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1. Einleitung Einleitung

1. Einleitung

Wenn man dariiber redet, wird auch das Einfachste gleich kompliziert und unverstindlich. (H. Hesse)

Ob Licht durch das Wort Gottes (1. Moses 1,3) oder aber durch Sekundireffekte eines
Urknalls (Abbé Georges Edouard Lemaitre, 1927) entstanden ist, ist eine Frage der Weltan-

schauung. Vollig unzweifelhaft entscheidend ist dieser kleine Wellenldngen-Ausschnitt aus
dem breiten Biindel elektromagnetischer Strahlung, den wir sichtbares Licht nennen, jedoch
fiir das Leben auf der Erde. Schlielich stammt ein Grofteil der Energie, die auf der Erde
umgesetzt wird, aus dem Sonnenlicht, und die Atmosphire, die fiir aerobe Lebewesen
unverzichtbar ist, entstand durch die Nutzung der Sonnenenergie durch photosynthetische
Organismen unter Spaltung von Wasser.

Um Lichtenergie effektiv nutzen zu kdnnen, ist es unerlidflich, Informationen tiber die
spektrale Qualitdt, Richtung, Intensitdt und Dauer der Bestrahlung zu gewinnen. So ist es im
Grunde genommen wenig verwunderlich, daf alle photosynthetisch lebenden Organismen iiber
viele verschiedene Photoperzeptionssysteme verfiigen. Da Licht zugleich eine Kraft sein kann,
die zerstort, finden sich jedoch auch bei nichtphotosynthetischen Organismen Lichtperzep-
tionssysteme (vornehmlich Blaulichtrezeptoren), die den "lichtscheuen" Organismen die
Priasenz schadlicher kurzwelliger Strahlung signalisieren. Da die spektrale Zusammensetzung
des Lichts zusétzlich detaillierte Umweltinformationen transportiert, gibt es kaum ein Lebe-
wesen, das nicht in der Lage wire, auf Licht basierende (optische) Umweltreize wahrzu-
nehmen und zu verarbeiten (Abb. 1.1).

Im Eukaryontenreich finden sich Rhodopsine als Sehpigmente in der Retina hoherer
Tiere !, 2, sowie Opsine, wie das Melanopsin, das zum Stellen der circadianen Uhr dient *, *, °.
Desweiteren kommen auch mit Cryptochromen verwandte Photolyasen als Blaulichtrezeptoren
im Tierreich vor ®. In dem Pilz Neurospora crassa wurde ein Photolyase-homologer Blaulicht-
rezeptor charakterisiert, der die circadiane Rhythmik reguliert 7, *, und ein Rhodopsinhomolog
gefunden °. Weiterhin wurde in Aspergillus fumigatus ein Phytochromhomolog gefunden ©. In
hoheren Pflanzen, die wie keine andere Organismengruppe auf Licht angewiesen sind, wurden
bisher drei Gruppen von Photorezeptoren charakterisiert: Phototropine und Cryptochrome
dienen der Blaulichtrezeption '°, ', > wihrend die Gruppe der Phytochrome als Rot-/Dunkel-
rotlichtsensoren an vielen verschiedenen physiologischen Prozessen beteiligt und im Pflanzen-
reich nahezu ubiquitir verbreitet ist (siche Kapitel 1.1), in Chlamydomonas wurden auBBerdem
noch zwei Photorezeptoren des Rhodopsin-Typs gefunden .

Bei den Archea sind die Sensor-Rhodopsine I und II des salzliebenden Halobacterium
salinarum ' direkt an der Lichtperzeption beteiligt ', wihrend das Bacteriorhodopsin dort, wie

die meisten anderen Proteine, die primir an der Umsetzung der Lichtenergie mitwirken,

@ http://tigrblast.tigr.org/ufmg




1. Einleitung Einleitung

lediglich iiber Sekundéreffekte Funktionen als Lichtrezeptor iibernehmen kann. In nichtphoto-
synthetischen Bakterien wurden bisher neben dem photoactive yellow protein (PYP) '6, V7, 1§,
sowie YtvA, einem Phototropin-Homolog aus Bacillus subtilis '° auch Bacteriophytochrome
gefunden %, ?!. Cyanobakterien besitzen neben Bacteriophytochromen * noch weitere Phyto-
chrom-Homologe, wie RcaE in Fremyella diplosiphon >, **, CikA in Synechococcus elongatus
> oder PIpA in Synechocystis *. AuBerdem gibt es erste Hinweise fiir das Vorkommen eines
Cryptochroms in Synechocystis *’ und physiologische Evidenzien fiir einen Photorezeptor des
Rhodopsin-Typs in Anabaena und Calothrix (K.-H. Jung unpubliziert und **). Weiterhin
wurde kiirzlich sog. ,,Proteorhodopsin® in einem nicht spezifizierten marinen Bakterium
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gefunden #. Die am intensivsten erforschte Photorezeptor-Klasse stellt jedoch die stetig

wachsende Gruppe der Phytochrome dar.
- Sensorhodopsin I

- Sensorhodopsin II
- Bacteriorhodopsin

Proteobakterien

- Bacteriophytochrome
- PYP

- Phototropin (YtvA)

- Proteorhodopsin

Eubakterien

- Bacteriophytochrome
i ) - CikA, RcaE
Cyanobakterien ) - Cryptochrome 2
- Rhodopsin ?
- Phytochrome
Pflanzen - Cryptochrome

- Phototropine
- Rhodopsin (niedere Pfl.)

Eukaryoten

- Phytochrome

- WC-1 (LOV)

- Retinalproteine
- Opsine

- Cryptochrome

\

Abbildung 1.1 Verbreitung verschiedener Photorezeptorsysteme in der belebten Natur.

Die jeweiligen Photorezeptorklassen sind bennant, CikA, RcaE sind phytochromdhnliche Proteine, PYP steht fiir
“photoactive yellow protein”, WC-1 (,, white collar*) ist ein Photolyasehomolog mit LOV Domdne.

1.1 Der Photorezeptor Phytochrom

Das initiale Experiment, welches zur Entdeckung eines Photorezeptors fiir rotes und dunkel-
rotes Licht flihrte, stammt aus den frithen fiinfziger Jahren des vorigen Jahrhunderts *°. Das
Auskeimen von Samen von Lactuca sativa L. konnte durch dunkelrotes Licht inhibiert werden,
anschliefende Rotbelichtung hob diesen Effekt wieder auf. Entscheidend fiir die Keimung war
allein die Lichtqualitét, mit der die letzte Bestrahlung erfolgte. Die erste Charakterisierung des
fiir diesen Prozef3 verantwortlich gemachten Pigments gelang Butler et al. im Jahr 1959 ! aus
etiolierten Maiskeimlingen, wohingegen die erstmalige Aufreinigung des nativen 124 kDa
Volldngenproteins aus Avena sativa erst 1982 der Arbeitsgruppe um Quail ** gelang. Phyto-

chrome sind globulidre Rezeptor-Dimere, die durch Absorption von rotem bzw. dunkelrotem
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1.1 Der Photorezeptor Phytochrom Einleitung

Licht frei zwischen zwei spektral verschiedenen Proteinkonformationen photokonvertierbar
sind. Natives Haferphytochrom A (MW 124 kDa) besitzt in der P,-Form Absorptionsmaxima
von 666 nm und 360 nm sowie in der Ps-Form Maxima bei 730 nm und 420 nm (Abb. 1.1.1
oben). Die Ps-Form wird dabei als die physiologisch aktive Form betrachtet.

In Arabidopsis konnten fiinf verschiedene Phyto-

von Phytochrom 3 L. . . .
, die in ihrer Sequenz nur leicht voneinander

verschieden sind, jedoch aufgrund ihrer zeitlichen
P——P . . .

" qunkrelrot " P und rdumlichen Verteilung innerhalb der Pflanze,
sowie in ihrer Stabilitdt im Licht (phyA dominiert

fr

im etiolierten Keimling) klar voneinander unter-

o o e o scheidbar sind **. Beinahe alle lichtabhiéingigen Pro-

Tageslicht-

zesse in Pflanzen, wie Keimung, Deetiolierung,
spektrum

Differenzierung von Chloroplasten, das Wahrneh-
men von konkurrierenden Nachbarpflanzen (siehe
Abb. 1.1.1 unten), das Ausbilden von Reproduk-

tions- und Speicherorganen, die Messung von Ta-

{ freies Feld )

geschlossene
Pflanzendecke

gesldnge, Lichtintensitit und -richtung sowie die

Wahrnehmung der Uberginge von Licht und Dun-

Abbildung 1.1.1 Pflanzliches Phyto- kelheit und die Ausprigung circadianer Rhythmik

chrom A und das Tageslichtspektrum. erfordern das Mitwirken eines oder mehrerer Phy-

Vergleich der Absorptionsspektren von pflanz-
lichem Phytochrom A und dem Tageslicht-

spektrum. Aus: Smith **, modifiziert. gonie mit den Cryptochromen ¥, *, ¥, 3 Das kom-

tochrome, zum Teil in Synergie zum Teil in Anta-

plexe Zusammenspiel der bisher bekannten Komponenten pflanzlicher Signaltransduktion ist
in Abb. 1.1.2 dargestellt (fiir weitergehende Informationen siche *, *, ** und Referenzen
darin). An erster Stelle der Signaltransduktion der Phytochrome A bis E steht hdufig, nach der
Photokonversion zur Pg-Form, ihre Translokation in den Nukleus *, *. Die physiologische
Wirkung der verschiedenen Pflanzenphytochrome ist weiterhin auch abhdngig von der
Lichtintensitit (HIR = high irradiance response, LFR = low fluence response, VLFR = very
low fluence response) *.

Phytochrome werden, abhédngig von ihrer Stabilitit im Licht, in zwei Klassen eingeteilt.
Typ-I Phytochrome (zu denen in Arabidopsis nur das phyA z&hlt) werden im Licht aktiv (liber
den pflanzlichen Ubiquitin-/Proteasom-Weg) degradiert und kommen daher in etiolierten
(unbelichteten) Keimlingen in 100- bis 1000-facher Menge, verglichen mit de-etioliertem
Gewebe vor. Die Typ-II Phytochrome B bis E liegen dagegen generell in sehr viel geringeren

Mengen vor, ihre Konzentration ist jedoch weitgehend lichtunabhéngig *, +.
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1.2 Verbreitung der Phytochrome

Abbildung 1.1.2 Signaltrans-
duktion pflanzlicher Phyto-
chrome (aus *°, modifiziert).

(a) Vereinfachtes Schema der vorge-
schlagenen Signaltransduktionswege,
basierend auf molekularen und gene-
tischen Studien der lichtabhdngigen
Reaktionen von Arabidopsis Keimlin-
gen. Blaulicht- und UV-A (B/UV-A)
Signale werden von den Phototropi-
nen (photl und 2) und den Crypto-
chromen (cryl und 2) perzipiert, die
Rot-/Dunkelrot Perzeption lduft iiber
die Phytochrome (phyA-E). phyA
handelt primdr als Rezeptor fiir kon-
tinuierliches Dunkelrotlicht (FRc),
phyB-E antworten hauptsdchlich auf
kontinuierliches Rotlicht (Rc). Der
gestrichelte Pfeil deutet dort eine
Mitbeteiligung von phyA an Rc- und
B/UV-A Antwort an. Die Signaltrans-
duktionswege konvergieren in einen
mechanistisch undefinierten Signal-
integrationsprozess. ~Komponenten,
die bereits kloniert wurden, sind
grops, solche, die bisher nur auf gene-
tischer Ebene identifiziert wurden,
sind kursiv gedruckt. Die circadiane
Uhr ist rechts angedeutet. “~" be-
deutet hier taktgebend, “- inhibie-
rend, “+” aktivierend. Die Protein-
klasse COP / DET / FUS (gelber
Kasten) agiert unterhalb der Signal-
kette der Phytochrome und Crypto-
chrome als lichtinhibierbarer Re-
pressor der Photomorphogenese.
Grauer Kasten: bekannte Transkrip-
tionsfaktoren.

