparaturmechanismen beschrieben, die bei der Be-
seitigung UV-induzierter Schaden zum Einsatz kommen.

1.1.1 Exzisionsreparatur und rekombinative Reparatur

Beschadigungen von DNA-Basen durch verschiedene endogene Einfliisse wie z. B. reaktive Sauerstoff-
spezies oder exogen verursachte Schaden durch beispielsweise ionisierende Strahlung und in manchen
Organismen auch UV-Strahlung, kénnen durch die Basen-Exzisionsreparatur (BER) behoben werden.
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Die zentralen Enzyme bei diesem Vorgang sind DNA-Glykosylasen, die beschadigte Basen entfernen;
im Anschluss wird die Stelle durch eine DNA-Polymerase aufgefiillt. Ein anderer Mechanismus ist die
Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER), durch die eine Reihe DNA-verdndernder Schiaden entfernt wer-
den, unter anderem die UV-induzierten CPD und (6-4)-PP. In Eukaryoten sind etwa 30 Polypeptide an
dem komplexen Reparaturvorgang beteiligt, bei dem die Schadenstelle zunachst erkannt wird, anschlie-
Rend die betroffenen Nukleotide entfernt werden und zuletzt die entstandene Einzelstrangliicke durch
die DNA-Polymerase aufgefiillt wird. Bei der prokaryotischen NER sind an dem Exzisionsprozess ledig-
lich drei Proteine beteiligt, UvrA, B und C, darauf folgt die Neusynthese der entfernten Nukleotide (Sinha
und Hader, 2002). Ob NER oder BER zum Einsatz kommt, hangt unter anderem davon ab, wo im Genom
der Schaden auftritt, also in Bereichen mit aktiver Genexpression (transkriptionsgekoppelte Reparatur)
oder in transkriptionell inaktiven Bereichen (globale Genomreparatur) (Friedberg, 2003). Ein weiterer
wichtiger Mechanismus ist die rekombinative Reparatur. Sie kommt wahrend der DNA-Replikation zum
Einsatz, aufgrund von Schaden, die nicht durch Exzisionsreparatur repariert wurden und die durch die
Blockierung der Replikationsgabel einzelstrangige Liicken entstehen lassen. Diese Liicken werden durch
Rekombination mit einem homologen DNA-Strang geschlossen und die noch vorhandenen Schaden da-
raufhin durch Exzisionsreparatur behoben (Shinohara und Ogawa, 1995).

Der im Fokus dieser Arbeit liegende Reparaturmechanismus ist die im Folgenden beschriebene licht-
abhéangige Photoreaktivierung, ein sehr effizienter Prozess, der ausschlielRlich und spezifisch der Repa-
ratur der UV-induzierten CPD- und (6-4)-Schaden dient.

1.1.2 Photoreaktivierung

Als Photoreaktivierung bezeichnet man die Aufhebung schadlicher Effekte auf Organismen, wie Wachs-
tumshemmung, Mutationen oder Zelltod, die durch UV-Strahlung (200—-300 nm) hervorgerufen werden,
durch den Einfluss von langerwelligem UV- bzw. blauem Licht (350-450 nm) (Sancar, 2003). Lange vor der
Aufklarung des molekularen Mechanismus, der diesem Phanomen zugrunde liegt, wurde der Effekt des
positiven Einflusses von Licht auf die Uberlebensfihigkeit von Mikroorganismen nach UV-Bestrahlung
festgestellt (Kelner, 1949a,b). Der Begriff ,Photo-Reaktivierung” wurde erstmals durch Dulbecco (1949)
verwendet und entstand durch die Beobachtung, dass eine ,Wiederbelebung” von UV-geschadigten
Phagen in Anwesenheit von Bakterienzellen durch den Einfluss von sichtbarem Licht begiinstigt wird.
Die ersten Hinweise auf ein , Photoreaktivierendes Enzym”, das UV-geschadigte DNA lichtabhéngig re-
pariert und so die negativen Folgeeffekte der UV-Strahlung verhindert, stammen aus Escherichia coli (Ru-
pert et al., 1958) und Hefe (Rupert, 1960). Bei der Photoreaktivierung wird das Photoprodukt spezifisch
durch ein einziges Enzym erkannt und der Schaden nicht wie bei den Exzisionsreparaturen durch Entfer-
nung und Ersetzung, sondern durch Spaltung riickgdngig gemacht. Die Reaktion bezieht ihre Energie

|Il

im Gegensatz zu den ,,Dunkel“-Exzisionsreparaturen aus kurzwelligem Licht. Die Zuordnung des ,,Photo-
reaktivierenden Enzyms” zu den Lyasen beruht auf dessen Aktivitat der nichthydrolytischen Spaltung von
C-C Bindungen, wodurch die Bezeichnung , Deoxyribodipyrimidin Photolyase” oder kurz ,Photolyase”
etabliert wurde (Minato und Werbin, 1972). Im Folgenden wird auf den strukturellen Aufbau, den Re-

paraturmechanismus sowie die Verbreitung von Photolyasen eingegangen.
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1.2 Photolyasen

Photolyasen sind monomere cytoplasmatische Enzyme einer GréBe von 50—65 kDa (Sancar, 1996). Sie
erkennen und reparieren UV-induzierte Schaden in der DNA und werden anhand ihrer Substratspezifitat
flr die beiden individuellen Schadentypen, Cyclobutan-Pyrimidindimere und (6-4)-Photoprodukte (Ab-
schnitt 1.1), unterschieden. Die ersten beschriebenen Photolyasen waren CPD-Photolyasen und wurden
intensiv am Beispiel des Vertreters aus E. coli untersucht (Sancar, 2008). Erst deutlich spater wurden
(6-4)-Photolyasen, erstmals in Drosophila melanogaster, entdeckt (Todo et al., 1993). Aufgrund des-
sen wurde der Begriff Photolyase friher nur fiir CPD-Photolyasen verwendet (Sancar, 1996, 2008). Die
zunehmende Identifizierung von (6-4)-Photolyasen in diversen Organismen deutet auf ihre hohe Bedeu-
tung fiir das Uberleben von UV-Strahlung bei vielen Arten hin (Glas et al., 2009b).

Photolyasen katalysieren die Konvertierung der dimerisierten Pyrimidinbasen zuriick in ihren mono-
meren Ausgangszustand in einer Reaktion, die sinnvollerweise ebenso wie die Entstehung des Scha-
dens durch kurzwelliges Licht ausgeldst wird (Sancar, 2003). Die Reaktion wird durch Blaulichtabsorption
des redoxaktiven FAD-Cofaktors vermittelt (Abschnitt 1.2.1) und lauft nicht in Dunkelheit ab. CPD- und
(6-4)-Photolyasen funktionieren dabei jeweils iber einen individuellen Mechanismus (Abschnitt 1.2.3).

Photolyasen sind weit verbreitet und in allen drei Domanen des Lebens — Prokaryoten, Eukaryoten,
Archaeen — vertreten, nicht jedoch in plazentalen Sdugetieren inklusive des Menschen (Wood et al.,
2001; Lietal., 1993; Hsu et al., 1996) (Abschnitt 1.6). Hier wird die Reparatur von UV-Schaden stattdessen
durch die oben beschriebene lichtunabhangige, unspezifische und weniger effiziente NER gewahrleistet.
Warum die niitzlichen Photolyasen in manchen Linien verlorengingen, ist nicht geklart (Lucas-Lledé und
Lynch, 2009). Sie sind eng verwandt mit den Cryptochrom-Blaulichtrezeptoren, auf die in Abschnitt 1.3
eingegangen wird.

1.2.1 Der FAD-Cofaktor

Photolyasen sind Flavoproteine und binden nichtkovalent ein Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) im
C-terminal gelegenen aktiven Zentrum, das ausnahmslos in allen bisher charakterisierten Photolyasen
und Cryptochromen zu finden ist (Sancar, 2003; Chaves et al., 2011). FAD stellt einen der wichtigs-
ten Cofaktoren bei enzymatischen Reaktionen dar und wird in Photolyasen als redoxaktiver Cofaktor
fir die Ubertragung von Elektronen verwendet (Liu et al., 2015). Als Flavoproteine oder -enzyme wer-
den Proteine bezeichnet, die typischerweise entweder ein Flavinmononukleotid (FMN) oder ein FAD,
in der Regel nichtkovalent, gebunden haben; in manchen Fillen ist das Flavin jedoch kovalent an ei-
nen Histidin-, Cystein- oder Tyrosinrest des Proteins gebunden. Neben dem Vorkommen von Flavin-
Cofaktoren in Photolyasen, Cryptochromen (Abschnitt 1.3) und weiteren photosensorischen Proteinen
(Abschnitt 1.7) sind sie in Dehydrogenasen, Oxidasen oder Monooxygenasen an diversen Reaktionen
beteiligt. Sie dienen haufig als Ubertriger von einem oder zwei Elektronen (Joosten und van Berkel,
2007). Das Kernstlick von Flavinen ist ein dreigliedriger Isoalloxazinring, die Art des Flavins definiert sich
durch die Reste. Bei FAD ist der Isoalloxazinring mit einem Ribitylphosphat verbunden, an welches durch
eine Phosphodiesterbindung ein Adenosinmonophosphat gebunden ist. Bei dem isoliert betrachteten
Teil des Isoalloxazinringes mit Ribitylrest handelt es sich um Riboflavin, einem als Vitamin B, bekannten
Molekdl, das durch Pflanzen und viele Bakterien synthetisiert wird (Bacher et al., 2000). Um eine Phos-
phatgruppe erweitert entsteht das Flavinmononukleotid (FMN). Der Isoalloxazinring ist der redoxaktive
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Teil des Molekiils und kann durch die Aufnahme oder Abgabe von Elektronen verschiedene Redoxzustan-
de annehmen (Abbildung 1.2). Der Name Flavin kommt von flavus (lat. gelb). In dieser Farbe erscheinen
Flavine im oxidierten Zustand aufgrund der Absorptionseigenschaften des Isoalloxazinringes.
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Abbildung 1.2: A) Der Aufbau von Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FMN) und Ribofla-
vin. Aus Zhao et al. (2011), modifiziert. B) Redoxzustande von Flavinen (Bsp. FAD). Oxidiertes Flavochinon (FAD,
schwarz), semichinoides (halbreduziertes) anionisches Radikal (FAD*~, blau), semichinoides (halbreduziertes) neu-
trales Radikal (FADH®, griin), anionisches Hydrochinon (FADH™, rot) und protoniertes Hydrochinon (FADH,, lila).
R = verschiedene mogliche Seitenketten von Flavinen (siehe A). Aus Liu et al. (2010), modifiziert.

Flr die katalytische Aktivitat von Photolyasen ist die vollstdndige Reduktion des FAD durch zwei Elek-
tronen zu FADH™ erforderlich. Dieser Prozess der Reduktion wird als ,,Photoaktivierung” bezeichnet und
geschieht durch die Absorption von sichtbarem Licht (300-650 nm) und einem proteininternen Elektro-
nentransfer zum oxidierten FAD oder semichinoiden FADH® (Weber, 2005; Brettel und Byrdin, 2010).

Diese Aktivierung, also die Reduktion des FAD Uber das semichinoide FADH*® (halbreduziert) zum
vollstandig reduzierten, katalytisch aktiven Zustand, erfolgt durch die Weiterleitung von Elektronen von
der Proteinoberflaiche zum FAD, die von einem Elektronendonor in der Zelle stammen. Dieser Weg ver-
l[auft typischerweise lber eine Kaskade von drei Tryptophanresten. Das Prinzip der ,Trp-Triade” ist in
Photolyasen und Cryptochromen konserviert (Byrdin et al., 2004, 2010; Aubert et al., 2000). Am Bei-
spiel der CPD-Photolyase aus E. coli verlauft der Elektronentransferweg von dem oberflaichenexponier-
ten W306 lber das mittlere W359 zum dritten Tryptophan W382 im aktiven Zentrum, von welchem aus
das Elektron auf das benachbarte FAD(H*) tUbertragen wird. Die Reaktion beginnt mit der Anregung des
oxidierten FADqy zu FADy* bzw. des semichinoiden Flavinradikals FADH® zu FADH** durch Lichtenergie.
Dieses entzieht dem Tryptophan W382 ein Elektron. W382 wird wiederum sequenziell durch die beiden
anderen Tryptophane reduziert. FAD liegt in Photolyasen in vivo groStenteils im vollstandig reduzierten
Zustand vor (Chaves et al., 2011). Alternativ zu der konservierten Triade mit drei Tryptophanen ist die
Beteiligung von Tyrosin an der Elektronenibertragung bei der CPD-Photolyase aus Anacystis nidulans
bekannt (Aubert et al., 1999). Der klassische Elektronentransferweg ist in Abbildung 1.3 dargestellt.

Die anschlieRende Reparatur wird durch die Anregung des vollstdndig reduzierten FADH™ zu FADH™*
initiiert. Dies geschieht ebenso durch die Absorption von Licht (350-450 nm), gefolgt von einem Elek-
tronentransfer von FADH™* auf die beschadigte DNA und der Spaltung des Pyrimidindimers. Zuletzt wird
das entstandene FADH*® durch Elektronenriicktransfer wieder in den aktiven Zustand transformiert. Bei
diesem zweiten lichtabhangigen, von der Photoaktivierung zu unterscheidenden Prozess der Anregung
und Reparatur, handelt es sich um die eingangs beschriebene Photoreaktivierung (Sancar, 2003).
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Abbildung 1.3: Elektronentransfer zur Reduktion von FAD, und FADH® (iber drei Tryptophane (,Trp-Triade“).
A) Konservierte Tryptophane der CPD-Photolyase aus E. coli, der (6-4)-Photolyase aus D. melanogaster und des
DASH-Cryptochroms cry3 aus Arabidopsis thaliana. B) Schematische Darstellung der Reduktion. In manchen Ver-
tretern ist ein Tyrosin anstelle des Tryptophans involviert. Red = externer Elektronendonor, W = Tryptophan,
Y = Tyrosin, ET = Elektronentransfer, FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid. Aus Chaves et al. (2011).

Eine andere Moglichkeit der Anregung des FADH™ als die der direkten Lichtabsorption durch den
Cofaktor selbst ist die im folgenden Abschnitt beschriebene Ubertragung von Anregungsenergie durch
den Antennenchromophor.

1.2.2 Antennenchromophore in Photolyasen

Die Anregung des vollstandig reduzierten Flavin-Cofaktors geschieht entweder durch direkte Lichtab-
sorption oder durch Energietransfer (Exzitonentransfer) auf das FADH™ Uiber einen zweiten, ebenso im
Blaulichtbereich absorbierenden, sogenannten , Antennen“-Cofaktor (Brettel und Byrdin, 2010). Dieser
N-terminal und wie FAD nichtkovalent gebundene Chromophor wird nicht fiir die Bindung des Schadens
oder die katalytische Aktivitat benotigt, sondern erweitert als , Lichtsammelantenne” die Gesamtab-
sorption, insbesondere, wenn die Lichtverfiigbarkeit eingeschrankt ist. Dadurch kann die Reparaturrate
je nach Wellenldnge des vorhandenen Lichts um das 10-100-Fache verbessert werden (Zhong, 2015;
Sancar, 2003). Die Energielbertragung erfolgt durch den Prozess des Forster-Resonanzenergietransfers
durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen dem angeregten Antennenchromophor und FADH™. Die
Effizienz bzw. Quantenausbeute dieses Energietransfers ist unter anderem von der Entfernung der bei-
den Molekiile abhangig (Weber, 2005; Sancar, 2008) und kann sehr unterschiedlich sein. So liegt sie
beispielsweise bei der CPD-Photolyase aus E. coli bei 63 % (Payne und Sancar, 1990) und bei der aus
Anacystis nidulans bei 98 % (Kim et al., 1992). Photolyasen sind aufgrund der direkten Absorption durch
FADH™ auch ohne Antennenchromophor funktionsfahig, jedoch werden, am Beispiel der CPD-Photolyase
aus E. coli, ca. 80 % der Photonen, die die Reparaturreaktion initiieren, aufgrund ihres héheren Extink-
tionskoeffizienten durch die Antenne absorbiert (Park et al., 1995). Im Gegensatz zum FAD ist dieser
zweite Cofaktor in Photolyasen nicht konserviert — bislang wurden fiinf verschiedene als Antennen-
chromophore verwendete Molekiile identifiziert: Zunachst wurden die Folat- und Deazaflavin-Vertre-
ter 5,10-Methenyltetrahydrofolat (MTHF) bzw. 7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin (8-HDF) als
Lichtsammelchromophore entdeckt. MTHF tritt unter anderem in den CPD-Photolyasen aus E. coli und
Saccharomyces cerevisiae auf und weist proteingebunden ein Absorptionsmaximum von 385 nm auf
(Johnson et al., 1988); 8-HDF mit einem Absorptionsmaximum von 440 nm kommt beispielsweise in der
CPD-Photolyase aus Anacystis nidulans (Eker et al., 1990) sowie in beiden Photolyasetypen aus D. mela-
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nogaster vor (Glas et al., 2009a; Selby und Sancar, 2012). 8-HDF wird auch als Fg bezeichnet und ist eine
Vorstufe des Coenzyms F4;9. In Archaeen wird es hdufig verwendet, kommt aber vereinzelt auch in Bak-
terien und Eukaryoten vor (Glas et al., 2009a; Decamps et al., 2012; Kiontke et al., 2014). In einzelnen
bisher bekannten Fallen wird das Flavinmononukleotid (FMN) als Antennenchromophor genutzt, wie bei
der CPD-Photolyase aus Thermus thermophilus (Ueda et al., 2005), oder ein weiteres Molekiil FAD, wie
in Sulfolobus tokodaii (Fujihashi et al., 2007). Das zuletzt entdeckte 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DLZ)
mit einem Absorptionsmaximum bei 420 nm (proteingebunden) wird in R. sphaeroides und Agrobacte-
rium tumefaciens als Antennenchromophor verwendet (Geisselbrecht et al., 2012; Zhang et al., 2013).
DLZ entsteht durch das Enzym 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin-Synthase (Lumazin-Synthase) und ist die
direkte Vorstufe bei der Biosynthese von Riboflavin, welches dann durch die Einwirkung der Riboflavin-
Synthase entsteht (Kis et al., 1995). Abbildung 1.4 zeigt die verschiedenen Antennenchromophore.
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Abbildung 1.4: Die finf bisher in Photolyasen als Antennenchromophore identifizierten Cofaktoren 7,8-
Didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin (8-HDF/Fg), Flavinmononukleotid (FMN), Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD), 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DLZ) und 5,10-Methenyltetrahydrofolat (MTHF). Aus Kiontke et al. (2014).

1.2.3 Struktur und Reparaturmechanismen
1.2.3.1 CPD-Photolyasen

Die erste Kristallstruktur einer Photolyase war die der CPD-Photolyase aus E. coli (Park et al., 1995).
Photolyasen sind aus zwei Hauptdoméanen aufgebaut — einer N-terminalen o/B-Domane und einer
C-terminalen helikalen Doméane — die durch einen loop verbunden sind. Der N-terminal gebundene
Antennenchromophor ist an der Peripherie des Proteins lokalisiert, wahrend FAD in der C-terminalen
Domane in einer Vertiefung, dem aktiven Zentrum, in einer U-formigen Konformation gebunden ist.
Diese Bindungsart des FAD ist typisch fiir Photolyasen (Sancar, 2003). Die Struktur der CPD-Photolyase
mit gebundener DNA (Mees et al., 2004) bestatigte den zuvor postulierten (Park et al., 1995) ,flip-
out“-Mechanismus des Thymindimers des betroffenen DNA-Stranges aus der Helix in das aktive Zen-
trum. Dabei bilden sich Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem CPD und dem Adeninteil des FAD,
Uber den vermutlich die Elektroneniibertragung geschieht. Die Anregung des vollstandig reduzierten
FADH™ ist, wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben, Voraussetzung fiir die Reparatur und der Ausloser fiir die
Ubertragung eines Elektrons auf den CPD-Schaden (30-250 ps). Die beiden Bindungen des Cyclobutan-
Pyrimidindimers werden nacheinander in sehr kurzer Zeit gespalten (90 ps), gefolgt vom langsamer ver-
laufenden Riicktransfer des Elektrons zum semichinoid FADH*-Radikal. Die Reparatur eines Dimers ge-
schieht innerhalb von 700 ps (Liu et al., 2011; Yamamoto et al., 2017).
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1.2.3.2 (6-4)-Photolyasen

Der Reparaturmechanismus von (6-4)-Photolyasen ist bislang weniger gut verstanden als der von CPD-
Photolyasen (Faraji und Dreuw, 2014). Die Strukturaufklarung der (6-4)-Photolyase aus D. melanogaster
(Maul et al., 2008) zeigte, dass sie beziiglich der Domanenstruktur und eines im aktiven Zentrum eben-
falls in U-formiger Konformation gebundenen FAD-Molekiils einen dhnlichen grundlegenden Aufbau
wie CPD-Photolyasen aufweisen. Analog ist auch der ,,flip-out“-Mechanismus des (6-4)-Schadens in das
aktive Zentrum der (6-4)-Photolyasen vorhanden. Aufgrund der strukturellen Unterschiede des DNA-
Schadens unterscheidet sich jedoch die Ausbildung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes zwischen Scha-
den und FAD in der Bindetasche von dem der CPD-Photolyasen (Faraji und Dreuw, 2014). Eine beson-
dere Relevanz haben zwei konservierte Histidine im aktiven Zentrum, die mit dem Schaden interagie-
ren und ohne die keine Reparatur stattfindet (Maul et al., 2008; Hitomi et al., 2001). Die Spaltung des
(6-4)-Photoproduktes ist wesentlich komplexer und dauert langer als die Reparatur eines CPD-Schadens,
sie liegt im 10er-Nanosekundenbereich. Der entscheidende Schritt ist dabei der Protonentransfer vom
ersten Histidin des aktiven Zentrums auf den (6-4)-Schaden. Dieser verhaltnismaRig langsame Pro-
tonentransfer konkurriert mit dem wesentlich schneller ablaufenden Elektronenriicktransfer, weshalb
(6-4)-Photolyasen weniger effizient als CPD-Photolyasen sind, bei denen das Verhaltnis (Reparatur vs.
Elektronenriicktransfer) umgekehrt ist. Die Protoneniibertragung leitet die Spaltung des Dimers ein, die
durch eine Umlagerung der Bindungen geschieht. Aufgrund des schnellen Elektronenriicktransfers rela-
tiv zur Protonentransferrate liegt die Quantenausbeute (Effizienz der Reparatur pro einfallendem Pho-
ton) von (6-4)-Photolyasen bei nur 10 % im Vergleich zu 90 % bei CPD-Photolyasen (Li et al., 2010). Der
genaue Ablauf der Konvertierung des Dimers zurlick in Monomere ist noch nicht vollstandig geklart.
Wahrend CPD-Photolyasen ihr Substrat durch Absorption eines einzigen Photons reparieren kdnnen,
ist die Erfordernis von einem oder zwei Photonen fiir die Reparatur eines (6-4)-Schadens umstritten.
Ebenso unklar ist, ob der Reparaturvorgang, analog zu der Entstehung des (6-4)-PP, Uiber die Oxetan-
Zwischenstufe ablduft (Faraji und Dreuw, 2014; Faraji et al., 2016; Yamamoto et al., 2017).

T(6-4)C- und T(6-4)T-Dimere werden mit gleicher Effizienz repariert, die Art der Bindung beider
Varianten im aktiven Zentrum der (6-4)-Photolyasen ist dhnlich (Glas et al., 2009b). Die Reparatur von
(6-4)-Dewar-Isomeren erfordert zunachst eine Umwandlung in das entsprechende (6-4)-PP. Diese Reak-
tion geschieht, wie die anschlieRende Reparatur, durch die (6-4)-Photolyasen selbst und erfordert eine
Elektronenilbertragung durch den FAD-Cofaktor (Glas et al., 2010). Die Umwandlung und Reparatur von
T(6-4)T-Dewar-Isomeren verlauft dabei viel ineffizienter als die der T(6-4)C-Dewar-Isomere oder ist nicht
moglich (Zhao et al., 1997; Glas et al., 2009b). Aufgrund der ineffizienten Reparatur von Dewar-Isomeren
durch (6-4)-Photolyasen ist der bevorzugte Reparaturmechanismus dieser Schaden vermutlich die NER
(Abschnitt 1.1.1) (Douki und Sage, 2016).

Abbildung 1.5 zeigt zusammenfassend den Ablauf der beiden Lichtreaktionen — Photoaktivierung

und Photoreaktivierung (Photoreparatur) — durch Photolyasen.
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Abbildung 1.5: Lichtreaktionen der Photolyasen. Rot/Orange/Griin = geschidigte bis intakte DNA, gestrichelter
Pfeil = Energietransfer, Trp = Tryptophan, FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid. Inspiriert durch Brettel und Byrdin
(2010); Chaves et al. (2011); Weber (2005).

1.3 Cryptochrome

Photolyasen sind eng verwandt mit einer Gruppe von Blaulichtrezeptoren, den Cryptochromen, und bil-
den mit diesen die Proteinfamilie CPF (Cryptochrom/Photolyase-Familie) (Kavakli et al., 2017). Wie bei
den Photolyasen waren Phdanomene, die auf die Aktivitat dieser Molekiile zuriickzufiihren sind, phanoty-
pisch bereits lange vor deren Entdeckung bekannt. Die Reaktion von Pflanzen und anderen Organismen
auf blaues Licht legte die Existenz eines Photorezeptors nahe. Sowohl aufgrund seiner Beschreibung
in kryptogamen Pflanzen als auch aufgrund des ,kryptischen” (verborgenen) Charakters des zunachst
unbekannten Photorezeptors setzte sich der Begriff Cryptochrom durch (Gressel, 1979). Der erste iden-
tifizierte Cryptochrom-Blaulicht-Photorezeptor war CRY1 aus Arabidopsis thaliana. In Pflanzen steuern
Cryptochrome Vorgédnge wie Hypokotylwachstum, Phototropismus und Stomataoéffnung (Ahmad und
Cashmore, 1993; Lin et al., 1995). Spater wurden sie auch im Menschen (Hsu et al., 1996) und zahlrei-
chen weiteren Organismen wie Insekten, Amphibien und anderen Saugetieren entdeckt, nicht jedoch
in Archaeen. Cryptochrome in Tieren und Pflanzen vermitteln als Photorezeptoren die Regulation der
Expression lichtabhangiger Gene und die Synchronisation der circadianen Uhr — somit kontrollieren sie
taglich wiederkehrende, rhythmische Phanomene. In Tieren sind sie auBerdem integraler Bestandteil
der circadianen Uhr (Lin und Todo, 2005). Das erste bakterielle Cryptochrom wurde in Synechocystis
entdeckt und er6ffnete die Cry-DASH-Gruppe (Hitomi et al., 2000; Brudler et al., 2003), zu der auch
nichtbakterielle Vertreter gehoren. Spater wurde fiir diese Gruppe jedoch auch eine fiir Photolyasen ty-
pische DNA-Reparatur beschrieben (Selby und Sancar, 2006) (Abschnitt 1.4). In Proteobakterien wurde
des Weiteren eine neue Gruppe mit Cryptochrom- und Photolyase-Eigenschaften beschrieben (Hen-
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drischk et al., 2009a; Zhang et al., 2013) (Abschnitte 1.5 und 1.6). Die Existenz klassischer Cryptochrome
mit rein regulatorischer Funktion in Bakterien, wie sie in Pflanzen und Tieren beschrieben wurden, ist
aufgrund der Nachweise einer DNA-Reparatur dieser bisher beschriebenen bakteriellen Cryptochrome
noch nicht bekannt.

Cryptochrome besitzen eine N-terminale ,, photolyase homology region” (PHR), die dem Aufbau und
der Struktur der Photolyasen entspricht. Viele Vertreter haben dariiber hinaus eine C-terminale Erwei-
terung, die in ihrer GroRe stark variiert und der Signalweiterleitung durch Interaktion mit anderen Pro-
teinen dient. Eine weitere zentrale Gemeinsamkeit der Photolyasen und Cryptochrome — neben der
dhnlichen Primar- und Sekundérstruktur der PHR-Domane — ist das U-férmig gebundene, konservierte
FAD-Molekil als Cofaktor (Yang et al., 2000; Brautigam et al., 2004). Im Gegensatz zu Photolyasen sind
die klassischen Cryptochrome der Pflanzen und Tiere jedoch nicht in der Lage, eine Photoreaktivierung
zu bewirken. Die fehlende Fahigkeit zur DNA-Bindung und -Reparatur erklart sich zum einen durch die
Abwesenheit einer positiv geladenen Furche auf der Oberflaiche der PHR-Domane von Cryptochromen
(Brautigam et al., 2004). Zum anderen liegt das FAD der Cryptochrome im aktiven ,Signalzustand“ in der
semichinoiden Form vor und nicht wie bei Photolyasen in der vollstdndig reduzierten Form (Bouly et al.,
2007). Der Grund dafir ist das Vorhandensein eines Aspartats (bei pflanzlichen Cryptochromen) oder
Cysteins (bei tierischen Cryptochromen) anstelle des bei Photolyasen und Cry-DASH konservierten As-
paragins im aktiven Zentrum, das mit dem FAD in Wechselwirkung steht (Balland et al., 2009; Zoltowski
et al., 2011; Klar et al., 2007). Die oben beschriebene lichtinduzierte Elektroneniibertragung liber drei
konservierte Tryptophane (,Trp-Triade”) zur Reduktion des FAD (Abschnitt 1.2.1) ist ebenfalls vorhan-
den, wie am Beispiel von Cryptochromen aus Arabidopsis und Drosophila gezeigt wurde (Giovani et al.,
2003; Zoltowski et al., 2011). Cryptochrome durchlaufen somit eine von zwei Lichtreaktionen der Pho-
tolyasen, die Photoaktivierung durch Elektroneniibertragung bis zum semichinoiden Zustand des FAD,
nicht jedoch die Photoreaktivierung, also die Reparatur von DNA, fiir die der vollstdndig reduzierte Zu-
stand notig ist (Giovani et al., 2003). Das semichinoide FADH® kann durch Absorption von griinem Licht
(500-600 nm) in den FADH™-Zustand Uberflihrt werden, der bei Cryptochromen neben dem oxidierten
FAD jedoch ebenso einen inaktiven Zustand darstellt (Bouly et al., 2007). In der Pflanzenzelle liegt das
FAD des Cryptochroms zu 90 % im oxidierten Zustand vor, zu 10 % halbreduziert und <1 % vollstandig
reduziert. Die Konzentration des halbreduzierten Zustandes dndert sich mit der Absorption von blau-
em Licht (Balland et al., 2009). Der Mechanismus der Signalvermittlung durch Cryptochrome ist weniger
gut untersucht als der Reparaturmechanismus der Photolyasen, es ist jedoch bekannt, dass Prozesse wie
Konformationsdanderungen oder Phosphorylierung der C-terminalen Doméne eine Rolle spielen (Shalitin
et al., 2002; Gao et al., 2013; Kondoh et al., 2011).

Anders als bei Photolyasen ist die Identitdt und Bindungsart von Antennenchromophoren weniger
klar und teils widerspriichlich. Es wurde MTHF bei Cryptochromen aus Arabidopsis identifiziert, eine ein-
deutige Bindetasche fehlt jedoch (Malhotra et al., 1995; Yu et al., 2010). Im Cryptochrom aus Drosophila
wurde neben FAD kein weiterer Chromophor gefunden (Zoltowski et al., 2011; Selby und Sancar, 2012).
Bei dem Cryptochrom VcCry1 aus Vibrio cholerae wurde MTHF als Cofaktor identifiziert (Saxena et al.,
2005), dieses Protein jedoch der im nachsten Abschnitt beschriebenen Cry-DASH-Gruppe zugeordnet,
deren Mitglieder Uber eine Photolyaseaktivitat verfligen (Selby und Sancar, 2006).
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1.4 Cry-DASH und bifunktionelle Mitglieder

Die Gruppe der ,,DASH“-Cryptochrome (Cry-DASH) erhielt ihren Namen, um die Verwandtschaft des als
erstes beschriebenen Mitglieds dieser Gruppe aus Synechocystis (sll1629) sowie einer in Arabidopsis ge-
fundenen Sequenz dieses Clusters zu den bis dahin beschriebenen tierischen Cryptochromen aus Droso-
phila und Homo hervorzuheben, obwohl Cry-DASH selbst nicht in Drosophila oder dem Menschen vor-
kommt. Das Protein zeigte keine Photoreaktivierungsaktivitat, jedoch DNA-Bindung und eine Beteiligung
an der transkriptionellen Genregulation (Hitomi et al., 2000; Brudler et al., 2003). Cry-DASH-Vertreter
wurden seitdem in weiteren Bakterienarten, Pilzen, Pflanzen und Tieren gefunden. Zunachst wurden
keine Reparaturaktivitaten festgestellt und diese Proteine daher zu den Cryptochromen gezahlt. Sie ver-
fliigen jedoch nicht, wie viele klassische Cryptochrome, (iber eine C-terminale Verlangerung (Lin und
Todo, 2005), auBerdem wurden bei manchen Vertretern auch Antennenchromophore wie bei den Pho-
tolyasen gefunden (Daiyasu et al., 2004; Worthington et al., 2003; Saxena et al., 2005; Pokorny et al.,
2005; Castrillo et al., 2015). Nur kurze Zeit nach der Entdeckung wurde eine Reparatur von CPD-Schaden
in einzelstrangiger DNA durch bakterielle, tierische und pflanzliche Mitglieder der Cry-DASH festge-
stellt und eine Umbenennung dieser Gruppe in ssDNA-Photolyasen vorgeschlagen (Selby und Sancar,
2006). Am Beispiel des DASH-Vertreters cry3 aus Arabidopsis wurde der Reparaturmechanismus von
Cry-DASH-Proteinen aufgeklart. Das Protein ist in der Lage, CPD-Schaden in doppelstrangiger DNA zu
reparieren, wenn diese an der Stelle des Schadens als loop-Struktur und somit einzelstrangig vorliegt.
Es fehlt vermutlich die Fahigkeit zum , flipping-out” des Schadens aus doppelstrangiger DNA in das ak-
tive Zentrum, wie es bei den klassischen CPD- und (6-4)-Photolyasen der Fall ist (Pokorny et al., 2008).
Kirzlich wurde eine in vitro Reparaturaktivitdt von sowohl einzelstrangiger als auch doppelstrangiger
DNA durch einen Cry-DASH-Vertreter aus dem Pilz Phycomyces blakesleeanus festgestellt, sowie dessen
Fahigkeit zur in vivo Photoreaktivierung (Tagua et al., 2015). Ein Beitrag zur Photoreaktivierung wurde
jedoch nicht fur alle DASH-Vertreter nachgewiesen, wie das Beispiel des an regulatorischen Prozessen
beteiligten DASH-Cryptochroms aus Neurospora crassa zeigt (Froehlich et al., 2010; Nsa et al., 2015).
Flr den DASH-Vertreter aus dem Pilz Fusarium fujikuroi wurde sowohl eine lichtabhangige Regulation
von Sekundarstoffwechsel- und Entwicklungsprozessen als auch eine Reparaturaktivitat gezeigt (Castril-
lo etal., 2013, 2015). Aufgrund der urspriinglichen Bezeichnung und der erst spater hinzugekommenen
Nachweise der Reparaturaktivitdt einiger Vertreter dieser Gruppe, werden sie oft weiterhin als Cry-DASH
oder DASH-Cryptochrome bezeichnet, jedoch wird ebenso der Begriff ssDNA-Photolyase verwendet (Ta-
gua et al., 2015; Oztiirk et al., 2008).

Die urspringliche klare funktionelle Unterteilung der Photolyasen und Cryptochrome in reparie-
rend bzw. regulierend hat sich im Laufe der letzten Jahre sukzessive gewandelt, denn neben der zu-
nachst den Cryptochromen zugeordneten Cry-DASH-Gruppe und der darauf folgenden ldentifizierung
ihrer Photolyasefunktion, gibt es mittlerweile immer mehr Beispiele von Vertretern der CPF, die beide
Funktionen ausiben. Flr zwei Vertreter aus Algen wurde eine Beteiligung sowohl an der Regulation
der circadianen Uhr als auch an der Reparatur von (6-4)-Schaden gezeigt (Coesel et al., 2009; Heijde
et al., 2010). Eine (6-4)-Photolyase aus dem Pilz Cercospora zeae-maydis reguliert die Expression ande-
rer Faktoren, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind (Bluhm und Dunkle, 2008). Auch die Kombination
aus CPD-Reparatur und Regulation der Genexpression wurde fiir Vertreter aus den Pilzen Aspergillus
nidulans und Trichoderma atroviride beschrieben (Bayram et al., 2008; Berrocal-Tito et al., 2007) sowie
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die Reparatur von (6-4)-Photoprodukten durch Cryptochrome aus Trichoderma-Arten (Guzman-Moreno
etal., 2014; Garcia-Esquivel et al., 2016). Aufgrund ihrer kombinierten Eigenschaften stellen sogenannte
dual-function-Vertreter ein evolutionares Bindeglied zwischen Photolyasen und Cryptochromen dar und
mit zunehmender Erkenntnis Gber weitere Beispiele lassen sich méglicherweise evolutionare Liicken in
der CPF schlieen (Chaves et al., 2011; Coesel et al., 2009). Die Aufnahme des Cryptochroms CryB aus
R. sphaeroides in die wachsende Liste der dual-function-Mitglieder ist Thematik der vorliegenden Arbeit.
Im Folgenden wird auf CryB und die neue Gruppe der CryPro bzw. FeS-BCP eingegangen.

1.5 CryB aus Rhodobacter sphaeroides

CryB wurde 2007 erstmals als ein Mitglied der Cryptochrom/Photolyase-Familie aus dem photosyntheti-
schen Bakterium Rhodobacter sphaeroides (Abschnitt 1.8) beschrieben und charakterisiert (Hendrischk
et al., 2007, 2009a). RSP_3077 (cryB) ist eine von drei Gensequenzen in R. sphaeroides, die Mitglie-
der der CPF kodieren. RSP_2143 (phrA) wurde aufgrund seines Beitrags zur in vivo Photoreaktivierung
nach UV-Bestrahlung als Photolyase identifiziert (Hendrischk et al., 2007). Auch fir CryB wurde in der
Studie eine eindeutige Beteiligung an der Photoreaktivierung festgestellt. PhrA zeigt 56 % Sequenziden-
titdt zu der CPD-Photolyase aus Rhodobacter capsulatus, dessen Genom dariiber hinaus kein weiteres
CPF-Mitglied aufweist (Braatsch und Klug, 2004b). Der dritte Kandidat, RSP_1981, wurde aufgrund ei-
nes frameshifts und eines dadurch bedingten Verlustes des FAD-Cofaktors als funktionslos erachtet und
nicht weiterfiihrend charakterisiert (Hendrischk et al., 2007). Der Mechanismus, durch den CryB zum
Uberleben von UV-Licht beitrdgt, war lange Zeit nicht bekannt, da zunichst weder die Reparatur von
CPD- noch von (6-4)-Schaden in vitro nachgewiesen werden konnte und kein regulatorischer Einfluss
auf die Expression der Photolyase PhrA beobachtet wurde (Geisselbrecht et al., 2012; Hendrischk et al.,
2009a; Frihwirth, 2012). Stattdessen wurde ein fiir Cryptochrome typischer, regulatorischer Einfluss auf
die Expression von Genen festgestellt, die Komponenten des photosynthetischen Apparates kodieren
(Hendrischk et al., 2009a). Spater wurde der Einfluss von CryB unter drei verschiedenen Bedingungen
— mikroaerobes Wachstum, photooxidativer Stress und Blaulichteinfluss — auf eine Vielzahl von Genen
festgestellt (Friihwirth et al., 2012). Die Interaktion von CryB mit dem Blaulichtrezeptor AppA, einem
der Hauptregulatoren der Photosynthesegene in R. sphaeroides (Abschnitt 1.8), lieferte eine Erklarung
flr die Einflussnahme von CryB auf die Expression der Photosynthesegene (Metz et al., 2012a). CryB un-
terliegt einer RpoH;-abhéngigen Expression und wird somit unter Singulettsauerstoffstress (Abschnitt
1.12) induziert (Nuss et al., 2010).

Struktur und Aminosaurekonservierung weisen deutliche Unterschiede zu kanonischen Photolyasen
und Cryptochromen auf, dennoch gibt es Gemeinsamkeiten bezliglich des grundlegenden Aufbaus. So
verflgt auch CryB Uber eine C-terminale katalytische Domane mit einer DNA-bindenden Furche und ei-
nem im aktiven Zentrum gebundenen FAD-Molekil. Abweichend von der bei den meisten Photolyasen
und Cryptochromen konservierten Tryptophan-Triade fiir den Elektronentransfer zum FAD (Abschnitt
1.2.1), wird dies in CryB durch zwei Tryptophane und zwei Tyrosine (bernommen. Neben dem CPF-
typischen, hochkonservierten FAD-Cofaktor bindet CryB den ungewdhnlichen Antennenchromophor
6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DLZ, Abschnitt 1.2.2) in der N-terminalen Doméane sowie ein [4Fe4S]-
Eisen-Schwefel-Cluster (Abschnitt 1.11). Letzteres ist zwischen einer C-terminal gelegenen dachférmigen
Subdomane und der katalytischen Domane eingebettet. C- und N-terminale Domanen sind durch einen
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Abbildung 1.6: A) Struktur von CryB. B) ,Trp-Diade” zur FAD-Reduktion mit Beteiligung von zwei Tryptophanen
und verzweigter Elektronentransferweg tGber zwei Tyrosine. C) Umgebung des [4Fe4S]-Clusters. Aus Geisselbrecht
et al. (2012).

langen linker miteinander verbunden (Geisselbrecht et al., 2012) (Abbildung 1.6). Die Untersuchung der
Cofaktoren und verschiedener Aminosauren ist ein Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Aufgrund der regulatorischen Eigenschaften und des Fehlens der Reparaturaktivitat wurde das Pro-
tein den Cryptochrom-Blaulichtrezeptoren zugeordnet. Im nachsten Abschnitt wird auf die Einordnung
von CryB in der CPF eingegangen.

1.6 Evolution und Klassifizierung der CPF

Die Klassifizierung von Cryptochromen und Photolyasen in der CPF hat im Laufe der Zeit immer wieder
Erweiterungen und neue Unterteilungen erfahren. Als die drei Hauptkategorien werden CPD-Photolya-
sen, (6-4)-Photolyasen und Cryptochrome unterschieden. Man geht davon aus, dass Photolyasen die
Vorlaufer der Cryptochrome sind und letztere im Laufe der Evolution ihre DNA-Reparaturaktivitat verlo-
ren und stattdessen eine neue Funktion in der Signaltransduktion erworben haben (Chaves et al., 2011).
Die klassischen Cryptochrome ohne Reparaturfunktion lassen sich in tierische und pflanzliche Crypto-
chrome unterteilen (Cashmore et al., 1999). Anhand ihrer Sequenz wurden CPD-Photolyasen zunachst
in Klasse | und Il unterteilt, wobei Kasse | in Mikroorganismen konserviert ist und Klasse Il in héheren
Eukaryoten. Beide Gruppen kommen jedoch in allen Domanen des Lebens vor (Yasui et al., 1994). Ei-
ne dritte Klasse wurde 2008 durch Oztiirk et al. beschrieben. Sequenzen dieser Klasse Ill wurden in
zahlreichen Bakterien gefunden und zunachst als die lang gesuchten bakteriellen Cryptochrome in Er-
wagung gezogen, da sie eine Schwestergruppe der pflanzlichen Cryptochrome bilden. Untersuchungen
ergaben eine CPD-Photolyaseaktivitdt und somit die Definition einer dritten Untergruppe dieser Photo-
lyasen. Demnach haben sich die pflanzlichen Cryptochrome aus CPD-III-Photolyasen entwickelt (Oztiirk
et al., 2008). PhrA aus R. sphaeroides findet sich in phylogenetischen Analysen in der Gruppe dieser
CPD-lll-Photolyasen wieder (Scheerer et al.,2015; darin als ,RhospPIrA” bezeichnet). Die bifunktionel-
len DASH-Cryptochrome stammen nach aktuellen phylogenetischen Untersuchungen ebenso von einem
Vorlaufer der CPD-Photolyasen ab, der zu den DASH- und pflanzlichen Cryptochromen sowie Klasse-I- bis
[1I-CPD-Photolyasen fiihrte (Chaves et al., 2011; Oztiirk et al., 2008). Tierische Cryptochrome hingegen
sind sehr viel ndher verwandt mit den sich funktionell unterscheidenden (6-4)-Photolyasen als mit den
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pflanzlichen Cryptochromen. Diese Beziehungen legen eine unabhédngige Entstehung der pflanzlichen
und tierischen Cryptochrome wahrend der Evolution nahe (Cashmore et al., 1999).

Die Verteilung und Haufigkeit von Cryptochromen und Photolyasen in verschiedenen Organismen
ist sehr unterschiedlich. So finden sich in A. thaliana zwei klassische Cryptochrome, ein Cry-DASH sowie
eine (6-4)- und eine CPD-Photolyase. D. melanogaster enthilt ebenso beide Photolyasetypen, jedoch
nur ein Cryptochrom (Chaves et al., 2011). In plazentalen Sdugetieren wie der Maus und dem Menschen
gibt es jeweils zwei Cryptochrome, jedoch keine Photolyase (Kobayashi et al., 1998; Thompson und San-
car, 2002). Der Modellorganismus E. coli, dessen CPD-Photolyase eine der am besten untersuchten ist,
enthélt keine (6-4)-Photolyase und kein Cryptochrom (Sancar und Sancar, 2006). Synechocystis sp. ver-
flgt Gber eine CPD-Photolyase und ein DASH-Cryptochrom (Hitomi et al., 2000). Als ein Beispiel der Pilze
besitzt Ustilago maydis zwei DASH-Cryptochrome, eine Klasse-I-CPD- und eine (6-4)-Photolyase (Brych
et al., 2015). In Archaeen wurden bislang keine Cryptochrome gefunden, jedoch CPD-Photolyasen (Lin
und Todo, 2005; Fujihashi et al., 2007; Kiontke et al., 2011).

Die neueste Untergruppe der CPF wurde durch das bakterielle Cryptochrom CryB aus R. sphae-
roides eroffnet, flr das ein regulatorischer Einfluss auf die Genexpression festgestellt werden konnte
(Hendrischk et al., 2009a; Friihwirth et al., 2012) (Abschnitt 1.5). Ein weiteres Mitglied dieser Grup-
pe ist PhrB aus Agrobacterium tumefaciens, ein sehr nah verwandtes Homolog von CryB, fiir das eine
(6-4)-Photolyaseaktivitat festgestellt wurde. Dies ist das erste Beispiel einer Reparatur von (6-4)-Schaden
durch ein bakterielles CPF-Mitglied (Oberpichler et al., 2011; Zhang et al., 2013). Mit der Kristallisation
von CryB wurde die Gruppe der proteobakteriellen Cryptochrome (CryPro) definiert (Geisselbrecht et al.,
2012) und mit der Beschreibung von PhrB die gleiche Gruppe als FeS-BCP (Eisen-Schwefel bakteriel-
le Cryptochrome und Photolyasen) bezeichnet. Diese beiden Proteine sind die ersten charakterisierten
Vertreter der neuen CryPro/FeS-BCP-Untergruppe, die sich von den bisherigen Gruppen der CPF phylo-
genetisch abgegrenzt. Sequenzen dieser Gruppe wurden in 345 Spezies gefunden, tiberwiegend in Pro-
teobakterien, aber auch in Cyanobakterien und weiteren Bakterien sowie in wenigen Archaeen, nicht je-
dochin Eukaryoten (Geisselbrecht et al., 2012). Die einzigartigen Kennzeichen der beiden bislang charak-
terisierten Vertreter sind der neuartige Antennenchromophor DLZ sowie das Eisen-Schwefel-Cluster als
dritter Cofaktor. Letzteres stellt womaglich ein evolutionar friihes Merkmal der CPF dar (Abschnitt 1.11),
das in den anderen Gruppen verloren ging (Zhang et al., 2013). Damit gibt es aktuell acht Untergruppen
der CPF (Chaves et al., 2011; Tagua et al., 2015) (Abbildung 1.7). In dieser Arbeit wird die neueste Gruppe
nach der Definition von Oberpichler et al. (2011) als FeS-BCP bezeichnet, da dieser Name sowohl ,,Cryp-
tochrom” als auch ,,Photolyase” enthalt. Nach der neuen Bezeichnung von A. tumefaciens als A. fabrum
in Graf et al. (2015) wird PhrB als AfPhrB bezeichnet. Analog zu der CPD-IlI-Photolyase PhrA in R. sphae-
roides gibt es auch in A. fabrum eine ebenso benannte CPD-IlI-Photolyase, AfPhrA (Oberpichler et al.,
2011).

Die eindeutige Beteiligung von CryB an der Photoreaktivierung, die Entdeckung der (6-4)-Photo-
lyaseaktivitdt seines Homologs AfPhrB sowie die zunehmenden Beispiele von dual-function-Mitgliedern
aus der CPF, regten die erneute Erwagung einer moglichen Rolle von CryB als (6-4)-Photolyase an. Die
Untersuchungen dazu sind ein zentraler Aspekt dieser Arbeit.
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Abbildung 1.7: Phylogenetischer Stammbaum der Cryptochrom/Photolyase-Familie. Der Stern bezeichnet den
bifunktionellen (dual-function) Charakter einzelner Mitglieder, von welchen regulatorische und Reparaturfunktion
bekannt sind. Additional bacterial protein entspricht der Gruppe CryPro/FeS-BCP (siehe Text). CPD = Cyclobutan-
Pyrimidindimer. DASH = Drosophila, Arabidoptis, Synechocystis, Homo. Aus Chaves et al. (2011), modifiziert.

1.7 Bakterielle Blaulichtrezeptoren

Neben den Cryptochromen (Abschnitt 1.3) gibt es zwei weitere Gruppen von flavinbindenden Blaulicht-
Photorezeptoren, die LOV- (light oxygen voltage) und die BLUF- (blue light sensing using FAD) Prote-
infamilien (Huala et al., 1997; Gomelsky und Klug, 2002). LOV-Doménen binden ein FMN- und BLUF-
Domadnen ein FAD-Molekiil. Sie kommen in verschiedenen Blaulichtrezeptoren in Eukaryoten, Bakterien
und Archaeen vor. LOV-Proteine durchlaufen einen Photozyklus, der mit der Absorption von blauem Licht
Giberihren nichtkovalent gebundenen FMN-Cofaktor beginnt, worauf eine temporéare kovalente Bindung
zu einem Cysteinrest entsteht. Durch Spaltung dieser Bindung kehrt das Protein wieder in seinen Aus-
gangszustand zuriick. Das durch Konformationsanderungen entstehende Signal wird an eine variable
output-Domane Ubertragen und eine zelluldre Reaktion durch Protein-Protein-Interaktionen ausgelst.
Die in Pflanzen verbreiteten Phototropine beispielsweise verfiigen (iber zwei LOV-Domanen, die mit ei-
ner Serin/Threoninkinasedomane verbunden sind, und steuern den Phototropismus (Losi und Gartner,
2012). Die biologische Funktion von LOV-Proteinen in Bakterien ist nur in wenigen Fallen bekannt (Losi
et al., 2015). Die BLUF-Domane wurde in vielen Bakterien, darunter Rhodobacter, entdeckt, aber nur in
wenigen Vertretern der Eukaryoten (Euglena gracilis und Ustilago maydis) und nicht in Archaeen (Iseki
et al., 2002; Gomelsky und Klug, 2002; Brych et al., 2015). Die Anregung durch Blaulicht (300-500 nm)
bewirkt eine Verschiebung des Absorptionsprofils des nichtkovalent gebundenen FAD-Cofaktors in den
Rotbereich, wobei das FAD jedoch nicht in die reduzierte Form libergeht. Von diesem angeregten Zu-
stand kehrt es innerhalb von 30 Minuten wieder in den Ausgangszustand (Dunkelform) zurtick. So be-
sitzt der Cofaktor primar eine Rolle als Photopigment. Die Lichtabsorption bewirkt Veranderungen der

Interaktionen des Cofaktors zu benachbarten Aminosauren (Masuda und Bauer, 2002).

15



1.7 BAKTERIELLE BLAULICHTREZEPTOREN EINLEITUNG

Beide Doméanen kommen in Proteinen in R. sphaeroides vor. RsLOV besitzt keine output-Doméne,
sondern ist lediglich um eine C-terminale a-Helix erweitert und gehort damit zu den ,,short” LOV-Pro-
teinen. Es bindet FMN als Cofaktor und unterliegt dem typischen Photozyklus von LOV-Proteinen (Hen-
drischk et al., 2009b). Ungeachtet der fehlenden output-Domaéne ist RsLOV an der Regulation der Gen-
expression beteiligt, beispielsweise der Gene fiir Komponenten des Photosyntheseapparates, der pho-
tooxidativen Stressantwort, Chemotaxis und des Kohlenhydratstoffwechsels (Metz et al., 2012b).

R. sphaeroides besitzt drei BLUF-Doméane-Proteine (Metz et al., 2012a), von denen AppA das am bes-
ten untersuchte ist. Es wurde nach seiner Rolle bei der activation of photopigment and puc expression
benannt (Gomelsky und Kaplan, 1995). Die Besonderheit von AppA ist die Wahrnehmung und Uber-
mittlung von sowohl Redox- als auch Lichtsignalen in einem Protein (Braatsch et al., 2002). Diese Stimuli
werden durch zwei verschiedene Domanen wahrgenommen: Die FAD-bindende BLUF-Domane stellt den
N-terminalen Bereich des Proteins dar, durch den die Blaulichtwahrnehmung stattfindet (Gomelsky und
Kaplan, 1998; Gomelsky und Klug, 2002). Die C-terminale SCHIC-Domane bindet einen Ham-Cofaktor
und ist unabhangig vom FAD-Cofaktor flir die Wahrnehmung von Redoxsignalen zustandig. Auf die Funk-
tion von AppA als Antirepressor des transkriptionellen Repressors PpsR in der licht- und redoxabhangi-
gen Regulation der Photosynthese wird in Abschnitt 1.10.1 eingegangen.

Einen nicht flavinbindenden Blaulichtrezeptor stellt das photoactive yellow protein (PYP) dar, das
am besten im Schwefelpurpurbakterium Ectothiorhodospira halophila charakterisiert ist. Die Signal-
transduktion erfolgt durch Blaulichtabsorption und eine cis/trans-lsomerisierung seines p-Cumarsiure-
Cofaktors. Uber die biologische Funktion ist wenig bekannt, méglicherweise spielt es eine Rolle bei der
Phototaxis. PYP ist ausschlieflich in Bakterien zu finden (Braatsch und Klug, 2004a), auch R. sphaeroides
verflgt Giber einen Vertreter der PYP (Haker et al., 2000).

Rhodopsine mit Retinal als Chromophor sind vor allem fiir visuelle Prozesse bei Tieren und Men-
schen bekannt, sie zeigen jedoch keinerlei Sequenzhomologie zu den mikrobiellen Rhodopsinen (Ernst
et al., 2014). Die verschiedenen bakteriellen und archaealen Rhodopsine (Bacteriorhodopsin, Halorho-
dopsin, sensorisches Rhodopsin und Proteorhodopsin), binden ebenfalls Retinal (Vitamin-A-Aldehyd)
und fungieren oft als membrangebundene Protonenpumpen oder spielen eine Rolle bei der Chemotaxis,
vor allem bei marinen Bakterien und Archaeen (Spudich und Bogomolni, 1984; Wickstrand et al., 2015).
Die meisten Rhodopsine absorbieren Licht zwischen 400 und 700 nm und damit nicht nur im blauen
Bereich, wobei die blau- und griinabsorbierenden Vertreter die wichtigste Rolle unter den mikrobiellen
Rhodopsinen spielen (Ernst et al., 2014).

Neben den zahlreichen im blauen Bereich absorbierenden Photorezeptoren gibt es auch in Bakterien
die urspriinglich aus Pflanzen bekannten rotlichtabsorbierenden Phytochrome. Pflanzliche Phytochro-
me binden kovalent das lineare Tetrapyrrol Phytochromobilin als Chromophor, das durch Absorption von
rotem und dunkelrotem Licht zwischen der Pg (red) und Pgg (far red) Form durch Z-E-Isomerisierung re-
versibel konvertiert werden kann. Dadurch wird meist die Aktivitat einer Histidinkinasedoméane gesteu-
ert. Phytochrome regulieren die pflanzliche Photomorphogenese, das Wachstum und die Entwicklung
(Rockwell et al., 2006). Bacteriophytochrome binden Biliverdin als Chromophor. R. sphaeroides verfiigt
Uber zwei Bacteriophytochrome, BphG1 und BphG2, die, anders als andere Phytochrome, zwei Output-
Domaéanen mit verschiedenen Funktionen besitzen (Tarutina et al., 2006).
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1.8 Rhodobacter sphaeroides

Rhodobacter sphaeroides kommt in der Natur in verschiedenen Lebensrdaumen vor, beispielsweise in
stehenden Gewassern, Sedimenten oder feuchten Boden mit einem hohen Gehalt an organischen Sub-
stanzen. Es gehort zu den Nichtschwefelpurpurbakterien der gram-negativen a-3-Proteobakterien. Die
meisten Arten kommen in SURwasser vor, manche sind aber auch auch in marinen Sedimenten zu fin-
den. R. sphaeroides ist fakultativ anaerob und kann durch anoxygene Photosynthese sowohl photohe-
terotroph als auch photoautotroph Energie gewinnen. Es betreibt auRerdem aerobe Atmung mit Sauer-
stoff als terminalem Elektronenakzeptor oder anaerobe Atmung unter Verwendung alternativer Elektro-
nenakzeptoren wie Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Trimethylamin-N-Oxid (TMAQ) sowie Fermentation,
wenn keine Elektronenakzeptoren vorhanden sind. Sowohl bei phototrophem als auch chemotrophem
Wachstum kann auBerdem N, fixiert werden (Imhoff, 2006). Das Genom von R. sphaeroides besteht aus
zwei zirkuldren Chromosomen und funf Plasmiden mit einer GesamtgrofRe von 4,6 kb (Mackenzie et al.,
2007). Die nicht obligatorische Phototrophie macht Bakterien wie R. sphaeroides zu beliebten Modell-
organismen fiir die Untersuchung des Photosyntheseapparates, da dessen Modifikation aufgrund der
Fahigkeit der Bakterien zu einer Reihe anderer Energiegewinnungsmaoglichkeiten keine letalen Auswir-
kungen hat. Viele Erkenntnisse zur bakteriellen Photosynthese stammen ebenso aus dem engen Ver-
wandten Rhodobacter capsulatus (Gregor und Klug, 1999). Die Ausbildung einer intracytoplasmatischen
Membran (ICM) bei photosynthetischem Wachstum bietet aufgrund der stark vergréBerten Membran-
oberflache das Potenzial, R. sphaeroides als Werkzeug fiir die heterologe Expression von Membranpro-
teinen zu nutzen (Erbakan et al., 2015).

1.9 Die anoxygene Photosynthese der Prokaryoten

Die Photosynthese (PS) dient der Umwandlung von Lichtenergie in chemische Energie und einem damit
verbundenen Aufbau von Biomasse durch die Fixierung von CO,. Die einzigen Prokaryoten, die wie Pflan-
zen und Algen eine oxygene (Sauerstoff produzierende) Photosynthese betreiben, sind die Cyanobakte-
rien. Eine anoxygene Photosynthese findet sich bei den Griinen Schwefelbakterien (Phylum Chlorobi),
Grinen Nichtschwefelbakterien (Phylum Chloroflexi), Heliobacteria (Phylum Firmicutes) sowie bei den
Purpurbakterien (Phylum Proteobacteria), zu denen Rhodobacter gehort (Bryant und Frigaard, 2006).

Ein Unterschied zwischen oxygener und anoxygener Photosynthese ist die Quelle des Reduktions-
mittels (Elektronendonor), das verwendet wird, um einen Elektronenfluss zu generieren. Erstere gewinnt
Elektronen aus der Spaltung von Wasser, wobei Sauerstoff entsteht. Der finale Elektronenakzeptor nach
einem linearen Elektronentransport ist NAD(P)*. Bei der anoxygenen Photosynthese werden H;S, H;
oder andere reduzierte, anorganische oder organische Molekiile oxidiert. Der Elektronenakzeptor ist
der Chinonpool, die Elektronen werden in einem zyklischen Transport iber Bakteriophdophytin, Chino-
ne, den Cytochrom bc;-Komplex und Cytochrom ¢, wieder an das Reaktionszentrum zurlicktransportiert
(Bryant und Frigaard, 2006; Zeilstra-Ryalls und Kaplan, 2004). Der photosynthetische zyklische Elektro-
nentransport teilt sich die Komponenten Cyt bc; und Cyt ¢, mit dem Elektronentransport der Atmungs-
kette (Verméglio und Joliot, 1999).

Der Photosyntheseapparat in R. sphaeroides wird an der intracytoplasmatischen Membran (ICM)
aufgebaut. Er besteht aus einem Reaktionszentrum (RC), das von einem Lichtsammelkomplex des Typs
LHI umgeben ist und mit diesem ein RC-LHI-Dimer bildet. Dieser Komplex ist wiederum von LHII-
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Komplexen umgeben, die die Lichtsammelkapazitat um ein Vielfaches erhéhen. RC und LH sind Pigment-
Protein-Komplexe, die Bakteriochlorophyll a und Carotinoide auf verschiedene Weise gebunden haben.
LHI wird auch als B875, und LHII als B8B0O0—850 bezeichnet, aufgrund der unterschiedlichen Absorp-
tionsmaxima ihrer Bakteriochlorophylimolekiile. Die absorbierte Anregungsenergie wird von den LH-
Komplexen zum RC weitergeleitet, wo eine Ladungstrennung im Chlorophyllpaar (,,special pair”) des RC
stattfindet (Kiley und Kaplan, 1988; Hu et al., 1998; Zeilstra-Ryalls und Kaplan, 2004).

In R. sphaeroides sind die fir die Photosynthese bendtigten Komponenten in einem Photosynthese-
Gencluster angeordnet. Dieses umfasst Gene und Operons fiir die Bakteriochlorophyll- und Carotinoid-
Synthese, das Reaktionszentrum (RC) sowie den Lichtsammelkomplex LHI. Dabei ist das puf-Operon
(photosynthesis unit fixed; Blankenship, 2014) mit den Genen pufQKBALMX von besonderer Bedeutung
fir die strukturellen Elemente des Photosyntheseapparates. Die Untereinheiten von LHI werden durch
die Gene pufA und pufB kodiert, die des RC durch pufL und pufM sowie durch ein weiteres Gen, puhA.
Durch unterschiedliche Halbwertszeiten einzelner Abschnitte des polycistronischen puf-Transkriptes
wird die Produktion der individuell bendtigten Mengen von LHI und RC reguliert (Zeilstra-Ryalls und
Kaplan, 2004; Rauhut und Klug, 1999). Die Komponenten des LHII hingegen werden abseits des Clusters
durch das pucl-Operon mit den Genen pucBAC kodiert. Das puc2-Operon kodiert eine weitere Kopie
von pucBA, wobei pucl funktionell dominant ist (Choudhary und Kaplan, 2000; Zeng et al., 2003). Das
Verhiltnis des puf-kodierten LHI zu RC ist mit 15:1 unabhéngig von der Lichtintensitat konstant (fixed).
Das Verhaltnis von LHII:RC hingegen ist variabel und andert sich in Abhangigkeit von der Lichtintensitat
(Aagaard und Sistrom, 1972).

1.10 Die Regulation von Photosynthesegenen in Rhodobacter durch Licht
und Sauerstoff

Die Regulation der Bildung des photosynthetischen Apparates von Rhodobacter unterliegt zwei Um-
welteinflissen: Sauerstoffgehalt und Lichtintensitat. Wenn Sauerstoff verfligbar ist, ziehen die Bakterien
die aerobe Respiration zur Energiegewinnung vor. In Abwesenheit von Sauerstoff sind anoxygene Pho-
tosynthese, anaerobe Atmung oder Fermentation moglich. Da die Ausbildung des photosynthetischen
Apparates zum einen energieaufwandig und daher nur dann sinnvoll ist, wenn kein oder wenig Sauer-
stoff verfiigbar ist, und zum anderen die zeitgleiche Anwesenheit von photosynthetischen Pigmenten
und Sauerstoff zur Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies fihren kann (Abschnitt 1.12), unterliegt sie
einer komplexen Regulation durch Licht und Sauerstoff (Gregor und Klug, 1999). Diese Regulation ge-
schieht durch das Zusammenspiel verschiedener Redox- und Blaulichtsensoren. Im Falle von R. sphae-
roides hangt die Reaktion auf Blaulicht mit der Verfiligbarkeit von Sauerstoff in Bezug auf die Expression
des Photosyntheseapparates folgendermaRen zusammen: Bei sehr geringem Sauerstoffgehalt hat Blau-
licht keinen Einfluss auf die Expression der Photosynthese-Operons puc und puf, bewirkt unter anaero-
ben Bedingungen jedoch eine erhdhte Expression. Unter semiaeroben Bedingungen und gleichzeitigem
Blaulichteinfluss wird die Expression von puc und puf gehemmt (Braatsch et al., 2002). Diesem Zusam-
menhang liegt das Repressor/Antirepressor-System PpsR/AppA zugrunde.
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1.10.1 Das PpsR/AppA-Repressor/Antirepressor-System

Der transkriptionelle Repressor PpsR (photopigment suppression; Penfold und Pemberton, 1994) ver-
hindert unter aeroben Bedingungen die Expression einer Vielzahl von Genen, darunter eines Teils der
photosynthetischen Gene. Sauerstoff bewirkt die Bildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen.
In diesem Zustand ist PpsR als Repressor aktiv und bindet als Tetramer an eine Konsensussequenz in
den Promotorregionen bestimmter Gene und Operons. Unter anaeroben Bedingungen hingegen be-
findet sich das Protein im reduzierten Zustand und die Affinitdt zur DNA ist geringer. Die PpsR-DNA-
Bindung wird auBerdem durch den Antirepressor AppA (Abschnitt 1.7) auf zwei Arten durch Protein-
Protein-Interaktion beeinflusst (Abbildung 1.8). Zum einen erfolgt eine Reduktion der Disulfidbriicke in
PpsR durch die C-terminale cysteinreiche Region von AppA, wenn letztere reduziert vorliegt. Zum an-
deren bildet AppA in Abhangigkeit von Licht einen stabilen AppA-PpsR;-Komplex und verhindert die
DNA-Bindung von PpsR. Beides bewirkt somit eine Aufhebung der inhibierenden Wirkung von PpsR. Bei
hohem Sauerstoffgehalt liegt AppA sowohl im Licht als auch im Dunkeln im inaktiven Zustand vor, somit
ist der PpsR-Repressor aktiv, es kommt nicht zur Genexpression. Bei sinkendem Sauerstoffgehalt (semi-
aerob) nimmt AppA im Dunkeln eine aktive Konformation an und bewirkt die Reduktion von PpsR und
dessen Bindung. Blaulicht macht diesen Vorgang jedoch unter aeroben und semiaeroben Bedingungen
durch Anregung von AppA unwirksam, da die Absorption durch dessen FAD-Cofaktor und der darauf
folgende Photozyklus die Bildung des AppA-PpsR,-Komplexes verhindert. So findet eine lichtabhangige
Repression bei gleichzeitiger Anwesenheit von Sauerstoff statt. Bei sehr geringem Sauerstoffgehalt ist
AppA sowohl im Dunkeln als auch unter Lichteinfluss aktiv und bindet PpsR, die Genexpression ist aktiv
(Masuda und Bauer, 2002; Braatsch und Klug, 2004a). Neuere Studien zeigen, dass PpsR auch im Kom-
plex mit AppA an DNA bindet und Licht nur einen geringen Einfluss auf die AppA-PpsR,-Komplexbildung
hat. Lichtabsorption durch gebundenes AppA beeinflusst jedoch die Struktur des Komplexes und die
Aktivitat von PpsR (Winkler et al., 2013).
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Abbildung 1.8: Das Zusammenspiel von AppA und PpsR bei der Expression photosynthetischer Gene in Abhangig-
keit von Licht und Sauerstoff. Aus Masuda und Bauer (2002), modifiziert.
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Zwischen der BLUF-Domane (Abschnitt 1.7) und der C-terminalen cysteinreichen Region von AppA
befindet sich die Sauerstoffsensordomane, die fiir die Redoxregulation zustandig ist. Sie bindet einen
Ham-Cofaktor, weshalb die Doméane sensor containing heme instead of cobalamin (SCHIC) heiRt. Der
Name kommt von der Ahnlichkeit dieser Domé&ne zu Cobalamin-(Vitamin-B1,-)Bindedoméanen (Moskvin
et al., 2007; Han et al., 2007). Die Praferenz zur Bindung von Ham anstelle von Cobalamin kommt auf-
grund eines Histidins zustande, das in der Cobalamin-Bindedomane an anderer Stelle ist (Yin et al., 2013;
Vermeulen und Bauer, 2015). AppA bindet Hdm sowohl unter anaeroben als auch aeroben Bedingun-
gen (Yin et al., 2013). Die BLUF-Domane von AppA beeinflusst die Interaktion mit PpsR in Abhangigkeit
von Licht (Winkler et al., 2013) und aufRerdem die Ham-Bindung der SCHIC-Doméne in Abhangigkeit
von Licht, im Dunkeln ist die Bindung starker (Yin et al., 2013). PpsR bindet zudem ebenfalls einen
Ham-Cofaktor durch Interaktion mit einem Cystein und einem Histidin in seiner DNA-Bindedomane.
Die Bindungsstarke entspricht der von Him-Sensoren wie beispielsweise Irr und nicht der festen Bin-
dung in Ham-Proteinen, die Funktionen wie Elektronentransfer ausiiben. Somit besitzt PpsR neben der
Funktion als Redoxsensor eine direkte Funktion als Him-Sensor. Die Him-Bindung beeinflusst die DNA-
Bindung negativ und bewirkt eine erh6hte Transkription eines Teils der PpsR-regulierten Gene. Dies er-
moglicht eine schnelle Reaktion zur Feinabstimmung von Ham, Bakteriochlorophyll und Photosystem-
Apoproteinen, um einen Uberschuss an freien toxischen Tetrapyrrolen zu vermeiden (Yin et al., 2012).
Zum Regulon von PpsR gehdren Gene fir die Bakteriochlorophyll- und Carotinoidsynthese, die im
Photosynthese-Gencluster liegen, sowie die Gene hemC und hemE (Tetrapyrrolbiosynthese) und die
pucl- und puc2-Operons auBerhalb dieses Clusters. Die Promotorregionen von puf und puhA, die in-
nerhalb des Photosynthese-Genclusters liegen, enthalten keine PpsR-Bindestellen, werden aber indirekt
ebenfalls durch PpsR reguliert (Moskvin et al., 2005). Das Homolog von PpsR in R. capsulatus ist CrtJ, ein
Homolog von AppA gibt es in dieser Spezies nicht (Braatsch et al., 2002).

Neben AppA beeinflusst ein weiteres, erst kirzlich charakterisiertes Protein, PpaA (photopigment
and puc activation) in R. sphaeroides bzw. AerR (aerobic repressor) in R. capsulatus (Dong et al., 2002;
Gomelsky et al., 2003), ebenso wie AppA als Antirepressor die Aktivitdt von PpsR bzw. Crt). Beide dhneln
der SCHIC-Domane von AppA, binden jedoch Hydroxylcobalamin als Cofaktor. Der Cobalamin-Cofaktor
ist dabei unerlasslich fiir die Antirepressorwirkung. Somit interagiert PpsR mit zwei strukturell verwand-
ten Regulatoren, PpaA und AppA, die Cobalamin bzw. Him als Cofaktoren binden (Cheng et al., 2014;
Vermeulen und Bauer, 2015). Zudem wird die Expression von ppaA direkt durch PpsR unter aeroben
Bedingungen negativ reguliert, bei sinkendem Sauerstoffgehalt steigt die ppaA-Expression. Es wurde
kein DNA-Bindemotiv in PpaA gefunden. Der Effekt von PpaA ist moderat im Vergleich zu den Systemen
PpsR/AppA, PrrBA und FnrL (s.u.) (Gomelsky et al., 2003). PpaA ist in der Lage, einen Knockout von AppA
in Bezug auf die Pigmentierung vollstandig zu komplementieren. Seine Aktivitat ist jedoch im Normal-
fall vermutlich durch die von AppA (berlagert (Vermeulen und Bauer, 2015). Der Effekt von PpaA auf
die Genexpression geschieht unter aeroben Bedingungen und duBert sich scheinbar aktivierend auf die
Photopigmentproduktion und puc-Expression. Das Homolog AerR hingegen agiert als aerober Repressor
eines Teils der PS-Gene (Dong et al., 2002).

Durch die Interaktion von CryB (Abschnitt 1.5) mit AppA wird die Aktivitat von PpsR auf einem wei-
teren, lichtabhangigen Weg reguliert. Durch diese Interaktion verringert CryB die Affinitdt von AppA zu
PpsR und tragt zur Repression der Photosynthesegene bei (Metz et al., 2012a). Die Interaktion von AppA
und CryB ist auch Thema der vorliegenden Arbeit.
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1.10.2 Das PrrBA-Zweikomponentensystem

Unter anaeroben Bedingungen wird die Aktivierung der Photosynthese-Genexpression durch das
PrrA/PrrB-Zweikomponentensystem in R. sphaeroides dominiert. Es entspricht dem RegA/RegB-System
aus R. capsulatus (Braatsch und Klug, 2004a). Im Gegensatz zur negativen Regulation durch den Repres-
sor PpsR bei hohem Sauerstoffgehalt, geschieht unter anaeroben Bedingungen eine positive Regulati-
on durch den Aktivator PrrA (Eraso und Kaplan, 1994), der durch das zugehorige PrrB aktiviert wird.
PrrB ist eine Sensor-Histidinkinase, die die Intensitat des Elektronenflusses durch die Cytochrom cbbs-
Oxidase der Atmungskette als Redoxsignal wahrnimmt (Oh und Kaplan, 2000). Bei geringer Atmungs-
aktivitat durch Sauerstoffmangel und somit geringem Elektronenfluss durch die cbb3-Oxidase wird PrrB
autophosphoryliert und aktiviert seinen Antwortregulator PrrA durch Ubertragung einer Phosphatgrup-
pe. Der phosphorylierte Transkriptionsfaktor PrrA aktiviert die Expression von Photosynthesegenen. Bei
hohem Sauerstoffgehalt tiberwiegt die Phosphataseaktivitdt von PrrB und bewirkt die Dephosphorylie-
rung von PrrA. Dadurch ist PrrA inaktiv und somit auch die Expressionsaktivierung durch dieses System
(Oh et al., 2001; Happ et al., 2005). Zum Regulon von PrrA gehoren ca. 34 Operons, die vorwiegend
Photosynthese- und Elektronentransportkomponenten kodieren (Imam et al., 2014).