(b) Nachgewiesene molekulare Inter-
aktionen zwischen Photorezeptoren
und  Signaltransduktionskomponen-
ten.

Den Phytochromen ist in den letzten Jahren viel Aufmerksamkeit geschenkt worden, da ihre

Verbreitung zunichst lediglich auf das Reich der Pflanzen beschriankt schien, bis sie 1997 mit

der Sequenzierung des ersten cyanobakteriellen Genoms (Synechocystis PCC6803

) % 47 auch

im Reich der Prokaryoten nachgewiesen werden konnten. Das darauffolgende Paradigma, daf3

Phytochrome nur in photosynthetischen Organismen zu finden seien, wechselte 1999 mit der

Entdeckung des Bacteriophytochroms Bphl in Deinococcus radiodurans *°. Die Tabelle 1.2.1

fasst die bisher in Prokaryoten gefundenen Phytochromhomologen zusammen.



1.2 Verbreitung der Phytochrome Einleitung

Phylum / Name C-Typ B-Typ andere HO  BV-R

Cyanobacteria
Synechocystis PCC6803 Cphl - Cph2, PIpA + +
Calothrix PCC7601 CphA CphB RcaE + +
Anabaena PCC7120 1 1 ) + +
Nostoc punctiforme 1 1 1,CC + +
Pseudanabaena sp.” ) 1 ) + +
Leptolyngbya sp. 1 ®) ®) + +
Stanieria PCC 7473 * 1 ) ) + +
Geitlerinema PCC 9228 * ) 1 ) + +
Oscillatoria PCC 7821 * ) 1 ) + +
Nostoc PCC 8009 * () 1 () + +
o-Proteobacteria
Rhodopseudomonas palustris - 5 1, XX +
Agrobacterium tumefaciens - 2 2, HC + -
Rhodobacter sphaeroides - 2 - + -
Magnetospirillum magnetotacticum - 3 - + -
Rhodospirillum centenum * ) PPH -) ) )
Rhodospirillum rubrum * ) 1 ) ) )
Bradyrhizobium sp. ORS278 - BrBphP () + -
Rhizobium leguminosarum * ) (D) ) + )
v-Proteobacteria
Pseudomonas aeruginosa - 1 - + -
Pseudomonas fluorescens * - 1 - + -
Pseudomonas putida " - 1 1, HC + -
Pseudomonas syringae - 2 - + -
Xanthomonas campestris * ) 1 ) ) )
Xanthomonas axonopodis * -) 1 -) -) -)
Sphingobacteria

Cytophaga hutchinsonii * ) 2 ) ) )
Deinococcus-Thermus

Deinococcus radiodurans - Bphl - + -
Planctomyces

Gemmata obscuriglobus * (-) 2 (-) (-) (+)

Tabelle 1.2.1 Prokaryotische Phytochrome

C-Typ, B-Typ = Art der Chromophorbindestelle; HO = Hdim-Oxygenase; BV-R = Biliverdin-Reduktase;
“andere” = Phytochromhomologe, die an der Chromophorbindestelle abweichen, AS an dieser Stelle; * = aus
unvollstindiger Genomsequenzierung oder BLAST-Suche; # = iiber PCR aus genomischer DNA, Teilsequenz. +
= ja, - = nein, (Klammern) = vorldufiges Ergebnis. Zahlen geben die Anzahl auf Sequenzebene identifizierter
Proteine wieder, bereits untersuchte Proteine sind namentlich genannt.



1.2 Verbreitung der Phytochrome

Einleitung

C. hutchinsonii ChBph 752 XH

Synechocystis Cph1 748 CH .

536 1000 N. punctiforme NpCphA 800 CH
1000 i Cystein
Calothrix CphA 767 CH
996 727
Anabaena aCphA 765 CH

N. punctiforme CphB2 775 CC

BV-R

982
961

Anabaena aCphB 751 XH

Calothrix CphB 765 XH

P. putida PpBph 748 XH

984

A. tumefaciens AtBph 745 XH
I 1000
L1 496 A. tumefaciens AtBph 736 XH
R. palustris RpBph 758 XH
R. palustris RoBph 775 XH
R. centenum PPH 884 XH
[—1 645 P. syringae PsBph 744 XH
1000

| P. fluorescens PfBph 754 XH
1000

I P. fluorescens PfBph 745 XH

R. palustris RpBph 771 XH

R. palustris RpBph 760 MY
—| 369

D. radiodurans Bph1 755 XH

P. aeruginosa PaBph 728 HC

Bradyrhizobium BrBphP 724 XH
491

R. sphaeroides RsPhy 1016 XH
403

R. rubrum RrBph 897 XH
649

— X. campestris XcBph 634 XH
|_1000
X. axonopodis XaBph 634 XH

R. leguminosarum RIBph 855 XH

1000 ——————— R. palustris RpBph 845 XH
000

633
0.1 ‘"————————— P. putida PpBph 847 HC

Abbildung 1.2.1 Phylogentischer Stammbaum der Bac-
teriophytochrome.

A. tumefaciens AtBph 850 HC

Angegeben sind die Namen der Organismen (vgl. Tabelle 1.2.1)
mit (vorldufiger) Proteinbezeichnung, Ldnge des Proteins in AS
und der beiden AS, die an der konservierten Chromophor-
bindestelle zu finden sind (CH entspricht der “klassischen”
Chromophorbindestelle, XH der alternativen Bindestelle). Cyano-
bakterien in griin, o~Proteobakterien sind grau, y-Proteobakterien
hellgrau unterlegt.

Die Tabelle 1.2.1 und der in Abb.
1.2.1  gezeigte phylogenetische
Baum stellt den aktuellen (Oktober
2002) Stand der Verbreitung der
Bacteriophytochrome dar. Auf ein
strukturelles Merkmal der Phyto-
chrome soll in diesem Zusammen-
hang bereits eingegangen werden: in
Pflanzen wurde ein vollstidndig kon-
serviertes Cystein in der N-termi-
nalen Hilfte des Proteins als Chro-
mophorbindestelle identifiziert *.
Auffallend ist daher die Gruppe der
Cyanobakterien, die als einzige Pro-
karyonten auch Proteine mit dem in
Pflanzen konservierten Cystein in
der Chromophorbindedomine besit-
zen. Die Cyanobakterien sind bisher
auch die einzigen Prokaryoten, die
Phycocyanobilin (PCB) als Chromo-
phor synthetisieren konnen, da sie
sowohl eine Ham-Oxygenase, als
auch eine Biliverdin-Reduktase be-
sitzen. Dieser Chromophor eignet
sich, im Gegensatz zum Biliverdin

(BV), aufgrund seiner Struktur fiir

die Bindung an das Cystein. Nédheres zur Chromophorbiosynthese und den vorgeschlagenen

Chromophorbindestellen in Kapitel 1.3.2. Im Phylum der Proteobakterien sind Bacteriophyto-

chrome ebenfalls verbreitet, allerdings findet sich dort kein Vertreter mit der ,klassischen*

Chromophorbindestelle (Cystein), und auch eine BV-Reduktase kann in diesen Organismen

nicht gefunden werden. Dagegen ist die Him-Oxygenase in allen bisher darauthin unter-

suchten (und dahingehend untersuchbaren) Bacteriophytochrom-enthaltenen Mikroorganismen

zu finden. Sie liegt bei diesen Organismen in der Regel auf einem Gen-Cluster oder ist mit

dem entsprechenden Bacteriophytochrom in einem Operon organisiert, wohingegen sich in

Synechocystis die Gene der Chomophorbiosynthese nicht in rdumlicher Nachbarschaft zum

Bacteriophytochrom-Gen befinden *°, ',



1.2 Verbreitung der Phytochrome Einleitung

1.3 Quartirstruktur der Phytochrome

1.3.1 Domaéanenstruktur

Phytochrome setzen sich grundsétzlich aus zwei funktionell klar voneinander trennbaren
Haupt-Domédnen zusammen: die N-terminale Hailfte ist fiir den autokatalytischen Einbau des
Chromophors verantwortlich und besitzt nahezu identische spektrale Eigenschaften wie das
Volldngenprotein, wihrend die C-terminale Doméne weitgehend fiir die biologische Aktivitat
verantwortlich ist *° und die spektralen Eigenschaften kaum beeinflufit. In der Phytochrom-
literatur ist fiir den autokatalytischen Einbau des Chromophors der Begriff der ,,Bilin-Lyase-
Aktivitit geldufig, was aus dem urspriinglichen Vergleich der Phytochrome mit Bilin-Lyasen
herriihrt, die bei Phycobiliproteinen fiir den Einbau linearer Tetrapyrrole als Chromophore
verantwortlich sind. Im C-terminalen Bereich weisen pflanzliche Phytochrome eine Homo-
logie zu Histidinkinasen auf, obwohl ihnen ein konservierter Histidinrest, der in Histidin-
kinasen als Akzeptor der Phosphatgruppe dient, fehlt '. Bei den pflanzlichen Phytochromen
konnte hingegen eine Serin-Threonin-Kinaseaktivitit gefunden werden *%, **. Wihrend die
Pflanzenphytochrome (womdglich durch eine Duplikation der Kinase Doméne *, **) etwa 125
kDa groB sind, besitzen die Bacteriophytochrome lediglich ein Grof3e von ~ 85 kDa.

Uber die dreidimensionale Struktur der Phytochrome liegen nur wenige Informationen
vor. Experimente zur quaternidren Organisation ergaben, da3 sowohl das Avena sativa Phyto-
chrom A * als auch Cphl von Synechocystis als Dimere vorliegen *, wobei die P,- bzw. Pg-
Form von Cphl leicht unterschiedliche Laufverhalten in der Gelfiltration aufweisen *. Weiter-
hin konnte bei Cphl durch limitierte Proteolyse ermittelt werden, da3 ein 32,5 kDa Proteolyse-
Fragment (von Aminosdure 26 bis 314) fiir die spektrale Integritdt von Cphl ausreichend ist.
Dieses Fragment besitzt auch die volle Bilinlyaseaktivitdt *’. In pflanzlichen Phytochromen ist
ein Fragment von 59 kDa nétig, um die Bilinlyaseaktivitit und die spektralen Eigenschaften
des Vollidngenproteins zu erreichen, wihrend ein 39 kDa Fragment zwar die Bilinlyaseaktivitit
besitzt, aber photochemisch trotz Fihigkeit zur Photoisomerisation starke Unterschiede zum
Volldngenprotein zeigt ** (Abb. 1.3.1 A und B).

Die Dimerisierung sowie die Signaltransduktion werden in beiden angesprochenen
Phytochromsystemen durch die C-terminale Doméne initiiert, bei den Bacteriophytochromen
erfolgt dies durch die Histidinkinase-Doméne *°, bei den Pflanzenphytochromen sind sowohl
die Kinase-Domine, als auch die PAS-Dominen © fiir die Dimerisierung und die biologische
Aktivitit verantwortlich *°, . Desweiteren spielt bei der Haferphytochrom A-vermittelten
Signaltransduktion ein serinreicher Bereich am dufBlersten N-Terminus fiir die Regulation eine
Rolle  (Abb.1.3.1).
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Abbildung 1.3.1 Domdnenstruktur von Phytochromen aus héheren Pflanzen und Bakterien

A: Pflanzenphytochrom mit bisher identifizierten funktionellen Bereichen. B: cyanobakterielles Phytochrom
CphA mit Response Regulator, Zweikomponentensystem, mit bisher identifizierten funktionellen Bereichen, His:
Histidin, Asp: Aspartat. GAF: Bilinlyase-Domdne, Ser: serinreiche Region Phytochrom: Phytochromspezi-
fische Domdne, PAS: Per-Arnt-Sim-Domdne (auch LOV-Domdine = “light-oxygen-voltage”), P: Phosphoakzep-
tordomdne der Kinase, ATPase: ATPase-Domdne der Kinase, eingekreistes P: Phosphatgruppe, gestrichelter
Pfeil: Autophosphorylierungsaktivitit (in trans vom CphA-Dimer), durchgezogener Pfeil: Transphosphory-
lierung auf den Response Regulator (RR). Die angegebene Skala (Mitte) gilt fiir A und B.