1.10.3 Weitere Systeme

Ein dritter globaler Regulator, der wie PrrA fiir die Aktivierung der PS-Gene wahrend des anaeroben Me-
tabolismus relevant ist, ist der Transkriptionsfaktor FnrL (Zeilstra-Ryalls und Kaplan, 1998). FnrL ist ein
Redoxsensor der CRP/FNR-Regulatorfamilie (CAMP receptor proteins / fumarate nitrate reductase re-
gulator) und bindet, wie sein Homolog FNR aus E. coli, ein sauerstoffsensitives [4Fe4S]-Cluster (Dufour
et al., 2010; Kérner et al., 2003). FnrL ist unerlasslich fir das photosynthetische Wachstum und das
Wachstum durch anaerobe Atmung (Zeilstra-Ryalls und Kaplan, 1995). Die Funktionsweise der direk-
ten Sauerstoffwahrnehmung durch das FeS-Cluster ist am Beispiel von FNR aus E. coli bekannt. Sauer-
stoff konvertiert das [4Fe4S]- zu einem [2Fe2S]-Cluster. Bei weiter steigender Sauerstoffkonzentration
zerfallt auch das [2Fe2S]-Cluster. Unter anaeroben Bedingungen liegt somit die [4Fe4S]-Form vor, wel-
che eine Dimerisierung des Proteins beginstigt. In diesem dimeren Zustand ist FNR aktiv und in der
Lage, spezifisch an eine DNA-Konsensussequenz zu binden (Khoroshilova et al., 1997; Kiley und Bei-
nert, 1998). FNR aus E. coli und FnrlL aus R. sphaeroides agieren sowohl als Transkriptionsaktivatoren als
auch -repressoren (Spiro und Guest, 1990; Dufour et al., 2010). Zum Regulon von FnrL gehdren neben
Genen der Photosynthese unter anderem auch solche des Eisenstoffwechsels, Elektronentransportes,
Stickstoffmetabolismus oder der anaeroben Atmung sowie kleine RNAs (sRNAs), wie beispielsweise PcrZ
(s.u.), und es Uberschneidet sich zum Teil mit dem von PrrA (Dufour et al., 2010; Imam et al., 2014).

Neben FnrL sind auch Thioredoxine als eine weitere Gruppe von Redoxsensoren sowohl in R. sphae-
roides als auch R. capsulatus unter anderem an der Regulation des photosynthetischen Apparates betei-
ligt. Neben diversen zellularen Funktionen bewirken sie durch Interaktion mit Zielmolekilen, beispiels-
weise mit der DNA-Gyrase, die Genregulation auf transkriptioneller Ebene (Zeller und Klug, 2006).

Die Expression der Photosynthesegene wird in R. sphaeroides nicht nur durch Protein-Transkripti-
onsfaktoren und deren Interaktionen mit Regulatorproteinen reguliert, sondern auch durch die kleine
nichtkodierenden RNA (sRNA) PcrZ (photosynthesis control RNA Z) auf translationeller Ebene. PcrZ bin-
det in trans an bestimmte Ziel-mRNAs, die meisten davon aus dem photosynthetischen Gencluster, und

21



1.10 DIE REGULATION VON PHOTOSYNTHESEGENEN EINLEITUNG

verhindert deren Translation, wahrscheinlich durch Einflussnahme auf die mRNA-Stabilitat. Interessan-
terweise wird die Expression von PcrZ sowohl durch PrrA als auch durch FnrL aktiviert, welche beide
Aktivatoren der PS-Gene unter anaeroben Bedingungen sind. Eine Induktion von PcrZ durch PrrA ge-
schieht auRerdem auch unter aeroben Bedingungen. PcrZ befindet sich unter direkter Kontrolle eines
PrrA-abhdngigen Promotors, die Regulation durch FnrL hingegen erfolgt auf bislang unbekanntem Weg.
PcrZ wirkt der transkriptionellen Aktivierung der PS-Gene durch PrrA und FnrL durch direkte transla-
tionelle Repression der entsprechenden mRNAs entgegen. Ein weiteres Ziel von PcrZ ist die mRNA von
appA und die Hemmung ihrer Translation, was eine Verstarkung der Repressorwirkung von PpsR bewirkt.
Somit arbeiten die verschiedenen Systeme scheinbar gegeneinander, erreichen dabei jedoch eine aus-
gekliigelte Feinregulation durch PcrZ. Zu den von PcrZ negativ regulierten Genen gehéren die puc- und
puf-Operons, Gene fiir die Chlorophyll- und Carotinoidsynthese, flir Cytochrome des zyklischen photo-
synthetischen Elektronentransportes sowie fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren (Mank et al., 2012).

Aktuelle Studien entdeckten auBerdem die bislang nicht charakterisierten Transkriptionsfaktoren
CrpK (cAMP receptor proteins; RSP_2572) und MppG (modulator of photopigment genes; RSP_2888) in
R. sphaeroides. Sie kontrollieren die Expression einiger Operons, die photosyntheserelevante Kompo-
nenten kodieren und erweitern somit das bislang bekannte Netzwerk an Regulatoren. CrpK bindet an
dhnliche Promotorsequenzen wie FnrL und gehért wie dieser zur CRP/FNR-Familie. Sein Regulon tber-
schneidet sich mit dem von FnrL, zu den Zielgenen gehoéren beispielsweise Gene der Chlorophyllsynthe-
se oder des Eisenmetabolismus. Die Transkription von mppG wird bei photosynthetischem Wachstum
direkt durch PrrA induziert. MppG agiert jedoch als transkriptioneller Repressor von unter anderem
Photosynthese- und Photopigmentgenen, also als Gegenspieler zu seinem und dem Photosynthese-
Aktivator PrrA, was darauf hindeutet, dass er eine dhnliche Rolle wie PcrZ in der Feinregulation der
Photosynthesegene haben kénnte (Imam et al., 2014).

1.10.4 Zusammenspiel

Die licht- und sauerstoffabhangige Auspriagung des PS-Apparates erfordert ein abgestimmtes Zusam-
menspiel der diversen beschriebenen Systeme in einem koordinierten regulatorischen Netzwerk. Die
sauerstoffsensitiven Systeme basieren auf der Aktivierung der Photosynthesegene unter anaeroben Be-
dingungen (PrrA und FnrL) sowie der Hemmung unter aeroben Bedingungen (PpsR). Vor allem die beiden
Systeme PrrBA und PpsR/AppA sind gut untersucht; sie stehen miteinander in Wechselwirkung, sind je-
doch bei unterschiedlichen Bedingungen relevant (Jager et al., 2007; Happ et al., 2005; Moskvin et al.,
2005). PpsR ist zudem primar fiir die Regulation der PS-Gene zustandig, wahrend PrrBA und FnrL globa-
le Regulatorsysteme fiir weitere zellulare Vorgange darstellen. Oft findet eine gegenseitige Aktivierung
oder Hemmung der Expression anderer Regulatoren des Netzwerkes auf Transkriptions- oder Translati-
onsebene statt, beispielsweise die Hemmung der ppaA-Expression durch PcrZ oder PpsR (Mank et al.,
2012; Gomelsky et al., 2003). Generell findet auch eine Uberschneidung der Regulons verschiedener
Systeme statt (Gomelsky et al., 2008; Imam et al., 2014).
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1.11 Eisen-Schwefel-Cluster in Proteinen und Eisenmetabolismus

Eisen-Schwefel-Cluster (FeS-Cluster) als Cofaktoren von Proteinen sind ein evolutionar antikes Merkmal,
das auf die Zeit zuriick geht, bevor Sauerstoff auf der Erde vorhanden war. Die meisten FeS-Cluster be-
stehen aus zwei bis vier Eisenatomen, die durch jeweils vier Schwefelatome von Aminosdureseitenketten
und anorganischen Sulfidmolekiilen gebunden werden. Cystein ist die mit Abstand am haufigsten ver-
wendete Aminosdure zur Bindung der Eisenatome, manchmal werden sie auch durch alternative Amino-
sduren gebunden, wie Histidin, Aspartat oder Arginin (Imlay, 2006). Eine Hauptaufgabe von FeS-Clustern
ist die Ubertragung von Elektronen. Diese kommt vor allem in photosynthetischen und respiratorischen
Elektronentransportketten sowie in weiteren Redoxenzymen vor. Ferredoxine sind eine der wichtigsten
Gruppen von universellen Elektronenibertrdagern, sie fungieren dariiber hinaus auch als Eisenspeicher.
Die meisten FeS-Cluster sind Ein-Elektron-Ubertriger, mit Ausnahme des [8Fe7S]-Clusters von Nitro-
genasen, das in der Lage ist, zwei Elektronen zu Ubertragen (Johnson et al., 2005). In manchen Enzy-
men sind FeS-Cluster Teil des aktiven Zentrums und an der Substratbindung und Aktivierung des Enzyms
beteiligt. Ein Beispiel ist die Aconitase, deren Cluster zwischen [3Fe4S] und der aktiven Form [4Fe4S]
wechseln kann und als De-/Hydratase die Isomerisierung von Citrat katalysiert (Beinert et al., 1996).
Auch das [4Fe4S]-Cluster des DNA-Reparaturenzyms MutY aus E. coli wird fir die spezifische Erkennung
des DNA-Substrates und fiir die Glykosylaseaktivitdt bendtigt (Porello et al., 1998). Im Gegensatz dazu
stellt das redoxinaktive FeS-Cluster der dhnlichen und ebenfalls an der DNA-Reparatur beteiligten En-
donuklease Il in dieser ein strukturelles Element dar. Diese Rolle von FeS-Clustern bei der Struktur und
Stabilitdat kommt in FeS-Proteinen haufig vor (Johnson et al., 2005). Ein weiteres grofRes Aufgabenfeld
von FeS-Proteinen ist die Regulation der Genexpression. Sie ist anhand der Transkriptionsfaktoren FNR
(Abschnitt 1.10.3), IscR und SoxR in E. coli gut untersucht, diese Systeme sind in Bakterien weit verbrei-
tet (Kiley und Beinert, 1998, 2003). Die FeS-Cluster dienen regulatorischen Proteinen als Sensoren des
Sauerstoffgehaltes, wodurch ihre Aktivitdt gesteuert wird (Green et al., 2009). Dies geschieht (iber die
Stabilitat (IscR, FNR) oder den Redoxzustand (SoxR) des Clusters (Yeo et al., 2006; Khoroshilova et al.,
1997; Ding et al., 1996).

FeS-Cluster wurden lange Zeit als eher seltene Cofaktoren in DNA- oder RNA-bindenden Proteinen
erachtet. Neben der erwdhnten Endonuklease Il und MutY sowie den Transkriptionsfaktoren gibt es
jedoch immer mehr Beispiele fir nukleinsdurebindende und -bearbeitende Enzyme mit FeS-Clustern.
In der Helikase XPD vom Typ Superfamilie 2 (SF2), die in vielen Organismen vorhanden und an der
Nukleotid-Exzisionsreparatur beteiligt ist, hat das [4Fe4S]-Cluster eine stabilisierende Funktion und ist
fr die Helikaseaktivitdt essenziell (Rudolf et al., 2006). Der entsprechende bakterielle Vertreter DinG ist
redoxaktiv und Reduktion inhibiert die Aktivitat, was darauf hindeutet, dass das Enzym bei oxidativem
Stress aktiviert wird (Ren et al., 2009). In den meisten aktuellen Beispielen ist jedoch keine offensicht-
liche Funktion in Elektronentransfer, Redoxregulation oder clusterabhangiger Katalyse bekannt (White
und Dillingham, 2012). Mit der Entdeckung des [4Fe4S]-Clusters in RsCryB und AfPhrB (Geisselbrecht
et al., 2012; Zhang et al., 2013), erstmals in Vertretern der Cryptochrome und Photolyasen, ist die Liste
der bakteriellen DNA-prozessierenden Enzyme mit FeS-Cluster weiter gewachsen. Besonders auffallig
ist die strukturelle Ahnlichkeit der C-terminalen Domine der groRen (Large) Untereinheit der eukaryo-
tischen und archaealen Primase, PriL-CTD, mit dem Bereich des aktiven Zentrums von Photolyasen und
Cryptochromen (Sauguet et al., 2010). Ein [4Fe4S]-Cluster wie in der PriL-CTD ist jedoch nur in der FeS-
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BCP-Untergruppe der CPF zu finden. Die strukturelle Ahnlichkeit von RsCryB und AfPhrB mit der PriL-CTD
aus S. cerevisiae legt die Entstehung aus einem gemeinsamen Vorlaufer nahe.

Urspringliche FeS-Cluster bauten sich wahrscheinlich spontan an ihren Zielproteinen zusammen
(Imlay, 2006). Mittlerweile wird dies durch komplexe enzymatische Maschinerien bernommen. Bis-
lang sind drei unterschiedliche bakterielle Systeme, Nif, Isc und Suf, fir die Clustersynthese bekannt.
Allen ist die Beteiligung einer Cystein-Desulfurase und eines scaffold-Proteins gemein, an denen die
FeS-Cluster aufgebaut werden. Von diesem werden die voriibergehend gebundenen Cluster dann in
intakter Form auf ihre Apo-Zielproteine libertragen (Johnson et al., 2005). In vielen Bakterien ist mehr
als eines dieser Systeme vorhanden. R. sphaeroides verfiigt im Gegensatz zu E. coli Uber ein kombi-
niertes jsc/suf-Operon, in dem die notigen Gene fir die Clustersynthese sowie weitere Gene fiir den
Eisen- und Schwefelmetabolismus liegen (Remes et al., 2015). Auch Chaperone sind an der Reifung von
FeS-Proteinen beteiligt. Die beiden heat-shock-cognate-Proteine HscB und HscA aus E. coli interagieren
mit dem scaffold-Protein IscU und assistieren bei der Clustersynthese und Reifung der FeS-Zielproteine.
Wihrend IscU diese Chaperone bendtigt, sind sie fiir das Suf-System nicht relevant (Johnson et al., 2005).

FeS-Cluster sind empfindlich gegeniiber Sauerstoff (Imlay, 2006), vor allem reaktive Sauerstoffspe-
zies bewirken deren Destabilisierung (Abschnitt 1.12). Daher haben sich in Bakterien komplexe Regu-
lationssysteme entwickelt, die Eisenaufnahme und -Verfiigbarkeit in Abhangigkeit von Sauerstoff regu-
lieren. In R. sphaeroides geschieht dies malRgeblich durch die transkriptionellen Regulatoren IscR und
OxyR (Zeller et al., 2007; Remes et al., 2014, 2015).

1.12 Oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) sind unvermeidbare Nebenprodukte des aero-
ben Stoffwechsels. Ihre Gefahr besteht in der hohen Reaktivitdt mit Biomolekiilen (DNA, Proteine, Lipi-
de) in der Zelle und deren Beschddigung. ROS entstehen innerhalb von Zellen durch unbeabsichtigte und
unspezifische Energie- oder Elektronentibertragung auf molekularen Sauerstoff. Superoxid (0,~) und
Wasserstoffperoxid (H,0,) entstehen durch die Ubertragung von Elektronen von Redoxenzymen (vor al-
lem Flavoenzymen), die eigentlich fiir andere Substrate bestimmt sind, auf O. Durch die Ubertragung ei-
nes ersten Elektrons entsteht O,7, dies wird meist gefolgt von einer zweiten Elektroneniibertragung und
der Generierung von H,0, aus O,™. H,0, kann auBBerdem aus zwei O,™-Molekiilen durch Einwirkung der
Superoxid-Dismutase entstehen. Ein zellularer Angriffspunkt von O,~ sind vor allem katalytische Eisen-
atome in exponierten Eisen-Schwefel-Clustern von Proteinen; H,0, oxidiert u. a. die Schwefelatome von
Cysteinen oder Methioninen in Proteinen und ebenfalls Eisen-Schwefel-Cluster. H, O, ist aullerdem das
Ausgangsmolekiil fir die Entstehung des Hydroxylradikals (OH*®). Dies ist die reaktivste Sauerstoffspezi-
es; sie ist in der Lage, die meisten Biomolekiile in der Zelle direkt anzugreifen. OH® entsteht durch die
Ubertragung eines Elektrons von freiem, zweiwertigem Eisen (Fe2*) auf H,0, in der Fenton-Reaktion. Da-
bei entsteht dreiwertiges Eisen (Fe3*) sowie ein Hydroxidion (OH™) und OH*. Da OH*® unter anderem DNA
angreift, geht von dieser Spezies eine besonders grofe zellschadigende Wirkung aus (Imlay, 2003). Bak-
terien besitzen diverse Schutzproteine, die entweder ROS entscharfen oder dem entstehenden Schaden
entgegenwirken (Zhao und Drlica, 2014). Die spezifischen Enzyme, die das ROS-Level reduzieren, sind
Superoxid-Dismutasen (SOD), Katalasen und Peroxidasen fiir den Abbau von O,~ und H,0,. AuRer der
Aktivitat von Thioredoxinen ist bislang kein proteinbasierter Mechanismus bekannt, der Hydroxylradi-
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kale unschéadlich macht (Das und Das, 2000; Zhao und Drlica, 2014). Thioredoxine sind auf vielseitige
Weise an der ROS-Antwort beteiligt. Sie reagieren auf ROS durch genregulatorische Aktivitdt, kdnnen
jedoch auch H,0, direkt reduzieren oder als H-Donor fiir Peroxidasen dienen. Aufgrund ihres gerin-
gen Redoxpotenzials schaffen sie eine reduzierende Atmosphére in der Zelle (Zeller und Klug, 2006).
Neben enzymatischen Systemen tragen auch Antioxidantien wie NADH, B-Carotin, Ascorbinsdure oder
Glutathion zum Abbau von ROS bei (Cabiscol et al., 2000).

Im Gegensatz zu O,~ und H,0; ist Singulettsauerstoff (10,) eine energetisch angeregte Form von O,.
Es wird als ein toxisches Nebenprodukt der Photosynthese durch Energietransfer auf O, durch angereg-
te Chromophore gebildet (Anthony et al., 2005) und ist somit vor allem in photosynthetischen Bakterien
wie R. sphaeroides von Bedeutung. Neben der 10,-Generierung durch Lichtenergie und photosensitizer
wie Chlorophylle kann es auch durch enzymatische Prozesse entstehen. Ein primdres Angriffsziel von
10, sind bestimmte Aminosauren in Proteinen (Davies, 2004). Carotinoide kénnen der Entstehung von
10, vorbeugen, indem sie die Energie von angeregtem Bakteriochlorophyll durch Léschung (quenching)
in harmlose Warmeenergie umwandeln (Cogdell et al., 2000), sodass sie nicht auf Sauerstoff Gbertra-
gen wird. AuRerdem kann das energetisch angeregte 10, direkt durch Carotinoide gequencht werden
(Glaeser und Klug, 2005). Auch Thioredoxine sind wie bei den anderen ROS beteiligt, hier durch direk-
tes quenching von 10, (Das und Das, 2000). Dennoch wird bei der Entstehung von 10, ein zellulires
Anpassungsprogramm gestartet, um die durch oxidativen Stress entstehenden Schaden zu minimieren
und zu beheben. Dies geschieht durch die Aktivitat verschiedener alternativer Sigmafaktoren, die als Un-
tereinheit der RNA-Polymerase, anstelle ihres primaren oder ,housekeeping” Sigmafaktors, im Zuge der
Stressantwort bestimmte Gene aktivieren, deren Genprodukte an der Bekdmpfung von ROS und deren
Folgen beteiligt sind. In R. sphaeroides ist RpoE (o) ein zentraler Sigmafaktor der Stressantwort. Er wird
primar durch 10, aktiviert und weniger durch die anderen oben beschriebenen ROS. Die Expression ei-
nes weiteren alternativen Sigmafaktors, RpoH,, in R. sphaeroides, steht unter direkter transkriptioneller
Kontrolle von RpoE und kontrolliert wiederum ein Regulon aus Genen fiir die oxidative Stressabwehr. Die
Zahl der Gene, die der direkten Kontrolle durch RpoE aufgrund von RpoE-Zielpromotoren unterliegen,
ist relativ gering; durch die Aktivierung von RpoH,, wird das Regulon jedoch stark erweitert (Nuss et al.,
2009). Einige *0,-induzierte Gene werden auRerdem unabhingig von dieser Sigmafaktor-Kaskade aus
RpoE und RpoH,, kontrolliert. Dies geschieht durch den alternativen Sigmafaktor RpoH,, dessen Expres-
sion nicht unter der Kontrolle von RpoE steht. Beide RpoH-Sigmafaktoren weisen jedoch lberlappende
Regulons auf. Zu den Zielgenen gehoren neben proteinkodierenden Genen auch diverse kleine regu-
latorische sRNAs (Berghoff et al., 2009). RpoH, spielt auBerdem eine Rolle in der Hitzestressantwort,
seine Rolle in der Antwort auf Singulettsauerstoff ist im Vergleich zu RpoH,, untergeordnet (Nuss et al.,
2010). Zu den durch Singulettsauerstoff induzierten Genen der Stressantwort gehéren auch beide CPF-
Mitglieder aus R. sphaeroides. CryB wird durch RpoH,, und PhrA direkt durch RpoE induziert (Nuss et al.,
2009, 2010; Anthony et al., 2005).

Als oxidativen Stress bezeichnet man eine Situation, in der die Konzentration von ROS ein Level er-
reicht, das die zellulare Abwehrkapazitat gegen diese libersteigt (Cabiscol et al., 2000), im Falle von Sin-
gulettsauerstoff spricht man von photooxidativem Stress.
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1.13 Zielsetzung der Arbeit

Das ungewdhnliche CPF-Mitglied CryB wurde zunachst als Cryptochrom mit regulatorischen Funktio-
nen beschrieben. Verschiedene Beobachtungen deuten darauf hin, dass CryB zusatzlich tGber eine fiir
(6-4)-Photolyasen typische DNA-Reparaturaktivitat verfligt, die bislang nicht nachgewiesen werden
konnte. In der vorliegenden Arbeit sollen konservierte Aminosauren des aktiven Zentrums ausgetauscht
und die Varianten durch in vivo Photoreaktivierungsexperimente liberprift werden, um Hinweise auf ei-
ne mogliche (6-4)-Photolyaseaktivitat zu erhalten. Des Weiteren sollen die Untersuchungen zur in vitro

Reparatur erneut aufgegriffen werden.

CryB verflgt iber drei anstelle der tiblichen zwei Cofaktoren in Photolyasen und Cryptochromen. In
dieser Arbeit soll die Rolle der Cofaktoren durch den Austausch von Aminosauren an deren Bindungs-
stellen untersucht werden. Von besonderer Bedeutung sind dabei das Eisen-Schwefel-Cluster, das nur in
Vertretern der FeS-BCP-Untergruppe vorkommt, sowie der putative Antennenchromophor DLZ. Zudem
soll die Rolle der im Vorfeld dieser Arbeit identifizierten Aminosauren zur Reduktion des katalytischen
Cofaktors FAD nun in vivo untersucht werden. Die verschiedenen Cofaktor-Varianten werden auf Pro-

teinebene sowie bei der in vivo Photoreaktivierung betrachtet.

Die Zuordnung von CryB als regulatorisches Cryptochrom basierte unter anderem auf dem Phanotyp
einer verringerten Pigmentierung des R. sphaeroides-Knockout-Stammes AcryB im Vergleich zum Wild-
typ unter mikroaeroben Wachstumsbedingungen. Aufgrund eines Verlustes dieses zuvor beobachteten
Phanotyps sollen neue Knockout-Stamme generiert und auf Farbung, Chlorophyligehalt sowie Expres-

sion der puf- und puc-mRNAs untersucht werden.

CryB interagiert mit dem Blaulichtrezeptor AppA und tragt auf diesem Weg zur Regulation der
Photosynthesegene liber das PpsR/AppA-Repressor/Antirepressor-System bei. In dieser Arbeit soll eine
Co-Kristallisation der beiden Proteine vorgenommen werden. Des Weiteren soll eine erneute Kristalli-
sation von CryB als Vorbereitung auf die Generierung einer Struktur im lichtaktivierten Zustand durch-
gefiihrt werden, fiir einen Vergleich mit der bisher vorhandenen Dunkelstruktur. Durch eine in vivo pull-
down-Analyse sollen aullerdem weitere mogliche Interaktionspartner von CryB identifiziert werden.

Eine spezifische zelluldre Lokalisation von CryB ist bislang nicht bekannt. Durch Fusion mit dem cyan
fluorescent protein (CFP) soll untersucht werden, ob es einen definierten Aufenthaltsbereich des Pro-
teins innerhalb der Zelle gibt.
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2 Material und Methoden

2.1 Aligemeines

Alle Arbeiten mit Bakterien erfolgten unter sterilen Bedingungen am Bunsenbrenner. Erlenmeyerkolben,
Glasrohrchen, Reaktionsgefalie, Pipettenspitzen und Glaskugeln wurden durch Autoklavieren, Ndhrme-
dien und Reagenzien entweder durch Autoklavieren oder Filtrieren sterilisiert. Impfésen oder Drigalski-
spatel wurden durch Ausgliihen bzw. Abflammen sterilisiert, Flachen und Pipetten mit 70%igem Ethanol
behandelt. Zum Ansetzen von Puffern wurde entweder zweifach destilliertes (bidest, ddH,0) oder voll-
entsalztes (VE-H,0) Wasser verwendet. Fiir alle molekularbiologischen Arbeiten sowie fiir das Ansetzen
bestimmter Chemikalien wurde steriles, nukleasefreies Wasser der Firma Roth (Roth-H,0) verwendet.
Zentrifugationen von 1,5- und 2-ml-EppendorfgefdRen wurden in der Biofuge Fresco (4 °C) oder in der

Biofuge Pico (RT) (Heraeus) durchgefihrt.

2.2 Gerdte und Reagenzien

Tabelle 2.1: Verwendete Gerate und Reagenzien

Gerate

Hersteller

AKTApurifier

Savant SpeedVac Concentrator SC110

Biofuge Fresco

Biofuge Pico

Sorvall™ RC6+ Zentrifuge

Sorvall™ RC 5C+ Zentrifuge

Rotina 420R Schwingrotorzentrifuge

Optima™ TLX Ultrazentrifuge
Spektralphotometer Specord 50
Spektrofluorometer RF-5301PC (AG Batschauer)
Spektrophotometer GeneQuant 1300 (AG Batschauer)
Zweistrahlspektrophotometer V-660 (AG Essen)
UV Stratalinker 1800

MicroPulser™

Mikroskop DMI6000 B (AG Thormann)
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GE Healthcare, Minchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Beckmann, Krefeld

Analytik Jena

Shimadzu, Neufahrn

GE Healthcare, Minchen

JASCO, GroR-Umstadt

Stratagene, La Jolla, CA, USA

Bio-Rad, Miinchen

Leica, Wetzlar
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$1000™ Thermal Cycler

T100™ Thermal Cycler

C1000™ Thermal Cycler CFX96™ Real-Time System
Vacuum Blotter

Molecular Imager FX™

Ultraschallbad Sonorex

Sonotrode Sonopuls GM70

Elektroblotter PerfectBlue™ Semi-Dry

Odyssey Infrared Imaging System (AG Batschauer)

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Appligene, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

Bandelin, Berlin

Bandelin, Berlin

Peglab, Erlangen

LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Enzyme und Kits

Hersteller

Taq DNA Polymerase Kit

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR® Green QRT-PCR Master Mix
Restriktionsenzyme

Antarctic Phosphatase

T4 DNA Ligase

DNase I Invitrogen
Polynukleotidkinase (PNK)

RNase A

innuPREP Gel Extraction Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAquick® PCR Purification Kit
peqGOLD TriFast™ Kit

Prime-a-Gene® Labeling Sytem

Lumi-Light Western Blotting Substrate

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Agilent, Santa Clara, CA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
New England Biolabs (NEB)

New England Biolabs (NEB)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Qiagen, Hilden

Analytik Jena

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Peglab, Erlangen

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Reagenzien Hersteller

DEPC Roth, Karlsruhe
Bacto Agar Difco, Heidelberg
2,2’-Dipyridyl Merck, Darmstadt

Standard-Ndahrmedium |

Standard-Nahragar |

Methylenblau

Phenol wassergesattigt, nicht stabilisiert

Phenol stabilisiert:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1)

LE Agarose
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
AppliChem Panreac, Darmstadt
AppliChem Panreac, Darmstadt

Biozym, Hessisch Oldendorf
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Acrylamid 4K Lésung (40 %) Mix 37,5:1
Roti®-Quant (5x Konzentrat)

Ponceau S Solution

Fixier- und Entwicklerlésung fir Rontgenfilme
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

TEMED

Salmon sperm DNA - Natriumsalz (sonifiziert) (Lachssperm-
DNA)

Goat anti-Rabbit 1gG Secondary Antibody, HRP conjugate
(#31460)

Monoclonal Anti-polyHistidine-Peroxidase Antibody produ-
ced in mouse (A7058)

AppliChem Panreac, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Adefo, Neu-Isenburg

Roth, Karlsruhe

AppliChem Panreac, Darmstadt

AppliChem Panreac, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific / Pierce, Rockford, IL,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

GroRenstandards und radioaktive Nukleotide

Hersteller

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder

GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder (AG Batschauer)
Low Range (Unstained SDS-PAGE Standards)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10 bis 180 kDa)
[032P]dCTP (3000 Ci/mmol)

[y32P]dATP (3000 Ci/mmol)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Hartmann Analytic, Braunschweig

Hartmann Analytic, Braunschweig

Sonstiges

Hersteller

Dialysierschlauch (VISKING Typ 20/32), MW cutoff 14 kDa
0,22 uM Filter (Rotilabo®-Spritzenfilter, PVDF, steril)

Konjugationsfilter Whatman™ Membrane Filters Cellulose
Nitrate

Quarzklvette (Suprasil®), Schichtdicke 10 mm

Quarzkiivette (Suprasil®), Fluoreszenzkivette
(AG Batschauer, AG Essen)

Blotting Paper BP002 Albet® LabScience

Roti®-Nylon plus, PorengroRe 0,45 uM, Ladung positiv
Nitrocellulosemembran (Protran BA83)

illustra™ MicroSpin™ G-50 column

illustra™ MicroSpin™ G-25 column

0,22 uM Filter Whatman™ Membrane Filters, regenerated
cellulose

Ni-NTA-Matrix
Glutathione Sepharose 4B

Polypropylensaulen, 1 ml und 5 ml
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Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Minchen

Hellma, Millheim

Hellma, Millheim

Hahnemihle FineArt GmbH, Dassel
Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Minchen

Qiagen, Hilden
GE Healthcare, Miinchen

Qiagen, Hilden



2.3 STAMME UND PLASMIDE MATERIAL UND METHODEN

HiTrap™ Heparin HP Saule, 5 ml GE Healthcare, Miinchen

HiLoad™ 16/60 Superdex 200 prep grade, cv 120 ml GE Healthcare, Miinchen

Superdex 200 HR 10/30, cv 25 ml GE Healthcare, Miinchen

Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheit, 30 kDa MW cutoff  Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Polystyrol-Kivetten (10 x 4 x 45 mm) Sarstedt, Nimbrecht

2.3 Stamme und Plasmide

Tabelle 2.2 zeigt alle verwendeten Grund-Stamme von E. coli und R. sphaeroides ohne stammfremde
Plasmide. Alle Plasmide, die in E. coli- oder R. sphaeroides-Stammen exprimiert wurden, sind in Tabelle
2.3 aufgelistet.

Das Plasmid pETcryB (= pET-RsCryB; Geisselbrecht et al., 2012) diente als Ausgangsplasmid fir alle
davon abgeleiteten ,pETcryB“-Plasmide mit Punktmutationen im cryB-Gen fiir die im Namen enthalte-
nen Aminosdureaustausche.

Das Plasmid pRKcryB (= pRK3077; Hendrischk et al., 2007) sowie alle davon abgeleiteten ,,pRKcryB“-
Plasmide mit Punktmutationen im cryB-Gen fiir die im Namen enthaltenen Aminosaureaustausche ent-
halt die cryB-Sequenz inklusive 127 bp upstream und 67 bp downstream der coding sequence (CDS). Die
gleiche Sequenz ist im Zwischenvektor pDcryB enthalten. Dieser diente als Ausgangsplasmid zur Inserti-

on von Punktmutationen fiir die anschlieRende Klonierung der verdanderten Sequenz in pRK415.

Tabelle 2.2: Stamme von E. coli und R. sphaeroides

Stamm Beschreibung Quelle

E. coli

DH5a Verwendet zur Klonierung. Meselson und Yuan
F~ endA1 hsdR17 (ri,"my*) supE44 thi-1 A~ recAl gyrA96 relAl (1968)
deoR A(lacZYA-argF)U169 @80AlacZAM15

DH5a Apir Verwendet zur Klonierung mit pNPTS138-R6KT. Miller und Mekalanos
©80AlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl hsdR17 deoR thi-1  (1988)
SUpE44 gyrA96 relA1 Apir

S17-1 Verwendet zur Konjugation in R. sphaeroides. thi pro hsdR~ Simon et al. (1983)
hsdM* recA RP4 2-Tc::Mu-Km::Tn7 res™ mod* TpR SmR

BL21(DE3)pLysS Verwendet zur Uberexpression von CryB. Stratagene
F~ dcm ompT hsdS(rg~ mg™) gal A(DE3) pLysS (CamF)

Rosetta(DE3) Verwendet zur Uberexpression von CryB. Novagen
F~ ompT hsdSg(rs"mg~) gal dcm (DE3) pRARE (CamR)

JM109 Verwendet zur Uberexpression von AppA. F' traD36 proA*B* Yanisch-Perron et al.

lacl? A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) ginV44 e14~ gyrA96 recAl relAl
endAl1 thi hsdR17

(1985); New England
Biolabs (NEB)

R. sphaeroides

241

AcryB

Wildtyp

Chromosomale Deletion von cryB (RSP_3077) in R. sphaeroides
2.4.1 durch die KmR-Kassette aus pUC4K (Vieira und Messing,
1982)
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van Niel (1944)
Hendrischk et al. (2007)
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AcryBKmNeu Chromosomale Deletion von cryB (RSP_3077) in R. sphaeroides  Diese Arbeit
2.4.1 durch die KmR-Kassette aus pUC4K (identisch mit AcryB aus
Hendrischk et al., 2007)
AcryBSp Chromosomale Deletion von cryB (RSP_3077) in R. sphaeroides  Diese Arbeit
2.4.1 durch die Q-SmR/SpR-Kassette aus pHP45Q (Prentki und
Krisch, 1984)
AphrA Chromosomale Deletion von phrA (RSP_2143) in R. sphaeroides Hendrischk et al. (2007)
2.4.1 durch die KmR-Kassette aus pUC4K (Vieira und Messing,
1982)
Tabelle 2.3: Plasmide fir E. coli und R. sphaeroides
Plasmid Beschreibung Quelle
In E. coli verwendet
pET28a Expressionsvektor, verwendet zur Uberexpressionvon  Novagen
CryB-Varianten. 5369 bp. KmF
pETcryB Entspricht pET-RsCryB aus Geisselbrecht et al. (2012).  Geisselbrecht et al.

pETcryB H362A
pETcryB Q302A
pETcryB W338F

pETcryB L366H
pETcryB L366F
pETcryB L366A
pETcryB E37F
pETcryB E37F/W338F

pETcryB E37F/L366H

pETcryB C346A
pETcryB CA34A
pETcryB C437A
pETcryB CA50A
pETcryB C434A/C437A
pETcryB C437S

PETcryBApass-vsos

pETcryBAsaszi-pso7

pGEXAppAAN

6838 bp. KmF
AS-Austausch Histidin -> Alanin
AS-Austausch Glutamin -> Alanin

AS-Austausch Tryptophan -> Phenylalanin

AS-Austausch Leucin -> Histidin
AS-Austausch Leucin -> Phenylalanin
AS-Austausch Leucin -> Alanin
AS-Austausch Glutamat -> Phenylalanin

AS-Austausch Glutamat -> Phenylalanin
AS-Austausch Tryptophan -> Phenylalanin

AS-Austausch Glutamat -> Phenylalanin
AS-Austausch Leucin -> Histidin

AS-Austausch Cystein -> Alanin
AS-Austausch Cystein -> Alanin
AS-Austausch Cystein -> Alanin
AS-Austausch Cystein -> Alanin
2x AS-Austausch Cystein -> Alanin

AS-Austausch Cystein -> Serin
C-terminale cryB-Deletion um 77 AS. 6607 bp.
C-terminale cryB-Deletion um 77 AS. Ersatz der termi-

nalen AS Serin S431 durch Valin. 6607 bp.

Expressionsvektor pGEX-4T-1::appAA5-190, zur Uber-
expression von AppAAN als GST-Fusion. ApR
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(2012)
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Geisselbrecht et al.
(2012)

Kawen (2014)

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Geisselbrecht (2013)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Geisselbrecht (2013)
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit / S.R.
Nayakanti (2013)

Diese Arbeit / S.R.
Nayakanti (2013)

Diese Arbeit

Han (2006)
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pDcryB

pET21sfGFP

Zwischenvektor pDRIVE (Qiagen) mit cryB-Sequenz
inkl. 127 bp up- und 67 bp downstream zur Insertion
von Punktmutationen, fir die anschlieRende Klonie-
rung in pRK415. 5555 bp. Ap® Km-®

pPET21 mit der Sequenz fiir das superfolder Green Fluo-
rescent Protein (741 bp). 6108 bp. Ap®

Hendrischk (2009)

Pédelacq et al. (2006)

In R. sphaeroides verwendet

pRK415
pBBRIMSC-2
pPHUA3077

pPHU281-cryB-Q-Sp

pRKpufcryB

pRKcryB

pRKcryB H362A
pRKcryB Q302A
pRKcryB W338F
pRKcryB Y387F
pRKcryB Y391F
pRKcryB L366H
pRKcryB L366F
pRKcryB L366A
pRKcryB E37F
pRKcryB E37F/W338F

pRKcryB E37F/L366H

pRKcryB C434A/C437A
pRKDmMPhot

pBE16ScryBeCFP
pBE16ScryBeCFP C437A

Broad-host-range-Vektor. 10.690 bp. Tc?
Broad-host-range-Vektor. 5144 bp. KmR

suicide-Vektor pPHU281 (Hubner et al., 1993) zur De-
letion von cryB in R. sphaeroides 2.4.1 durch Insertion
einer Kanamycin-Resistenzkassette aus pUC4K (Vieira
und Messing, 1982). Tc® KmR

suicide-Vektor pPHU281 (Hibner et al., 1993) zur De-
letion von cryB in R. sphaeroides 2.4.1 durch Insertion
einer Streptomycin/Spectinomycin-Resistenzkassette
aus pHP45Q (Prentki und Krisch, 1984). Tc? SmR/SpR

pRKpuf3077 in Hendrischk et al. (2009a). Zur Uberex-
pression von cryB mit Hexahistidin-tag unter Kontrolle
des puf-Promotors. 12.621 bp. Tc®

pRK3077 in Hendrischk et al. (2007). pRK415 mit
cryB-Sequenz inkl. 127 bp up- und 67 bp downstream
zur Komplementation von AcryB. 12.393 bp. Tc®

AS-Austausch Histidin -> Alanin
AS-Austausch Glutamin -> Alanin
AS-Austausch Tryptophan -> Phenylalanin
AS-Austausch Tyrosin -> Phenylalanin
AS-Austausch Tyrosin -> Phenylalanin
AS-Austausch Leucin -> Histidin
AS-Austausch Leucin -> Phenylalanin
AS-Austausch Leucin -> Alanin
AS-Austausch Glutamat -> Phenylalanin

AS-Austausch Glutamat -> Phenylalanin
AS-Austausch Tryptophan -> Phenylalanin

AS-Austausch Glutamat -> Phenylalanin
AS Austausch Leucin -> Histidin

2x AS Austausch Cystein -> Alanin

pRK415 mit der aus cDNA abgeleiteten Sequenz der
(6-4)-Photolyase aus Drosophila melanogaster (aus
Maul et al., 2008)

Fluoreszenzvektor zur Lokalisation von CryB. KmF

Fluoreszenzvektor zur Lokalisation von CryB C437A
(Kontrolle). KmR
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Keen et al. (1988)
Kovach et al. (1995)
Hendrischk et al. (2007)

A. Jager (2012)

Konzer (2008)

Hendrischk et al. (2007)

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Hantl (2015)
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Stein (2013)

Diese Arbeit

K. Teich (2012)
Kawen (2014)

B. Eisenhardt (2014)
Diese Arbeit
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pNPTS138-R6KT suicide-Vektor fur in-frame-Deletionen und Insertio- Lassak et al. (2010)

nen. mobRP4* ori-R6K sacB. 4430 bp. Km®

pNPTS138-R6KTcryBsfGFP  pNPTS138-R6KT suicide-Vektor zur Insertion von sfGFP  Diese Arbeit
als C-terminale Fusion mit cryBin R. sphaeroides 2.4.1.
6732 bp. KmR

2.4 Oligonukleotide

In Tabelle 2.4 sind alle in dieser Arbeit als Primer verwendeten Oligonukleotide fiir verschiedene PCR-
Anwendungen (Abschnitt 2.6.1) zusammengefasst sowie Oligonukleotide, die als Sonden fiir Northern-
Hybridisierung genutzt wurden. Oligonukleotid-Stocklésungen (100 uM) wurden in Roth-H, 0 gel6st und
anschlieBend 1:10 verdiinnt (10 uM).

Tabelle 2.4: Oligonukleotide/Primer fiir PCR-Anwendungen und Hybridisierungssonden

Oligonukleotid Sequenz 5’ -> 3’ nt  Beschreibung / Quelle

Klonierungsprimer fiir Mutagenese-PCR

cryB_H362A_nck_f TGCCCACGCCATCCAGCGGCTGATGGTG 28 Codon CAC->GCC
cryB_H362A_nck_r CTGGATGGCGTGGGCATAGGCGAGATCG 28

cryB_Q302A _nck_f CATCCGGGCGATCCTCGGCTGGCGGGAG 28 Codon CAG -> GCG
cryB_Q302A_nck_r GAGGATCGCCCGGATGAAGCCCTCGACC 28

cryB_W338F_nck_f CTCTACTTCGGCAAGCCCACGCGGATGG 28 CodonTGG ->TTC
cryB_W338F_nck_r GCTTGCCGAAGTAGAGCGGCGGCAGGGC 28

cryB_Y387F_nck_f GAATGGTTCCTCTCGGTCTATATCGATG 28 Codon TAT ->TTC
cryB_Y387F_nck_r CCGAGAGGAACCATTCGTGCACCTCGGC 28

cryB_Y391F_nck_f TCGGTCTTCATCGATGCGCTGGAATGGG 28 Codon TAT ->TTC
cryB_Y391F_nck_r CATCGATGAAGACCGAGAGATACCATTC 28

cryB_L366H_nck_f CAGCGGCACATGGTGACGGGCAATTTCG 28 Codon CTG -> CAC
cryB_L366H_nck_r TCACCATGTGCCGCTGGATGTGGTGGGC 28

cryB_L366F_nck_f CAGCGGTTCATGGTGACGGGCAATTTCG 28 Codon CTG ->TTC
cryB_L366F_nck_r TCACCATGAACCGCTGGATGTGGTGGGC 28

cryB_L366A _nck_f CCAGCGGGCGATGGTGACGGGCAATTTC 28 Codon CTG -> GCG
cryB_L366A_nck_r CACCATCGCCCGCTGGATGTGGTGGGCA 28

cryB_E37F_nck_f GATGGAGTTCGGCACCTATGTCCCGCAC 28 Codon GAG->TTC
cryB_E37F_nck_r GGTGCCGAACTCCATCACCTCGGCCATG 28

cryB_C346A_nck_f GATGGCGGCCCTCTCCGCCGCGGTCGCC 28 Codon TGC-> GCC
cryB_C346A_nck_r GGAGAGGGCCGCCATCCGCGTGGGCTTG 28

cryB_C434A_nck_f GGATTACGCCCGCGGCTGCGCCTATGCG 28 Codon TGC -> GCC
cryB_C434A_nck_r GCCGCGGGCGTAATCCGACATCCGGTCG 28

cryB_C437A_nck_f CCGCGGCGCCGCCTATGCGGTGAAGGAC 28 Codon TGC -> GCC
cryB_C437A_nck_r ATAGGCGGCGCCGCGGCAGTAATCCGAC 28

cryB_C450A_nck_f CCGCGCCGCCCCCTTCAACCTGCTCTAC 28 Codon TGC -> GCC
cryB_C450A_nck_r GAAGGGGGCGGCGCGGGGTCCCGTCCGG 28

cryB_C437S_nck_f CCGCGGCAGCGCCTATGCGGTGAAGGAC 28 Codon TGC -> AGC
cryB_C437S_nck_r ATAGGCGCTGCCGCGGCAGTAATCCGAC 28
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Sonstige Klonierungsprimer

cryB_CDS_Ndelup

cryB_CDS_Hind_dw

cryB-C_Hindllldw

cryB-C_Valin_dw

GTTGTTCATATGCTGACACGGCTCATCCTC

CATTACAAGCTTTCAGACCGGCTCGCC

GCCGATAAGCTTTCACGACATCCGGTCGATATAGG

GCCGATAAGCTTTCAGACCATCCGGTCGATATAGG

30

27

35

35

Geisselbrecht et al. (2012),
darin ,sense, Ndel”

Geisselbrecht et al. (2012),
darin ,reverse, Xhol“

verwendet mit cryB_CDS_
Ndelup fur CryBApasa-vsos

verwendet mit cryB_CDS_
Ndelup fur CryBAs431_p507

Primer zum Nachweis von Mutationen durch analytische (Kolonie-)PCR (Anwendung siehe Anhang 9.4)

H362A_mitMut_r (A) CATCAGCCGCTGGATGGC 18 Produkt 218 bp
H362A_ohneMut_r (B) CATCAGCCGCTGGATGTG 18

H362A f (C) CGGTCGAGGGCTTCATCC 18

Q302A_mitMut_r (A) CCGCCAGCCGAGGATCGC 18 Produkt 260 bp
Q302A_ohneMut_r (B) CCGCCAGCCGAGGATCTG 18

Q302A _f(C) TCCACTGGGCCACCGACC 18

W338F_mitMut_f (A) CTGCCGCCGCTCTACTTC 18  Produkt 234 bp
W338F_ohneMut_f (B) CTGCCGCCGCTCTACTGG 18

W338F_r (C) CGGCGAACTGGCTCATCC 18

L366H_mitMut_f (A) CACCACATCCAGCGGCAC 18 C437A_ohneMut_r als (C)
L366H_ohneMut_f (B) CACCACATCCAGCGGCTG 18 verwendet. Produkt 246 bp
E37F_mitMut_f (A) GCCGAGGTGATGGAGTTC 18  Produkt 297 bp
E37F_ohneMut_f (B) GCCGAGGTGATGGAGGAG 18

E37F_r2 (C) GCAGAGGAACCGGTCGTC 18

C437A_mitMut_r (A) CTTCACCGCATAGGCGGC 18 Produkt 251 bp
C437A_ohneMut_r (B) ~ CTTCACCGCATAGGCGCA 18

C437A_f (C) ATGCCCACCACATCCAGC 18

Primer fiir analytische (Kolonie-)PCR zur Uberpriifung von Stimmen

KanR2_fwd CATGAACAATAAAACTGTCTGC 22

KanR2_rev GAAGATGCGTGATCTGATCC 20

omega_Sp_fwd CAATAGTTGGCGAAGTAATCG 21

omega_Sp_rev CACGGCACGATCATCGTGC 19

cryB400up GGAAGGCATAGGCGCTTGC 21

cryB400down CTGCTGCACCGGATGAACC 19

Primer fiir quantitative real-time PCR (qrtPCR) und Uberpriifung von DNA-Kontamination

(Weitere verwendete real-time-PCR-Primer sind in Friihwirth (2012) zu finden.)

Kan-real-fwd
Kan-real-rev
rpoZ_fwd
rpoZ_rev

0906_real_A
0906_real_B

2878 _real-A
2878 _real-B

TACTCACCACTGCGATCC
GCCATTACGCTCGTCATC

ATCGCGGAAGAGACCCAGAG
GAGCAGCGCCATCTGATCCT

TCAAGACCGACGTGGTAA
AGCAGCGTGAAGAACAGA

CAAGAGCGTGACGACGAT
GTTCGGCTTCTCGTTCAG
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S. Frihwirth
S. Frihwirth

S. Friahwirth
S. Frihwirth
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RSP_0799 (gloB) fwd GAACCATTACGCCTTCTC 18  Uberpriifung v. DNA-Konta-
RSP_0799 (gloB) rev GAACCATTACGCCTTCTC 18 mination vor qrtPCR. 214 bp

Sequenzierungsprimer

M7 GCGGATAACAATTTCAC 17  Fur pRK415

MP6 GTTGGGTAACGCCAGGG 17  Fir pRK415

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 20  Fur pET28a u. pDRIVE
T7term GCTAGTTATTGCTCAGCGG 19 FurpET28a

SP6 CATTTAGGTGACACTATAG 19 Fur pDRIVE

3077seql GAGGCGGTCGCGACCCGG 18  Fruhwirth (2012)
3077seq2 GGTGCGCGCGGTACTCGAC 19  Fruhwirth (2012)
3077seq3 CTCGGCTGGCGGGAGTATG 19  Fruhwirth (2012)

Oligonukleotide zur Herstellung radioaktiv markierter Sonden

pucB_for GCCGAAGAAGTTCATAAGCAA 21  Produkt 268 bp
pucA_rev CAGCCGAGCCTTGGTAGTAG 20

2.4.1.PufAB-F ACATCTGGCGTCCGTGGTTC 20  Produkt 125 bp
2.4.1.PufAB-R ATCACCGCGAGGAGGAACAG 20

14S CTTAGATGTTTCAGTTCCC 19

p-0680a CGTCGCCGCTGCTGCTACAGGTC 23 Berghoff et al. (2009)
p-0682 CGCGCCGGATCTGTCATTGGATG 23 Berghoff et al. (2009)

Kursiv = Uberlappende Region bei Primern fiir Mutagenese-PCR
Fett = Nicht komplementare Basen bei Primern fiir Mutagenese-PCR und Primern zum Nachweis von Mutationen
Unterstrichen = Codon

2.5 Mikrobiologische Methoden

2.5.1 Messung der optischen Dichte (OD) von Bakterienkulturen

Die Zelldichte von Bakterienkulturen wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurden zwischen 0,75 und
1 ml einer Kultur entnommen und in eine Polystyrol-Kiivette (10 x 4 x 45 mm, Sarstedt) Gberfihrt. Die
Streuung von E. coli-Kulturen wurde bei einer Wellenldnge von 600 nm (ODggg) bestimmt, die von
R. sphaeroides bei 660 nm (ODggg), aufgrund der geringen Absorption photosynthetischer Pigmente in
diesem Bereich, wodurch die Zelldichte unabhéngig von der Pigmentierung wiedergegeben wird. Die
Messung der OD erfolgte im Spektralphotometer Specord 50 (Analytik Jena).

2.5.2 Antibiotika

Zur Selektion antibiotikaresistenter R. sphaeroides- und E. coli-Stamme und zur Aufrechterhaltung von
Plasmiden wurden den Kulturmedien und Agarplatten Antibiotika in den in Tabelle 2.5 aufgefiihrten
Konzentrationen hinzugefiigt. Der individuelle Einsatz ist in den jeweiligen Abschnitten zur Kultivierung
beschrieben. Die einzige Abweichung beziiglich der Konzentration betrifft Kanamycin im Stamm AcryB
bei Anwesenheit eines pRK415-basierten Plasmids. Aufgrund der hohen Sensitivitat des Stammes AcryB
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gegeniliber Kanamycin, wurde dieses in halber Konzentration eingesetzt (Tetracyclin zum Erhalt des Plas-
mids immer in normaler Konzentration). Dies betrifft lediglich die Anzucht in Flissigkultur in Kombina-
tion mit Tetracyclin nach der Konjugation mit pRK415-basierten Plasmiden zur Herstellung von Glycerin-
Dauerkulturen (Abschnitt 2.5.3.2). Die in Wasser (Roth-H,0) angesetzten Antibiotika-Stammldsungen
wurden durch einen 0,22-uM-Filter (Rotilabo®-Spritzenfilter, PVDF, steril, Roth) sterilfiltriert.

Tabelle 2.5: Konzentrationen verwendeter Antibiotika

Antibiotikum Abk. Stock-Konz. Geldstin Arbeitskonzentration

E. coli R. sphaeroides
Kanamycin (Roth) Km 10 mg/ml Roth-H,0 25 ug/ml 25 pg/ml
Tetracyclin (Serva) Tc 10 mg/ml  75% EtOH 20 pg/ml 1,5 pg/ml
Spectinomycin (Sigma-Aldrich) Sp 10 mg/ml Roth-H,0 10 pg/ml 10 pg/ml

Chloramphenicol (Sigma-Aldrich) Cam 17 mg/ml  75% EtOH 34 pg/ml -
Ampicillin (Roth) Ap 100 mg/ml  Roth-H,0 200 pg/ml -

2.5.3 Anzucht von R. sphaeroides

Die Kultivierung von R. sphaeroides wurde in Malat-Minimalmedium (RA-Medium; Rhodobacter-Apfel-
sdure-Medium, Tabelle 2.6) durchgefiihrt (Drews, 1983). Dieses wurde durch Autoklavieren sterilisiert
und anschliefend mit Phosphat- und Vitaminlésung komplettiert, welche zuvor durch Filtration sterili-
siert wurden. Antibiotika (Tabelle 2.5) wurden falls benétigt nach dem Autoklavieren hinzugefigt.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung RA-Medium fiir R. sphaeroides

RA-Medium 1 Liter Spurenelementlsg. 1 Liter Vitaminl6ésung (125x) 1 Liter
Malat 30g MnCl, x4 H,0 20 mg Nicotinsaure 200 mg
MgSO, x 2 H,0 02¢g ZnCl, 5mg Nicotinamid 200 mg
(NH4)2S04 12¢g Licl 5mg Thiamin/HCI 400 mg
CaCl, x2H,0 0,07¢g KBr 2,5mg Biotin 8 mg
Spurenelementlésung 1,5 ml Kl 2,5mg
pH 6,9, autoklavieren CuSO, 0,15 mg Phosphatlésung (50x) 1 Liter
Vitaminldsung 8 ml Na,MoQO,4 x 2 H,0 1mg K,HPO, 45¢g
Phosphatldsung 20 ml CoCl, x6 H,0 5mg KH,PO, 30g

SnCl, x2 H,0 0,5mg

BaCl, 0,5mg

AlCl; 1mg

H3BOy4 10 mg

EDTA 20 mg

Fe(lll)citrat 500 mg
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2.5.3.1 Plattenkultivierung

Die Anzucht von R. sphaeroides-Zellen beginnt mit dem Ausstreichen weniger Zellen aus einer Glycerin-
Dauerkultur auf sterilen RA-Ndhrbdden. Zur Herstellung der Platten wurde autoklaviertes RA-Medium
(Tabelle 2.6) mit 1,6 % Bacto Agar (Difco) auf 60 °C abgekiihlt, anschliefend mit Vitamin- und Phosphat-
I6sung komplettiert sowie gegebenenfalls mit Antibiotika versetzt. Die Lagerung der Platten erfolgt bei
4°C im Dunkeln. Die Zellen wurden zur Vereinzelung durch einen Verdiinnungsausstrich auf die Platten
ausgestrichen und fir 3 Tage bei 32 °C inkubiert. Bei der Anzucht von Zellen aus einer Dauerkultur wur-
den stets Platten mit allen Antibiotika verwendet, gegen die der Stamm resistent ist, aufgrund eines
chromosomal- oder plasmidlokalisierten Resistenzgens. Die Kultivierung auf Platten zur Gewinnung von
Einzelkolonien wurde auflerdem nach der Konjugation (Abschnitt 2.5.4) sowie zur Bestimmung der An-
zahl an CFU (colony-forming units) nach Experimenten verwendet. Dazu wurden Bakterien aus Flissig-
kulturen in geeigneten Verdiinnungen mit einem Drigalskispatel oder Glaskugeln auf den Platten verteilt
und bei 32 °C inkubiert.

2.5.3.2 Fliissigkultivierung unter mikroaeroben Bedingungen

Fiir die Anzucht von Flissigkulturen von R. sphaeroides wurde eine Einzelkolonie einer Plattenkultur in
40 ml RA-Medium (Tabelle 2.6) in einen 50-ml-Kolben {iberfiihrt. Die Zugabe von Antibiotika erfolgte
direkt vor der Verwendung des Mediums. Antibiotika, gegen die ein chromosomal lokalisiertes Resis-
tenzgen im verwendeten Stamm vorliegt, wurden in Fllssigkulturen nicht hinzugefiigt. Ausnahmen stel-
len die Anzucht von Stdmmen vor und nach einer Konjugation dar (Abschnitt 2.5.4), fiir die Herstellung
von Glycerin-Dauerkulturen (Abschnitt 2.5.13) sowie flir Experimente zur Auswirkung von Antibiotika
in Flissigkulturen. Antibiotika, gegen die ein plasmidlokalisiertes Resistenzgen im verwendeten Stamm
vorliegt, wurden dem Medium zum Erhalt des Plasmids hinzugefiigt.

Bei der Anzucht von R. sphaeroides spielen Sauerstoffgehalt und Lichtverfligbarkeit eine wesentliche
Rolle, da diese Bedingungen ausschlaggebend fiir die Art der Energiegewinnung der Zellen sind. Die Form
und Fillhohe der verwendeten Kolben beeinflussen dabei den Sauerstoffgehalt. In dieser Arbeit wurden
die Stimme fiir Experimente lberwiegend unter mikroaeroben Bedingungen angezogen. Vorkulturen
wurden stets unter mikroaeroben Bedingungen kultiviert. Dazu wurden 50- oder 100-ml-Kolben mit ei-
nem Volumen von 40 bzw. 75 ml befillt. Kulturen wurden bei Erreichen der exponentiellen Wachstums-
phase (ODggp 0,4-0,8) Gberimpft oder zum spateren Animpfen frischer Vorkulturen bei 4 °C fiir wenige
Tage gelagert. Flr das Animpfen frischer Kulturen aus Vorkulturen wurden 0,5 bis 2 ml in 40 bzw. 75 ml
Medium gegeben. Kolben wurden stets unter konstantem Schitteln (140 rpm) bei 32 °C im Dunkeln
inkubiert. Die Konzentration an gelostem Sauerstoff einer mikroaeroben Kultur in der exponentiellen
Wachstumsphase betrédgt ca. 25—-30 uM (Remes et al., 2015).

2.5.3.3 Eisenmangelbedingungen

Fiir die Generierung von Eisenmangelbedingungen wurde RA-Medium ohne Zusatz von Fe(lll)citrat in
der Spurenelementlésung verwendet. Die Kulturen wurden unter mikroaeroben Bedingungen bei 32 °C
kultiviert. 100 pl einer normalen Vorkultur wurden in 40 ml RA-Eisenmangelmedium (RA -Fe) Giberimpft,
diese Kultur wurde . N. angezogen. Das Uberimpfen in frisches Eisenmangelmedium wurde insgesamt
dreimal durchgefiihrt. Aus der dritten Kultur wurden 0,5 bis 2 mlin 75 ml Eisenmangelmedium mit Zusatz
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von 30 uM des Eisenchelators 2,2’-Dipyridyl (Merck) Gberimpft, die Kultur wurde @. N angezogen (nach
Peuser et al., 2011).

2.5.3.4 Photooxidativer Stress

Zur Generierung von photooxidativem Stress wurden R. sphaeroides-Zellen unter aeroben Bedingun-
gen im Licht unter Anwesenheit eines photosensitizers (Methylenblau, Sigma-Aldrich) kultiviert. Dazu
wurden mikroaerob angezogene Vorkulturen in der frihen exponentiellen Phase (ODggp 0,4-0,6) auf
eine ODggg von 0,2 in einem Gesamtvolumen von 80 ml in RA-Medium verdiinnt. Die verdiinnten Kul-
turen wurden in Meplatflaschen angesetzt. Dunkelkontrollen wurden lichtdicht in Alufolie eingepackt.
AnschlieRend wurden die Kulturen mit 0,2 uM Methylenblau versetzt (16 pl aus 1 mM Stock) und in
einem Wasserbad (32 °C) unter konstanter Begasung mit Sauerstoff kultiviert. Die Konzentration an ge-
|6stem Sauerstoff betragt dabei ca. 180 uM (Frihwirth et al., 2012). Die Kulturen wurden zunachst fur
eine Verdopplungszeit (ca. 3—4 Stunden) an diese Bedingungen gewohnt. Zur Erzeugung von Singulett-
sauerstoff (10,) wurden die aeroben Kulturen fiir eine Zeitdauer von 20 Minuten mit WeiRlicht einer
Halogenlampe bestrahlt, sodass die mittlere Lichtintensitét in den Kulturen ca. 800 W/m? betrug. Vor
Anschalten des Lichts wurden 20 ml aus den Kulturen entnommen (tg) sowie nach 7 oder 20 Minuten
Singulettsauerstoffstress (t7, tyg). Die Zellen wurden wie unter 2.5.5 beschrieben geerntet und im An-
schluss fir RNA-Extraktion (Abschnitte 2.6.11 und 2.6.10) verwendet.

2.5.4 Konjugation von Plasmid-DNA nach R. sphaeroides

Zur Einfiihrung eines Plasmids in R. sphaeroides wurde die E. coli-vermittelte Konjugation angewendet.
Der E. coli-Donorstamm S17-1 verfiigt Gber die chromosomal integrierten tra-Gene des RP4-Plasmids
und besitzt dadurch die Fahigkeit, Plasmide durch Konjugation in einen gram-negativen Empfanger-
stamm zu transferieren. Zunachst wurden Zellen von S17-1 durch das zu konjugierende Plasmid trans-
formiert (Abschnitt 2.5.10). 100 ul einer Ubernachtkultur von S17-1 wurden mit 1 ml einer exponentiel-
len R. sphaeroides-Kultur gemischt. Die Bakterien wurden zentrifugiert (1500 g / 4000 rpm, 4 min, RT),
das Zellsediment in 1 ml RA ohne Antibiotikazusatz gewaschen und erneut zentrifugiert. AnschlieRend
wurde das Sediment in einem geringen Volumen (80-100 pl) RA-Medium aufgenommen und auf ein
Filterpapier (Whatman™ Membrane Filters Cellulose Nitrate, GE Healthcare Life Sciences) auf einer PY-
Agarplatte (Tabelle 2.7) getropft, auf welcher der Vorgang der Konjugation erfolgt. PY (Peptone Yeast)
ermoglicht sowohl das Wachstum von R. sphaeroides als auch von E. coli. Alternativ zur Vereinigung von
Zellmaterial aus zwei FlUssigkulturen wurde 1 ml einer R. sphaeroides-Kultur abzentrifugiert, das Zellse-
diment in 80 ul RA-Medium resuspendiert, anschlieRend mit S17-1-Zellmaterial von einer dicht gewach-
senen Platte durch eine Impfose versetzt und gemischt und diese Suspension auf den Filter Gbertra-
gen. Die PY-Platte wurde flir mindestens 4 Stunden und maximal . N. bei 32 °C inkubiert. AnschlieBend
wurde der Filter in ein 2-ml-ReaktionsgefiR iiberfiihrt und die Zellen wurden mit 1 ml RA-Medium vor-
sichtig durch Pipettieren abgespiilt. Je 50—-100 ul verschiedener Verdiinnungsstufen der Zellsuspension
wurden auf RA-Agarplatten mit allen zur Selektion benétigten Antibiotika ausplattiert und bei 32 °C fiir
3-4 Tage inkubiert. Nach Konjugationen von suicide-Plasmiden zur Generierung von Knockout-Stimmen
durch chromosomale Insertion einer Resistenzkassette wurde zundchst nur auf das Vorhandensein der
Kassette selektioniert. Klone wurden anschliefend sowohl auf Platten mit den Antibiotika der Resistenz-
kassette und des suicide-Plasmids als auch auf Platten mit lediglich dem Antibiotikum der Resistenzkas-
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sette Uiberstrichen, um auf den Verlust des Plasmids und die Integration der Kassette zu selektionieren.
Bei Konjugationen replikationsfahiger Plasmide wurde das entsprechende Antibiotikum zum Erhalt des
Plasmids verwendet sowie gegebenenfalls ein weiteres Antibiotikum, gegen das der Stamm bereits ei-
ne Resistenz aufweist. Potenziell positive Klone wurden zur Gewinnung von mehr Zellmaterial auf fri-
sche Platten liberstrichen. Mikroaerobe 40-ml-Flissigkulturen mit Zusatz aller Antibiotika, gegen die der
Stamm nach der Konjugation eine Resistenz aufwies, wurden mit dem Uberstrichenen Zellmaterial ange-
impft, U. N. bis zu einer ODggg von 0,6-0,8 kultiviert und fiir die Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen
verwendet (Abschnitt 2.5.13). Die Integration der Resistenzkassette bzw. das Vorhandensein der konju-
gierten Plasmide wurden durch Kolonie-PCR (Abschnitt 2.6.1.2) Gberprift.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung PY-Medium fiir Agarplatten, pH 7,0

Mengen fiir 500 ml  Endkonz.

Bacto Trypton 5g 1%
Hefeextrakt 0,25g 0,05 %
CaCl, (1 M) 1ml 2 mM
MgCl, (1 M) 1ml 2 mM
FeSO, (0,5 %) 1,2 ml 0,0012 %
Bacto Agar 8¢g 1,6%

2.5.5 Zellernte von R. sphaeroides

Flr die Gewinnung von Zellen zur Proteinanalyse oder RNA-Isolierung wurden R. sphaeroides-Kulturen
nach Abschluss eines Experiments in gekiihlte und mit 5 g Eis versehene 40-ml-Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt, um ein direktes Anhalten zellularer Reaktionen zu bewirken. Bei einem grofReren Erntevolu-
men wurde die Kultur auf zwei Réhrchen verteilt. Die Zentrifugation erfolgte bei 20.000-24.000 g (Rotor
SA600 oder $S-34) und 4 °C fiir 10 min. Zellsedimente wurden anschlieBend in 800 ul kaltem RA-Medium
(fur RNA-Extraktion) oder TBSg fir Proteinanalyse (Tabelle 2.19) resuspendiert, in 1,5-ml-GefaRRe tUber-
flihrt und bei 16.000 g und 4 °C flir 5 min zentrifugiert. Die Zellen wurden bis zur Verwendung bei -20 °C
oder nach Schockfrieren in flissigem Stickstoff bei -80 °C gelagert.

2.5.6 Invivo Photoreaktivierung

Beim in vivo Photoreaktivierungsexperiment wurden R. sphaeroides-Stimme auf die Uberlebensfahig-
keit von UV-Strahlung untersucht. Zur Regenerierung durch lichtvermittelte Reparatur wurden die Zel-
len nach der UV-Behandlung einer photoreaktivierenden Lichtquelle ausgesetzt. Die Untersuchungen
sind unterteilt in Endpunkt-Uberlebensraten nach mindestens 3 Stunden Photoreaktivierungszeit sowie
Kinetik mit unterschiedlichen Zeitdauern im photoreaktivierenden Licht. AuBerdem wurde das Experi-
ment bei unterschiedlichen Lichtintensitaten durchgefiihrt sowie unter Eisenmangelbedingungen. Plas-
midhaltige Stamme (pRK415-basiert) wurden stets in Anwesenheit von Tetracyclin angezogen und fir
das Experiment in tetracyclinfreiem Medium verdiinnt sowie auf tetracyclinfreien RA-Nahrbéden aus-
plattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 32 °C. Das Experiment erfolgte in einem abgedunkelten
Raum mit Rotlicht, sodass die Dunkelkontrollplatten zwischen UV-Behandlung und dem Einpacken in
Alufolie nicht mit Licht in Kontakt kamen.
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2.5.6.1 Endpunkt-Uberlebensraten

Mikroaerobe Ubernachtkulturen von R. sphaeroides wurden in einem Volumen von 75 ml bis zu einer
ODggo von 0,7-0,8 kultiviert. 50 pl einer 0,5 x 10®-Verdiinnung in RA-Medium wurden mit 5 Glasper-
len auf RA-Agar ausplattiert. Je Stamm wurden vier Platten vorbereitet. Zwei Platten wurden ohne De-
ckel einer Dosis von 100 J/m? UV-Licht (254 nm) ausgesetzt (UV Stratalinker 1800, Stratagene). Eine da-
von wurde direkt im Anschluss unter einer WeiRllichtlampe (TL-D 58W/25) bei einer Lichtintensitdt von
50 pmol/m?/s fiir mindestens 3 Stunden inkubiert und im Anschluss in Alufolie verpackt. Die andere
wurde in Alufolie verpackt und im Dunkeln inkubiert. Kontrollplatten ohne UV-Behandlung wurden auf
gleiche Weise in Licht und Dunkelheit inkubiert. Nach 3—4 Tagen wurden die Kolonien (colony-forming
units, CFU) gezahlt und die Uberlebensraten der Licht- und Dunkelansatze als Verhiltnis zwischen CFU
auf UV-behandelten Platten zu nicht behandelten Kontrollplatten berechnet.

2.5.6.2 Photoreaktivierungskinetik

Fiir die Bestimmung der Uberlebensraten nach unterschiedlichen Zeitdauern in photoreaktivierendem
Licht wurden die Zellen wie unter 2.5.6.1 beschrieben kultiviert und verdiinnt. Je Stamm wurde fiir jeden
Zeitpunkt eine Platte vorbereitet. Nach der Behandlung mit UV-Licht wurden die Platten unter WeiR-
licht (50 pmol/m?/s) inkubiert und nach verschiedenen Zeitpunkten (1, 5, 10, 20, 30 Minuten, 1 Stun-
de, 3 Stunden, 4 Tage) aus dem Licht entfernt und zur weiteren Inkubation in Alufolie verpackt. Eine
Dunkelkontrolle (0 Minuten Licht) wurde direkt nach der UV-Behandlung in Alufolie verpackt. Fiir die
Zeitpunkte 0 Minuten (Dunkelheit), 30 Minuten und 3 Stunden wurde jeweils eine Kontrollplatte ohne
UV-Behandlung mitgefiihrt. Nach 3—4 Tagen wurden die Kolonien gezihlt und Uberlebensraten zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten der Lichtinkubation als Verhéltnis der CFU von UV-behandelten Platten
zum Mittelwert der drei nicht UV-behandelten Platten berechnet.

2.5.6.3 Lichtintensitdten

Die Intensitat des fiir die Photoreaktivierung benotigten Lichts wurde durch die Belichtung UV-behan-
delter Zellen mit unterschiedlichen Lichtintensititen von 1, 3, 6, 15, 50 und 80 pmol/m?/s untersucht.
Fiir jede Stufe wurde eine Kontrollplatte mitgefiihrt. Anzucht, Verdiinnung und Ausplattieren wurden
wie in 2.5.6.1 beschrieben durchgefiihrt. Nach 3—4 Tagen wurden die Kolonien gezahlt und die Uberle-
bensraten als Verhaltnis der CFU von UV-behandelten Platten zum Mittelwert der nicht UV-behandelten
Platten berechnet.

2.5.6.4 Eisenmangelbedingungen

Kulturen wurden unter Eisenmangelbedingungen (Abschnitt 2.5.3.3) in einem Volumen von 75 ml un-
ter Anwesenheit von 30 uM 2,2’-Dipyridyl bis zu einer ODggg von 0,6-0,7 kultiviert. Die UV-Behandlung
sowie anschlieRende Licht- bzw. Dunkelinkubation wurden aufgrund von Eisenspuren in Agar in FlUssig-
medium durchgefiihrt, um die Anwesenheit von Eisen wahrend des Experiments zu minimieren. Fiir die
spatere Bestimmung der CFU wurden die Zellen erst nach einer Photoreaktivierungszeit von 5 Stunden
auf RA-Platten ausplattiert. Fiir das Experiment wurden die Zellen in einem Volumen von 20 ml RA -Fe
mit 30 uM 2,2’-Dipyridyl in einer Petrischale verdiinnt (10®) und mit UV-Licht (100 J/m?) behandelt. 50 pl
wurden direkt nach der UV-Behandlung im Dunkeln ausplattiert und in Alufolie verpackt, die Petrischa-
le wurde anschlieBend in WeiRlicht (50 umol/m?/s) inkubiert. Ein Kontrollansatz ohne UV-Behandlung
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wurde auf gleiche Weise mitgefiihrt. Nach 5 Stunden Weilichtinkubation wurden erneut 50 pl im Dun-
keln ausplattiert. Zur Vergleichbarkeit mit Normalbedingungen (eisenhaltig) wurde das Experiment auf
gleiche Weise in normalem RA-Fliissigmedium durchgefiihrt. Uberlebensraten wurden aus dem Verhilt-
nis der CFU von UV-behandelten zu nicht behandelten Platten berechnet.

Die Bestimmung der Photoreaktivierungskinetik unter Eisenmangelbedingungen wurde ebenfalls in
Flussigmedium durchgefiihrt. Zu den unter 2.5.6.2 beschriebenen Zeitpunkten wurden den Kulturen je-
weils 50 pl entnommen und im Dunkeln ausplattiert. Fiir die Zeitpunkte 0 Minuten, 30 Minuten, 3 Stun-
den und 5 Stunden wurden nicht UV-behandelte Kontrollen mitgefiihrt. Zur Berechnung der Uberle-
bensraten wurden die CFU-Werte aus UV-behandelten Ansatzen der ersten Stunde auf den Kontrollwert
(nicht UV-behandelt) zum Zeitpunkt 30 Minuten bezogen; die beiden letzten Werte (3 und 5 Stunden)
wurden auf ihren jeweiligen Kontrollwert zu gleichen Zeitpunkten bezogen, aufgrund des Weiterwach-
sens der Zellen in Flissigmedium wahrend der Photoreaktivierungsphase.

2.5.7 Bakteriochlorophyllbestimmung

Fiir die Bestimmung des Bakteriochlorophyllgehaltes wurde 1 ml einer R. sphaeroides-Kultur geerntet
(16.000 g, 5 min, RT) und das Zellsediment in 50 ul ddH,0 riickgel6st. Zu den geldsten Zellen wur-
den 500 pl eines 7:2-Gemisches aus Aceton:Methanol hinzugegeben. Die Proben wurden fiir 10 Sekun-
den gevortext und anschlieRend zentrifugiert (16.000 g, 5 min, RT), um Zelltrimmer zu entfernen. Die
Absorption des Uberstandes wurde in einer Quarzkiivette (Suprasil®, Schichtdicke 10 mm, Hellma) im
Spektralphotometer bei 770 nm gegen Aceton:Methanol (7:2) gemessen. Die Absorptionswerte geben
den relativen Gehalt an gelostem Bakteriochlorophyll wieder, das in Aceton:Methanol ein Absorptions-
maximum von 770 nm aufweist. Die Werte wurden auf die Zelldichte (ODggg) der Kultur zum Zeitpunkt

der Ernte normalisiert.

2.5.8 Anzucht von E. coli

Die Kultivierung von E. coli-Flussigkulturen erfolgte in Standard-Nahrmedium | (St-I, Roth). Fir die
Plattenkultivierung auf festen Nahrboden wurde Standard-Nahragar | (St-1 Agar, Roth) verwendet. Beide
Medientypen wurden zur Sterilisation autoklaviert. Die Zugabe von Antibiotika zu Nahragar erfolgte nach
Autoklavieren und anschlieBendem Abkihlen des Mediums auf ca. 60 °C. Platten wurden bei 4 °C im
Dunkeln gelagert. Die Zugabe von Antibiotika zu Flissigkulturen erfolgte direkt vor Verwendung. Zur An-
zucht auf Nahrboden wurden Zellen aus einer Bakteriendauerkultur entnommen und durch einen Ver-
diinnungsausstrich vereinzelt. Die Anzucht auf Platten zur Gewinnung von Einzelkolonien erfolgte auBer-
dem nach der Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA (Abschnitt 2.5.10). Hier erfolgte die Vereinze-
lung durch Ausplattieren einer Bakteriensuspension mit einem Drigalskispatel. Platten wurden Q. N. bei
37 °Cinkubiert. Zur Anzucht von Fllssigkulturen wurden Einzelkolonien von Platten mit einer Impfdse in
Medium Uberfiihrt (25 mlin 100-ml-Kolben oder 10 mlin 50-ml-Kolben) und unter konstantem Schiitteln
bei 180 rpm und einer Temperatur von 37 °C inkubiert. Fir Plasmidisolierung (Abschnitt 2.6.3) bestimm-
te Kulturen wurden in Glasrohrchen in einem Volumen von 3 ml Medium, Vorkulturen zur Proteiniber-
expression (Abschnitt 2.5.11) in einem Volumen von 25 ml Medium in 100-ml-Erlenmeyerkolben (. N.
angezogen. Flr die Herstellung von Glycerin-Dauerkulturen (Abschnitt 2.5.13) wurden Zellen in 10 ml
Medium in 50-ml-Erlenmeyerkolben entweder fiir einige Stunden oder G. N. angezogen.
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2.5.9 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Flr die Einfilhrung von Plasmid-DNA in E. coli wurde die Elektrotransformation (Abschnitt 2.5.10) an-
gewendet. Dabei ist es wichtig, dass die Elektroporation unter salzfreien Bedingungen ablauft, da Sal-
ze beim Anlegen der Spannung wahrend der Transformation einen Kurzschluss verursachen kénnen.
Die Herstellung elektrokompetenter Zellen beinhaltet daher lediglich die Anzucht sowie das griindliche
Waschen der Zellen, um das ionenhaltige Medium so riickstandsfrei wie moglich zu entfernen. Dazu wur-
de eine Ubernachtkultur von einer Einzelkolonie von Platte in 25 ml St-| Medium (ggf. mit Antibiotika-
zusatz fiir den Erhalt eines bereits vorhandenen Plasmids oder bei Vorhandensein eines chromosomal
lokalisierten Resistenzgens) angeimpft und am nachsten Morgen 5%ig in 500 ml frisches Medium in
einem 2-Liter-Kolben angeimpft. Die Kultur wurde bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstums-
phase bei einer ODggg von 0,5-0,7 bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt und anschlieRend fir 15-30 Minu-
ten auf Eis abgekihlt. Die Kultur wurde in 250-ml-Zentrifugenbecher aufgeteilt, bei 4000 g (5000 rpm
Rotor GSA, Sorvall) und 4 °C geerntet und der Uberstand verworfen. Die Zellsedimente wurden vorsich-
tig in insgesamt 500 ml kaltem Roth-H, O resuspendiert. Die Suspensionen wurden erneut zentrifugiert
(4000 g, 4 °C, 10 Minuten) und die Sedimente in 250 ml kaltem Roth-H,O riickgelost. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellsedimente in insgesamt 10 ml kaltem 10%igem Glycerin riickgeldst und in
40-ml-Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt. Nach Zentrifugation bei 2000 g (4000 rpm Rotor SS-34, Sorvall)
und 4 °C fur 10 Minuten wurden die Zellen in insgesamt 2—3 ml kaltem 10%igem Glycerin resuspendiert
und zligig in Portionen a 50 oder 100 pl aliquotiert, in Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.5.10 Elektrotransformation von E. coli

Die Transformation von E. coli-Zellen zur Vervielfaltigung von Plasmiden bei der Klonierung oder zur Her-
stellung von Expressionsstammen erfolgte durch Elektroporation. 50 ul kompetente Zellen (Abschnitt
2.5.9) je Transformation wurden auf Eis aufgetaut und mit Plasmid-DNA gemischt. Das Volumen der
Plasmid-DNA betrug maximal 1/10 des Zellvolumens. Fiir die Transformation von Ligationsansatzen (Ab-
schnitt 2.6.8) oder PCR-Produkten nach der Mutagenese-PCR (Abschnitt 2.6.1.5) wurden bis zu 5 ul fur
50 ul Zellen eingesetzt. Fir die Transformation fertiger Plasmid-DNA in Klonierungs- oder Konjugations-
stimme wurden 1-30 ng eingesetzt. Flr die Transformation von Plasmiden in Expressionsstimme, die
bereits ein stammeigenes Plasmid enthalten, wurden 50—-300 ng eingesetzt. Die Zellen wurden in eine
Elektroporationskiivette (Bio-Rad) tGberfiihrt und im MicroPulser™ (Bio-Rad) fir 5-7 ms einer Spannung
von 2,5 kV ausgesetzt. Die Zellen wurden direkt im Anschluss mit 500 ul St-I Medium gemischt und fir
eine Stunde bei 37 °C und 180 rpm geschttelt. Im Anschluss wurden die Zellen auf Nahrbéden mit An-
tibiotikazusatz ausplattiert und . N. bei 37 °C inkubiert.

2.5.11 Anzucht von E. coli fiir Proteiniiberexpression

Fiir die Uberexpression von Proteinen zur chromatographischen Aufreinigung wurden spezifische Ex-
pressionsstimme und -bedingungen angewendet, die fiir das jeweilige Protein geeignet sind. Die Ex-
pression von CryB und dessen Varianten erfolgte vom pET28a-Vektor, dessen multiple cloning site (MCS)
unter Kontrolle eines T7-Promotors steht. Aus diesem Grund erfolgt die Expression nur in Stammen, die
eine T7-Polymerase kodieren. So wird eine vorzeitige Expression des Proteins in anderen Stammen (z. B.
in DH5a wahrend der Klonierung) vermieden. Stdmme mit diesem Expressionssystem enthalten das
ADE3-Lysogen, das die T7-Polymerase kodiert und sind durch den Zusatz ,,(DE3)“ gekennzeichnet. Auch
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die Expression der T7-Polymerase ist kontrollierbar, da ihr Gen unter Kontrolle des lacUV5-Promotors
steht, der durch Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) induzierbar ist. IPTG ist ein Analog der Allo-
lactose, wird im Gegensatz zu dieser jedoch nicht verstoffwechselt. Es hebt die inhibierende Wirkung des
lac-Repressors auf und erlaubt so das Ablesen des lac-Promotors (Donovan et al., 1996). Dies verhindert
ein vorzeitiges Ablesen des Promotors im Expressionsstamm. Fiir die Expression von CryB und dessen
Varianten wurde der Stamm BL21(DE3)pLysS (Stratagene) verwendet. Dieser verfligt Gber das Plasmid
pLysS, auf dem das T7-Lysozym kodiert ist, ein T7-Polymerase-Inhibitor, durch den zusatzlich zu den an-
deren Kontrollmechanismen eine Hintergrundexpression des Zielproteins reduziert wird. Abweichend
davon wurde in manchen Fallen der Stamm Rosetta(DE3) (Novagen) verwendet. Dieser ist ein Derivat
von BL21 und verfiigt Gber das Plasmid pRARE, auf dem bestimmte tRNAs kodiert sind, die in E. coli
selten vorkommen.

Zellen einer Ubernacht-Vorkultur wurden in einem Volumen von 0,5 oder 1 Liter in einem 2-Liter-
Kolben auf eine ODggg von 0,05 angeimpft. Ab diesem Punkt wurde im Fall von BL21(DE3)pLysS kein
Chloramphenicol zum Erhalt des stammeigenen pLysS-Plasmids mehr hinzugefiigt. Die Zellen wurden
bis zum Erreichen des exponentiellen Wachstums (ODggg 0,4—0,6) bei 37 °C unter Schitteln (180 rpm)
inkubiert. In dieser Phase wurde die Expression durch Zugabe von 0,1 mM IPTG (Stock 0,5 M) indu-
ziert und die Kultur anschliefend bei 17 °C und 180 rpm fiir 24 Stunden weiter inkubiert. Die geringe
IPTG-Konzentration sowie geringe Temperatur bewirken eine langsame Induktion sowie ein langsames
Zellwachstum, was eine schonende Expression des Proteins ermdoglicht.

Die Expression von AppA erfolgte vom pGEX-4T-1-Vektor (Amersham Pharmacia) in E. coli JIM109.
Die Expression des GST-Fusionsproteins steht unter direkter Kontrolle des ebenfalls IPTG-induzierbaren
tac-Promotors. Das Animpfen von Vorkulturen erfolgte entsprechend der Expression von CryB, die In-
duktion in der exponentiellen Phase erfolgte mit 0,5 mM IPTG. Im Anschluss an die Expression wurden
die Zellen bei 21 °C und 180 rpm fir 6 Stunden inkubiert.

2.5.12 Zellernte von E. coli nach Proteiniiberexpression

Nach individueller Wachstumsdauer wurden die Zellen durch 20-miniitige Zentrifugation bei 8600 g
(7000 rpm im Rotor F10S, Sorvall) und 4 °C geerntet. Die Zellsedimente aus einem Liter Expressionskultur
wurden in 25 ml Puffer riickgelst. Die fiir die CryB-Uberexpression verwendeten BL21(DE3)pLysS-Zellen
wurden in Ni-NTA-Lysepuffer (pH 8,3) gel6st, IM109 fiir AppA-Uberexpression in PBS (Tabelle 2.19). Die
Zellsuspensionen wurden in 50-mI-GefadlRe tiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die La-
gerung bis zur Aufreinigung erfolgte bei -80 °C flir maximal 3 Monate.

2.5.13 Herstellung von Dauerkulturen

Um Bakterien eines Klons langfristig zu konservieren, wurden Glycerin-Dauerkulturen hergestellt. Dazu
wurden 2 bzw. 4 ml einer dicht gewachsenen E. coli-Kultur bzw. einer spat-exponentiellen R. sphaero-
ides-Kultur (ODggg ca. 0,7-0,9), die jeweils von einer Einzelkolonie ausgingen und mit allen Antibiotika
angezogen wurden, gegen die der entsprechende Stamm resistent ist, bei niedriger Drehzahl geerntet
(5.000 rpm, 5 min, RT). Die Zellsedimente wurden in 1 ml St-I- bzw. RA-Medium ohne Antibiotika ge-
waschen und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Abschliefend wurden die Zellsedimente
in 1 ml Medium ohne Antibiotika aufgenommen und mit 0,5 ml 80%igem Glycerin (v/v) gemischt. Die
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Glycerinkultur wurde in ein 2-ml-SchraubdeckelgefaR tberfiihrt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und anschlieBend bei -80 °C gelagert.

2.5.14 Fluoreszenzmikroskopie

R. sphaeroides-Zellen wurden bis zu einer ODggp von 0,6—-0,7 kultiviert und 10 pl auf ein 1 x1 cm gro-
Res 1%-Agaroseplattchen auf einem Objekttrager gegeben. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen fur
Lokalisationsstudien wurden mit dem inversen Mikroskop Leica DMI6000 B (Leica, Wetzlar) und ei-
nem HCX PL APO 100x/1,4 Objektiv, in Verbindung mit einer sCMOS Kamera und der VisiView Soft-
ware (Visitron Systems, Puchheim) der AG Thormann (Justus-Liebig-Universitat GieRen) durchgefihrt.
Die Aufnahmen wurden anschlieRend in Image) bearbeitet.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Vervielfdltigung von DNA-
Fragmenten (Amplifikation) durch das mehrfache Durchlaufen eines Synthesezyklus mittels einer
DNA-Polymerase. Ein Zyklus besteht aus der Denaturierung einer doppelstrangiger DNA-Vorlage
(template), der Anlagerung (annealing) zweier kurzer einzelstrangige DNA-Fragmente (Primer, Oligo-
nukleotidprimer), die komplementar zu den Enden des zu vervielfiltigenden DNA-Abschnittes sind, an
die einzelstrangige template-DNA sowie der Synthese des komplementaren Stranges entlang der tem-
plate-DNA (Elongation) durch die Polymerase. Der Ubergang zwischen einzel- und doppelstringigen Be-
reichen durch die Anlagerung der Primer stellt das Substrat fir die DNA-Polymerase dar. Die drei Schritte
finden bei unterschiedlichen Temperaturen statt, die Denaturierung erfolgt bei 94—98 °C, das primer-
annealing in einem sehr variablen Bereich von ca. 45-72 °C und die Elongation bei 72 °C, dem Optimum
der DNA-Polymerase. Wahrend eines Zyklus findet eine theoretische Verdopplung des durch die Bin-
destellen des Primerpaares eingegrenzten genetischen Materials statt. Die PCR-Reaktion enthalt eine
ausreichende Menge an Desoxyribonukleotiden (dNTPs) fir die Synthese des Komplementéarstranges
sowie an Primermolekiilen, da diese in jedem Zyklus in die neu entstandenen Fragmente inkorporiert
werden. Diese Fragmente stehen wiederum als templates fiir weitere Verdopplungen in den nachsten
Zyklen zur Verfligung. Die mehrfache Wiederholung dieser Verdopplung (je nach Anwendung ca. 25-40
Zyklen) fiihrt somit zu einer exponentiellen Amplifikation des gewiinschten DNA-Abschnittes. Aufgrund
der hohen Temperaturen (94-98 °C) zur Denaturierung der doppelstrangigen DNA im ersten Schritt ei-
nes jeden Zyklus hat sich die Verwendung der hitzestabilen Tag-DNA-Polymerase aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus etabliert (Saiki et al., 1988). Fiir bestimmte Anwendungen ist die Verwen-
dung einer proofreading-Polymerase vorteilhaft, deren Fehlerrate geringer als bei der Tag-Polymerase
ist. Vorhandensein, Reinheit und GréRRe von PCR-Produkten wurden im Anschluss an eine PCR durch TAE-
Agarose-Gelelektrophorese analysiert (Abschnitt 2.6.5). Fiir alle PCRs (aulRer qrtPCR) wurde der S1000™
oder der T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) verwendet. Im Folgenden werden verschiedene in dieser Ar-
beit verwendete Varianten der PCR fiir unterschiedliche Anwendungen beschrieben.
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2.6.1.1 Taq-PCR

Zur Uberpriifung des Vorhandenseins eines bestimmten DNA-Abschnittes in einer Probe eignet sich die
Verwendung der Tag-Polymerase ohne proofreading-Funktion, da das PCR-Produkt lediglich zur Analy-
se auf einem Gel betrachtet und nicht weiterverwendet wird (analytische PCR) und Mutationen keine
Auswirkung haben. Diese Art der PCR wurde zum einen zur Detektion von DNA-Abschnitten in R. sphae-
roides nach Konjugation mit Plasmid-DNA (Kolonie-PCR, Abschnitt 2.6.1.2) und zum anderen zur Uber-
prifung von Kontaminationen mit chromosomaler DNA in RNA-Proben nach DNase-Verdau eingesetzt
(Abschnitt 2.6.11). Eine weitere Anwendung war die Gewinnung von DNA-Fragmenten zur radioaktiven
Markierung als Sonden fir die Northern-Hybridisierung. Hierbei handelt es sich nicht um eine analyti-
sche PCR, dennoch war die Verwendung der Tag-Polymerase ausreichend, da bei dieser Anwendung
Sequenzfehler tolerierbar sind. Die Zusammensetzungen der verschiedenen PCR-Reaktionen sind in
Tabelle 2.8 zusammengefasst. Die initiale Denaturierung erfolgte bei der Tag-PCR fiir 3 Minuten, die
Denaturierungsschritte bei 94 °C, Denaturierung und primerannealing wahrend der Zyklen jeweils fiir
30 Sekunden, die Elongationszeit variierte mit der GroRRe des erwarteten Produktes. Es folgte eine finale
Elongation nach dem Durchlaufen der Zyklen fir 7 Minuten.

Tabelle 2.8: Reaktionen fiir Tag-PCR

Taq-PCR mit Plasmid-DNA / Kolonien  Tag-PCR mit chrom. DNA / RNA-Proben

Menge (Endkonz.) Menge (Endkonz.)
10x Tag-Puffer 1ul 1ul
dNTPs (10 mM each) 0,2 pl (200 uM each) 0,1 pl (100 uM each)
Primer fwd (10 uM) 0,5 ul (0,5 uM) 0,6 ul (0,6 uM)
Primer rev (10 uM) 0,5 ul (0,5 uM) 0,6 ul (0,6 uM)
5x Q-Solution 2 ul (nur bei Kolonie-PCR) -
Template-DNA 20-30 ng oder Kolonie 40 ng (DNA / RNA)
Tag-Polymerase (1 u/ul) 0,2 ul 0,2 ul
Roth-H,0 ad 10 ul ad 10 ul

2.6.1.2 Kolonie-PCR (Taq)

Die Kolonie-PCR stellt eine Form der analytischen PCR dar und wurde angewandt, um die Aufnahme ei-
nes Plasmids oder Integration einer Resistenzkassette ins Chromosom nach der Konjugation in R. sphae-
roides zu Uberpriifen. Dazu wurden mehrere identische Reaktionen mit einem Volumen von 10 ul an-
gesetzt (Zusammensetzung Tabelle 2.8). Mit einer Pipettenspitze wurde wenig Zellmaterial von Konju-
gationsklonen von Platten in die ReaktionsgefdaRe Uberfiihrt. Als Negativkontrolle dienten Stimme, die
das Plasmid nicht enthielten, als Positivkontrolle, sofern vorhanden, Stamme, die das Plasmid bereits
enthielten. Eine weitere Reaktion enthielt ca. 20-30 ng des entsprechenden aufgereinigten Plasmids
anstelle von Zellmaterial. Die initiale Denaturierungszeit wurde aufgrund der schwierigeren Zuganglich-
keit der DNA im Zellmaterial auf 7 Minuten verlangert. Die Zyklenzahl betrug 35.
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2.6.1.3 PCR mit chromosomaler DNA bzw. RNA-Proben (Tag)

Fir die Uberpriifung von DNA-Kontaminationen in RNA-Proben wurden Primer fiir ein willkiirlich aus-
gewahltes, chromosomal lokalisiertes Gen aus R. sphaeroides, gloB (RSP_0799), verwendet. Es wurden
40 ng RNA und als Positivkontrolle 40 ng chromosomale DNA in 10-pl-Reaktionen eingesetzt (Tabelle
2.8). Es wurden 30 Zyklen durchlaufen. Das Ausbleiben von PCR-Produkten zeigte eine Abwesenheit von
DNA in den RNA-Proben an.

2.6.1.4 PCR zur Gewinnung von Fragmenten fiir die Klonierung

Flr die Amplifikation von Fragmenten zur Klonierung von proteinkodierenden Abschnitten ist die Kor-
rektheit der Sequenz essenziell. Hier wird die Phusion DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific) mit
Korrekturlesefunktion (proofreading) eingesetzt. Im Gegensatz zur Tag-Polymerase hat die Phusion eine
50-fach geringere Fehlerrate. Um das PCR-Produkt fiir die folgenden Klonierungsschritte Restriktionsver-
dau und Ligation zu verwenden, wurden durch die Primer Sequenzen von Schnittstellen flr Restriktions-
enzyme an beide Enden des Produktes angehangt. Denaturierungsschritte erfolgten bei der Phusion-PCR
bei 98 °C, die initiale Denaturierung fiir 30 Sekunden. Denaturierungsschritte wahren der Zyklen dauer-
ten 10 Sekunden und das primerannealing ebenfalls 10 Sekunden. Die Elongationszeiten variierten mit
den erwarteten ProduktgrofRen zwischen 30 Sekunden und 2 Minuten. Es wurden 30 Zyklen durchlau-
fen, gefolgt von einer finalen Elongation fir 10 Minuten. Die Reaktionszusammensetzung ist in Tabelle
2.9 zusammengefasst. Es wurden mehrere identische 10-pl-Reaktionen angesetzt.

2.6.1.5 Inverse PCR zur Einfiihrung von Punktmutationen

Fiir das Einfiigen von Basenaustauschen in eine DNA-Sequenz wurde in dieser Arbeit eine Form der site-
directed mutagenesis PCR angewandt. Dabei werden im Gegensatz zu einer normalen PCR zwei Primer
verwendet, die am 5’-Ende partiell komplementar sind, an der gleichen Stelle der template-Sequenz
binden und entgegengesetzt zueinander ausgerichtet (inverse PCR) sind, die 3’-Enden weisen vonein-
ander weg (Zheng et al., 2004; Liu und Naismith, 2008). Als template dient ein Plasmid, welches wah-
rend der PCR komplett repliziert wird. Das PCR-Produkt ist das gesamte Plasmid in linearer Form und mit
Uberhangenden Enden nach der Aneinanderlagerung zum Doppelstrang, da die Primer an der Bindestel-
le versetzt voneinander mit (iberlappendem Bereich binden. An den lberhdngenden Einzelstrangstel-
len kann sich das Plasmid wieder in seinen ringférmigen Zustand zusammenlagern, ist jedoch zunachst
noch an den beiden Ubergangsstellen einzelstringig offen. Diese Form wird auch als ,nicked” Plasmid
bezeichnet (Liu und Naismith, 2008) und wird erst nach der Transformation in E. coli in vivo ligiert. Die
in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden so gewahlt, dass genau 16 Basen des 5’-Endes des Primer-
paares komplementar zueinander sind und an den 3’-Enden jeweils 12 Basen nicht komplementér, somit
betragt die Gesamtlange jedes Primers 28 Basen (Abbildung 2.1). Genau in der Mitte des komplemen-
tdren Teils befindet sich ein bis drei Basen, die nicht der template-Sequenz entsprechen. So befindet
sich im linearen PCR-Produkt an dieser Stelle eine bis drei andere Basen als in der template-Sequenz.
Bei dieser inverse PCR findet im Gegensatz zur normalen PCR keine exponentielle, sondern eine linea-
re Vermehrung des templates statt. Daher ist eine héhere Menge an Ausgangsmaterial notig. In dieser
Arbeit wurde diese Methode zur Veranderung von Codons in proteinkodierenden Sequenzen von cryB
genutzt. Als templates wurden Plasmide geringer GroRe verwendet, die in einer PCR problemlos repli-

ziert werden konnen. Fir Sequenzverdnderungen in cryB in Konstrukten zur Proteinliberexpression in
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Abbildung 2.1: Prinzip der Mutagenese durch inverse PCR. x = Basenaustausch. Erklarungen siehe Text

E. coli diente pETcryB (6838 bp) als Ausgangs-template; fiir Konstrukte zur Transformation in R. sphae-
roides wurde zunachst pDRIVEcryB (5555 bp) fir die Mutagenese-PCR verwendet und das insert im An-
schluss in den grofReren Vektor pRK415 kloniert. Plasmid-DNA wurde in einer Menge von 200-500 ng je
10-pl-Reaktion eingesetzt. Da auch hier die Fehlerfreiheit der Sequenz essenziell ist, wurde die Phusion
DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Es wurden jeweils mehrere identische 10-pl-
Reaktionen angesetzt (Tabelle 2.9), da sich dies als effizienter erwies als ein groReres Volumen. Die Re-
aktionszeiten und -temperaturen entsprechen den im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen. Bei
der Mutagenese-PCR ist eine hohe annealing-Temperatur wichtig (wenn moglich 72 °C). 3-ul-Proben der
Reaktionen wurden auf einem Agarosegel analysiert, der Rest der Ansadtze wurde vereinigt und einem
Dpnl-Verdau unterzogen (Abschnitt 2.6.4.3). Nach Aufreinigung Gber praparative Gelelektrophorese und
Gelextraktion (Abschnitte 2.6.5 und 2.6.7) wurden bis zu 5 pl des linearen Plasmids in 50 pl E. coli DH5a
transformiert (Abschnitt 2.5.10). Eine vorherige Ligation ist nicht notig, da eine in vivo Ligation des Plas-
mids in E. coli stattfindet und es dort als ringférmiges Plasmid repliziert werden kann.

Tabelle 2.9: Reaktionen fiir Phusion-PCR

Phusion-PCR Phusion-PCR fiir Mutagenese

Menge (Endkonz.) Menge (Endkonz.)
5% HF oder GC Puffer 2ul 2 ul
dNTPs (10 mM each) 0,2 ul (200 uM each) 0,2 ul (200 uM each)
Primer fwd (10 uM) 0,5 ul (0,5 uM) 0,2 ul (0,2 uMm)
Primer rev (10 uM) 0,5 ul (0,5 uM) 0,2 ul (0,2 um)
DMSO (nur bei GC-Puffer) 0,2 ul 0,2 ul
Phusion Polymerase (2 u/ul) 0,1 ul 0,1ul
Plasmid-DNA 10-100 ng 200-500 ng
Roth-H,0 ad 10 ul ad 10 pl

2.6.1.6 Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR (qrtPCR) ermoglicht die Quantifizierung von DNA wahrend der PCR. Inden
meisten Anwendungen handelt es sich um eine RT-PCR (Reverse Transkriptase PCR), da das template der
Reaktion cDNA (complementary DNA) ist, die zuvor von einem RNA-Transkript in cDNA umgeschrieben
wurde. In dieser Arbeit wurde die Reaktion mit dem Brilliant Ill Ultra-Fast SYBR® Green QRT-PCR Master
Mix (Agilent) durchgefiihrt, bei dem die cDNA-Synthese und anschlieBende grtPCR-Reaktion durch eine
Reverse Transkriptase bzw. eine Tag-Polymerase in einer Reaktion direkt nacheinander ablaufen. Durch
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den Einsatz spezifischer Primer wird bei der cDNA-Synthese lediglich das Zieltranskript umgeschrieben.
Der erste Zyklus der folgenden PCR stellt die Zweitstrangsynthese der nach reverser Transkription zu-
nachst einzelstrangigen DNA dar. Von der nun doppelstrangigen DNA ausgehend findet eine Amplifika-
tion statt. Die Quantifizierung geschieht durch die Anwesenheit eines Fluoreszenzfarbstoffes, hier SYBR
Green, der an doppelstrangige DNA bindet und in gebundenem Zustand nach Anregung eine 11-fach ho-
here Fluoreszenz aufweist als ungebunden (Zipper et al., 2004). Die Intensitat der Fluoreszenz wird nach
jedem Zyklus durch den C1000™ Thermal Cycler CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad) gemessen. Je mehr
Ausgangsmaterial eines bestimmten RNA-Transkriptes bzw. dessen cDNA zu Beginn der PCR vorhanden
war, desto frither entsteht eine Erhéhung der Fluoreszenz gegeniiber dem Hintergrundsignal. Der Zy-
klus, ab dem sich die Fluoreszenz deutlich vom Hintergrundsignal abhebt (zu Beginn der exponentiellen
Phase), wird als Schwellenwert-Zyklus (threshold cycle, Ct) bezeichnet und ist ein relatives MaR fiir die
Menge an Ausgangs-template. Da die absoluten Ausgangsmengen nicht bekannt sind, handelt es sich
um eine relative Quantifizierung. Die Berechnung erfolgte nach Pfaffl (2001) mit der Formel

ACt control—sample
(Eta rget ) target ( )

ratio = E ACtef (control—sample)
( ref )

Die Ct-Werte des Zielgens (target) werden auf die eines internen Referenzgens oder housekeeping-Gens
(ref) normalisiert. Bei diesem handelt es sich um ein Gen, dessen Expression bei unterschiedlichen Be-
dingungen oder in unterschiedlichen Stimmen unbeeinflusst ist. So werden Varianzen durch Schwan-
kungen der Gesamttranskriptmengen zwischen den zu vergleichenden Proben ausgeglichen. In dieser
Arbeit wurde das Transkript der RNA-Polymerase Untereinheit Z (rpoZ) als Referenz verwendet. Ct-Werte
unbekannter Proben (sample) werden in Relation zu einer Referenzprobe (control) betrachtet (beispiels-
weise ,Mutante” zu ,Wildtyp“ oder ,behandelt” zu ,unbehandelt”). E ist die zuvor ermittelte Effizienz
der Amplifikation durch das verwendete Primerpaar. Der ratio-Wert beschreibt den n-fachen Unter-
schied des Transkriptlevels der unbekannten Probe in Relation zur Referenzprobe. Da es bei der PCR
lediglich darum geht, die Anwesenheit und Menge eines Transkriptes zu detektieren, ist es ausreichend,
nur einen Abschnitt des Transkriptes zu amplifizieren, dieser ist in der Regel zwischen 150 und 250 bp
lang und durch die Position der Primer definiert. Reaktionsansatze und das PCR-Programm sind in Ta-
belle 2.10 aufgefuhrt. Bei der real-time PCR werden 40 Zyklen durchlaufen. Neben den angegebenen

Tabelle 2.10: Reaktion und Programm fiir real-time PCR

Reaktion Programm

Reagenz Menge (Endkonz.) Prozess Temp. (°C) Zeit

2x Master Mix (Agilent) 5ul Reverse Transkription 50 10’

Primer fwd (10 uM) 0,5 pl (0,5 uMm) Initiale Denaturierung 95 3

Primer rev (10 uM) 0,5 ul (0,5 uM) Denaturierung 94 5”

DTT 0,1 ul Primerannealing 56 5”

RT/RNase Bloc 0,4 pl Elongation 60 5”

RNA (20 ng/ul) 2 ul [40 Zyklen]

Roth-H,0 1,5 ul Denaturierung 95 10”
Schmelzkurve 65-95 5”/0,5°C
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biologischen Replikaten wurden stets technische Duplikate durchgefiihrt (zwei identische Ansatze mit
derselben RNA). Die Auswertung erfolgte mit der CFX Manager™ Software Version 1.0 (Bio-Rad).

2.6.2 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden vor dem praparativen Restriktionsverdau (Abschnitt 2.6.4.1) zwecks Ligation oder
vor der radioaktiven Markierung zur Verwendung als Sonden (Abschnitt 2.6.16) mit dem QIlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) isoliert, um die Bestandteile des PCR-Reaktionsgemisches zu entfernen. Dazu
wurden mehrere identische 10-pl-PCR-Ansatze vereinigt. Die Elution erfolgte mit 30 pul Roth-H,0.

2.6.3 Plasmidisolierung Alkalische Lyse

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim
und Doly (1979) angewandt. 1,5 ml einer Ubernachtkultur von E. coli wurden bei 16.000 g fiir 2 Mi-
nuten bei RT geerntet. Das Zellsediment wurde in 100 ul gekihlter Losung | (50 mM Glucose, 25 mM
Tris-HCI (pH 8), 10 mM EDTA (pH 8)), die direkt vor Verwendung mit 100 ug/ml RNase A (Qiagen, Stock
100 mg/ml) erganzt wurde, durch Vortexen resuspendiert und fir 5 Minuten bei RT inkubiert. Das darin
enthaltene EDTA komplexiert zweiwertige lonen, die flir Enzyme wie DNasen essenziell sind, wodurch
diese inaktiviert werden. AnschlieRend wurden 200 ul Lésung Il (200 mM NaOH, 1 % SDS) hinzugegeben.
Die Suspension wurde durch 4—6-maliges Invertieren gemischt und fiir 5 Minuten bei RT inkubiert. In die-
sem Schritt erfolgt die Zelllyse durch SDS und NaOH, auBerdem bewirkt der stark alkalische pH-Wert die
Denaturierung von linearer chromosomaler DNA, jedoch nicht von zirkuldrer Plasmid-DNA, und SDS die
Denaturierung von Proteinen. Als letztes wurden 150 ul gekiihlte Lésung Ill (2 M Essigsdure, 3 M Kali-
umacetat) hinzugegeben. Das ReaktionsgefdR wurde erneut 4—6-mal vorsichtig invertiert und fur 10-15
Minuten auf Eis inkubiert. Durch den sauren pH der Losung wird die Gesamtreaktion neutralisiert. Un-
ter diesen Bedingungen kann die chromosomale DNA nicht in ihre urspriingliche Form renaturieren und
fallt aus, ebenso verhilt es sich mit denaturierten Proteinen. Durch eine anschlieBende Zentrifugation
fiir 10 Minuten bei 16.000 g wurde das Prizipitat sedimentiert. Der Uberstand mit den in Lésung befind-
lichen Plasmidmolekilen wurde zwei weitere Male zentrifugiert, um Reste des Prazipitats griindlich zu
entfernen. Die gelésten Plasmide im Uberstand wurden durch Zugabe von 1 ml 96%igem Ethanol gefillt
und durch 10-min(tige Zentrifugation bei 16.000 g und 4 °C sedimentiert. Das Prazipitat wurde anschlie-
Rend 1-2-mal mit je 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen und erneut fiir 10 Minuten bei 16.000 g und
4 °C zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde anschlieRend in der Vakuumzentrifuge (Savant SpeedVac Con-
centrator SC110) fiir 5 Minuten getrocknet und in 50 pl Roth-H, 0 aufgenommen. Die Lagerung geloster
Plasmid-DNA erfolgte bei -20 °C.

2.6.4 Restriktionsverdau von DNA

Die Verwendung von Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzyme) zum spezifischen Schneiden von
DNA wurde erstmals durch Danna und Nathans (1971) beschrieben. Zu Klonierungszwecken werden Re-
striktionsenzyme vom Typ |l verwendet, die doppelstrangige DNA innerhalb einer meist palindromischen
Erkennungssequenz schneiden. Dabei entstehen entweder , blunt ends” ohne Uberhinge oder ,sticky
ends” mit Uberhdngen. Letztere eignen sich fiir eine anschlieBende orientierungskontrollierte Ligation
zweier Fragmente, z. B. der Insertion eines PCR-Produktes in einen Vektor. Es wurden Restriktionsenzy-
me und Puffer der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet.
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2.6.4.1 Praparativer Verdau und Dephosphorylierung von Vektoren

Flr die Vorbereitung von Vektoren und inserts zu Klonierungszwecken wurden diese mit den gleichen
Restriktionsenzymen geschnitten, um komplementare Enden zu erzeugen. Die Gewinnung eines inserts
erfolgte entweder durch das Herausschneiden aus einem vorhandenen Vektor oder durch das Schnei-
den eines aufgereinigten PCR-Produktes (Abschnitt 2.6.2), an dessen Enden durch die PCR-Primer zuvor
geeignete Schnittstellen angefligt wurden. Um eine Erkennung der Schnittstellen durch Restriktions-
enzyme bei PCR-Produkten zu gewahrleisten, wurden an den Erkennungssequenzen angrenzend drei
weitere willkirliche Basen durch die Primer angefligt. Vektoren enthalten eine Aneinanderreihung von
Erkennungssequenzen fir Restriktionsenzyme in der multiple cloning site (MCS) — durch Verdau mit ein
oder zwei Restriktionsenzymen in diesem Bereich erfolgt die Linearisierung des Plasmids. Fiir den prapa-
rativen Verdau zur Gewinnung von ausreichenden Mengen an geschnittenem Vektor und insert wurden
ca. 5-20 pg Vektor oder 1-5 pg PCR-Produkt mit geeignetem Puffer in einem Volumen von 20-60 pl
angesetzt. Dazu wurde 1/10 des Gesamtreaktionsvolumens an Restriktionsenzym (10 u/ul, Endkonzen-
tration 1 u/pl) hinzugegeben und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Doppelverdaue mit zwei Enzymen
wurden sequenziell durchgefiihrt: zunachst wurde eine doppelte Menge des im verwendeten Puffer
weniger optimal funktionierenden Enzyms hinzugegeben und nach einer Stunde das zweite Enzym, so-
dass beide Enzyme zusammen 1/10 des Reaktionsvolumens ausmachten. Die Reaktion wurde flr eine
weitere Stunde bei 37 °C inkubiert.

Um eine Religation von nur einfach geschnittenen Vektoren zu vermeiden, wurden diese nach dem
Verdau einer Dephosphorylierung unterzogen. Dazu wurden zu der Verdaureaktion 8 ul 10x AP-Puffer
(NEB), 9 ul Roth-H,0 und 3 pl Antarctic Phosphatase (5 u/pl; NEB) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde fiir
eine Stunde bei 37 °C weiter inkubiert. Dies wurde auch durchgefihrt, wenn der Vektor mit zwei Enzy-
men geschnitten wurde, da auch hier im Falle eines unvollstandigen Verdaus eine Religation stattfin-
den kann. Nach Verdau und Dephosphorylierung wurden die Fragmente lber praparative Agarose-
Gelelektrophorese aufgereinigt (Abschnitt 2.6.5) und fir die Ligation (Abschnitt 2.6.8) verwendet.

2.6.4.2 Analytischer Verdau

Zur Uberpriifung der Insertion eines Fragments in einen Vektor wurden Restriktionsverdaue in kleinerem
MaRstab durchgefiihrt. Dazu wurden ca. 0,5-1 pg eines Plasmids in einem 10-pl-Reaktionsansatz mit
1 pl 10x Puffer und 1 pl Enzym (10 u/pl) gemischt und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Wie auch
beim praparativen Verdau erfolgte der Verdau mit zwei Enzymen sequenziell. Die Gesamtreaktion wurde
anschlieRend zur Analyse auf ein TAE-Agarosegel (Abschnitt 2.6.5) aufgetragen.

2.6.4.3 Dpnl-Verdau

Der spezielle Fall des Restriktionsverdaus mit dem Enzym Dpnl wurde ausschlielich nach der inverse PCR
(Abschnitt 2.6.1.5) zur Mutagenese angewandt, um template-Molekile aus der Reaktion zu entfernen.
Dpnl verdaut spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA an der Erkennungssequenz 5’-GmPATC
(Weiner et al., 1994). Das als template verwendete Ausgangsplasmid unterscheiden sich von der in der
PCR neu entstandenen linearen Plasmid-DNA durch die Anwesenheit von Methylierungen, da es zuvor
in E. coli synthetisiert wurde und gangige E. coli-Stamme wie der verwendete DH5a (iber eine Dam-
Methylase verfligen. Bei der Synthese von DNA wahrend der PCR erhilt diese keine Methylierungen
und ist somit nicht angreifbar fiir einen Abbau durch Dpnl. Insgesamt wurden 35—40 ul aus identischen
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10-pl-PCR-Reaktionen der inversen PCR vereinigt und 5 pl 10x Tango-Puffer, 1 ul Dpnl (10 u/ul; Thermo
Fisher Scientific) hinzugefiigt. Die Reaktion wurde mit Roth-H,0 auf ein Volumen von 50 pul aufgefillt
und fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Es folgte eine Aufreinigung lber ein praparatives Gel und Gel-
extraktion (Abschnitte 2.6.5 und 2.6.7), gefolgt von einer Transformation (Abschnitt 2.5.10) des linearen
Plasmids in E. coli.

2.6.5 TAE-Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten zwecks Analyse oder praparativer Aufreinigung nach der PCR (Ab-
schnitt 2.6.1) oder nach Restriktionsverdau (Abschnitt 2.6.4) erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese.
Hierbei werden lineare DNA-Fragmente nach ihrer Lange aufgetrennt. Durch das Anlegen einer Span-
nung migrierten die negativ geladenen DNA-Molekiile in Richtung Anode. Kiirzere Fragmente laufen
dabei schneller durch die Poren des Gels und legen somit eine weitere Distanz zurlick als gréRere Mo-
lekiile in der gleichen Zeit. Das Gel liegt dabei vollstandig bedeckt durch TAE-Puffer (40 mM Tris, 40 mM
Essigsdaure 1 mM EDTA) in einer Elektrophoresekammer. Je nach erwarteter FragmentgroRRe oder bené-
tigter Auflésung werden Gele unterschiedlicher Agarose-Prozentigkeit hergestellt. Fiir Fragmente unter
300 bp wurden in der Regel 1,5%ige Gele (w/v), fiir Fragmente groRer als 300 bp 1%ige Gele verwendet.
Dazu wurde die jeweilige Menge Agarose (Biozym LE Agarose) in TAE-Puffer aufgekocht und das Gel nach
einer kurzen Abkuhlung in Gelschlitten mit geeigneten Kimmen gegossen. Flr die analytische Gelelek-
trophorese wurden Taschen mit einem Fillvolumen von etwa 10 pl gegossen, praparative Gele erhielten
langere Taschen, um groRere Volumen von bis zu 90 pl aufzunehmen. Proben von bis zu 10 pl Volumen
wurden mit 1 pl 6x Ladepuffer (Thermo Fisher Scientific) gemischt, groRere Volumen fiir praparative
Gele wurden mit ca. 1/6 des Probenvolumens an Ladepuffer gemischt und in die Taschen pipettiert. Als
Langenstandard fir 1%ige Gele wurde der GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
verwendet, fir 1,5%ige Gele der 100 bp Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific). Die Auftrennung erfolgte
bei einer Spannung von 40 bis 80 mA. Gele wurden anschlielend in einem Ethidiumbromidbad gefarbt.

2.6.6 Ethidiumbromidfirbung von Nukleinsduren in Gelen

Sowohl Agarosegele als auch Polyacrylamid-Harnstoffgele wurden zur Sichtbarmachung von DNA bzw.
RNA nach erfolgter Elektrophorese (Abschnitte 2.6.5 bzw. 2.6.13) in Ethidiumbromid gefarbt. Ethidi-
umbromid bindet an Nukleinsduren, wodurch die Intensitat seiner Fluoreszenz nach Anregung durch
Licht erhoht wird (Le Pecq und Paoletti, 1966). Agarosegele wurden fiir 20 Minuten, Polyacrylamid-
Harnstoffgele fiir 2 Minuten in einem Ethidiumbromidbad gefarbt und anschlieRend auf einem UV-Tisch
(UVT-20 M/W, Herolab) bestrahlt, um Nukleinsaurebereiche als Banden sichtbar zu machen.

2.6.7 Gelextraktion

Fiir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus praparativen TAE-Agarosegelen (Abschnitt 2.6.5) wurde das
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) oder das innuPREP Gel Extraction Kit (Analytik Jena) nach Herstel-
lerangaben verwendet. Um den Kontakt der DNA mit Ethidiumbromid und UV-Licht zu vermeiden, wur-
den Gele vor dem Farben in Ethidiumbromid so zurechtgeschnitten, dass nur ein Randbereich des Gels
gefarbt und der Hauptbereich nicht mitgefarbt wurde. Anhand der Bandenposition im gefarbten Gel-
stiick wurde die Bande aus dem ungefarbten Gelstlick ausgeschnitten und in ein 2-ml-Reaktionsgefald
Uberfuhrt. DNA wurde nach der Gelextraktion mit 30 pl Roth-H, 0 eluiert und ein Aliquot von 3 ul durch
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analytische Gelelektrophorese (Abschnitt 2.6.5) iberpriift sowie die Menge durch Vergleich mit den
Banden des Langenstandards ermittelt. Erhaltene Fragmente wurden fiir die Ligation oder direkte Trans-
formation (Abschnitte 2.6.8 und 2.5.10) weiterverwendet oder zur Lagerung bei -20 °C eingefroren.

2.6.8 Ligation und Butanolfallung

Bei der Ligation zweier linearer DNA-Fragmente wird das 3’-Hydroxylende des einen Molekiils mit dem
5’-Phosphat des anderen verbunden. Diese Reaktion geschieht an beiden Strangen doppelstrangiger
DNA und wird durch die DNA-Ligase katalysiert (Cohen et al., 1973). Die Reaktion wurde in einem Vo-
lumen von 20 pl angesetzt. Geschnittener und dephosphorylierter Vektor sowie geschnittenes insert
(molares Verhiltnis 1:3) wurden nach der Gelextraktion oder PCR-Aufreinigung (Abschnitte 2.6.7 und
2.6.2) mit 2 ul 10x T4 DNA Ligasepuffer mit 10 mM ATP (NEB), 1 ul T4 DNA Ligase (5 u/ul; NEB) und
11 pl Roth-H,0 gemischt. Um den Verdau und die Dephosphorylierung zu tberpriifen, wurde eine Re-
ligationskontrolle mit geschnittenem Vektor, aber ohne insert angesetzt sowie als Positivkontrolle ein
Ansatz mit 20 ng ungeschnittenem Ausgangsplasmid ohne Ligase. Die Reaktionen wurden Gber Nacht
bei 15 °C inkubiert und anschlieBend einer Butanolfidllung unterzogen, um Salze zu entfernen, die bei
der folgenden Elektrotransformation storen wiirden. Dazu wurden die Reaktionen mit ddH,O auf 100 pl
aufgefillt, mit 1100 ul 1-Butanol versetzt und fiir 10 Sekunden gevortext. Die Fallungsreaktionen wur-
den bei 16.000 g und 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert und die Prazipitate zweimal mit 75%igem Ethanol
gewaschen (16.000 g, 5 min, 4 °C). Die DNA wurde flir 5 Minuten in der Vakuumzentrifuge (Savant Speed-
Vac Concentrator SC110) getrocknet und in 12 pl ddH,0 aufgenommen. Jeweils bis zu 5 ul der gefallten
Ligationsansatze und Kontrollen wurden fir die Elektrotransformation von 50 pl elektrokompetenter
E. coli-Zellen eingesetzt (Abschnitt 2.5.10).

2.6.9 Vorkehrungen fiir das Arbeiten mit RNA

Alle Experimente mit RNA wurden unter moglichst RNase-freien Bedingungen durchgefiihrt. Fir das
Losen von RNA wurde steriles, nukleasefreies Wasser von Roth (Roth-H,0) verwendet. Fiir groRere Vo-
lumen wie Wasch- und Strippingpuffer fiir Northern Blot oder Losungen fiir die RNA-Isolierung wurde
ddH,0 zur Inaktivierung von RNasen vor der Verwendung mit 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC,
Roth) versetzt und autoklaviert.

2.6.10 RNA-Isolierung fiir Northern Blot

Zur Gewinnung ausreichender Mengen RNA aus R. sphaeroides-Zellen fiir den Northern Blot wurde die
,Hot-Phenol“-Extraktion angewandt. Dabei wurden Zellen aus einem Volumen von 15-20 ml einer expo-
nentiellen Kultur (ODggg 0,4-0,6) mit 200 pl kaltem Resuspensionspuffer (300 mM Saccharose, 10 mM
Natriumacetat (NaOAc, pH 4,5)) durch Pipettieren und Vortexen resuspendiert. Es wurden 250 pl Lyse-
puffer (2% SDS, 10 mM NaOAc (pH 4,5)) hinzugefiigt, die Suspension wurde durch Vortexen gemischt
und fiir 90 Sekunden bei 65 °C in einem Wasserbad erhitzt, um die Zellen zu lysieren. Nach der Inku-
bation wurden die Proben erneut gevortext. Es folgte die Zugabe von 500 ul 65 °C warmem Phenol
(wassergesattigt, nicht stabilisiert, AppliChem Panreac), erneutes Vortexen und Inkubation bei 65 °C fir
3 Minuten. Direkt im Anschluss wurden die ReaktionsgefaRe fiir mindestens 30 Sekunden in flissigem
Stickstoff schockgefroren und nach einem kurzen Antauen bei RT zentrifugiert (16.000 g, 15 Minuten,
RT). Die obere, RNA-enthaltende wassrige Phase wurde durch Pipettieren in ein neues Reaktionsgefald
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Uberfiihrt. Die Phenolisierung mit anschlieBender Schockfrierung, Zentrifugation und Ubertragung der
wassrigen Phase wurde insgesamt dreimal nacheinander durchgefiihrt. Im Anschluss wurden der wassri-
gen Phase 500 pl Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) zugefligt, die Losung wurde durch Vortexen gemischt
und zentrifugiert (16.000 g, 5 Minuten, 4 °C). Der Uberstand wurde erneut in ein neues ReaktionsgefiR
Uberfiihrt und zur Fallung der RNA mit 1/10 Volumen 3 M NaOAc (pH 4,5) und dem 2,5-fachen Volumen
kaltem 96%igem Ethanol versetzt und gevortext. Die Fallung erfolgte bei -20 °C {iber Nacht. Zur Riick-
gewinnung wurde die gefallte RNA flir mindestens 30 Minuten bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert und
das sedimentierte RNA-Prazipitat zweimal mit je 500 ul kaltem 70%igem Ethanol gewaschen (Zentrifu-
gation je 5 Minuten 16.000 g, 4 °C). Der Rest-Ethanol nach dem letzten Waschschritt wurde vorsichtig
durch Pipettieren entfernt und die RNA in der Vakuumzentrifuge (Savant SpeedVac Concentrator SC110)
getrocknet. AnschlieBend wurde die RNA in 50 pl Roth-H,0 aufgenommen und fortan auf Eis oder zur
langeren Lagerung bei 20 °C aufbewahrt.

2.6.11 RNA-Isolierung und DNase-Verdau fiir real-time PCR

Die Isolierung von RNA fiir die quantitative real-time PCR (Abschnitt 2.6.1.6) wurde mit dem peqGOLD
TriFast™ Kit (peqglab) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Es wurde Zellmaterial aus 15 ml einer
R. sphaeroides-Kultur bei einer ODggg von 0,6 eingesetzt. Die RNA wurde nach der Fallung in 50 pl
Roth-H,0 riickgelost. Um verbliebene Spuren von DNA zu entfernen, wurden die Proben einer Behand-
lung mit DNase unterzogen. Dazu wurden mindestens 4 u DNase | (Invitrogen) je 10 ug RNA in einem
Volumen von 120 pl mit 12 pl 10x DNase-Puffer (200 mM Tris-HCI, pH 8,4; 20 mM MgCl,; 500 mM KCl)
eingesetzt. Die Reaktion wurde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert, anschlieend mit Roth-H,0 auf ein
Volumen von 300 ul aufgefullt und die RNA aufgereinigt. Dazu wurde ein gleiches Volumen Phenol sta-
bilisiert:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1; AppliChem Panreac) zu der Probe gegeben, gevortext und
fir 10 Minuten bei 16.000 g und RT zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reak-
tionsgefaR tberfihrt und mit 300 pl Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) gemischt, um Phenolriickstéande
zu entfernen. Nach erneuter Zentrifugation (3 min, 13.000 rpm, RT) wurde die wassrige Phase in ein
neues Reaktionsgefal Gberfihrt, mit 1/10 Volumen 3 M NaOAc (pH 4,5) und einem Volumen Isopropa-
nol gemischt und die RNA 0. N. bei -20 °C gefillt. Die Rickgewinnung der gefillten RNA geschah wie im
vorangegangenen Abschnitt beschrieben. Die RNA wurde auf eine Konzentration von 20 ng/ul verdiinnt
und fir die real-time PCR eingesetzt.

2.6.12 Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese fiir RNA

Die Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung von RNA-Proben fiir die spatere
Detektion groBer RNA-Transkripte (>500 Basen) mittels Northern Blot verwendet. Fiir die Detektion klei-
ner RNAs wurde die im nachsten Abschnitt beschriebene Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
far den sich anschlieBenden Northern Blot verwendet. Die Verwendung von Formaldehyd bewirkt ei-
ne Denaturierung der RNA und ermoglicht eine Separierung nach der GroRRe (Basen). Fir das Gel wur-
den zunéachst 1,1 g Agarose (Biozym LE Agarose) in 80 ml DEPC-H,0 aufgekocht. Nach kurzem Abkiih-
len wurden 11 ml 10x MOPS (Tabelle 2.11) sowie 20 ml Formaldehyd unter dem Abzug hinzugegeben.
Das Gel wurde in einen 20 x 13 cm groRe Gelschlitten gegossen. Gelschlitten, Kamm, Laufkammer so-
wie alle verwendeten Behiélter wurden zur Entfernung von RNasen vor Verwendung mit 1 M NaOH und
DEPC-H,0 behandelt. Definierte RNA-Mengen (10 pg) wurden in 1,5-ml-GefdRen in der Vakuumzentrifu-
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ge (Savant SpeedVac Concentrator SC110) vollstdndig eingedampft, die getrocknete RNA wurde in je 9 pl
RNA-Auftragspuffer (Tabelle 2.11) sorgfiltig riickgelost und anschlieBend zur Denaturierung bei 65 °C fr
10 Minuten erhitzt. Die Proben wurden mit je 1 ul Ladepuffer (Tabelle 2.11) versehen und in die zuvor
gespllten Taschen des Gels geladen. Der Gellauf erfolgte in 1x MOPS bei 100-120 V fir 2—3 Stunden,
bis die Bromphenolblau-Lauffront ca. 6,5-8 cm erreicht hat. Wahrend des Laufs wurde der Puffer durch
eine Umwalzpumpe gleichmaRig im oberen und unteren Teil der Gelkammer verteilt, um die Ansamm-
lung von Elektrolyten zu vermeiden. Nach dem Lauf wurde das Gel fiir jeweils 30—60 Minuten zunachst
in 250 ml Lésung A (50 mM NaOH, 150 mM NaCl) und anschliefend in 250 ml Losung B (100 mM Tris
pH 7,5, 150 mM NaCl) unter leichtem Schwenken inkubiert und im Anschluss fiir den Northern Blot
durch die Vakuum-Methode (Abschnitt 2.6.14) verwendet.

Tabelle 2.11: Zusammensetzung eines Formaldehyd-Agarosegels, RNA-Auftrags- und Ladepuffer

Gel fiir 1120 mi Auftragspuffer fiir 500 pl Ladepuffer fiir 100 mi
Agarose 1,1g MOPS (10x)V 50 ul Glycerin (80 %) 60 ml
DEPC-H,0 80 ml Formamid 250 pl EDTA (250 mM) 2,5 ml
MOPS (10x)Y 11 ml Formaldehyd 89 ul Bromphenolblau (1 %) 37,5 ml
Formaldehyd 20 ml DEPC-H,0 111 ul

Y MOPS (10x): 200 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure, 10 mM EDTA pH 7, 50 mM NaOAc, 108 mM NaOH

2.6.13 Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese fiir RNA

Die denaturierende Polyacrylamid-(PAA-)Gelelektrophorese mit Harnstoff basiert auf der von Maniatis
et al. (1975) fur die GroRenseparierung einzelstrangiger Nukleinsdauren entwickelten Methode und wur-
de fir die Auftrennung von RNA verwendet, um diese im Anschluss zur spateren Detektion spezifischer
Transkripte auf eine Membran zu Ubertragen (Northern Blot, Abschnitt 2.6.15) oder die RNA-Qualitat
durch Ethidiumbromidfarbung des Gels (Abschnitt 2.6.6) zu Giberprifen. Harnstoff und Formaldehyd so-
wie Erhitzen der Probe bewirken eine Denaturierung der RNA, um die Bildung von Sekundarstrukturen
zu vermeiden. Die PAA-Gelelektrophorese ist vor allem geeignet fir die Auflésung kleiner Nukleinsdure-
fragmente und wurde daher fir die Auftrennung von RNA-Proben verwendet, die zur spdteren Detektion
kleiner RNAs durch Northern Blot bestimmt waren. Die Gelzusammensetzung ist in Tabelle 2.12 aufge-
fihrt. Gele wurden zwischen Glasplatten von 20 x 20 cm gegossen und fiir mindestens eine Stunde po-
lymerisiert. RNA-Proben (je 1 pg fir Qualitatsgele, je 10 ug fiir anschlieenden Northern Blot) wurden
mit dem 0,5-0,7-fachen Volumen FU-Mix (Tabelle 2.12) als Auftragspuffer versetzt und vor dem Auftra-
gen flir 10 Minuten bei 65 °C erhitzt. Als Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer verwendet. Die Gele liefen bei
mindestens 300 V fiir ca. 2 Stunden.
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Tabelle 2.12: Harnstoff-PAA-Gel und RNA-Auftragspuffer (FU-Mix)

Gel Menge Endkonz. FU-Mix Konz.
Harnstoff 16,8 g 7M Harnstoff 6M
TBE (10x)Y 4 ml 1x Formamid 80 %
Acrylamid 40%% 10 ml 10 % TBE (10x)Y 10%
VE-H,0 ad 40 ml Bromphenolblau 0,1%
TEMED? 20 pl Xylencyanol 0,1%

1) 890 mM Tris, 25 mM EDTA, 890 mM Borat, pH 8,3
2 Acrylamid 4K Lésung (40 %) Mix 37,5:1 (AppliChem Panreac)
3 AppliChem Panreac

2.6.14 Northern-Vakuumblot

Der Northern Blot dient der Ubertragung von RNA aus einem Gel auf eine Membran, nach voran-
gegangener gelelektrophoretischer Auftrennung und wurde von Alwine et al. (1977) entwickelt. Die
Membran wird fur die spatere spezifische Detektion bestimmter RNA-Transkripte durch Hybridisierung
mit radioaktiv markierten Sonden verwendet (Abschnitt 2.6.17). Zur Ubertragung von in Formaldehyd-
Agarosegelen (Abschnitt 2.6.12) aufgetrennter RNA wurde der Vakuumblot verwendet. Dazu wurde zu-
nachst ein in ddH,0 getrdnktes Filterpapier (Blotting Paper BP002, Albet LabScience) auf die luftdurch-
lassige untere Platte des Vacuum Blotters (Appligene) gelegt und darauf eine diinne Plastikschablone,
deren mittlere Aussparung an jeder Seite ca. 0,5 cm kleiner ist als das Gel. In die Aussparung wurde eine
Nylonmembran (Roti®-Nylon plus, PorengréRe 0,45 uM, Ladung positiv, Roth) gelegt, sodass sie vollstan-
dig mit dem darunterliegenden Filter-Papier in Berlihrung ist. Die Membran wurde mit 10x SSC-Puffer
(1,5 M NaCl, 150 mM Natriumcitrat) getrankt. Zuletzt wurde das Gel vorsichtig auf der Membran plat-
ziert, sodass es an jeder Seite der Plastikschablone Uberlappte, und mit 10x SSC-Puffer Gberschichtet.
Anschliefend wurde ein Vakuum angelegt, durch das die RNA aus dem Gel auf die darunterliegende
Membran transferiert wurde. Das Vakuum sollte einen Druck von mindestens 50 mbar aufweisen und
fiir ca. 45 min bis 1 h angelegt sein. Wahrend der Ubertragung wurde darauf geachtet, dass das Gel stets
mit Puffer bedeckt war und gegebenenfalls 10x SSC-Puffer nachgefillt. Das Gel wurde zum Abdampfen
im Abzug gelagert und die Membran zur Fixierung der RNA mit UV-Licht der Wellenlange 254 nm im UV
Stratalinker 1800 (Stratagene) durch die Funktion Autocrosslink (1200 J/m?) zweimal behandelt.

2.6.15 Northern-Elektroblot

Der Elektroblot wurde fiir die Ubertragung von RNA aus Polyacrylamidgelen auf Membranen verwendet.
Dazu wurden drei Filterpapiere (Blotting Paper BP002, Albet LabScience), die leicht grofRer sind als das
Gel, in 1x TBE-Puffer getrankt und luftblasenfrei auf die Anodenplatte des Elektroblotters (peqlab) ge-
legt. Auf diese wurde eine Nylonmembran (Roti®-Nylon plus, PorengrofRe 0,45 uM, Ladung positiv, Roth)
der gleichen GroRe gelegt, die ebenfalls zuvor in TBE getrankt wurde. Das Gel mit der zu lbertragenen
RNA (Abschnitt 2.6.13) wurde auf die Membran gelegt und abschliefend drei weitere in TBE getrankte
Filterpapiere. Das Gerat wurde mit der Kathodenplatte geschlossen und eine Stromstarke von 250 mA
fiir 2,5 h angelegt. Abschliefend wurde die RNA wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben durch
,crosslinken auf der Membran fixiert.
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2.6.16 Labelling von Sonden fiir Northern-Hybridisierung

Zur Detektion bestimmter RNA-Transkripte auf Membranen nach dem Northern Blotting wurden DNA-
Oligonukleotide oder kurze PCR-Produkte, die komplementéar zu einem Abschnitt der zu detektierenden
Transkripte sind, radioaktiv markiert. Diese Sonden wurden im Anschluss mit der Membran inkubiert,
um mit der gebundenen Ziel-RNA zu hybridisieren (Abschnitt 2.6.17). Oligonukleotide wurden dabei zur
Hybridisierung mit kleinen RNAs (sRNAs) und ribosomalen RNAs verwendet, PCR-Produkte zur Hybri-
disierung mit groBeren RNA-Transkripten. Die Effizienz der Markierung wurde durch Messung der cpm
(counts per minute) eines 2-pl-Aliquots bestimmt. Markierte Sonden wurden bis zur Verwendung bei
-20 °C gelagert. Alle Arbeiten mit radioaktivem Material wurden im Radioaktivlabor unter den dort vor-
gegebenen Sicherheitsmalnahmen durchgefiihrt.

2.6.16.1 Oligo-labelling von PCR-Produkten

Bei der von Feinberg und Vogelstein (1983) entwickelten Methode werden doppelstrangige DNA-
Fragmente denaturiert und die Einzelstrange mit kurzen Oligonukleotiden hybridisiert. An diese Primer
bindet das grofRe Fragment der DNA-Polymerase | von E. coli (Klenow-Fragment) und fiillt die einzelstran-
gigen Bereiche mit radioaktiv markierten und nicht markierten Desoxyribonukleotiden auf. Die Reaktion
wurde mit dem Prime-a-Gene® Labeling System (Promega) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Es
wurden 30 pCi radioaktiv markierte [a32P]dCTP verwendet. Die Sonden wurden anschlieBend aus dem
50-ul-Reaktionsgemisch durch eine G-50-Saule (illustra™ MicroSpin™ G-50 column, GE Healthcare) nach
Herstellerangaben aufgereinigt.

2.6.16.2 End-labelling von Oligonukleotiden

Die radioaktive Markierung einzelstrangiger Oligonukleotide wurde durch Endmarkierung (end-label-
ling) erreicht. Dabei wird das y-Phosphat von radioaktiv markiertem [y->2P]dATP durch eine Polynukleo-
tidkinase (PNK) auf das 5’-Hydroxylende des Oligonukleotids tibertragen. Die Reaktion enthalt 2 uM Oli-
gonukleotid, 1 pl PNK-Puffer A (Thermo Fisher Scientific), 1 ul T4 PNK (10 u/ul; Thermo Fisher Scientific)
und 3 pl (30 pCi) [y*2P]dATP in einem Volumen von 10 pl. Die Reaktion wurde fiir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert und im Anschluss durch Zugabe von 40 pl STE-Puffer (100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, pH 7,5) gestoppt. Die Sonde wurde Uber eine G-25-Saule (illustra™ MicroSpin™ G-25 column, GE
Healthcare) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

2.6.17 Northern-Hybridisierung und Entwicklung

2.6.17.1 Hybridisierung mit PCR-Sonden

Vor der Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde erfolgte eine Inkubation der Membran in
20 ml Prahybridisierungslosung (Tabelle 2.13) fiir ca. 3 Stunden. Die Membran wurde dabei in einer Hy-
bridisierungsréhre bei 42 °C langsam gedreht. AnschlieRend wurde die Lésung gegen Hybridisierungs-
[6sung ausgetauscht. Ein Volumen der Sonde, das ca. 1 Million cpm entspricht, wurde in 440 ul LSD
(Lachssperma-DNA) gegeben und in einem Schraubdeckelgefa bei 95 °C fiir 5 Minuten zur Denaturie-
rung erhitzt. Die Sonde wurde in die Glasrohre zu der Hybridisierungslésung gegeben und durch langsa-
mes Drehen (. N. bei 42 °C mit der Membran inkubiert.
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Tabelle 2.13: Prahybridisierungs- und Hybridisierungslésung

Prahybridisierung

Hybridisierung

Reagenz Mengen fir 20 ml Reagenz Mengen fiir 20 ml
DEPC-H,0 2,28 ml DEPC-H,0 1,64 ml
50x Denhardt’s" 1,54 ml 50x Denhardt’s? 440 pl
Glycin 200 mg 20x SSPE 5,54 ml
20x SSPE?) 5ml NaPPi (0,2 M)¥ 440 pl
Formamid 10 ml Formamid 11,09 ml
10 % SDS 200 pl 10 % SDS 220 ul
LSD (5 mg/ml)? 440 pl Dextransulfat 2,18¢

LSD (5 mg/ml)® 440 pl

1 50x Denhardt’s Losung (1 % Polyvinylpyrrolidon, 1 % Ficoll 400, 1 % BSA; sterilfiltriert)
2 200 mM NaH,PO4, 3 M NaCl, 20 mM EDTA, pH 7

3) Lachssperma-DNA, direkt vor Zugabe erhitzen (95 °C, 5 Min).

4 Natriumpyrophosphat

%) Lachssperma-DNA mit radioaktiver Sonde, direkt vor Zugabe erhitzen (95 °C, 5 Min)

Nach der Hybridisierung wurde die Lésung entfernt und die Membran zunachst in der Glasrohre mit
Waschlésung (2x SSC, 0,1 % SDS) gewaschen (ca. 3 Minuten). Die Membran wurde anschlieBend in eine
flache Schale Uberfiihrt und in dieser weitere 2—3-mal durch vorsichtiges Schwenken fiir jeweils 3-5
Minuten gewaschen, anschlieBend in eine Plastikfolie eingeschweillt und in einer Kassette auf einem
imaging screen exponiert. Die Signale wurden anschliefend durch phosphoimaging mit dem Molecular
Imager FX™ (Bio-Rad) erfasst und mit der Software Quantity One (Bio-Rad) quantifiziert.

2.6.17.2 Hybridisierung mit Oligonukleotidsonden (Church)

Die Hybridisierung von Membranen mit endmarkierten Oligonukleotidsonden erfolgte mit dem Church
and Gilbert Hybridization Buffer (Church und Gilbert, 1984) der Variante Low stringency (Puffer ,Low
Church”, Tabelle 2.14). Die Préhybridisierung und Hybridisierung erfolgte im gleichen Puffer. Die Mem-
bran wurde in einer Glasrohre zunachst fir ca. 1 Stunde bei 42 °C in 20 ml Puffer prahybridisiert. An-
schlieRend wurde ein Volumen der radioaktiv markierten Sonde, welches 1 Million cpm entspricht, hin-
zugegeben und mit der Membran bei 42 °C . N. inkubiert. Die Inkubation erfolgte unter konstantem
Drehen der Glasréhre in einem Hybridisierungsofen.

Tabelle 2.14: Puffer fiir Hybridisierung mit Oligonukleotidsonden

Puffer ,,Low Church“ Menge Endkonz.
BSA 3g 10mg/ml
DEPC-H,0 45 ml

NaPY 150 ml 500 mM
EDTA (0,5 M pH 8) 0,6 ml 1mM
SDS (20 % w/v) 105 ml 7%

Y Natriumphosphatpuffer (1 M): 500 mM Na,HPO.,

0,34 % H3PO4
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Nach der Hybridisierung wurde die Lésung verworfen und die Membran in Church-Waschlosung
(5% SSC, 0,01 % SDS) wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben gewaschen. Die Signale wurden
durch phosphoimaging detektiert.

2.6.18 ,,Strippen” von Membranen

Membranen wurden zur Detektion verschiedener RNA-Transkripte mehrfach verwendet. Dazu wurden
die radioaktiv markierten Sonden durch ,,strippen” von der Membran entfernt. Die Membran wurde in
eine Glasschale tUberfiihrt und zweimal fiir jeweils 10 Minuten in je ca. 250 ml Strippingpuffer (0,1 % SDS
in DEPC-H,0) in einem Wasserbad (95 °C) unter Schiitteln (80 rpm) inkubiert. Die Membran wurde fir
eine erneute Sondenhybridisierung (Abschnitt 2.6.17) verwendet.

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Proteinaufreinigung

Fiir die Aufreinigung von CryB und AppA wurden verschiedene, teils aufeinanderfolgende Verfah-
ren angewendet, die im Folgenden beschrieben werden. Je nach Verwendungszweck war die Rein-
heit der Proteine relevant. Absorptionsspektren von CryB wurden, wenn nicht anders vermerkt, di-
rekt nach Nickel-NTA-Aufreinigung (Abschnitt 2.7.1.2) gemessen. Flr CryB-Proben zur Kristallisati-
on, flir den in vitro Reparaturassay sowie flir Co-Kristallisation und SAXS-Messungen mit AppA folg-
ten zwei weitere Aufreinigungsschritte (iber Heparin-Sepharose-Affinitatschromatographie und Gelfil-
tration (size exclusion chromatography, SEC). Die Aufreinigung von CryB durch Heparin-Sepharose-
Affinitatschromatographie und Gelfiltration erfolgte weitgehend nach der in Geisselbrecht (2013) be-
schriebenen Vorgehensweise. Die drei Aufreinigungsschritte wurden an zwei bis drei aufeinanderfol-
genden Tagen durchgefiihrt. Wenn moglich erfolgten Ni-NTA und Heparin-Aufreinigung am gleichen Tag,
da die Lagerung im Ni-NTA-Elutionspuffer mit einer hohen Konzentration an Imidazol ein Ausfallen be-
glnstigt. AppA wurde in zwei Stufen zunachst Gber Glutathion-Affinitdtschromatographie und im An-
schluss durch Gelfiltration aufgereinigt. Vor der Gelfiltration wurden die vereinigten Elutionsfraktionen
des vorangegangenen Schrittes U. N. in nicht konzentrierter oder verdiinnter Form gelagert, um Ausfall
zu vermeiden, und erst direkt vor dem Lauf aufkonzentriert. Alle Schritte erfolgten soweit wie moglich
bei 4 °C oder auf Eis. Die Lagerung aufgereinigter Proteine erfolgte bei 4 °C. Alle verwendeten Puffer
sind in Tabelle 2.15 und Tabelle 2.16 aufgefiihrt. Puffer fiir die Aufreinigung Giber den AKTApurifier (GE
Healthcare) wurden vor Verwendung durch einen 0,22-uM-Filter (Whatman™ Membrane Filters, rege-

Tabelle 2.15: Puffer fur die Aufreinigung von CryB, pH 8,3

Ni-NTA Heparin SEC

Lysepuffer ~Waschpuffer Elutionspuffer =~ HepA HepB SECr

NaH,PO; 50 mM 50 mM 50 mM 50mM 50 mM -
Nacl 300 mM 300 mM 300 mM - 2M 100 mM
Imidazol 10 mM 20mM 250 mM - - -
Tris - - - - - 10 mM
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Tabelle 2.16: Puffer fiir die Aufreinigung von AppA und Interaktionsstudien

GST SEC

PBS Elutionspuffer SECt SECH
KH,POq4 1,8 mM - - -
Na,HPO, 10 mM - - -
NaCl 140 mM - 100 mM 150 mM
KCI 2,7 mM - - -
Tris - 50 mM 10 mM -
Reduziertes Glutathion - 10 mM - -
HEPES - - - 50 mM
pH 7,5 8,0 8,3 7,5

nerated cellulose, GE Healthcare Life Sciences) filtriert und anschlieRend durch 15-minltige Behandlung
in einem Ultraschallbad (Sonorex, Bandelin) entgast. Puffer wurden bei 4 °C gelagert und verwendet.

2.7.1.1 Zellaufschluss von E. coli

Der Zellaufschluss zur Gewinnung von Lysat flir die Aufreinigung lberexprimierter Proteine erfolgte
durch Ultraschallbehandlung (Sonikation). Die in Puffer gelosten Zellen aus Expressionskulturen (Ab-
schnitt 2.5.12) wurden aufgetaut und auf Eis 7-mal fiir 30 Sekunden, dazwischen jeweils 30 Sekunden
Pause zur Abkihlung, mit der Sonotrode Sonopuls GM70 (Bandelin) behandelt. Es wurde die Spitze
KE 76 mit den Einstellungen MS 72/D (Power) und 70 % Cycle verwendet. Hierbei wurde Zellmaterial aus
maximal einem Liter Kultur (aufgenommen in 25 ml Puffer) eingesetzt, bei groReren Mengen wurden
entsprechende Portionen nacheinander behandelt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend fiir 30—40
Minuten bei ca. 20.000 g (13.000 rpm Rotor SS-34) zentrifugiert, um Zelltrimmer zu sedimentieren.
Der Uberstand wurde in ein neues ZentrifugengefiR tiberfiihrt und erneut unter gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Das zellfreie Lysat (cleared lysate, CL) wurde anschlieBend fir Ni-NTA-Affinitatschroma-
tographie zur Aufreinigung von CryB bzw. Glutathion-Affinitdtschromatographie zur Aufreinigung von
AppA verwendet.

Zur Gewinnung von Protein aus der unl6slichen Fraktion wurde das Sediment nach Zellaufschluss
und Zentrifugation in Harnstoffpuffer (8 M Harnstoff, 40 mM Tris, pH 8,0) riickgelost. Diese Suspension
wurde erneut sonifiziert und zentrifugiert und das daraus resultierende cleared lysate (CL) einer Ni-NTA-
Aufreinigung unterzogen.

2.7.1.2 Nickel-NTA-Affinitdtschromatographie

Bei der Affinitatschromatographie Uber Nickel-Nitrilotriessigsdaure (Nickel-nitrilotriacetic acid, Ni-NTA)
wird die Affinitat der Aminosaure Histidin zu den an der NTA komplexierten Nickelionen nutzbar ge-
macht. Zu diesem Zweck wird ein Protein mit einem Polyhistidin-tag am N- oder C-terminalen Ende fusio-
niert. Dies besteht meist aus sechs aufeinanderfolgenden Histidinen und wird auch als Hexahistidin-tag
oder nur His-tag bezeichnet. Die Methode der His-tag-Aufreinigung wurde durch Hochuli et al. (1988)
beschrieben. Das Anfligen der tag-Sequenz an die Gensequenz, die das Zielproteins kodiert, erfolgt tiber
Vektoren, die sechs Histidine up- oder downstream der MCS kodieren (z. B. pET) oder durch Anfligen der
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Sequenz (iber Primer bei der PCR. Durch Zugabe von Imidazol, das der Seitenkette von Histidinen ent-
spricht, als Kompetitor um die Nickel-Matrix werden die gebundenen Proteine geldst. Die Aufreinigung
von CryB Uber Ni-NTA wurde im gravity-flow-Verfahren durchgefiihrt. Die Wasch- und Elutionsschritte
erfolgen hierbei manuell durch Zugabe der entsprechenden Puffer auf die Bindungsmatrix in einer Poly-
propylensaule. Fir Zelllysat, das aus einem Liter Expressionskultur stammt, wurden 1,5 ml Ni-NTA-Matrix
(Qiagen) zunachst mit 2 Sdulenvolumen (column volume, cv) ddH,0 gewaschen und anschlieBend mit
2 cv Lysepuffer in einer 5-ml-Polypropylensaule (Qiagen) aquilibriert. Auf einer Sdule wurde Protein aus
maximal zwei Liter Expressionskultur (3 ml Ni-NTA-Matrix) aufgereinigt, bei gréeren Mengen wurden
mehrere Sdulen verwendet. Fiir Lysat aus 0,5 Liter Kultur wurden 1-ml-Saulen mit 0,75 ml Matrix verwen-
det. Das dquilibrierte Sdulenmaterial wurde zum Lysat gegeben und mit diesem in einem 50-ml-Gefal3
fiir 2 Stunden unter leichtem Schwenken bei 4 °Cim Dunkeln inkubiert, um die Bindung der Zielproteine
an die Matrix zu ermoglichen. Die Suspension wurde anschliefend auf die Sdule gegeben, der Durchfluss
(flow-through, FT) auf Eis aufgefangen und erneut durch die Saule gegeben. Die Matrix wurde zunachst
mit 2 cv Lysepuffer gewaschen und anschliefend 20-mal mit je 2 ml Waschpuffer, wobei der 1., 10. und
20. Waschschritt aufgefangen wurde. Die Elution des Zielproteins erfolgte 4-5-mal mit je 2 ml Eluti-
onspuffer bei praparativen Aufreinigungen von mehr als einem Liter Expressionskultur, sofern weitere
Aufreinigungsschritte folgten. Fir Aufreinigungen geringerer Mengen (0,5 Liter Expressionskultur) oh-
ne weitere nachfolgende Aufreinigungsschritte wurde zunachst mit einem Volumen von 250 pl eluiert
(Fraktion Eg) und im Anschluss 3—4-mal mit 500 pl (E; ff.). Dies diente dem Entfernen unspezifisch ge-
bundener Proteine in Eg und dem Konzentrieren des Zielproteins in einem geringeren Volumen in E;.
Samtliche Wasch- und Elutionsschritte erfolgten auf Eis. Die Regeneration des Saulenmaterials erfolgte
durch Waschen mit 1 cv ddH,0, anschlieBend 5 cv 0,5 M NaOH, 2 cv ddH,0 und zuletzt 2 cv 20%igem
Ethanol. Die Lagerung der Matrix erfolgte in 20%igem Ethanol bei 4 °C. Die verwendeten Puffer sind in
Tabelle 2.15 zusammengefasst.

Bei der denaturierenden Aufreinigung wurde das nach Zellaufschluss aus der unléslichen Fraktion
gewonnene Lysat ebenfalls zweimal durch die Siule gegeben, die Matrix anschlieBend mit 1 cv Lyse-
puffer gewaschen und das Protein zweimal mit je 2 ml Elutionspuffer (150 mM Imidazol) und zweimal
mit je 2 ml Elutionspuffer (250 mM Imidazol) eluiert.