Die cyanobakteriellen Phytochrome bilden mit ihren jeweiligen Response-Regulatoren,
welche sich i.d.R. im gleichen Operon befinden, ein Zweikomponenten-Signaltransduktions-
system aus (Abb. 1.3.1 B). Auf die Signaltransduktion der bekannten cyanobakteriellen Phyto-
chrome wird in Kap. 1.4 ndher eingegangen.

Abschlieend ist in Abb. 1.3.2 die Doménenstruktur der bisher identifizierten Phyto-
chrome dargestellt, wobei solche Doménenstrukturanalysen @ mit Bedacht interpretiert werden
sollten, da z.B. fiir Cph2, einem 145 kDa Phytochromhomolog aus Synechocystis  zwar eine
GAF-Domine, nicht aber eine Phytochrom-Doméne vorhergesagt wird (es ist aus diesem
Grund nicht abgebildet), obwohl fiir die N-terminale Hélfte von Cph2 eine Bilinlyaseaktivitdt

und P,-P;; Photochemie beobachtet wurde ¢, ¢.

@ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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Abbildung 1.3.2 Domdnenstruktur der bisher bekannten Phytochrome

Phy-GAF: GAF Domdne, Bilinlyase-Domdne, XH/CH: Chromophorbindestelle, Phytochrom: phytochrom-
spezifische Domdne, RR: Response-Regulator Domdne, PAS: Per-Arnt-Sim-Domdne (s.0.), PAC: N-terminal
verkiirzte PAS-Domdne, Ser: serinreiche Sequenz in Pflanzenphytochromen, DUF: ‘“domain of unknown
function”, Motiv in bakteriellen Signaltransduktionskomponenten mit ungekldirter Funktion, EAL: putative
Phosphodiesterase Domdne, Histidin Kinase: Histidinkinase, bestehend aus P: Phosphoakzeptor-Domdne und
ATPase: ATPase-Domdne. In pflanzlichen Phytochromen zeigt diese Domdne eine Serin-Threonin Kinase-
aktivitdt.

1.3.2 Die Chromophore der Phytochrome

In Pflanzen verlduft der Biosyntheseweg von der Hamgruppe ausgehend tiber eine Him-Oxy-
genase (HY'1) , % zu Biliverdin (BV), das aufgrund seiner 3’-Vinyl-Gruppe von Pflanzen-
phytochromen nicht als natiirlicher Chromophor akzeptiert wird. Eine Ferredoxin-abhéngige
Phytochromobilin- (P®B) Synthase (HY2) ¢, ®® wandelt BV in 3Z-P®B um, welches bereits
vom Phytochrom eingebaut werden kann, aber von einer noch nicht identifizierten PDB-
Isomerase in 3E-P®B, den nativen Chromophor, umgewandelt wird ® (Abb.1.3.3). Die genaue
Bedeutung dieses zusétzlichen Schritts ist ungeklart.

In Cyanobakterien existieren mehrere Wege der Chromophorbiosynthese. Zum einen
der in Abb. 1.3.3 rechts dargestellten Weg, der von Hdm iiber BV durch eine Ferredoxin-
abhingige Himoxygenase HO1 7
Oxidoreduktasen PebA und PebB 7', ”* zu Dihydrobiliverdin (15,16-DHBV) und Phycoerythro-
bilin (PEB) verlauft, bevor schlieSlich eine noch nicht identifizierte PEB:PCB Isomerase die

, Uber die ebenfalls Ferredoxin-abhingigen HY2-homologen
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Umwandlung zu Phycocyanobilin (PCB) vornimmt. Zum anderen existiert auch noch ein
direkter Weg von BV zu PCB durch ein ebenfalls Ferredoxin-abhidngiges Enzym PcyA 7
(Abb. 1.3.3 blauer Pfeil, Mitte). Mittlerweile ist es zwei unabhingigen Forschergruppen 7, 7
gelungen, die beiden Enzyme HO und PcyA aus Symechocystis funktionell in E. coli zu
exprimieren und das cyanobakterielle Cphl als Holoprotein (mit PCB als Chromophor) zu
gewinnen.

Wihrend die Chromophorbiosynthesemaschinerie (abzweigend von der Chlorophyll-

biosynthese) der Chloroplasten in Pflanzen lediglich den Chromophor der Phytochrome

Ham

\\ HY1 l HO, F({x K

P®B-Synthase [ BV COOH PebA, BV:Fdx
HY2, Fdx / COOH \)xidoreduktase
h\\ \ )
- H o . ﬂ
N H
N= H N
Ly ey
COOH H COOH
COOH 3Z-P®B coor15,16-DHBV

PebB, 3Z-PEB:Fdx

P®B-Isomerase
‘ Oxidoreductase

[ COOH [ COOH
cooH 3E-P®B PcyA cooH 3Z-PEB
3Z-PCB:Fdx I putative
Oxidoreduktase PEB:PCB

*Isomerase 7 '\\‘
/

i
3 /‘ AN
“2%{ o H/
;\"/H

(' COOH

AAAn

Abbildung 1.3.3 Chromophorbiosynthese, Uberblick

Alle Enzyme sind in kursiv und soweit bekannt mit Namen angegeben. Anderungen zum jeweiligen Edukt
sind hervorgehoben. Links: Chromophorbiosyntheseweg der Pflanzen. Rechts: (und blauer Pfeil)
Chromophorbiosynthese von Rotalgen und Cyanobakterien. Him: Hdimgruppe, HO: HdimOxygenase

BV: Biliverdin IX0; P®@B: Phytochromobilin, PCB: Phycocyanobilin, PEB: Phycoerythrobilin, DHBV:
Dihydrobiliverdin, Fdx: Ferredoxin.
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1.3 Quartdirstruktur der Phytochrome Einleitung

bereitstellen muf3, miissen in Cyanobakterien auch die Phycobiliproteine der Lichtsammel-
komplexe, die bis zu 60% des Gesamtproteins der Zellen ausmachen kénnen, mit Chromophor
versorgt werden. In Cyanobakterien existieren daher neben den in Abb. 1.3.3 dargestellten
Bilinen Phycoerythrobilin (PEB) und Phycocyanobilin (PCB) auch noch Phycourobilin und
Phycoviolobilin ™. Diese Vielfalt von Chromophoren in der cyanobakteriellen Zelle wirft die
Frage nach der Chromophorselektivitéit der cyanobakteriellen Phytochrome auf. Die Natur des
nativen Chromophors dieser Phytochrome ist daher noch nicht in allen Féllen geklart. Im
cyanobakteriellen Phytochrom Cphl wurde durch Vergleich von in vitro assembliertem,
heterolog exprimierten Apoprotein mit dem nativ aufgereinigten Protein PCB als Chromophor
ermittelt .

Wie bereits erwdhnt, wurde als Chromophor der Pflanzenphytochrome das lineare
Tetrapyrrol Phytochromobilin (P®B) identifiziert 77, das an ein konserviertes Cystein der
Chromophorbindedoméne als Thioether gebunden wird ** (Abb. 1.3.4 oben und links). Wegen
der besseren Verfiigbarkeit wird fiir in vitro Studien dagegen oft PCB (Abb. 1.3.4 oben rechts)

Protein/ NH

|
Protein COOH

Abbildung 1.3.4 Chromophore und Bindungstypen

Links sind die Bindungstypen dargestellt, rechts die entsprechenden Chromophore. Oben links: Thioetherbin-
dung von P®B oder PCB an Cystein. Oben rechts: Chromophore, die in Phytochromen eine Thioetherbindung
mit dem Cystein eingehen. P®B ist der native Chromophor der pflanzlichen Phytochrome, PCB derjenige der
cyanobakteriellen Phytochrome, die ein Cystein in der Chromophorbindedomdne aufweisen. Der Unterschied zu
P®B ist hervorgehoben (Vinyl statt Ethyl an Pos 18). Roter Pfeil: Angriffsstelle des Cysteins bei Ausbildung
einer kovalenten Bindung. Der gebogene Pfeil deutet die Z — E Isomerisierung bei der P.-P; Photokonversion
an. Unten links: postulierte Bindung von Biliverdin an das hochkonservierte Histidin der Chromophorbinde-
domdne. Unten rechts: Biliverdin IXca (BV), Unterschied zu P®B ist hervorgehoben.
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verwendet, dieses kann in groBeren Mengen aus Algen gewonnen werden. PCB unterscheidet
sich von P®B nur durch die Ethyl-Gruppe am C,s des D-Rings. Entsprechend weisen die PCB
Addukte der Pflanzenphytochrome aufgrund dieser Verkiirzung des konjugierten m-Elektro-

nensystems blauverschobene Spektren auf. In den Algen Mesotaenium und Mougeotia scalaris
stellt PCB den natiirlichen Chromophor dar 7, ™. Zu anderen Chromophoren ist an dieser
Stelle zu sagen, da PEB von Pflanzenphytochrom eingebaut wird, aber aufgrund der
fehlenden C;s-Cis Doppelbindung nicht photo-isomerisieren kann, wédhrend BV hingegen
aufgrund seiner 3" Vinylgruppe an Ring A nicht als Chromophor akzeptiert wird *.

Nach dem autokatalytischen Einbau eines Chromophors (PCB, P®B, bzw. bei Bak-
terien auch BV) liegt er in einer Z,Z,Z Konformation im Protein vor und bildet so die P,-Form.
Durch die Photo-Isomerisierung der C;s-C;s Doppelbindung zwischen Ring C und D (Abb.
1.3.4, oben blauer Pfeil) erfolgt die Umlagerung des Chromophors in die Z,Z,E Konformation,
und induziert damit die Ps-Form des Holoproteins *', #. Als einzige Ausnahme dieses Prinzips
ist das Bacteriophytochrom aus Bradyrhizobium beschrieben, dieses Protein baut den Chromo-
phor zwar zunéchst auch in die P,-Form ein, lagert aber anschlieBend in die Ps-Form um *

Einigen Bacteriophytochromen fehlt das konservierte Cystein in der Chromophorbinde-
tasche (s. Abb. 1.3.5). Stattdessen wird von Davis et al. *° das benachbarte Histidin, welches
auch in anderen Phytochromen fiir die Bilinlyaseaktivitit essentiell ist *, fiir die Bindung des
Chromophors iiber eine Schiff-Base vorgeschlagen (genau genommen ist es ein Amidin, Abb.
1.3.4 unten links, ein detailliertes Modell findet sich in Abb. 3.2.3). Wie oben angesprochen,
wurden bisher in den Bakterien, die ein Bacteriophytochrom enthalten, lediglich Himoxy-
genase-Homologe (oft in einem Operon mit dem jeweiligen Bacteriophytochrom) und keine
weiteren Enzyme der Chromophorbiosynthese gefunden, daher liegt es nahe, daB3 in diesen
Organismen BV der natiirliche Chromophor ist. Die direkte Identifikation eines Chromophors
aus einem homolog exprimierten Bacteriophytochrom ohne Cysteinbindestelle konnte jedoch

bisher nicht erbracht werden.