2.7.1.3 Heparin-Sepharose-Affinitatschromatographie

Flr praparative Aufreinigungen von CryB zum Zwecke der Kristallisation, flir Reparaturassays oder SAXS-
Messungen wurden zwei weitere Aufreinigungsschritte durchgefiihrt, um die Reinheit des Proteins zu
erhoéhen. Zunachst erfolgte eine Aufreinigung Gber Heparin-Sepharose. Heparin ist ein Glykosamino-
glykan und aufgrund seiner Struktur und negativer Ladung den Eigenschaften von DNA &dhnlich, daher
wird es unter anderem zur Isolierung DNA-bindender Proteine verwendet. Fir die Aufreinigung wur-
de die HiTrap™ Heparin HP Sdule 5 ml (GE Healthcare) verwendet, in der Heparin gekoppelt an eine
Sepharose-Matrix vorliegt. Die Sdule wurde am AKTApurifier (GE Healthcare) zunichst mit 5 cv ddH,0
gewaschen und mit 10 cv Puffer HepA und einem Anteil von 2,5 % Puffer HepB (Tabelle 2.15) und somit
einer NaCl-Konzentration von 50 mM &quilibriert. Elutionsfraktionen der Ni-NTA-Aufreinigung wurden
vereinigt und mit Puffer HepA auf eine NaCl-Konzentration von 75 mM verdiinnt. Aufgrund des grofRen
Volumens wurde die Proteinldsung manuell mit einer Spritze auf die Sdule geladen, wobei die L6sung
zeitgleich durch einen 0,45-um-Filteraufsatz filtriert wurde. Das Laden erfolgte bei 4 °Cim Kihlraum. Im
Anschluss wurde die Sdule am AKTApurifier zunachst mit 3 cv (15 ml) HepA5%B (100 mM NaCl) gewa-
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schen. Im Anschluss folgte ein linearer Gradient bis HepA50%B (1 M NaCl). Die Flussrate betrug 2 ml/min.
Elutionsfraktionen wurden vereinigt und mit Puffer A auf eine NaCl-Konzentration von 300 mM fiir den
letzten Aufreinigungsschritt Gber Gelfiltration verdiinnt, da diese in einem Puffer mit eine NaCl-Konzen-
tration von 300 mM erfolgte. Diese Verdiinnung geschah auch, wenn kein weiterer Aufreinigungsschritt
folgte, um eine definierte NaCl-Konzentration von 300 mM zu erhalten. Die verdiinnte Probe wurde im
Anschluss auf das gewiinschte Volumen aufkonzentriert (Abschnitt 2.7.2). Die Saule wurde nach Ver-
wendung mit 5 cv Puffer B, 10 cv ddH,0 und 10 cv 20%igem Ethanol gewaschen.

2.7.1.4 Glutathion-Sepharose-Affinitdtschromatographie

Die Fusion an das Glutathion-S-transferase-tag (GST-tag) erleichtert die Isolierung schwer l6slicher Ziel-
proteine und wurde fir die Aufreinigung von AppA verwendet. Es wird das GST-Protein aus Schistosoma
japonicum verwendet (26 kDa), die entsprechende coding sequence wird an die des Zielproteins tber
Vektoren wie beispielsweise pGEX angefiigt (Smith und Johnson, 1988). Bei der Aufreinigung wird die
spezifische Affinitat der GST zu Glutathion ausgenutzt, welches durch die Bindung an eine Sepharose-
Matrix immobilisiert wird. Durch Zugabe von reduziertem Glutathion im Elutionspuffer wird das Zielpro-
tein von der Matrix gel6st. Die Aufreinigung erfolgte im gravity-flow-Verfahren. Fir Zelllysat, das aus
einem Liter Expressionskultur stammte, wurden 400 ul Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) in ei-
ner 5-ml-Polypropylensaule zunéchst mit 2 cv ddH, 0 gewaschen und anschliefend mit 2 cv PBS (Tabelle
2.16) als Bindepuffer dquilibriert. Die dquilibrierte Matrix wurde anschliefend zu dem Lysat gegeben und
mit diesem in einem 50-mI-GefaR fiir 2 Stunden bei 4 °C unter leichtem Schwenken inkubiert. Anschlie-
Rend wurde das Lysat mit der hybridisierten Matrix auf die Sdule gegeben. Der Durchfluss (flow-through,
FT) wurde aufgefangen und erneut (iber die Sdule gegeben. Die Matrix wurde 10-20-mal mit je 2 ml PBS
gewaschen und das Protein anschlieBend in 15 Fraktionen mit je 0,5 ml Elutionspuffer (Tabelle 2.16)
eluiert.

2.7.1.5 Gelfiltration (SEC)

Durch Gelfiltration, auch GréRenausschlusschromatographie oder size exclusion chromatography (SEC)
genannt, werden Proteine eines Gemisches nach ihrer GréRe aufgetrennt. Anders als bei SDS-Polyacryl-
amidgelen (Abschnitt 2.7.9) bewegen sich groRe Molekiile schneller durch die Matrix als kleinere, da
erstere weniger zwischen die Poren der Gelmatrix gelangen und somit auf direkterem Weg durch die
Saule migrieren kénnen als kleinere Molekiile, die durch die Poren abgelenkt und verlangsamt werden.
Die praparative Aufreinigung von vorgereinigtem CryB und AppA erfolgte mit der Sdule HiLoad™ 16/60
Superdex 200 prep grade (GE Healthcare), deren Superdex-Matrix aus Dextran und vernetzter Agaro-
se besteht. Vor Verwendung wurde sie mit 1,2 cv ddH,0 gewaschen und mit 1,2 cv Gelfiltrationspuffer
(SECr oder SECy, siehe Tabelle 2.16) aquilibriert. Diese Schritte erfolgten entweder bei geringer Fluss-
rate (0,1 ml/min) Giber Nacht oder bei maximal 1 ml/min am AKTApurifier. Proteinproben wurden vor
dem Laden auf ein Volumen von maximal 1 ml aufkonzentriert (Abschnitt 2.7.2). Direkt vor dem Laden
wurde die Probe durch 15-miniitige Zentrifugation bei 16.000 g und 4 °C von Prazipitat befreit und an-
schlieBend in die mit ddH,0 und Gelfiltrationspuffer gespiilte 2-ml-Probenschleife gespritzt. Der Lauf
erfolgte mit Gelfiltrationspuffer und bei einer Flussrate von 1 ml/min. Fraktionen, die anhand des Chro-
matogramms das gewiinschte Protein enthielten, wurden vereinigt, der Pool wurde bis zur benotigten
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Konzentration aufkonzentriert. Die Sdule wurde im Anschluss an den Lauf mit 1,2 cv ddH,0 und 1,2 cv
20%igem Ethanol gewaschen.

Neben der praparativen Aufreinigung von Proteinen wurde die Gelfiltration auch zu Analyse von
Proteininteraktionen genutzt. Hierflir wurde zum einen die fiir praparative Aufreinigungen vorgesehe-
ne Saule HiLoad™ 16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare) mit einem Saulenvolumen von 120 ml
verwendet, zum anderen die flir analytische Zwecke geeignete Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare)
mit einem Saulenvolumen von 25 ml. Letztere wurde vor Verwendung mit 2 cv ddH,0 gewaschen und
mit 2 cv Gelfiltrationspuffer (SECy oder SECy) dquilibriert. Es wurden unterschiedliche Flussraten ange-
wendet. Die Sdule wurde im Anschluss an den Lauf mit 2 cv ddH, 0 und 2 cv 20%igem Ethanol gewaschen.

2.7.2 Aufkonzentrieren von Proteinldsungen

Vor der Gelfiltration sowie flir Experimente war es notwendig, Proteinproben in einem geringen Volu-
men bzw. in hoher Konzentration vorliegen zu haben. Das maximale Ladevolumen von ca. 1/100 des
Saulenvolumens bei der Gelfiltration erforderte ein Aufkonzentrieren der Probe vor dem Lauf, eben-
so das grolRe Volumen der vereinigten Elutionsfraktionen nach dem Lauf (Heparin oder Gelfiltration)
und die damit verbundene geringe Konzentration. Dies geschah mittels Konzentrationssdulen (Amicon
Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheit, Merck Millipore) mit einer AusschlussgroRe (cutoff) von 30 kDa. Die
Membran wurde zundchst mit entsprechendem Puffer durch 5-miniitige Zentrifugation bei 4 °C und
4000 rpm (3200 g, Rotina 420R, Hettich Zentrifugen) aquilibriert. Die Proteinprobe wurde mehrmals
fir jeweils 5 Minuten unter den genannten Bedingungen zentrifugiert, bis das gewlinschte Volumen er-
reicht war. Zwischen den Zentrifugationsschritten wurde die Probe iber dem Filter durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren gemischt, um eine hohe Konzentration und einen Proteinausfall direkt Gber dem
Filter zu verhindern. Das Aufkonzentrieren erfolgte auf gleiche Weise nach der Gelfiltration bis zur be-
notigten Proteinkonzentration. Zum Aufkonzentrieren des gleichen Proteins wurden Sdulen mehrfach
verwendet. Fir kurze Zeitrdaume (z. B. Gber Nacht) wurde die S&dule in ddH,0 bei RT aufbewahrt. Fir
die Aufbewahrung Uber langere Zeitrdume wurde die Saule in ddH,0 und 20%igem Ethanol zentrifu-
giert und anschlieBend mit bedeckter Membran in 20%igem Ethanol bei RT gelagert. Vor der nachsten
Benutzung wurde die Sdule erneut mit ddH,0 zentrifugiert und mit Puffer dquilibriert.

2.7.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen wurde mittels der spektroskopischen Bradford-
Methode (Bradford, 1976) durchgefiihrt. Sie beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant
Blue G-250 an Proteine und einer damit verbundenen Blaufarbung durch Verschiebung des Absorptions-
maximums des Farbstoffes von 465 nach 595 nm. Die Intensitdt dieses Farbumschlags wird photome-
trisch bestimmt und ist ein Mald fiir die in der Losung befindliche Proteinmenge. Anhand einer Eichgera-
de mit bekannten Proteinmengen von BSA (bovine serum albumin) wird die Proteinmenge unbekannter
Proben bestimmt und anhand des eingesetzten Probenvolumens die Konzentration der Ausgangslésung
berechnet. Die Messung erfolgte in einem Gesamtvolumen von 750 pl. Es wurden 1-2 pl Proteinldsung
mit ddH,0 auf ein Volumen von 600 pul aufgefiillt und in einer Kivette mit 150 pl Roti®-Quant (5% Kon-
zentrat, Roth) griindlich gemischt. Der Leerwert enthielt anstelle der Proteinldsung den entsprechenden
Puffer und wurde wie die Proteinprobe behandelt. Die Absorption bei 595 nm wurde mit dem Spektral-
photometer Specord 50 (Analytik Jena) bestimmt.
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2.7.4 Dialyse von Proteinen

Um Proteine von einem Puffer in einen anderen zu tiberfiihren (umpuffern), wurde ein Dialysierschlauch
(VISKING Typ 20/32, MW cutoff 14 kDa, Roth) in ca. 200—300 ml einer EDTA-L6sung (50 mM) in einem
Becherglas kurz aufgekocht. Das Protein wurde anschlieBend in den Schlauch pipettiert und dieser mit
zwei Klammern verschlossen. Der Schlauch wurde (iber Nacht unter langsamem Riihren bei 4 °Cin 2-4
Liter des Zielpuffers inkubiert, sodass eine Diffusion beider Puffer durch den Schlauch erfolgen konnte.
Aufgrund des groBen Volumen des Zielpuffers im Verhaltnis zum Probenpuffer, erfolgt ein fast vollstan-
diger Austausch.

2.7.5 Reduktion von CryB

Zur Reduktion des CryB-gebundenen FAD wurde das Protein nach Ni-NTA- und Heparin-Chromatogra-
phie mit 10 mM Dithiothreitol (DTT) oder Natriumdithionit (NaD) versetzt. Dazu wurden 100 ul aufgerei-
nigtes CryB (ca. 2 mg/ml) in einem Verhaltnis von 1:1 mit dem entsprechenden Elutionspuffer (HepA/B:
50 mM NaH;P0O,4, 300 mM NaCl, pH 8,3) gemischt, der 20 mM des Reduktionsmittels enthielt. Die End-
konzentration des Proteins betrug somit ca. 1 mg/ml (17 uM). Die Proben wurden anschlieRend in einer
Mikrokiivette aus Quarzglas (Hellma) mit blauem Licht der Wellenldnge 450 nm durch eine externe High-
Power-LED bestrahlt. Nach unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Absorptionsspektren im Zweistrahl-
spektrophotometer V-660 (JASCO) gegen Puffer mit dem entsprechenden Reduktionsmittel als baseline
gemessen. Wahrend der Messungen wurde die Lichtbestrahlung kurzzeitig unterbrochen. Kontrollpro-
ben wurden zuvor einmalig auf gleiche Weise ohne Reduktionsmittel und ohne Lichtbehandlung gemes-
sen. Diese Arbeiten wurden in der AG Essen (Philipps-Universitdt Marburg) durchgefiihrt.

Die Reduktion von CryB/FAD fiir den Reparaturassay (Abschnitt 2.7.15) erfolgte in HepA/B-Puffer mit
10 mM DTT und einer Proteinkonzentration von 10 uM in einem Volumen von 126 ul durch Anregung
mit einer Wellenlange von 450 nm (100 pmol/m?/s) im Spektrofluorometer RF-5301PC (Shimadzu). Die
verwendete Quarzkivette (Suprasil®, Hellma) verfiigt Gber drei lichtdurchlassige Seitenflaichen. Die An-
regung erfolgte durch das frontale Fenster. Zur Messung der Absorptionsspektren durch die seitlichen
Fenster wurde die Klvette unter Ausschluss von Licht in ein Spektrophotometer (GeneQuant 1300, GE
Healthcare) Uberfuhrt. Spektren wurden gegen HepA/B-Puffer mit 10 mM DTT gemessen. Nach jeder
Messung zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die Kiivette zur Weiterbestrahlung bis zur vollstandigen
FAD-Reduktion wieder in das Spektrofluorometer lberfihrt. Das Protein wurde direkt im Anschluss fiir
den Reparaturassay verwendet. Diese Arbeiten fanden in der AG Batschauer (Philipps-Universitat Mar-
burg) statt.

2.7.6 Messung von Protein-Absorptionsspektren

Zur Analyse von CryB und seinen Varianten wurden Protein-Absorptionsspektren in der Regel direkt nach
der Aufreinigung durch Ni-NTA-Affinitatschromatographie gemessen. Der Messbereich von 300-700 nm
deckt dabei den Bereich der Absorption aller drei Cofaktoren ab. Fiir die Messungen wurde ein Volumen
von mindestens 500 ul Proteinlosung eingesetzt und gegen Elutionspuffer (baseline) in Quarzkivetten
(Suprasil®, Schichtdicke 10 mm, Hellma) gemessen. Im Falle der Messungen unter Anwesenheit von
H,0, in den Proteinlésungen wurde dieses ebenfalls dem Elutionspuffer fiir die baseline zugefiigt. Die
Messungen erfolgten mit dem UV/Vis Spektralphotometer Specord 50 (Analytik Jena).
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2.7.7 Freisetzen der Cofaktoren

Um die lichtabsorbierenden Cofaktoren von CryB zu l6sen, wurde das Protein (0,6—1 ml) nach Ni-NTA-
Aufreinigung flir 10 Minuten bei 95 °C erhitzt, fiir wenige Minuten auf Eis abgekiihlt und fiir 10 Minuten
bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiR iiberfiihrt, erneut
zentrifugiert und anschlieRend in einer Quarzkivette gegen Elutionspuffer gemessen (Abschnitt 2.7.6).
Der Elutionspuffer wurde zu diesem Zweck genauso wie die Proteinprobe behandelt.

2.7.8 Zellaufschluss von R. sphaeroides fiir Western Blot

Fiir die Gewinnung von Gesamtprotein aus R. sphaeroides-Zellen wurden mikroaerob angezogene
75-ml-Kulturen komplett geerntet (Abschnitt 2.5.5). Das gefrorene Zellsediment wurde in 900 pl TBSg
(25 mM Tris, 137 mM NacCl; pH 8,3, Tabelle 2.19) mit 1 mM frisch hinzugefligtem Proteaseinhibitor
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid, Roth) aufgenommen. Der Aufschluss erfolgte durch Ultraschall (So-
nikation). Dazu wurden die Zellen auf Eis 7-mal fiir 30 Sekunden mit der Sonotrode Sonopuls GM70
(Bandelin) behandelt, jeweils unterbrochen durch 30 Sekunden Abkiihlen. Es wurde die Spitze MS 73
mit den Einstellungen MS 72/D (Power) und 70 % Cycle verwendet. Zelltrimmer wurden im Anschluss
durch Zentrifugation bei 16.000 g und 4 °C fiir 3045 min entfernt, der Uberstand (Lysat) wurde in ein
neues ReaktionsgefaR tberfuhrt. Zur Trennung von l6slicher und unldslicher (Membran-)Fraktion wur-
de das Gesamtzelllysat einer Ultrazentrifugation unterzogen. Dazu wurden 450 pl Lysat bei 120.000 g
(58.000 rpm Rotor TLA100.1, Optima™ TLX Ultrazentrifuge, Beckmann) und 4 °C fiir eine Stunde zen-
trifugiert. Der Uberstand (I8sliche Fraktion) wurde vom Sediment (unlésliche Fraktion) getrennt und
letzteres in 100 pl TBSg mit 1 mM PMSF riickgeldst. Proteinkonzentrationen wurden durch die Bradford-
Methode (Abschnitt 2.7.3) bestimmt und anschlieBend gleiche Mengen durch SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Western Blot (Abschnitt 2.7.12) analysiert.

2.7.9 SDS-PAGE

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird verwendet, um Proteine zu
analytischen Zwecken anhand ihrer GroRe aufzutrennen. Durch das anionische SDS werden die Proteine
denaturiert und erhalten eine negative Ladung, die deren Eigenladung tberdeckt. So spielt die Sekun-
darstruktur sowie Eigenladung der Proteine, bedingt durch ihre Aminosaurezusammensetzung, keine
Rolle und die Laufweite der Proteine im Gel spiegelt deren Lange wider. Das Anlegen einer Spannung
bewirkt eine Migration der gleichermaBen negativ geladenen Proteine durch das Gel in Richtung Anode.
Kleine Proteine wandern schneller durch die Poren des Gels und legen damit weitere Distanzen zurlick,
wahrend groRere Proteine starker verlangsamt werden und eine geringere Laufweite erreichen. Die ver-
wendete Methode basiert auf der von Laemmli (1970) entwickelten diskontinuierlichen SDS-PAGE, bei
der die Proteine zunachst in einem Sammelgel konzentriert und anschlieBend in einem Trenngel aufge-
trennt werden. Die Methode wurde angewandt, um das Vorhandensein und die Reinheit von Proteinen
nach der Aufreinigung zu Uberpriifen, die Interaktion von Proteinen nach in vivo pulldown-Experimenten
oder analytischer Gelfiltration zu untersuchen (Abschnitt 2.7.14 bzw. 2.7.1.5) sowie zur Auftrennung von
Gesamtzelllysat von R. sphaeroides. Gele wurden zwischen Glasplatten einer Grof3e von 20 x 20 cm ge-
gossen. Die Lange des Trenngels betrug 11 cm. Proteinproben wurden auf ein einheitliches Volumen an-
geglichen und mit Auftragspuffer (4x Stock, Tabelle 2.17) versetzt, zur Denaturierung fir 5-10 Minuten
auf 95 °C erhitzt und mit einer Hamilton-Spritze in die Taschen des Sammelgels geladen. Der Lauf erfolgte
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in Laemmli-Puffer bei 250 V fiur etwa 3 bis 3,5 Stunden, nach 10-minitigem Einlaufen der Proben in das
Gel bei 100 V. Die Gel- und Pufferzusammensetzungen sind in Tabelle 2.17 zusammengefasst. Nach der
Auftrennung wurden die Gesamtproteine im Gel entweder durch Farben sichtbar gemacht (Abschnitte
2.7.10 und 2.7.11) oder zum anschlieBenden Nachweis bestimmter Proteine lber Antikorper auf eine
Membran Ubertragen (Western Blot, Abschnitt 2.7.12). Als GroRBenstandard fiir Farbungsgele wurden
10 pl des Markers Low Range (SDS-PAGE Standards, Bio-Rad) verwendet; bei Gelen, die fiir einen an-
schlieRenden Western Blot bestimmt waren, wurden 8 ul des Markers PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific) verwendet.

Tabelle 2.17: SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAA-Gel), Laufpuffer (Laemmli) und Auftragspuffer fir SDS-PAGE

SDS-PAA-Gel (20 x 20 cm) Puffer
Trenngel 12 % Sammelgel 5% 1x Laemmli f. 1 Liter Endkonz.
[ml] Endkonz. [ml] Endkonz. Glycin 14,4¢g 192 mM
ddH,0 10,7 5,38 Tris 3g 25 mM
Acrylamid 40 %" 7,5 12% 1,0 5% SDS lg 0,1%(w/v)
1,5 M Tris (pH 8,8) 6,3 375mM - 4x Auftragspuffer f.10 ml Endkonz.
1 M Tris (pH 6,8) - 1,0 125mM Glycerin (100 %) 1,5ml 15 % (v/v)
10 % SDS 0,25 0,1% 0,08 0,1% SDS (10 %) 4 ml 4%
10 % APS 0,25 0,1% 0,08 0,1% 2-Mercaptoethanol 2ml 20%
TEMED? 001 0,001% 0,008 0,001% Tris pH 6,8 (1 M) 1,25 ml 125 mM
Bromphenolblau ntx Daumen

Y Acrylamid 4K Lésung (40 %) Mix 37,5:1: (AppliChem Panreac)
2 AppliChem Panreac

2.7.10 Silberfarbung

Zur Sichtbarmachung von Proteinen in Polyacrylamidgelen nach der SDS-PAGE wurde die Silberfarbung
oder die Coomassie-Farbung (Abschnitt 2.7.11) angewendet. Es wurde nach dem Protokoll von Blum
et al. (1987) vorgegangen. Das Gel wird zunachst in einer Fixierlésung inkubiert, um Substanzen wie
z.B. SDS und Tris zu eliminieren und eine Hintergrundfarbung zu vermeiden. Im zweiten Schritt wird
das Gel mit Natriumthiosulfat behandelt, wodurch Sensitivitdt und Kontrast erhéht werden. Bei der an-
schlieenden Inkubation mit Silbernitrat lagern sich Silberionen an die Proteine. Im letzten Schritt erfolgt
das eigentliche Farben der Proteine durch die Zugabe von Entwicklerlésung. Durch das darin enthaltene
Formaldehyd werden die Silberionen zu metallischem Silber reduziert und bewirken eine Dunkelfarbung
der Proteine, die als Banden erscheinen. Die Reaktion wird nach wenigen Minuten durch die Zugabe von
Essigsdure gestoppt, sobald die Banden die gewiinschte Intensitat erreicht haben (Rabilloud et al., 1994).
Die verwendeten Reagenzien und Inkubationszeiten sind in Tabelle 2.18 aufgefiihrt. Losungen 2 und 3
wurden vor Verwendung frisch hergestellt, die Zugabe von Formaldehyd erfolgte in allen Lésungen direkt
vor Verwendung. Die Inkubationsschritte erfolgten unter Schwenken bei 50 rpm.
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Tabelle 2.18: Losungen und Inkubationszeiten der Silberfarbung von Proteingelen

Vorgang  Losung Volumen [ml] Inkubationszeit

Fixierung 500 ml Methanol 200 1 h oder i.N.
120 ml Essigsaure
ad 1 Liter VE-H,0
+500 pul Formaldehyd

Waschen 500 ml Ethanol 3x200 3x20 min
ad 1 Liter VE-H,0

Lésung1l 0,1 g Na;S,03x5H,0 250 1 min
ad 500 ml VE-H,0

Waschen VE-H,0 3x200-500 3x20 sec

Losung2 0,4 g AgNOs3 250 20 min

ad 250 ml VE-H,0
+187,5 pl Formaldehyd

Waschen VE-H,0 3x200-500 3x20sec

Lésung3 15 g Na,CO; 250 wenige sec bis min
5 ml Losung 1
ad 250 ml VE-H,0
+ 125 pl Formaldehyd

Stoppen  +Essigsaure 20-40 ml wenige min

Waschen VE-H,0 3 x200-500 3x20sec

2.7.11 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung stellt eine einfachere, jedoch weniger sensitive Firbemethode von Gelen nach
SDS-PAGE dar, als die Silberfarbung. Gele wurden nach der Elektrophorese in 250 ml Farbelésung (125 ml
Methanol, 25 ml Essigsdure, 100 ml VE-H,0, 625 mg Serva Blue G) fir 30—60 Minuten inkubiert. Zum
Entfarben des Hintergrundes wurde das Gel fiir mehrere Stunden oder tiber Nacht in 250 ml VE-H,O
mit ca. 20 ml Entfarbelésung (50 ml Essigsaure, 75 ml Ethanol, 125 ml VE-H,0) inkubiert. Die Lésung
wurde wahrend des Entfarbeprozesses mehrmals erneuert. Die Inkubationen erfolgten schwenkend bei
50 rpm. Die Farbelosung wurde mehrfach verwendet.

2.7.12 Western Blot

Der Western Blot dient der Ubertragung von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinmustern aus Poly-
acrylamidgelen auf eine Membran, die auf dieser als zunachst nicht sichtbare ,Flecke” (blots) erschei-
nen. Die Methode wurde von Towbin et al. (1979) entwickelt. Die Mobilisierung der Proteine aus dem
Gel erfolgte durch Anlegen einer elektrischen Spannung durch semi-dry transfer. Dazu wurden zunachst
drei saugfahige Filterpapiere (Blotting Paper BP002, Albet LabScience) in Transferpuffer (62,5 mM Tris,
480 mM Glycin, pH 7,9; 20 % Methanol) getrankt und luftblasenfrei auf die Anodenplatte des Elektro-
blotters (peglab) gelegt. Eine Nitrocellulosemembran (Protran BA83, GE Healthcare Life Sciences) wur-
de fiir 10 Minuten in Methanol eingelegt und biindig auf die drei Filterpapiere gelegt. Das Gel wurde
nach SDS-PAGE (Abschnitt 2.7.9) aus der Laufkammer entfernt und auf die Membran gelegt. Abschlie-
Rend wurden drei weitere in Transferpuffer getrankte Filterpapiere auf das Gel gelegt und Luftblasen aus
dem Stapel geschoben. Die Apparatur wurde mit der Kathodenplatte geschlossen und eine Spannung
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von 1,1 mA/cm? fiir 2 Stunden angelegt. Nach dem Transfer wurde die Membran mit 50 ml Ponceau S
(Sigma-Aldrich) fiir ca. 5 Minuten gefirbt, um die Ubertragung der Proteine auf die Membran sowie ei-
ne gleichmaRige Auftragung bei der vorangegangenen Gelelektrophorese zu tberprifen. Der Farbstoff
bindet an positiv geladene Aminogruppen und unpolare Bereiche der Proteine. Die Farbung wurde di-
rekt im Anschluss durch kurzes Schwenken der Membran in 0,1 M NaOH und griindliches Waschen mit
VE-H,0 entfernt. Nach dem Entfarben wurde die Membran Gber Nacht bei 4 °Cin 100 ml Blockierldsung
(5% Milchpulver in TBSy, Tabelle 2.19) in einer Glasschale inkubiert, um freie Membranbereiche fir
die im nachsten Schritt folgende Inkubation mit Antikérpern zu besetzen und somit unspezifische Bin-
dungen der Antikdrper zu vermeiden. Das Blockieren von Membranen fiir eine folgende Inkubation mit
His-tag-spezifischem Antikorper erfolgte in PBS mit 5% Milchpulver.

Tabelle 2.19: Tris-Puffer (Tris-buffered saline) fiir Zellaufschluss von R. sphaeroides (TBSg), Western Blot / Immuno-
detektion (TBSw) und Phosphatpuffer (Phosphate-buffered saline, PBS) fir Western Blot / Immunodetektion

TBSg TBSw PBS
Tris 25 mM 25 mM KH,PO,4 1,8 mM
NaCl 137 mM 137 mM Na,HPO, 10 mM
pH 8,3 7,5 NaCl 140 mM
KCl 2,7mM
pH 7,5

2.7.13 Immunodetektion durch Chemolumineszenz

Der immunologische Nachweis von CryB und AppA nach dem Western Blot erfolgte in zwei Schritten.
Zunachst wurde ein gegen das Zielprotein gerichteter, polyklonaler Antikérper verwendet. Die hohe Affi-
nitat dieses primaren Antikorpers ermoglicht eine spezifische Bindung an das Zielprotein nach Blockie-
ren der Membran im Anschluss an das Western Blotting. Ein sekundarer Antikérper mit gekoppelter
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) bindet dann spezifisch an den primaren Antikor-
per und kannim Anschluss durch eine Chemolumineszenz-Reaktion nachgewiesen werden. Dabei kataly-
siert das Enzym Meerrettich-Peroxidase in Anwesenheit von H,0, die Oxidation des Substrates Luminol.
Es erfolgt eine Lichtemission (Chemolumineszenz) auf Bereichen der Membran, an denen der sekundare
Antikorper gebunden ist.

Nach Entfernen der Blockierldsung wurde die Membran dreimal kurz mit TBSy (Tabelle 2.19) gewa-
schen und im Anschluss mit einer 1:1000-Verdiinnung (5 ul Antikérper in 5 mI TBSy ) von aufgereinigtem
Anti-CryB (Hendrischk et al., 2009a) oder Anti-His-AppAAN (Han et al., 2007) fir 2 Stunden in einer Hy-
bridisierungsrohre bei RT unter Schwenken inkubiert. Die Membran wurde anschlieRend zur Entfernung
von schwach oder ungebundenem Antikérper dreimal kurz mit VE-H,0 und zweimal fir jeweils 5 Mi-
nuten in TBSy gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper Goat anti-Rabbit
IgG Secondary Antibody, HRP conjugate (#31460, Thermo Fisher Scientific) in einer Verdiinnung von
1:10.000 (0,5 ul Antikérper in 5 ml TBSy) fiir 1 bis 1,5 Stunden. Die Membran wurde anschlieRend von
der Rohre in eine Glasschale transferiert und in dieser erneut dreimal kurz mit VE-H,0 und zweimal fir
5 Minuten mit TBSy gewaschen und gut abgetropft.

Im Falle der CryB-Detektion Uiber das His-tag ist der verwendete Antikorper bereits an eine Peroxida-
se gekoppelt und daher lediglich ein Inkubationsschritt nétig. Nach Entfernen der Blockierlésung wur-
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de die Membran dreimal fir jeweils 5 Minuten in einer Glasschale mit Waschlésung (PBS mit 0,05 %
Tween 20) und im Anschluss dreimal kurz mit VE-H,0 gewaschen. Die Membran wurde in eine Hy-
bridisierungsréhre tberfiihrt und der monoklonale Antikérper Anti-polyHistidine-Peroxidase Antibody
(A7058, Sigma-Aldrich) in einer 1:3000-Verdiinnung hinzugefiigt (2 ul AK mit 6 ml Bindepuffer (PBS mit
0,05 % Tween 20 und 1 % BSA)). Die Membran wurde fiir 1 bis 2 Stunden bei RT unter Schwenken inku-
biert. Im Anschluss wurde die Membran in einer Glasschale dreimal fiir je 5 Minuten in Waschlésung
gewaschen und gut abgetropft. Es folgte die Peroxidase-Reaktion durch Zugabe eines 1:1-Gemisches
(je 0,8-1 ml) des Lumi-Light Western Blotting Substrates (1: Luminol/Enhancer Solution und 2: Stable
Peroxide Solution, Roche) auf die Membran und eine Inkubation von ca. 2 Minuten. Die Membran wur-
de luftblasenfrei in eine Plastikfolie und diese fiir 20 Minuten in eine Kassette auf einen Rontgenfilm
(CEA Medical X-Ray Screen) gelegt. Die Entwicklung des Films nach der Belichtung durch die Membran
erfolgte unter Rotlicht. Der Film wurde zunachst in Rontgen-Entwicklerlésung (Adefo) geschwenkt, bis
Banden zu sehen waren (bis zu 30 Sekunden), anschlieRend kurz in VE-H, O gewaschen, fiir eine Minute
in Rontgen-Fixierlosung (Adefo) geschwenkt und zuletzt wieder in VE-H,0 gewaschen. Je nach Signal-
starke wurde ein weiterer Film fiir 1 bis 5 Minuten belichtet und entwickelt.

Tabelle 2.20: Verwendete Antikérper mit Verdiinnungen und Inkubationszeiten

Antikorper Herkunft Verdiinnung Inkubationszeit
Anti-CryB Hendrischk et al. (2009a) 1:1000 2h
Anti-AppAAN Han et al. (2007) 1:1000 2h
Anti-Rabbit 1gG (#31460) Thermo Fisher Scientific 1:10.000 1-1,5h
Anti-polyHistidine (A7058)  Sigma-Aldrich 1:3000 1-2h

2.7.14 In vivo Protein-pulldown

Die pulldown-Methode dient der Identifizierung potenzieller unbekannter Interaktionspartner eines
Zielproteins oder der Verifizierung einer Interaktion zweier Proteine. Im Gegensatz zum in vitro pull-
down, bei dem ein aufgereinigtes Zielprotein an eine Matrix gekoppelt und anschlieend mit Zelllysat
hybridisiert wird, um Interaktionspartner aus dem Lysat zu extrahieren, wird bei der in vivo Variante das
mit einem Affinitdts-tag versehene Zielprotein in den Zellen iberexprimiert und das Zelllysat anschlie-
Rend einer Aufreinigung unterzogen. So besteht die Moglichkeit einer Bindung an Interaktionspartner
bereits in der Zelle unter physiologischen Bedingungen. Neben Proteinen kdnnen auf diese Weise auch
Interaktionen mit Nukleinsdauren nachgewiesen werden.

Kulturen wurden in einem Volumen von 400 ml unter mikroaeroben Bedingungen lber Nacht an-
gezogen und die Zellen bei einer ODggo von 0,7 geerntet (8600 g / 7000 rpm Rotor F10S, Sorvall; 15
Minuten, 4 °C). Zellsedimente wurden in 5 ml Ni-NTA-Lysepuffer (Tabelle 2.15) gewaschen, erneut zen-
trifugiert (7600 g / 8000 rpm Rotor SS-34, Sorvall; 5 Minuten, 4 °C), in flissigem Stickstoff schockgefro-
ren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Fiir den Aufschluss wurden die Zellen in 5 ml Lysepuffer
mit 0,1 mM PMSF aufgenommen und auf Eis 7-mal fiir 30 Sekunden sonifiziert (Spitze MS 73; MS 72/D
(Power), 70 % Cycle). Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (14.000 g / 10.000 rpm Rotor SA-600, 30
Minuten, 4 °C) entfernt. Der Uberstand (cleared lysate, CL) wurde zur Bindung des Proteins mit 0,5 mlin
Lysepuffer dquilibrierter Ni-NTA-Matrix flr eine Stunde bei 4 °C unter Schwenken inkubiert. Das Gemisch
wurde anschliefend in eine 1-ml-Polypropylensaule (Qiagen) gegeben, der Durchfluss (flow-through,
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FT) auf Eis aufgefangen und erneut auf die Sdule gegeben. Zur Entfernung schwach gebundener Prote-
ine wurde die Matrix dreimal mit je 1 ml Lysepuffer und sechsmal mit Waschpuffer (20 mM Imidazol)
gewaschen. Die Elution erfolgte einmal mit Elutionspuffer | (100 mM Imidazol) (E1), einmal mit Elutions-
puffer Il (200 mM Imidazol) (E;) und zweimal mit Elutionspuffer Il (250 mM Imidazol) (Es—E4), jeweils
in einem Volumen von 250 pl. Die Puffer entsprechen den in Tabelle 2.15 aufgefiihrten, es wurde ledig-
lich die Imidazolkonzentration fiir die Elution graduell erhoht. Fraktionen wurden anschlieBend durch

Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Gelfarbung sowie Western Blot analysiert.

2.7.15 In vitro Reparaturassay

Der in dieser Arbeit angewendete in vitro Reparaturassay ist eine spektroskopiebasierte Methode zum
Monitoring der Reparatur von UV-Photoprodukten (CPD und (6-4)-PP) in DNA. Der Assay wurde in Zu-
sammenarbeit mit Richard Pokorny (AG Batschauer, Philipps-Universitat Marburg) nach der Methode
von Brych et al. (2015) durchgefiihrt, die eine Modifikation der urspriinglich von Yamamoto et al. (2013)
beschriebenen Methode darstellt, um die Reparatur von (6-4)-Schaden durch CryB zu untersuchen. Der
Assay benotigt photoreduziertes Protein sowie ein Substrat, welches den zu untersuchenden Schaden-
typ enthalt. Alle Teilexperimente (Proteinreduktion, Schadeninduktion und Reparaturassay) wurden in
einem abgedunkelten Raum unter Rotlicht durchgefiihrt, um einen Lichteinfluss bei der Uberfiihrung
der Kiivette zwischen Spektrofluorometer und Spektrophotometer zu vermeiden.

2.7.15.1 Induktion von UV-Schaden in Oligo(dT),5-DNA

Flr die Generierung von (6-4)-Photoprodukten wurde ein einzelstrangiges DNA-Oligonukleotid aus 18
Desoxythymidinen (Oligo(dT).g) mit UV-C-Licht (265 nm) bestrahlt. Die gleichzeitige Entstehung von
CPD-Schaden kann bei dieser Reaktion nicht vermieden werden. Die Schaden treten in einem Verhaltnis
von durchschnittlich vier CPD und einem (6-4)-PP je Molekil auf (Brych et al., 2015). Die Bestrahlung
erfolgte in einem Volumen von 120 pl mit 100 uM Oligo(dT)g (Finnzymes) in TE-Puffer (10 mM Tris-
HCI pH 7,5; 1 mM EDTA) in einer Quarzkivette (Suprasil®, Hellma) im Spektrofluorometer RF-5301PC
(Shimadzu) fiir einen Zeitraum von 2,5 Stunden. Wahrenddessen wurde die Kiivette alle 15 bis 30 Minu-
ten zur Messung von Absorptionsspektren (300-450 nm) in ein Spektrophotometer (GeneQuant 1300,
GE Healthcare) tberfihrt und direkt nach jeder Messung zur Weiterbestrahlung wieder in das Spek-
trofluorometer gesetzt. Dadurch wurden Verdanderungen bei 325 nm erfasst, dem spezifischen Absorp-
tionsmaximum von T(6-4)T-Dimeren (Yamamoto et al., 2013). Als baseline wurde TE-Puffer verwendet.
Zur Uberpriifung der Entstehung beider Schadentypen, CPD und (6-4)-PP, wurde vor und nach der Be-
strahlung ein 6-pl-Aliquot entnommen, mit 112 ul TE-Puffer verdiinnt (5 uM Oligo(dT)1g) und jeweils
ein Absorptionsspektrum (220-450 nm) gegen TE-Puffer gemessen. Damit wurden Verdanderungen bei
265 nm erfasst, dem Absorptionsmaximum intakter Thymine (Kim und Sancar, 1991; Yamamoto et al.,
2013).

Fir die Herstellung eines doppelstrangigen Substrates wurde das UV-behandelte, einzelstrangige
Oligo(dT)1g mit intaktem Oligo(dA).g hybridisiert (annealing). Beide Molekiile wurden in einer Konzen-
tration von jeweils 37,5 uM in Photoreparaturpuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 50 mM NaCl, 10 % Glycerin)
vereinigt. Es wurden drei Reaktionen a 37 pl angesetzt und diese in einem Thermocycler zunachst fir
5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Im Anschluss wurde die Temperatur schrittweise (um 0,5 °C jeweils fur 30
Sekunden) auf 10 °C abgekihlt, um ein Zusammenlagern beider Strange zu ermdoglichen. Beide Substra-
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te wurden nach Herstellung im Dunkeln gehalten sowie bei 4 °C (dsDNA) aufbewahrt oder bei -20°C
eingefroren (ssDNA).

2.7.15.2 In vitro Reparaturassay mit CryB

Die Reparaturreaktion enthielt 1 uM photoreduziertes CryB (Abschnitt 2.7.5) und 30 uM UV-geschéadig-
tes Oligo(dT),g oder 30 uM entsprechende dsDNA (Abschnitt 2.7.15.1) in Photoreparaturpuffer (50 mM
Tris-HCI, pH 7,5; 50 mM NaCl; 10 % Glycerin; 10 mM DTT) sowie 10 mM DTT, in einem Gesamtvolu-
men von 125 pl. Die Bestrahlung der Reaktion zur Anregung des reduzierten FADH™ und zum Induzie-
ren der Reparatur erfolgte in einer Quarzkiivette (Suprasil®, Hellma) im Spektrofluorometer RF-5301PC
(Shimadzu) mit UV-A-Licht von 385 nm (100 umol/m?/s). In regelméaRigen Abstanden wurde die Kiivette
zur Messung von Absorptionsspektren (300-450 nm) kurzzeitig in das Spektrophotometer (GeneQuant
1300, GE Healthcare) tiberfiihrt, um das Absorptionsmaximum der (6-4)-PP der Substrat-DNA bei 325 nm
zu Uberwachen. Als baseline wurde die gleiche Zusammensetzung wie bei der Reparaturreaktion, ohne
DNA-Substrat und mit HepA/B-Puffer anstelle des Proteins, verwendet. Vor Beginn und nach Beendigung
der Bestrahlung mit UV-A-Licht wurde eine Probe von 20 ul aus der Reaktion entnommen, mit 100 pl
TE-Puffer (10 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA) verdiinnt (entspricht 5 uM DNA-Substrat) und jeweils ein
Absorptionsspektrum (220-450 nm) gemessen, um wie bei der Induktion des Schadens das Maximum
bei 265 nm als Indikator fiir die Zu- oder Abnahme intakter Thymine zu liberpriifen. Als baseline wurden
20 ul des fir die Reparaturreaktion verwendeten baseline-Mix mit 100 pl TE-Puffer verdiinnt.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeines zu CryB

CryB ist im Genom von R. sphaeroides 2.4.1 auf Chromosom Il kodiert und unter dem Gen-Namen
RSP_3077 und der UniProt-Nummer Q3IXP1 (UniProt, 2015) als , deoxyribodipyrimidine photolyase-
related protein“ annotiert. Die kodierende Sequenz (CDS) inklusive Stopcodon ist 1527 Basenpaare
lang und kodiert ein 508 Aminosaure langes Protein mit einem theoretischen Molekulargewicht von
58 kDa (ExPASy; Gasteiger et al., 2003). Die Expression des Gens unterliegt der Kontrolle eines RpoH,-
abhangigen Promotors. Es wird als Reaktion auf Singulettsauerstoffstress, vermittelt durch den alter-
nativen Sigmafaktor RpoH,,, verstarkt exprimiert (Hendrischk et al., 2009a; Nuss et al., 2010). Die Kris-
tallstruktur des Proteins (Geisselbrecht et al., 2012) ist in der Protein Database wwPDE (Berman et al.,
2003) mit der Nummer 3ZXS hinterlegt.

Im Rahmen der Untersuchung der drei Photolyase/Cryptochrom-Kandidaten aus R. sphaeroides
wurde fir die Photolyase PhrA eine Hauptrolle in der Photoreaktivierung festgestellt. Der Beitrag von
CryB zur Uberlebensfihigkeit der Zellen nach UV-Stress war geringer als der von PhrA. CryB wurde daher
als mogliche zweite Photolyase erwogen. Der dritte Kandidat, RSP_1981, zeigte keine Beteiligung an dem
Prozess (Hendrischk et al., 2007). CryB verfiigt Giber drei Cofaktoren: Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD),
6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DLZ) und ein [4Fe4S]-Eisen-Schwefel-Cluster (Geisselbrecht et al., 2012).
DLZ stellt einen neuartigen Antennenchromophor dar, ein FeS-Cluster hingegen ist bekannt als ubiquita-
rer Cofaktor vieler Proteine (White und Dillingham, 2012), jedoch ist es nicht in klassischen Photolyasen

und Cryptochromen vorhanden.

3.1.1 Konstrukt zur heterologen Expression von CryB in E. coli

Das CryB-Protein und seine Varianten (Abschnitt 3.2) wurde in dieser Arbeit mit dem T7 Expressions-
system in E. coli BL21(DE3)pLysS vom Vektor pET28a heterolog exprimiert (pETcryB), um fir die Aufrei-
nigung Uberexprimiert zu werden. Sofern abweichend E. coli Rosetta(DE3) flir die Expression verwen-
det wurde, ist dies im Text vermerkt. Das Plasmid wurde von Yann Geisselbrecht (AG Essen, Philipps-
Universitdat Marburg) zur Verfligung gestellt. Das zu Beginn verwendete Expressionssystem in pQE32
(Hendrischk et al., 2009a) wurde aufgrund einer hoheren Proteinausbeute bei der Verwendung des pET-
Systems auf letzteres umgestellt (Geisselbrecht, 2013).

Durch den pET28a-Vektor wird die Sequenz fiir ein Hexahistidin-tag (His-tag) upstream an die
cryB-CDS in der multiple cloning site angefligt und bewirkt die N-terminale Fusion des resultierenden
Proteins an das His-tag. Upstream der His-tag-Sequenz befinden sich vier Codons, beginnend mit dem
Startcodon ATG. Zwischen tag und Beginn der CDS befinden sich 10 Codons, gefolgt von einem vektor-
eigenen ATG (als Teil der Ndel-Schnittstelle). Die erste Position der cryB-Sequenz, G, wurde bereits bei
der Klonierung des Konstruktes pQEcryB (Hendrischk et al., 2009a) gegen ein C ausgetauscht. Somit ist
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das cryB-eigene GTG-Startcodon durch CTG ersetzt, gefolgt von der restlichen Sequenz ab ACA. Diese
Anderung wurde bei der Konstruktion von pET-RsCryB (Geisselbrecht et al., 2012) {ibernommen. Die
Gesamtlange des His-Fusionsproteins betragt 529 AS (in pQEcryB 522 AS), das theoretische Molekular-
gewicht betragt 60,32 kDa (ExPASy, Gasteiger et al., 2003). Die Nummerierung der Aminosauren beginnt
bei der des ersten Codons (GTG bzw. CTG) der cryB-Sequenz (Geisselbrecht, 2013). Abbildung 3.1 zeigt
einen Ausschnitt der Plasmidkarte von pETcryB. Die Aminosduresequenz befindet sich in Anhang 9.5.

pET. f—‘

. . .AGGAGATATACCATGGGCAGCAGC CATCATCATCATCATCAC AGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATG CTGACACGGCTCATCC. . .

His-tag Ndel cryB->

Abbildung 3.1: Beginn der cryB-Sequenz (blau) in pET28a (grau) mit His-tag-Sequenz (griin). Unterstrichen = Ndel-
Schnittstelle. Beschreibung siehe Text.

3.1.2 Aufreinigung des CryB-Wildtyp-Proteins

Das CryB-Wildtyp-Protein wurde in dieser Arbeit fiir unterschiedliche Zwecke aufgereinigt. Zum einen
wurde es als Kontrolle fiir den Vergleich mit neuen Aminosdureaustauschvarianten von CryB verwen-
det (Abschnitt 3.2), zum anderen fiir verschiedene Experimente wie Interaktionsstudien, Kristallisati-
on oder den Reparaturassay. Ausbeute und Reinheit des Proteins hangen von der Anzahl der Aufrei-
nigungsschritte ab. Bei einer Ni-NTA-Aufreinigung konnten im Schnitt 10 mg Protein (+/- 2,2) je Liter
Expressionskultur erhalten werden. Die Ausbeute nach der Heparin-Aufreinigung von zuvor Ni-NTA ge-
reinigtem Protein betrug 5,3 mg (+/- 1,6) je Liter Expressionskultur. Die Reinheiten nach diesen beiden
Aufreinigungsschritten wurden einmalig durch Quantifizierung des Anteils der Intensitat der CryB-Bande
in einem Coomassie-gefarbten Gel im Verhaltnis zu den Intensitaten aller vorhandenen Banden der glei-
chen Probe bestimmt (Abbildung 3.2 A). Die Bestimmung erfolgte mit dem Odyssey Infrared Imaging Sys-
tem (LI-COR Biosciences) in Zusammenarbeit mit Richard Pokorny (AG Batschauer, Philipps-Universitat
Marburg). Die Reinheit nach Ni-NTA betrug lediglich 46 %, was durch das Vorhandensein unspezifischer
Banden erkennbar ist (Abbildung 3.2 A). Durch anschlieBende Heparin-Aufreinigung wurde sie auf 95 %
erhoht.

Fir die meisten Anwendungen genligten Aufreinigungen durch Ni-NTA oder Ni-NTA und Heparin.
Eine Gelfiltration wurde in wenigen Fallen angeschlossen. Die Ausbeute nach Gelfiltration von zuvor
Ni-NTA- und Heparin-gereinigtem Protein betrug ca. 4 mg Protein (+/- 2) je Liter Expressionskultur; die
Reinheit wurde nicht bestimmt, da sie nach der Heparin-Aufreinigung mit 95 % bereits sehr hoch war.
Chromatogramme eines Heparin- sowie eines Gelfiltrationslaufs sind in Anhang 9.1 gezeigt. Die Ab-
sorptionsspektren nach Ni-NTA- und Heparin-Aufreinigung (Abbildung 3.2 B) entsprechen dem zuvor
beschriebenen Spektrum von CryB mit mehreren auf oxidiertes FAD zurlickzuflihrenden Maxima (Hen-
drischk et al., 2009a; Geisselbrecht et al., 2012). Das Spektrum nach der Heparin-Aufreinigung weist
bei gleicher Proteinmenge eine hohere Gesamtabsorption auf als nach Ni-NTA-Aufreinigung, was auf
den hoheren CryB-Anteil im Verhaltnis zu unspezifischen Verunreinigungen in ersterer Probe zurlickzu-
fUhren ist. CryB weist eine Gelbfarbung auf, die durch die blaulichtabsorbierenden Cofaktoren entsteht
(Hendrischk et al., 2009a). Bei sehr hohen Konzentrationen zeigt sich eine starke braunliche Farbung,
die auf das FeS-Cluster zurickzufihren ist (Abbildung 3.2 C). Die Stabilitat hangt vom Puffer ab, in dem
CryB aufbewahrt wird. Ni-NTA-Elutionspuffer mit einem hohen Imidazolgehalt beglinstigt ein Ausfallen
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Abbildung 3.2: Aufreinigung des CryB-Wildtyp-Proteins. A) Coomassie-gefarbtes Gel der Proben nach Ni-NTA-
und Heparin-Aufreinigung. Die Ausschnitte stammen von demselben Gel. B) Absorptionsspektren von CryB nach
Ni-NTA- und Heparin-Aufreinigung, normalisiert auf 700 nm. C) Verschiedene Konzentrationen von CryB nach der
Heparin-Aufreinigung.

des Proteins starker als die anderen verwendeten Puffer, jedoch bleibt Wildtyp-CryB auch in Elutions-
puffer fiir einige Tage stabil. Ein Verdiinnen mit dem Puffer des nachsten Aufreinigungsschrittes oder
Ni-NTA-Lysepuffer verbessert die Haltbarkeit.

In den jeweiligen Kapiteln ist beschrieben, welche Aufreinigungen vorgenommen wurden. Fir Un-
tersuchungen der CryB-Varianten (Abschnitte 3.3 und 3.4) genligte Ni-NTA. Die charakteristische Gelb-
farbung diente bei den Untersuchungen der Varianten als erster offensichtlicher Indikator fir das Vor-
handensein oder die Abwesenheit der blaulichtabsorbierenden Cofaktoren. Dies wurde weiterhin durch

Spektralmessungen der Proteine und der geldsten Cofaktoren untersucht.

3.1.3 Expression von CryB in R. sphaeroides

Als Basis fir in vivo Untersuchungen dienten die Stamme Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 (Wildtyp) und
2.4.1AcryB (im Folgenden nur AcryB genannt). Im Knockout-Stamm AcryB ist der GroRteil des Gens durch
eine Kanamycin-Resistenzkassette ersetzt. Dieser Stamm wurde durch das Plasmid pRKcryB komplemen-
tiert und ergibt den Stamm AcryB pRKcryB. Das Plasmid enthalt die CDS von cryB inklusive 127 bp up-
und 67 bp downstream und umfasst somit den Gen-eigenen Promotor und Terminator (Hendrischk et al.,
2007). Als Leervektorkontrolle dient entsprechend der Stamm AcryB pRK415. Ausgehend von pRKcryB
wurden diverse Komplementationen mit CryB-Varianten durchgefiihrt. Des Weiteren wurde CryB als
eCFP-Fusion vom Plasmid pBE16ScryBeCFP zwecks Lokalisationsstudien exprimiert (Abschnitt 3.11) so-
wie als Uberexpression von pRKpufcryB fiir den in vivo pulldown (Abschnitt 3.9) und die Photoreaktivie-

rung, entweder im Wildtyp oder in AcryB.
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3.2 Einfiihrung zu den CryB-Varianten

Alle bisherigen in vivo Untersuchungen zu CryB betrafen das Wildtyp-Protein. Die detaillierte Betrach-
tung der Rolle der Cofaktoren von CryB bei der in vivo Photoreaktivierung geschah in dieser Arbeit
durch den gezielten Austausch von Aminosduren an den Bindestellen der Cofaktoren, wodurch Bindung
oder Funktion von jeweils einem oder zwei der insgesamt drei Cofaktoren beeintrachtigt werden. Der
Knockout-Stamm AcryB wurde mit den verschiedenen Varianten komplementiert. Es wurde untersucht,
ob die jeweilige Variante die Uberlebensfihigkeit von AcryB nach UV-Behandlung wiederherstellen kann.
Darauf basierend konnte auf die Relevanz der einzelnen Cofaktoren im Prozess der Photoreaktivierung
geschlossen werden. Neben den Cofaktor-Varianten wurden zwei CryB-Versionen untersucht, bei denen
jeweils eine in (6-4)-Photolyasen konservierte Aminosaure des aktiven Zentrums ausgetauscht wurde.
Diese Varianten sollten Aufschluss tiber die Funktion von CryB als potenzielle (6-4)-Photolyase geben.

Die Herstellung der ersten Aminosdureaustauschvarianten von CryB geschah durch Yann Geissel-
brecht und diente vorwiegend der Aufklarung des proteininternen Elektronentransferweges zur Reduk-
tion des FAD (Geisselbrecht, 2013). AuRerdem wurden Aminosauren an der Bindestelle des Antennen-
chromophors sowie des Eisen-Schwefel-Clusters vorgenommen. Letzteres wurde ebenso durch Sebas-
tian Frihwirth begonnen (Frihwirth, 2012). Die Erkenntnisse der Untersuchungen auf Proteinebene
wurden genutzt, um einige dieser Varianten fir in vivo Untersuchungen auszuwahlen. Im Laufe dieser
Arbeit wurden weitere, bislang noch nicht vorhandene Varianten generiert, um die Reparaturaktivitat
sowie die Bindung von FAD und FeS-Cluster weiterfliihrend zu untersuchen. Darunter befinden sich ne-
ben Austauschvarianten auch zwei C-terminal verkiirzte CryB-Versionen. Die Analyse neuer Varianten
geschah zunachst auf Proteinebene. Interessante Kandidaten wurden im Anschluss fiir in vivo Untersu-
chungen in R. sphaeroides AcryB exprimiert.

Alle Konstrukte fiir die heterologe Expression der CryB-Varianten in E. coli zur Untersuchung auf Pro-
teinebene basieren auf dem in Abschnitt 3.1.1 vorgestellten Konstrukt pETcryB und unterscheiden sich
nur in Basenaustauschen oder Verkiirzungen der CDS. Entsprechend basieren alle fiir die in vivo Expres-
sion in R. sphaeroides AcryB ausgewahlten Kandidaten zur Untersuchung der Photoreaktivierung auf
dem Konstrukt pRKcryB (Abschnitt 3.1.3). Die Einbringung von Punktmutationen ins Chromosom wiirde
eine naturlichere Situation darstellen und ist prinzipiell moglich, jedoch langwieriger. Der Weg der Kom-
plementation von AcryB mit plasmidkodierten CryB-Varianten wurde gewahlt, da auf diese Weise viele
Aminosdureaustausche untersucht werden kénnen, ohne die Erzeugung von chromosomalen Mutatio-
nen.

Aufgrund der Plasmidexpression der Varianten werden die entsprechenden Stamme immer mit der
Wildtyp-Komplementation AcryB pRKcryB sowie mit der Leervektorkontrolle AcryB pRK415 verglichen.
Tabelle 3.1 zeigt eine Ubersicht der im Vorfeld und wihrend dieser Arbeit entstandenen Varianten in den
Vektoren pETcryB und pRKcryB. AuRerdem wurde eine Uberexpression des Wildtyp-Proteins in AcryB
untersucht. Das dazu verwendete Plasmid pRKpufcryB ist in Konzer (2008) sowie in einem spateren Ab-
schnitt (3.9) beschrieben.

74



3.2 EINFUHRUNG ZU DEN CRYB-VARIANTEN ERGEBNISSE

Tabelle 3.1: CryB-Varianten mit Aminosdureaustausch oder Sequenzverkiirzung zur Expression in E. coli (pETcryB)
und R. sphaeroides (pRKcryB)

Name AS-Austausch / Modifikation Beteiligung der AS / Domine Quelle
in pETcryB  in pRKcryB
H362A Histidin -> Alanin DNA-Interaktion d. A d.A.
Q302A Glutamin -> Alanin DNA-Interaktion d. A d. A
W338F Tryptophan -> Phenylalanin FAD-Reduktion YG d. A
Y387F Tyrosin -> Phenylalanin FAD-Reduktion YGY d.A.
Y391F Tyrosin -> Phenylalanin FAD-Reduktion YGY d.A.
L366H Leucin -> Histidin FAD-Bindung NK HH
L366F Leucin -> Phenylalanin FAD-Bindung d.A. d. A
L366A Leucin -> Alanin FAD-Bindung d.A. d.A.
E37F Glutamat -> Phenylalanin DLZ-Bindung YG d.A.
E37F/W338F  Glutamat -> Phenylalanin DLZ-Bindung d. A IN
Tryptophan -> Phenylalanin FAD-Reduktion
E37F/L366H Glutamat -> Phenylalanin DLZ-Bindung d.A. d.A.
Leucin -> Histidin FAD-Bindung

C346A Cystein -> Alanin FeS-Cluster-Bindung d.A. -
C434A Cystein -> Alanin FeS-Cluster-Bindung d.A. -
C437A Cystein -> Alanin FeS-Cluster-Bindung YG -
C450A Cystein -> Alanin FeS-Cluster-Bindung d.A. -
C434A/C437A  Cystein -> Alanin (2x) FeS-Cluster-Bindung d.A. SF/KT
C437S Cystein -> Serin FeS-Cluster-Bindung NSR -
Dcazovsos C-terminale Deletion FeS-Cluster-Bindung NSR -
Apazi-pso7 C-terminale Deletion mit termi-  FeS-Cluster-Bindung d.A. -

nalem Valin

Abkirzungen: d. A. = diese Arbeit; NK = Nils Kawen (Bachelorarbeit 2014); HH = Helena Hantl (Bachelorarbeit 2015); JS = Jana
Stein (Bachelorarbeit 2013); SF = Sebastian Frihwirth (Doktorarbeit 2012); KT = Kristin Teich (2012); YG = Yann Geisselbrecht
(Doktorarbeit 2013); NSR = Sreenath Reddy Nayakanti (2013).

FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid; DLZ = 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin; FeS = Eisen-Schwefel.

Y in dieser Arbeit nur in vivo. Fir in vitro Untersuchungen siehe Geisselbrecht (2013).

3.2.1 Invivo Expression und Photoreaktivierung — alle Varianten

Zur Uberpriifung der Proteinlevel der in R. sphaeroides AcryB exprimierten CryB-Varianten wurden Ge-
samtzellextrakte der Stamme durch Western Blotting untersucht (Abbildung 3.3). Dabei wurden die Pro-
ben in l6sliche und unldsliche Fraktionen getrennt. Im Falle von schlecht I6slichen Proteinen sollte da-
durch tberprift werden, ob ein Anteil des exprimierten Proteins in inclusion bodies gelangt. Die Zellen
wurden unter den gleichen Bedingungen (mikroaerob) angezogen und in der gleichen Wachstumsphase
(ODego = 0,75) geerntet, wie bei der Verwendung fiir die in vivo Photoreaktivierungsexperimente. Auf-
grund einer geringen Expressionsrate von CryB (Hendrischk et al., 2009a) ist in der Wildtyp-Probe kein
Signal zu erkennen. Auch im Knockout AcryB und in der Leervektorkontrolle AcryB pRK415 erscheint kein
Signal. Ein deutliches Signal ist bei dem Komplementationsstamm AcryB pRKcryB erkennbar. Abbildung
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3.3 dient als Ubersicht und dem Vergleich aller CryB-Varianten sowie der Kontrollen, auf die bei der
Charakterisierung in Bezug auf die in vivo Photoreaktivierung in den folgenden Abschnitten verwiesen
wird. Diesbeziglich ist durch ein (+) oder (-) angegeben, ob die Photoreaktivierung im jeweiligen Stamm
funktioniert oder nicht (vgl. Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.3: Western Blot gegen CryB aus Zelllysaten von 14 R. sphaeroides-Stammen. Zellen wurden unter mi-
kroaeroben Bedingungen angezogen und bei einer ODggg von 0,75 geerntet. Je 100 pug Gesamtprotein der Uber-
stdnde nach Ultrazentrifugation (I6sliche Fraktion) bzw. der resuspendierten Sedimente (unldsliche Fraktion). Zu
jedem Stamm ist angegeben, ob dieser zur Photoreaktivierung fahig ist (+) oder nicht (-) (vgl. Abbildung 3.4).
Ponceau-gefarbte Membranen dienen als Ladekontrollen. Alle Stimme mit CryB-Varianten mit den angegebenen
Aminosaureaustauschen basieren auf AcryB pRKcryB. EVC = Leervektorkontrolle AcryB pRK415. Das berechnete
Molekulargewicht von CryB betrdgt 58 kDa (ExPASy; Gasteiger et al., 2003).

Bereits zuvor wurde gezeigt, dass CryB an dem lichtabhingigen Uberleben von UV-Strahlung betei-
ligt ist (Hendrischk et al., 2007). Die grundsatzliche Fahigkeit zur Photoreaktivierung in R. sphaeroides
zeigt sich durch die stark unterschiedlichen Uberlebensraten zwischen Wildtyp-Zellen, die nach der UV-
Behandlung entweder im Licht oder in Dunkelheit inkubiert wurden. Die im Licht angezogenen Zellen
weisen eine Uberlebensrate von 81 % auf, wahrend die der direkt nach dem UV-Stress in Dunkelheit in-
kubierten Zellen bei 2 % liegt. Keine der Uberlebensraten der im Dunkeln angezogen Stimme erreicht
einen hoheren Wert als 6 % (Abbildung 3.4). Fiir den Vergleich der Stdmme in Bezug auf die Fahigkeit
zur Photoreaktivierung werden im Folgenden nur die Werte der im Licht gewachsenen Zellen verglichen.
Der Knockout-Stamm AcryB weist eine im Vergleich zum Wildtyp (81 %) stark verminderte Uberlebens-
rate von 8 % auf. Dieser Effekt ist spezifisch, da er durch die Wiedereinfiihrung des cryB-Gens auf einem
Plasmid riickgdangig gemacht wird, gezeigt durch den Komplementationsstamm AcryB pRKcryB. Der leere
Vektor ist nicht in der Lage, die UV-Resistenz des Wildtyps wiederherzustellen, gezeigt durch den Stamm
AcryB pRK415 mit einer Uberlebensrate von 17 %. Die Uberlebensrate des Komplementationsstammes
liegt mit 91 % hoher als die des Wildtyps, jedoch im Bereich der Standardabweichung. Das Proteinlevel
von CryB in diesem Stamm ist zudem deutlich héher als im Wildtyp (Abbildung 3.3). Die Uberexpression
von CryB im Stamm AcryB pRKpufcryB bewirkt keine weitere Steigerung der Uberlebensrate, sie liegt mit
84 % ebenfalls in diesem Bereich. Das residuale Uberleben in AcryB und AcryB pRK415 ist wahrscheinlich
auf die Aktivitdt der Photolyase PhrA (Hendrischk et al., 2007) zuriickzuflihren. Der Stamm AphrA zeigt
unter den hier angewendeten Bedingungen kein Uberleben (Daten nicht gezeigt). Alle weiteren auf die
in vivo Photoreaktivierung untersuchten CryB-Varianten der in Abbildung 3.4 gezeigten Stamme werden
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in den folgenden Abschnitten ausfiihrlich charakterisiert und an den entsprechenden Stellen wird auf
diese Abbildung verwiesen. Die Stamme AcryB pRKcryB und AcryB pRK415 dienen dabei stets als Positiv-
bzw. Negativkontrolle.
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Abbildung 3.4: Uberlebensraten verschiedener R. sphaeroides-Stimme nach UV-Bestrahlung. Zellen wurden
mit 100 J/m? UV-Licht (254 nm) bestrahlt und anschlieRend zur Regenerierung bei einer Lichtintensitit von
50 pmol/m?/s (weiBe Balken) fiir 3 Stunden oder in Dunkelheit (schwarze Balken) inkubiert. Kolonien wurden
nach 4 Tagen weiterer Inkubation in Dunkelheit gezihlt. Die Uberlebensraten sind als Verhéltnis der CFU von UV-
behandelten zu nicht behandelten Zellen in Prozent dargestellt. Mittelwerte aus drei bis vier biologischen Wie-
derholungen mit Standardabweichung.

3.3 Untersuchungen zur (6-4)-Photolyaseaktivitat

3.3.1 Aktives Zentrum — H362A und Q302A

Eukaryotische (6-4)-Photolyasen besitzen drei konservierte Histidine als HHxxxH-Motiv im aktiven
Zentrum, von denen zwei essenziell flr die Reparatur von (6-4)-Schaden sind (Hitomi et al., 2001).
Abbildung 3.5 zeigt einen Sequenzvergleich von vier eukaryotischen und zwei proteobakteriellen
(6-4)-Photolyasen. Die Positionen der beiden relevanten Histidine sind hervorgehoben und gemaR der
Ublichen Bezeichnung als His1 und His2 markiert (Yamamoto et al., 2017). In der FeS-BCP-Unterfamilie
bindet das erste Histidin, H362 in CryB, entsprechend H366 in Agrobacterium fabrum PhrB, an das erste
(5’) Thymin des T(6-4)T-Photoproduktes. Das zweite Histidin ist in der FeS-BCP-Gruppe durch ein Leucin
ersetzt (L366 in CryB) und an der Bindung des zweiten (3’) Thymins des Schadens beteiligt. Das Histidin
direkt vor H362 ist nicht an der Bindung und Reparatur des Schadens beteiligt (Zhang et al., 2013).
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1 2
D.melanogaster (fly) 6-4Phot 351DATIMRQLRQEGWIHHLARHAVACFL
X.laevis (frog) 6-4Phot 340DATMTQLRTEGWIHHLARHAVACFL
D.salina (green alga) 6-4Phot 387DAAMTQLREWGWMHHLARHSVACFL
U.maydis (fungus) Phr2 423DALMRQLRLEGWMHHLGRHSVAAFL
A.fabrum (bacterium) PhrB 352AKVITETIENAYAHHIQRLMITGNF
R.sphaeroides (bacterium) CryB 348SAAVAQTRDLAYAHHIQRLMVTGNF
¢ kX %

Abbildung 3.5: Alignment der Aminosauren des aktiven Zentrums verschiedener (6-4)-Photolyasen. Konservierte
Histidine/Leucine die an der Bindung des DNA-Schadens beteiligt sind, sind in rot hervorgehoben und mit Zahlen
markiert. Die blauen Zahlen geben die Position der gezeigten Sequenz im Protein an. UniProt-Nummern (UniProt,
2015): Drosophila melanogaster (Q8SXK5), Xenopus laevis (Q91910), Dunaliella salina (Q52Z99), Ustilago maydis
(AOAOD1E060), Agrobacterium fabrum (A9CH39), Rhodobacter sphaeroides (Q3IXP1). Das Alignment wurde mit
CLUSTAL OMEGA (Sievers et al., 2011) erstellt.

Zur Eroérterung der Moglichkeit einer spezifischen (6-4)-Photolyaseaktivitat bei CryB wurde das hoch-
konservierte und wichtige Histidin H362 durch Alanin ersetzt. Des Weiteren wurde das zu 99 % in der
FeS-BCP-Gruppe konservierte Glutamin Q302 (Q306 in AfPhrB), welches ebenfalls an der Bindung des
ersten Thymins des (6-4)-Schadens beteiligt und auch in der (6-4)-Photolyase aus D. melanogaster vor-
handen ist (Zhang et al., 2013), durch Alanin ersetzt. Beide Varianten wurden zur Analyse auf Protein-
ebene heterolog exprimiert und aufgereinigt. Beide lassen sich in ausreichender Menge und in stabi-
ler Form exprimieren, auch die charakteristische Gelbfarbung ist vorhanden (Abbildung 3.6 A und B).
Bei CryB H362A ist nach einem Tag ein starker Ausfall zu beobachten, jedoch nur, wenn das Protein
nach der Ni-NTA-Aufreinigung in Elutionspuffer mit hoher Imidazolkonzentration bleibt. Wird das Pro-
tein verdiinnt oder umgepuffert, so bleibt es wie Wildtyp-CryB fiir mehrere Tage stabil. CryB Q302A
bleibt auch in Elutionspuffer fiir mehrere Tage stabil. Die Absorptionsspektren der Proteine nach Ni-NTA-
Aufreinigung unterscheiden sich nicht von dem des Wildtyp-Proteins, ebenso die durch Aufkochen der
Proteine erhaltenen l6slichen Cofaktoren (Abbildung 3.6 C und D). AuBerdem wurde der Besetzungs-
grad von CryB H362A mit den Cofaktoren FAD und DLZ bestimmt, er betragt 96 bzw. 77 %, was dem
Wildtyp-Protein entspricht (Tabelle 3.2).

Diese Varianten wurden zur Untersuchung der Fahigkeit zur Photoreaktivierung plasmidkodiert in
R. sphaeroides AcryB eingefligt und mit dem Stamm AcryB pRKcryB, der die in vivo Photoreaktivierung
wiederherstellen kann, als Positivkontrolle verglichen. AcryB pRK415 diente als Negativkontrolle. Der
Stamm AcryB pRKcryB H362A zeigte eine mit der Negativkontrolle vergleichbare Uberlebensrate nach
UV-Behandlung von 17 % und war somit nicht in der Lage, die fehlende Photoreaktivierung wiederherzu-
stellen (Abbildung 3.4). Der Stamm AcryB pRKcryB Q302A zeigte nur eine geringfligig verringerte Uber-
lebensrate (73 %) im Vergleich zur Positivkontrolle. Bei der in vivo Expression in AcryB weisen beide Va-
rianten im Western Blot eine vergleichbare Bande wie das Wildtyp-Protein des Kontrollstammes AcryB
pRKcryB auf (Abbildung 3.3). Die Photoreaktivierung wurde auch kinetisch bestimmt, dies ist zusammen
mit anderen CryB-Varianten in einem spateren Abschnitt (3.4.5) beschrieben.
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Abbildung 3.6: Untersuchung der CryB-Varianten H362A und Q302A nach Ni-NTA-Aufreinigung aus 0,5 Liter E. coli
BL21(DE3)pLysS Expressionskultur. A) Coomassie-gefarbtes SDS-PAA-Gel mit Fraktionen der Ni-NTA-Aufreinigung.
FT = flow-through (2 pl einer 1:10 Verdiinnung), WL = Waschfraktion mit Lysepuffer (10 pl), W = Waschfraktion
(je 10 pl), E = Elutionsfraktion (je 10 ul). B) Farbung der E;-Fraktionen. C) Absorptionsspektren der E;-Fraktionen
(verdiinnt auf ca. 3,8 mg/ml). D) Absorptionsspektren der geldsten Cofaktoren (Uberstidnde nach Aufkochen der
Proteine) aus 2,1-2,2 mg Protein (3,94 mg/ml). Spektren von Wildtyp-CryB (WT) wurden zum Vergleich eingefigt
und stammen aus den Daten der in Abbildung 3.12 gezeigten Spektren. Normalisiert auf 700 nm.

3.3.2 Komplementation von AcryB mit der (6-4)-Photolyase aus Drosophila melanogaster

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Nils Kawen wurde die Gensequenz der gut charakterisierten
(6-4)-Photolyase aus D. melanogaster (Maul et al., 2008) in pRK415 kloniert (pPRKDmPhot) und zur he-
terologen Expression in R. sphaeroides AcryB eingebracht (Kawen, 2014). So sollte untersucht werden,
ob eine klassische (6-4)-Photolyase in der Lage ist, den Photoreaktivierungsdefekt von AcryB aufzuhe-
ben, wodurch gezeigt ware, dass der Reparaturmechanismus von CryB dem von (6-4)-Photolyasen ent-
spricht. Die Sequenz der Dm(6-4)-Photolyase wurde von der AG Essen (Philipps-Universitat Marburg)
auf dem Plasmid pET-28a-His6-Dm(6-4) (Kiontke, 2012) zur Verfligung gestellt und stammt urspriing-
lich von der AG Carell (Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen). Der Aufbau des Konstruktes ist in
Maul et al. (2008) beschrieben. Die Originalsequenz der (6-4)-Photolyase aus D. melanogaster (UniProt-
Nummer Q24281) ist mit Introns 1686 bp lang. Die verwendete Sequenz ist aus cDNA gewonnen und
sowohl in der Mitte als auch am Ende um jeweils 63 bp verkiirzt. Somit betragt die CDS 1563 bp inklusi-
ve Start- und Stopcodon und kodiert 520 Aminosduren (Anhang 9.5). AuRerdem weicht die Sequenz in
der Position R36 (Lysin) von der bei UniProt hinterlegten Sequenz mit K36 (Arginin) ab. In dieser Arbeit
wurden die Knockout-Stdmme AcryB und AcryBSp (neuer cryB-Knockout mit Spectinomycinresistenz,
siehe Abschnitt 3.6.2) mit dem Plasmid pRKDmPhot konjugiert und auf das Uberleben von UV-Stress
wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben untersucht. Beide Stimme erreichten eine Uberlebensrate von ca.
30 % (Abbildung 3.7), was im Vergleich zu AcryB pRK415 (Leervektorkontrolle) leicht héher ist. Die nach
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Abbildung 3.7: Uberlebensraten der mit der (6-4)-Photolyase aus D. me- 1001 1

lanogaster komplementierten Stamme AcryB pRKDmPhot und AcryBSp 5 1 Lcht
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der UV-Behandlung im Dunkeln inkubierten Kontrollen erreichten Uberlebensraten von 10 bzw. 7 %, was
leicht Gber den Werten anderer Dunkelkontrollen (Abbildung 3.4) liegt.

3.3.3 Invitro Reparatur von (6-4)-Schiaden

Die Rolle von CryB bei der in vivo Photoreaktivierung wurde in der vorliegenden Arbeit im Detail unter-
sucht (Abschnitte 3.3.1 und 3.4). Dem Prozess der Photoreaktivierung liegt die direkte und lichtabhan-
gige Reparatur UV-geschadigter DNA durch Photolyasen zugrunde. Diese Merkmale sprechen vor dem
Hintergrund der in vivo Beobachtungen (vgl. Abschnitt 3.2.1) fir eine Photolyaseaktivitat von CryB. Bis-
lang wurde durch jeweils eine Methode untersucht, ob CryB CPD- oder (6-4)-Schaden reparieren kann
(Hendrischk et al., 2009a; Geisselbrecht et al., 2012), in keiner der beiden Experimente konnte eine Repa-
ratur festgestellt werden. Das Bekanntwerden der Reparaturaktivitdt von (6-4)-Schaden durch das CryB-
Homolog PhrB aus A. fabrum (Zhang et al., 2013) legte eine erneute Priifung nahe, um die Frage nach
einer moglicherweise schwer nachzuweisenden Reparaturaktivitat durch CryB zu klaren. Deshalb wurde
eine alternative Methode angewendet, die in der AG Batschauer (Philipps-Universitat Marburg) etabliert
ist (Brych et al., 2015) und dort im Rahmen dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit Richard Pokorny durch-
gefiihrt wurde. Der Fokus lag dabei auf der Reparatur von (6-4)-Schaden, wobei durch diese Methode
die Reparatur von beiden Schadentypen simultan beobachtet werden kann. Der DNA-Reparaturassay
beruht auf der spektroskopischen Messung von Absorptionsdnderungen UV-geschadigter DNA, die mit
einer Photolyase behandelt wurde. Dabei ist der Einsatz geringer Mengen an Protein wichtig, da sonst
bei der Messung die Absorption der DNA durch die des Proteins liberdeckt wiirde. Intakte Thymine
in DNA weisen ein Absorptionsmaximum von 265 nm auf. Weder CPD- noch (6-4)-Schaden absorbie-
ren in diesem Bereich. Die Ab- oder Zunahme dieses Maximums deutet demnach auf eine Entstehung
bzw. auf die Reparatur von allen Typen von Thymindimeren hin. Da CPD die h&ufigere Schadenform
darstellt, wird durch die Betrachtung dieses Peaks vor allem die CPD-Reparatur untersucht (Kao et al.,
2005). T(6-4)T-Dimere weisen ein spezifisches Absorptionsmaximum bei 325 nm auf. Die Zunahme die-
ses Maximums zeigt demnach eine Entstehung, und die Abnahme eine Reparatur von T(6-4)T-Dimeren
an (Yamamoto et al., 2013). In dieser Arbeit wurde Oligo(dT),g als Substrat eingesetzt, das durch Be-
strahlung mit UV-C-Licht zunachst geschadigt wurde. Dabei entstehen CPD- und (6-4)-Schaden in einem
Verhiéltnis von 4:1 (Brych et al., 2015). Bei Verwendung eines solchen DNA-Fragments mit beiden Scha-
dentypen kann somit die Reparatur durch CPD-Photolyasen anhand eines Anstiegs der Absorption bei
265 nm auf ca. 4/5 der Intensitédt des gleichen DNA-Fragments vor dem Einfiigen des Schadens sowie
keine Verdnderung bei 325 nm festgestellt werden; eine Reparatur durch (6-4)-Photolyasen ist durch
einen Rickgang der Absorption bei 325 nm und einen Anstieg bei 265 nm auf ca. 1/5 der Intensitat der
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ungeschadigten DNA zu erkennen. Fir den Assay wurde zunadchst Schaden in Oligo(dT),g-DNA herge-
stellt (Abschnitt 3.3.3.1) sowie CryB aufgereinigt und photoreduziert (Abschnitt 3.3.3.2); im Anschluss
wurden beide Komponenten im Reparaturassay zusammengefigt (Abschnitt 3.3.3.3).

3.3.3.1 Herstellung von Schaden

Zur Induktion von Thymindimeren wurde einzelstrangige Oligo(dT);5-DNA mit Licht einer Anregungs-
Wellenldange von 265 nm fiir 2,5 Stunden bestrahlt. In diesem Zeitraum wurde alle 15-30 Minuten ein
Absorptionsspektrum im Bereich 300-450 nm aufgenommen, um die Entstehung von T(6-4)T-Dimeren
mit einem Absorptionsmaximum von 325 nm zu erfassen (Abbildung 3.8 A). Dariiber hinaus wurde vor
Beginn und nach Abschluss der Bestrahlung jeweils ein Aliquot aus der Reaktion entnommen und ein
Absorptionsspektrum im Bereich von 220-450 nm gemessen, um den Riickgang des Absorptionsmaxi-
mums intakter Thymine bei 265 nm zu Gberprifen (Abbildung 3.8 B).
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Abbildung 3.8: Schaden-Induktion in einzelstrangiger Oligo(dT);g-DNA. A) Absorptionsspektren von 100 pM
Oligo(dT),g zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Bestrahlung mit 265 nm UV-C-Licht zur Erzeugung von
CPD- und (6-4)-Schaden. Die Absorptionsanderung bei 325 nm beschreibt die Zunahme von T(6-4)T-Produkten.
Kleines Bild: Absorptionsverlauf bei 325 nm (iber einen Zeitraum von 150 Minuten. B) Absorptionsspektren von
5 uM Oligo(dT);g vor (0 min) und nach der Bestrahlung (150 min) mit 265 nm UV-C-Licht. Normalisiert auf 450 nm.

Die Absorption bei 325 nm nimmt im Laufe der Bestrahlung auf lineare Weise zu, was die Entste-
hung der T(6-4)T-Photoprodukte indiziert (Abbildung 3.8 A). Die Entstehung von Gesamtschaden ist
durch den Riickgang des Absorptionsmaximums intakter Thymine bei 265 nm nach 150 Minuten Be-
strahlung erkennbar (Abbildung 3.8 B). Bei dieser Messung wird auch die Absorption im Bereich 325 nm
erfasst. Es ist eine leichte Erhebung in diesem Bereich nach 150 Minuten Bestrahlung erkennbar, wo-
durch die Entstehung von T(6-4)T-bestétigt wird, die in A) aufgrund des Messbeginns bei 300 nm deut-
licher aufgelGst ist. Bei dieser Methode ist es nicht moglich, lediglich einen Schadentyp zu generieren.
Es entstehen im Durchschnitt ein (6-4)- und vier bis finf CPD-Dimere je Substratmolekdl (Brych et al.,
2015). Fir einen zweiten Reparaturassay wurde UV-geschadigte, einzelstrangige Oligo(dT)1g-DNA mit
intakter Oligo(dA).15-DNA aneinandergelagert, um auch die Reparatur von doppelstrangiger DNA zu un-
tersuchen. Die gleiche annealing-Reaktion wurde als Kontrolle mit entsprechender ungeschadigter DNA
durchgefiihrt. Die Produkte wurden auf einem PAA-Gel analysiert (Abbildung 3.9). Die Banden der dop-
pelstrangigen Produkte mit Schaden sind deutlich schwacher als die der Kontrollreaktion mit intakten
ssDNA-Molekiilen. Die einzelstrangigen geschaddigten und ungeschadigten Kontrollen sind schwach bis
gar nicht zu erkennen. Die hergestellten UV-geschadigten DNA-Fragmente wurde als Substrate fiir die
Reparaturassays verwendet (Abschnitt 3.3.3.3).
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ohne Schaden mit Schaden

Abbildung 3.9: 10%iges PAA-Gel zur Uberpriifung der Zu- ss(dT);g  ds  ss(dA), ds ds  ss(dT).g [bp]

sammenlagerung einzelstrangiger Oligo(dT);s-DNA (mit P
und ohne UV-Schiaden) mit Oligo(dA),g-DNA zu dsDNA ¢ {-25
(Spuren 2, 4 und 5). Zur Kontrolle ist die einzelstrangige ~-20
Ausgangs-DNA aufgetragen. Es wurden jeweils 20 pmol 15
geladen. E

3.3.3.2 Aufreinigung und Reduktion von CryB

Fiir den Reparaturassay wurde CryB tiber Ni-NTA- und Heparin-Chromatographie aufgereinigt. Die NaCl-
Konzentration in den vereinigten Elutionsfraktionen nach der Heparin-Aufreinigung betrug ca. 460 mM
und wurde mit HepA-Puffer auf 300 mM NaCl verdiinnt. So befand sich das Protein in HepA/B-Puffer
(50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, pH 8,3). Zur vollstandigen Photoreduktion des FAD in seine aktive
Form FADH™ wurde das Protein in Anwesenheit eines Reduktionsmittels (DTT) fiir 30 Minuten mit Blau-
licht (450 nm) bestrahlt. Dabei wurde der Vorgang der Reduktion alle 5 Minuten durch Messung von
Absorptionsspektren Gberprift (Abbildung 3.10). Nach 30 Minuten war eine vollstandige Reduktion er-
reicht, erkennbar durch das Absinken der CryB-typischen Absorptionsmaxima. Das photoreduzierte Pro-
tein wurde direkt im Anschluss fiir den Reparaturassay verwendet.

0 min
1min
5 Tormin
. ) ) g' 15 min
Abbildung 3.10: Absorptionsspektren von CryB wahrend @ 20 min
der Photoreduktion. CryB wurde {ber Ni-NTA- und < 30 min
Heparin-Chromatographie aufgereinigt und in einer Kon-
zentration von 10 uM in Anwesenheit von 10 mM DTT fir
30 Minuten mit Blaulicht der Wellenldnge 450 nm (100 T T T "
umol/m?/s) bestrahlt. Spektren wurden alle 5-10 Minuten 300 400 500 600 700
gemessen. Normalisiert auf 700 nm. Wellenlédnge [nm]

3.3.3.3 DNA-Reparaturassay

FUr den Reparaturassay mit einzelstrangiger Oligo(dT);3-DNA wurden photoreduziertes CryB und ge-
schadigtes Substrat im Verhaltnis 1:30 fur 2 Stunden mit photoreaktivierendem Licht der Wellenldange
385 nm bestrahlt. Alle 10 bis 30 Minuten wurden Absorptionsspektren im Bereich von 300-450 nm auf-
genommen, um dem Intensitatsverlauf des Absorptionsmaximums von T(6-4)T-Dimeren bei 325 nm zu
folgen. AuBerdem wurde vor Beginn und nach Beendigung des Experiments jeweils ein Aliquot der Reak-
tion entnommen und die Absorption im Bereich 220-450 nm gemessen, um das Maximum bei 265 nm
zu Uberpriifen, das das Vorhandensein intakter DNA anzeigt (Abbildung 3.8). Uber einen Zeitraum von
120 Minuten ist keine erkennbare Verdanderung des Absorptionsmaximums bei 325 nm festzustellen
(Abbildung 3.11 A). Der Kurvenverlauf zeigt eine leichte Verdnderung zwischen 200 und 320 nm, je-
doch nicht das 325-nm-Maximum betreffend. Das Absorptionsmaximum bei 265 nm als Indikator fir
intakte DNA zeigt keinen Unterschied vor und nach dem Experiment (Abbildung 3.11 B). Beide Kurven
sind vergleichbar mit der des puren Substrates nach Schaden-Induktion und deutlich niedriger als die
von Oligo(dT);g ohne Schaden. Im Falle einer Reparatur von (6-4)-Schaden ware ein deutlicher Abfall
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Abbildung 3.11: Reparaturassay mit 30 uM einzelstrangigem Oligo(dT),g-Substrat und 1 UM photoreduziertem
CryB. A) Absorptionsspektren der Gesamtreparaturreaktion zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Be-
strahlung mit photoreaktivierendem Licht von 385 nm (100 pmol/m?/s). Die Absorption bei 325 nm zeigt das Vor-
handensein von T(6-4)T-Dimeren an. Kleines Bild: Absorptionsverlauf bei 325 nm lber einen Zeitraum von 120 Mi-
nuten. B) Absorptionsspektren von Aliquots der Reparaturreaktion mit 5 uM Oligo(dT).g vor (blau) und nach (rot)
der Bestrahlung mit photoreaktivierendem Licht. Die Absorption bei 265 nm reflektiert das Vorhandensein intak-
ter Thymine. Zum Vergleich sind die Absorptionsspektren des Substrates (5 uM) vor und nach Schaden-Induktion
aus Abbildung 3.8 B hinzugefiigt (gestrichelte Linien). Normalisiert auf 450 nm.

der 325-nm-Absorption sowie ein geringer Anstieg der 265-nm-Absorption zu erwarten gewesen. Die
Ergebnisse konnen somit keine Reparaturaktivitdt von CryB unter den gewdahlten Bedingungen belegen.

Der beschriebene Reparaturassay wurde auf gleiche Weise mit einem doppelstrangigen Substrat aus
UV-geschadigtem Oligo(dT);g, nach der Zusammenlagerung mit Oligo(dA)1g, durchgefiihrt. Aufgrund des
gleichen Ergebnisses einer ausbleibenden Absorptionsdnderung bei 325 nm sind die Daten nicht erneut

gezeigt.

Die Experimente zur (6-4)-Photolyaseaktivitat von CryB wurden zu einem spateren Zeitpunkt unter
veranderten Bedingungen in der AG Essen (Philipps-Universitat Marburg) durch Elisabeth Ignatz wieder-
holt. Dabei wurde eine 10-fach héhere Menge Protein eingesetzt (10 uM anstelle von 1 uM) und dieses
zuvor Uber einen weiteren Schritt (Gelfiltration) aufgereinigt. Es zeigte sich unter den optimierten Be-
dingungen eine schwache Reparaturaktivitat durch CryB. Der Assay wurde zudem mit zwei Kontrollen,
CryB W338F und CryB H362A, durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind zusammen mit den in dieser Arbeit
dargestellten Daten zur in vivo Photoreaktivierung in von Zadow et al. (2016) veroffentlicht.

3.4 Untersuchung der Cofaktoren

3.4.1 Der Elektronentransferweg zum FAD - die nicht reduzierbare CryB-Variante W338F

Ausfihrliche Studien zur Reduktion des FAD zu FADH™ haben gezeigt, dass zwei Tryptophane und zwei
Tyrosine in der Ndhe des aktiven Zentrums an der Elektroneniibertragung auf FAD beteiligt sind. Die
Untersuchungen wurden an den Varianten W338F, W386F, Y387F und Y391F durchgefiihrt. CryB W338F
zeichnete sich durch eine komplett fehlende Auspragung des FADH™-Zustandes in vitro aus, der unter
gleichen Bedingungen beim Wildtyp-Protein erreicht wird (Geisselbrecht et al., 2012). Der Besetzungs-
grad der Cofaktoren FAD und DLZ betrdgt nach der heterologen Aufreinigung 99 bzw. 73 %, was dem
Wildtyp entspricht (Tabelle 3.2). Um die Relevanz des Redoxzustandes von FAD zu klaren, wurde diese
Variante in AcryB exprimiert. In Bezug auf die in vivo Expression zeigt CryB W338F anhand des Western
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Blots keinen Unterschied zum Wildtyp-Protein (Abbildung 3.3). Uberraschenderweise ist diese Variante
in der Lage, den Phanotyp der Photoreaktivierung in AcryB wiederherzustellen — die Uberlebensrate des
Stammes AcryB pRKcryB W338F liegt bei 71 % und in Betracht der Standardabweichung im Bereich des
Positivkontrollstammes AcryB pRKcryB (Abbildung 3.4). Der Verlust der in vitro Reduktion des FAD von
CryB W338F wirkt sich somit kaum auf die Photoreaktivierung aus. Eine Betrachtung der Photoreakti-
vierungskinetik ist mit weiteren Varianten in Abschnitt 3.4.5 aufgefiihrt.

Die beiden Tyrosine stellen wahrscheinlich einen verzweigten Weg mit zwei Moglichkeiten des Elek-
tronentransfers dar; CryB Y387F und Y391F bewirken eine langsamere, jedoch nicht ausbleibende Re-
duktion des FAD (Geisselbrecht et al., 2012). Beide wurden in dieser Arbeit ebenso in AcryB exprimiert.
Sie zeigen mit Uberlebensraten von 83 bzw. 87 % eine funktionierende Photoreaktivierung, die der
Positivkontrolle (91 %) entspricht (Abbildung 3.4).

3.4.2 Die Bindung von FAD - L366-Varianten

3.4.2.1 L366H

Der in vitro Nachweis einer (6-4)-Photolyaseaktivitdt von CryB hatte sich trotz der Anwendung verschie-
dener Methoden als schwierig erwiesen (Geisselbrecht et al., 2012 und Abschnitt 3.3.3) und es war
lange Zeit unklar, welchem Mechanismus der Beitrag von CryB zur beobachteten in vivo Photoreaktivie-
rung folgt. Durch die Anwendung und Optimierung des spektroskopischen Reparaturassays in Zusam-
menarbeit mit Elisabeth Ignatz und Richard Pokorny (AG Essen bzw. AG Batschauer, Philipps-Universitat
Marburg) konnte letztlich eine Reparaturaktivitit von (6-4)-Schaden nachgewiesen werden (von Zadow
etal., 2016). Zuvor war die Vermutung entstanden, dass die Photolyaseaktivitdt von CryB moglicherwei-
se schwacher sein kdnnte als die anderer (6-4)-Photolyasen, wie beispielsweise der aus Ustilago may-
dis, fur die der Reparaturnachweis von (6-4)-Schaden durch die genannten Methode méglich war (Brych
etal., 2015). Wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben ist eines von zwei in klassischen (6-4)-Photolyasen kon-
servierten Histidinen des aktiven Zentrums in der FeS-BCP-Familie durch ein Leucin (L366 bei CryB) er-
setzt (Abbildung 3.5). Die Tatsache, dass diese beiden Histidine der eukaryotischen Photolyasen essen-
ziell fur die Reparatur von (6-4)-Schaden sind (Hitomi et al., 2001), fiihrte zu der Idee, CryB durch den
Austausch des Leucins L366 zu einem Histidin den klassischen Photolyasen dhnlicher zu machen und
somit die vermutete (6-4)-Photolyaseaktivitdt zu ,verbessern” und im in vitro Reparaturassay leichter
nachweisen zu kdnnen.

Bei der Ni-NTA-Aufreinigung fiel CryB L366H bereits durch eine weniger starke Gelbfarbung auf.
SDS-PAGE-Analyse und Western Blot zeigten keine deutlichen Unterschiede (Abbildung 3.12 A und B),
die Ausbeute war nach Messung der Proteinkonzentration um etwa 10 % geringer als die des Wildtyp-
Proteins. Es war auBerdem eine verringerte Stabilitdt zu beobachten. Das Protein zeigte bereits nach
einem Tag starken Ausfall, sofern es im Ni-NTA-Elutionspuffer verblieb, im Gegensatz zum Wildtyp, das
unter diesen Bedingungen mehrere Tage stabil bleibt. Bei der Messung von Absorptionsspektren stellte
sich Giberraschenderweise heraus, dass der fir CryB erwartete Kurvenverlauf mit FAD-typischen Maxi-
ma nicht vorhanden war — stattdessen zeigte sich eine flachere Kurve mit nur einem Maximum bei ca.
420 nm (Abbildung 3.12 C). Dieser Kurvenverlauf dhnelt dem anderer Eisen-Schwefel-Cluster-Proteine,
wie beispielsweise IscR aus R. sphaeroides (Remes et al., 2015). Es lag daher die Vermutung nahe, dass
das sonst spektroskopisch dominierende FAD nicht mehr an das Protein gebunden ist und dadurch die
Absorption des verbliebenen FeS-Clusters sichtbar wird. Um zu tberpriifen, ob die Absorption von CryB
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L366H auf das FeS-Cluster zurlickzufiihren ist, wurde eine Eisenbestimmung durchgefiihrt. Dies geschah
im Rahmen der Bachelorarbeit von Helena Hantl. Fiir CryB L366H und CryB Wildtyp wurden gleiche
Mengen an Eisen festgestellt, was darauf schlieBen lasst, dass das Cluster noch gebunden ist (Hantl,
2015). Der Verlust des FAD wurde durch Freisetzen der Cofaktoren und spektroskopische Messung der
proteinfreien Uberstinde bestitigt (Abbildung 3.12 D). Es zeigte sich bei CryB L366H ein Verlust des ty-
pischen Absorptionsspektrums von freiem FAD, wie es im Wildtyp-Protein zu sehen ist. Zudem fallt auf,
dass keine sonstige nennenswerte Absorption im Blaubereich mehr vorhanden ist, was auch auf eine
Abwesenheit des Antennenchromophors DLZ hindeutet. Aufgrund des Verlustes des FAD-Cofaktors er-
wies sich diese Variante nicht als die urspriinglich geplante, optimierte Photolyase und somit als nicht
geeignet flr den in vitro Reparaturassay.

Nach der Beobachtung, dass die Reduktion des FAD mdglicherweise nicht notwendig fiir die in vivo
Photoreaktivierung ist (CryB W338F, Abschnitt 3.4.1) stellte sich die Frage, ob die potenziell FAD-lose
Variante CryB L366H ebenso die in vivo Photoreaktivierung in AcryB wiederherstellen kann. Erstaunli-
cherweise zeigt der Stamm AcryB pRKcryB L366H eine Uberlebensrate von 68 %, was deutlich héher
als die Negativkontrolle AcryB pRK415 (17 %) ist (Abbildung 3.4). Auch CryB L366H wurde bezliglich der
Photoreaktivierungskinetik untersucht und in Abschnitt 3.4.5 mit anderen Varianten verglichen.

3.4.2.2 L366F und L366A

Um den Effekt des in vitro beobachteten FAD-Verlustes bei CryB L366H genauer zu untersuchen, wurde
Leucin L366 durch zwei weitere Aminosauren ersetzt, mit dem Ziel, das FAD zu verdréangen. Phenyl-
alanin wurde aufgrund seiner groRen, aber unpolaren Seitenkette als Leucin-ahnlicheren, aber dennoch
platzeinnehmenden Ersatz ausgewahlt. AuBerdem wurde Alanin verwendet, um zu testen, ob eine De-
stabilisierung des FAD auch durch eine kleinere, ebenfalls unpolare Aminosdure moglich ist. Beide Va-
rianten wurden zunachst auf Proteinebene betrachtet und anschlieRend in R. sphaeroides exprimiert.
CryB L366F (Phenylalanin) zeigte eine dahnliche hellere Gelbfarbung wie CryB L366H. In geringerem MaRe
war dies ebenso fiir CryB L366A (Alanin) zu beobachten, dieses zeigte jedoch gréRere Ahnlichkeit zum
Gelbton des Wildtyp-Proteins (Abbildung 3.12 B). Auch diese beiden Varianten wiesen eine geringere
Stabilitat ahnlich der von CryB L366H auf. Die Ausbeute von CryB L366F war nach Messung der Protein-
konzentration um ca. 20 % geringer als die des Wildtyps, L366A hingegen nur um ca. 12 %. Dies ist auch
im SDS-PAA-Gel zu sehen (Abbildung 3.12 A).

Die spektroskopischen Messungen zeigten den Verlust der typischen Maxima bei beiden Varianten,
stattdessen erschien ein einziges schwaches Maximum bei ca. 420 nm, dhnlich wie fir CryB L366H be-
schrieben. Die Kurve von CryB L366F verlduft noch flacher als die von L366H, wihrend die von L366A
fast mit L366H identisch ist. Ein sehr geringer Unterschied besteht in einer schwachen Schulter bei ca.
450 nm, die auf das Vorhandensein von restlichem FAD in CryB L366A hindeutet. Um dies zu Gberprifen,
wurden die Cofaktoren wie bei L366H freigesetzt und spektroskopisch untersucht. Es fallt nun deutlicher
auf, dass sich die Alanin-Variante im Bereich der Blaulichtabsorption leicht von den beiden anderen ab-
hebt (Abbildung 3.12 C und D). Die Absorption liegt jedoch weit unter der des Wildtyp-Proteins. Die-
se Beobachtung deutet darauf hin, dass Restmengen von FAD moglicherweise bei allen drei Varianten
noch gebunden sein kénnten. Dies kdnnte ausreichend fiir die bei AcryB pRKcryB L366H beobachtete
in vivo Photoreaktivierung sein. Auch CryB L366F und L366A sind in der Lage zur Photoreaktivierung
(Daten nicht gezeigt). Die Spektrenmessungen der Proteinvarianten und der gelésten Cofaktoren wur-
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Abbildung 3.12: Untersuchung der CryB-Varianten mit Leucin366-Austauschen zu Histidin, Phenylalanin und Ala-
nin, sowie CryB Wildtyp als Vergleich nach Ni-NTA-Aufreinigung aus 0,5 Liter E. coli BL21(DE3)pLysS Expressions-
kultur. A) Coomassie-gefarbtes SDS-PAA-Gel, Auftragung von je 10 pl (entspricht ca. 65-80 pug Gesamtprotein)
der E;-Fraktionen. Western Blot (Anti-CryB) von je 2,25 ug Protein der E;-Fraktionen von WT und L366H. B) Far-
bung der E;-Fraktionen nach der Aufreinigung. C) Absorptionsspektren der E;-Fraktionen. Wildtyp (8,1 mg/ml),
L366H (7,5 mg/ml), L366F (6,8 mg/ml), L366A (6,6 mg/ml). D) Proteinfreie Absorptionsspektren der Cofaktoren,
freigesetzt aus je ca. 3,2-3,8 mg/ml Gesamtprotein. Spektren sind auf 700 nm normalisiert.

de fiir L366H sechsmal aus unabhangigen Aufreinigungen durchgefiihrt, fir L366F und L366A jeweils
zweimal. Alle drei Varianten sind in AcryB in vergleichbaren Mengen vorhanden, jedoch geringer als das
Wildtyp-Protein des Kontrollstammes AcryB pRKcryB (Abbildung 3.3).

Um genauer zu ermitteln, zu welchen Anteilen die Cofaktoren FAD und DLZ nach der Aufreinigung
noch an die drei Leucin-Varianten gebunden sind, wurden diese durch Trichloressigsdure-(TCA-)Fallung
von den Proteinen geldst, da nicht bekannt ist, ob DLZ bei der sonst verwendeten Methode durch Aufko-
chen stabil bleibt. Bekannt ist, dass DLZ nach einer Behandlung des Proteins mit einer Temperatur von
70 °C nachweisbar ist (Geisselbrecht, 2013). Neben den drei L366-Varianten wurden auBerdem die Co-
faktorgehalte von CryB W338F und H362A (Abschnitte 3.4.1 und 3.3.1) bestimmt. Im Falle von Wild-
typ, W338F und H362A wurde die Bestimmung durch Absorptionsspektroskopie durchgefiihrt und je-
weils der Mittelwert aus zwei Messungen nach Ni-NTA-Aufreinigung sowie nach Ni-NTA- und Heparin-
Aufreinigung berechnet. Bei den Leucin-Varianten wurden die Cofaktoren nach Ni-NTA-Aufreinigung an-
hand ihres Exzitationsmaximums (DLZ) und Emissionsmaximums (FAD) berechnet. Die Methode wurde
in Zusammenarbeit mit Richard Pokorny (AG Batschauer, Philipps-Universitdt Marburg) durchgefiihrt
und ist ausfihrlich in von Zadow et al. (2016) beschrieben.

Die Cofaktorbestimmung bestatigt, dass in allen drei Leucin-Varianten geringe Mengen an FAD vor-
handen sind. Am meisten (15 % Besetzung) ist in L366A vorhanden, bei L366H und L366F sind es nur
1 bzw. 0,5 % (Tabelle 3.2). Scheinbar ging als Nebeneffekt der Mutationen ebenso der Antennenchro-
mophor DLZ zu groRen Teilen oder vollstandig verloren. Im Vergleich zeigt das Wildtyp-Protein eine voll-
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Tabelle 3.2: Cofaktorbesetzung von CryB-Wildtyp und -Varianten als Verhaltnisse DLZ:FAD:Apoprotein

CryB-Variante DLZ FAD  Apoprotein

Wildtyp 0,76 1,05 1,00
W338F 0,73 0,99 1,00
H362A 0,77 0,96 1,00
L366H 0,07 0,01 1,00
L366F - 0,005 1,00
L366A 0,17 0,15 1,00

standige Besetzung mit FAD sowie zu 76 % mit DLZ. CryB H362A und W338F entsprechen mit einem
Cofaktorgehalt von 73 bzw. 77 % DLZ und 96 bzw. 99 % FAD dem Wildtyp-Protein.

3.4.3 Antennenbindung - CryB E37F

CryB bindet den Antennenchromophor 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DLZ), der innerhalb der CPF bis-
lang nur in der FeS-BCP-Familie als Cofaktor auftritt. Die Bindung des DLZ wurde bereits im Vorfeld dieser
Arbeit durch den Austausch des Aspartats D10 durch Leucin, des Tyrosins Y40 durch Phenylalanin sowie
des Glutamats E37 durch Phenylalanin untersucht. CryB D10L erwies sich als unldslich, das Absorpti-
onsspektrum von Y40F unterschied sich nicht von dem des Wildtyp-Proteins (Yann Geisselbrecht, per-
sonliche Kommunikation). Bei der Variante E37F wurde anhand des Protein-Absorptionsspektrums ein
potenzieller Verlust des Antennenchromophors DLZ festgestellt (Geisselbrecht, 2013). Bei der Aufreini-
gung von CryB E37F aus BL21(DE3)pLysS in dieser Arbeit konnte das Spektrum jedoch nicht reproduziert
werden. Die typische FAD-Kurve des Wildtyp-Proteins fehlte und die Gesamtabsorption im Blaubereich
war unerwartet gering (Abbildung 3.13 A). Verschiedene Optimierungsversuche, wie die erneute Ex-
pression in E. coli Rosetta(DE3)-Zellen unter den zuvor angewendeten Bedingungen mit Autoinduktion
(Geisselbrecht et al., 2012) anstelle von IPTG-Induktion, konnten das Ergebnis geringfligig verandern,
jedoch lasst sich aus den resultierenden Proteinspektren nicht herleiten, ob der Antennenchromophor
noch gebunden ist. Zudem scheint die Bindung der anderen Cofaktoren sowie die generelle Protein-
struktur beeintrachtigt zu sein. Das Protein weist eine deutlich hellere Farbung auf und die Ausbeute
ist geringer als die des Wildtyp-Proteins (siehe Abbildung 3.15). Das Spektrum der geldsten Cofaktoren
lasst das Vorhandensein von FAD erkennen (Abbildung 3.13 B), jedoch in geringerer Menge als beim
Wildtyp-Protein (Abbildung 3.15).

CryB E37F wurde dennoch in AcryB exprimiert, um den Effekt des potenziellen Verlustes der Antenne
auf die Photoreaktivierung zu untersuchen. Das Protein ist auch bei der Expression in seiner natiirlichen
Umgebung erheblich beeintrachtigt, erkennbar durch ein leicht verandertes Molekulargewicht und ei-
ne geringere Signalintensitdt im Western Blot (Abbildung 3.3). Mit einer Uberlebensrate von 73 % liegt
AcryB pRKcryB E37F im Bereich der Stdmme mit den Varianten W338F und L366H und leicht unter-
halb der Positivkontrolle (91 %). Somit ist die Photoreaktivierung durch diese stark proteinverdndernde
Mutation nur leicht beeinflusst und der Antennenchromophor fiir die grundséatzliche Aktivitat mogli-
cherweise verzichtbar. Bei Betrachtung der Photoreaktivierungskinetik (Abschnitt 3.4.5) wird, wie bei
anderen Varianten, eine erhebliche Beeintrachtigung deutlich.
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Abbildung 3.13: Untersuchung von CryB E37F. A) Protein-Absorptionsspektren nach Ni-NTA-Aufreinigungen nach
Expression unter verschiedenen Bedingungen: BL21(DE3)plLysS oder Rosetta(DE3) mit IPTG- oder Autoindukti-
on. Normalisiert auf 700 nm. B) Proteinfreies Absorptionsspektrum der Cofaktoren der Probe aus Rosetta(DE3)-
Expression mit Autoinduktion, freigesetzt aus 4,8 mg/ml Gesamtprotein.

3.4.3.1 Photoreaktivierung durch CryB E37F bei verschiedenen Lichtintensitaten

Die bisher beschriebenen Photoreaktivierungsexperimente wurden bei einer konstanten Intensitat des
regenerierenden Lichts von 50 umol/m?/s durchgefiihrt. Durch ihre Aufgabe als Lichtsammelantennen
zeigt sich die Relevanz dieser Chromophore jedoch oftmals erst bei einer geringen Verfiigbarkeit von
Licht. Der Antennenchromophor kann daher in einem experimentellen Aufbau mit ausreichend Licht-
energie verzichtbar sein. Durch die Inkubation der Zellen bei verschiedenen Lichtintensitaten nach dem
UV-Stress sollte deshalb anhand der potenziell antennenlosen CryB-Variante E37F untersucht werden,
ob geringere Intensititen einen Effekt auf die Uberlebensrate im Stamm AcryB pRKcryB E37F im Vergleich
zum Komplementationsstamm mit Wildtyp-CryB haben. Sowohl UV-behandelte als auch unbehandelte
Kontrollplatten beider Stimme wurden Intensititen von 0 (Dunkelheit), 1, 3, 6, 15, 50 und 80 pmol/m?/s
ausgesetzt und fiir mindestens 24 Stunden inkubiert. Da kein signifikanter Unterschied im Uberleben der
Zellen auf nicht UV-behandelten Kontrollplatten bei unterschiedlichen Lichtintensitdten zu beobachten
war (Anhang 9.2), wurden Uberlebensraten als Verhiltnis der CFU auf UV-behandelten Platten zu dem
Mittelwert der Kontrollplatten berechnet.

] AcryB pRKcryB E37F

. — 100 — Acr}}szRKcr;B /
Abbildung 3.14: Uberlebensraten der R. sphaeroides- X 30+ 1
Stamme AcryB pRKcryB E37F und AcryB pRKcryB (Po- %
sitivkontrolle) nach Bestrahlung mit 100 J/m? UV-Licht & 607
(254 nm) und anschlieRender Behandlung mit unterschied- %
lichen Lichtintensititen zwischen 0 (Dunkelheit) und 80 % 4]
umol/m? /s fir die Photoreaktivierung. Die Uberlebensraten 3 204
sind als Verhaltnis der CFU von UV-behandelten zum Mittel-
wert der nicht behandelten Platten in Prozent dargestellt. 0—+ T T T T T T
Daten aus drei unabhangigen biologischen Wiederholungen 0 ! 3 6 1550 &
mit Standardabweichung. Lichtintensitdt [umol/m?2/s]

Im Bereich der geringen Intensititen von 1, 3 und 6 umol/m?/s zeigen sich deutliche Unterschiede
zwischen den Stammen AcryB pRKcryB und AcryB pRKcryB E37F (Abbildung 3.14). Wahrend bei AcryB
pRKcryB E37F lediglich 5, 10 bzw. 16 % erreicht werden, so sind es fiir den Kontrollstamm 32, 62 bzw.
70 %. Erst bei einer Intensitit von 15 pmol/m?/s steigt die Uberlebensrate des mit CryB E37F komple-
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mentierten Stammes auf 57 %, liegt jedoch immer noch unter der des Kontrollstammes (81 %). Bei der
Standard-Lichtintensitit von 50 umol/m?/s liegt AcryB pRKcryB E37F (79 %) im Bereich der Kontrolle
(87 %). Bei der hochsten Intensitit von 80 umol/m?/s ist ein leichter, aber im Bereich der Standardab-
weichung der vorangegangenen Stufe liegender Riickgang der Uberlebensrate zu beobachten, wihrend
die des Kontrollstammes weiter ansteigt.

3.4.4 Doppelaustausche — E37F/W338F, E37F/L366H

Aufgrund der geringen Effekte des nicht reduzierbaren FAD und der beeintrachtigten Bindung von FAD
oder DLZ auf die UV-Uberlebensraten (Abbildung 3.4) wurde der Aminosdureaustausch E37F (DLZ-
Bindung) zum einen mit W338F (FAD-Reduktion) und zum anderen mit L366H (FAD-Bindung) kombi-
niert, um beide lichtabsorbierenden Cofaktoren gleichzeitig zu beeintrachtigen. Beide Doppelmutanten
sind nicht in der Lage, die Fahigkeit zur Photoreaktivierung in AcryB wiederherzustellen, sie zeigen mit
14 % fur AcryB pRKcryB E37F/W338F und 19 % fuir AcryB pRKcryB E37F/L366H vergleichbare Level mit
der Leervektorkontrolle (17 %) (Abbildung 3.4). Beide weisen in AcryB exprimiert gleiche Molekularge-
wichte und Level wie die Einzelmutante CryB E37F auf (Abbildung 3.3), unterscheiden sich von dieser
jedoch klar durch den Verlust der Photoreaktivierung.

Die Varianten wurden ebenso heterolog exprimiert und aufgereinigt. Wie CryB E37F sind die Protein-
Absorptionsspektren sowie die der geldsten Cofaktoren sehr flach. Die Absorption von CryB E37F/L366H
im Bereich zwischen 400 und 450 nm ist jedoch interessanterweise starker als die der Einzelmutante
E37F (Abbildung 3.15 C und D). Dies ist wie bei CryB L366H (Abschnitt 3.4.2.1) womoglich auf das Eisen-
Schwefel-Cluster zuriickzufiihren. Die Farbung ist bei allen E37F-enthaltenden Varianten deutlich heller
im Vergleich zum Wildtyp-Protein und die Ausbeuten sind geringer (Abbildung 3.15 A und B). Auch hier
ist interessant, dass die Banden der Doppelmutanten leicht starker sind als die der Einzelmutante. In
allen Fallen ist CryB als Doppelbande zu sehen. Exemplarisch wurde CryB E37F/W338F nach der Ni-NTA-
Aufreinigung auch (iber Heparin-Chromatographie aufgereinigt. Im Chromatogramm erscheinen zwei
dicht aufeinander folgende Maxima, wobei das erste héher ist als das zweite (Anhang Abbildung 9.1 B).
Im Western Blot gegen CryB E37F und E37F/W338F erscheint jeweils nur eine Bande. Diese ist wie bei
den gleichen Varianten bei der Expression in R. sphaeroides AcryB (Abbildung 3.3) schwéacher ausgepragt
als die von Wildtyp-CryB und weist ein geringeres Molekulargewicht auf (Abbildung 3.15 A). Als Kontrolle
wurde BL21(DE3)pLysS mit dem leeren Vektor pET28a ohne CryB angezogen und das Lysat einer Ni-NTA-
Aufreinigung unterzogen, um festzustellen, ob die geringen Absorptionen lediglich auf unspezifische
Proteine zuriickzufiihren sind. Die Absorptionskurve verlduft etwas flacher als die der E37F-Varianten
und die Farbung der entsprechenden Elutionsfraktion ist klar. Somit ist die leichte Gelbfarbung der Vari-
anten auf geringe Mengen an Cofaktoren zuriickzufiihren. Die drei E37F-enthaltenden Varianten wurden
aulerdem in Rosetta(DE3) exprimiert und aufgereinigt. Die daraus resultierenden Spektren entsprechen
den hier gezeigten.
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Abbildung 3.15: Untersuchung der CryB-Varianten E37F, E37F/W338F und E37F/L366H nach Ni-NTA-Aufreinigung
aus 0,5 Liter E. coli BL21(DE3)pLysS Expressionskultur. A) Coomassie-gefarbtes SDS-PAA-Gel, Auftragung von je
10 pl (entspricht ca. 57-80 ug Gesamtprotein; 47 ug bei EVC) der E;-Fraktionen. Western Blot (Anti-CryB), Auftra-
gung von je 5 ul einer 1:10-Verdiinnung der E;-Fraktionen (entspricht 2,25 ug (WT), 1,4 ug (E37F) und 1,6 ug
(E37F/W338F)). Die Proben stammen von demselben Gel bzw. Western Blot wie in Abbildung 3.12 B) Farbung
der E;-Fraktionen nach der Aufreinigung. C) Protein-Absorptionsspektren der E;-Fraktionen (Konzentrationen sie-
he B)). D) Proteinfreie Absorptionsspektren der Cofaktoren, freigesetzt aus 2,4-3 mg/ml Gesamtprotein (WT
3,8 mg/ml; EVC 2 mg/ml). Wildtyp-Proben sind zum Vergleich gezeigt (entsprechen Abbildung 3.12). Spektren
sind auf 700 nm normalisiert.

3.4.5 Kinetik der in vivo Photoreaktivierung durch die CryB-Varianten

Anhand der Uberlebensraten nach UV-Behandlung konnte zunéchst nur die Erkenntnis ,Photoreaktivie-
rung funktioniert” oder ,,funktioniert nicht mehr“ gewonnen werden. Aufgrund der lGberraschend gerin-
gen Effekte der meisten in den vorangegangenen Abschnitten erlduterten Einzelmutationen bezliglich
der Endpunkt-Uberlebensraten nach 3 Stunden (Abbildung 3.4), wurden die Effizienzen dieser Varian-
ten durch Betrachtung der Kinetik der Photoreaktivierung genauer untersucht. Dabei waren vor allem
die drei Cofaktor-Varianten CryB W338F (FAD-Reduktion), L366H (FAD-Bindung) und E37F (DLZ-Bindung)
von Interesse. Die beiden Varianten der Schadenbindung, CryB Q302A und CryB H362A (Abschnitt 3.3.1),
wurden ebenfalls untersucht. Es wurden alle vorhandenen Kontrollstamme mit einbezogen.

Zunachst wurde die Geschwindigkeit der Photoreaktivierung im Wildtyp untersucht. Wahrend der
ersten 20 Minuten im Licht ist eine langsame, aber stetige Steigerung der Uberlebensfahigkeit von 2 auf
17 % zu beobachten (Abbildung 3.16 A). Ab 30 Minuten steigt die Rate schneller an und geht von 41 %
Uber 65 % nach einer Stunde bis auf 81 % nach drei Stunden. Die Inkubation fiir 4 Tage bewirkt keine
weitere Veranderung, die Rate sinkt wieder leicht ab auf 76 %, unterscheidet sich aufgrund der Abwei-
chung jedoch nicht von den beiden vorangegangenen Zeitpunkten. Die Photoreaktivierungskinetik des
Komplementationsstammes AcryB pRKcryB unterscheidet sich deutlich von der des Wildtyps durch eine
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starke anfingliche Beschleunigung. Bereits nach 5 Minuten liegt die Uberlebensrate bei 58 % und hat
mit 79 % nach 10 Minuten bereits fast den maximalen Wert erreicht. Dieser liegt bei 93 % nach einer
Stunde und erfahrt danach keine weitere Steigerung. Wie im Western Blot (Abbildung 3.3) zu erken-
nen, zeigt der Komplementationsstamm eine deutlich hhere Expression von CryB. Aufgrund der ver-
gleichbaren Expressionsbedingungen der plasmidkodierten CryB-Varianten, wurden diese wie bisher mit
dem Komplementationsstamm verglichen. Eine noch stirkere Uberexpression durch den Stamm AcryB
pRKpufcryB bewirkt keine zusatzliche Steigerung der Photoreaktivierungseffizienz. Die Uberlebensraten
der beiden CryB-losen Stimme AcryB und AcryB pRK415 (Leervektorkontrolle) steigen bis 20 Minuten
mit einer zum Wildtyp vergleichbaren Geschwindigkeit an und erreichen einen Maximalwert von 17 %
(AcryB pRK415, 1 Stunde). Die leicht hoheren Werte der Leervektorkontrolle bei 30 Minuten sowie 1
und 3 Stunden unterscheiden sich nicht deutlich von denen des Stammes AcryB. Bei beiden Stammen
zeigt sich ein Absinken der Uberlebensrate nach 4-tagiger Lichtinkubation auf 4 bzw. 7 %.
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Abbildung 3.16: Uberlebensraten von R. sphaeroides-Stimmen nach UV-Bestrahlung zu verschiedenen Zeitpunk-
ten der Regenerierungsphase im Licht. Zellen wurden mit 100 J/m? UV-Licht (254 nm) bestrahlt und anschlieRend
fiir unterschiedliche Zeitraume von 0 Minuten (Dunkel) bis 4 Tage im Licht (50 pmol/m?/s) inkubiert. A) Wildtyp,
AcryB, AcryB pRKcryB (Komplementation), AcryB pRKpufcryB (Uberexpression) und AcryB pRK415 (Leervektorkon-
trolle). B) Varianten der (6-4)-Schadenbindung: H362A und Q302A, sowie der Kontrollstamm aus A) als Vergleich.
C) Cofaktor-Varianten: W338F, L366H und E37F, sowie der Kontrollstamm aus A) als Vergleich. Die Uberlebens-
raten sind als Verhaltnis der CFU von UV-behandelten zum Mittelwert der nicht behandelten Zellen in Prozent
dargestellt. Mittelwerte aus drei unabhangigen biologischen Experimenten mit Standardabweichung.

Die relative hohe Endpunkt-Uberlebensrate (73 %) des Stammes AcryB pRKcryB Q302A (Abbildung
3.4), wird erst nach einem im Vergleich zum Kontrollstamm deutlich verlangsamten Anstieg (Abbildung
3.16 B) erreicht. Die Uberlebensrate des mit CryB H362A komplementierten AcryB-Stammes, steigt nur
sehr schwach an und bleibt auch nach 4 Tagen konstant niedrig, der héchste Wert liegt bei 23 % Uber-
leben nach einer Stunde Lichtinkubation. Die mit CryB W338F, L366H oder E37F komplementierten
AcryB-Stamme sind alle in ihrer Photoreaktivierungskinetik stark verlangsamt. Die Hochstwerte von ca.
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70 % sind erst nach 3 Stunden erreicht, im Vergleich zu 10-20 Minuten im Kontrollstamm. Weitere 4 Tage
Lichtinkubation bewirken keine deutliche Verdanderung. Die hochsten Werte liegen bei allen Stammen
leicht unter denen der Kontrolle. AcryB pRKcryB E37F weist die langsamste Rate zu Beginn auf, holt die
beiden anderen Stamme zu spateren Zeitpunkten (ab 1 Stunde) wieder ein. Insgesamt fallt auf, dass bei
sechs Stimmen die Uberlebensrate nach 4 Tage wieder leicht abfillt im Vergleich zu 3 Stunden.

Die Dauer der Lichtinkubation hatte keine Auswirkung auf das Uberleben der nicht UV-behandelten
Kontrollzellen (Anhang 9.2). Daher wurde nicht fir jeden Zeitpunkt eine Kontrollplatte mitgefiihrt, son-
dern nur fiir 0 Minuten (Dunkelheit), 30 Minuten und 3 Stunden. Zur Berechnung der Uberlebensrate
wurde der Mittelwert der drei Kontrollen verwendet.

3.4.6 Das [4Fe4S]-Cluster

3.4.6.1 Doppelaustausch C434A/C437A

Das [4Fe4S]-Cluster wird durch die Schwefelatome der Seitenketten von vier im C-terminalen Bereich
gelegenen Cysteinen an dessen Eisenatomen koordiniert. Die ersten Versuche, das Cluster durch zielge-
richtete Mutagenese zu entfernen, waren der Austausch eines einzelnen Cysteins (Geisselbrecht, 2013)
sowie von zwei der insgesamt vier Cysteine zu Alaninen (Frihwirth, 2012). Erste Hinweise zur Unloslich-
keit wurden bereits bei der Einzelaustauschvariante C437A beobachtet (Yann Geisselbrecht, persénliche
Kommunikation) und in dieser Arbeit anhand der Doppelmutante C434A/C437A weiter Uberprift. Im
Kontrast zu der typischen Gelbfarbung der Elutionsfraktionen bei der Ni-NTA-Aufreinigung von Wildtyp-
CryB blieb diese Farbung bei CryB C434A/C437A aus. Die Analyse der Fraktionen durch SDS-PAGE ergab
nur eine sehr schwache Bande auf Hohe der entsprechenden Bande des Wildtyp-Proteins (Abbildung
3.17 B).

Bei der Ni-NTA-Aufreinigung mit Zelllysat wird lediglich der I6sliche Proteinanteil betrachtet. Um zu
Uberprifen, ob sich grolere Mengen des Proteins aufgrund mangelnder Loslichkeit in der unléslichen
Fraktion befinden, wurden die nach Zellaufschluss und Zentrifugation entstandenen Sedimente aus Zell-
trimmern und unléslichen Bestandteilen, wie Membranfraktionen und inclusion bodies, einer denatu-
rierenden Behandlung unterzogen. Dazu wurden die Sedimente in Harnstoffpuffer aufgenommen und
sonifiziert, um unlésliche Bestandteile zuganglich zu machen. Nach Zentrifugation wurde der resultie-
rende Uberstand (cleared lysate) fiir die Aufreinigung dhnlich der normalen Ni-NTA-Aufreinigung mit an-
schlieBender SDS-PAGE eingesetzt. Die Schritte der nativen und denaturierenden Ni-NTA-Aufreinigung
sind schematisch in Abbildung 3.17 A dargestellt. In den ersten drei Elutionsfraktionen der denaturie-
renden Aufreinigung des Wildtyp-Proteins sind eindeutige Banden der GroRe von CryB zu erkennen (Ab-
bildung 3.17 C), auch eine leichte Gelbfarbung der Proben lasst auf ein Vorhandensein geringer Mengen
des Proteins in intakter Form schlieRen. Aus der unléslichen Fraktion von CryB C434A/C437A hingegen
konnte kein erkennbares Protein der erwarteten Grof3e eluiert werden.

Da CryB C434A/C437A weder aus der Fraktion, die die 16slichen Bestandteile enthalt, noch aus der
Fraktion, die unl6sliche Bestandteile enthalt durch native bzw. denaturierende Ni-NTA aufgereinigt wer-
den konnte, stellte sich die Frage, ob dies entweder an einer mangelnden Expression oder rapider De-
gradation des moglicherweise falsch gefalteten und somit instabilen Proteins liegt. Die erneute Sequen-
zierung der Promotorregion des Plasmids pETcryB C434A/C437A ergab keine Fehlerhaftigkeit. Bei funk-
tionierender Expression ist das Protein vermutlich zumindest temporar im Lysat anwesend und wird
moglicherweise erst wiahrend der Aufreinigung degradiert. Um eine fehlende Expression dieser Varian-
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Abbildung 3.17: Native und denaturierende Ni-NTA-Aufreinigung von CryB Wildtyp und CryB C434A/CA437A, expri-
miert in je 1 Liter E. coli BL21(DE3)pLysS Expressionskultur. A) Schematische Darstellung der Probenbehandlung.
B) Silbergefarbtes SDS-PAA-Gel der Fraktionen nach der nativen Aufreinigung. C) Silbergefarbtes SDS-PAA-Gel der
Fraktionen nach der denaturierenden Aufreinigung. US = Uberstand, S = Sediment, Kreis mit Pfeil = Zentrifugation,
CL = cleared lysate (1 pl einer 1:10 Verdiinnung), FT = flow-through (1 ul einer 1:10 Verdiinnung), WL = Wasch-
fraktion mit Lysepuffer, W = Waschfraktion (je 5 pl), E = Elutionsfraktion (je 5 ul).

te auszuschlieRen, wurde sowohl die native als auch die denaturierende Aufreinigung wiederholt und
im Anschluss an die Gel-Auftrennung ein Westen Blot zur spezifischen Detektion von CryB in den ver-
schiedenen Fraktionen durchgefiihrt. Die Expression fand abweichend von den anderen Expressionen in
Rosetta(DE3) statt. AuRerdem wurde allen verwendeten Puffern 1 mM DTT zugesetzt. Zur Uberpriifung
der Induktion wurden Gesamtzellproben aus der Expressionskultur vor der Induktion durch IPTG (tg) und
bei der Ernte nach 24 Stunden (t4) entnommen und in Laemmli-Puffer gel6st. Die Auftragsvolumen wur-
den zur Vergleichbarkeit anhand der ODggg einander angeglichen. Des Weiteren wurde eine Probe des
Sedimentes nach Zellaufschluss und Zentrifugation (Zelltrimmer, unlésliche Fraktion) aufgetragen. Dazu
wurde wenig Material mit einer Pipettenspitze abgenommen und in Lysepuffer gelst. Der Rest wurde
in Harnstoffpuffer aufgenommen und fiir die denaturierende Ni-NTA-Aufreinigung eingesetzt.

Die Auftragung von Gesamtzellen vor der Induktion und nach der Expression zeigt fir beide Proteine
ein vergleichbar starkes Signal nach Ende der Expressionszeit (t,4) und kein Signal vor der Induktion (tp)
(Abbildung 3.18). Auch in den Sedimentproben (S) tritt bei beiden ein Signal auf. Im cleared lysate, flow-
through und den Waschfraktionen der nativen Aufreinigung von CryB C434A/C437A ist bei den einge-
setzten Mengen kein Protein detektierbar, das Wildtyp-Protein ist im cleared lysate und den Wasch-
fraktionen vorhanden. Ein sehr starkes Signal zeigt sich in der ersten Fraktion (E1) des Wildtyp-Proteins
und eine im Vergleich dazu deutlich schwachere Bande in der E;-Fraktion von CryB C434A/C437A. Dem-
nach befindet letzteres sich auch im cleared lysate, der Anteil ist jedoch zu gering fiir die Detektion. In
der Sedimentprobe und den Fraktionen cleared lysate, flow-through und W1 der denaturierenden Auf-
reinigung erscheinen vergleichbar starke Signale fir CryB Wildtyp und CryB C434A/CA37A. Erst bei der
Elution ist kein Signal mehr fir letztere erkennbar, hingegen beim Wildtyp-Protein in E; und E,. Die Er-
gebnisse der Aufreinigungen lassen auf eine funktionierende Expression beider Proteine schlief3en, das
Fehlen oder deutlich geringere Vorhandensein von CryB C434A/C437A in den Elutionsfraktionen deutet
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auf einen Abbau des Proteins hin. Die Verwendung von Rosetta(DE3) sowie der Einsatz von 1 mM DTT
bewirkte anhand der Farbungen der Proteinlésungen keine erkennbare Verbesserung der Loslichkeit ge-
genliber BL21(DE3)plysS. Fir beide nativen und denaturierenden Aufreinigungen wurden, abweichend
von den anderen CryB-Aufreinigungen in dieser Arbeit, Puffer mit pH-Werten von 8,0 (Friihwirth, 2012)

verwendet.
Native Ni-NTA-Aufreinigung Denaturierende Ni-NTA-Aufreinigung
CryB Wildtyp CryB C434A/C437A CryB Wildtyp CryB C434A/C437A
ty t,, S CLFTW, W,E, E, E; tot, S CLFTW W,E E, E; S CLFTW,W,E, E, E; [kpa] S CLFTW,W,E, E, E,
- X -70
- - —_ e - : e~
- «* . 4 - g .
) 4 :

Abbildung 3.18: Western Blot gegen CryB. Fraktionen nach der nativen und denaturierenden Ni-NTA-Aufreinigung
von CryB Wildtyp und CryB C434A/C437A, exprimiert in je 0,5 Liter E. coli Rosetta(DE3) Expressionskultur. tg =
Zellen vor der Induktion, t,4 = Zellen bei der Ernte, S = Sediment, CL = cleared lysate (2 ul einer 1:10-Verdiinnung),
FT = flow-through (2 pl einer 1:10 Verdliinnung), WL = Waschfraktion mit Lysepuffer, W = Waschfraktion (je 10 pl),
E = Elutionsfraktion (je 10 pl).

3.4.6.2 Einzelaustausch der Cysteine und C-terminale Deletion

Um auszuschlieRen, dass die Instabilitdt von CryB C434A/C437A (Abschnitt 3.4.6.1) an der Auswahl der
ausgetauschten Cysteine liegt und ein Entfernen des FeS-Clusters moglicherweise durch den Wegfall
eines der anderen Cysteine bewirkt werden kdnnte, wurden die tbrigen Cysteine C346, C434 und C450
einzeln durch Alanine ersetzt. Die Varianten wurden gemeinsam mit dem bereits vorhandenen CryB
C437A auf Loslichkeit untersucht. Die Proteine wurden Gber Ni-NTA aufgereinigt und jeweils die Elu-
tionsfraktionen E; durch SDS-PAGE, Western Blot und Absorptionsspektroskopie analysiert. Bei keiner
der Cystein-Austauschvarianten ist eine Bande auf Hohe der starken Bande des Wildtyp-Proteins im
Coomassie-gefarbten Gel erkennbar (Abbildung 3.19). Im Western Blot, bei dem gleiche Mengen einge-
setzt wurden wie fiir die Farbung, sind fir jede Variante Signale detektierbar, die deutlich schwacher sind
als die des Wildtyp-Proteins. Zum Vergleich ist die Doppelmutante C434A/C437A jeweils ebenfalls auf-
getragen, sie verhalt sich wie die Einzelmutanten. Die im Coomassie-gefarbten Gel stets bei gut 66 kDa
zu sehenden Banden werden im Western Blot nicht durch den CryB-spezifischen Antikdrper detektiert
und sind unspezifisch durch die Ni-NTA mit aufgereinigte Proteine (vgl. auch Abbildung 3.2 A). Durch
diese Banden ist eine Auftragung vergleichbarer Mengen erkenntlich. Eine weitere Variante, bei der das
Cystein C437 durch Serin ersetzt wurde, sollte klaren, ob die Wahl der Aminosaure die Loslichkeit be-
einflusst. Serin weist eine gréRere Ahnlichkeit zu Cystein auf als Alanin, da es eine OH-Gruppe anstelle
der SH-Gruppe tragt, die bei Alanin fehlt. Somit ware die strukturelle Veranderung geringer als durch
Alanin, aber die Bindung zwischen dem Schwefelatom der Aminosdure und dem Eisenatom des Clus-
ters nicht mehr moglich. Auch fiir CryB C437S ergab sich jedoch die gleiche Beobachtung wie fiir alle
Cystein-zu-Alanin-Varianten (Daten nicht gezeigt).

Ein anderer Versuch, das FeS-Cluster zu entfernen und dabei den Rest des Proteins moglichst intakt
zu halten, war die Entfernung der gesamten C-terminalen ,,Dach“-Domane, in die das Cluster eingebettet
ist. Es wurden zwei leicht unterschiedliche Versionen konstruiert, in beiden wurde die Dach-Doméne ab
Aspartat D432 entfernt. Somit fehlen drei der vier Cysteine sowie der Loop-Bereich vor der Domane. Da-
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Abbildung 3.19: Western Blot und Coomassie- =
gefirbtes SDS-PAA-Gel mit Elutionsfraktionen Western Blot
der Ni-NTA-Aufreinigung von CryB Wildtyp (WT)
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zu wurden die ersten 1293 bp der cryB-Gensequenz, gefolgt von einem Stopcodon, in pET28a kloniert
(entspricht dem Beginn der Sequenz im Konstrukt pETcryB, beschrieben in Abschnitt 3.1.1). Das resultie-
rende Protein CryBApa3zs-vsog ist somit am C-Terminus um 77 Aminosauren verkiirzt und Serin S431 die
letzte Aminosaure. Weil Valin natlrlicherweise die letzte Aminosaure des unverkiirzten CryB-Proteins
ist, wurde eine weitere Variante hergestellt, bei der Serin S431 durch Valin ersetzt wurde, sodass die
Version CryBAss31-pso7 Mit einer unpolaren Aminosaure endet. Die Gesamtlange beider verkirzter Pro-
teine inklusive His-tag betragt jeweils 452 Aminosaduren und das theoretische Molekulargewicht 51 kDa
(ExPASy; Gasteiger et al., 2003). Die Planung der Varianten erfolgte mit freundlicher Beratung durch Yann
Geisselbrecht. Die Aminosauresequenz befindet sich in Anhang 9.5. Beide Versionen wurden heterolog
in E. coli exprimiert und iber Ni-NTA aufgereinigt. Im Coomassie-gefarbten Gel ist jeweils eine schwache
Doppelbande der erwarteten GroRRe zu sehen, die durch Western-Blot-Analyse als CryB bestatigt werden
konnten (Abbildung 3.19). Die untere der beiden Banden im Western Blot erscheint geringfiigig starker
als die obere. Beide sind in vergleichbarer Menge vorhanden wie alle Cystein-Varianten und deutlich
geringer als Wildtyp-CryB. Die Absorptionsspektroskopie der Varianten ergab eine mit der Leervektor-
kontrolle (Abbildung 3.15 C) vergleichbare Absorption im Bereich 400-450 nm (Daten nicht gezeigt).

Durch Aminosdureaustausche und Sequenzverkiirzung ist es demnach nicht gelungen, ein intaktes
Protein ohne FeS-Cluster zu erzeugen.

3.4.6.3 In vivo Photoreaktivierung durch CryB C434A/C437A

Aufgrund der Erfahrung der anderen untersuchten Varianten, bei denen die Aktivitadt in vivo oft un-
geachtet einer schlechten Proteinqualitdt nur beeintrachtigt, nicht jedoch verloren ist, wurde CryB
C434A/CA37A, stellvertretend fiir alle FeS-Cluster-Varianten, in R. sphaeroides AcryB exprimiert, da eine
bessere Faltung unter natirlichen Bedingungen nicht ausgeschlossen werden kann. Im Western Blot (Ab-
bildung 3.3) ist keine Expression von CryB C434A/C437A in der l6slichen Fraktion erkennbar. Bei Auftra-
gung der doppelten Menge Zelllysat (200 ug Gesamtprotein) zeigt sich eine schwache Bande auch in
der l6slichen Fraktion (Abbildung 3.20). In der unl6slichen Fraktion ist es in gréRerer Menge vorhan-
den, wahrend Wildtyp-CryB im Kontrollstamm AcryB pRKcryB in beiden Fraktionen etwa gleich verteilt
ist. Der l6sliche Anteil von CryB C434A/CA437A ist zwar deutlich geringer als der von Wildtyp-CryB, aber
dennoch groRRer als im Wildtyp 2.4.1, bei dem CryB auch bei dieser Auftragsmenge nicht detektierbar
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ist, der aber zur Photoreaktivierung fahig ist. Trotz der Expression von CryB C434A/C437A in den Zellen
ist diese Variante nicht in der Lage, die Photoreaktivierung in AcryB wiederherzustellen (Abbildung 3.4).
Die Uberlebensrate liegt bei 15 % und damit im Bereich der Leervektorkontrolle (17 %).
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Abbildung 3.20: Western Blot gegen CryB aus Zelllysaten von R. sphae- Sv Q@ J& (ko]
roides 2.4.1 Wildtyp (WT), AcryB, AcryB pRKcryB, AcryB pRKcryB =
C434A/C437A und AcryB pRK415 (EVC). Zellen wurden unter mikroae- Losliche
roben Bedingungen angezogen und bei einer ODggo von 0,75 geerntet. Fraktion o|-70
Je 200 pg Gesamtprotein der Uberstinde nach Ultrazentrifugation =1-55
(I6sliche Fraktion) bzw. der resuspendierten Sedimente (unlosliche
Fraktion). Ponceau-gefarbte Membranen dienen als Ladekontrollen. Die  Unldsliche -
nebeneinanderliegenden Ausschnitte stammen jeweils von der gleichen Fraktion ol-70
Membran. «]-55

3.4.6.4 In vivo Expression von CryB und Photoreaktivierung unter Eisenmangelbedingungen

Die bisher beschriebenen Versuche, das FeS-Cluster zu entfernen, basieren auf Modifikationen des Pro-
teins durch den Austausch von Aminosduren. Um herauszufinden, ob die geringe Loslichkeit und der
Funktionsverlust in vivo auf diese Modifikationen oder generell auf das Fehlen des Clusters zuriickzu-
flihren sind, wurde der Stamm AcryB pRKcryB, bei dem die CryB-Expression gut durch Western Blot
zu detektieren ist, in Medium ohne Zusatz von Eisen sowie in Anwesenheit des Eisenchelators 2,2’-
Dipyridyl kultiviert. So sollte die Bildung von FeS-Clustern unterbunden werden. Zunachst wurde die in
vivo Expression untersucht. Als , Positivkontrolle” wurde der bereits beschriebene Stamm AcryB pRKcryB
C434A/CA37A verwendet (Abschnitt 3.4.6.1), der in diesem Falle nicht ein intaktes, sondern ein aggre-
gierendes Protein enthélt. So sollte verglichen werden, ob Eisenmangel den gleichen Effekt hervorrufen
wirde wie der Austausch der Cysteine.

Im Western Blot ist zu sehen, dass die Bande des Wildtyp-CryB unter Eisenmangelbedingungen ge-
ringfligig schwacher ist als die des gleichen Stammes unter Normalbedingungen mit Eisen, die Intensitat
entspricht jedoch nicht dem deutlich geringeren Level von CryB C434A/C437A unter Normalbedingun-
gen (Abbildung 3.21 A). Dieser Unterschied zwischen Wildtyp-CryB unter Eisenmangelbedingungen und
CryB C434A/C437A unter Normalbedingungen ist bei Betrachtung der |6slichen Fraktion noch deutlicher
zu sehen und deutet darauf hin, dass die geringe Loslichkeit auf die Mutationen zuriickzufiihren ist und
nicht auf die verminderte Verfligbarkeit von Eisen. Allgemein wirkt sich der Eisenmangel im Vergleich
zu Normalbedingungen bei beiden Proteinen nicht auf die Menge ihres 16slichen Anteils aus (Abbildung
3.21 B). In den unléslichen Fraktionen ohne Eisen (Abbildung 3.21 C) sowie schwach auch in denen der
Gesamtproteinfraktion (A) ist sowohl bei Wildtyp-CryB als auch bei der Cystein-Variante eine zusatzli-
che Bande knapp tber 40 kDa zu erkennen, was darauf hindeutet, dass Eisenmangel einen Einfluss auf
beide Proteine hat. Alle Banden der GroRe von CryB in den unldslichen Fraktionen sind gleich stark,
unabhangig von Eisenverfligbarkeit und Mutation. Das Experiment wurde zweimal durchgefiihrt.

Des Weiteren wurden UV-Uberlebensexperimente mit dem Wildtyp-Stamm R. sphaeroides 2.4.1 un-
ter Eisenmangelbedingungen durchgefiihrt. Dazu wurden Agarplatten mit dem entsprechenden Medi-
um und Zusatz des Eisenchelators 2,2’-Dipyridyl verwendet. Die auf diesem Medium gewachsenen Kolo-
nien wiesen jedoch eine Rotfarbung auf, was fiir eisenfrei gewachsene Zellen untiblich ist, sie sind durch
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Abbildung 3.21: Western Blot gegen CryB
aus Zelllysaten der R. sphaeroides-Stamme
AcryB pRKcryB (CryB) und AcryB pRKcryB
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WeiRfarbung normalerweise deutlich von in eisenhaltigem Medium gewachsenen Zellen unterscheid-
bar (Peuser et al., 2011). Dieser Effekt ist moglicherweise auf im Agar enthaltenes Eisen zurlickzufiihren.
Aus diesem Grund wurde die UV-Behandlung sowie die anschlieRende Lichtinkubation zur Photoreakti-
vierung abweichend von den anderen Photoreaktivierungsexperimenten in eisenfreiem Flissigmedium
durchgefiihrt. Erst nach Abschluss der Lichtinkubation von 5 Stunden wurden Zellen fiir eine spéatere
Bestimmung der CFU auf Agarplatten ausplattiert und diese im Dunkeln weiter inkubiert. So wurde si-
chergestellt, dass wahrend der Photoreaktivierungsphase im Licht kein Eisen anwesend war. In dieser
Zeit sollte demnach die Bildung von FeS-Clustern beeintrachtigt sein. Als Kontrolle wurde der Wildtyp
auf gleiche Weise in normalem RA-Medium mit Eisen behandelt. Sowohl unter Eisenmangel- als auch
unter Normalbedingungen zeigt der Wildtyp-Stamm gleiche Uberlebensraten von ca. 88 %. (Abbildung
3.22 A). Auch die Dunkelkontrollen weisen keinen Unterschied zueinander auf (9 bzw. 10 %). Analog zur
Bestimmung der Photoreaktivierungskinetik verschiedener Stamme (Abbildung 3.16) wurde auch un-
ter Eisenmangelbedingungen die Uberlebensrate des Wildtyps zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend
der Photoreaktivierungsphase bestimmt (Abbildung 3.22 B). Zu flinf Zeitpunkten (0, 1, 10, 20 und 30
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Abbildung 3.22: Uberlebensraten von R. sphaeroides Wildtyp (WT) unter Normalbedingungen und Eisenmangel-
bedingungen. Zellen wurden bei einer ODggo von 0,6-0,7 in 20 ml Medium in Petrischalen verdiinnt (10°®), mit
100 J/m? UV-Licht (254 nm) bestrahlt und anschlieRend in Licht (50 umol/m?/s) oder Dunkelheit inkubiert. A) Pro-
ben der Flussigkulturen wurden nach 5 Stunden im Licht (weilRe Balken) oder Dunkelheit (schwarze Balken) aus-
plattiert und fiir weitere 4 Tage im Dunkeln inkubiert. Die Uberlebensraten sind als Verhiltnis der CFU von UV-
behandelten zu nicht behandelten Zellen in Prozent dargestellt. Mittelwerte und Standardabweichung aus 4-5
unabhéangigen biologischen Wiederholungen. B) Proben der Flissigkulturen wurden zu verschiedenen Zeitpunk-
ten wahrend der Photoreaktivierungsphase ausplattiert und fiir weitere 4 Tage im Dunkeln inkubiert. Die Uber-
lebensraten sind als Verhaltnis der CFU von UV-behandelten zu nicht behandelten Zellen in Prozent dargestellt.
Mittelwerte und Standardabweichung aus 2—3 unabhangigen Wiederholungen.

97



3.4 UNTERSUCHUNG DER COFAKTOREN ERGEBNISSE

Minuten) liegt die Uberlebensrate bei Eisenmangelbedingungen leicht unter der bei Normalbedingun-
gen, jedoch sind die Unterschiede nur sehr gering und die Standardabweichungen groR. Bei den letzten
beiden Zeitpunkten (3 und 5 Stunden) sind die Uberlebensraten fast gleich (94 bzw. 97 % und 83 bzw.
92 %).

3.4.6.5 Behandlung von CryB mit H,0,

Die Bindung des FeS-Clusters konnte nicht durch den Austausch von Cysteinen aufgehoben werden,
ohne das gesamte Protein zu zerstéren. Durch die Behandlung mit H,0, als starkes Oxidationsmittel
sollte untersucht werden, ob das Cluster von dem aufgereinigten Protein entfernt werden kann, wie
im Falle des Eisenregulatorproteins IscR aus R. sphaeroides, dessen FeS-Cluster durch Behandlung mit
1 mM H,0, verloren geht (Remes et al., 2015). Verdnderungen im Protein wurden Uber die Messung
von Absorptionsspektren Gberprift. Die Behandlung wurde sowohl mit dem Wildtyp-Protein als auch
mit der CryB-Variante L366H durchgefiihrt, bei der die Absorption des FeS-Clusters nicht durch die der
anderen Cofaktoren Giberdeckt ist (Abbildung 3.12). 600 pl Protein (ca. 1 mg/ml) der E;-Fraktionen nach
der Ni-NTA-Aufreinigung wurden mit verschiedenen Mengen H,0, versetzt. Die anfangliche Zugabe von
1 mM und 10 mM H,0; bewirkte keine Verdanderung, auch die Inkubation mit 1 mM H,0, tGber Nacht
(Daten nicht gezeigt). Im Folgenden wurde die Konzentration zwischen 100 mM und 1 M stufenweise
erhoht. Beim Wildtyp-CryB zeigte sich bis zu einer Konzentration von 200 mM keine starke Veranderung
der Absorption. Ab 300 mM begann die Bildung von weillem Ausfall, was zu einer Erh6hung der Gesamt-
absorption fiihrte. Ab 400 mM wurde der Ausfall deutlich starker. Der sonst maximale Peak ist nun auf
gleicher Hohe mit dem ersten. Dies kdnnte auf einen Verlust der Absorption des FeS-Clusters bei 420 mn
hindeuten. Dieser mogliche Verlust des FeS-Clusters geht jedoch mit starkem Proteinausfall einher, der
die Absorption beeinflusst. Bei CryB L366H zeigte sich ein beginnender Ausfall des Proteins bereits bei
200 mM H,0, und eine deutliche Steigerung bei 300 mM. Die stark erhdhte Absorption ab 300 mM ist
auf den weiBen Ausfall zuriickzufiihren, daher ist nicht erkennbar, ob das fiir CryB L366 typische Maxi-
mum bei 420 nm noch vorhanden ist. In Abbildung 3.23 A sind die Spektren des Wildtyp-Proteins bis
500 mM H,0, gezeigt, in Abbildung 3.23 B die Spektren von CryB L366 bis 300 mM H,0,.
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Abbildung 3.23: Absorptionsspektren von A) CryB Wildtyp und B) CryB L366H aus E;-Fraktionen nach der Ni-NTA-
Aufreinigung (jeweils ca. 1 mg/ml; ca. 17 uM), mit verschiedenen H,0,-Konzentrationen behandelt.
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3.5 Untersuchungen zur Genregulation durch real-time PCR

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der Cofaktoren von CryB nicht nur bei der Photoreaktivierung,
sondern auch bei der Genregulation untersucht werden. Dazu sollten einige der in 3.2 aufgelisteten Kom-
plementationsstamme von AcryB, die plasmidkodiert eine verdnderte Variante von CryB exprimieren,
im Vergleich zum Komplementationsstamm mit Wildtyp-CryB (AcryB pRKcryB) sowie zur Leervektorkon-
trolle (AcryB pRK415) verwendet werden. Die CryB-Varianten tragen Aminosdureaustausche, wodurch
Bindung oder Reduktion der Cofaktoren aufgehoben oder eingeschrankt sind (siehe Abschnitt 3.2). Die
erhohte plasmidbasierte Expression von CryB im Komplementationsstamm AcryB pRKcryB (Abbildung
3.3) bewirkt jedoch, am Beispiel der verringerten Abundanz der puf- und puc-Transkripte, eine Ver-
starkung des Knockout-Phanotyps und nicht wie bei der Photoreaktivierung eine Wiederherstellung des
Wildtyp-Phanotyps (Hendrischk et al., 2009a). Deshalb sollte auch untersucht werden, ob es Expressi-
onsunterschiede dieses Stammes im Vergleich zur Leervektorkontrolle AcryB pRK415 gibt.

Als Indikator einer Regulation durch CryB sollten zunachst ausgewahlte Gene dienen, die zuvor durch
microarray- und real-time-PCR-Analysen in AcryB als differenziell reguliert im Vergleich zum Wildtyp
identifiziert wurden (Friihwirth et al., 2012). Die Untersuchungen waren unter drei verschiedenen Be-
dingungen — mikroaerob, Blaulicht und Singulettsauerstoffstress — durchgefiihrt worden. Die Expression
dieser Gene sollte in dieser Arbeit in den Stimmen mit veranderten CryB-Versionen im Vergleich zu
den Kontrollstdammen untersucht werden. Dies sollte Aufschluss lber die Relevanz der entfernten oder
beeintrachtigten Cofaktoren in der jeweiligen CryB-Variante geben, wenn der entsprechende Stamm
entweder dem Verhalten von AcryB pRKcryB oder dem von AcryB pRK415 im Bezug auf die Regulation
bestimmter Gene entspricht. Als Vorbereitung wurde zunachst der Wildtyp- sowie der AcryB-Stamm er-
neut unter den in Frihwirth et al. (2012) beschriebenen Bedingungen angezogen und die Expression
bestimmter Gene durch real-time PCR untersucht. Die Reproduktion der Ergebnisse erwies sich als nicht
eindeutig bzw. einheitlich. Viele der Ergebnisse konnten in ihrer Tendenz (Herauf- oder Herabregulierung
des Gens) reproduziert werden, die Unterschiede zwischen Wildtyp und AcryB waren meist geringer als

in Frihwirth et al. (2012). Unter mikroaeroben Bedingungen zeigten 4 von 5 getesteten Genen die glei-
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Abbildung 3.24: Bestimmung der relativen Expressionslevel bekannter in AcryB differenziell regulierter Gene
(Frihwirth et al., 2012) durch real-time PCR unter mikroaeroben Bedingungen. A) Transkriptlevel von 5 Genen
in AcryB relativ zum Wildtyp (WT) bei ODggo = 0,8. B) Transkriptlevel von RSP_2346 und RSP_3871 in den Stam-
men AcryB pRKcryB W338F, AcryB pRKcryB E37F, AcryB pRKcryB E37F/W338F und AcryB pRK415 (EVC) jeweils
relativ zu AcryB pRKcryB bei ODggp = 0,6. Mittelwerte aus biologischen Duplikaten mit Standardabweichung.
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che Regulierung, jedoch nur zu einem sehr geringen Grad (Abbildung 3.24 A), dhnliches gilt fiir Untersu-
chungen unter Blaulicht (Daten nicht gezeigt). Von den unter mikroaeroben Bedingungen untersuchten
Genen wurden RSP_2346 und RSP_3871 (modA) auch in den Stammen AcryB pRKcryB (Komplementa-
tion) und AcryB pRK415 (Leervektorkontrolle) untersucht sowie in den Komplementationsstammen mit
den plasmidkodierten CryB-Varianten W338F, E37F und E37F/W338F (Abbildung 3.24 B). Dabei wurde
AcryB pRKcryB als ,Wildtyp” und AcryB pRK415 als ,, Knockout” betrachtet. Letzterer sowie die Stimme
mit CryB-Varianten wurden jeweils relativ zu AcryB pRKcryB betrachtet. Das Transkript von RSP_2346 ist
bei diesem Vergleich in AcryB pRK415 um das 1,6-Fache geringer vorhanden als in AcryB pRKcryB. Die-
se Tendenz entspricht dem Ergebnis des Vergleichs von Wildtyp und AcryB. Die Level in den Stammen
mit CryB W338F und E37F sind unverandert, bei E37F/W338F liegt es dazwischen (-1,2). Bei RSP_3871
gibt es keinen deutlichen Unterschied zwischen AcryB pRK415 und AcryB pRKcryB, die Level in den drei
Stammen mit CryB-Varianten sind geringfiigig hoher (Abbildung 3.24 B).