Cphl Synechocystis DITEFIfESAYHCELT#KYTGV TREMIKDG - - - - - - = - - = - - - - - - - - -HIWA T ACF QiPKViP FELEKACE
CphA Calothrix (*) TNEITAAN ELEEHEGV TR IKDG - - === == == === == == = -KIACE EPKY!SYE@KACE
CphA Anabaena DTN I SAANCE L Ed KDN-------=------------Kif L SYELEKACE
PhyA Arabidopsis ET APHscELQENED SGE NEEDGEGDA - PDATTQPQKRKREV E EARFEP FPiEYACE

PhyB Arabidopsis CVG TIRIAPHGCES INGNEDDGSN--V-ASG-RSSMRH 'TESRCEP FPLEYACE
CphBm Calothrix (*) DMSHEVIMISVSPL:IE; Q------====-=--=--- -KilWeMIAC PKY\YPYE IIISAC)>

]

mmmmég
~N
2

R

CphB Anabaena DIfSR[=VIHISVS PL: I Ej KNQ-----=-=--==--=-==----Kif| IAC
BphP Pseudomonas Dif|SY[sVINASVS PI):ICE| GG@----=-=--=-=--——————— -KI¥ FsC
Bphl Deinococcus PIFGG): ATSP e T F Y o L IAC

PYV)#P PDLIIT TLj>

Abbildung 1.3.5 Alignment ausgewahlter Pflanzen- und Bacteriophytochrome

Dargestellt ist nur der Bereich um die Chromophorbindestelle. Pflanzenpyhtochrome sind griin, Bacterio-
phytochrome gelb hinterlegt. Cyanobakterielle Phytochrome in griiner Schrift. (*) = in dieser Arbeit untersuchte
Phytochrome. Graue Raute: Chromophorbindendes Cystein. Blaues Dreieck: alternative Bindestelle am Histidin.
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1.3 Quartdirstruktur der Phytochrome Einleitung

1.3.3 P.-P;-Photokonversion und P;-Stabilitat

Die Belichtung der P,-Form von Phytochrom mit rotem Licht fiihrt zu einer Z — E Isomeri-
sierung der C;s-C,s Doppelbindung zwischen Ring C und D des Chromophors. Daraufhin
erfolgt eine Serie konformeller Anderungen des Proteins, die distinkte spektrale Eigenschaften
aufweisen und mit definierten Halbwertszeiten ineinander libergehen. Eine Methode, diesen
molekularen Mechanismus aufzukléren, ist die zeitaufgeloste Differenz-Absorptionsspektros-
kopie (Blitzlicht-Photolyse). Im pflanzlichen System ist das erste identifizierbare Produkt der
Photokonversion ein Intermediat mit einem Absorptionsmaximum bei 700 nm, Lo, gefolgt
von einem Intermediat dhnlicher Absorptionseigenschaften und geringerem Extinktionskoeffi-
zienten, Iy (fiir bleached) *. Uber mindestens ein weiteres Intermediat I, erreicht das Protein
die Ps-Form. Eine ,,Global-Fit“ Daten-Analyse der Photokonversionskinetik von Haferphyto-
chrom spricht fiir die Existenz von sechs Intermediaten. Die dort ermittelten, aufeinander
folgenden Intermediate zeigen paarweise dhnliche Charakteristika beziiglich ihrer Spektren
und Zerfallszeiten. So sind jeweils zwei Intermediate im Mikrosekunden-, frithen Millisekun-
den- und spiten Millisekundenbereich zu finden *¢. Die Photokonversionskinetiken der cyano-
bakteriellen Phytochrome werden in Kap. 1.4.1 besprochen.

Neben der Moglichkeit der Photokonversion von Ps nach P, durch die Absorption von
dunkelrotem Licht zeigen viele Phytochrome auch eine lichtunabhédngige Reversion zur Pg-
Form. Untersuchungen zu dieser ,,thermischen Reversion* ergaben, daf3 es sich dabei um eine
intrinsische Eigenschaft des jeweiligen Proteins handelt ¥, die allerdings durch die Natur des
eingebauten Chromophors *, * oder durch die Anwesenheit von interagierenden Proteinen
beeinfluBt werden kann ?. Der physiologische Hintergrund dieses Prozesses ist ein ,,Abschal-

ten* des Signals, das von der physiologisch aktiven Ps-Form ausgeht .

1.3.4 Assemblierung von Phytochrom

Die Fahigkeit der Phytochrome zur autokatalytischen Inkorporation und kovalenten Bindung
thres Chromophors ermoglicht es, in vitro Untersuchungen zu dieser Eigenschaft durchzu-
filhren *2, . Dieser ,,Assemblierung® genannte ProzeB ist in der Regel innerhalb weniger
Minuten abgeschlossen. Durch den Einbau des Chromophors durchlduft das Protein konfor-
melle Anderungen, die in einer erhdhten Proteaseresistenz der Chromophorbindedoméine ¥/,
verdndertem Laufverhalten in der Gelfitration *® sowie einer mefbaren Zunahme an Sekundér-
strukturelementen  einhergehen. Am augenfilligsten ist jedoch die Steigerung der Absorp-
tion, so besitzt freies PCB einen Extinktionskoeffizienten (€) von etwa 18000 M'cm™ bei 600

nm in freier Losung, wohingegen dieser auf bis zu 132000 M'cm™ bei 666 nm im Holophyto-
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1.3 Quartdirstruktur der Phytochrome Einleitung

chrom steigen kann. Die prokaryotischen Phytochrome zeigen zum Teil auch eine veridnderte
Kinaseaktivitit, sobald sie als Holoprotein vorliegen ', ',

Die meisten Phytochrome zeigen eine biexponentielle Kinetik der Assemblierung im
Sekunden- bis Minutenbereich *, wobei in den meisten Fillen etwa 50-90% der Reaktion
innerhalb der ersten zehn Sekunden ablaufen und daher mit konventionellen Methoden nur
schwer zu erfassen sind. Aufgrund der biexponentiellen Kinetik wird ein Zwei-Schritt-Modell
der Assemblierung angenommen *, *, % bestehend aus einem schnellen Anlagerungsschritt,
bei dem der Chromophor nicht-kovalent an das Protein ,assoziiert ist, und dem darauf
folgenden langsamen Kniipfen der kovalenten Thioetherbindung. Der erste Schritt beinhaltet
dabei auch das Uberfiihren des Chromophors von der helikalen Konformation in Lésung in
eine gestreckte Konformation an der Chromophorbindetasche.

In diesem Zusammenhang wurden auch , kiinstliche®, d.h. chemisch modifizierte Chro-
mophore angeboten, um die strukturellen Anforderungen der Chromophorbindetasche an den
Chromophor zu untersuchen %, 7, *. Dabei wurde fiir Pflanzenphytochrome herausgefunden,
daB einerseits die 3" Ethylidengruppe (Ring A, Abb. 1.3.4) fiir die Kniipfung der Thioether-

t %, zum anderen, dal3 verschiedene Substituenten an anderen Positionen

bindung essentiell is
des A-Rings die spektralen Eigenschaften weitgehend unbeeinfluft lassen, wahrend Modifika-
tionen an den anderen Ringen (B-D) deutlichen Einflu auf die spektralen Eigenschaften
haben konnen ?’. Ein Vertauschen der Vinylgruppe am D-Ring von C,;; nach C; bewirkt

beispielsweise eine Blauverschiebung der Ps-Form *¢, %,

1.4 Die Bacteriophvtochrome

Die meisten prokayontischen Signaltransduktionswege bestehen aus einem Phosphotransfer-
system, das sich aus zwei funktionell konservierten Einheiten zusammensetzt, einer Sensor-
histidinkinase und einem Response-Regulator (Zwei-Komponentensystem). Die Histidinkinase
(Transmittermodul) autophosphoryliert nach dem Wahrnehmen eines Stimulus an einem
Histidinrest. Diese aktivierte Phosphatgruppe wird anschlieBend auf einen Aspartatrest des
Response-Regulators (Receivermodul) iibertragen (Transphosphorylierung). Ein weiteres
Kennzeichen dieser Systeme ist, dal Histidinkinasen sehr oft als Homodimere fungieren,
wobei die ATPase Untereinheit des einen Monomers das Histidin der Phosphoakzeptordoméne
des jeweils anderen Monomers phosphoryliert. Die Spezifitit dieser Signaltransduktionskette
ist dabei oft eine Mischung aus reizabhingiger Phosphorylierung und veridnderter Affinitdt der
phosphorylierten Histidinkinasedoméne zum Response-Regulator. Die Phosphorylierung des

Response-Regulators bewirkt eine konformelle Anderung desselben, sodaB3 darauthin Protein-
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Protein Interaktionen mit anderen Komponenten der Signaltransduktionskette stattfinden
konnen. Dies kann iiber eine sog. Outputdomine des Response-Regulators stattfinden oder
durch direkte Interaktion des Receivermoduls mit anderen Proteinen. Dieses allgemeine Sche-
ma existiert mit seinen modularen Einheiten in vielen verschiedenen Abwandlungen ¥, ', %!,

Die Verbreitung des Zweikomponentensystems ist nicht auf das Prokaryotenreich
beschriankt (wie frither angenommen wurde), auch in Pflanzen und Tieren wurden solche
Systeme mittlerweile entdeckt ', 1%,

Die meisten bisher charakterisierten Bacteriophytochrome, namentlich psBphP aus
Pseudomonas aeruginosa *°, Cphl aus Synechocystis ', und CphA und CphB aus Calothrix
14 interagieren mit Response-Regulatoren des CheY-Typs und fungieren als lichtabhidngige

Zweikomponentensysteme (folgende Kapitel).

1.4.1 Cyanobakterielle Phytochrome, CphA und CphB
Neben Cphl aus Synechocystis PCC6803 wurden bisher lediglich zwei weitere Phytochrome

aus Cyanobakterien detaillierter auf Proteinebene untersucht, CphA und CphB aus Calothrix
PCC7601. Diese beiden besitzen in ihrem Operon die Response-Regulatoren RepA und RepB
(siche Anhang) ', beides zu CheY homologe Proteine, deren Kristallstruktur kiirzlich gelost
werden konnte (C. Benda et al., eingereicht). Sie bilden damit zwei klassische Zweikompo-
nentensysteme (Abb. 1.3.1 B). Bisher konnten diesen beiden Systemen jedoch keine physio-
logischen Antworten zugeordnet werden. Eine Deletion von CphA oder CphB in Fremyella
diplosiphon zeigte lediglich sehr geringfiigige Verdnderungen im Pigmentierungsmuster dieses
Organismus (N. Tandeau de Marsac, vorldufige Untersuchungen).

Wihrend CphA in der Chromophorbindedoméne das in Pflanzen konservierte Cystein
als Chromophorbindestelle besitzt und in vitro den Chromophor PCB autokatalytisch kovalent
einbaut, stellt CphB ein typisches Bacteriophytochrom dar, dem dieses Cystein fehlt (Abb.
1.3.5). Es besitzt jedoch, wie alle bisher beschriebenen Phytochrome, das hochkonservierte
Histidin in unmittelbarer Nachbarschaft zum Cystein und zeigte in bisherigen Studien eine
nicht-kovalente Inkorporation von PCB und BV '7. Der natiirliche Chromophor dieser beiden
Phytochrome ist nicht bekannt.

Die PCB-Addukte der cyanobakteriellen Phytochrome zeigen eine dem Pflanzensystem
entsprechende Hellrot / Dunkelrot Photokonversion, eine in der P-Form erhohte Autophos-
phorylierungsaktivitit sowie eine P, spezifische Transphosphorylierungsaktivitidt auf ihren
jeweiligen Response-Regulator. Die Transphosphorylierung von CphA und CphB ist sehr spe-
zifisch, eine Phosphatgruppeniibertragung von CphA auf RcpB oder von CphB auf RcpA
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findet nicht statt, zudem besitzen weder CphA noch CphB eine Phosphataseaktivitit gegen-
iiber RepA und RepB '™,

Mit PCB in vitro assembliertes CphA weist Absorptionsmaxima von 663 nm und 707
nm flr die P,- bzw. Pg-Form auf (dhnlich Cphl aus Synechocystis), wohingegen das PCB
Addukt von CphB Absorptionsmaxima von 686 nm und 734 nm besitzt. Der Unterschied von
etwa 30 nm beruht offensichtlich auf der Tatsache, dal3 die Doppelbindung der 3" Ethyliden-
gruppe bei CphB durch die fehlende Thioetherverkniipfung intakt bleibt, was bisher als weiter-
es Indiz fiir eine nicht-kovalente Bindung des Chromophors in CphB gewertet wurde.