Auch die Regulation unter photooxidativem Singulettsauerstoffstress (10,-Stress) wurde betrachtet.
Dabei wurden in dieser Arbeit erstmals die Gene RSP_0906 (sitC) und RSP_2878 (coxS) in die Analyse
durch real-time PCR einbezogen. In der Rangliste der durch Singulettsauerstoff differenziell regulierten
Gene fallen diese in den Daten des microarrays (Frihwirth, 2012) aufgrund ihrer sehr starken Herauf-
bzw. Herabregulierung auf. Von tiber 2800 Transkripten ist sitC das am drittstarksten hochregulierte Gen,
coxS das am achtstarksten herabregulierte. Zum Vergleich wurden auRerdem rpoE, prrB, pufL und znuA
einbezogen. Alle Gene zeigen ein geringfligig niedrigeres oder unverandertes Level in AcryB im Vergleich
zum Wildtyp nach 20 Minuten Singulettsauerstoffstress (Abbildung 3.25 A). Weder coxS noch sitC zeigen
eine starke Regulation, die Richtung ist nicht wie im microarray entgegengesetzt. Die Expression wurde
des Weiteren durch den Vergleich der Transkriptlevel vor und nach Stressbeginn (tp und t,g) betrachtet.
Unter Singulettsauerstoffstress wurde rpoE in AcryB in geringerem MaRe induziert als im Wildtyp (Frih-
wirth et al., 2012). Diese Tendenz konnte nicht wiederholt gezeigt werden (Abbildung 3.25 B). Insgesamt
ist die Induktion in beiden Stammen geringer, jedoch etwa gleich stark (4,2- bzw. 4,7-fach). sitC zeigt ei-
ne starke Zunahme im Wildtyp nach 20 Minuten Stress und eine etwa halb so starke Zunahme in AcryB.
Die Transkriptlevel von pufL weisen eine Abnahme in beiden Stammen auf, in AcryB etwas starker. Die
anderen Gene bleiben unbeeinflusst.
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Abbildung 3.25: Bestimmung der relativen Expressionslevel bekannter in AcryB differenziell regulierter Gene
(Frihwirth et al., 2012) sowie sitC und coxS durch real-time PCR nach photooxidativem (10,)-Stress. A) Transkript-
level in AcryB relativ zum Wildtyp (WT) nach 20 Minuten (tyo) 10,-Stress. B) Transkriptlevel zum Zeitpunkt tyg
relativ zum Zeitpunkt to (vor Stressbeginn), im Wildtyp und in AcryB. Mittelwerte aus biologischen Duplikaten mit
Standardabweichung.
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3.6 Untersuchungen zur puf- und puc-Expression in AcryB unter Einfluss von
Kanamycin

Eine der ersten phanotypischen Auffilligkeiten des R. sphaeroides-Knockout-Stammes 2.4.1AcryB war
die hellere Rotfarbung von mikroaerob gewachsenen Kulturen im Vergleich zum Wildtyp. Diese Beob-
achtung basierte auf der geringeren Ausbildung von photosynthetischen Komplexen und einer dadurch
bedingten schwacheren Pigmentierung der Zellen, aufgrund einer verringerten Abundanz der mRNAs
der puf- und puc-Operons, die in R. sphaeroides Komponenten des photosynthetischen Apparates ko-
dieren. Die verdanderten Transkriptlevel von puc und puf wurden durch Northern-Blot-Analyse gezeigt
(Hendrischk et al., 2009a). Sie sind wahrscheinlich auf eine Herabregulierung auf transkriptioneller Ebe-
ne zurlickzuflhren, da die Halbwertszeiten von puf und puc in AcryB nicht beeinflusst sind. Diese Her-
abregulierung erwies sich als indirekt, da CryB nicht spezifisch an die puf- oder puc-Promotorregionen
bindet (Friihwirth, 2012). Die genregulatorische Beteiligung von CryB wurde dariber hinaus anhand von
microarray- und real-time-PCR-Analysen flir weitere Gene festgestellt (Frihwirth et al., 2012).

Aufgrund der schweren Nachweisbarkeit der Expressionsunterschiede durch real-time PCR, die ur-
spriinglich als Grundlage fir nachfolgende Untersuchungen der CryB-Varianten dienen sollten (Abschnitt
3.5), wurden als alternativer Indikator fir eine CryB-abhdngige Regulation die durch Northern-Blot-
Analyse beobachteten Expressionsunterschiede der puf- und puc-mRNAs zwischen Wildtyp und AcryB
(Hendrischk et al., 2009a) ausgewahlt. Diese hatten sich auBerdem in der einfach erkennbaren, hel-
leren Pigmentierung der Kulturen von AcryB gedullert. Hierbei stellte sich die Herausforderung, dass
neuere Beobachtungen gezeigt hatten, dass dieser sichtbare Phanotyp vor allem in Anwesenheit von
Kanamycin im Medium deutlich war. Kulturen von AcryB, die wie der Wildtyp ohne das Antibiotikum
kultiviert wurden, wiesen diesen Farbunterschied nicht auf (Sebastian Frihwirth, persénliche Kommuni-
kation). Der Knockout des cryB-Gens in AcryB wurde durch die chromosomale Insertion einer Kanamycin-
Resistenzkassette in den ORF des Gens erreicht (Hendrischk et al., 2007), der Zusatz von Kanamycin bei
der Kultivierung dieses Stammes ist daher optional moglich. Dem Effekt der helleren Farbung liegt wie
oben beschrieben ein verringertes Expressionslevel der puf- und puc-Operons zugrunde und es stellte
sich daher die Frage, ob diese beiden zusammenhangenden Effekte auf bei der Kultivierung anwesen-
des Kanamycin zurilickzufiihren waren. Aus diesem Grund wurde bei den im Folgenden beschriebenen
Untersuchungen getestet, welchen Einfluss die Anwesenheit von Antibiotikum im Medium auf den be-
obachteten Pigmentierungseffekt und die Expressionslevel von puf und puc hat. Die Bindungsbereiche
der fir Northern Blots verwendeten Sonden erstrecken sich jeweils liber Teile der Gene B und A (Abbil-
dung 3.26). Die Gene B und A befinden sich jeweils auf dem stabilsten Prozessierungsprodukt (ca. 0,5 kb)
der mRNAs beider Operons (Rauhut und Klug, 1999).
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Abbildung 3.26: Bindungsbereiche der verwendeten PCR-Sonden zur Detektion der puf- und puc-mRNAs durch
Northern Blot.
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3.6.1 Expression von puf und puc im Wildtyp, AcryB pRKcryB und AcryB pRK415

Um den Effekt der verringerten Pigmentierung auf Genexpressionsebene zu untersuchen, wurden Kul-
turen von AcryB fir die Northern-Blot-Analyse in An- und Abwesenheit von Kanamycin (+Km/-Km) im
Medium angezogen. Bei der Anzucht der kanamycinfreien Kulturen von AcryB erfolgte lediglich das Aus-
streichen auf kanamycinhaltigen Platten; sowohl die erste Fliissigkultur (Vorkultur), die von einer Einzel-
kolonie der Platte angeimpft wurde, als auch die aus dieser Vorkultur angeimpfte fiir die Zellernte be-
stimmte Hauptkultur (75 ml), wurden ohne Zusatz von Kanamycin kultiviert. Fiir Kanamycinbedingungen
wurden sowohl Vor- als auch Hauptkulturen mit der Standardkonzentration (25 pg/ml) Kanamycin ver-
setzt. Des Weiteren wurden die Kontrollstimme AcryB pRKcryB (Komplementation) sowie AcryB pRK415
(Leervektorkontrolle) als Vorbereitung fiir Vergleiche mit den CryB-Varianten untersucht. Um auch ei-
nen moglichen Einfluss von Tetracyclin zu untersuchen, das zur Aufrechterhaltung des pRK-Plasmids in
geringer Konzentration (1,5 pg/ml) den Kulturen zugefugt wird, wurden diese ebenfalls mit und ohne
das Antibiotikum angezogen. Anders als bei Kanamycin, dessen Zugabe im Falle der Anzucht von AcryB
aufgrund der stabilen Integration des Kanamycin-Resistenzgens im Chromosom nicht notwendig ist, je-
doch optional als Selektionsmittel eingesetzt werden kann, ist der Zusatz von Tetracyclin zum Erhalt
des pRK-Plasmids in entsprechenden plasmidhaltigen Stammen notwendig (Anhang 9.3). Daher wur-
den Vorkulturen von AcryB pRKcryB und AcryB pRK415 stets in Anwesenheit von Tetracyclin kultiviert.
Erst beim Animpfen der Hauptkulturen wurde Tetracyclin entweder weggelassen (-Tc) oder weiterhin
hinzugeflgt (+Tc). Die plasmidhaltigen Stamme wurden auf kanamycin- und tetracyclinhaltigen Platten
ausgestrichen, jedoch stets ohne Kanamycin in allen Flussigkulturen kultiviert. Alle Stdmme (Hauptkul-
turen) wurden unter mikroaeroben Bedingungen in Dunkelheit bis zu einer ODggg von 0,6 kultiviert.
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Abbildung 3.27: Northern-Blot-Analyse der puf- und puc-Expression in R. sphaeroides Wildtyp und AcryB in An-
wesenheit (+Km) und Abwesenheit (-Km) von 25 ug/ml Kanamycin im Medium, sowie AcryB pRKcryB und AcryB
pRK415 jeweils in Anwesenheit (+Tc) und Abwesenheit (-Tc) von 1,5 ug/ml Tetracyclin im Medium. Kulturen wur-
den unter mikroaeroben Bedingungen bis zu einer ODggg von 0,6 kultiviert. A) Hybridisierung mit Sonden gegen
pufBA und pucBA (500-kb-Fragmente) sowie die 14S rRNA als Ladekontrolle. Es wurden jeweils 10 ug RNA aufge-
tragen. B) Normalisierung der Signalintensitdaten von puf und puc auf die der 14S rRNA. Die Stimme sind relativ
zum Wildtyp dargestellt. AB = Antibiotikum.

Die Signalintensitaten der Hybridisierung mit puf- und puc-spezifischen Sonden (Abbildung 3.27 A)
wurden jeweils auf die Intensitdten der Ladekontrolle 14S rRNA normalisiert (Abbildung 3.27 B), die
Stamme wurden im Verhaltnis zum Wildtyp betrachtet. Beim Vergleich von Wildtyp und AcryB (-Km)
ist kein Unterschied des puf-Transkriptlevels zu erkennen. Das puf-Level von AcryB (+Km) ist im Ver-
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gleich zum Wildtyp und AcryB (-Km) hingegen deutlich verringert (28 % der Intensitat). Beim Vergleich
der plasmidhaltigen Stamme ist das puf-Transkriptlevel von AcryB pRKcryB (-Tc) geringer als das der drei
anderen Stamme. Es gibt keinen Unterschied zwischen AcryB pRK415 mit oder ohne Tetracyclin und die
Level sind vergleichbar mit dem des Wildtyps und AcryB (-Km). Die Ergebnisse der puc-Expression sind
ahnlich. Hier ist eine Erhéhung der Signalintensitdt von AcryB (-Km) im Vergleich zum Wildtyp festzustel-
len sowie ebenfalls eine deutliche Verringerung bei der kanamycinhaltigen Kultur (55 % des Wildtyps).
Alle plasmidhaltigen Stamme, ob mit oder ohne Tetracyclin kultiviert, weisen untereinander vergleich-
bare Level des puc-Transkriptes auf und liegen leicht unter dem des Wildtyps (71-80 %).

3.6.2 Herstellung neuer AcryB-Stamme

Der im vorangegangenen Abschnitt beschriebene deutliche Einfluss von Kanamycin auf die Transkriptle-
vel der puf- und puc-mRNAs in AcryB warf die Frage auf, ob der zuvor beobachtete Phanotyp der hellen
Pigmentierung und der Herabregulierung von puf und puc im Stamm AcryB (Hendrischk et al., 2009a)
moglicherweise durch Kanamycin hervorgerufen wird. Um diese Méglichkeit zu Gberpriifen, wurden
die im nachsten Abschnitt (3.6.3) vorgestellten Kontrollstamme in die Analyse einbezogen. Eine andere
Moglichkeit konnte der Verlust dieses Phanotyps in AcryB aufgrund von Sekunddarmutationen sein, was
erklaren wiirde, dass AcryB-Kulturen ohne Kanamycin den Effekt nicht mehr zeigen. Um diese zweite
Moglichkeit zu Gberprifen, wurde der Knockout des cryB-Gens im Wildtyp auf zwei verschiedene Arten
erneut generiert. Zum einen wurde das in Hendrischk et al. (2007) beschriebene Konstrukt pPHUA3077
verwendet, um den Stamm auf identische Weise herzustellen. Dieser frische Stamm, AcryBKmNeu, wur-
de mit dem bisher verwendeten AcryB-Stamm verglichen. Vor allem der Vergleich der beiden Stamme
in Abwesenheit von Kanamycin sollte klaren, ob der Phdanotyp der geringeren Pigmentierung unter die-
sen Bedingungen bei dem neuen Stamm wieder zu beobachten ist und somit bei dem urspriinglichen
AcryB-Stamm verlorengegangen ware. Zum anderen wurde ein weiteres Knockout-Konstrukt verwendet,
durch das die Q-Sm/Sp-Kassette in den ORF von cryB im Wildtyp inseriert wird und dem neuen Knockout-
Stamm eine Streptomycin- und Spectinomycinresistenz verleiht. Dieses Konstrukt pPHU281-cryB-Q-Sp
wurde von Andreas Jager kloniert. Mit diesem zweiten neuen Stamm, AcryBSp, konnte nun Uberprift
werden, ob es einen Unterschied zu den kanamycinresistenten AcryB-Stammen gibt sowie zwischen mit
und ohne Spectinomycin gewachsenen Kulturen, um zu klaren, ob das Fehlen von CryB in Kombination
mit dem Antibiotikum Kanamycin den beobachteten Effekt auslést. Zur Uberpriifung des Knockouts von
CryB in den neuen Stammen wurde zunachst der bekannte Phanotyp des Photoreaktivierungsdefektes
(vgl. Abschnitt 3.2.1) als Indikator untersucht. Dazu wurden die neuen Stamme sowie deren Komple-
mentationen im UV-Experiment untersucht und mit dem Wildtyp und dem bisherigen AcryB-Stamm
verglichen.

Alle drei Knockout-Stimme weisen eine untereinander vergleichbare Verringerung der Uberlebens-
rate (12—20 %) nach UV-Stress und Lichtbehandlung auf (Abbildung 3.28). Die Uberlebensrate des Wild-
typs liegt bei 80%. Die Uberlebensfihigkeit wird durch Einbringen des cryB-Gens auf dem Plasmid
pRKcryB (Komplementation) bei beiden neuen Stammen wiederhergestellt (88 und 86 %), nicht jedoch
durch das leere Plasmid pRK415 (18 und 13 %). Entsprechend verhalt es sich fir die Komplementation
und Leervektorkontrolle des alten AcryB-Knockout-Stammes (Abbildung 3.4). Die Uberlebensraten der
Dunkelkontrollen aller Stimme liegen unter 3 %. Diese Uberpriifungen bestitigen die Wirksamkeit der
neuen cryB-Knockouts. Im Folgenden wird die Untersuchung der Stdmme auf den Phdnotyp der Pigmen-
tierung und Genregulation beschrieben.
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3.6.3 Untersuchung der Kontrollstimme

Neben den im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen neuen kanamycin- und spectinomycinresis-
tenten AcryB-Knockout-Stammen wurden zwei weitere Kontrollstimme in die Analyse einbezogen. Im
Knockout-Stamm der Photolyase PhrA (Hendrischk et al., 2007) wurde der GroRteil des ORF (RSP_2143,
phrA) auf gleiche Weise wie in AcryB durch die gleiche Kanamycin-Resistenzkassette ersetzt. Dieser
Stamm AphrA kann somit auch in Anwesenheit von Kanamycin kultiviert werden und wurde sowohl
im Selbstvergleich (+/-Km) als auch zu AcryB betrachtet. Des Weiteren wurde der Wildtyp mit dem lee-
ren Vektor pPBBR1IMCS-2 konjugiert, der eine Kanamycinresistenz vermittelt. Die Resistenzkassette von
pBBR1MCS-2 stammt urspriinglich aus dem pKS-Plasmid (Kovach et al., 1995; Manoil und Beckwith,
1985) und unterscheidet sich von der aus pUC4K (Vieira und Messing, 1982) stammenden Kassette, die
zum Ausschalten von cryB und phrA verwendet wurde. Der Stamm stellt eine kanamycinresistente Ver-
sion des Wildtyps dar. Durch diese beiden Kontrollstimme sollte geklart werden, ob der Effekt generell
bei Anwesenheit von Kanamycin auftritt oder nurim AcryB-Stamm. Die fiinf Stamme Wildtyp (bzw. Wild-
typ pBBR1MCS-2), AcryB, AcryBKmNeu, AcryBSp und AphrA wurden unter mikroaeroben Bedingungen
bis zu einer ODggg von 0,6 kultiviert. Alle Stamme wurden dabei sowohl mit als auch ohne Zusatz des
jeweiligen Antibiotikums (Kanamycin oder Spectinomycin) angezogen.

3.6.3.1 Farbung und Chlorophyligehalt

Die Farbungen der fiinf Kulturen ohne Antibiotikum weisen keine sichtbaren Unterschiede auf. Wer-
den die gleichen Staimme mit ihrem jeweiligen Antibiotikum kultiviert, so zeigt sich bei beiden iden-
tischen kanamycinresistenten AcryB-Knockout-Stimmen eine deutlich hellere Farbung als bei den an-
deren Kulturen mit Antibiotikum (Abbildung 3.29 A) sowie derselben Stamme ohne Kanamycin. Eine
weitere Auffalligkeit ist das deutlich langsamere Wachstum der beiden AcryB-Stamme im Vergleich zu
den anderen Stammen in Anwesenheit der Antibiotika. Dieser Unterschied zeigt sich nicht bei Kultivie-
rung ohne Antibiotikum. Der durch das Plasmid pBBR1MCS-2 kanamycinresistente Wildtyp weist keinen
Farbunterschied zum Wildtyp ohne das Plasmid und Kanamycin auf. Die Kultur des Kontrollstammes
AphrA zeigt eine geringfligig hellere Farbung mit Kanamycin im Vergleich zum selben Stamm ohne Kana-
mycin, der Unterschied ist jedoch weniger ausgepragt als bei AcryB. Der neue spectinomycinresistente
Knockout-Stamm AcryBSp erscheint in Anwesenheit von Spectinomycin leicht dunkler als der entspre-
chende Stamm ohne das Antibiotikum.
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Abbildung 3.29: A) Farbung und B) Chlorophyllgehalt mikroaerob gewachsener Kulturen bei einer ODggo von 0,6
ohne und mit Zusatz der Antibiotika Kanamycin (25 pg/ml) oder Spectinomycin (10 pg/ml). WT = Wildtyp, WT
pBBR = Wildtyp mit Plasmid pBBR1MCS-2 (kanamycinresistent), AcryB = kanamycinresistenter cryB-Knockout aus
Hendrischk et al. (2007), AcryBKmNeu = neuer cryB-Knockout mit der gleichen Kanamycin-Resistenzkassette wie
in AcryB, AcryBSp = neuer cryB-Knockout mit Spectinomycinresistenz, AphrA = kanamycinresistenter Knockout
der Photolyase PhrA. AB = Antibiotikum. Absorptionswerte der Chlorophyllbestimmung wurden auf die ODggg
normalisiert. Alle Stamme sind relativ zum Wildtyp ohne AB dargestellt. Mittelwerte aus zwei biologischen und
zwei technischen Replikaten mit Standardabweichung.

Um diese visuelle Beobachtung zu quantifizieren, wurde eine Bestimmung des Bakteriochlorophyll-
gehaltes durchgefiihrt (Abbildung 3.29 B). Die Zellen aller antibiotikafreien Kulturen weisen untereinan-
der keinen Unterschied im Chlorophyllgehalt auf. Bei beiden kanamycinresistenten AcryB-Stammen zeigt
sich ein stark verringerter Chlorophyllgehalt in Anwesenheit von Kanamycin von ca. 40 % im Vergleich zu
den gleichen Stammen ohne Kanamycin. Der Wildtyp mit dem Plasmid pBBR1MCS-2 weist in Anwesen-
heit von Kanamycin keine Verdanderung gegeniiber dem gleichen Stamm ohne Plasmid und Antibiotikum
auf. Der Chlorophyllgehalt von AcryBSp-Kulturen mit und ohne Spectinomycin ist in der spectinomycin-
haltigen Kultur geringfigig erhoht. Im Knockout-Stamm der Photolyase PhrA ist der Chlorophyligehalt
in Anwesenheit von Kanamycin leicht niedriger (ca. 78 %) als in der entsprechenden kanamycinfreien
Kultur. Der Chlorophyllgehalt spiegelt sich somit in der Farbung der Kulturen wider.

3.6.3.2 Analyse der puf- und puc-Expression

Zur Uberpriifung, ob die in An- oder Abwesenheit von Antibiotika beobachteten Unterschiede der Kultu-
ren in Farbung und Chlorophyllgehalt, vor allem in Hinblick auf die beiden auffalligen Stamme AcryB und
AcryBKmNeu, auf unterschiedliche Expressionsraten der puf- und puc-Operons zurlckzufiihren sind,
wurden diese beiden Transkripte in den finf Stammen durch Northern-Blot-Analyse quantifiziert. Dazu
wurden die Kulturen wie beschrieben mit und ohne Antibiotika bis zu einer ODggp von 0,6 kultiviert.
Die Signalintensitaten der puf- und puc-Hybridisierung wurden quantifiziert und auf die der 14S rRNA
normalisiert (Abbildung 3.30). Sowohl die puf- als auch puc-Transkripte zeigen in Kulturen ohne Antibio-
tikum keine oder sehr geringe Unterschiede, lediglich das puf-Level in AcryBKmNeu weist eine leichte
Erhohung im Vergleich zu den anderen Stammen auf. Die Tendenzen der Transkriptlevel von puf und
puc in den antibiotikahaltigen im Vergleich zu den antibiotikafreien Kulturen sind gleich, jedoch mit un-
terschiedlicher Intensitat. Am auffalligsten ist die Reduktion des Levels der puf-Transkripte im alten und
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neuen kanamycinresistenten AcryB-Stamm unter Anwesenheit von Kanamycin um deutlich mehr als die
Halfte im Vergleich zu denselben Stammen, die ohne Kanamycin kultiviert wurden. Diese Reduktion zeigt
sich ebenfalls fir die puc-Transkripte, aber in leicht geringerem Malle um ca. die Halfte der antibiotika-
freien Vergleichskulturen. Reduzierte puf-Level in den kanamycinhaltigen Kulturen im Vergleich zu den
kanamycinfreien zeigen sich auch in den beiden Kontrollstammen Wildtyp bzw. Wildtyp pBBR1MCS-2
und AphrA. Die Level sind bei Anwesenheit von Kanamycin um 66 bzw. 73 % reduziert. Dieser Effekt ist
bei puc in deutlich geringerem MaRe zu beobachten. Die An- oder Abwesenheit von Spectinomycin bei
der Anzucht des Knockout-Stammes AcryBSp hat weder einen Einfluss auf die Transkriptlevel der puf-
noch der puc-mRNAs.
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Abbildung 3.30: Northern-Blot-Analyse der puf- und puc-Expression in verschiedenen R. sphaeroides-Stammen in
Abwesenheit oder Anwesenheit der Antibiotika Kanamycin (25 pg/ml) oder Spectinomycin (10 pg/ml) im Medium.
Kulturen wurden unter mikroaeroben Bedingungen bis zu einer ODggo von 0,6 kultiviert. A) Hybridisierung mit
Sonden gegen pufBA und pucBA (500-kb-Fragmente) sowie die 14S rRNA als Ladekontrolle. Es wurden jeweils
10 pug RNA geladen. B) Normalisierung der Signalintensitaten von puf und puc auf die der 14S rRNA. WT = Wildtyp,
WT pBBR = Wildtyp mit Plasmid pBBR1IMCS-2 (kanamycinresistent), AcryB = kanamycinresistenter cryB-Knockout
aus Hendrischk et al. (2007), AcryBKmNeu = neuer cryB-Knockout mit der gleichen Kanamycin-Resistenzkassette
wie in AcryB, AcryBSp = neuer cryB-Knockout mit Spectinomycinresistenz, AphrA = kanamycinresistenter Knockout
der Photolyase PhrA. AB = Antibiotikum. Alle Stamme sind relativ zum Wildtyp ohne AB dargestellt. Mittelwerte
aus zwei biologischen Replikaten mit Standardabweichung.

3.6.4 Untersuchung des Kontrollstammes AcryBSp pBBR1MCS-2

Die im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Beobachtungen der helleren Farbung durch einen
geringeren Chlorophyligehalt sowie die Herabregulierung von puf und puc zeigten sich in unterschied-
lichem Male bei allen in kanamycinhaltigem Medium gewachsenen Stammen. Sowohl bei dem al-
ten als auch dem neuen kanamycinresistenten AcryB-Knockout-Stamm sind diese Effekte am starksten
ausgepragt. Das Ausbleiben dieser Effekte im Stamm AcryBSp, bei dem das Gen durch die Q-Sm/Sp-
Resistenzkassette ausgeschaltet wurde, zeigt, dass diese nicht auf das Fehlen von CryB zuriickzufiihren
sind. Dazu kommt, dass die Anwesenheit von Kanamycin in den beiden kanamycinresistenten Kontroll-
stimmen Wildtyp pBBR1MCS-2 und AphrA einen deutlich geringeren Effekt auf die betrachteten Eigen-
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schaften hatte. Diese Beobachtungen suggerieren, dass es einen spezifischen Kombinationseffekt aus
der Abwesenheit von CryB und der Anwesenheit von Kanamycin geben kénnte, der einzeln betrachtet
nicht auftritt. Alternativ besteht die Moglichkeit, dass die Kanamycinresistenz in den Stammen AcryB
und AcryBKmNeu nur eingeschrankt exprimiert wird, sodass diese Stamme die Anwesenheit von Kana-
mycin weniger gut tolerieren wiirden als andere kanamycinresistente Stamme. In diesem Abschnitt soll
daher durch den Einbezug eines weiteren Kontrollstammes zunachst geklart werden, ob der beschrie-
benen Phanotyp spezifisch durch die Kombination ,,-CryB +Km* ausgelost wird. Dazu wurde der Stamm
AcryBSp mit dem Plasmid pBBR1MCS-2 konjugiert. So lag ein Stamm vor, bei dem CryB nicht durch eine
Kanamycin-Resistenzkassette wie in den Stammen AcryB und AcryBKmNeu ausgeschaltet ist, der aber
dennoch Uber eine trans-kodierte Kanamycinresistenz durch das Plasmid verfiigt. So konnte dieser CryB-
lose Stamm unter Anwesenheit von Kanamycin kultiviert werden, ohne dass die Kanamycinresistenz mit
dem Fehlen von cryB zusammenhangt. Zwei verschiedene Klone dieses Stammes wurden sowohl in An-
wesenheit beider Antibiotika, Spectinomycin und Kanamycin, als auch nur mit Kanamycin unter mikroae-
roben Bedingungen angezogen. Als Kontrollstimme dienten Wildtyp bzw. Wildtyp pBBR1MCS-2, AcryB
und AcryBSp, die erneut sowohl mit als auch ohne Antibiotika parallel zu den neuen Stammen kultiviert

wurden.
N Y O
A R S B
&L == s
NN RN NOMEENOA N LN 3 +2A8
Km - + - + - - + + + + 2 |
Sp - - - - _ + ) . ) . B 1.0
o
o
F B 2 05
O
E; . "
= 00 o LI
- (32?% GQ’ q,“’Q S Q\Q’\
< 5 RN
\ Q;”Q R

Abbildung 3.31: A) Farbung und B) Chlorophyllgehalt mikroaerob gewachsener Kulturen bei einer ODggo von 0,6
ohne und mit Zusatz der Antibiotika Kanamycin (25 pg/ml) oder Spectinomycin (10 ug/ml). WT = Wildtyp, WT
pBBR = Wildtyp mit Plasmid pBBR1MCS-2 (kanamycinresistent), AcryB = kanamycinresistenter cryB-Knockout aus
Hendrischk et al. (2007), AcryBSp = cryB-Knockout mit Spectinomycinresistenz, AcryBSp pBBR = cryB-Knockout
AcryBSp mit Plasmid pBBR1MCS-2 (spectinomycin- und kanamycinresistent), Klone (1) und (3). Km = Kanamycin,
Sp = Spectinomycin, AB = Antibiotikum. Absorptionswerte der Chlorophyllbestimmung wurden auf die ODggg nor-
malisiert; alle Stamme sind relativ zum Wildtyp ohne AB dargestellt. Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten
mit Standardabweichung.

Die in Abschnitt 3.6.3.1 beschriebenen Beobachtungen fiir die Kontrollstimme beziiglich Farbung
und Chlorophyllgehalt bestatigen sich erneut, wobei die Unterschiede zwischen Wildtyp pBBR1MCS-2
(+Km) und Wildtyp (-Km) groRer sind (Abbildung 3.31). Die Pigmentierung in AcryB ist stark verringert
im Vergleich zu den anderen Staimmen. Beide Klone des neuen Kontrollstammes AcryBSp pBBR1MCS-2
zeigen nur eine geringfligige Senkung des Chlorophyllgehaltes im Vergleich zum Wildtyp, AcryB (-Km)
sowie AcryBSp (-/+Sp). Die Kombination Sp/Km im Vergleich zur alleinigen Anwesenheit von Kanamycin
bewirkt keinen Unterschied. Im Vergleich zu AcryB (+Km) ist der Chlorophyligehalt deutlich héher und
die Pigmentierung starker.
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Die Transkriptlevel von puf und puc in den Kontrollstdmmen entsprechen den Ergebnissen aus Ab-
schnitt 3.6.3.2. Die puf-Level beider Klone des neuen Stammes AcryBSp pBBR1MCS-2 weisen ein mit
den anderen Stammen (Ausnahme AcryB +Km) vergleichbares puf-Level auf, unabhangig davon, ob nur
Spectinomycin oder beide Antibiotika anwesend sind (Abbildung 3.32). Das puf-Level von Klon (1) liegt
geringfligig niedriger, das von Klon (3) leicht hoher. Das gleiche ist fir die Transkriptlevel von puc zu er-
kennen, auch hier liegt Klon (3) etwas hoher als Klon (1). Kein Stamm zeigt ein so stark verringertes Level
wie AcryB (+Km). Die Northern-Blot-Analyse bestatigt somit die Beobachtungen bezliglich Farbung und
Chlorophyligehalt. In Tabelle 3.3 sind die in Abschnitt 3.6. untersuchten Stamme zusammengefasst.
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Abbildung 3.32: Northern-Blot-Analyse der puf- und puc-Expression in verschiedenen R. sphaeroides-Stammen in
Abwesenheit oder Anwesenheit der Antibiotika Kanamycin (25 pg/ml) und/oder Spectinomycin (10 pg/ml) im Me-
dium. Kulturen wurden unter mikroaeroben Bedingungen bis zu einer ODggg von 0,6 kultiviert. A) Hybridisierung
mit Sonden gegen pufBA und pucBA (500-kb-Fragmente) sowie die 14S rRNA als Ladekontrolle. Es wurden jeweils
10 ug RNA geladen. B) Normalisierung der Signalintensitaten von puf und puc auf die der 14S rRNA. WT = Wildtyp,
WT pBBR = Wildtyp mit Plasmid pBBR1IMCS-2 (kanamycinresistent), AcryB = kanamycinresistenter cryB-Knockout
aus Hendrischk et al. (2007), AcryBSp = cryB-Knockout mit Spectinomycinresistenz, AcryBSp pBBR = cryB-Knockout
AcryBSp mit Plasmid pBBR1MCS-2 (spectinomycin- und kanamycinresistent), Klone (1) und (3). Alle Stamme sind
relativ zum Wildtyp ohne AB dargestellt. Km = Kanamycin, Sp = Spectinomycin. AB = Antibiotikum.

Tabelle 3.3: Stdmme zur Untersuchung des Einflusses von Antibiotika

Stamm Resistenz ,AB-Phinotyp“Y Quelle
Chromosom Plasmid
Wildtyp - - - van Niel (1944)
Wildtyp pBBR1IMCS-2 - Km Schwach Diese Arbeit
AcryB Km - Stark Hendrischk et al. (2007)
AcryBKmNeu Km - Stark Diese Arbeit
AcryBSp Sp - - Diese Arbeit
AcryBSp pBBR1IMCS-2 Sp Km Schwach Diese Arbeit
AphrA Km - Schwach Hendrischk et al. (2007)

Y Durch Anwesenheit von Antibiotikum (AB) im Kulturmedium hervorgerufene Ausprigung eines oder mehrerer
der in Abschnitt 3.6 beschriebenen Phanotypen: helle Farbung, verringerter Chlorophyligehalt, verringerte puf- und
puc-Transkriptlevel.
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Die Ergebnisse der Untersuchung des Stammes AcryBSp pBBR1MCS-2 zeigen, dass nicht die Kom-
bination aus fehlendem CryB und Anwesenheit von Kanamycin den in AcryB beobachteten Phanotyp
auslost. Der Stamm AcryB scheint eine erhdhte Sensitivitdt gegenliber dem Antibiotikum Kanamycin
zu haben. Im folgenden Abschnitt wird daher die Frage behandelt, ob die Expression der Kanamycin-
Resistenzkassette in AcryB fehlerhaft ist.

3.6.5 Expressionsanalyse des Kanamycin-Resistenzgens in AcryB durch real-time PCR

Aufgrund der festgestellten, im Vergleich zu den Kontrollstimmen AphrA und Wildtyp pBBR1MCS-2 er-
hohten Sensitivitat der Stamme AcryB und AcryBKmNeu gegeniiber dem Antibiotikum Kanamycin, die
keinen spezifischen Zusammenhang mit dem Fehlen von CryB hat (Abschnitt 3.6.4), wurde das Expres-
sionslevel des Kanamycin-Resistenzgens in AcryB mittels quantitativer real-time PCR untersucht und mit
dem Level des gleichen Resistenzgens in AphrA, der die beschriebenen Effekte in viel geringerer Auspra-
gung aufweist, verglichen. So sollte geklart werden, ob dieser Sensitivitat eine mangelhafte Expression
des Kanamycin-Resistenzgens zugrunde liegt. Dazu wurden die Stamme AcryB und AphrA sowohl in An-
als auch Abwesenheit von Kanamycin unter mikroaeroben Bedingungen bis zu einer ODggg von 0,6 kul-
tiviert, die RNA wurde fiir eine real-time-PCR-Analyse isoliert und behandelt. Es zeigte sich, dass die
Expressionsrate des Kanamycin-Resistenzgens im Stamm AcryB um das 3—4-Fache geringer ist als im
Stamm AphrA (Abbildung 3.33). Dieses Ergebnis tritt sowohl bei An- als auch Abwesenheit von Kanamy-

cin in den Kulturen auf.

-Km +Km

Abbildung 3.33: Relative mRNA-Level des Kanamycin-
Resistenzgens in AcryB im Verhéltnis zu dem in AphrA in
Abwesenheit (-Km) und Anwesenheit (+Km) von Kanamycin,
bestimmt durch real-time PCR. Gezeigt sind die Mittelwerte
von drei biologischen Replikaten mit Standardabweichung. 6 -

Relatives Transkriptlevel AcryB/AphrA

3.7 Genexpression unter Singulettsauerstoffstress

3.7.1 Expression der kleinen RNA CcsR1

Bei der Suche nach einem Indikator fiir regulatorische Unterschiede zwischen R. sphaeroides AcryB und
Wildtyp hatte sich herausgestellt, dass der zuvor beschriebene Expressionsunterschied von puf und puc
unter mikroaeroben Bedingungen (Hendrischk et al., 2009a) nur mit Zusatz von Kanamycin in Kulturen
von AcryB vorhanden ist (Abschnitt 3.6). Daraufhin wurde stattdessen die Expression der kleinen RNA
CcsR1 (RSs0680a), die in AcryB im Vergleich zum Wildtyp eine vierfach hohere Abundanz unter aero-
ben Bedingungen aufweist und nach 20 Minuten Singulettsauerstoffstress (10,-Stress) etwas stérker
induziert wird (Frihwirth et al., 2012), als Indikator in Erwdgung gezogen. Diese regulatorische sRNA
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wird zusammen mit CcsR2—4 unter oxidativem Stress verstarkt exprimiert und reguliert Gene des C1-
Stoffwechsels (Billenkamp et al., 2015). Die Untersuchung geschah durch Northern Blotting nach vorhe-
riger Harnstoff-PAA-Gelelektrophorese. Zunachst wurden die Kulturen in Dunkelheit und unter aeroben
Bedingungen sowie mit Zusatz von Methylenblau als spateren photosensitizer flr eine Verdopplungs-
zeit kultiviert. Die Induktion des photooxidativen Stresses geschah durch Starklicht zur Generierung von
Singulettsauerstoff. Zunachst wurden Wildtyp und AcryB verglichen. Die Bestimmung der Abundanz von
CcsR1 geschah zu zwei Zeitpunkten (7 und 20 Minuten) nach Stressbeginn sowie direkt davor (0 Minu-
ten). Keine der Kulturen enthielt Kanamycin oder Spectinomycin.

Im vorliegenden Experiment ist das Level von CcsR1 in AcryB vor Stressbeginn (tg) im Vergleich zum
Wildtyp um das 1,6-Fache erhoht (Abbildung 3.34 A und B). Die Induktion nach 20 Minuten photooxidati-
vem Stress ist in beiden Stammen dhnlich, das Level erhoht sich im Wildtyp um das 3-Fache im Vergleich
zu tg, in AcryB um das 2,4-Fache. Dieses Level ist bereits nach 7 Minuten in beiden Stdmmen erreicht
und erfahrt nach 20 Minuten keine weitere Steigerung. Das Experiment wurde dreimal durchgefiihrt.
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Abbildung 3.34: Northern-Blot-Analyse der Expression von CcsR1 (RSs0680a) und UpsM (RSs0682) in verschiede-
nen R. sphaeroides-Stimmen nach photooxidativem 10,-Stress. A) Hybridisierung mit Sonden gegen CcsR1 und
die 5.8S rRNA als Ladekontrolle. Es wurden jeweils 10 pg RNA geladen. B) Normalisierung der Signalintensitdten
von CcsR1 auf die der 5.85 rRNA. Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten mit Standardabweichung. C) Hybri-
disierung mit Sonden gegen CcsR1 und UpsM sowie die 5.8S und 5S rRNAs als Ladekontrollen. Es wurden jeweils
10 g RNA geladen. D) Normalisierung der Signalintensitdten von CcsR1 und UpsM auf die der 55 rRNA. WT = Wild-
typ, AcryB = kanamycinresistenter cryB-Knockout aus Hendrischk et al. (2007), AcryBSp = neuer cryB-Knockout mit
Spectinomycinresistenz. AcryB pRKcryB = Komplementationsstamm, AcryB pRK415 = Leervektorkontrolle, AcryB
pRKcryB W338F = Komplementation mit CryB W338F mit beeintrachtigter FAD-Reduktion.
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Im Hinblick auf die Analyse der verschiedenen Komplementationsstamme mit CryB-Varianten wurde
das Experiment erneut unter Einbezug der Stamme AcryB pRKcryB (Komplementation), AcryB pRK415
(Leervektorkontrolle) und AcryB pRKcryB W338F (beeintrachtigte FAD-Reduktion; Abschnitt 3.4.1) so-
wie des neuen Knockout-Stammes AcryBSp durchgefiihrt. Dabei wurden nur die Zeitpunkte tg und tyg
betrachtet. Bei plasmidhaltigen Stimmen wurde ab dem Animpfen der Ubernacht-Vorkulturen kein Te-
tracyclin mehr hinzugefiigt. Das Level von CcsR1 zum Zeitpunkt tq ist in beiden AcryB-Knockout-Stammen
leicht erhoht im Vergleich zum Wildtyp, die Induktion nach 20 Minuten 10,-Stress ist vergleichbar, aber
insgesamt schwach (Abbildung 3.34 C und D). Die Abundanz von CcsR1 in AcryB pRKcryB und AcryB
pRK415 zum Zeitpunkt tg ist untereinander sowie mit dem Wildtyp auf gleichem Level. Die Stédrke der
Induktion in beiden Stimmen liegt ebenfalls im Bereich der anderen Stdmme. Im Stamm AcryB pRKcryB
W338F ist die Induktion am starksten (1,6-fach). Neben CcsR1 wurde die Expression einer weiteren
SRNA, UpsM (RSs0682), auf der gleichen Membran untersucht. UpsM wird bei Singulettsauerstoffstress
prozessiert (Berghoff et al., 2009) und ist in der 5’-UTR des division and cell wall (Dcw) Genclusters lokali-
siert (Weber et al., 2016). Es wurde das 206 nt lange Primértranskript betrachtet. Im Zusammenhang mit
AcryB hatte es in microarray-Experimenten ein im Vergleich zum Wildtyp geringeres Level zum Zeitpunkt
ty0 gezeigt. In allen untersuchten Stammen findet ein leichter Riickgang des Transkriptlevels nach 20 Mi-
nuten Singulettsauerstoffstress statt (Abbildung 3.34 D). Alle Startlevel (Zeitpunkt tp) liegen geringfiigig
unterhalb des Levels im Wildtyp. Die Experimente wurden einmal durchgefiihrt.

3.7.2 Expression von puf und puc

Neben den sRNAs CcsR1 und UpsM wurde die Expression der puf- und puc-mRNAs unter Singulettsauer-
stoffstress im Wildtyp und in AcryB sowie der Komplementation und der Leervektorkontrolle untersucht.
Die Stamme wurden wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben kultiviert und fiir 20 Minuten 10,-
Stress ausgesetzt. Die Ausgangslevel von puf sind in AcryB und AcryBSp leicht erhéht im Vergleich zum
Wildtyp (1,3- bzw. 1,5-fach), ebenso verhilt es sich fiir puc (1,4- bzw. 1,6-fach). In den drei Stdmmen zeigt
sich ein leichter Riickgang der puf-Abundanz nach 20 Minuten 10,-Stress (Abbildung 3.35). Bei puc ist
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Abbildung 3.35: Northern-Blot-Analyse der Expression von puf und pucin verschiedenen R. sphaeroides-Stammen
nach photooxidativem 10,-Stress. A) Hybridisierung mit Sonden gegen pufBA und pucBA (500-kb-Fragmente) so-
wie die 14S rRNA als Ladekontrolle. Es wurden jeweils 10 ug RNA geladen. B) Normalisierung der Signalintensitaten
von puf und puc auf die der 14S rRNA. WT = Wildtyp, AcryB = kanamycinresistenter cryB-Knockout aus Hendrischk
et al. (2007), AcryBSp = neuer cryB-Knockout mit Spectinomycinresistenz. AcryB pRKcryB = Komplementations-
stamm, AcryB pRK415 = Leervektorkontrolle.
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dieser Riickgang in den drei Stammen sehr viel starker (um 80-90 % weniger als bei tg). Interessanterwei-
se sind die Level beider Transkripte in den beiden plasmidenthaltenden Stammen bereits zum Zeitpunkt
to deutlich erh6éht im Vergleich zu den Stammen ohne Plasmid. Das puf-Level in AcryB pRKcryB liegt um
das 3,3-Fache hoher als im Wildtyp, bei AcryB pRK415 um das 3,9-Fache. Bei puc sind die Level in diesen
beiden Stammen sogar um das 7- bzw. 10-Fache erhoht. Der Grad der Herabregulierung nach 20 Minu-
ten Stress ist bei puf in AcryB pRKcryB vergleichbar mit dem des Wildtyps (ca. 40 % weniger als zu tg) und
liegt bei AcryB pRK415 (ca. 22 % weniger) zwischen den beiden AcryB-Knockout-Stdmmen. Die Herabre-
gulierung des puc-Levels in beiden plasmidenthaltenden Stammen (87 bzw. 85 %) ist vergleichbar stark
wie in den drei Stammen ohne Plasmid. Insgesamt sind die Unterschiede zwischen den vergleichbaren
Stdmmen (mit und ohne Plasmid) gering. Das Experiment wurde nur einmal durchgefiihrt.

3.8 Kristallisation von CryB

Da die Kristallisation von CryB, die zur Aufklarung der 3D-Struktur gefiihrt hatte (Geisselbrecht et al.,
2012), schwer zu reproduzieren war (Geisselbrecht, 2013), wurde versucht, das Protein unter veran-
derten Bedingungen zu kristallisieren. Eine erneute Kristallisation hatte vorrangig das Ziel, neben der
vorhandenen Dunkelstruktur eine weitere Struktur zu generieren, bei der das Protein im lichtredu-
zierten Zustand vorliegt, um mogliche Konformationsdanderungen feststellen zu kénnen (vgl. Abschnitt
3.8.1). Die Expression erfolgte in Rosetta(DE3) und in BL21(DE3)pLysS, die Aufreinigung tber Ni-NTA-,
Heparin-Chromatographie und Gelfiltration. Das aufkonzentrierte Protein wurde anschliefend in der
AG Essen (Philipps-Universitat Marburg) unter verschiedenen Bedingungen kristallisiert. Dies geschah
einmal durch Yann Geisselbrecht und ein weiteres Mal durch Ankan Banerjee. Keine der getesteten
Bedingungen fiihrte jedoch zu einem auswertbaren Datensatz, da im Falle einer Kristallbildung keine
ausreichende Streuung vorhanden war.

3.8.1 CryB-Reduktion mit Natriumdithionit fiir die Kristallisation

Die Anzucht der Kristalle fiir die Strukturlésung von CryB (Geisselbrecht et al., 2012) wurde im Dun-
keln durchgefiihrt. Dabei liegt das FAD in seiner oxidierten Form vor. In dieser Arbeit sollte getestet
werden, ob eine Kristallisation unter reduzierenden Bedingungen maglich ist, um eventuelle Konforma-
tionsdanderungen im aktiven Zentrum detektieren zu kdnnen. Da eine permanente Belichtung wahrend
des Kristallwachstums schwierig ist, wurde getestet, ob Natriumdithionit (NaD) als starkeres Redukti-
onsmittel anstelle des normalerweise verwendeten Dithiothreitols (DTT) in der Lage ist, ohne Licht-
zufuhr durch rein chemische Reduktion das FAD von CryB zu reduzieren sowie ein langeres Verwei-
len im reduzierten Zustand zu ermdoglichen. Die Aufreinigung und Reduktion wurde in Zusammenar-
beit mit Yann Geisselbrecht (AG Essen, Philipps-Universitat Marburg) durchgefiihrt. Flr die Experimen-
te wurde CryB in Rosetta(DE3) exprimiert und nach zwei Aufreinigungsschritten (Ni-NTA- und Heparin-
Chromatographie) verwendet. Zunachst wurden Absorptionsspektren des Proteins ohne Behandlung
mit Reduktionsmitteln im Dunkeln gemessen. Anschliefend wurde die gleiche Menge Protein mit jeweils
10 mM DTT oder NaD versetzt und sofort erneut ein Spektrum im Dunkeln gemessen. Im Gegensatz zur
DTT-behandelten Probe entstand bei Zugabe von NaD ein starker Absorptionsabfall unterhalb von ca.
380 nm. Der charakteristische Kurvenverlauf von CryB mit oxidiertem FAD ist dennoch erkennbar. Um
zu testen, ob NaD in der Lage ist, ohne Lichtbestrahlung eine Reduktion des FAD zu bewirken, wurde die
Probe fiir 10 Minuten nach NaD-Zugabe in Dunkelheit gelassen und erneut ein Spektrum gemessen. Es
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zeigte sich keine Veranderung des Kurvenverlaufs, der auf eine beginnende FAD-Reduktion hindeuten
wirde. Es folgten die Bestrahlung der Proben mit Blaulicht und Spektrenmessungen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Beginn der Belichtung. Die einsetzende Reduktion des FAD ist bei der DTT-behandelten
Probe nach 5 Minuten Belichtung erkennbar, wobei es insgesamt 30 Minuten dauert, bis eine vollstandi-
ge Reduktion erreicht ist, die durch das Absinken der vier Absorptionsmaxima des oxidierten Zustandes
erkennbar ist (Geisselbrecht et al., 2012). Im Gegensatz zur Reduktion mit DTT ist eine vollstdndige Re-
duktion durch NaD bereits nach 5 Minuten festzustellen (Abbildung 3.36). Die Konvertierung verlauft
somit deutlich schneller als durch DTT. Um zu Uberprifen, ob Licht nur zur Herstellung des reduzierten
Zustandes notig ist oder auch zu dessen Aufrechterhaltung, d. h. ob eine Riickoxidation bei Abwesen-
heit des Lichts stattfindet, wurde die Probe nach weiteren 80 Minuten in Dunkelheit erneut gemessen.
Es zeigte sich fast keine Veranderung der Absorption im Vergleich zu der 5 Minuten nach NaD-Zugabe
gemessenen, was darauf schlieRen lasst, dass sich FAD nach diesem Zeitraum immer noch im reduzier-
ten Zustand befindet. Die gleiche Probe wurde fiir weitere 40 Stunden bei 4 °C in Dunkelheit aufbewahrt
und erneut ein Spektrum gemessen. Der Kurvenverlauf entsprach nach diesem Zeitraum ohne Belich-
tung wieder dem der Kurve vor der Reduktion und wies die Maxima des oxidierten FAD auf. Somit ist
unter den gewahlten Bedingungen keine dauerhafte Erhaltung des FAD im reduzierten Zustand maglich.

A %7 prr — (0D B %7 NaD — (0D
— D — @)D
0.4 (+), +ImBL 0.4 (+), 10mD
c — (*)+5mBL c —— (+),10m D +5mBL
.g 0.3 —— (), +15mBL .g 0.3- ——  (+), 10m D +5m BL +80m D
o N/ (+), +30m BL e (+), 10m D +5m BL+40h D
2 ) 2
o 0.21 o 0.21
< <
0.14 0.14
0.0 T T — — 0.0 T T T ]
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Wellenléange [nm] Wellenlédnge [nm]

Abbildung 3.36: Absorptionsspektren von CryB vor und nach Reduktion durch A) Dithiothreitol (DTT) und B) Na-
triumdithionit (NaD), normalisiert auf 700 nm. 18 uM CryB wurden mit jeweils 10 mM DTT oder NaD versetzt und
mit Blaulicht (450 nm) bestrahlt. Absorptionsspektren wurden zunachst vor Zugabe der Reduktionsmittel gegen
Puffer gemessen (schwarz) und im Anschluss gegen Puffer mit dem jeweiligen Reduktionsmittel zu verschiedenen
Zeitpunkten im Dunkeln (D) und nach Blaulichtbestrahlung (BL).

3.9 Interaktionsanalyse durch in vivo Protein-pulldown

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden bereits Studien zur Interaktion von CryB mit anderen Proteinen durchge-
fahrt. Ausfiihrlich wurde dabei die Interaktion mit dem Blaulicht-Photorezeptor AppA untersucht (Metz
et al., 2012a). Dariber hinaus gab es Studien zur Identifizierung moglicher weiterer Interaktionspart-
ner (Teich, 2011; Breitenbach, 2012). In dieser Arbeit wurde ein in vivo pulldown durchgefihrt, um die
Identifizierung von Interaktionspartnern erneut aufzugreifen.

Flr den in vivo pulldown wurde ein R. sphaeroides-Stamm verwendet, der CryB durch das Plasmid
pRKpufcryB lberexprimiert. Bei diesem auf pRK415 basierenden Plasmid ist der starke Promotor des
puf-Operons (431 bp) der cryB-CDS vorangeschaltet (Konzer, 2008). Die CDS verfligt auRerdem Uber
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Abbildung 3.37: Ausschnitt aus pRKpufcryB zur Uberexpression von His-CryB in R. sphaeroides. Das Plasmid ent-
halt den upstream des puf-Operons gelegenen Abschnitt (431 bp), in dem der puf-Promotor liegt, sowie das Start-
codon des ersten Gens des puf-Operons. Das Startcodon von cryB wurde entfernt. Abbildung erstellt nach Infor-
mationen aus Konzer (2008).

eine direkte Fusion mit den Codons fiir ein Hexahistidin-tag (Abbildung 3.37). Das Konstrukt wurde in
dieser Arbeit ebenfalls fiir Photoreaktivierungsexperimente verwendet (Abbildungen 3.4 und 3.16 A).

Das resultierende Protein weist ein theoretisches Molekulargewicht von 59,1 kDa auf (ExPASy; Gas-
teiger et al., 2003). Dieses Konstrukt kann sowohl zur praparativen Aufreinigung von CryB aus R. sphae-
roides Uber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie als auch wie in diesem Fall zur analytischen Aufreini-
gung zwecks der Identifikation gebundener Interaktionspartner verwendet werden. Dazu wurde pa-
rallel ein Stamm mit dem leeren Plasmid (pRK415 oder pRKpuf) mitgefiihrt, um unspezifisch an die
Ni-NTA-Matrix gebundene Proteine von den durch die Anwesenheit von CryB mitaufgereinigten Prote-
inen unterscheiden zu kénnen. Das Experiment wurde sowohl im Wildtyp 2.4.1 pRKpufcryB als auch im
AcryB-Knockout-Hintergrund (AcryB pRKpufcryB) sowie mit Leervektor-Kontrollstimmen durchgefiihrt.
Die Kulturen wurden in einem Volumen von 400 ml unter mikroaeroben Bedingungen kultiviert. Das
Zelllysat wurde (iber Ni-NTA-Affinitdtschromatographie aufgereinigt und die Proteinzusammensetzung
zundachst durch SDS-PAGE analysiert (Abbildung 3.38).

AcryB Wildtyp 2.4.1
pRKpufcryB pRK415 pRKpufcryB pRKpuf

E, E, E, E, E, E, E, E, [kpal E;, E, E; E, E, E, E; E,

CryB ->
w45

-31

Abbildung 3.38: Silbergefarbtes SDS-PAA-Gel der Elutionsfraktionen des in vivo pulldowns durch Ni-NTA-Affinitats-
chromatographie mit den R. sphaeroides-Stammen AcryB pRKpufcryB (Uberexpression im AcryB-Knockout) und
2.4.1 pRKpufcryB (Uberexpression im Wildtyp) sowie der Leervektorkontrollen AcryB pRK415 und Wildtyp pRKpuf.
Es wurden jeweils 15 pl der Elutionsfraktionen E;—E, aufgetragen. Die Bande, die fiir die massenspektrometrische
Analyse ausgeschnitten wurde, ist markiert.

In den Elutionsfraktionen E1—E4 ist in beiden CryB-lberexprimierenden Stammen das Vorhanden-
sein von CryB bei ca. 60 kDa zu erkennen (vgl. Abbildung 3.2 A). Direkt dariiber befindet sich in beiden
Fallen eine deutliche Bande, die nur in den Stammen mit CryB, nicht aber in den Leervektorkontrollen
auftritt. Hierbei kann es sich um einen potenziellen Interaktionspartner von CryB handeln. Alle ande-
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ren sichtbaren Banden sind sowohl in den Stammen mit pRKpufcryB als auch mit den leeren Plasmiden
prasent und stellen unspezifisch an die Matrix gebundene Proteine dar.

Um zu Uberprifen, ob die zusatzliche Bande oberhalb von CryB nur in den Stammen mit CryB
auftritt und um die Identitat von CryB zu verifizieren, wurde ein Westen Blot sowohl mit CryB- als auch
His-tag-spezifischem Antikérper durchgefiihrt. Es wurden Proben der E3-Fraktionen des pulldowns mit
Wildtyp-Hintergrund verwendet. Als Positivkontrolle wurde in E. coli exprimiertes, aufgereinigtes His-
CryB verwendet. Bei 2.4.1 pRKpufcryB sind mit beiden Antikérpern Signale zu erkennen (Abbildung 3.39).
Die Signale der Positivkontrollen befinden sich leicht oberhalb der des in R. sphaeroides exprimierten
CryB, die beiden Proteine weisen einen unterschiedlichen Abstand zum jeweiligen His-tag und ein leicht
differierendes theoretisches Molekulargewicht (60,32 bzw. 59,1 kDa) auf. Im Leervektor-Kontrollstamm
2.4.1 pRKpuf ist weder durch den CryB- noch durch den His-tag-spezifischen Antikorper ein Signal detek-
tierbar. Auffallig ist die zusatzliche Bande etwas oberhalb des sehr starken Hauptsignals der Elutionsfrak-
tion von 2.4.1 pRKpufcryB bei der Detektion durch den CryB-Antikorper. Dies deutet auf ein zusatzliches
Vorhandensein von CryB in der Bande oberhalb der Haupt-CryB-Bande hin.

A B P
RN
& @
PRKpufcryB pRKpuf & &
PK 045 09 225 45 0,45l 22 22 PK  [kpa]
-55
Anti-His Anti-CryB

Abbildung 3.39: Western Blot von Elutionsfraktionen des in vivo pulldowns mit R. sphaeroides 2.4.1 pRKpufcryB
(Uberexpression im Wildtyp) sowie 2.4.1 pRKpuf (Leervektorkontrolle im Wildtyp). A) Detektion mit Anti-
Polyhistidin-Antikorper. B) Detektion mit Anti-CryB-Antikorper. PK = Positivkontrolle (0,75 pg His-CryB, aufgereinigt
aus E. coli). Es wurden verschiedene Mengen (Angaben in pl) der jeweiligen E3-Elutionsfraktion (vgl. Abbildung
3.38) aufgetragen. Beide Abbildungen stammen von der gleichen Membran.

Um abschlieBend die Identitdt des Proteins in dieser Bande zu klaren, wurde sie aus dem silberge-
farbten Gel (markiert in Abbildung 3.38) ausgeschnitten und einer massenspektrometrischen Analyse
unterzogen. Dies geschah in der AG Proteinanalytik von Prof. Dr. Lochnit (Biochemisches Institut, Fach-
bereich Medizin der Justus-Liebig-Universitdt GieBen). Dabei wurde ein Gemisch aus zwei Proteinen
identifiziert, das ,,molecular chaperone GroEL [Rhodobacter]” (57,9 kDa) sowie die , deoxyribopyrimi-
dine photolyase [Rhodobacter sphaeroides]” (58 kDa). Da die Massenspektrometrie keine quantitative
Methode ist, ldsst sich nicht bestimmen, zu welchen Anteilen beide Proteine vorhanden sind. Es ist je-
doch wahrscheinlich, dass es sich hauptsédchlich um das Chaperon handelt und dieses stark mit CryB
assoziiert ist, da CryB auch im Western Blot in der entsprechenden Bande detektierbar ist.

3.10 Interaktionsanalysen mit CryB und AppA

Die Interaktion von AppA mit CryB wurde bereits durch Metz et al. (2012a) untersucht. In dieser Arbeit
wurden Experimente zur Vorbereitung auf eine Co-Kristallisation von CryB und AppA durchgefihrt. Zur
Ermittlung geeigneter Bedingungen wurden zunachst Interaktionsexperimente durch Gelfiltration (Ab-
schnitt 3.10.2) sowie durch Small Angle X-ray Scattering (SAXS) durchgefiihrt und schliefRlich ein Versuch
der Co-Kristallisation selbst (Abschnitte 3.10.3 und 3.10.4). An dieser Stelle wird zunachst das Protein
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AppA und dessen Aufreinigung beschrieben. Die Eigenschaften und die Aufreinigung von CryB wurden
bereits an anderer Stelle (Abschnitt 3.1.2) vorgestellt.

3.10.1 AppA

Das appA-Gen (RSP_1565) von R. sphaeroides 2.4.1 besteht aus 1353 Basenpaaren und kodiert ein
Protein von 450 Aminosduren (UniProt-Nummer Q3J677; UniProt, 2015). In dieser Arbeit wurde eine
N-terminal verkirzte Version, AppAAN, verwendet, bei der die AS 5-190 entfernt wurden (Han, 2006).
Dieser Version fehlt die FAD-bindende BLUF-Domaéne (AS 16—107), sie besteht aus der Him-bindenden
SCHIC-Domaéne von AS 274-393, der C-terminalen cysteinreichen Region (AS 397-450) sowie dem zen-
tralen Verbindungsstiick zur BLUF-Doméne (Han et al., 2007; Moskvin et al., 2007). Das theoretische
Molekulargewicht betragt 28,29 kDa (ExPASy; Gasteiger et al., 2003). AppAAN wird vom Vektor pGEX-
4T-1 als N-terminales Fusionsprotein mit einem Glutathion-S-Transferase-tag (GST-tag) exprimiert. Die
GST besteht aus 218 Aminosauren (UniProt-Nummer P08515) und hat ein Molekulargewicht von 26 kDa
(Smith und Johnson, 1988). Somit hat GST-AppAAN ein Molekulargewicht von 54,29 kDa und eine dhn-
liche GroRe wie das verwendete His-CryB (60,32 kDa, Abschnitt 3.1.1). Die N-terminal verkiirzte Version
von AppA ist ausreichend fiir eine Interaktion mit CryB (Metz et al., 2012a) und wird aufgrund einer
besseren Loslichkeit im Vergleich zum vollstandigen AppA (Han, 2006) verwendet.

AppA wurde in dieser Arbeit flr verschiedene Zwecke aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte in zwei
Schritten zunéachst Gber das GST-tag durch Glutathion-Affinitdtschromatographie und anschlieBend tGber
Gelfiltration. Im Falle der analytischen Gelfiltration (Abschnitt 3.10.2) stellt diese keinen Aufreinigungs-
schritt zur Gewinnung von reinem Protein dar, sondern dient der Analyse der Interaktion mit CryB. GST-
AppAAN erscheint sowohl nach der GST-Aufreinigung als auch nach der Gelfiltration in bis zu drei direkt
Ubereinanderliegenden Banden zwischen 45 und 66 kDa. Alle drei Banden werden durch den spezifi-
schen Antikérper gegen AppAAN detektiert (Abbildung 3.40 A und B). Das Erscheinen einer Mehrfach-
bande wurde bereits zuvor beobachtet und liegt wahrscheinlich an der teilweisen Degradation des Pro-
teins (Han, 2006). Im Chromatogramm der Gelfiltration erscheint ein kleiner Peak sowie eine Schulter
vor dem Hauptpeak (Anhang Abbildung 9.2 B). Das Absorptionsspektrum des aufgereinigten Proteins

A . . B C
GST Gelfiltration
je10pul 35 37 ug jel10pul 8,5 ug
W, W,,W,, E; Pool [kDa] E-Fraktionen  Pool . . 0.4
LIV —— GST  Gelfiltration —— 46mg/ml
_97 e
35092745 9ugkpal ¢ 03fl — 2me/m
-— k]
-66 =3
5 02
- [%2)
- _ﬁ ' - - - >3 2 24 mg/ml
-45 0.1
-
- 40
0.0+ T : . ,
- 30 400 500 600 700
Wellenlange [nm]

Abbildung 3.40: Aufreinigung von AppAAN mit GST-tag. A) Coomassie-gefarbtes SDS-PAA-Gel mit Fraktionen der
GST-Aufreinigung und Gelfiltration. B) Western Blot gegen AppAAN einer Elutionsfraktion nach GST-Aufreinigung
sowie eines Pools nach der Gelfiltration (verschiedene Mengen). Angaben in ug. C) Absorptionsspektren von
AppAAN aus zwei verschiedenen Elutionsfraktionen direkt nach GST-Aufreinigung. Kleines Bild: AppA (24 mg/ml)
nach GST-Aufreinigung und Konzentration des Pools der Elutionsfraktionen. Normalisiert auf 700 nm.

116



3.10 INTERAKTIONSANALYSEN MIT CRYB UND APPA ERGEBNISSE

bildet ein Maximum bei 420 nm aus. Dieses Maximum ist nur bei sehr hohen Konzentrationen sichtbar
und spiegelt sich auch in der rosa Farbung des stark konzentrierten AppAAN wider (Abbildung 3.40 D).
Es reprasentiert den Ham-Cofaktor der SCHIC-Domane, der nach der Aufreinigung wahrscheinlich nur zu
einem geringen Anteil gebunden ist (Han, 2006). Die Ausbeute von AppA nach GST-Aufreinigung betrug
zwischen ca. 26 und 45 mg Protein je Liter Expressionskultur. Die Ausbeute hangt unter anderem von der
Frische des Zellmaterials sowie der verwendeten Matrix ab. Es ist zu vermerken, dass das Protein nach
diesem ersten Aufreinigungsschritt noch stark mit unspezifisch aufgereinigten Proteinen verunreinigt ist.
Die Ausbeute nach der anschlieRenden Gelfiltration betrug durchschnittlich 13 mg (11-18 mg) je Liter
Expressionskultur. In hohen Konzentrationen fallt das Protein nach einem Tag stark aus, bei geringeren
Konzentrationen (1-2 mg/ml) kann es fir mehrere Tage gelagert werden.

3.10.2 Analytische Gelfiltration

Bilden Proteine einen Komplex, so eluiert dieser aufgrund seiner GroRRe zu einem friiheren Zeitpunkt
von der Gelfiltrationssaule als die einzelnen Proteine. Zunachst wurden die beiden Proteine CryB und
AppA separat durch Ni-NTA- bzw. Glutathion-Affinitdtschromatographie aufgereinigt und in einem mo-
laren Verhaltnis von etwa 1:1 gemischt. Das Proteingemisch wurde unterschiedlichen Behandlungen
unterzogen und auf zwei verschiedenen Gelfiltrationssaulen analysiert. Fir alle Versuche wurde Protein
aus insgesamt zwei unabhangigen Aufreinigungen verwendet. Das Eluat wurden a 1 ml fraktioniert, die
Fraktionen sind als ml Elutionsvolumen angegeben.

3.10.2.1 Dunkel vs. Licht

Zunachst wurde die praparative Saule (Sdulenvolumen 120 ml) und der Tris-Puffer SECt (pH 8,3) ver-
wendet. Die Proteine wurden nach der individuellen Aufreinigung in SEC-Puffer dialysiert und anschlie-
Rend zusammengefligt. Das Proteingemisch (70 uM Gesamtprotein, d. h. jeweils ca. 35 uM) wurde zwei
verschiedenen Behandlungen unterzogen: a) Inkubation im Dunkeln fiir 45 Minuten und b) Zugabe von
25 mM DTT und Inkubation im Licht (50 pmol/m?/s) fiir 45 Minuten, jeweils auf Eis. Der Gelfiltrationslauf
erfolgte in beiden Fallen bei Raumlicht, die Flussrate betrug 1 ml/min. Proben aus etwa jeder zweiten
Elutionsfraktion wurden anschlieRend auf ein SDS-PAA-Gel aufgetragen, um die Identitat der Peaks des
Chromatogramms zu identifizieren. Im ersten Lauf mit vorheriger Probeninkubation im Dunkeln sind
vier Peaks (Fraktionen 45, 52, 59, 70) erkennbar (Abbildung 3.41 A). AppA eluiert friiher als CryB und
erstreckt sich iber einen weiteren Bereich von mehr als 25 ml. Dabei bilden sich im Chromatogramm
drei Peaks, die AppA enthalten. CryB eluiert spater und bildet nur einen Peak einer Breite von etwa
zehn Fraktionen. In Fraktion 56 findet eine Uberschneidung statt und beide Proteine sind anwesend. In
Peak 45 sind weitere Produkte hoheren Molekulargewichts und in spateren Fraktionen (ab 59) Produkte
niedrigeren Molekulargewichts vorhanden. Eine Komplexbildung von CryB und AppA, durch die beide
Proteine gemeinsam in einer friithen Fraktion vorhanden waren, ist nicht erkennbar. Im zweiten Lauf mit
vorheriger Probenbehandlung durch Licht und DTT eluiert AppA ebenfalls vor CryB, diesmal bildet der
Grofiteil jedoch einen sehr viel deutlicher ausgepragten Peak (67) (Abbildung 3.41 B). CryB eluiert wie-
der in einem Bereich von etwa zehn Fraktionen und Gberschneidet sich leicht mit den AppA-Fraktionen.
Diesmal ist in Fraktion 39 eine sehr schwache Bande auf Hohe von CryB erkennbar, nicht jedoch fiir
AppA. Bei Peak 53 handelt es sich hauptsachlich um Proteine hoheren Molekulargewichts. Insgesamt

sind beim zweiten Lauf mehr unspezifische Banden vorhanden.
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Abbildung 3.41: Chromatogramme der Gelfiltration eines 1:1 AppA-CryB-Gemisches in Tris-Puffer (SECt, pH 8,3)
durch die HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade Saule (cv 120 ml) und silbergefarbte SDS-PAA-Gele mit je 40 pl
der Elutionsfraktionen. Die Peakfraktionen (ml Elutionsvolumen) der Chromatogramme sind bei den Gelen her-
vorgehoben (blau). A) Inkubation des Proteingemisches vor dem Lauf im Dunkeln fiir 45 Minuten. B) Inkubation
des Proteingemisches vor dem Lauf im Licht fiir 45 Minuten (50 pmol/m?/s) mit 25 mM DTT.

3.10.2.2 Tris- vs. HEPES-Puffer

Im zweiten Versuch wurden zwei verschiedene Puffer verglichen, auBerdem wurden ausgewéhlte Elu-
tionsfraktionen durch Western Blot untersucht. Die Inkubation der Proteinmischung (ca. 80 uM Gesamt-
protein, d. h. jeweils ca. 40 uM) erfolgte diesmal ohne vorherige Dialyse direkt nach den Aufreinigungen
im Dunkeln bei 4 °C Giber Nacht. Der erste Lauf erfolgte mit Tris-Puffer SECt (pH 8,3), der zweite mit
HEPES-Puffer SECy (pH 7,5), jeweils bei einer Flussrate von 1 ml/min. Der Puffer SECy wurde bereits
flir Thermophorese-Experimente verwendet (Metz et al., 2012a). Diesmal wurden die Fraktionen nicht
durchgangig, sondern nur die Peakfraktionen der beiden Gelfiltrationslaufe auf ein SDS-PAA-Gel aufge-
tragen. Die Peakfraktionen von Lauf Il (SECy-Puffer) wurden fiir den Western Blot verwendet. AuRerdem
wurden die separaten Proteine und das Gemisch vor dem Lauf als Referenz aufgetragen. Die Elutions-
profile beider Laufe sehen fast identisch aus. Abbildung 3.42 A zeigt exemplarisch das Profil von Lauf Il.
Es sind mehrere kleine Peaks zu friihen Elutionszeitpunkten sowie zwei spatere Hauptpeaks zu erken-
nen. Bei Peak 67 beider Laufe handelt es sich um AppA. Dieses eluiert auch in den Fraktionen der beiden
vorangehenden Peaks (Abbildung 3.42 B). CryB ist fast ausschlieRlich in den Fraktionen des jeweils letz-
ten Peaks (78 bzw. 79) zu sehen. In den Fraktionen des jeweils ersten Peaks (41) ist bei beiden Laufen
eine sehr schwache Bande von CryB zu erkennen und eine noch schwachere Bande der GroRe von AppA.
Moglicherweise handelt es sich hierbei um Protein eines Komplexes, der aufgrund der GrofR3e als erstes
eluiert. Durch den Western Blot der Proben von Lauf Il wurde die Anwesenheit von AppA im vorletzten
Peak (67) sowie die von CryB im letzten (79) bestétigt. Beide Proteine sind auch jeweils in der Fraktion
des vorangehenden Peaks zu detektieren (Abbildung 3.42 C). Beide Antikorper scheinen zu schwach,
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Abbildung 3.42: Gelfiltrationen eines 1:1 AppA-CryB-Gemisches in Tris-Puffer (SECy, pH 8,3, Lauf I) und HEPES-
Puffer (SECy, pH 7,5, Lauf Il) durch die HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade Siule (cv 120 ml). Das Gemisch
wurde vor dem Lauf tiber Nacht im Dunkeln inkubiert. A) Chromatogramm von Lauf Il (SECy Puffer). B) Coomassie-
gefarbtes SDS-PAA-Gel mit je 35 pl der Elutionsfraktionen der Peaks von Lauf I und I, sowie CryB (5 pg), AppA (6 ug)
und CryB/AppA-Mix (5 ug). C) Western Blots der Peakfraktionen von Lauf Il (jeweils 20 ul der Elutionsfraktionen
41, 54 und 59; jeweils 10 pl der Elutionsfraktionen 67 und 79), sowie CryB (5 ug), AppA (6 pg) und CryB/AppA-Mix
(5 ug). Antikorper gegen CryB und AppAAN.

um die im Coomassie-gefarbten Gel auBerdem sichtbaren Banden, z. B. AppA in Fraktion 54, zu detek-
tieren. So ist unklar, ob sich in der Fraktion des ersten Peaks (41) geringe Mengen AppA, neben der durch
Coomassie-Farbung sichtbaren CryB-Bande, befinden.

3.10.2.3 Analytische Saule

Da die praparative Saule nicht fir analytische Zwecke geeignet ist, wurden die Experimente auf einer
analytischen Saule (Sdulenvolumen 25 ml) wiederholt. Wahrend der langen Zeit auf der Sdule kénn-
ten sich zuvor entstandene Proteinkomplexe wieder trennen. Die Zeit des Laufs wird durch die kleinere
Saule verkirzt. Es wurde der HEPES-Puffer SECy (pH 7,5) verwendet. Insgesamt wurden drei Laufe mit
unterschiedlichen Flussraten (0,25 ml/min, 3 ml/min, 1 ml/min) durchgefihrt. Die Probe wurden nach
dem Mischen fiir 4 Tage bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Es wurden jeweils 200 ul (ca. 100 uM Gesamt-
protein) fiir einen Lauf geladen. Alle Versuche lieferten vergleichbare Ergebnisse. Abbildung 3.43 zeigt
das Chromatogramm sowie ein SDS-PAA-Gel ausgewahlter Fraktionen des Laufs mit einer Flussrate von
0,25 ml/min. Wie bei den vorangegangenen Versuchen eluiert AppA vor CryB (Fraktion 12) und ist auch
in dem vorausgehenden kleinen Peak vorhanden. CryB eluiert hauptsachlich in Fraktion 14.

In einem weiteren Versuch mit der analytischen Saule wurde mehr Protein geladen und dieses vor-
her gemeinsam aufkonzentriert, sodass die Proteine wahrend des Konzentrationsvorgangs bereits ver-
einigt waren. AuBRerdem wurden 10 mM DTT eingesetzt. Beide Proteine eluierten wieder in getrennten
Fraktionen (Daten nicht gezeigt). Durch die Verwendung der analytischen Sdule konnte somit keine Ver-
besserung der Bedingungen erzielt werden, es ist keine Anwesenheit beider Proteine in einer friihen
Fraktion erkennbar.
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Abbildung 3.43: Gelfiltrationen eines 1:1 AppA-CryB-Gemisches in HEPES-Puffer (SECy, pH 7,5) durch die Superdex
200 HR 10/30 S&ule (cv = 25 ml). Das Gemisch wurde vor dem Lauf fiir 4 Tage im Dunkeln inkubiert. A) Chroma-
togramm des 3. Laufs (Flussrate 0,25 ml/min) und B) Coomassie-gefarbtes SDS-PAA-Gel mit je 35 ul der Elutions-
fraktionen der Peaks des 3. Laufs. Die Ausschnitte stammen von demselben Gel.

3.10.3 Small Angle X-ray Scattering (SAXS)

Small Angle X-ray Scattering ist eine Methode zur Auflésung struktureller Eigenschaften von Makromo-
lekiilen und kann zur Charakterisierung von Proteinen und Proteinkomplexen angewendet werden. Ein
Vorteil von Strukturanalysen durch SAXS gegeniiber der Kristallographie ist die Moglichkeit von Hoch-
durchsatzanalysen. Strukturmessungen werden in Lésung durchgefiihrt und die Probenvorbereitung ist
wenig aufwandig. Durch SAXS-Daten konnen dreidimensionale Oberflachen (envelopes) abgegrenzt wer-
den, die die Form eines Makromolekdls in Losung in einer Auflésung von 15 A oder besser darstellen.
SAXS wird als Erganzung oder Alternative zu anderen strukturbiologischen Methoden wie der Kristallo-
graphie verwendet (Hura et al., 2009). In dieser Arbeit wurde die Interaktion von AppA und CryB vor der
Kristallisation zunachst durch SAXS untersucht.