Im Falle von Cphl wurde, wie bereits erwdhnt PCB als natiirlicher Chromophor identi-
fiziert, es hat P,-Pi Absorptionsmaxima von 656 nm bzw. 703 nm. Bei Cphl wurde auflerdem
festgestellt, dal BV nicht als Chromophor eingebaut werden kann. Auch bei Cphl findet die
Autophosphorylierung und die Transphosphorylierung auf den Response-Regulator Repl
bevorzugt in der P,-Form des Proteins statt '**. Diese P, spezifische Aktivitét der cyanobakteri-
ellen Phytochrome bildet einen Gegensatz zum pflanzlichen System, bei dem die physio-
logische Aktivitdt in der Regel von der Ps-Form ausgeht. Bei Cphl / Rcpl wurde weiterhin
eine Regulation der beiden Proteine auf Transkriptionsebene festgestellt ', in Dunkelheit
akkumulieren die Transkripte von cphl und rcpl, wihrend sie im Licht herunterreguliert sind.
Wie bei CphA und CphB sind jedoch bisher keine physiologischen Prozesse aufgeklart wor-
den, an denen Cphl beteiligt ist. Der Deletionsstamm verhélt sich unter allen bisher getesteten
Bedingungen wie der Wildtyp '%.

Beziiglich der Kinetik der P, - Ps Photokonversion wurden im cyanobakteriellen
System bisher die Proteine CphA und CphB aus Calothrix PCC7601 und Cphl aus Synecho-
cystis PCC6803 untersucht "7, 1% 19 Wihrend im Falle von CphB durch die in diesem Protein
schlechte Einbindung des Chromophors PCB lediglich zwei Intermediate aufgelost werden
konnten, wurden bei CphA und Cphl jeweils sechs Intermediate, die jedoch spektral, als auch
beziiglich ihrer Zerfallskonstanten leichte Unterschiede aufweisen, gefunden ', ', Die Daten
zeigen sich im Fall von CphA von der Anwesenheit von ATP (mogliche Autophosphorylie-
rung der Histidinkinasedoméine) oder dem Response-Regulator RcpA ' unbeeinfluBt.
Letzteres zeigt, da3 die Interaktion des Response-Regulators in einer Doméne stattfindet, die

nicht im unmittelbaren strukturellen Zusammenhang mit der Photokonversion steht.

1.4.2 Phylogenetisch entferntere cyanobakterielle Phytochromhomologe

In Fremyella diplosiphon, einem zu Calothrix eng verwandten Cyanobakterium wurde ein Gen
rcaE gefunden, das eine Rolle bei der komplementdren chromatischen Adaption (CCA) spielt

». Dieser Prozef} erlaubt einigen Cyanobakterien, die Ausstattung ihrer Lichtsammelkomplexe
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mit Phycoerythrin (PE, rotes Pigment) bzw. Phycocyanin (PC, griines Pigment) der Licht-
qualitdt anzupassen und auf diese Weise eine anndhernd konstante Photosyntheseleistung zu
erzielen %, "' 2 Das Aktionsspektrum dieser physiologischen Anpassung der Zellen weist
Maxima im griinen (540 nm) und roten (650 nm) Bereich auf '*; was auf die Beteiligung
zweier verschiedener Lichtperzeptionssysteme hindeutet, einen mutmaBlichen Photorezeptor
vom Retinal-Typ fiir die Griinlichtadaption und ein Phytochrom fiir die Rotlichtadaption '".
RcaE weist in seiner N-terminalen Hilfte gewisse Homologie zu Phytochromen auf und besitzt
auch ein Cystein, das fiir eine kovalente Bindung eines Chromophors geeignet wire. Es fehlen
jedoch aufler dem fiir den Chromophoreinbau essentiellen Histidinrest weitere hochkonser-
vierte Aminosduren der Chromophorbinderegion. Bisher konnte noch kein photoaktives RcaE
prasentiert werden. RcaE bildet mit den Proteinen RcaF (einem ,normalen* Response-
Regulator) und RcaC (ein Protein mit zwei Receiver-Domaénen, einer H2-Doméne und einem
DNA-Bindemotiv) einen sog. ,,4-Schritt Phospho-Relay* ', **, eine Abwandlung des Zwei-
komponentensystems. Mutantenanalysen belegen eindeutig eine Beteiligung dieser Proteine an
der Regulation der PE-Expression wihrend der CCA mit RcaE als Photorezeptor .

Das Protein CikA stellt ein weiteres Protein mit schwacher Homologie zu Phyto-
chromen dar: Es besitzt Histidinkinase-Homologie in der C-terminalen Hélfte und ist verant-
wortlich fiir das Stellen der circadianen Uhr in Synechococcus elongatus »

In Synechocystis kommt neben Cphl ein weiteres Protein mit einer N-terminalen
Phytochrom-Doméne und einer weiteren C-terminalen GAF Doméne vor. Es besitzt keinerlei

Histidinkinase-Doméne. In in vitro Studien konnte in Cph2 eine Assemblierung mit PCB und
P®B belegt werden, allerdings zeigte nur die N-terminale Doméne die phytochromtypische
Photochemie @, *. Dieses Protein spielt bei der Blaulicht-Phototaxis eine Rolle '*.

Das ebenfalls in Synechocystis entdeckte Protein PlpA (,,phytochrome like protein‘)
besitzt, wie im Fall von CikA und RcaE eine Phytochrom-homologe Doméne, die im unmittel-
baren Bereich der Chromophorbindestelle etliche konservierte Aminosdurereste vermissen
1aBt. Interessanterweise verlieren PlpA Deletionsmutanten ihre Féhigkeit zu photoautotrophem

Wachstum unter Blaulichtbedingungen *.

1.4.3 Weitere prokaryotische Phytochrome

Die in nicht-photosynthetischen Prokaryoten zu findenden Bacteriophytochrome zeigen alle
eine gute Homologie zur klassischen Chromophorbindedoméine der Pflanzen, ihnen fehlt
jedoch das Cystein. In allen Organismen, in denen Bacteriophytochrome ohne dieses Cystein
gefunden wurden, ist eine Him-Oxygenase das einzige Enzym der Chromophorbiosynthese,

das zudem oft in einem Operon mit dem Bacteriophytochrom liegt. Eine Co-Expression der
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Ham-Oxygenase von Deinococcus radiodurans mit dem entsprechenden Bacteriophytochrom
in E. coli ergab voll funktionsfdhiges Holoprotein mit Absorptionsmaxima von 698 nm und
750 nm fiir die P,- bzw. Ps-Form . Es ist daher wahrscheinlich, da BV in diesen Systemen
der native Chromophor ist. Als Chromophorbindestelle wurde im Fall von in vitro assem-
bliertem Bphl aus Deinococcus radiodurans (u.a. durch Punktmutagenese) ein hochkonser-
viertes Histidin identifiziert *. Wie auch im cyanobakteriellen System besitzt ein Teil der
Bacteriophytochrome einen Response-Regulator des CheY-Typs in seiner unmittelbaren
Nachbarschaft. Ein solches Zweikomponentensystem aus Pseudomonas aeruginosa wurde
biochemisch charakterisiert. Hier konnte eine Py spezifische Auto- und Transphosphorylierung

festgestellt werden ¥

, was dem Pflanzenmodell entspricht, in dem die Ps-Form die physio-
logisch aktive Form darstellt.
Ein Sonderfall beziiglich des Grundzustands des Phytochroms nach der Assemblierung

im Dunklen stellt das Bacteriophytochrom BrBphP aus Bradyrhizobium dar: es lagert nach
Einbau des Chromophors in die P,-Form (Au.x 676 nm) anschlieBend langsam in die Ps-Form
(Amax 752 nm) um *¥. In seinem C-Terminus weist dieses Protein jedoch keine Histidinkinase
auf, sondern eine PAS S-Box Domaéne. Diese Domiénen sind dafiir bekannt, sowohl Protein-
Protein Interaktionen vermitteln zu kdnnen, als auch auf Anderungen von Sauerstoffkonzentra-
tion oder dem Redoxzustand der Zelle reagieren zu konnen ''¢. Das BrBphP kontrolliert die
lichtabhédngige Expression des Photosystems. Als maximal wirksame Wellenldnge wurde
dabei Licht der Wellenldinge um 750 nm ermittelt, was der Ps-Form des BrBphP entspricht,
und damit die P,-Form des Proteins als die physiologisch aktive Form identifiziert .

Einen weiteren Sonderfall stellt das in Rhodospirillum centenum gefundene Protein Ppr
dar. Es weist neben dem Bacteriophytochrom-typischen Arrangement aus Phytochrom- und
Histidinkinasedomidne im N-Terminus starke Homologien zu PYP (photoactive yellow
protein) auf ', Die Einlagerung eines linearen Tetrapyrrols konnte noch nicht gezeigt werden,
allerdings bindet Ppr kovalent p-Hydroxyzimtsdure, den natiirlichen Chromophor von PYP.
Ppr ist an der blaulichtabhéngigen Regulation der Chalcon-Synthase (ein Enzym der Antho-
cyansynthese) beteiligt, ein Prozef3, der in Pflanzen von Phytochrom und Cryptochrom regu-

liert wird '"7.

1.5 Zum Organismus Calothrix PCC7601

Cyanobakterien repréasentieren eine der facettenreichsten Gruppen der Organismen mit nahezu
ubiquitdrer Verbreitung. Neben der generellen Anpassung einzelner Arten an ihr Habitat
verdanken einige Cyanobakterien ihre hohe Anpassungsfihigkeit an wechselnde Umwelt-

bedingungen der fiir Prokaryoten erstaunlichen Variabilitit ihrer Zellmorphologie ''*. So sind
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1.5 Zum Organismus Calothrix PCC7601 Einleitung

hier neben der Fahigkeit, molekularen Stickstoff zu fixieren, im wesentlichen Anpassungs-
prozesse wie die komplementdre chromatische Adaption (CCA, s.o.), die Bildung von Hormo-
gonien und die Auspriagung circadianer Rhythmik zu nennen. Hormogonien verkorpern eine
transiente Zellform, die im wesentlichen der schnellen Verbreitung und dem Ortswechsel
dienen. Sie zeichnen sich durch das Vorhandensein von Gasvesikeln und Pili aus, die den
Zellen Motilitdt und Auftrieb verschaffen '°. Die Hormogoniendifferenzierung kann durch den
Wechsel der Lichtbedingungen (von Griinlicht auf Rotlicht) induziert werden und ist nach
etwa 24-36 h abgeschlossen. Persistiert die gegebene Belichtung weiterhin, de-differenzieren
die Zellen nach etwa 72 h wieder und es kommt zur CCA ',