Die SAXS-Experimente wurden durch Ankan Banerjee (AG Essen, Philipps-Universitat Marburg) an
der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in Grenoble (Frankreich) durchgefiihrt. Die Aufreini-
gung der Proteine geschah in GielRen, die Probenvorbereitung fir die SAXS-Messungen (Mischung der
Proteine und DTT-Zugabe) in Marburg.

Insgesamt wurden zwei Durchgénge aus unterschiedlichen Proteinaufreinigungen durchgefihrt. Fiir
den ersten Durchgang wurde AppA Uber Glutathion-Affinitatschromatographie und Gelfiltration auf-
gereinigt, wobei fiir letztere der Puffer SECy (pH 7,5) verwendet wurde. CryB wurde tber Ni-NTA- und
Heparin-Affinitatschromatographie aufgereinigt und anschliefend in SECy-Puffer dialysiert. Die Proteine
wurden auf jeweils ca. 8,5 mg/ml aufkonzentriert. Die Messungen wurden sowohl mit als auch ohne DTT
durchgefiihrt. Fir den zweiten Durchgang wurde AppA auf gleiche Weise aufgereinigt, CryB wurde dies-
mal nach der Heparin-Aufreinigung ebenso Uber Gelfiltration mit SECy-Puffer weiter aufgereinigt. Die
Proteine wurden auf 9 mg/ml (CryB) und 12 mg/ml (AppA) aufkonzentriert. AnschlieBend wurden ver-
schiedene Verdiinnungsstufen in SECy-Puffer mit DTT (5 mM final) erstellt (CryB 4,5; 2,25; 1,125 und
0,5625 mg/ml und AppA 6; 3; 1,5 und 0,75 mg/ml). Proteine der Verdiinnungen 4,5 mg/ml (CryB) und
6 mg/ml (AppA) wurden gemischt und davon drei 1:1 Verdiinnungsstufen angesetzt (7; 3,5; 1,75 und
0,875 mg/ml).

Die Ergebnisse der SAXS-Messungen zeigen eine Komplexbildung von AppA mit CryB in einem Ver-
haltnis von 1:1, wobei wahrscheinlich die C-Termini beider Proteine miteinander interagieren. Die ge-
naue Interaktionsoberflache konnte nicht bestimmt werden. DTT ist nicht notwendig fiir eine Interaktion

120



3.11 LOKALISATION VON CRYB ERGEBNISSE

- sie ist in Abwesenheit von DTT sogar besser als in dessen Anwesenheit. Beide Proteine wurden auch
einzeln betrachtet. CryB bildet Monomere, bei AppA ist eine konzentrationsabhangige Aggregation zu
beobachten, es gibt moglicherweise eine Dimerisierung. Abbildung 3.44 zeigt ein Modell der Interak-
tion von AppA (mit GST-tag) und CryB. Das Modell stammt aus dem ersten Durchgang. Die Ergebnisse
bestatigen, dass die Proteine unter den gewahlten Bedingungen einen Komplex bilden und liefern einen
ersten Einblick tiber die interagierenden Bereiche der Proteine.

Abbildung 3.44: Modell der Interaktion eines AppA-CryB-Komplexes auf Grundlage der Daten der ersten Small
Angle X-ray Scattering (SAXS)-Messung. GST = Glutathion-S-Transferase-tag. Erstellt von Ankan Banerjee (AG
Essen, Philipps-Universitat Marburg).

3.10.4 Co-Kristallisation

In dieser Arbeit wurde ein Versuch der Generierung eines Co-Kristalls von AppA und CryB unternom-
men. Wie bei den SAXS-Experimenten wurde auch die Co-Kristallisation in Zusammenarbeit mit Ankan
Banerjee sowie dem Kristallisationslabor MarXtal (Philipps-Universitat Marburg) durchgefiihrt. Die Auf-
reinigung der Proteine erfolgte in GieRRen, die Konzentration und Mischung sowie die Herstellung der
Kristallisationsplatten in Marburg. CryB und AppA wurden lber Ni-NTA- und Heparin- bzw. Glutathion-
Affinitdtschromatographie sowie beide im Anschluss (iber Gelfiltration mit SECy-Puffer, welcher auch fir
die SAXS-Experimente verwendet wurde, aufgereinigt. Die Proteine wurden direkt vor dem Zusammen-
geben auf ca. 21-23 mg/ml aufkonzentriert, anschlieRend 1:1 gemischt und auf eine Endkonzentration
von 15 mg/ml eingestellt. Die Kristallisation erfolgt im Dunkeln. Leider brachte dieser Kristallisations-
screen keine Kristalle hervor.

3.11 Lokalisation von CryB

Fiir die Untersuchung der zelluldren Lokalisation von CryB durch Fluoreszenzmikroskopie wurde das
fiir Lokalisationszwecke konstruierte Plasmid pBE16ScryBeCFP freundlicherweise durch Benjamin Eisen-
hardt zur Verfligung gestellt. Das Plasmid basiert auf pBBR1MCS-2 und enthélt die CDS von cryB up-
stream der Sequenz fiir das enhanced Cyan Fluorescent Protein (eCFP), sodass eine C-terminale Fusion
von CryB an eCFP entsteht. Die Sequenz ist unter der Kontrolle des Promotors der 16S rRNA (RSP_4352).
Dieser bewirkt eine starke Expression der downstream gelegenen Sequenzen (Mank et al., 2012; Re-
mes et al., 2015). Das Plasmid wurde in Wildtyp-Zellen von R. sphaeroides konjugiert. Die Aufnahme
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R. sphaeroides pBDE16ScryBeCFP

R. sphaeroides pBDE16ScryBeCFP C437A

Abbildung 3.45: Lokalisation von CryB Wildtyp und CryB C437A (Kontrolle) in R. sphaeroides.
Fluoreszenzmikroskopie- (links) und Differentialinterferenzkontrast-(DIC-)Aufnahmen (rechts).

der fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurde in Zusammenarbeit mit der AG Thormann (Justus-Liebig-
Universitdt GieRen) durchgefiihrt. Bei den meisten Zellen konnte eine sehr starke Fluoreszenz an min-
destens einem der Zellpole festgestellt werden (Abbildung 3.45), die sich deutlich von dem schwachen,
gleichmaRig in der Zelle verteilten Hintergrundsignal abhob. Um herauszufinden, ob es sich bei dem
Signal um eine Ansammlung von moglicherweise aggregiertem Protein oder um eine spezifische Pol-
Lokalisation von CryB handelt, wurde die CryB-Variante C437A auf gleiche Weise als Kontrolle expri-
miert (pBE16ScryBeCFP C437A). Bei dieser handelt es sich um eine unlésliche Version von CryB aufgrund
des Austausches eines von vier Cysteinen, die das FeS-Cluster koordinieren (Abschnitt 3.4.6.2). CryB mit
Veranderungen an an diesen Cysteinen kann nur in sehr geringer Menge in |6slicher Form in vivo expri-
miert werden (Abschnitt 3.4.6.3). CryB C437A 16st genau wie Wildtyp-CryB eine starke Fluoreszenz des
fusionierten eCFP an den Zellpolen aus (Abbildung 3.45). Diese Beobachtung deutet auf einen unspezi-
fischen Lokalisationseffekt durch Aggregation hin. So konnte auf diese Weise nicht festgestellt werden,
ob es einen Zellbereich mit spezifisch erhéhter CryB-Expression gibt. Durch Expression des Leervektor-
Kontrollkonstruktes pBE16SeCFP entsteht ein gleichmaRiges Fluoreszenzsignal in der ganzen Zelle (Ben-
jamin Eisenhardt, persénliche Kommunikation), wodurch ausgeschlossen ist, dass die Pol-Lokalisation
ein durch das eCFP bedingter Effekt ist.

Um in Zukunft die Lokalisation auf eine andere Weise zu untersuchen, wurde ein Konstrukt zur chro-
mosomalen Integration des Fluoreszenzproteins sfGFP (superfolder Green Fluorescent Protein) herge-
stellt. Es enthalt die Sequenz des sfGFP, flankiert von den Sequenzbereichen up- und downstream des
Stopcodons der cryB-CDS, im suicide-Vektor pNPTS138-R6KT. Der Vektor sowie das Plasmid pET21sfGFP
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pNPTS-R6KT

sfFGFPcryB

rsp3076 rsp3077 (cryB)  rsp3078 rsp3079

|

rsp3076 sfGFP rsp3077 (cryB)  rsp3078 rsp3079

Abbildung 3.46: Schema der chromosomalen Integration der sfGFP-Sequenz downstream von cryB.

als Quelle fir die Sequenz des sfGFP wurden von der AG Thormann zur Verfligung gestellt. Das Stop-
codon von cryB wurde entfernt und durch einen linker aus drei Codons ersetzt. Durch Konjugation des
resultierenden Plasmids pNPTS138-R6KTcryBsfGFP in R. sphaeroides 2.4.1 Wildtyp wird die Sequenz von
sfGFP an die entsprechende Stelle ins Chromosom direkt downstream von cryB integriert. Es entsteht ein
C-terminales Fusionsprotein, dessen Expression unter der Kontrolle des CryB-eigenen Promotors steht
(Abbildung 3.46). Die Erstellung und Untersuchung dieses Stammes kann Aufschluss tber die tatsach-

liche Lokalisation von CryB unter nattirlichen Expressionsbedingungen geben.

123



4 Diskussion

4.1 Die (6-4)-Photolyaseaktivitidt von CryB

Dem Phanomen der Photoreaktivierung liegt die Aktivitdt von CPD- oder (6-4)-Photolyasen zugrunde.
In R. sphaeroides wird dies durch die beiden CPF-Mitglieder PhrA und CryB deutlich; der Beitrag zur
Photoreaktivierung von PhrA ist dabei gréRer als der von CryB (Hendrischk et al., 2007). Lange war un-
klar, ob CryB liber eine Photolyaseaktivitat verfiigt. Friihere Experimente konnten weder eine CPD- noch
eine (6-4)-Reparatur nachweisen (Hendrischk et al., 2009a; Geisselbrecht et al., 2012). Auch Agrobacte-
rium fabrum verfigt Gber zwei CPF-Mitglieder, AfPhrA und AfPhrB. Beide tragen in vergleichbarer Wei-
se wie RsPhrA bzw. RsCryB zur in vivo Photoreaktivierung bei. Eine klassische CPD-Photolyaseaktivitat
konnte fir AfPhrA nachgewiesen werden und kurz darauf eine (6-4)-Photolyaseaktivitat bei dem CryB-
Homolog AfPhrB (Oberpichler et al., 2011; Zhang et al., 2013). Dies war das erste Beispiel einer proka-
ryotischen (6-4)-Photolyase und es wurde postuliert, dass alle Mitglieder der FeS-BCP-Gruppe, zu denen
AfPhrB und RsCryB gehoren, (6-4)-Photolyasen sind. Daher wurde die Frage nach einer Reparatur von
(6-4)-Photoprodukten durch CryB erneut aufgegriffen.

4.1.1 Histidin H362 bei der in vivo Photoreaktivierung und in vitro Reparatur

Einen wichtigen initialen Indikator, dass eine (6-4)-Photolyaseaktivitat vorliegen kdonnte, lieferte die in
vivo Untersuchung der CryB-Mutante H362A. Dieses Histidin entspricht einem von zwei in eukaryoti-
schen (6-4)-Photolyasen hochkonservierten Histidinen des aktiven Zentrums, die essenziell fir die DNA-
Reparatur sind. Es steht in direktem Kontakt mit dem (6-4)-Schaden und dient wahrscheinlich als Pro-
tonendonor fiir die Reparaturreaktion (Hitomi et al., 2001; Schleicher et al., 2007; Maul et al., 2008;
Hitomi et al., 2009; Li et al., 2010; Yamamoto et al., 2017). CryB H362A wird sowohl in vivo als auch
in vitro intakt exprimiert, weist jedoch keinerlei Photoreaktivierungsaktivitdt auf (Abschnitt 3.3.1). Dies
war ein klarer Hinweis auf eine spezifische (6-4)-Reparatur. Es handelt sich um die einzige der in dieser
Arbeit untersuchten Aminosaureaustauschvarianten, die intakt exprimiert wird, aber in vivo nicht mehr
funktionell ist (siehe Abbildung 4.1). CryB H362A wurde daraufhin auch als Negativkontrolle in dem in
Abschnitt 4.1.3 diskutierten in vitro Reparaturassay eingesetzt — es zeigte sich wie zu erwarten keine
Reparaturaktivitdt (von Zadow et al., 2016). Das FAD lasst sich, wie im Wildtyp-Protein, bei der dem
Experiment vorangehenden Photoreduktion vollstdandig reduzieren. Dies ist auch bei entsprechenden
Histidin-Mutanten anderer Organismen der Fall (Schleicher et al., 2007). Die funktionierende Reduktion
unterstitzt die Beobachtung, dass die ausbleibende Reparatur durch CryB H362A an dem fehlenden,
fiir (6-4)-Photolyasen essenziellen Histidin liegt. Im CryB-Homolog AfPhrB ist das entsprechende H366
ebenfalls unverzichtbar fiir die Reparatur (Graf et al., 2015).
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4.1.2 Komplementation mit der (6-4)-Photolyase aus Drosophila melanogaster

Die heterologe Expression funktionell bekannter Proteine in Deletionsstimmen ist eine gangige Metho-
de, um die unbekannte Funktion verwandter Proteine zu ergriinden. So gibt es zahlreiche Beispiele fir
die Wiederherstellung der UV-Resistenz in photoreaktivierungsdefizienten E. coli-Stammen durch die
heterologe Expression verschiedener artfremder CPD-Photolyasen, beispielsweise die des Cyanobakte-
riums Anacystis nidulans, der Hefe S. cerevisiae oder der Pflanze A. thaliana (Takao et al., 1989; Sancar,
1985; Ahmad et al., 1997). Auch die Feststellung der CPD-Photolyaseaktivitdt von CryA aus Aspergillus
nidulans und somit die Aufdeckung einer doppelten Funktion als Regulator- und Reparaturprotein wurde
durch Komplementation von E. coli (phr~) erreicht (Bayram et al., 2008).

Aufgrund der Vermutung einer (6-4)-Photolyaseaktivitat bei CryB wurde versucht, die fehlende Pho-
toreaktivierung in R. sphaeroides AcryB durch Komplementation mit einer klassischen (6-4)-Photolyase
eines anderen Organismus auszugleichen. Dazu wurde die (6-4)-Photolyase aus Drosophila melanogas-
ter verwendet. Sie ist das erste Beispiel einer (6-4)-Photolyase (Todo et al., 1993) und einer der am
besten untersuchten Vertreter (Maul et al., 2008; Glas et al., 2009a,b). Leider konnte die Photoreak-
tivierung nur zu einem sehr geringen Grad verbessert werden — dabei blieb unklar, ob es sich um ei-
nen spezifischen Effekt handelt, da in dieser Versuchsreihe die Dunkelkontrollen recht hohe Werte im
Vergleich zu denen der meisten anderen Stimme aufwiesen (Abbildungen 3.7 und 3.4). Dies war be-
reits bei der ersten Untersuchung zu beobachten (Kawen, 2014). Es ist davon auszugehen, dass die
(6-4)-Photolyase aus D. melanogaster unter den gegebenen Bedingungen nicht in der Lage ist, die Funk-
tion von CryB in R. sphaeroides zu ersetzen. Die Dm(6-4)-Photolyase verwendet, anders als CryB, 7,8-
Didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin (8-HDF bzw. Fg) als Antennenchromophor (Glas et al., 2009a).
Unter ausreichend guten Lichtbedingungen, wie im Photoreaktivierungsexperiment, ist ein Antennen-
chromophor jedoch verzichtbar (Sancar, 2003). Die 8-HDF-Antenne ist in der aus E. coli aufgereinigten
Dm(6-4)-Photolyase nicht vorhanden, das Protein ist jedoch trotzdem in der Lage zur in vitro Repara-
tur von (6-4)-Schaden (Maul et al., 2008; Glas et al., 2009a). Auch die CPD-Photolyase aus Anacystis
nidulans funktioniert ohne ihre 8-HDF-Antenne (Takao et al., 1989; Aubert et al., 1999). 8-HDF/Fo wird
aus einer Riboflavin-Zwischenstufe durch die Fo-Synthase synthetisiert (Graham et al., 2003). Diese, und
somit auch ihr Produkt 8-HDF, ist jedoch nur in wenigen Organismengruppen verbreitet, beispielsweise
in Actinobakterien, Archaeen und einigen photosynthetischen Eukaryoten, nicht jedoch in E. coli und
interessanterweise auch nicht in Drosophila (Decamps et al., 2012; Selby und Sancar, 2012). Drosophila
behilft sich vermutlich durch einen proteobakteriellen Symbionten zu 8-HDF (Glas et al., 2009a). Bakte-
rien ohne Fg-Synthase sind moglicherweise auf die Versorgung mit 8-HDF aus der Umwelt angewiesen
(Kiontke et al., 2014). Obwohl E. coli kein 8-HDF produziert und dessen eigene Photolyase MTHF als
Antennenchromophor bindet, sind die eingangs genannten CPD-Photolyasen aus Aspergillus und Ana-
cystis, die natlrlicherweise 8-HDF binden, in diesem funktionell. Somit funktionieren zumindest man-
che Deazaflavin-CPD-Photolyasen auch ohne ihre Antenne (Malhotra et al., 1992). Das bisher einzige
Gegenbeispiel stellt die CPD-Photolyase der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii dar. Diese tragt ein
Gen (phr1), das die Fo-Synthase kodiert, und produziert somit 8-HDF, das fiir die Funktion der Photolya-
se PHR2 essenziell ist (Petersen und Small, 2001; Petersen und Ronan, 2010). Es ist unwahrscheinlich,
dass die ausbleibende Photoreaktivierung durch die Dm(6-4)-Photolyase in AcryB durch das Fehlen des
Antennenchromophors zu erklaren ist, da sie auch ohne Antenne funktioniert. Dennoch kdnnte ver-
sucht werden, die Fo-Synthase in AcryB plasmidkodiert zur Verfligung zu stellen. Dies wurde bereits
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erfolgreich zur heterologen in vivo Rekonstitution der Photolyasen MmCPDII aus Methanosarcina ma-
zei, AnCPDI aus Anacystis nidulans sowie Dm(6-4) aus Drosophila melanogaster in E. coli durchgefiihrt,
indem die Fo-Synthase des Actinobakteriums Streptomyces coelicolor (ScFbiC) co-exprimiert wurde (Ki-
ontke et al., 2014). Die Gensequenz ist auf dem Plasmid pCDF-Duet1-His6-ScFbiC (AG Essen, Marburg)
verfligbar und kann in einen zur Expression in R. sphaeroides geeigneten Vektor umkloniert werden.
Moglich ist jedoch auch, dass die eukaryotische (6-4)-Photolyase aus Drosophila aus anderen Griinden
in R. sphaeroides nicht funktioniert. Heterolog exprimierte Photolyasen kdnnen beispielsweise unter-
schiedliche Mengen an FAD gebunden haben. So enthalt die Dm(6-4)-Photolyase, exprimiert in E. coli,
nur 1-5% FAD (Zhao et al., 1997), die X/(6-4)-Photolyase aus Xenopus laevis, ebenfalls exprimiert in
E. coli, hingegen stochiometrische Mengen (Hitomi et al., 1997). Es ware interessant, weitere Vertreter
zu testen. Leider ist bislang auller den sehr dhnlichen Vertretern der FeS-BCP-Gruppe keine weitere bak-
terielle (6-4)-Photolyase bekannt, die sich als ndaher verwandtes Beispiel zur Testung einer funktionellen
Komplementation in AcryB anbieten wiirde. Man kénnte es jedoch mit (6-4)-Photolyasen einzelliger Eu-
karyoten versuchen, beispielsweise der kirzlich charakterisierten Phr2 aus dem Pilz Ustilago maydis
(Brych et al., 2015) oder dem dual-function-Mitglied PtCPF1 aus der Alge Phaeodactylum tricornutum.

Die funktionelle Komplementation der (6-4)-Photoreparatur ist im viel verwendeten Modellorganis-
mus E. coli nicht moglich, da dieser selbst keine (6-4)-Photolyase besitzt (Sancar und Sancar, 2006). Inte-
ressanterweise gibt es dennoch einige Beispiele heterologer Aktivitit von (6-4)-Photolyasen in E. coli. So
verleiht die in E. coli exprimierte eukaryotische (6-4)-Photolyase aus A. thaliana den Zellen eine verbes-
serte UV-Resistenz (Nakajima et al., 1998). Ebenso verhilt es sich mit der (6-4)-Photolyase aus X. laevis,
deren Funktion ausfihrlich in E. coli in vivo untersucht wurde (Hitomi et al., 2001), sowie mit PtCPF1 aus
P. tricornutum (Coesel et al., 2009). Ein solches Experiment bietet sich auch fiir CryB an, um zu testen,
ob das Protein in E. coli zusatzlich zu dessen eigener CPD-Photoreparatur die allgemeine UV-Resistenz
fordert, da dieser sonst keine (6-4)-Schaden reparieren kann. Da bisher aufler CryB und AfPhrB keine
bakteriellen (6-4)-Photolyasen charakterisiert sind, gibt es noch keine Beispiele fiir eine heterologe Ex-
pression von (6-4)-Photolyasen in (6-4)-reparaturdefizienten Bakterien.

4.1.3 In vitro Reparatur von (6-4)-Schiaden

In dieser Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Richard Pokorny (AG Batschauer, Philipps-Universitat
Marburg) der in Brych et al. (2015) und Abschnitt 3.3.3 beschriebene Reparaturassay zur Detektion
einer (6-4)-Photolyaseaktivitdt erstmals fir CryB angewendet. Er basiert auf der Methode des spek-
troskopischen Nachweises von (6-4)-Photoprodukten nach Yamamoto et al. (2013). Dabei wurden Pro-
tein und Substrat in den in Brych et al. (2015) verwendeten Konzentrationen eingesetzt. Bei der da-
rin untersuchten (6-4)-Photolyase aus Ustilago maydis konnte eine Reparatur problemlos nachgewie-
sen werden. Fir CryB konnte unter gleichen Bedingungen keine Reparaturaktivitat festgestellt werden
(Abschnitt 3.3.3.3). Das Experiment wurde spéater durch Elisabeth Ignatz (AG Essen, Philipps-Universitat
Marburg) wieder aufgegriffen, mit der entscheidenden Anderung eines 10-fach héheren Einsatzes von
CryB (10 uM). Die gleiche Menge Protein wurde auch in der baseline-Messung hinzugefiigt, um dessen
Absorption auszugleichen und so die Anderungen bei 325 nm (Absorption von (6-4)-Photoprodukten)
erfassen zu konnen. Es wurde eine Reparatur von 16 % der (6-4)-Photoprodukte nach 90 Minuten Belich-
tung festgestellt und eine Quantenausbeute der Reparatur von 0,4 % berechnet. In der Dunkelkontrolle
fand keine Reparatur statt. So konnte erstmals in vitro eine zwar geringe, aber eindeutige lichtabhangige
Reparatur von (6-4)-Photoprodukten durch CryB nachgewiesen werden (von Zadow et al., 2016).
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Verglichen mit den ohnehin schon geringen Quantenausbeuten von etwa 10% bei klassischen
(6-4)-Photolyasen, im Unterschied zu 90 % bei CPD-Photolyasen (Li et al., 2010), ist die Effizienz von
CryB mit einer Quantenausbeute von 0,4 % nochmals deutlich geringer. Dies steht nicht im Einklang mit
den Beobachtungen zur effizienten in vivo Photoreaktivierung (Abschnitte 3.2.1 und 3.4.5). Eine mogli-
che Erklarung fir die geringe Reparaturaktivitdt war die Qualitat des verwendeten Substrates. Es han-
delt sich um ein Oligo(dT).g-Molekdil, das neben durchschnittlich einem (6-4)-Schaden auch 4-5 CPD-
Schaden enthalt. Letztere konnten sterisch die Anlagerung von CryB an das Molekil verhindern. Das
gleiche Substrat wurde jedoch durch die (6-4)-Photolyase aus U. maydis effizient repariert (Brych et al.,
2015). AuRerdem wurde in Zhang et al. (2013) fiir AfPhrB ein anderes Substrat mit nur einem zentralen
T(6-4)T-Dimer verwendet und mit diesem ebenfalls eine geringe Reparatureffizienz erreicht.

Die Vermutung, dass bei den in vitro Bedingungen etwas Entscheidendes fehlt, war bereits nach
den ersten Versuchen des Reparaturnachweises (Oberpichler et al., 2011; Geisselbrecht et al., 2012;
Zhang et al., 2013) sowie bei der aktuellen Studie naheliegend. Es wurde unter anderem vermutet, dass
der ,unbekannte Faktor” ein weiteres in der Zelle vorhandenes Protein sein kdnnte (Oberpichler et al.,
2011) oder dass der evolutionare Austausch des zweiten konservierten Histidins zu Leucin (L366 in CryB)
moglicherweise eine negative Auswirkung hat (von Zadow et al., 2016 und Abschnitt 4.2.1.2). Die Fra-
ge nach der fehlenden Komponente wurde kiirzlich durch Ma et al. (2017) geklart: Magnesium-lonen
(Mg?*) erzielen eine Steigerung der in vitro Reparatureffizienz von (6-4)-Photoprodukten durch AfPhrB
und RsCryB auf ein mit anderen untersuchten Photolyasen vergleichbares Level. Dies geschieht zu einem
noch stirkeren Grad auch durch Mangan (Mn?*) und zu einem geringeren Grad durch Calcium (Ca*). Die
in der Studie ebenso untersuchte Photolyase AfPhrA vom Typ CPD lll sowie die (6-4)-Photolyase OtCPF1
aus der Griinalge Ostreococcus tauri zeigen keine Abhangigkeit von zweiwertigen Kationen. Somit wurde
eine Mg2*/Mn?*-Abhingigkeit bislang nur fir Mitglieder der FeS-BCP-Gruppe beschrieben.

Kationen sind normalerweise kein Bestandteil der in der Literatur beschriebenen Reparaturassays
mit Photolyasen. Die Erkenntnisse zur positiven Wirkung zweiwertiger Kationen auf die Reparatureffizi-
enz bakterieller (6-4)-Photolyasen der FeS-BCP-Gruppe erklaren, warum bei den bisherigen Versuchen
(zhangetal., 2013; von Zadow et al., 2016) so viel Protein eingesetzt werden musste, um eine Reparatur
nachzuweisen (Ma et al., 2017). Im ersten Versuch fiir CryB (Geisselbrecht et al., 2012) waren Protein
und DNA-Substrat in einem molaren Verhaltnis von 1:1 eingesetzt worden, entsprechend dem Vorgehen
aus Maul et al. (2008); das Substrat war einzelstréangig mit einem zentralen T(6-4)T-Dimer. Es zeigte sich
keinerlei Reparatur durch CryB. Das gleiche Experiment wurde parallel auch fiir die Ds(6-4)-Photolyase
aus Dunaliella salina durchgefiihrt, bei dieser erfolgreich (Geisselbrecht, 2013), sowie auf gleiche Wei-
se flr die Dm(6-4)-Photolyase (Maul et al., 2008; Glas et al., 2009b), sodass bei CryB auf eine fehlende
Reparaturaktivitat geschlossen wurde. Auch der erste Versuch, fiir AfPhrB eine Reparaturaktivitiat nach-
zuweisen, war nicht erfolgreich, hier wurde noch ein anderes Substrat als in den darauffolgenden Ver-
suchen verwendet (Oberpichler et al., 2011). Beim ersten erfolgreichen Nachweis der (6-4)-Reparatur
durch AfPhrB wurde dreifach mehr Protein als Substrat eingesetzt und nur eine unvollstandige Repa-
ratur von 20% eines einzelstrangigen Substrates nach 120 Minuten Blaulichtbestrahlung festgestellt.
Uberraschenderweise war die Reparatur von doppelstringiger DNA durch AfPhrB deutlich effizienter
und war nach 15 Minuten abgeschlossen (Zhang et al., 2013; Ma et al., 2017). Das in dieser Arbeit ein-
gesetzte Protein:DNA-Verhaltnis von 1:30 bei Verwendung von einzelstrangigem DNA-Substrat flihrte zu
keiner nachweisbaren Reparatur — der gleiche Assay funktionierte jedoch fiir die (6-4)-Photolyase Phr2
aus Ustilago maydis, sogar bei einem Verhaltnis von 1:47, und erzielte eine Reparatur von ca. 60 % der
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(6-4)-Schaden nach 60 Minuten (Brych et al., 2015). Zwar liel8 sich die Reparatur daraufhin wie beschrie-
ben mit der 10-fachen Menge an CryB nachweisen (von Zadow et al., 2016), die Notwendigkeit dieses
Verhaltnisses entspricht jedoch nicht dem, was man von einer enzymatischen Reaktion wie in Brych et al.
erwarten wiirde. Obwohl die Reparatur doppelstrangiger DNA durch AfPhrB deutlich effizienter war als
bei einzelstrangiger (Zhang et al., 2013), konnte auch diese bei dem in dieser Arbeit eingesetzten Verhalt-
nis (1:30) bei CryB nicht nachgewiesen werden. Hier ist jedoch, neben der zu geringen Proteinmenge,
wahrscheinlich auch die Qualitat des verwendeten doppelstrangigen Substrates mit multiplen Thymin-
dimeren je Molekil ausschlaggebend, das im Gegensatz zu einem DNA-Fragment mit nur einem zentra-
len Dimer moglicherweise viel schlechter mit dem dazugehorigen Oligo(dA)g-Strang annealt (Abschnitt
3.3.3.1). Graf et al. (2015) konnten durch veranderte Puffer- und Belichtungsbedingungen die Effizienz
von PhrB erheblich verbessern, sodass 75 % der (6-4)-Schaden nach 30 min repariert waren und 90 %
nach 90 min, bei einem Protein:DNA-Verhiltnis von 3:1. Der Zusatz von Mg®* oder Mn?* erméglichte
schlieBlich ein Protein:DNA-Verhéltnis von 1:5,9 und eine vollstandige Reparatur von (6-4)-Schaden in
einzelstrangiger DNA durch AfPhrB nach 10 Minuten. Die hohe Effizienz wurde durch Verkiirzung der
Reparaturzeit noch deutlicher. Bereits nach 3 Minuten war, in Anwesenheit von Mg?* oder Mn?*, eine
Reparatur von 48 bzw. 68 % durch AfPhrB sowie von 82 bzw. 97 % durch RsCryB festzustellen. Ohne
zweiwertige lonen liegt der Reparaturerfolg beider Proteine unter den gleichen Bedingungen auch nach
120 Minuten Belichtung bei unter 5% (Ma et al., 2017). In der Studie wurde der Fokus auf die Repara-
tur einzelstréiingiger DNA gelegt. Interessanterweise weist CryB im Falle von ungeschddigter DNA eine
viel hohere Affinitat zu einzelstrangiger als zu doppelstrangiger DNA auf (Hendrischk et al., 2009a), was
im Kontrast zur Reparaturaktivitat durch AfPhrB (Zhang et al., 2013) steht. Die Affinitdt von AfPhrB zu
ssDNA mit (6-4)-Schaden ist des Weiteren deutlich héher als zu ungeschéadigter ssDNA (Graf et al., 2015).

Unabhangig von den Kationen haben jedoch auch der pH-Wert oder die Lichtbedingungen einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Aktivitat des Proteins. Bei pH 7,0 (statt 7,5) und geringerer Lichtintensitat
einer hoheren Wellenldnge konnte eine deutlich bessere Effizienz erzielt werden (Graf et al., 2015). Die
mogliche pH-Abhangigkeit steht im Kontrast zu eukaryotischen (6-4)-Photolyasen, deren Aktivitdt mit
zunehmendem pH steigt und deren Optimum bei einem pH von 8,5-9,0 liegt (Hitomi et al., 2001). Wo-
moglich liegen die Unterschiede aber weniger am pH-Wert und mehr an den unterschiedlichen Lichtin-
tensitdten. Lichtbedingungen, die zuvor fiir die Photoreduktion vor der Reparatur verwendet wurden
(470 nm, 55 pmol/m?/s) (Oberpichler et al., 2011), wurden spéter fiir die Photoreaktivierung im Repa-
raturassay eingesetzt (Graf et al., 2015) und erzielten eine hohe Reparaturaktivitit. Die Verwendung zu
geringer Wellenlangen (300—-350 nm) bei der Reparatur birgt die Gefahr, dass die (6-4)-Dimere in die we-
niger effizient zu reparierenden (Glas et al., 2009b) Dewar-Isomere konvertiert werden (Weber, 2005).
Bei Betrachtung der sehr unterschiedlichen Effizienzen verschiedener (6-4)-Photolyasen unter gleichen
Bedingungen wird deutlich, dass jedes Protein sehr individuelle Anspriiche an Licht- und Reaktionsbe-
dingungen hat, moglicherweise unter anderem aufgrund der unterschiedlichen Cofaktorzusammenset-
zungen und Gegebenheiten im aktiven Zentrum.

Das Prinzip der beiden angewendeten Assays ist gleich: Protein und Substrat werden zusammen
unter photoreaktivierendem Licht fiir eine bestimmte Zeitdauer inkubiert. Im spektroskopiebasierten
Assay erfolgt die Detektion der (6-4)-Schaden durch Messung der Gesamtreaktion bei 325 nm. Bei der
HPLC-basierten Methode wird die DNA nach Ablauf der Reaktion von dem Protein isoliert und aufge-
trennt. Eine Identifizierung der DNA-Spezies der HPLC-Peaks erfolgt hier ebenfalls durch Messung bei
260 und 325 nm zur Detektion intakter bzw. (6-4)-geschadigter DNA. Ein Nachteil der ersten Methode
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ist die Anwesenheit des Proteins mit seinen lichtabsorbierenden Chromophoren bei der spektroskopi-
schen Messung, ein Vorteil ist die einfachere Mdoglichkeit der Messung zu vielen Zeitpunkten wahrend
der Reaktion. Die in diesem Abschnitt diskutierten Experimente sind in Tabelle 4.1 zusammengestellt.

Tabelle 4.1: Ubersicht der in vitro Reparaturassays zur (6-4)-Photolyaseaktivitit von RsCryB und AfPhrB sowie
eukaryotischer (6-4)-Photolyasen und einer CPD-Photolyase. P:D = molares Protein:DNA-Verhiltnis.

Name Meth. Substrat P:D Licht Reparatur Referenz

Dm(6-4) HY  T(6-4)T? ss 1:1  WeiBlicht  100% (1 h) Maul et al. (2008)
Glas et al. (2009b)

AfPhrB s2 (dT)1g? ss k.AA.  405nm - Oberpichler et al. (2011)
150 umol®
RsCryB H T(6-4)T ss 1:1 Weilllicht - Geisselbrecht et al. (2012)
AfPhrB H T(6-4)T ss 3:1 405 nm 20% ss (2 h) Zhang et al. (2013)
ds 40 pmol 100 % ds (15 min)
AfPhrB H T(6-4)T ss 3:1 400 nm 18 % (30 min) Graf et al. (2015)
200 pumol
AfPhrB H T(6-4)T ss 3:1 470 nm 75 % (30 min) Graf et al. (2015)
55 umol 90 % (90 min)
100 % (2h)
Um(6-4) S (dT)1g  ss 1:47 385nm 60% (1 h) Brych et al. (2015)
100 pmol
RsCryB S (dT)1g  ss 1:30 385nmm - Diese Arbeit
ds 100 umol
RsCryB S (dT)1g  ss 1:3,3 385nm 16 % (90 min) von Zadow et al. (2016)
100 pmol
AfPhrB H T(6-4)T ss 1:59 400 nm 3% (120 min) -Mg?* Ma et al. (2017)
RsCryB 250 umol 100 % (10 min) +Mg?*
OtCPF1 H T(6-4)T ss  1:100 400 nm ca. 40% (1 min) Ma et al. (2017)
(6-4) 250 pmol
AfPhrA H T<>T%) ss  1:100 400 nm ca. 20% (60 min) Ma et al. (2017)
CPD Il 250 pmol

U HpLC-basierte Detektion der Reparatur

2 spektroskopiebasierte Detektion der Reparatur

3 AGGTTGGC mit zentralem T(6-4)T-Schaden

4 0Oligo(dT)s mit durchschnittlich einem (6-4) Schaden und 4-5 CPD-Schaden
%) AGGTTGGC mit zentralem CPD-Schaden

® umol/m?/s

Es ist auffallend, dass die Reparatur doppelstrangiger DNA durch AfPhrB ohne Kationen gut funktio-
niert (Zhang et al., 2013), wahrend die von einzelstrangiger so stark positiv von ihnen beeinflusst wird.
Es ware interessant, den Effekt von Kationen ebenso bei der Reparatur von doppelstrangiger DNA zu
untersuchen. Da die Bindungsaffinitat fir geschadigte ssDNA ohnehin hoch ist, wurde vermutet, dass
die verbesserte Reparatur durch Kationen nicht aufgrund einer verbesserten Substratbindung zustande
kommt. Somit spielen die lonen scheinbar eine direkte oder indirekte Rolle beim Reparaturvorgang. Als
Ursache fir den Kationeneinfluss wurde ein Zusammenhang mit einer der einzigartigen Eigenschaften
der FeS-BCP postuliert: Das Mg?*-lon kénnte zwischen zwei konservierten Aspartaten in der ungewshn-
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lich langen und moglicherweise flexiblen linker-Region zwischen N- und C-terminaler Domane gebunden
sein und das (6-4)-PP wahrend der Reparatur stabilisieren (Ma et al., 2017).

Die Unabhingigkeit anderer Photolyasen von Mg?*/Mn?* geht mit dem evolutiondren Verlust des
FeS-Clusters (Abschnitt 4.2.3) einher (Ma et al., 2017). Auch dieser mogliche Zusammenhang ist bislang
nicht geklart. Bei der ATPase aus Pyrococcus abyssi (Archaeen) hangt die Aktivitdt vom Status ihrer bei-
den [4Fe4S]-Cluster sowie von Mg?* ab (Sims und Igarashi, 2012). Viele Enzyme, die im Zusammenhang
mit der Prozessierung von DNA oder RNA stehen, benotigen zweiwertige Metallionen als Liganden, bei-
spielsweise die DNase | (Guéroult et al., 2010). Sie fordern die katalytische Aktivitdt, wobei meistens
vor allem Mg%*-lonen eine wichtige Rolle spielen (Cowan, 1998). Im Gegensatz zu anderen Metallionen
interagieren diese mit dem Enzym meist nur voriibergehend. Die intrazelluldare Magnesiumkonzentrati-
on ist genau reguliert und hdngt eng mit Protein-Syntheseraten zusammen (Terasaki und Rubin, 1985).
In Zellen liegt Mg?* meist in sehr hohen Konzentrationen (mM) vor, wiahrend Mn?* (uM) viel weniger
abundant ist. Mn?* ist austauschbar, vor allem durch Mg?* und Zn?* (Andreini et al., 2008), daher ist die
biologische Relevanz von Magnesium bei der Reparatur durch FeS-BCP hdher, auch wenn der positive
Effekt durch Mangan starker ist.

Eine Co-Kristallisation des Proteins mit gebundenem DNA-Schaden kénnte Aufschluss (iber die Posi-

tion der lonen sowie den Reparaturmechanismus geben.

4.2 Die Cofaktoren von CryB und ihre Rolle bei der Photoreaktivierung

4.2.1 Der katalytische Cofaktor FAD

4.2.1.1 CryB W338F: Funktionelle in vivo Photoreaktivierung bei fehlender FAD-Reduktion

Der FAD-Cofaktor von CryB wird durch Elektronentransfer tber die essenzielle Tryptophan-Diade aus
W338 und W386 photoreduziert, die Effizienz der Reduktion wird durch die zwei nicht essenziellen
Tyrosine Y387 und Y391 verstarkt. CryB W338F zeichnet sich durch eine vollstandig fehlende Reduzier-
barkeit des FAD in vitro aus (Geisselbrecht, 2013). Es war davon auszugehen, dass diese Variante nicht
mehr funktionell ist. Uberraschenderweise vermittelte sie jedoch, exprimiert in R. sphaeroides AcryB,
eine hohe in vivo Photoreaktivierungsaktivitat, was mit oxidiertem FAD nicht zu erwarten war. Denk-
bar ware daher, dass die Reparatur allein durch das FeS-Cluster mithilfe des Antennenchromophors
geschieht. Die Moglichkeit einer Beteiligung des FeS-Clusters an der Reparatur wird an spaterer Stel-
le diskutiert (Abschnitt 4.2.3). In unserer Studie (von Zadow et al., 2016) konnte gezeigt werden, dass
CryB W338F zwar in der Lage zur in vivo Photoreaktivierung ist, jedoch keine Reparaturaktivitdt von
(6-4)-Photoprodukten in vitro zeigt. Es ist daher vorstellbar, dass der in vitro verwendete Elektronen-
transferweg zum FAD in vivo verzichtbar ist. Betrachtet man die Notwendigkeit der Reduktion fir die
Reparatur (von Zadow et al., 2016), die im Einklang mit der in der Literatur beschriebenen und allge-
mein akzeptierten Erfordernis des vollstandig reduzierten FADH™ zur Reparatur steht (Sancar, 2003), so
schien das Ergebnis der funktionierenden Photoreaktivierung zunachst ungewdhnlich. Es gibt jedoch ei-
nige aktuelle Studien, sowohl von Cryptochromen als auch Photolyasen, in denen gezeigt wird, dass der
Verlust der in vitro Photoreduzierbarkeit und Reparatur nicht notwendigerweise mit einem Funktions-
verlust in vivo einhergeht. Tryptophan-Mutationen in der kanonischen ,Trp-Triade” des Cryptochroms
dCRY aus Drosophila und der Cryptochrome CRY1 und CRY2 aus Arabidopsis, die eine ausbleibende Re-
duzierbarkeit des jeweiligen FAD-Cofaktors in vitro bewirken, haben keinen Einfluss auf die physiologi-
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sche Aktivitit der Proteine in vivo (Oztiirk et al., 2014; Gao et al., 2015; Li et al., 2011). Die Photolyase
mit Tryptophan-Austausch W306F aus E. coli, welche ebenso eine defekte in vitro Photoreduktion auf-
weist, ist in der Lage, einen photoreaktivierungsinaktiven E. coli-Stamm zu komplementieren (Li et al.,
1991). Durch Betrachtung der Kinetik der Photoreaktivierung konnten erhebliche Unterschiede beziig-
lich der Reparatureffizienz von CryB W338F aufgedeckt werden, das bei der Endpunktbetrachtung nur
wenig Unterschied zu Wildtyp-CryB gezeigt hatte (Abschnitt 3.4.5). Anders als CryB W338F weist die Phr-
W306F-Mutante aus E. coli keine verlangsamte Photoreaktiverung im Vergleich zum Wildtyp auf (Kavakli
und Sancar, 2004), was auf eine Aktivitdt unabhangig einer vorherigen Photoaktivierung hindeutet.

Der Normalzustand von Photolyasen in der Zelle ist der vollstdndig reduzierte (Chaves et al., 2011).
AulRerdem sind die kiinstlichen Reduktionsbedingungen fiir aufgereinigte Proteine anders als die physio-
logischen Bedingungen in der Zelle. Am Beispiel von cry2 aus Arabidopsis wurde gezeigt, dass die Abwei-
chung zwischen in vivo und in vitro Reduktion durch die Anwesenheit von Metaboliten in der Zelle erklart
werden kann, die die Photoreduktion auch bei Unterbrechung der klassischen Elektronentransferroute
Uber die Tryptophane ermaoglichen (Engelhard et al., 2014). Vermutlich ist CryB teilweise unabhangig von
der intrinsischen Photoreduktion tiber die beiden Tryptophane und Tyrosine. Dieser konservierte Elek-
tronentransferweg kann verzichtbar sein, nicht jedoch der reduzierte Zustand des FAD. Den Nachweis,
dass CryB nicht im oxidierten Zustand reparieren kann, lieferte der Einsatz von CryB W338F als Kontrolle
im in vitro Reparaturassay. Hier zeigte sich im Gegensatz zu der positiven in vivo Photoreaktivierung keine
Reparatur von (6-4)-Photoprodukten (von Zadow et al., 2016). Dies bedeutet, dass die Photoreaktivie-
rungsaktivitat nicht darauf beruht, dass CryB mit oxidiertem FAD reparaturféhig ist, sondern dass der
Elektronentransfer bei dieser Variante in vivo entweder (ber einen alternativen Weg ablauft oder ein
Anteil an CryB W338F bereits mit reduziertem FADH™ synthetisiert wird und ohne Neureduktion lber
den 2Trp/2Tyr-Weg zumindest einige Reparaturzyklen ausfiihren kann. Entsprechendes wurde fiir die
Photolyase-Mutante W306F aus E. coli berichtet, die in der Lage ist, mindestens 25 Runden Photorepa-
ratur in vivo durchzufiihren (Kavakli und Sancar, 2004). Eine in vivo Reduktion ist daher moglicherweise
nur im Falle eines Elektronenverlustes des reduzierten FAD notig. Zudem ist das Reduktionsmittel bei
der in vitro Reduktion (hier DTT) ein anderes als in der Zelle. Dort konnte es moglicherweise iber NADH
oder eine andere Substanz geschehen. Dennoch ist es denkbar, dass eine in vivo Reduktion unabhan-
gig des beschriebenen Elektronentransferweges Giber W386 und W338 von CryB stattfinden kdnnte, so
wie es bei Mutanten von W321, W374 oder W397 der Tryptophan-Triade von cry2 aus Arabidopsis der
Fall ist (Engelhard et al., 2014). Die Elektronentransferwege dieser beiden Proteine sind jedoch nicht
notwendigerweise direkt vergleichbar. Die Ergebnisse zu CryB W338F zeigen, dass auch hier der obliga-
torische Weg liber konservierte Aminosauren fiir die in vivo Photoreaktivierung nicht benoétigt wird und
unterstreichen die Bedeutung von in vivo Untersuchungen.

Vor dem Hintergrund der in vivo Ergebnisse zu CryB W338F war die Fahigkeit zur Photoreaktivierung
durch CryB Y387F und Y391F in AcryB (Abschnitt 3.4.1) nicht iberraschend. Beide sind in vitro in ihrer
Photoreduzierung des FAD lediglich verlangsamt, nicht jedoch defekt wie CryB W338F (Geisselbrecht
et al, 2012).

4.2.1.2 Beeintrachtigte FAD-Bindung durch CryB-L366-Varianten

Wie in Abschnitt 3.4.2.1 beschrieben zielte der Austausch des Leucins L366 zu Histidin urspriinglich auf
eine Verbesserung der Photolyaseaktivitat von CryB fiir den in vitro Reparaturassay ab, denn an die-
ser Position befindet sich bei eukaryotischen (6-4)-Photolyasen ein konserviertes und fur die Reparatur
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essenzielles Histidin, das in der FeS-BCP-Familie nicht vorhanden ist (vgl. Abbildung 3.5). Aufgrund der
zunachst nicht nachweisbaren in vitro Reparatur durch die hier angewendeten Bedingungen (Abschnitt
3.3.3.3) sollte durch diese Variante untersucht werden, ob der evolutiondre Ersatz des Leucins durch
ein Histidin eine gesteigerte Effizienz von (6-4)-Photolyasen mit sich brachte. Der iberraschende Verlust
des FAD in CryB L366H verhinderte die Umsetzung dieses Vorhabens, erméglichte stattdessen jedoch
die in vivo Untersuchung einer Variante mit eingeschrénkter FAD-Bindung. Uberraschenderweise be-
wirkte CryB L366H eine Wiederherstellung der Photoreaktivierung in AcryB (Abschnitt 3.4.2.1). Da FAD
der katalytische und unverzichtbare Cofaktor von Cryptochromen und Photolyasen ist, war die funk-
tionierende in vivo Photoreaktivierung durch diese scheinbar FAD-lose Variante noch unerwarteter als
durch das nicht reduzierbare CryB W338F. Die Entfernung des FAD wurde bei anderen Photolyasen bei-
spielsweise durch Dialyse des aufgereinigten Proteins erreicht (Malhotra et al., 1992; Payne et al., 1990),
aber die DNA-Affinitat und in vitro Reparaturaktivitdt gingen dabei verloren. Ebenso verlor die FAD-lose
CPD-Ill-Photolyase aus Caulobacter crescentus ihre spezifische Bindung zu DNA (Oztiirk et al., 2008). Die
Entfernung des FAD des Cryptochroms CRY2 aus Arabidopsis durch Mutagenese fihrte zu einem Funkti-
onsverlust des Proteins in vivo (Liu et al., 2008). Die Untersuchung von CryB L366A und L366F sowie die
Quantifizierung der Cofaktoren der drei Leucin-Varianten machten deutlich, dass noch residuale Mengen
an FAD vorhanden sind (Tabelle 3.2), was in diesen Féllen die Fahigkeit zur Wiederherstellung der Photo-
reaktivierung erklart. Wahrscheinlich sind dabei die Bedingungen fiir eine Cofaktorbindung in der Zelle
noch besser als bei den isolierten Proteinen. Der Ersatz des entsprechenden Leucins im CryB-Homolog
AfPhrB, L370, durch Methionin fiihrte zu einer verlangsamten in vitro Reparatur, auch hier wurde eine
Verdrangung des FAD berichtet (Graf et al., 2015). Dies steht im Einklang mit der in vivo beobachteten
verringerten Photoreaktivierungskinetik durch CryB L366H (Abschnitt 3.4.5). In Anbetracht der Tatsache,
dass es keine Berichte tber funktionierende FAD-lose Cryptochrome oder Photolyasen gibt, kann darauf
geschlossen werden, dass L366 eine strukturelle Rolle einnimmt und essenziell fiir die FAD-Bindung in
der FeS-BCP-Gruppe ist, sein Fehlen fiihrt zu einer Destabilisierung des FAD. Geringe Mengen an gebun-
denem FAD sind jedoch ausreichend, um die Reparaturaktivitat in vivo zu gewahrleisten.

Das erste der zwei relevanten Histidine, H362 in CryB, entspricht dem Histidin, das in eukaryo-
tischen (6-4)-Photolyasen der Protonendonor fiir die Reparatur des Schadens ist, wie H354 in der
XI(6-4)-Photolyase aus Xenopus laevis (Schleicher et al., 2007). Es ist somit plausibel, dass das zweite
Histidin, H358 am Beispiel der X/(6-4)-Photolyase, in der FeS-BCP-Gruppe durch eine andere Aminosau-
re ersetzt sein kann und das Protein trotzdem als Photolyase funktioniert. Das hochkonservierte erste
Histidin scheint wichtiger zu sein: die Mutation von H365 in der (6-4)-Photolyase aus D. melanogaster
fiihrt zu einem vollstdandigen Verlust der Reparatur, wahrend das Protein beim Austausch des zweiten
Histidins (H369) noch eine residuale Reparaturaktivitat behalt (Maul et al., 2008). Auch der Austausch
von L366 in CryB fiihrt nicht wie bei CryB H362A zu einem Funktionsverlust, obwohl ersteres deutlich
beeintrachtigter ist (Abbildung 3.3). Hier ist sogar noch deutlicher, dass die zweite Position verzicht-
barer ist, da die Auswirkungen sowohl fiir die in vitro Reparatur (bei AfPhrB entsprechend H366 und
L370; Graf et al., 2015) als auch in vivo weniger gravierend sind. L370 und M410 in AfPhrB stabilisieren
das erste Histidin durch van-der-Waals-Wechselwirkungen, wahrend das Aquivalent in eukaryotischen
(6-4)-Photolyasen durch ein Wasserstoffbriicken-Netzwerk stabilisiert wird (Zhang et al., 2013). Die Kon-
servierung des Leucins in der FeS-BCP-Familie hat vermutlich einen evolutiondren Sinn und ist nicht der
Grund fir die geringe in vitro Reparaturaktivitat (vgl. Abschnitt 4.1.3), was dadurch gezeigt werden konn-
te, dass es nicht einfach durch das ,,modernere” Histidin ersetzbar ist. Der Ersatz des Leucins durch His-
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tidin bei der Entstehung eukaryotischer (6-4)-Photolyasen muss daher mit weiteren Veranderungen im
aktiven Zentrum einhergegangen sein.

4.2.2 Der Antennenchromophor DLZ

Der ungewodhnliche potenzielle Antennenchromophor 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DLZ) liegt wie an-
dere Antennenchromophore klassischer Photolyasen im N-terminalen Teil des Proteins. Aufgrund des
Vorhandenseins eines lichtabsorbierenden Molekdls in diesem Bereich wurde seit seiner Entdeckung
(Geisselbrecht et al., 2012) stark vermutet, dass es sich dabei um einen als Antennenchromophor fun-
gierenden Cofaktor handelt, obwohl DLZ zuvor nicht als ein solcher in Photolyasen oder Cryptochromen
beschrieben wurde. 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin ist bereits lange bekannt als Cofaktor des ,Lumazin-
Proteins” in Photobacterium. Auch aktuelle Studien zeigen, dass Lumazinderivate in vielen Fallen mehr
als nur Vorstufen in der Riboflavinbiosynthese sind (Paulus et al., 2014).

Der aromatische Ring des Molekiils liegt in CryB zwischen den Aminosduren E37, 151, M55 und 183,
die Ribitylseitenkette interagiert Gber Wasserstoffbriicken mit D10, E37 und Y40, die beiden Methyl-
gruppen liegen in einer hydrophoben Tasche aus 148, 150 und K47 (Geisselbrecht et al., 2012). Im Vor-
feld dieser Arbeit wurden Einzelaustausche dreier dieser Aminosduren vorgenommen, um die Bindung
des Chromophors zu stéren (Geisselbrecht, 2013). CryB E37F erwies sich anhand von Spektroskopieda-
ten als vielversprechender Kandidat, fiir den ein Antennenverlust vermutet wurde. Bei einer spateren
heterologen Expression und Aufreinigung von CryB E37F in dieser Arbeit konnte das urspriingliche Spek-
trum (Geisselbrecht, 2013) auch durch verschiedene Optimierungsversuche nicht reproduziert werden.
Es zeigte sich eine erhebliche Beeintrachtigung der Integritat des Proteins und ein dadurch bedingter zu-
satzlicher Verlust des FAD (Abschnitt 3.4.3). Die Expression erfolgte vom Originalplasmid. Durch das zu-
satzliche Einfligen der Mutation fiir E37F in bestehende Plasmide mit Mutationen fiir W338F oder L366H
und die Aufreinigung dieser Doppelvarianten wurde bestatigt, dass die Beeintrachtigung der Proteinsta-
bilitdt an dem Austausch E37F liegt, da dieser auch eine Destabilisierung des FAD in CryB W338F bewirkt.
Interessanterweise wurde die bereits FAD-lose Variante L366H durch diese zusdtzliche Mutation weni-
ger stark beeinflusst als CryB E37F einzeln oder in Kombination mit W338F (Abschnitt 3.4.4). Dennoch
konnten durch in vivo Untersuchungen Erkenntnisse Uiber die Relevanz der Antenne gewonnen werden.
Alle drei E37F-enthaltenden Varianten weisen die gleiche beeintrachtigte Expression in AcryB auf (Abbil-
dung 3.3), jedoch geht nur bei den beiden Doppelmutanten die Fahigkeit zur Photoreaktivierung verlo-
ren. CryB E37F ist hingegen in der Lage, diese in AcryB wiederherzustellen. So kann darauf geschlossen
werden, dass die lichtabsorbierenden Cofaktoren zusammen essenziell fir die Reparatur sind, da das
Fehlen oder die Beeintrachtigung von beiden gleichzeitig einen Funktionsverlust bewirkt. Durch die Ex-
perimente mit variierenden Lichtintensitdten bei der Photoreaktivierung des Stammes AcryB pRKcryB
E37F konnte weiterhin deutlich gezeigt werden, dass der potenzielle Verlust der Antenne die Uberle-
bensrate vor allem bei geringen Lichtintensitaten stark beeintrachtigt (Abschnitt 3.4.3.1). Die Bedeu-
tung von Antennenchromophoren wird oft nur bei eingeschrankten Lichtverhéltnissen deutlich (Sancar,
2003).

In einer kirzlich veréffentlichten Studie von Zhang et al. (2017) wurde die Rolle von DLZ als Anten-
nenchromophor anhand des CryB-Homologs AfPhrB auf Proteinebene bestatigt. AfPhrB I51W zeichnet
sich durch einen Verlust des Chromophors aus, was durch Spektroskopie und HPLC-Analyse gezeigt wur-
de. Die Integritdt des Gesamtproteins ist anhand seiner Kristallstruktur unbeeinflusst. Das urspriinglich
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erzielte Spektrum von CryB E37F (Geisselbrecht, 2013) weist Ahnlichkeiten mit dem von AfPhrB I51W
auf, zeigt jedoch insgesamt eine starkere Absorption im 400-nm-Bereich. Durch Fluoreszenzspektrosko-
pie wurde gezeigt, dass Energie von der Antenne zum FAD (ibertragen wird, ein Teil der durch DLZ absor-
bierten Lichtenergie geht dabei als Fluoreszenz verloren (Zhang et al., 2017). Die verringerte in vitro Re-
paratureffizienz durch AfPhrB I51W (4-fach weniger reparierte (6-4)-Schaden) steht im Einklang mit der
in dieser Arbeit beobachteten verlangsamten in vivo Photoreaktivierung (Abbildung 3.16). Die Endpunkt-
Uberlebensrate von AcryB pRKcryB E37F nach 3 Stunden liegt mit 73 % Uberleben jedoch nur leicht
unter der der Kontrolle AcryB pRKcryB (91 %) (Abbildung 3.4). In vivo ist der Unterschied Antennenmu-
tante/Wildtyp somit weniger gravierend als in vitro, was womaglich an den natlrlicheren Bedingungen
in der Zelle liegt. Die Photoreduktion des FAD in AfPhrB I51W erfolgt langsamer als im Wildtyp, aul3er-
dem zeigt sich die Semichinonform, die sonst nur eine Zwischenstufe auf dem Weg zur vollstandigen
Reduktion darstellt, auch nach 90 Minuten. Diese Form ist im Wildtyp AfPhrB zu diesem Zeitpunkt nicht
mehr vorhanden, somit ist die Reduktion der Variante I51W unvollstdndig, was die beeintrachtigte Re-
paratureffizienz erklart (Zhang et al., 2017). Diese Daten, gemeinsam mit den in vivo Ergebnissen dieser
Arbeit zeigen, dass DLZ in der FeS-BCP-Gruppe die Aufgabe des Antennenchromophors zur Versorgung
des katalytischen FAD mit Lichtenergie Gibernimmt.

Insgesamt wurde die Relevanz der lichtabsorbierenden Cofaktoren FAD und DLZ bei der Photoreak-
tivierung erst bei Betrachtung der Kinetik einiger Varianten deutlich (Abbildung 3.16). Die Endpunktana-
lyse (Abbildung 3.4) hatte nur sehr geringe Beeintrachtigungen durch die Einzelmutationen indiziert. Die
Kinetik des Wildtyp- sowie des Komplementationsstammes stimmt mit der in der Literatur beschrieben
in vivo Photoreaktivierungskinetik anderer Stamme mit Photolyasen (iberein (Bennett et al., 2003; San-
car und Smith, 1989; Salcedo et al., 2007). Da die plasmidbasierte Expression keinen direkten Vergleich
mit dem Wildtyp zulasst, ware es sinnvoll, ausgewahlte Varianten chromosomal und somit auf einem na-
trlichen Level zu exprimieren. Die Einbringung von Mutationen ist mithilfe von counter-selektierbaren
suicide-Vektoren wie pLO1 (vgl. Abschnitt 4.3.5) moglich. Der resultierende Stamm wiirde sich lediglich
in einer Punktmutation vom Wildtyp unterscheiden und ware lGber die mutationsspezifische PCR (An-
hang 9.4) nachweisbar. Ein Konstrukt fiir die Einbringung der W338F-Mutation wurde in dieser Arbeit
bereits kloniert.

4.2.3 Das [4FedS]-Eisen-Schwefel-Cluster

Laut phylogenetischer Analysen stellen die Vertreter der FeS-BCP-Untergruppe eine evolutionar betrach-
tet frithe Form der CPF dar. Das FeS-Cluster ist ein altes Merkmal, das spater verloren gegangen ist (Zhang
et al., 2013). Die typischen Funktionen von FeS-Clustern sind Elektronenibertragung oder eine Stabili-
sierung des Proteins, sie kommen h&ufig in DNA-bindenden Proteinen vor (Abschnitt 1.11).

4.2.3.1 Invitro Experimente zur Entfernung des FeS-Clusters

Der Austausch von Cysteinen zu Alaninen oder anderen Aminosauren ist die Ubliche Strategie zur Entfer-
nung eines gebundenen FeS-Clusters. So kann seine Funktion anhand des verbleibenden Apoproteins
untersucht werden. Alle Versuche, das FeS-Cluster durch Mutagenese an den Cystein-Bindestellen oder
durch Entfernung der gesamten Bindedomane zu destabilisieren, bewirkten im Fall von CryB eine fast
vollstandige Aggregation des Proteins (Abschnitt 3.4.6). Die gleiche Beobachtung wurde fiir AfPhrB ge-
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macht, hier wurden die Cysteine durch Serine ersetzt und ebenfalls zwei unterschiedliche C-terminale
Verkiirzungen vorgenommen (Graf et al., 2015).

H,0, ist eine von mehreren ROS, die FeS-Cluster angreifen (Abschnitt 1.12). Deshalb wurde es ver-
wendet, um als Alternative zu den Aminosaureaustauschen das FeS-Cluster in vitro zu destabilisieren.
Geringe Konzentrationen (1 mM), die bei IscR bereits ausreichten, das Cluster bei gleichzeitiger Erhaltung
des Apoproteins zu entfernen (Remes et al., 2015), hatten bei CryB keinen Einfluss. Erhdhte Konzentra-
tionen fiihrten nicht lediglich zu einer Entfernung des Clusters, sondern gingen mit einer kompletten
Zerstorung des Proteins einher (Abschnitt 3.4.6.5). Dass das FeS-Cluster von IscR sowohl in E. coli als
auch in R. sphaeroides leicht entfernt werden kann, ist durch dessen Rolle als Sensor des Sauerstoff-
und Eisenstatus in der Zelle und als globaler Regulator des Eisenmetabolismus erkldrbar. Durch eine
lockere und exponierte Bindung ist sein Cluster im Falle von oxidativem Stress eines der ersten, das
sich seinem dem Protein |6st, auf diese Weise wird seine Aktivitat als transkriptioneller Repressor re-
guliert (Remes et al., 2015). Auch das [4Fe4S]-Cluster von FNR zerfillt bei Kontakt mit Sauerstoff (Kho-
roshilova et al., 1997). In diesen Féllen hat der Verlust des Clusters einen biologischen Sinn. In vielen
Fallen ist die der Analyse dienenden Entfernung eines gut integrierten FeS-Clusters durch Mutagenese
moglich, bei gleichzeitigem Erhalt der allgemeinen Proteinstabilitat, wie am Beispiel der Helikase XPD
aus Sulfolobus acidocaldarius oder der Helikase-Nuklease AddAB aus Bacillus subtilis gezeigt, die durch
Cystein-Austausch entfernt wurden (Rudolf et al., 2006; Yeeles et al., 2009). Die Mutagenese der Cys-
teine zur Koordination des [4Fe4S]-Clusters der bakteriellen Helikase DinG aus E. coli hingegen geht wie
bei CryB mit einem starken Stabilitatsverlust einher. Ebenso wie bei CryB ist das Cluster von DinG resis-
tent gegeniber der Oxidation durch H,0,. Bei der wie in dieser Arbeit als niedrigste Stufe getesteten
H,0,-Konzentration von 1 mM (bei 10 uM DinG; hier: 17 uM CryB) zeigte sich weder eine Destabilisie-
rung des Clusters noch des Proteins und auch kein Aktivitatsverlust (Ren et al., 2009). CryB blieb sogar
bis zu einer Konzentration von 200 mM H,0; stabil. Im Gegensatz dazu wird das [4Fe4S]-Cluster der
Dihydroxyacid-Dehydratase aus E. coli bei 1 mM H,0; destabilisiert und das Enzym verliert seine Akti-
vitat (Ren et al., 2009). Bei der mit CryB sehr nah verwandten archaealen/eukaryotischen C-terminalen
Domane der groRen Primase-Untereinheit (PriL-CTD) aus S. cerevisiae hatte der Einzelaustausch der vier
Cysteine zu Alaninen nur einen geringen Effekt auf die Bindung des [4Fe4S]-Clusters und keinen Einfluss
auf die Aktivitat. Der Austausch des ersten und letzten Cysteins gleichzeitig bewirkte eine Entfernung
des Clusters, ohne dass das Protein zerstort wurde, die in vitro Aktivitat ohne das Cluster war dadurch
jedoch stark beeintrachtigt. Der Austausch des ersten und zweiten oder des ersten und dritten Cysteins
hingegen flihrte zu einer Unloslichkeit des gesamten PriL-Proteins. Im Gegensatz zu CryB funktionierte
hier auch die Entfernung der C-terminalen Doméane ohne das Gesamtprotein zu beeinflussen, die Pri-
maseaktivitat ging dabei verloren (Klinge et al., 2007). In vivo Studien zur Relevanz der vier Cysteine der
gleichen Primase bestatigten die individuell unterschiedlichen Beitrage der einzelnen Cysteine fiir die
Funktion der Primase (Liu und Huang, 2015). Da bei CryB bereits der Austausch der einzelnen Cysteine
zu einer Aggregation fiihrte, hatte die individuelle Kombination anderer Cysteine fiir Doppelaustausche
vermutlich keinen Erfolg. Bei der groRen Untereinheit der humanen Primase (p58) lasst sich das Cluster
durch eine einzelne Cystein-Mutation entfernen und flhrt zu einer reduzierten enzymatischen Aktivitat.
Dies funktioniert jedoch nur, wenn p58 mit der kleinen Untereinheit p48 als Dimer vorliegt, die einzelne
p58 mit Cystein-Mutation ist unldslich (Weiner et al., 2007).

In vielen nukleinsdurebindenden Proteinen ist es Ublich, dass das Cluster von grofen aromatischen
Aminosduren umgeben ist, die einen moéglichen Schutz vor Oxidation darstellen. Die Abschirmung von
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der umgebenden Losung macht sie weniger zuganglich fir ROS. In der Helikase XPD und der DNA-
Primase ist das Cluster tief eingebettet und somit weit von der Oberfliche (4 bzw. 3 A) entfernt. Das Clus-
ter der D-Untereinheit der RNA-Polymerase hingegen ist nur 1,7 A von der Proteinoberfliche entfernt.
Diese bessere Zuganglichkeit ist ein Hinweis flr eine moégliche Aufgabe des Clusters bei der Redoxwahr-
nehmung (Imlay, 2006; White und Dillingham, 2012). Das FeS-Cluster von CryB ist von der Oberflache
verdeckt und hat keinen Zugang zur Umgebung (Geisselbrecht et al., 2012).

Die nicht mogliche Entfernung des FeS-Clusters von CryB ldsst den eindeutigen Riickschluss zu, dass
es flr die strukturelle Integritat des Proteins essenziell ist. Gleichzeitig macht dies jedoch die funktio-
nelle Analyse schwierig. Wie eingangs beschrieben haben FeS-Proteine aus der Gruppe der Regulatoren
wie FNR oder IscR (vgl. Abschnitte 1.11 und 1.10.3) instabile und besser zugangliche FeS-Cluster, die
die Sauerstoffwahrnehmung tiber Veranderungen des Clusterzustandes gewahrleisten und dadurch ak-
tiviert oder inaktiviert werden. In der Gruppe der Proteine, die Nukleinsdauren modifizieren, zu denen
vor allem DNA-Reparaturenzyme wie die Endonuklease Ill, MutY oder die Helikasen XPD und DinG geho-
ren, haben die Cluster oft katalytische Funktionen (Ren et al., 2009; Wu und Brosh, 2012). CryB gehort
aufgrund seiner Reparaturfunktion zu der zweiten Gruppe, jedoch wird die katalytische Aktivitat zwei-
felsfrei durch das FAD gewahrleistet. Es gibt mehrere aktuelle Beispiele von FeS-Clustern in Enzymen, flr
die es keine offensichtliche Funktion in Elektronentransfer, Redoxwahrnehmung oder clustervermittel-
ter Katalyse gibt (White und Dillingham, 2012).

Aufgrund der Distanz zwischen FAD und FeS-Cluster in CryB von 22,9 A wurde eine Elektronen-
Ubertragung zwischen beiden Cofaktoren als unwahrscheinlich erachtet, dennoch wurde das Cluster
nicht als moglicher Ursprung von Elektronen fiir das FAD ausgeschlossen (Geisselbrecht et al., 2012;
Geisselbrecht, 2013). Es gibt Hinweise aus aktuellen Untersuchungen des CryB-Homologs AfPhrB, dass
das Cluster eine Beteiligung an dem Prozess der Reparatur durch Elektronenibertragung tber Tyro-
sine haben konnte. Y424 in AfPhrB liegt nahe am aktiven Zentrum und ist essenziell fir die Bindung
des T(6-4)T-Schadens. Ohne dieses Tyrosin findet keine DNA-Reparatur statt, was mit dem Verlust der
DNA-Bindung korreliert (Graf et al., 2015). In der (6-4)-Photolyase aus D. melanogaster ist ebenfalls ein
zentrumsnahes Tyrosin als Teil der H-H-Y-Triade fir die Katalyse wichtig (Maul et al., 2008). Viel inter-
essanter ist jedoch ein weiteres Tyrosin in AfPhrB, Y430, das auf halbem Weg zwischen dem Y424 des
aktiven Zentrums und dem FeS-Cluster liegt. Es ist nicht an der Schadenbindung beteiligt, sein Austausch
bewirkt jedoch eine um 70 % verringerte Reparatureffizienz im Vergleich zum Wildtyp. Gemeinsam kénn-
ten diese beiden Tyrosine eine Elektronenbriicke zwischen FeS-Cluster und DNA-Schaden herstellen und
somit eine Beteiligung des Clusters an der DNA-Reparatur ermoglichen. Sowohl Y424 als auch Y430 sind
oberflachenexponiert und haben somit Zugang zur Umgebung. Des Weiteren sind zwei periphere Tyro-
sine, Y437 und Y433, moglicherweise an der Verbindung des FeS-Clusters mit der Proteinoberflache fir
einen Elektronenaustausch beteiligt. Interessanterweise fehlen diese beiden Tyrosine in den wenigen
Mitgliedern der FeS-BCP, die vermutlich nicht tGber ein FeS-Cluster verfiuigen (Graf et al., 2015). Es wére
interessant, diese Vertreter der FeS-BCP, die kein FeS-Cluster binden, auf ihre Reparaturaktivitdt zu un-
tersuchen. Dies wiirde Aufschluss liber die Notwendigkeit des Clusters zur Reparatur in dieser Gruppe
geben. Eine Ubertragung von Elektronen von einem FeS-Cluster zu FAD innerhalb eines Proteinkomple-
xes wurde am Beispiel der Fumarat-Reduktase aus E. coli gezeigt (Sucheta et al., 1993). Eine Beteiligung
des FeS-Clusters an der Reduktion des FAD kdnnte auch die Verzichtbarkeit des Elektronentransferweges
Uber W338 (Abschnitt 4.2.1.1) erklaren.
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Aufgrund des Einflusses von CryB bei der Genregulation (Frihwirth et al., 2012) ist weiterhin eine
Rolle des FeS-Clusters als Redoxsensor nicht auszuschliefen. Auch eine Rolle bei der DNA-vermittelten
Redoxsignalweiterleitung wie bei anderen Reparaturproteinen mit FeS-Cluster ware moglich (Genereux
et al., 2010; Boal et al., 2009). Eine oxidative Schadigung des Clusters scheint nicht, wie in vielen ande-
ren FeS-Proteinen (z. B. FNR, IscR, Aconitase; Abschnitt 1.11), reversibel zu sein, sondern zerstort das
Protein, daher ist eine Rolle als ROS-Sensor liber den Weg der Destabilisierung des Clusters eher un-
wahrscheinlich.

4.2.3.2 Invivo Untersuchungen des FeS-Clusters

Obwohl alle Cystein-Varianten unléslich waren, wurde CryB C434A/C437A exemplarisch in AcryB ex-
primiert, da anhand anderer CryB-Varianten bereits abweichende Erkenntnisse aus in vivo und in vitro
Experimenten gewonnen worden waren (Abschnitt 4.2.1). Anhand des Western Blots (Abbildung 3.20)
ist ein Vorhandensein des Proteins in AcryB pRKcryB C434A/C437A erkennbar, zwar deutlich schwacher
im Vergleich zur Komplementation AcryB pRKcryB, aber starker als im Wildtyp, in dem CryB bei den ein-
gesetzten Mengen nicht detektierbar ist. Photolyasen zeigen eine geringe Abundanz, eine E. coli-Zelle
enthalt beispielsweise nur 16—-17 Molekdle (Kavakli und Sancar, 2004). Dennoch wird durch die Varian-
te trotz erkennbarer Expression keine Steigerung der UV-Uberlebensrate erreicht, der Stamm liegt im
Bereich der Leervektorkontrolle. Somit bewirken die Mutationen einen vollstandigen Funktionsverlust.

Um (ber einen alternativen Weg Riickschlisse auf die Rolle des FeS-Clusters zu ziehen, wurden Pho-
toreaktivierungsexperimente unter Eisenmangelbedingungen durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.6.4). Die Ver-
flgbarkeit von Eisen hatte keinen Einfluss auf die Endpunkt-Photoreaktivierung von R. sphaeroides. Fir
die Kinetik der Photoreaktivierung unter Eisenmangelbedingungen liegen nur Daten aus zwei Wieder-
holungen fiir -Fe und drei Wiederholungen fir +Fe vor, wobei letztere stark voneinander abweichen. Die
Unterschiede zwischen +Fe und -Fe sind gering. Es kann daher nicht klar daraus geschlossen werden, ob
der Eisenmangel einen Einfluss auf die Reparaturrate hat. Wenn dies der Fall, ist besteht jedoch auch
die Moglichkeit, dass andere Prozesse in der Zelle durch den Mangel an Eisen verlangsamt sind und ein
Effekt nicht nur auf ein moéglicherweise fehlendes FeS-Cluster in CryB zuriickzufiihren ist. Auffallig ist
die zuséatzliche Bande bei etwa 40 kDa unter Eisenmangelbedingungen im Western Blot. Es kdnnte sich
um ein unvollstandig synthetisiertes Protein handeln, das bei ausbleibendem Clustereinbau ab der FeS-
Domine abbricht. Dennoch wird auch bei Uberexpression von CryB von pRK415 eine groRe Menge an
|6slichem Protein auch unter Eisenmangel produziert (Abbildung 3.21). Daher lasst sich vermuten, dass
bei der sehr viel geringeren Menge an CryB im Wildtyp-Stamm 2.4.1 ebenfalls ausreichend vollstandige
CryB-Molekiile produziert werden. Zudem ist das Eisenmangelmedium nicht komplett eisenfrei (Peu-
ser et al., 2011) und wenige Molekiile CryB mit intaktem FeS-Cluster mégen ausreichend sein, um eine
Reparatur zu gewahrleisten.

Damit ist, neben der strukturellen Rolle, die Frage nach der Funktion nach wie vor nicht abschlie-
Rend geklart. Auch hier kann, wie bei der Beteiligung von zweiwertigen lonen (Abschnitt 4.1.3) eine
Co-Kristallisation mit DNA Aufschluss geben.

Abbildung 4.1 zeigt zusammenfassend die unterschiedlichen Auswirkungen aller in 3.3.1 und 3.4

beschriebenen Aminosaureaustausche in vivo und in vitro.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der untersuchten Aminosauren (AS) in CryB. In vivo: griin = AS ist ver-
zichtbar fur die Photoreaktivierung; rot = AS ist essenziell fir die Photoreaktivierung. In vitro: griin = AS ist ver-
zichtbar fiir die FAD-Reduktion; rot = AS ist essenziell fiir die Stabilitat, Cofaktor-Bindung, FAD-Reduktion oder
Reparatur. Schwarz = nicht untersucht. FAD = Flavin-Adenin-Dinukleotid, DLZ = 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin. Die
Erkenntnisse stammen aus dieser Arbeit und aus Geisselbrecht (2013).

4.3 Untersuchungen zur puf- und puc-Expression in AcryB unter Einfluss von
Kanamycin

Einer der auffalligsten Phanotypen von AcryB war seine hellere Farbung im Vergleich zum Wildtyp unter
mikroaeroben Bedingungen. Dieser Unterschied basiert auf der Herabregulierung der Transkripte von
puf und puc, die Komponenten des photosynthetischen Apparates kodieren. Dieser Effekt zeigte sich
noch starker in der Komplementation AcryB pRKcryB (Hendrischk et al., 2009a). Er sollte in dieser Arbeit
als Referenz dienen, um verschiedene Komplementationen des Stammes AcryB mit veranderten CryB-
Varianten zu untersuchen. Bei der Kultivierung fiel auf, dass der zuvor beschriebene Effekt der helleren
Farbung bei AcryB ausblieb. Nur bei Zugabe des Antibiotikums Kanamycin, gegen das der Stamm AcryB
aufgrund einer chromosomal integrierten Resistenzkassette resistent ist, trat der Effekt auf. Dies war be-
reits zuvor berichtet worden (Sebastian Frihwirth, personliche Kommunikation). Um die Ursache dieser
Beobachtung zu klaren, wurde in dieser Arbeit der Einfluss von Kanamycin auf den Stamm AcryB unter-
sucht. Dabei wurden ein vorhandener sowie verschiedene in dieser Arbeit generierte Kontrollstimme
hinzugezogen. Durch die Neuherstellung des Stammes AcryB mit dem gleichen Knockout-Konstrukt wie
in Hendrischk et al. (2007) konnte zunachst ausgeschlossen werden, dass der Effekt friher vorhanden
war und mit der Zeit verloren gegangen ist. Dieser identische Stamm AcryBKmNeu zeigte genau wie
AcryB den hellen Phdnotyp in stark ausgepragter Form nur in Anwesenheit von Kanamycin, nicht jedoch
ohne (Abschnitt 3.6.3). AuRerdem ist die stabile Ausprdgung des Photoreaktivierungsdefektes (Abbil-
dung 3.28) ein Zeichen fir die fortwahrende Wirksamkeit des Knockouts in AcryB. Der zweite neue Kon-
trollstamm, AcryBSp, stellt einen Knockout von cryB dar, der jedoch durch Insertion einer Spectinomycin-
anstelle einer Kanamycin-Resistenzkassette erfolgte. Dieser Stamm zeigte weder unter An- noch unter
Abwesenheit von Spectinomycin eine schwachere Pigmentierung oder verringerte puf- und puc-Level
und lieferte somit den Nachweis, dass der Phanotyp nicht auf das Fehlen von CryB zuriickzufihren ist.
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4.3.1 Kanamycin und Spectinomycin in Bezug auf oxidativen Stress

Sowohl Kanamycin als auch Spectinomycin gehoren zur Klasse der Aminocyclitol-Antibiotika. Diese Klas-
se umfasst Spectinomycin sowie die Gruppe der Aminoglykoside, zu denen u. a. Kanamycin, Streptomy-
cin und Gentamicin gehoren. Sie wirken als Inhibitoren der ribosomalen 30S-Untereinheit durch Bin-
dung an die 16S rRNA. Alle Aminoglykoside, so auch Kanamycin, wirken dabei bakterizid, Spectinomycin
hingegen bakteriostatisch. Obwohl das zelluldre Ziel der 30S-Untereinheit gleich ist, unterscheiden sich
die Wirkmechanismen geringfiigig: Spectinomycin blockiert den Initiationskomplex komplett, wahrend
Aminoglykoside diesen zwar ebenfalls blockieren, sich jedoch von Spectinomycin dadurch unterschei-
den, dass sie auch Fehltranslationen von Proteinen auslésen (Kohanski et al., 2010; Davis, 1987). In einer
Studie von Kohanski et al. (2007) wurde gezeigt, dass alle drei Hauptklassen der bakteriziden Antibiotika
(Chinolone, B-Lactam- und Aminoglykosid-Antibiotika) die Bildung von ROS, speziell von Hydroxylradi-
kalen, in Bakterien stimulieren, egal welchen Wirkmechanismus (Hemmung der DNA-Replikation, der
Zellwandbildung bzw. der Proteinsynthese) sie aufweisen. Diese Hydroxylradikalbildung tragt zur Effi-
zienz der Antibiotika bei. Interessanterweise induzieren die bakteriostatischen Antibiotika, somit auch
Spectinomycin, keine Bildung von Hydroxylradikalen. Diese Beobachtungen kénnten erklaren, warum
Spectinomycin, am Beispiel des Stammes AcryBSp, keinerlei Auswirkungen hat, Kanamycin jedoch in
allen in dieser Arbeit betrachteten Stammen. Die Ergebnisse aus Kohanski et al. (2007) haben eine Rele-
vanz flr experimentelle Untersuchungen, in denen es um die Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies geht.

Die Beobachtung des mehr oder weniger stark ausgepragten heller gefarbten Phanotyps bei Kultu-
ren von R. sphaeroides-Stammen in Anwesenheit von Kanamycin (Abschnitt 3.6), konnte somit durch
kanamycininduzierten oxidativen Stress erklart werden. Die Bildung von Hydroxylradikalen geschieht
durch die Fenton-Reaktion, bei der H,O, mit Eisen reagiert und OH® entsteht (Imlay et al., 1988). Eisen-
mangel |6st in R. sphaeroides eine starke Aufhellung der Kulturen aus, da unter anderem Proteine der
Photosynthese (z. B. Fe?* im Reaktionszentrum) und der Bakteriochlorophylisynthese (FeS-Cluster) Eisen
benotigen. Dabei kann ein indirekter Effekt des Chlorophyllmangels die Herabregulierung von Photo-
synthesegenen sein (Peuser et al., 2011). Bei der aminoglykosidinduzierten ROS-Generierung scheinen
intrazelluldre FeS-Cluster eine Eisenquelle fiir die Stimulation der Fenton-Reaktion zu sein (Kohanski
et al., 2007). Der Effekt der Aufhellung der mit Kanamycin behandelten Kulturen kdnnte eine Folge die-
ses Eisenentzugs aus FeS-Clustern sein und bei erhéhter Kanamycinsensitivitdt (AcryB, siehe Abschnitt
4.3.3) entsprechend noch starker ausfallen. Eine Entfarbung durch Chlorophylimangel ist ebenso bei
der Behandlung von Pflanzen mit Kanamycin zu beobachten (Conte et al., 2009). Aufgrund ihres pro-
karyotischen Ursprungs sind die Ribosomen der Chloroplasten der Angriffspunkt fir Aminoglykoside in
Pflanzen. Kanamycin 16st in A. thaliana transkriptionelle Verdnderungen aus, die u. a. eine Anpassung
des photosynthetischen Apparates bewirken. AuBerdem ist der Eisengehalt durch den Einfluss von Ka-
namycin drastisch reduziert. Wie in R. sphaeroides wird auch in Pflanzen Eisen fiir die Photosynthese
und Chlorophyllsynthese bendétigt (Mentewab et al., 2014). Diese moglichen Zusammenhange zwischen
Eisenmangel, ROS und Antibiotika sind jedoch spekulativ, zumal die beschriebene antibiotikainduzierte
ROS-Generierung aktuell umstritten ist (Van Acker und Coenye, 2017).

4.3.2 Ausschluss eines Kombinationseffektes

Dennoch blieb die Frage, warum vor allem in den AcryB-Stammen mit Kanamycinresistenz eine so starke
Beeintrachtigung des Photosyntheseapparates auftritt. Der hier als Kontrolle eingesetzte Stamm AphrA
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(Hendrischk et al., 2007), in welchem das Gen phrA durch die gleiche Kanamycin-Resistenzkassette er-
setzt ist wie in AcryB, zeigt zwar auch eine leicht abgeschwéachte Rotfarbung, aber in weitaus geringe-
rem Male als in AcryB. Der weiterhin verwendete Kontrollstamm Wildtyp pBBR1MCS-2 ermdglichte
das Wachstum des Wildtyps unter Anwesenheit von Kanamycin, aufgrund des resistenzvermittelnden
Plasmids pBBR1MCS-2. Auch in diesem Stamm zeigte sich, dhnlich wie bei AphrA, nur eine leichte Her-
abregulierung der puf- und puc-Transkriptlevel unter Anwesenheit von Kanamycin (Abbildung 3.30).
Eine mogliche Erklarung war daher ein ,,Kombinationseffekt” aus der Abwesenheit von CryB und der
gleichzeitigen Anwesenheit von Kanamycin. Ein genereller Antibiotika-Einfluss wurde durch den Stamm
AcryBSp ausgeschlossen. In einer Studie mit E. coli wurde gezeigt, dass Kanamycin und Neomycin DNA-
Schaden hervorrufen und dabei das Fehlen von jeweils einem von diversen DNA-Reparaturenzymen zu
einer erhohten Sensitivitat gegeniliber beiden Antibiotika fiihren kann (Kang et al., 2012). In der Stu-
die verleiht das neo-Gen (Beck et al., 1982) dem verwendeten Wildtyp-Stamm eine Resistenz gegen ei-
ne Kanamycinkonzentration von mehr als 300 pug/ml. Die E. coli-Photolyase-Mutante phrB zeigt bereits
bei 200 pg/ml eine erhdhte Sensitivitat gegeniber Kanamycin. Dennoch war es unwahrscheinlich, dass
dies der Grund fir die bei AcryB beobachteten, vergleichsweise sehr stark ausgepragten Effekte sind.
Im hier verwendeten Kontrollstamm AphrA ist ebenfalls eine Photolyase ausgeschaltet, der Phanotyp
bei diesem Stamm aber viel geringer ausgepragt. PhrA ist eine CPD-Photolyase, ebenso wie die in Kang
et al. (2012) untersuchte einzige Photolyase (PhrB) aus E. coli. Es ist plausibel, dass Kanamycin in diesen
Stammen mit fehlenden Photolyasen einen Effekt hervorruft, jedoch zeigt sich ein geringer Effekt bei
Anwesenheit von Kanamycin auch im Stamm Wildtyp pBBR1MCS-2, der tber alle vorhandenen Repara-
turmechanismen verfiigt (Abschnitt 3.6.3).

Die Widerlegung des Kombinationseffektes lieferte der Kontrollstamm AcryBSp pBBR1MCS-2. Dieser
verfligt, anders als AcryB, liber eine plasmidlokalisierte Kanamycinresistenz und exprimiert kein CryB. In
Anwesenheit von Kanamycin im Medium verhalt sich dieser Stamm bezliglich Farbung, Chlorophylige-
halt und Expression von puf und puc wie der Wildtyp (Abschnitt 3.6.4). Somit ist nachgewiesen, dass
der Phanotyp nicht aufgrund der Abwesenheit von CryB und gleichzeitiger Anwesenheit von Kanamycin
zustande kommt.

4.3.3 Eingeschrankte Auspragung der Resistenz in AcryB

Durch die Untersuchung der Expression des Kanamycin-Resistenzgens konnte gezeigt werden, dass das
Level in AcryB um das 3—4-Fache geringer ist als das des identischen Resistenzgens im Stamm AphrA
(Abschnitt 3.6.5). Dieses abschlieRende Ergebnis legt nahe, dass die beobachteten Effekte durch eine er-
héhte Kanamycinsensitivitat des Stammes AcryB im Vergleich zu anderen resistenten Stammen zustan-
de kommen und somit CryB-unabhangig sind. Aufgrund der schwacheren Expression des Kanamycin-
Resistenzgens ist der Stamm scheinbar weniger resistent als die untersuchten Vergleichsstamme. So-
mit stellt die Verwendung der normalen Kanamycinkonzentration von 25 ug/ml eine Uberdosierung
fir AcryB dar. Warum die Resistenz nur in diesem Stamm abgeschwacht ausgepragt wird, ist unklar.
Naheliegend ware ein eingeschrankter Zugang bei der Transkription aufgrund der Lage der Kassette.
Dies scheint jedoch bei der Q-Sm/Sp-Kassette in AcryBSp nicht der Fall zu sein, obwohl sie im gleichen
Gen liegt. Durch die Kontrollsequenzierung der Kanamycin-Resistenzkassette des Knockout-Konstruktes
pPHUA3077 konnten Defekte im Resistenzgen ausgeschlossen werden.
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4.3.4 Vergleich der Resistenzmechanismen

Ein Mechanismus, der Bakterien eine Resistenz gegen Aminoglykosid-Antibiotika verleiht, ist die enzy-
matische Modifikation bestimmter Amino- oder Hydroxylgruppen des Antibiotikums, wodurch das modi-
fizierte Molekil nicht mehr an das Ribosom binden und seine Wirkung entfalten kann. Die Modifizierung
kann durch N-Acetyltransferasen, O-Nukleotidyltransferasen oder O-Phosphotransferasen geschehen
(Mingeot-Leclercq et al., 1999). In AcryB und AphrA wurden die jeweiligen Gene durch die Kanamycin-
Resistenzkassette von pUC4K (Vieira und Messing, 1982) ausgeschaltet. Das Genprodukt ist in diesem
Fall eine Aminoglykosid-3’Phosphotransferase (Typ | APH) vom Transposon Tn903 (Oka et al., 1981). Das
Kanamycin-Resistenzgen von pBBR1MCS-2 hingegen stammt vom Tn5-Transposon (Kovach et al., 1995;
Manoil und Beckwith, 1985). Die Sequenz aus Tn5 ist nicht identisch mit der aus Tn903, kodiert jedoch
ebenso eine Aminoglykosid-3’Phosphotransferase, allerdings vom Typ Il (Beck et al., 1982). Beide Typen
zeigen Homologien in ihren Aminosauresequenzen und eine dhnliche Lange von 271 bzw. 264 Aminosau-
ren. Beide Gensequenzen enthalten keinen transkriptionellen Terminator (Oka et al., 1981; Beck et al.,
1982). Typ | und Il deaktivieren jeweils sechs verschiedene Aminoglykosid-Antibiotika (u. a. Kanamycin),
sie unterscheiden sich lediglich in einem von diesen sowie in ihrer natiirlichen Verbreitung (Shaw et al.,
1993). Es ist unwahrscheinlich, dass diese beiden verschiedenen Genprodukte einen Einfluss auf die Re-
sistenz der in dieser Arbeit verwendeten Stamme haben, da der Mechanismus der Inaktivierung von
Kanamycin durch dessen Modifikation gleich ist. Zudem zeigen die Stamme Wildtyp pBBR1MCS-2 und
AphrA mit unterschiedlichen Resistenzgenen dhnliche Phanotypen (Abschnitt 3.6.3).

Moglicherweise kann es durch die Kanamycinkassette aus pUC4K aufgrund einer fehlenden tran-
skriptionellen Terminationssequenz zu sekundaren Effekten auf benachbarte Gene in Knockout-Stam-
men kommen. Die Transkriptionsrichtungen von cryB und des inserierten Kanamycin-Resistenzgens in
AcryB sind gleich. Das downstream von cryB liegende Gen RSP_3076 ist in entgegengesetzter Richtung
orientiert, sodass es wahrscheinlich nicht zu einer Beeinflussung der Transkription dieses Gens kommt
(Abbildung 4.2). Dennoch ware es moglich, analog zum neuen Knockout AcryBSp, fiir den die Q-Sm/Sp-
Kassette mit transkriptionellen und translationellen Terminationssequenzen aus pHP45Q (Prentki und
Krisch, 1984) verwendet wurde, die davon abgeleitete Q-Km-Kassette aus pHP45Q-Km (Fellay et al.,
1987) fur eine Kanamycinresistenz zu inserieren, anstelle der verwendeten Kanamycinkassette aus
pUCA4K. In AcryBSp ist die durch die Q-Sm/Sp-Kassette vermittelte Spectinomycinresistenz voll funktio-
nell (Abschnitt 3.6.3). So kdnnen sekundare Effekte eher ausgeschlossen werden.

RSP_3076 RSP_3077 (cryB) RSP_3078 RSP_3079
widyp  — < —<H >
1527 bp
e ——— ><T < T +<H >
AcryBKmNeu 415 bp 1264 bp 333 bp
AcryBsp ———— ><I s > T +<H >
320 bp 2062 bp 334 bp

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Lage der Kanamycin- und Q-Streptomycin/Spectinomycinkassetten
im Chromosom. Hellblau = Kanamycinkassette (1264 bp), dunkelblau = Kanamycin-Resistenzgen (816 bp); hellgriin
= Q-Sm/Sp-Kassette (2062 bp), dunkelgriin = Streptomycin/Spectinomycin-Resistenzgen (1011 bp).
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4.3.5 Einsatz von Antibiotika

Bei der chromosomalen Integration eines Resistenzgens zum Ausschalten eines Gens oder Operons dient
die Resistenz der Selektion der Mutanten. Sie erméglicht somit die Generierung von Knockout-Stammen.
Die Anwesenheit der Resistenz verliert jedoch nach der Herstellung des Stammes an Bedeutung, da
sie nur ein Mittel zum Zweck bei der Herstellung ist. Als Nebeneffekt wird jedoch die Moglichkeit der
Antibiotikazugabe genutzt, um den Stamm vor der Verwendung in einem Experiment zu selektionieren
und durch das Antibiotikum von anderen Stammen, wie dem Wildtyp, zu unterscheiden. So kénnen
auch Verwechslungen leichter ausgeschlossen werden. Dieser Vorteil wird allerdings hinfillig, sobald
zwei oder mehrere Stamme mit der gleichen Resistenz parallel bearbeitet werden. Viel gravierender
ist jedoch der hier beschriebene unterschiedliche Effekt auf kanamycinresistente Stdamme. So kann man
keinesfalls sicher sein, dass ein Stamm mit der gleichen Resistenz eine hinreichende Kontrolle fiir etwaige
Effekte ist, selbst wenn beide mit gleichen Mengen des gleichen Antibiotikums angezogen werden (vgl.
AcryB und AphrA, Abschnitt 3.6.3).

Eine gute Alternative ist daher die Herstellung von Deletionsstammen, bei denen der Grofteil des
Gens entfernt und nicht durch ein Resistenzgen ersetzt wird. Die Generierung des Knockouts erfolgt
Uber counter-Selektion, beispielsweise mithilfe des Vektors pLO1 (Lenz et al., 1994). Der entstehende
Stamm ist spater nicht durch Antibiotikaselektion von anderen Stammen zu unterscheiden. Es kann je-
doch durch Kolonie-PCR nach dem Ausstreichen des Stammes flir Experimente Gberprift werden, ob
es sich um den Deletionsstamm handelt, um Verwechslungen zu vermeiden. So entstehen keine sekun-
daren Effekte durch den Einsatz von Antibiotika. Diese sekundaren Effekte konnen jedoch in Stammen
mit chromosomalen Resistenzgenen ebenso ausgeschlossen werden, indem die Stamme vor allem in
Flassigkulturen komplett ohne das entsprechende Antibiotikum angezogen werden. Das Antibiotikum
sollte bereits ab der ersten Flissigkultur weggelassen werden, um nicht in nachfolgende Kulturen tber-
tragen zu werden. Grundsatzlich ist jedoch zu beachten, dass durch den Knockout eines Gens, ob durch
Deletion oder Ersatz, immer sekundare Effekte auftreten kbnnen.

Es hat sich herausgestellt, dass im hier beschriebenen Fall das Antibiotikum Spectinomycin praktisch
keine Auswirkung hat. Dies spricht fiir eine bevorzugte Verwendung von Spectinomycinresistenzen, ge-
rade bei der Untersuchung des Photosyntheseapparates. Dennoch ist der Einsatz von Antibiotika beim
Vorhandensein eines chromosomal lokalisierten Resistenzgens nicht nétig und sollte vermieden werden,
da es Kombinationseffekte (Kang et al., 2012) oder unterschiedliche Resistenzausprdagungen immer ge-
ben kann. Zwar ist zu vermuten, dass eine wie in AcryB festgestellte beeintrachtigte Resistenzauspragung
eine seltene Ausnahme darstellt, dennoch hat sich durch dieses Beispiel gezeigt, dass es vorkommen
kann.

4.3.6 Komplementationsstimme

Friihere Untersuchungen hatten gezeigt, dass die erhohte Expression von CryB im Komplementations-
stamm AcryB pRKcryB den durch den Knockout von cryB beobachteten Effekt der Herabregulierung von
puf und puc nicht wiederherstellt, sondern diesen im Gegenteil weiter verstarkt (Hendrischk et al.,
2007). Bei den Northern-Blot-Untersuchungen zur Wirkung von Antibitotika unter mikroaeroben Be-
dingungen wurde auch die Leervektorkontrolle einbezogen (Abbildung 3.27). Die An- oder Abwesenheit
von CryB sowie von Tetracyclin zum Erhalt der Plasmide hatte in diesen Stémmen keinen oder nur einen
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geringen Einfluss auf die Transkriptlevel von puf und puc. In keiner der Kulturen befand sich Kanamycin.
Dieses Experiment wurde jedoch nur einmal durchgefiihrt.

4.4 Expressionsanalysen unter Singulettsauerstoffstress

Die Analyse der kleinen RNA CcsR1 (RSs0680a; Billenkamp et al., 2015) wurde in dieser Arbeit als mog-
liche Alternative zur Betrachtung der puf- und puc-Expression (Abschnitt 3.7.1) fiir nachfolgende ver-
gleichende Untersuchungen der Stdmme mit CryB-Varianten durchgefiihrt. CcsR1 war durch eine 4-fach
hohere Expression unter aeroben Bedingungen sowie eine leicht erhéhte Induktion durch Singulett-
sauerstoffstress in AcryB im Vergleich zum Wildtyp aufgefallen (Frihwirth et al., 2012). Zwar konnte in
der vorliegenden Wiederholung eindeutig die gleiche Tendenz festgestellt werden, der Unterschied war
jedoch mit einem nur 1,6-fach erhéhten Level in AcryB im Vergleich zum Wildtyp vor Beginn der Stress-
induktion deutlich geringer. Die Starke der Induktion nach Singulettsauerstoffstress entspricht in beiden
Stammen etwa der in Berghoff et al. (2009) beschriebenen. Warum bei AcryB pRKcryB W338F, der Va-
riante mit beeintrachtigter FAD-Reduktion (Abschnitt 3.4.1), eine deutlich starkere Induktion von CcsR1
stattfindet als bei beiden Kontrollstimmen, ist unklar. Die beiden Kontrollen AcryB pRKcryB und AcryB
pRK415 mit bzw. ohne plasmidkodiertes CryB zeigen keine deutlichen Unterschiede. Der Vergleich mit
pRK-haltigen Stimmen wurde jedoch nur einmal durchgefiihrt. Ahnliche Ergebnisse hatten sich bei der
gleichen Untersuchung im Rahmen einer Bachelorarbeit gezeigt (Hantl, 2015).

Somit hat sich, neben der Regulation von puf und puc, auch bei der sSRNA CcsR1 herausgestellt, dass
die Unterschiede zwischen Wildtyp und AcryB bzw. Komplementation und Leervektorkontrolle zu gering
sind, um nachfolgende Untersuchungen durchzufiihren. Die Griinde dafiir sind unklar. Es ist moglich,
dass sekundare Effekte wie bei der puf- und puc-Regulation durch Kanamycin (Abschnitt 4.3) die zuvor
starker sichtbaren Unterschiede beeinflusst haben. Hier bedarf es jedoch weiteren Wiederholungen, um
eine klare Aussage treffen zu kénnen.

Besonders auffallig im Hinblick auf die Genregulationen ist das Ergebnis der RpoE-Expression durch
real-time PCR in dieser Arbeit. Der globale Regulator RpoE ist ein alternativer Sigmafaktor der RNA-
Polymerase, der vor allem bei 10,-Stress aktiv ist und einige Gene reguliert, darunter auch den Sigma-
faktor RpoH,;, der wiederum die Expression vieler 10,-abhéangiger Gene reguliert (Nuss et al., 2009;
Abschnitt 1.12). Die zuvor beobachtete Regulation von alternativen Sigmafaktoren wie RpoE durch CryB
(Frahwirth et al., 2012) erklarte den globalen Einfluss von CryB auf die Regulation vieler Gene, die deren
Kontrolle unterliegen. Da die differenzielle Regulation von RpoE in AcryB in dieser Arbeit nicht bestatigt
werden konnte (Abbildung 3.25 B), ist unklar, ob CryB iiber die Regulation von RpoE unter 10,-Stress
einen Einfluss auf die Genexpression nimmt. Die Expression von RpoE wurde auch in den plasmidhaltigen
Stammen AcryB pRKcryB, AcryB pRK415 sowie AcryB pRKcryB W338F unter Singulettsauerstoffstress
untersucht (Kawen, 2014). In allen drei Stdmmen zeigt sich eine vergleichbare Induktion von RpoE nach
20 Minuten Stress und somit keine differenzielle CryB-abhangige Regulation.

Da CcsR1 unter der Kontrolle eines RpoH,;/RpoH;-abhdngigen Promotors steht und somit nicht nur
durch RpoH;; (und damit indirekt durch RpoE), sondern auch durch RpoH, reguliert wird (Billenkamp
et al., 2015), lasst eine Beeinflussung der Expression von CcsR1 nicht notwendigerweise Riickschlisse
auf die Aktivitat von RpoE zu. Keines der in dieser Arbeit durch real-time PCR betrachteten Gene ist
unter direkter Kontrolle des bisher bekannten RpoE-Regulons (Ziegelhoffer und Donohue, 2009). Die
klrzlich charakterisierte SRNA Pos19 (RSs0019) ist die einzige bislang bekannte sRNA, die in R. sphaero-
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ides unter direkter transkriptioneller Kontrolle von RpoE steht (Miiller et al., 2016). Interessanterweise
zeigt sie keine differenzielle Regulation in AcryB unter Singulettsauerstoffstress (Frihwirth, 2012).

Durch real-time PCR wurden aulRerdem die drei Gene prrB, znuA und pufL betrachtet (Abschnitt 3.5).
Sie wurden jeweils als ein Vertreter eines herab- und herauf- bzw. eines nicht regulierten Gens in AcryB
unter 10,-Stress herangezogen (Frithwirth et al., 2012). Lediglich pufL erwies sich erneut als nicht re-
guliert, die anderen beiden Gene zeigten abweichende Tendenzen. Die im microarray stark differenziell
regulierten Gene coxS und sitC (Friihwirth, 2012) zeigten ebenfalls nur eine geringe Regulation.

Auffallig ist auRerdem die starke Expression der puf- und puc-mRNAs in beiden plasmidhaltigen Kon-
trollstammen unter aeroben Bedingungen (Abbildung 3.35) vor Beginn des Singulettsauerstoffstresses.
In diesem Fall ist die starke Abundanz sehr wahrscheinlich auf einen CryB-unabhangigen Effekt zuriickzu-
flihren, der womoglich im Zusammenhang mit den Plasmiden steht. Dieser Fall zeigt erneut die Relevanz
der Leervektorkontrolle.

Moglicherweise ist der Einfluss von CryB auf die Regulation der Photosynthesegene unter mikro-
aeroben und 10,-Bedingungen geringer als bislang angenommen. Die Expression von CryB von einem
RpoH -abhingigen Promotor und somit im Zuge der 10,-Stressantwort ist nicht zwangslaufig ein Hin-
weis darauf, dass das Protein eine Funktion als sauerstoffabhdngiger Regulator besitzt. Auch die Pho-
tolyase PhrA wird unter 10,-Bedingungen direkt durch RpoE induziert. In einer Stress-Situation im Zu-
sammenhang mit Licht ist davon auszugehen, dass neben Schiaden durch 10, auch direkte DNA-Schiden
entstehen. Daher ist die Induktion von DNA-Reparaturproteinen in einer solchen Situation sinnvoll.

Die Regulation unter Blaulicht- und weiteren Bedingungen sollte erneut betrachtet werden. Un-
ter phototrophen Bedingungen hat Blaulicht beispielsweise einen deutlichen, CryB-abhangigen Einfluss
(Hendrischk et al., 2009a). Es ist wahrscheinlich, dass wie bei anderen Cryptochromen ein groRRer Teil
der regulatorischen Einflussnahme von CryB durch Blaulicht vermittelt wird.

CryB-Homologe der FeS-BCP-Familie sind auch in nicht photosynthetisch aktiven Bakterien vertre-
ten, darunter Agrobacterium. Bislang wurde in keiner anderen Spezies der Einfluss dieser Proteine auf
die Genexpression untersucht und somit die Cryptochrom-Seite beleuchtet. Dies ware ein interessante
Frage fur zukiinftige Untersuchungen. Die Charakterisierung des FeS-BCP-Vertreters PhIK aus dem UV-
resistenten Bakterium Acinetobacter sp. Ver3 (Kurth et al., 2015), kénnte demnachst die Erkenntnisse

erweitern.

4.5 Interaktionsanalysen

4.5.1 Assoziation von CryB mit dem Chaperon GroEL

Bei der in vivo pulldown-Analyse wurde eine Assoziation von CryB mit dem Chaperon GroEL festgestellt
(Abschnitt 3.9). Somit sind, zusammen mit dem small heat shock protein RSP_1016 und dem heat shock
protein RSP_1572 aus der Hsp20-Familie (Breitenbach, 2012), nun drei Hitzeschockproteine (Hsp) iden-
tifiziert, die zumindest bei der Uberexpression von CryB mit diesem assoziiert sind. Hitzeschockproteine
sind weit verbreitet und werden in Eukaryoten und Prokaryoten verstarkt bei Temperaturanstieg oder
unter anderen Stresseinfliissen exprimiert, sie dienen dem Schutz und der Wiederherstellung von Pro-
teinen (Jakob und Buchner, 1994). Auch unter Normalbedingungen spielen einige Hsp eine wichtige
Rolle bei der Faltung und Reifung wahrend der Neusynthese von Proteinen (Welch, 1993). RSP_1016
ist als molekulares Chaperon lbpA annotiert. In E. coli ist lbpA (16 kDa) eines von zwei small-heat-
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shock-Proteinen. Es ist eng mit heterolog liberexprimierten Proteinen in inclusion bodies assoziiert (Al-
len et al., 1992) und verhindert die Aggregation eigener Proteine bei Hitzeschock und oxidativem Stress
(Kuczynska-Wisnik et al., 2002; Kitagawa et al., 2002). Molekulare Chaperone stellen eine groRe Gruppe
von Proteinen dar, die bei der Faltung und dem Zusammenbau sowie dem Abbau anderer Makromo-
lekiile (RNA oder Proteine) assistieren und dabei temporar mit diesen assoziiert sind. Manche, nicht
jedoch alle Chaperone sind auch Stress- oder Hitzeschockproteine, da ihr Bedarf unter denaturierenden
Bedingungen besonders hoch ist. Umgekehrt sind manche, nicht jedoch alle Stressproteine auch Chape-
rone (Ellis, 2006). Das bakterielle Chaperon GroEL aus E. coli gehoért zur Unterfamilie der Chaperonine,
sein eng verwandtes Homolog in eukaryotischen Organellen ist Hsp60. Es ist durch erhéhte Temperatu-
ren induzierbar und spielt als Hitzeschockprotein unter Stressbedingungen eine zusatzliche Rolle durch
die Reparatur fehlgefalteter Proteine. GroEL besteht aus einer Ringstruktur im Megadalton-Bereich und
stellt eine Art Fass dar. Dieses agiert gemeinsam mit seinem Interaktionspartner GroES (Hsp10), das da-
bei wie ein Deckel fungiert (Horwich et al., 2007). Ein GroEL-Homolog gibt es ebenfalls in R. sphaeroides
(Watson et al., 1990). Unter normalen Bedingungen scheinen in Bakterien lediglich 10-15 % der Ge-
samtproteine in der Zelle bei der Synthese eine Faltungshilfe durch das Chaperon GroEL, mit Vorarbeit
durch das Chaperon DnaK (Hsp70), zu benétigen (Pfanner, 1999). Ein naheliegender Grund fir die star-
ke Assoziation von CryB mit Chaperonen bei der heterologen Expression sowie deren Co-Aufreinigung
ist der Einbau des FeS-Clusters und dessen strukturelle Essenzialitat (vgl. Abschnitt 4.2.3). Bei hohen
Expressionsraten erfolgt die Synthese von FeS-Clustern womaglich nicht schnell genug, ohne eines ist
CryB jedoch nicht stabil. Die 100%ige Besetzung von CryB mit FAD, jedoch nur zu ca. 76 % mit DLZ (Tabel-
le 3.2), lasst vermuten, dass auch die Abwesenheit von FAD moglicherweise eine Destabilisierung des
Proteins hervorrufen wiirde; DLZ hingegen (bt vermutlich die am wenigsten tragende Funktion aus und
ist strukturell verzichtbar. Die L366-Varianten mit destabilisierter FAD-Bindung zeigen auBerdem eine
geringere Stabilitat als das CryB Wildtyp-Protein. Der Mechanismus der Erkennung von fehlgefalteten
Zielproteinen als Substrate fiir Komponenten der zellularen Qualitdtskontrolle, wie beispielsweise Cha-
perone, ist nicht genau geklart. Exponierte hydrophobe Bereiche von Polypeptiden spielen eine Rolle,
sind aber nicht einzig entscheidend fiir die Erkennung (Shao und Hegde, 2016). Kirzlich wurde gezeigt,
dass Riboflavin-, und somit Cofaktormangel, eine Destabilisierung eines groRen Anteils der flavinhaltigen
Enzyme verursacht (Martinez-Limén et al., 2016). Durch die Uberexpression von CryB entsteht ebenso
ein relativer Mangel an FAD fir die groBen Mengen an Proteinen in der Zelle.

Neben dieser nicht als funktionelle Interaktion einzustufenden Assoziation mit Chaperonen konnten
durch den pulldown keine weiteren Interaktionspartner identifiziert werden.

4.5.2 CryB und AppA

In einer Studie von Metz et al. (2012a) wurde gezeigt, dass die beiden Photorezeptoren AppA und CryB
aus R. sphaeroides miteinander interagieren. Diese Interaktion ist lichtabhangig und beeinflusst die Bin-
dung von AppA zum transkriptionellen Repressor PpsR, wodurch die Expression verschiedener Gene
indirekt durch CryB beeinflusst wird (Abschnitt 1.10.1). In dieser Arbeit wurde die Untersuchung dieser
Interaktion erneut aufgegriffen, mit dem Ziel, einen Co-Kristall von AppA und CryB zu generieren. Zuvor
wurden dazu einige Interaktionsexperimente durchgefiihrt, um geeignete Bedingungen zu ermitteln.
Bei der analytischen Gelfiltration ist das Vorhandensein von CryB in einer friithen Fraktion bei drei
Laufen auf der praparativen Saule (Abbildungen 3.41 B und 3.42 B) ein Hinweis darauf, dass CryB im
Komplex mit einem anderen Protein in dieser Fraktion eluiert. AppA ist in diesen Fraktionen nicht oder
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nur sehr schwach zu sehen. Es ist wahrscheinlich, dass es eine Komplexbildung gibt, die moglicherwei-
se wahrend des Laufs nicht stabil bleibt. Die Peaks zu friithen Zeitpunkten der Elution sind meist sehr
klein, sodass das darin enthaltene Protein schwer nachzuweisen ist. Wahrscheinlich ist die Interaktion
zwischen AppA und CryB zu schwach, um durch Gelfiltration detektiert zu werden. Die Methode eignet
sich vor allem bei einer sehr starken natirlicher Komplexbildung. In diesen Fallen ist es moglich, Inter-
aktionen durch einfaches Mischen aufgereinigter Proteine durch diese Methode zu ermitteln. Meistens
ist es jedoch notig, Zellen sehr schonend aufzuschlieen, um zuvor in der Zelle existierende Assoziatio-
nen nicht zu trennen. Auch dann jedoch eluiert ein Grof3teil der Proteine noch bei einem dem eigenen
Molekulargewicht entsprechenden Volumen, nur ein kleiner Teil bleibt als hohermolekulare Interaktion
zusammen (Beeckmans, 1999). Die Interaktionen von RpoE mit seinem Anti-Sigmafaktor ChrR sowie der
RNA-Polymerase konnten beispielsweise durch Gelfiltration gezeigt werden (Anthony et al., 2004). Des
Weiteren kdnnen bestimmte Bedingungen (Licht, Redox) entscheidend fiir die Interaktion sein. Auch die
Interaktion von AppA und PpsR konnte durch Gelfiltration nachgewiesen werden. Hier spielten die Be-
dingungen eine deutliche Rolle. Bei Dunkelheit wahrend des Laufs eluieren die Proteine sowohl einzeln
als auch im Komplex, letzterer verschwindet in Gegenwart von Licht fast vollstandig. Zudem wurde ein
4-facher Uberschuss an reduziertem AppA eingesetzt. Die Komplexbildung war durch die Entstehung ei-
nes zusatzlichen Peaks erkennbar, der beide Proteine enthielt (Masuda und Bauer, 2002). In diesem Fall
befinden sich die eingesetzten Konzentrationen nahe der Dissoziationskonstante (Kp) des Komplexes, ge-
ringe Schwankungen der Affinitat wirken sich stark auf die Komplexbildung aus. Der Einsatz von héheren
AppA-Konzentrationen als der Kp des Komplexes AppA-PpsR; (1,3 uM) flhrten nicht zu einer Dissozia-
tion und Licht hatte nur einen geringen Einfluss auf die AppA-PpsR-Affinitat (Winkler et al., 2013). In
der vorliegenden Arbeit wurde lediglich die vorherige Inkubation im Dunkeln durchgefiihrt, der Lauf er-
folgte nicht unter Lichtausschluss. Es sind Unterschiede im Elutionsprofil von AppA, nicht jedoch in dem
von CryB, in Abhangigkeit der vorherigen Behandlung des Proteingemisches mit DTT und Licht zu erken-
nen (Abbildung 3.41). Licht beglinstigt die Interaktion von CryB und AppA, was in vivo deutlich anhand
von Yeast-Two-Hybrid-Experimenten nachgewiesen wurde. Dafir ist jedoch nicht die FAD-enthaltende
BLUF-Domane zustandig (Metz et al., 2012a). Auch die in dieser Arbeit beobachteten Veranderungen des
Elutionsprofils bei der analytischen Gelfiltration in Abh&dngigkeit von Licht sind aufgrund der Verwendung
von AppAAN auf die C-terminale SCHIC-Domane zuriickzufiihren. Auch wenn die Elutionsprofile keine
genaue Auskunft Gber die Konformation der Proteine geben, ware es moglich, dass die lichtabhangige In-
teraktion (Metz et al., 2012a) vom AppA-Zustand abhéangig ist und nicht von CryB. Die eingesetzten CryB-
und AppA-Konzentrationen bei der analytischen Gelfiltration liegen deutlich tiber dem Kp des Komplexes
von 0,6 uM (Metz et al., 2012a), dennoch konnte die Interaktion durch die Methode nicht deutlich gese-
hen werden. Obwohl das Molekulargewicht von GST-AppAAN (54,29 kDa) geringer ist, eluiert es friher
als als His-CryB (60,32 kDa). Dies ist auch bei den Einzelaufreinigungen der Fall (Anhang Abbildung 9.2).
Moglicherweise interagiert CryB in geringem MaRe mit der Sdulenmatrix und eluiert daher spater.

Durch SAXS konnte gezeigt werden, dass die Proteine wahrscheinlich mit ihren jeweiligen C-Termini
interagieren. Dies steht im Einklang mit der zuvor gezeigten Interaktion von CryB mit der C-terminalen
Domane von AppA (Metz et al., 2012a). In beiden C-terminalen Domanen befindet sich das FeS-Cluster
bzw. der Him-Cofaktor. Je nach der Position von FeS- und Ham-Cofaktoren zueinander ist ein Elektronen-
austausch zwischen diesen moglich, wie bereits durch Yann Geisselbrecht (2013) vorgeschlagen. Dies
wurde auch am Beispiel des Enzymkomplexes Cytochrom bc; aus R. capsulatus gezeigt (Sarewicz et al.,
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2009). Die FeS- und Ham-Cofaktoren befinden sich dabei in verschiedenen Untereinheiten des aus
drei Proteinen (Rieske FeS-Protein, Cytochrom b, Cytochrom c;) bestehenden Komplexes (Trumpower,
1990). So ist auch bei der temporéaren Interaktion von Proteinen wie AppA und CryB eine Elektronen-
Ubertragung zwischen diesen beiden Cofaktoren denkbar. Die Besetzung von AppA mit Hdm hat jedoch
keinen Einfluss auf deren Interaktion (Metz et al., 2012a). Moglich ist jedoch auch lediglich der Nutzen
der Verdrangung von PpsR durch CryB bei der Interaktion mit AppA, die ebenfalls am C-Terminus von
AppA stattfindet, und die dadurch vermittelte regulatorische Funktion durch CryB. Unter reduzierenden
Bedingungen in Anwesenheit von DTT beglinstigt CryB durch Interaktion mit AppA dessen Loslésung von
PpsR (Metz et al., 2012a). Im SAXS-Experiment wurde die Interaktion hingegen ohne DTT stabilisiert.

Die Interaktion von Cryptochromen mit anderen Proteinen ist gut untersucht. In Tieren interagieren
sie beispielsweise als Bestandteile der circadianen Uhr mit anderen Proteinkomponenten. In Drosophi-
la geschieht die Interaktion von CRY mit den Uhr-Proteinen PER und TIM durch den C-Terminus von
CRY in Abhangigkeit von Licht (Rosato et al., 2001). Bei pflanzlichen Cryptochromen, gezeigt am Bei-
spiel von CRY1 und CRY2 aus Arabidopsis, erfolgt die lichtabhadngige Signalweiterleitung Gber ihre lange
C-terminale Domane (Yang et al., 2000). AuRerdem wurde eine direkte Interaktion der C-terminalen Do-
manen beider Cryptochrome zu COP1, einem Regulator der Photomorphogenese, gezeigt (Wang et al.,
2001). Diese zusatzlichen C-terminalen Domanen bei Cryptochromen (CCT) gehen tber den in Photo-
lyasen und Cryptochromen hochkonservierten Bereich der PHR-Domane hinaus. Sie sind zwischen 80
und mehreren 100 Aminosauren lang und nur wenig konserviert, bei pflanzlichen meist langer als bei
tierischen Cryptochromen, fehlen aber in Cry-DASH sowie in FeS-BCP (Lin und Todo, 2005; Chaves et al.,
2011; Geisselbrecht et al., 2012). Die CCT verschiedener pflanzlicher Vertreter haben ein gemeinsames
DAS-Motiv, das nicht in tierischen CCT vorhanden ist. Dieses ist auch in der kurzen N-terminalen Erwei-
terung des DASH-Cryptochroms cry3 aus A. thaliana vorhanden (Klar et al., 2007), nicht jedoch bei den
beiden dual-function-Mitgliedern PtCPF1 und OtCPF1 der Algen P. tricornutum und O. tauri (Yu et al.,
2010). PtCPF1 ist aufgrund der evolutionaren Entstehungsgeschichte von Diatomeen naher verwandt
mit tierischen als mit pflanzlichen Cryptochromen. Durch die Interaktion mit CLOCK:BMAL Heterodime-
ren der circadianen Uhr regulieren sie die Transkription in einem heterologen System (Coesel et al., 2009;
Heijde et al., 2010), wodurch sie ihre Cryptochrom-Funktion ausiiben. PtCPF1 war das erste Beispiel ei-
nes Proteins mit (6-4)-Photolyaseaktivitat, das mit Uhr-Proteinen interagiert (Coesel et al., 2009). Diese
Interaktion geschieht jedoch offensichtlich zum Zwecke der Regulation und hat keine Relevanz fir die
Reparaturaktivitat des Proteins. Die Notwendigkeit eines Protein-Interaktionspartners fir Photolyasen
zur Ausfiihrung der Reparaturreaktion ist bislang nicht berichtet worden. Ebenso sind keine Interakti-
onspartner von Cry-DASH-Proteinen bekannt, denen die C-terminale Erweiterung fehlt. In Anbetracht
der mittlerweile erfolgreich nachgewiesenen Reparaturaktivitat von CryB, ohne dass dafiir in vitro ein
Interaktionspartner benotigt wird (Abschnitt 4.1.3), ist davon auszugehen, dass die Interaktion von CryB
und AppA eine regulatorische Relevanz bei der Cryptochrom-Funktion des Proteins hat.

4.6 Lokalisation

CryB liegt in der Zelle groBtenteils in 16slicher Form vor und ist in geringem Mafte auch mit Membran-
bereichen assoziiert; die genaue zelluldre Lokalisation von CryB ist bislang nicht bekannt (Frihwirth,
2012). Die Untersuchungen zur Lokalisation wurden in dieser Arbeit wieder aufgegriffen. Es wurde das
Plasmid pBE16ScryBeCFP verwendet, durch dieses wird CryB C-terminal an eCFP fusioniert. Es konnte
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ein sehr starkes an den Zellpolen konzentriertes Fluoreszenzsignal beobachtet werden (Abschnitt 3.11).
Durch Verwendung der Kontrolle CryB C437A, auf gleiche Weise (iberexprimiert als Fusionsprotein mit
eCFP, konnte gezeigt werden, dass auch diese als unléslich bekannte Variante (Abschnitt 3.4.6.2) eine
Pol-Lokalisation aufweist. Dies lasst darauf schlieRen, dass es sich bei der Ansammlung von CryB am
Zellpol nicht um eine spezifische Lokalisation handelt, etwa durch eine Signalsequenz oder eine funk-
tionale Aufgabe an den Zellpolen. Es ist zu vermuten, dass es durch die stark erhéhte Expression durch
den Promotor der 16S rRNA zu einer Aggregation der Proteine und einer Ansammlung in Form von
inclusion bodies kommt. Hohe Expressionsraten sind auch bei anderen Proteinen ein Ausléser fir die
Bildung von inclusion bodies (Georgiou et al., 1986; Williams et al., 1982). Dies kann durch das Aggregie-
ren von Protein-Zwischenstufen wahrend des Reifungsprozesses geschehen, wenn ein wichtiger Faktor,
beispielsweise ein Cofaktor, eine Untereinheit oder ein Chaperon fehlt (Mitraki und King, 1989). Vor al-
lem im Fall von CryB kann die starke Expression wahrscheinlich dazu fihren, dass die drei Cofaktoren
bei der Translation nicht schnell genug in das Protein eingebaut werden kénnen und die Uberexpressi-
on somit grofle Mengen an falsch gefaltetem Protein hervorbringt. Ein solcher relativer Cofaktormangel
durch Uberexpression des Proteins (vgl. Abschnitt 4.5.1) kann zu einer Uberbeanspruchung der zellul3-
ren Qualitatskontrollsysteme flihren, sodass es zu einer erhohten Aggregation kommt (Martinez-Limon
et al., 2016). Die Akkumulation von unléslichem CryB ist auch im Western Blot bei der starken Expres-
sion im Stamm AcryB pRKcryB sichtbar (Abbildung 3.3). Moglicherweise findet eine Konzentration der
aggregierten Proteine in Form von inclusion bodies statt, von welchen aufgrund des intakten eCFP ein
starkes Signal ausgeht. Eine mit dem hier beschriebenen Fall vergleichbare Lokalisation von inclusion
bodies aggregierter Proteine an den Zellpolen wurde erstmals in E. coli durch Fluoreszenzexperimente
beobachtet (Lindner et al., 2008). Durch diese asymmetrische Aufteilung erhilt bei der Zellteilung nur
eine der Tochterzellen im Sinne der Gesamtpopulation das beschadigte Material, sodass die andere oh-
ne die ,Last” besser weiterwachsen kann (Winkler et al., 2010). Auch in Saccharomyces cerevisiae wurde
dieses Phanomen beobachtet (Coelho et al., 2014). Der Transport von Aggregaten zu den Polen und so-
mit deren Konzentration als large polar aggregates (LPA) dient zunachst der schnellen Entsorgung. Im
zweiten, langsameren Schritt werden die Aggregate zerlegt und die Proteine entweder wiederhergestellt
und in einen I6slichen Zustand tiberfiihrt oder abgebaut (Rokney et al., 2009).

Durch die chromosomale Integration der Sequenz eines Fluoreszenzproteins soll in Zukunft das Pro-
blem der Uberexpression des CryB-Fusionsproteins vermieden werden, um die nach wie vor offene Frage
der zelluldaren Lokalisation zu klaren. Durch das Konstrukt pNPTS138-R6KTcryBsfGFP kann die Sequenz
des superfolder Green Fluorescent Protein downstream der cryB-Sequenz in das Chromosom inseriert
und das resultierende Fusionskonstrukt unter der Kontrolle des eigenen Promotors und somit unter
natirlichen Bedingungen exprimiert werden (Abbildung 3.46). Es kann passieren, dass aufgrund der ge-
ringen natirlichen Expression von CryB auf diese Weise keine Lokalisation moglich ist. Die Expression
vom eigenen RpoH;-abhdngigen Promotor lasst sich jedoch durch die Behandlung der Zellen mit oxi-
dativem Stress erhohen, dabei bleibt sie aber im natilirlichen Rahmen. Auch ware eine Lokalisation von
CryB in Zellen unter Normalbedingungen im Vergleich zu Zellen direkt nach UV-Stress interessant. So
konnte festgestellt werden, ob sich CryB aufgrund seiner Reparaturfunktion in dieser Situation verstarkt
im Bereich des Nukleoids aufhélt. Aufgrund der DNA-Reparaturfunktion von Photolyasen ware eine Lo-
kalisation im Bereich der DNA naheliegend. Die ebenfalls zu den dual-function-Mitgliedern zdhlenden
Vertreter CryA aus Aspergillus nidulans (Fungus) sowie CPF1 aus P. tricornutum (Kieselalge) weisen eine
Nukleus-Lokalisation auf — vermutlich, um regulatorische und DNA-Reparaturfunktionen auszufiihren
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4.7 FAZIT DISKUSSION

(Bayram et al., 2008; Coesel et al., 2009). Auch die beiden viralen Photolyasen PHR1 und PHR2 des Ba-
culovirus Chrysodeixis chalcites sind fiir den Nukleus der infizierten Insektenzellen bestimmt, um dort
die viruseigene DNA zu reparieren, deren Replikation im Nukleus stattfindet (Xu et al., 2010). Eine wei-
tere Moglichkeit ist die Expression von einem zur Verfligung stehenden pRK-basierten Plasmid mit IPTG-
induzierbarem Promotor (Hu et al., 2010). Dadurch kann die Starke der Expression durch die Zugabe von
IPTG genau gesteuert und auf ein detektierbares Level eingestellt werden.

4.7 Fazit

Dass CryB Uber zwei Funktionen verfiigen kdnnte, wurde bereits zu Beginn der Untersuchungen postu-
liert (Hendrischk, 2009). In dieser Zeit kamen die ersten Beispiele von Doppelfunktionen bei Proteinen
der CPF auf. Neben den Vertretern der Cry-DASH-Gruppe sind mittlerweile sieben bifunktionelle Mitglie-
der aus verschiedenen Untergruppen der CPF bekannt (Anhang Tabelle 9.1). Aufgrund dieser geringen
Anzahl lassen sich schwer Riickschliisse auf Gemeinsamkeiten oder ein gehduftes Vorkommen in be-
stimmten Gruppen oder unter bestimmten Gegebenheiten ziehen. Vier der Mitglieder stammen aus
Pilzen, zwei aus Algen und eines aus Bakterien. Es gibt keinen erkennbaren Zusammenhang des Auftre-
tens eines dual-function-Proteins mit dem Vorhandensein weiterer CPF-Vertreter im selben Organis-
mus. So verfligt Aspergillus nidulans tGber ein einziges CPF-Mitglied, das beide Funktionen besitzt. Dies
scheint eine effiziente Strategie, jedoch die Ausnahme zu sein. Phaeodactylum tricornutum hingegen
verflgt Uber drei weitere CPF-Mitglieder aus unterschiedlichen Gruppen. AuRer Cryl aus Trichoderma
reesej verfugt keiner der Vertreter tGber eine C-terminale Verlangerung wie bei den klassischen Crypto-
chromen. Als Antennenchromophor wurde haufig MTHF oder kein Chromophor identifiziert. Es kommt
sowohl die Kombination der CPD- als auch der (6-4)-Reparatur mit regulatorischen Eigenschaften vor.

Die Entdeckung der Photolyaseaktivitat von CryB steht nun auch im Einklang mit der flr Photolyasen
und Cry-DASH typischen vollstdndigen Reduzierbarkeit des FAD, das bei Cryptochromen im semichino-
iden Signalzustand verbleibt (vgl. Abschnitt 1.3).

Zusammengenommen gehoren alle bisher beschriebenen bakteriellen Cryptochrome zu den dual-
function-Mitgliedern oder ssDNA-Photolyasen (aus den Gruppen Cry-DASH und FeS-BCP). Demnach sind
nach wie vor noch keine klassischen ,reinen” bakteriellen Cryptochrome bekannt, wie sie in Tieren und
Pflanzen vorkommen. Anhand der Haufigkeit von Gensequenzen gehéren Cryptochrome, zusammen mit
Rhodopsinen und PYP, zu den am wenigsten verbreiteten Blaulichtrezeptoren in Bakterien. lhre genaue
Anzahl zu bestimmen ist aufgrund ihrer Homologie zu Photolyasen schwierig. Viele Bakterien verfiigen
Uber starker verbreitete Photorezeptoren, vor allem solche mit LOV- und BLUF-Domanen (Gomelsky und
Hoff, 2011), sodass weitere moglicherweise nicht zwingend gebraucht werden. Auch in Pilzen sind wei-
tere Blaulichtrezeptoren wie die White Collars (WC) lblich. Bestimmte Algengruppen (Stramenopile), zu
denen auch P. tricornutum gehort, verfiigen Uber einen speziellen Blaulichtrezeptor, dem Aureochrom
(Takahashi et al., 2007). Es wurde spekuliert, dass die Existenz anderer Blaulichtrezeptoren moglicher-
weise zu einer Verlangsamung der Evolution des dual-function-Cryptochroms CryA aus A. nidulans ge-
flhrt haben kénnte (Bayram et al., 2008). Viele Eigenschaften der FeS-BCP sind evolutionar alt, so auch
insgesamt die Reparaturaktivitdt der CPF, die in Cryptochromen verloren ging — daher kdnnte, aufgrund
der Urspriinglichkeit der FeS-BCP, vermutet werden, dass die Photolyaseaktivitdt bei diesen Proteinen

die dominierende Aufgabe ist.
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5 Zusammenfassung

Photolyasen reparieren UV-induzierte Cyclobutan-Pyrimidindimere (CPD) oder (6-4)-Photoprodukte in
der DNA durch den lichtabhangigen Prozess der Photoreaktivierung. Sie sind nah verwandt mit den
Cryptochromen, die als Blaulicht-Photorezeptoren regulatorische Funktionen ausiiben. Mitglieder der
Cryptochrom/Photolyase-Familie (CPF) sind in allen Domanen des Lebens vertreten. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Cryptochrom CryB aus Rhodobacter sphaeroides aus der Unter-
gruppe der FeS-BCP neben seiner regulatorischen Funktion auch eine Reparaturaktivitdt zur Spaltung
von (6-4)-Photoprodukten besitzt. Damit kann CryB den dual-function-Mitgliedern der CPF zugeordnet
werden.

Durch den Austausch von Aminosauren konnten neue Erkenntnisse tber die Rolle der drei Cofak-
toren von CryB bei der Photoreaktivierung gewonnen werden. Der Fokus lag dabei auf in vivo Untersu-
chungen der CryB-Varianten im Knockout-Stamm R. sphaeroides AcryB. Es wurde festgestellt, dass der
Elektronentransferweg tiber die Tryptophan-Diade, die essenziell fir die in vitro Reduktion des FAD und
die Reparaturfunktion von CryB ist, fir die in vivo Photoreaktivierung verzichtbar ist. Der in der CPF
neuartige Antennenchromophor 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DLZ) ist bei geringen Lichtintensitaten
von Bedeutung fiir eine effiziente Reparatur. Die Entfernung oder Beeintrachtigung einer der lichtabsor-
bierenden Cofaktoren, FAD oder DLZ, bewirkte keinen Funktionsverlust, jedoch eine stark verringerte
Effizienz der Photoreaktivierung. Die Beeintrachtigung beider Cofaktoren zusammen durch Mutagenese
verringerte die CryB-abhangige Photoreaktivierungsfahigkeit auf das Level von AcryB.

Ein Eisen-Schwefel-Cluster kommt als Cofaktor von Photolyasen und Cryptochromen nur in der
FeS-BCP-Untergruppe vor. Es konnte gezeigt werden, dass das Cluster flr die strukturelle Integritdt des
Proteins unverzichtbar ist. Seine Funktion bei der DNA-Reparatur oder bei regulatorischen Prozessen ist
nicht abschliefend geklart, dies bedarf weiterer Untersuchungen.

Die Kultivierung verschiedener cryB-Knockoutstamme in An- und Abwesenheit von Antibiotika hat
ergeben, dass Kanamycin einen deutlich starkeren Einfluss auf den kanamycinresistenten Stamm AcryB
hat, als dies bei anderen kanamycinresistenten Stimmen der Fall ist. Der Stamm zeigt vermutlich auf-
grund einer eingeschrankten Expression seines Resistenzgens eine erhohte Sensitivitat gegeniber Ka-
namycin. Ein zuvor unter mikroaeroben Bedingungen beobachteter Phanotyp ist somit wahrscheinlich
auf einen durch Kanamycin beeinflussten Effekt zurlickzufiihren.

CryB interagiert mit dem Photorezeptor AppA. Durch Interaktionsanalysen konnte gezeigt wer-
den, dass die Proteine wahrscheinlich an ihren jeweiligen C-Termini miteinander interagieren. Eine Co-
Kristallisation war bislang nicht erfolgreich; weitere Versuche kénnen in Zukunft Aufschluss Gber Details
der Interaktion geben.
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6 Summary

Photolyases repair UV-induced cyclobutane pyrimidine dimers (CPD) or (6-4) photoproducts in DNA
through the light-dependent process of photoreactivation. They are closely related to the cryptochrome
blue light photoreceptors, which carry out regulatory functions. Members of the cryptochrome/photo-
lyase family (CPF) are present in all domains of life. This study demonstrates that Rhodobacter sphae-
roides cryptochrome CryB, belonging to the sub-group of FeS-BCP, exhibits a repair activity allowing
cleavage of (6-4) photoproducts in addition to its regulatory function. Thus, CryB can be assigned to the
dual function members of the CPF.

Through amino acid exchanges, new insights about the role of the three cofactors of CryB in photo-
reactivation were obtained. The focus of this work was on in vivo investigations of the CryB variants in
the knockout strain R. sphaeroides AcryB. It was found that the electron transfer pathway via a trypto-
phane diad, which is crucial for in vitro reduction of FAD and the repair function of CryB, is not required
for in vivo photoreactivation. The novel antenna chromophore of the CPF, 6,7-dimethyl-8-ribityllumazin
(DLZ), is of importance for an efficient repair at low light intensities. Removal or impairment of one of
the two light-absorbing cofactors, FAD or DLZ, did not cause a loss of function, but strongly affected
the efficiency of photoreactivation. The impairment of both cofactors together through mutagenesis
decreased CryB-dependent photoreactivation to the level of AcryB.

The occurence of an iron-sulfur cluster as a cofactor of photolyases and cryptochromes is restricted
to the FeS-BCP sub-group. It could be shown that the cluster is indispensable for the structural integrity
of the protein. Its function in DNA repair or in regulatory processes has not yet been conclusively settled,

this requires further investigations.

The cultivation of different knockout strains of CryB in presence or absence of antibiotics has shown
that kanamycin has a much stronger influence on the kanamycin-resistant strain AcryB than on other
strains resistant to kanamycin. This strain shows an increased sensitivity towards kanamycin, probably
due to a decreased expression of its resistance gene. A phenotype previously observed under microae-
robic conditions thus probably results from a kanamycin-induced effect.

CryB interacts with the photoreceptor AppA. Interaction analyses could show that both proteins
probably interact at their respective C-termini. A co-crystallisation has not been successful, but further
attemts may give information about details of their interaction in the future.
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9 Anhang

9.1 Chromatogramme
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Abbildung 9.1: Chromatogramme von Heparin-Affinitdtschromatographien (Saule HiTrap Heparin HP, cv
5 ml) von A) CryB und B) CryB E37F/W338F (Abschnitt 3.4.4) nach vorheriger Aufreinigung durch Ni-NTA-
Affinitatschromatographie aus jeweils 1 Liter Expressionskultur.
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Abbildung 9.2: Chromatogramme von Gelfiltrationen (Sdule HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade, cv 120 ml)
von CryB (nach vorheriger Aufreinigung durch Ni-NTA- und Heparin-Affinitatschromatographie) und AppA (nach
vorheriger Aufreinigung durch Glutathion-Affinitdtschromatographie), Flussrate 1 ml/min. A) CryB: ca. 9,7 mg Pro-
tein aus 2 Liter Expressionskultur geladen; Ausbeute nach dem Lauf ca. 4,7 mg; Peakfraktion bei 77 ml (1,8 mg/ml);
Lauf in SECy-Puffer. AppA: ca. 54 mg Protein aus 2 Liter Expressionskultur geladen; Ausbeute nach dem Lauf ca.
37 mg; Peakfraktion bei 61 ml (3,81 mg/ml); Lauf in SECy-Puffer. B) AppA: ca. 18 mg Protein aus 0,75 Liter Ex-
pressionskultur geladen; Ausbeute nach dem Lauf ca. 10 mg; Peakfraktion bei 63 ml; Lauf in SECy-Puffer. Zur
Verdeutlichung des kleinen Peaks und der Schulter bei geringerer Proteinmenge im Vergleich zu A).

171



ANHANG

9.2 UV-Assays Kontrollen

A B
AcryB pRKcryB AcryB pRKcryB E37F 1 omin
160 1 160 1 200 7 ’
T T 1 30min
120 A 120 1 150 1 3h
2 801 80 Z 100
40 1 40 1 50 1
0 0 1 3 6 15 50 80 0 0 1 3 6 15 50 80 0
WT AcryB  AcryB  AcryB  AcryB
Lichtintensitat [umol/m?/s] Lichtintensitét [pmol/m’/s] pRKcryB pRKpuf pRK415

cryB

Abbildung 9.3: A) Colony-forming units (CFU) der Stamme AcryB pRKcryB und AcryB pRKcryB E37F von nicht UV-
behandelten Kontrollplatten des Photoreaktivierungsexperiments aus Abbildung 3.14. bei verschiedenen Lichtin-
tensitaten. B) CFU von nicht UV-behandelten Kontrollplatten des Photoreaktivierungsexperiments nach verschie-
denen Zeitdauern im Licht (50 umol/m?/s). Beispielhaft sind die Werte der Stimme aus Abbildung 3.16 A gezeigt.
Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhangigen biologischen Experimenten.

9.3 Plasmiderhalt

A Vorkultur 1. 2. 3. B
1000 l O +1c
20 ml 1ml 1ml 800 4 T L L L1 -Te
bl i — I T
Tc
\ 1o 600 -
@
17 2
400
+Tc
% 20m | | im || im
40 ml — E— —> 200
-Tc -Tc -Tc
40 ml 75 ml 75 ml 75 ml 0
0D0,6:0,7 0D0,8 0D0,9-1,0  0D06-0,8 Vorkultur 1. 2. 3.

Abbildung 9.4: Plasmiderhalt (Resistenzerhalt) mit und ohne Tetracyclin (Tc) in den Stammen AcryB pRKcryB und
AcryB pRKcryB C434A/C437A. A) Schematische Darstellung der Uberimpfungen. 2 ml einer Tc-haltigen Kultur wur-
den in 40 ml frisches Medium mit oder ohne Tc Giberimpft und diese beiden Kulturen G.N. bis zu einer ODggo vOn
0,6-0,7 angezogen (Vorkulturen). Von diesen wurde jeweils eine frische 75-ml-Kultur auf eine ODggo von 0,2 ange-
impft (Uberimpfungsvolumen ca. 20 ml). Diese Kulturen (erste Uberimpfung) wurden bis zu einer ODggo von 0,8
angezogen und davon jeweils 1 ml in frisches Medium mit oder ohne Tc {iberimpft (zweite Uberimpfung). Diese
Kulturen wurden bis zu einer ODggp von 0,9—1 angezogen, wieder jeweils 1 ml (iberimpft (dritte Uberimpfung) und
bis zu einer ODggp von 0,6—0,8 angezogen. Proben der Kulturen wurden immer direkt vor dem Uberimpfen bzw.
am Ende der Wachstumsphase auf Tc-haltigen RA-Agarplatten ausplattiert und die Kolonien nach einigen Tagen
gezihlt. Bei einer ODggg von 0,8 wurden 100 ul einer 10°-Verdiinnung ausplattiert. Bei héheren oder niedrigeren
ODs wurden die Ausplattierungsvolumen entsprechend angepasst. B) CFU aus den Kulturen mit und ohne Tc am
Ende der Wachstumsphasen. Ergebnis aus drei biologischen Replikaten mit Standardabweichung.
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9.4 Nachweis von Punktmutationen durch PCR

A

Wildtyp cryB-Sequenz

57...GCCGCCCTGCCGCCGCTCTACTGGGGCAAGCCCA| . . . |ACGATCGGGATGAGCCAGTTCGCCGATCACGG. . . 3"
Primer A+C -> Kein Produkt ' 3 -CCTACTCGGTCAAGCGGC-5" (C)
(A) 5’-CTGCCGCCGCTCTACTTC?
Primer B+C -> Produkt (B) 5’'-CTGCCGCCGCTCTACTGG-3'
37...CGGCGGGACGGCGGCGAGATGACCCCGTTCGGGT] . . . | TGCTAGCCCTACTCGGTCAAGCGGCTAGTGCC. . .57

Mutierte cryB-Sequenz fiir AS Austausch W338F

5’...GCCGCCCTGCCGCCGCTCTACTTCGGCAAGCCCA] . . . ]ACGATCGGGATGAGCCAGTTCGCCGATCACGG. .« .3
. 3’ -CCTACTCGGTCAAGCGGC-5" (C)
Primer A+C -> Produkt (A) 5/ -CTGCCGCCGCTCTACTTC-3/
Primer B+C -> Kein Produkt (B) 5'-CTGCCGCCGCTCTACTGS3
3’...CGGCGGGACGGCGGCGAGATGAAGCCGTTCGGGT] . . . ] TGCTAGCCCTACTCGGTCAAGCGGCTAGTGCC. . .5
B Plasmide Kolonien C
[bp] WT Mut WT Mut NK WT Mut NK
300 -] « 2 om
A+C  200- o . R Y [bp]
-300
- oo - .S % == -200
300 - y
B+C 200 - - e o @S G-
A+C

Abbildung 9.5: Nachweis von Punktmutationen durch PCR durch unterschiedliche Kombination von drei Primern
nach Newton et al. (1989). A) Schematische Darstellung der Primerbindung. Primer A bindet mit seinem 3’-Ende
genau an der Stelle der Mutation. Primer B bindet im gleichen Bereich, enthalt jedoch am 3’-Ende die Wildtyp-
Sequenz. Primer C bindet ca. 200 bp entfernt und stellt den Gegenprimer zu sowohl A als auch B dar. So entsteht
bei Verwendung der Primer A+C ein Produkt, wenn die Mutation vorhanden ist und kein Produkt bei der Wildtyp-
Sequenz. Bei Verwendung von B+C entsteht ein Produkt bei der Wildtyp-Sequenz, jedoch keines bei der mutier-
ten Sequenz. B) 1,5%iges TAE-Agarosegel mit Proben (je 5 ul) einer PCR mit Kolonien von R. sphaeroides AcryB
pRKcryB und AcryB pRKcryB W338F sowie den entsprechenden Plasmiden. WT = pRKcryB (Wildtyp-Sequenz); Mut
= pRKcryB W338F (Sequenz mit Basenaustauschen). C) 1,5%iges TAE-Agarosegel mit Proben (je 5 ul) einer PCR mit
den Plasmiden pRKcryB (WT) und pRKcryB Q302A (Mut) und einem Temperaturgradienten zur Ermittlung einer
geeigneten annealing-Temperatur. NK = H,0-Kontrolle. GroBenstandard: 100 bp Ladder Plus (3 pl).

Bei der Uberpriifung von Mutationen in einer plasmidkodierten Gensequenz bei Komplementationsstimmen in
einem Knockout-Hintergrund muss darauf geachtet werden, dass mindestens einer der Primer (A/B oder C) im Be-
reich der Resistenzkassette liegt, sodass keine Amplifikation aufgrund der noch vorhandenen Gensequenzen up-
und downstream der Resistenzkassette im Chromosom moglich ist. Die Position der Primer A und B definiert sich
durch die Lage der Mutation. Sofern diese auflerhalb des Bereichs der chromosomalen Resistenzkassette liegt,
muss Primer C im Bereich der Kassette liegen.
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9.5 Sequenzen

DNA-Sequenz der (6-4)-Photolyase aus Drosophila melanogaster

CDS aus pET-28a-His6-Dm(6-4) (Kiontke, 2012). Das Konstrukt ist in Maul et al. (2008) und in Abschnitt 3.3.2 (diese
Arbeit) beschrieben.
Lange: 1563 bp (520 AS)

ATGGATTCACAAAGGTCCACGTTGGTCCACTGGTTCCGTAAAGGACTCCGGTTGCACGACAATCCGGCATTATCGCACATTTTTACC
GCCGCTAACGCTGCTCCAGGAAGATACTTTGTTCGCCCGATTTTCATTTTGGATCCAGGAATCCTCGATTGGATGCAAGTGGGTGCC
AATCGATGGCGATTCCTGCAGCAAACGCTGGAGGACTTGGATAACCAGCTTCGGAAACTTAATTCCCGTCTGTTTGTGGTGCGCGGG
AAGCCCGCAGAGGTTTTTCCCCGTATTTTTAAGAGTTGGCGCGTGGAAATGCTAACTTTTGAGACAGATATCGAGCCGTACTCCGTG
ACCCGGGATGCTGCCGTGCAGAAGTTGGCCAAGGCAGAGGGTGTGAGAGTGGAAACTCATTGCTCCCACACGATTTATAATCCGGAA
TTAGTAATAGCGAAGAATCTTGGCAAGGCTCCAATTACCTATCAAAAGTTCCTGGGCATTGTGGAGCAACTAAAGGTACCTAAAGTT
CTAGGGGTTCCTGAAAAGCTTAAAAACATGCCTACACCACCCAAAGATGAGGTGGAGCAAAAGGATTCGGCGGCCTATGATTGTCCT
ACGATGAAGCAATTAGTAAAACGCCCGGAGGAACTGGGCCCTAATAAGTTTCCGGGAGGCGAAACAGAGGCACTGCGCCGCATGGAG
GAATCCCTAAAGGATGAAATTTGGGTTGCCCGCTTTGAGAAGCCCAACACGGCACCCAACTCGCTGGAGCCTAGCACTACCGTACTA
AGCCCTTACCTCAAATTTGGATGCCTTAGTGCCCGACTGTTCAATCAAAAGCTCAAGGAAATTATCAAACGCCAGCCGAAGCACTCG
CAGCCGCCCGTTTCGCTCATTGGACAACTCATGTGGAGGGAATTTTACTACACAGTGGCGGCTGCGGAACCCAATTTCGATCGAATG
TTGGGCAATGTATACTGCATGCAAATTCCGTGGCAGGAGCATCCAGATCACTTGGAGGCCTGGACACACGGACGCACAGGATATCCT
TTCATCGACGCCATCATGCGTCAGCTGCGCCAGGAGGGTTGGATCCATCATCTGGCCCGGCATGCAGTGGCATGTTTCTTAACGCGC
GGAGACCTCTGGATCAGTTGGGAGGAGGGACAGCGGGTGTTCGAGCAGCTGCTGCTGGATCAGGACTGGGCACTAAACGCTGGCAAC
TGGATGTGGCTATCTGCGTCCGCTTTCTTTCACCAGTATTTTCGCGTCTACAGTCCGGTGGCGTTTGGCAAGAAAACGGATCCCCA
AGGGCACTATATCAGGAAGTATGTGCCGGAACTCTCAAAATATCCTGCTGGCTGTATTTATGAGCCCTGGAAGGCGTCGCTGGTGG
ATCAGCGGGCATACGGCTGCGTCCTCGGCACGGATTATCCCCACCGGATTGTTAAACACGAAGTGGTGCACAAGGAGAACATTAAG
AGAATGGGCGCCGCCTACAAAGTAAATCGGGAGGTGCGCACTGGCAAGGAGGAGGAGTCGTCTTTCGAGGAGAAATCAGAAACCTG
A

Aminosauresequenzen CryB

Aminosauresequenz von CryB (UniProt Nr. Q3IXP1) in pET28a (Geisselbrecht, 2013).
529 AS (mit His-tag), 508 AS (ohne His-tag)

kursiv = Teil des Vektors

Rot = in dieser Arbeit untersuchte Aminosaduren

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHM

TLAAMRKFAR
RFLPDDRFLC
PLRFEPDAEV
HALLSSSMNL
AALPPLYWGK
PNTIGMSQFA
PRMVQMYRTW

RLQERGFRVA
PADEFARWTE
RAVLDLVEAR
GLLGPMEVCR
PTRMACLSAA
DHGLLGSKPY
DRMEETHRAR

LTRLILVLGD
YSRLDDPDTG
GRKQLRMEWF
FPRHFGRLRP
RAETEWREGR
VAQTRDLAYA
VSSGAYIDRM
VLTEAEAFLG

QLSDDLPALR
PSIGAELLRR
YREMRRRTGL
FHWATDRAEA
APLNAVEGFI
HHIQRLMVTG
SDYCRGCAYA
RLHAGEPV-

Aminosauresequenz von CryBApas)-vsog in pET28a.
452 AS (mit His-tag), 431 AS (ohne His-tag).

In CryBAss31-pso7 ist die letzte AS (S) durch V ersetzt.
kursiv = Teil des Vektors

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHM

TLAAMRKFAR
RFLPDDRFLC
PLRFEPDAEV
HALLSSSMNL
AALPPLYWGK
PNTIGMSQFA

RLQERGFRVA
PADEFARWTE
RAVLDLVEAR
GLLGPMEVCR
PTRMACLSAA
DHGLLGSKPY

LTRLILVLGD
YSRLDDPDTG
GRKQLRMEWF
FPRHFGRLRP
RAETEWREGR
VAQTRDLAYA
VSSGAYIDRM

QLSDDLPALR
PSIGAELLRR
YREMRRRTGL
FHWATDRAEA
APLNAVEGFI
HHIQRLMVTG
S-

AADPAADLVV
AAETGAREAV
LMEGDEPAGG
LRALDHFIRE
RQILGWREYV
NFALLAGVDP
VKDRTGPRAC

AADPAADLVV
AAETGAREAV
LMEGDEPAGG
LRALDHFIRE
RQILGWREYV
NFALLAGVDP
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MAEVMEEGTY
ATRPGDWRLI
KWNFDTENRK
SLPRFGDEQD
RGIWTLSGPD
AEVHEWYLSV
PENLLYWHFL

MAEVMEEGTY
ATRPGDWRLI
KWNFDTENRK
SLPRFGDEQD
RGIWTLSGPD
AEVHEWYLSV

VPHHPQKTIAL
EALEAMPLPV
PAAPDLLRPR
AMLADDPFLS
YIRSNGLGHS
YIDALEWVEA
NRHRARFERN

VPHHPQKIAL
EALEAMPLPV
PAAPDLLRPR
AMLADDPFLS
YIRSNGLGHS
YIDALEWVEA
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