Die CCA fiihrt, wie bereits angesprochen, dazu, daB3 die Zellen bei Belichtung mit
grilnem Licht das rote Pigment PE (codiert auf dem cpeBA Operon) in ihren Phycobilisomen
120 anreichern, bei Belichtung mit rotem Licht jedoch zusétzliche griine Pigmente (PC) ein-
bauen. Die PC Untereinheiten werden von drei verschiedenen Operons kodiert: Das cpcl
Operon wird konstitutiv exprimiert, das cpc2 Operon dagegen nur im Rotlicht '*'. Dies ist ein
transienter Prozef, d.h. die vorhandenen Pigmente werden sukzessive von den neusynthetisier-
ten ersetzt, es findet keine aktive Disassemblierung der Phycobilisomen statt. Die Zusammen-
setzung der Phycobilisomen reflektiert daher das Verhiltnis von rotem zu griinem Licht. Das
dritte Operon (cpc3) wird nur unter Schwefelmangel exprimiert, abgesehen von den Chromo-
phorbindenden Cysteinen enthalten diese PC-Untereinheiten keinerlei Schwefel-haltigen
Aminoséuren %,

Das filamentdse im SiiBwasser lebende Cyanobakterium Calothrix PCC 7601 gehort zu
den Vertretern der Nosfocales und besitzt alle o.g. Merkmale. Es kann mit relativ einfachen
Mitteln axenisch gezogen werden, daher eignet es sich als Modellorganismus zur Unter-

suchung lichtabhingiger physiologischer Antworten.
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Ein erreichtes Ziel ist kein Ziel. (H. Hesse)

Das cyanobakterielle System mit CphA und CphB bietet ideale Voraussetzungen, sowohl den
prokaryotischen Phytochrom-Typ (ohne das Cystein als Chromophorbindestelle), als auch den
»Klassischen* Phytochromtyp in einem Organismus zu untersuchen. Da es so gut wie keine
Strukturinformationen iiber Phytochrome gibt, erscheint dieses System ideal geeignet, um
mittels zielgerichteter Punktmutagenese sowohl strukturgebende Aminosduren der Chromo-
phorbindetasche als auch fiir die Bilinlyaseaktivitit wichtige Reste zu identifizieren. Die
Untersuchung ob und welche dieser Aminosduren in direktem Kontakt mit dem Chromophor
stehen, oder welche Reste fiir die Selektivitdt der Phytochrome gegeniiber verschiedenen
Chromophore verantwortlich sind, soll in dieser Arbeit durchgefiihrt werden. Weiterhin soll in
dieser Arbeit die Frage geklart werden, ob, es sich bei dem konservierten Histidin ,,lediglich*
um eine katalytisch aktive Aminosdure handelt, oder ob dieses Histidin tatséchlich eine
transiente (und evtl. persistente) Chromophorbindestelle darstellt.

In der Literatur herrschen widerspriichliche Ansichten iiber die Art der Bindung, mit
der Bacteriophytochrome ihren Chromophor inkorporiert halten. Die Hauptfrage ist dabei, ob
dies auf eine kovalente oder nicht-kovalente Art und Weise geschieht. In dieser Arbeit soll
diesbeziiglich CphB auf seine Fahigkeit, verschiedene Chromophore zu binden, genauer unter-
sucht werden.

Das Cyanobakterium Calothrix PCC7601 ist zur CCA befidhigt und enthélt daher eine
Vielzahl verschiedener moglicher Chromophore. Da iiber die Natur der nativen Chromophore
der Bacteriophytochrome nur wenige Informationen vorliegen, sollten beide Phytochrome im
Cyanobakterium Calothrix PCC7601 zur homologen Expression gebracht werden, um iiber
eine Aufreinigung aus dem ,,Ursprungsorganismus® den Chromophor des jeweiligen Bacterio-
phytochroms zu ermitteln.

Desweiteren sollte die Lichtabhéngigkeit des bislang nur unzureichend charakterisier-
ten CphB/RcpB Zweikomponentensystems aufgekldrt werden, sowie ein Versuch unternom-
men werden, die nichste Komponente dieses Signaltransduktionswegs mittels Protein-Protein

Interaktionsstudien zu ermitteln.
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Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Gerite

- Zentrifugen:

- Photometer:

- Gelsysteme:

- Blotting- Apparaturen:

- Schiittler/Inkubatoren:

- Rithrer/Schiittler:

Eppendorf; Centrifuge 5417 R, Festrotor
Eppendorf; Centrifuge 5417 C, Ausschwingrotor
Eppendorf; Centrifuge 5810 R, Rotor A-4-62

Heraeus Sepateck; Minifuge RF, Ausschwingrotor 3360
Beckmann; L7-55 Ultracentrifuge, Rotoren Ti 60, Ti 45

Beckmann; Avanti™ J-25; Rotoren JLA 10.500 und
JA25.500

Beckmann; Avanti™ J-20; Rotor JLA 8.100

Kontron; TGA-65 Ultracentrifuge

Shimadzu; UV 2401-PC mit TCC-240A Thermoblock
Shimadzu; UV-160 A
Pharmacia Biotech; Gene Quant II

Agarose:

Biometra; Agagel Mini 6,5 x 9 cm

Biometra; Agagel Midi-Wide 20 x 10 cm
Hoefer; MightySlim SX250 PowerSupply
SDS-PAGE, 0,8 mm:

Hoefer; MightySmall SE250

Hoefer; MightySmall Multiple Gel Caster SE200
Hoefer; MightySmall Dual Gel Caster SE245
BioRad; PowerPac 3000 PowerSupply

Hoefer TE Transfer Electrophoresis Unit (Tankblot)
HéamoScan; SemiDryBlot

Zellzucht:

Infors; Multitron HT

New Brunswick Scientific (NBS); Gyrotory G2

NBS; Controlled Environment Incubator Shaker

Memmert; Brutschrank

B. Braun; Fermenter 880 137/1 (12 1 Kulturvolumen)
mit Belichtungsanlage 12x Sylvania GRO-Lux
MPI-Eigenbau

Sonstige:

Boekel; MiniFridge II (Ligationsinkubator)

Heizblock; Eigenbau MPI Biochemie

IKA; Combimag Riihrer

IKA; KS 250 Schiittler

Multipoint HP; Variomag Riihrer
PSI Griinewald; Uber-Kopf-Rotator
LTF Labortechnik; Rocky Wippe
Scientific Industries; Vortex Genie 2
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Material und Methoden

- DNA-Sequenzierautomat:

- Thermocycler:

- Zellaufschluf3;

- FPLC:

- Chromatographie:

- Waagen:

- Autoklaven:

- Elektroporationsgerit:

- Lichtmessungen:

- Begasung:

- Sonstige Gerite:
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Perkin Elmer; ABI Prism 377 DNA Sequencer
Perkin Elmer; GeneAmp PCR System 9700
Biometra; T3 Thermocycler

Aminco; French Pressure Cell Press
Branson; Sonifier 450
Branson; Sonifier Celldisrupter B15

Pharmacia Biotech; AKTA Basic
Pharmacia Biotech; AKTA Explorer
Pharmacia Biotech; SMART System

Pharmacia Biotech; ResourceQ®, 1 ml

Pharmacia Biotech; MonoQ® HR 5/5

Pharmacia Biotech; Superose® 12 HR 3.2/30

Pharmacia Biotech; HiTrap® affinity columns
NHS-activated, 1 ml

Pharmacia Biotech; HiLoad® 16/60 und 26/60
Superdex® 75 und 200 prep grade

Pharmacia Biotech; Columns XK 16 und XK 26

Pharmacia Biotech; DEAE Sepharose® FastFlow

Pharmacia Biotech; HiTrap® Q ion exchange 1 ml

Qiagen; Ni-NTA Superflow Agarose

Sigma; Anti-FLAG® M2 Affinity Gel

Sartorius; BP 2100 S Feinwaage
Mettler; AT 200 Waage

H+P Labortechnik; Varioklav
Melag; Autoklav 23 Tischautoklav

BioRad; GenePulser®

Li-Cor; LI-250 Light Meter
Li-Cor; 190 SA Quantum Sensor

Flaschendruckminderer FMD 502 — 18B
Thomafluid®; KleindurchfluBmesser KDM 65-55650

Bachhofer; SpeedVac Concentrator mit

Vacubrand; RP 12 C Vakuumpumpe

Millipore; MilliQ® Plus PF, Elix3

Heraeus; HA 2448 GS Sterilbank

WTW; pH526 pH-Meter

Colora; UF 85-360 T -80°C Truhe

Phillips; Digital Sound Processing Portable CD-Player
Aktivboxen von Tevion

Handelsiibliche Mikrowellen, Kiihl- und Gefrierschrianke
IBS; Fireboy
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2.2 Chemikalien, Enzvme

2.2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien hatten die Qualititsstufe pro analysi (> 99%). Sie wurden
grofitenteils von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Miinchen) und ICN (USA) bezogen.

Ausnahmen werden im folgenden aufgefiihrt:

- Chemikalie: Hersteller:
Agarose Biozym (Oldendorf)
Bacto-Agar und Bacto-Trypton Difco (Detroit, USA)
Bromphenolblau Serva Feinbiochemica Heidelberg
Coomassie Brilliantblau R-250 Serva Feinbiochemica Heidelberg
Desoxyribonukleotide (ANTPs) Pharmacia Biotech (Freiburg)
Ethanol und Methanol Riedel de Haén
Ethidiumbromid Boehringer Mannheim
Bacto Hefe-Extrakt Difco (Detroit, USA)
IPTG Gerbu
Proteaseinhibitor-Cocktail-Tabletten (EDTA-frei) Roche Diagnostics
Protogel-Losung National Diagnostics
Tetramethylethylendiamin (TEMED) BioRad (Richmond, USA)
Triton X-100 Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Desweiteren wurden Whatman Filterpapiere und Immobilon™-P PVDF Membranen von

Millipore benutzt.

2.2.2 Enzyme und Antikorper

Alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme stammten von New England Biolabs, mit den

folgenden Ausnahmen:

- Enzym: Hersteller:
Pfu DNA-Polymerase Promega, Mannheim
Herculase DNA-Polymerase Stratagene, USA
Ready-To-Go T4 DNA Ligase Pharmacia Biotech
T4 DNA Ligase Gibco BRL
Thrombin Pharmacia Biotech
Lysozym Boehringer Mannheim
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Boehringer Mannheim
- Antikdrper: Hersteller:
Anti-FLAG" Stratagene, USA
Anti-Penta-His, mouse IgG, Qiagen
Anti-Maus, IgG, HRP-Konjugat, 172-1011 BioRad
Anti-His DIA 900 Dianova

Anti-rabbit IgG, Peroxidase-Konjugat A615-4 Sigma (Miinchen)
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2.2.3 Kits

Es wurden die folgenden Kits in dieser Arbeit verwendet:

- verwendetes Kit: Hersteller:
QIAEX® II Gel Extraction Kit Qiagen
Qiaprep® Spin Miniprep Kit Qiagen
Qiaprep® Plasmid Midiprep Kit Qiagen
NucleoSpin® Extract 2 in 1 Kit (Miniprep) Macherey-Nagel
NucleoBond® AR genomic DNA prep Kit Macherey-Nagel
BCA Protein Assay Pierce
TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen
ECL™ Enhanced Chemiluminescence Kit Amersham

BM Chemiluminescence Blotting Substrate (POD) Boehringer Mannheim

2.3 Allgemeine Puffer

- PBS 10x: 81 mM Na,HPO, * 2H,0
17,6 mM KH2P04
1,5 M NaCl
pH 7,4 (andere pH-Werte nach Maniatis)

- TBS 20x: 0,4 M Tris/HCI pH 8,0
3 M NaCl
in 1x optional: 1 mM B-Mercaptoethanol oder DTT
in 1x optional: 1 mM EDTA
in 1x optional: bis 250 mM Imidazol

- PBST, TBST: PBS bzw. TBS mit 0,1% Tween 20
- HBS 20x: 0,4 M HEPES pH 8,0

3M NacCl
- Lysispuffer: TBS

5 mM B-Mercaptoethanol

1 Tablette Protease Inhibitor Complete pro 50 ml
optional: | mM EDTA

optional: 10-40 mM Imidazol

- TE: 10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA

Weitere Puffer sind in den entsprechenden Kapiteln angegeben. lonenstirke (NaCl) und

Additive wurden den Erfordernissen der jeweiligen Chromatographie angepaft.
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2.4 Mikrobiologische Methoden

2.4.1 Bakterienstaimme

Die folgenden Bakterienstimme fanden im Verlauf dieser Arbeit Verwendung:

Stamm Genotyp oder Beschreibung Referenz/Quelle

supE44 dlacU169 (p80 lacZdM15) hsdR17 recAl endAl
gyrA96 thi-1 relAl

123]

E. coli Dh5a [Hanahan,

£ coli HB101 supE44 hsdS20 (r g- m g-) recA13 ara-14 proA2 lacY1 [Boyer, Roulland-

galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 Dussoix, '**]
. Hedges und
E.coliJs3  pro met (A)/RP4 e
E. coli BL21 B F ompT hsdS (r s- m g-) dem™ Tet" gal endA Hte [argU, Stratagene

DE3 RIL ileY, leul, Cam']

rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara ton tsx
dam dem supE44 A(lac-proAB)|F’ traD36 proAB lac? Z  Stratagene
AM15]

E. coli XL1-  A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdMR-mrr) 173 endAl supE44 thi-

E. coli
SCS110

Blue MR [ recAl gyrd96 reldl lac Stratagene
Calothrix sp. Erste Isolation 1952 unter dem Namen Fremyella Institut Pasteur,
PCC7601 diplosiphon. Hormogonien, Proheterocysten, CCA FR

Ff”emy ¢ lla Mutante von PCC7601 mit kurzen Filamenten, keine University O.f
diplosiphon Hormogonien, funktionelle Heter ten, CCA Texas, Austin.
SF33 ormogonien, funktionetle Heterocysten, UTEX 481, USA

2.4.1.1 Das Epicurian Coli-BL-21-CodonPlus™ RIL Expressionssystem

Die effiziente Expression heterologer Proteine in E. coli wird oft durch die Seltenheit be-
stimmter tRNAs eingeschrinkt, die im Ursprungsorganismus in hoherer Konzentration
auftreten. Dies ist durch unterschiedliche Codonbenutzung der verschiedenen Organismen
begriindet. Durch Fehlen dieser tRNAs wird eine hohe Expression begrenzt. In den BL-21-
Codonplus™-RIL Stimmen sind im Genom zusétzliche Kopien der Gene fiir folgende tRNAs
eingefligt, um deren Verfligbarkeit zu erhohen: AGA-tRNA*%; AGG-tRNA™¢; AUA-tRNA™
und CUA-tRNA™. Desweiteren fehlen dem Epicurian-Coli-Stamm zwei Proteasen, die
rekombinante Proteine abbauen konnten. Die Transformationseffizienz ist erhoht, da die Bak-
terien defizient in der Endonuclease I sind, was den Abbau von eingebrachter DNA minimiert.
Der Stamm besitzt eine Chloramphenicol-Resistenz, daher wurde den Expressionskulturen

30 pg/ml Chloramphenicol zugesetzt.
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2.4.2 Nihrmedien, Antibiotika

2.4.2.1 Medien fir Cvanobakterien

- GN (Standardmedium): .. NaNO; .. LSgh .. 17,65 mM

KoHPO, *3 H,O 0,04 g1 0,18 mM
MgSO, * 7H,O . 0,075 g/1 . 0,3 mM
CaCl, * 3 H,O 0,036 g/1 . 0,25 mM
Zitronensdaure 0,006 g/l . 0,03 mM
Na,CO; 0,04 g1 0,38 mM
Eisenammoncitrat 0,006 g/l 0,03 mM
TMM (s.u) ... 1 ml pro Liter

pH nach Autoklavieren auf 7,4 einstellen

1000x

Konzentration der Einzelsubstanzen hergestellt werden. Wenn mit 2% CO, begast wurde,

Eine 10x Konzentration GN ist moglich, Stammlésungen konnen in der

wurden 5 mM NaHCO; aus einer 1 M Stammlosung (sterilfiltriert, Lagerung bei 4°C)

zugegeben. Fiir die Fermenteranzucht wurde 5 mM Phosphatpuffer [1 M] pH 7,5 zugegeben.

- TMM (Trace Metal Mix):

- GO:

- Tester-Platten:

- GN-Platten:

- Mating-Platten:

2.4.2.2 Medien fir E. coli

- LB (Luria Bertami)-Medium:
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2,86 g/l
1,81 g/l
0,222 g/1
0,390 g/1
0,079 g/1
0,049 g/1
GN ohne NaNO;
GN mit 0,02% (w/v) Casaminoséuren (Difco)
0,2% (w/v) Glucose
5% (v/v) LB Medium

1,5% (w/v) Agar (Difco)

2x GN und Agar (1,6% (w/v) gewaschener Agar, Sigma
A-8678) getrennt autoklavieren, GN vor dem Mischen
gut riihren

GN mit 5% (v/v) LB Medium
0,8% (w/v) gewaschener Agar, Sigma A-8678)

Bacto Hefe-Extrakt  0,5%
Bacto Trypton 1%

NaCl 1%

fiir Platten 15 g/l Agar
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- TB (Terrifiv Broth)-Medium: Bacto Hefe-Extrakt 2,4%
Bacto Trypton . 1,2%
Glyzerin (87%) ... 4,6 ml/l Medium
Ansatz zundchst auf 900 ml mit H,O auffiillen,
autoklavieren.

Zugabe von 100 ml autoklaviertem Phosphatpuffer [IM]
ad 100 mM KH,PO./K,HPO,-Puffer pH 7,5

- SOB-Medium: Bacto Hefe-Extrakt _ 0,5%
Bacto Trypton . 2%
NaCl 10 mM
KCl 5 mM
autoklavieren, steril zugeben:
MgCl 10 mM
MgSOu .o 10 mM

- SOC-Medium: SOB mit 20 mM Glucose

2.4.2.3 Antibiotika. Antimycotica (Mycostatika)

Angegeben sind die 1000x Konzentrationen der Stammldsungen, Lagerung bei -20°C:

- Kanamycin: 50 mg/ml in H,O
fiir Calothrix 35 mg/ml
- Neomycin: 25 mg/ml in H,O
- Ampicillin: 50 mg/ml in H,O
- Chloramphenicol: 30 mg/ml in Isopropanol
- Nystatin: 50 mg/ml in H,O
keine Lagerung, frische Zugabe der Suspension
- Amphotericin B: 25mg/ml . in DMSO

2.4.3 Anzucht von Calothrix PCC7601 und Fremyella diplosiphon

Zur Anzucht von Cyanobakterien wurden 50-5000 ml Erlenmeyerkolben mit atmungsaktiven
Stopfen versehen und zum Teil mit Pipetten zur Begasung mit 2% CO, (in synthetischer Luft)
ausgestattet. Die Inkubation erfolgte unter mildem Riihren auf Magnetriihrern bei Raumtem-
peratur oder bei 30°C unter Belichtung mit Sylvania GROLUX F18W/GRO Leuchtstoffrohren
mit Lichtintensititen zwischen 20 und 35 pE/m?s. Das verwendete GN-Medium wurde bei Be-
darf mit 10 mM HEPES-Puffer pH 7,5 gepuffert. Beim Uberimpfen unter der Sterilbank wurde
je ein Tropfen der alten und der frisch angeimpften Kultur als Prozessierungskontrolle auf
Testerplatten aufgebracht. Diese wurden im Dunklen bei 30°C inkubiert. Verunreinigungen
mit fremden Mikroorganismen wurde mit Mycostatika (bei Pilzen) oder mehrfache Passagie-

rung in frische Kulturen bzw. GN-Platten begegnet. Filtrationsversuche mit 25 um Filtern
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schlugen fehl. Der Einsatz von Mikromanipulatoren (wenn vorhanden) wird empfohlen. Die
Kontrolle der optischen Dichte erfolgte bei 750 nm, da diese Wellenlinge auBlerhalb des
Absorptionsbereichs von Chlorophyll A (Chla) liegt und Schwankungen im Chla-Gehalt der

Zellen die Messung der Zelldichte daher nicht beeiflussen kénnen.

2.4.4 Fermenteranzucht von Calothrix und Fremyella diplosiphon

Die Wachsumsbedingungen von Calothrix wurden, soweit wie mdglich auf das Fermenter-
System iibertragen, d.h. es wurde sichergestellt, da3 die Wachtumstemperatur 30°C nicht iiber-
stieg, und daB die Emissionsspektren der Beleuchtung den Empfehlungen des Pasteur-Instituts
entsprach (s.0.). Die zur Begasung der Kultur in Kleinansidtzen verwendeten 2% CO, in
synthetischer Luft wurden durch sterilgefilterte Pressluft ersetzt. Weiterhin war es nétig, das
GN-Medium zu puffern, hier zeigte sich Phosphatpuffer gegeniiber dem empfohlenen HEPES-
Puffer dahingehend iiberlegen, dall mit Phosphatpuffer ein schnelleres Wachstum der Zellen
beobachtet werden konnte. Die physiologischen Auswirkungen des auf diese Weise verdnder-
ten Phosphatstoffwechsels von Calothrix wurden fiir den Hintergrund der Expression von
CphBcy auBer acht gelassen. Bei der Zugabe von Schaumregulatoren zeigten sich die Zellen
gegeniiber Produkten auf Silikonbasis tolerant. Als Mycostatika wurden Nystatin und Ampho-
tericin B in den vom jeweiligen Hersteller empfohlenen Konzentrationen eingesetzt. Proben-
entnahme und pH-Kontrolle erfolgte iiber sterile Septen des Fermenters.

Die Zellernte erfolgte bei 15000g und 4°C fiir 10 min im JLA 10.500 Rotor. Das so
erhaltene ,,Pellet” (Calothrix pelletiert sehr schnell zu einem relativ weichen Pellet) wurde
vorsichtig mit sterilen Pipetten abpippettiert und in Falcon Tubes fiir 5 min bei 2000 rpm in
der Heraeus Sepatech Minifuge RF bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand kann dann
abgetrennt werden. Bei Verunreinigungen mit dem Konjugationspartner (E. coli) wurden die
Zellen so oft mit GN-Medium gewaschen und pellettiert, bis der Uberstand keine Eintriibung

durch E. coli Zellen mehr zeigte.

2.4.5 Triparentale Konjugation

Die Transformation von Calothrix bzw. Fremyella diplosiphon kann entweder {iber Elektro-
poration stattfinden, wobei diese Methode fiir die Zellen einen hoheren Stress bedeutet (N.
Tandeau de Marsac, pers. Mitteilung), oder mittels triparentaler Konjugation erreicht werden
126'

Das Plasmid RP4 ist ein 57 kb IncP Plasmid aus dem Gram-negativen Bakterium
Pseudomonas, das u.a. fiir einen ,,broad host range* Konjugationsapparat kodiert. Dieser wird
bendtigt, um mit anderen Gram-negativen in Kontakt zu treten ', Soll ein Plasmid (Ziel-

plasmid) durch RP4 mobilisiert werden, miissen zwei Pramissen erfiillt sein: Das Zielplasmid
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mulB eine ,,bom-site enthalten (auch oft oriT genannt), und es muB ein ,,mob-Gen* anwesend
sein. bom ist die ,,basis of mobilisation®, die Erkennungssequenz fiir das mob Genprodukt, ein
,nicking Enzym, das einen fiir die Ubertragung des Zielplasmids notwendigen Einzelstrang-
bruch katalysiert. Bei RP4 Plasmiden, die zur Mobilisierung von Zielplasmiden benutzt
werden, fehlt die bom-site und das mob-Gen, damit sie selbst im Verlauf der Konjugation nicht
iibertragen werden konnen. Im Zielplasmid ist die bom-site enthalten, nicht aber das mob-Gen.
Letzteres wird im Fall der triparentalen Konjugation mittels eines dritten Plasmids, dem sog.
Helferplasmid, bereitgestellt. So ist sichergestellt, dal das tibertragene Zielplasmid nicht ohne
weiteres durch ein spiteres Konjugationsereignis den Empfangerorganismus wieder verlassen
kann. Im Falle der in dieser Arbeit verwendeten Konjugationen enthielten die verschiedenen
Helferplasmide z.T. zusétzliche Methylasegene fiir die Erkennungssequenzen der Restriktions-
enzyme Sphl, Avall und Fspl, um einer Restriktion des Zielplasmids durch das Cyanobak-
terium entgegenzuwirken '*°, '5'. Calothrix (und viele andere Cyanobakterien, wie Anabaena
sp., Fremyella diplosiphon und Nostoc sp.) besitzen Endonukleasen fiir diese Restriktions-
schnittstellen, was eine erfolgreiche Konjugation extrem erschwert '*, sofern diese Schnitt-
stellen im Zielplasmid vorhanden sind und nicht durch die entsprechende Methylase geschiitzt
wurden. Zur Durchfiihrung der Konjugation:

Tag -3:
- Ansetzen der Calothrix-Kultur in ca. 40 ml GN-Medium, Begasung (2% CO, in
synthetischer Luft), 30°C

— Transformation des zu transferierenden Plasmids in den Helferstamm.
Tag -1:
- E. coli-Vorkulturen in 6 ml LB Medium mit entsprechenden Antibiotika, 37°C, 250 rpm

Tag 0, Transformationstag:
- E. coli Kulturen 1/40 verdiinnen und 3 - 4 h (max.) bei 37°C wachsen lassen. (verwendetes
Volumen: 1,5 ml plus 0,75 ml fiir jeden Ansatz)

-~ 10 min 5000 rpm RT abzentrifugieren, Pellet in LB ohne Antibiotikum aufnehmen
- Helfer-Coli (H) und RP4 1:1 mischen (ergibt 750 ul H + 750 ul RP4 und je 750 pl einzeln)
— 1 min 5000 rpm RT abzentrifugieren, Pellet in 60 pul LB ohne Antibiotikum aufnehmen

- Calothrix: OD7s ca. 0,7 - 0,8; 20-fach ankonzentrieren (zentrifugieren), Filamente
verkiirzen (10-20 mal durch eine schmale sterile Kaniile pumpen), aliquotieren und erneut
abzentrifugieren (10 - 15 min, 12000 rpm, 25°C)

— Pellet in 60 ul GN-Medium aufnehmen

- Konjugationsplatten: 1 Tropfen der Cyanokultur auf Testerplatte als Prozessierungs-
kontrolle

- sterile Nitrocellulosefilter (Milipore HATF 08250, 0,45 p, 82 mm) auf Mating-Platten

- Dots: je 5 ul/Stamm: Cyano; Cyano + Helfer; Cyano + RP4; Cyano + Helfer + RP4 (mit
verschiedenen Cyano-Verdiinnungen)

- Platten bei 30°C, 6 - 7 uE/m?s inkubieren
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Trafotag + 2: nach 48 h Filtertransfer auf GN Platten ohne LB mit Antibiotikum.

Trafotag + 8 bis 9: Lichtintensitit erhdhen, in den nichsten Tagen Wachstum beobachten,
rechtzeitig in Flissigkulturen iiberimpfen (die Platten sollten nicht austrocknen und die
Kulturen sollten eine satte, tiefgriine Farbe haben). Anmerkung: Die Transformationseffizienz
von Calothrix PCC7601 ist sehr schlecht, es lohnt sich, mehrere Ansétze parallel zu kon-

jugieren.

2.4.6 Plasmid ,,Rescue* aus Calothrix

Zur Verifizierung der erfolgreichen Transfers der Plasmide in Calothrix wird eine geringe
Zellmenge (5-15 ml einer Kultur mit einer ODssp von 0,5) anzentrifugiert und mittels
Sonifizieren (Microtip Stufe 5, 15 s ungepulst) aufgeschlossen. Die Zelltriimmer werden bei
10000 rpm in der Eppendorfzentrifuge pelletiert. 5 pl des Uberstands werden per Elektropora-
tion in E. coli transformiert. Von zufillig ausgewéhlten Kolonien werden Plasmidisolationen
durchgefiihrt, die im Anschlufl eine Identifikation der Plasmide durch Restriktionsverdau,

analytische PCR oder Sequenzierung ermoglichen.

2.4.7 Phycobiliproteinbestimmung

Zur Bestimmung des Phycobiliproteingehalts von Calothrix und Fremyella diplosiphon wurde

t 128, Hierzu werden

die von Tandeau de Marsac und Houmard beschriebene Methode eingesetz
4 ml Cyanobakterium-Kultur (mit einer OD7s, von etwa 0,5) abzentrifugiert, das Pellet mit
4 ml 20 mM pH 5,5 Natriumacetat, 3 mM NaN;, 10 mM EDTA versetzt und ein Zellaufschluf3
durchgefiihrt. Die Zelltriimmer werden in einer Eppendorfzentrifuge bei 4°C 10000 rpm fiir 10
min abzentrifugiert und der Uberstand mit 1% (w/v) Streptomycinsulfat versetzt und erneut
bei 4°C 10000 rpm fiir 15 min anzentrifugiert (dies dient der Entfernung Chlorophyll A-
haltiger Membran-Micellen). Der Uberstand kann anschlieBend spektrometrisch vermessen
werden.

Dabei errechnet sich der Gehalt der Probe an Phycocyanin (PC), Allophycocyanin (AP) und

Phycoerythrin (PE) in mg/ml nach den folgenden Gleichungen:

OD 5, —0.19- OD,,

(b ar= 5.65
_ OD,,—0.7- ODs,
@ ks 7.38
3) [PE]:OD565_2-8‘[PC]—1.34‘[AP]

12.7
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2.4.8 Herstellung elektrokompetenter E. coli

Eine Vor-Vorkultur (50 ml LB) wird mit dem gewiinschten E. coli-Stamm angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Aus dieser Kultur wird die eigentliche Vorkultur
(50 ml LB) angeimpft. Dieser Schritt dient zur Entfernung etwaiger Glyzerin- oder DMSO-
Reste des Ausgangsmaterials. Die Hauptkulturen (600 ml SOC in 2 1 Schikanekolben) werden
mit 6 ml der Vorkulturen angeimpft und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer ODgy von 0,5 bis
0,8 (logarithmische Phase) geschiittelt.

Die weiteren Schritte erfolgen auf Eis. Die Kultur wird in sterilen GefdB3en bei 4°C und
3000 rpm im JLA 10.500 Rotor fiir 15 min abzentrifugiert. Die Pellets werden dreimal mit
eiskaltem 10%igem Glyzerin gewaschen. Der erste Waschschritt erfolgt mit 100% des Aus-
gangsvolumens, der zweite mit 50% und der dritte mit 10% des Ausgangsvolumens. Das Pellet
wird dann in 250-500 pl 10% Glycerin resuspendiert und aliquotiert. Die Lagerung erfolgt
nach Einfrieren in fliissigem Stickstoff bei -80°C. Ein Aliquot wird zur Kontrolle auf die

gingigen Antibiotika-Platten ausgestrichen.

2.4.9 Transformation von E. coli

2.4.9.1 Elektroporation

50 pl der elektrokompetenten Bakterien werden mit 5 pl plasmidhaltiger Losung (Ligationsan-
satz, 0,1-1 pl bei superspiralisierten Plasmiden) gemischt und in eine BIORAD Genepulser-
Kiivette (2mm Elektrodenabstand) iiberfiihrt. Zur Kontrolle wird ein Ansatz mit 5 pl sterilem
Wasser elektroporiert. Diese Kiivette wird mit einem BIORAD Genepulser einem Strompuls
mit 1,5 kV bei 800 Q ausgesetzt. Direkt danach wird die Kiivette mit 750 pl eisgekiihltem LB-
Medium (ohne Antibiotikum) aufgefiillt. Typische Abklingzeiten liegen bei 7-14 ms, bei
kiirzeren Abklingzeiten sowie bei Ligationen wurde aufgrund der herabgesetzten Transforma-
tionseffizienz statt lediglich 50-200 pl der gesamte Ansatz nach der phénotypischen

Expression ausplattiert.

2.4.9.2 TSS-Transformation

Diese Methode eignet sich aufgrund ihrer geringen Effizienz ausschlieflich fiir die Trans-
formation intakter Plasmide. Der Vorteil dieser Methode ist die schnelle und unkomplizierte
Handhabung und die Tatsache, da3 keine vorbereiteten E. coli Zellen dafiir bendtigt werden.
Sie funktioniert mit Zellen, die von Platten geerntet werden, sowie mit allen chemisch- und
elektrokompetenten Zellen.

Ein kleines Pellet einer Tageskultur oder anderer E. coli Zellen wird mit 1-2 ul Plasmid

vermengt und auf Eis gestellt. Dann wird 100 pl kalte (4°C) TSS-Losung zugegeben und
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gemischt. Nach 30 min auf Eis erfolgt die Zugabe von 500 ul LB (erwédrmtes LB erhoht die
Effizienz etwas). Nach der phinotypischen Expression (30 — 60 min bei 37°C) erfolgt der
Ausstrich auf Antibiotikaplatten.

- TSS-Losung: LB mit:
PEG 6000 /8000 10% (wW/v)
DMSO 5% (v/v)
MgSOs o 50 mM

PpH 6,5, sterilfiltrieren, evtl. erwdrmen

2.4.10 Herstellung von Dauerkulturen

2.4.10.1 FE. coli

Um Dauerkulturen von E. coli zu erhalten, wurde eine Tageskultur in LB-Medium angezogen
und mit dem gleichen Volumen 87% Glyzerin gemischt. Die in fliissigem Stickstoff einge-

frorenen Kulturen wurden bei -80°C gelagert.

2.4.10.2 Cyanobakterien

Fiir Dauerkulturen von Calothrix oder Fremyella diplosiphon wurden entweder direkt ankon-
zentrierte Zellpellets verwendet und eingefroren, oder stark ankonzentrierte Kulturen wurden
mit 5% (v/v) Methanol und 8 % (v/v) DMSO versetzt und nach Einfrieren in fliissigem Stick-
stoff bei -80°C gelagert.

2.4.11 Heterologe Expression

Mit durchsequenzierten Ziel-Plasmiden werden elektrokompetente Epicur-Zellen durch Elek-
troporation transformiert. Nach einer Nacht bei 37°C werden von einzeln pickbaren Klonen
25ml LB-Amp bzw. LB-Kan Fliissigkulturen angeimpft und iiber Nacht bei 37°C bei 300 rpm
geschiittelt. Am nichsten Tag werden mit diesen Ubernachtkulturen je 2,5 1 TB-Medium (mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum) angeimpft. Die TB-GroBkulturen wurden bei 18°C-
37°C (je nach Protein) und 120-150 rpm in 5 I-Schikanekolben kultiviert und wurden nach
Erreichen einer ODgo von ca. 0,8 mit 1 ml [IPTG-Lésung [0,4 M] pro Liter Kultur induziert.
Nach weiteren 2-16 h Expression werden die Kulturen durch Zentrifugation (Smin bei 17000g
und 4°C) geerntet und zur Lagerung in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —20°C

gelagert.
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2.4.12 Zellaufschluf

24.12.1 E. coli

a) Mittels French Press: Gefrorene Zellpellets bis 15 g Feuchtgewicht wurden in 25 ml Lysis-
puffer resuspendiert, mit einer Spatelspitze Lysozym und einer Spatelspitze DNAsel versehen
und in der gekiihlten French Pressure Cell bei einem Druck von 1100 psi durch einmalige
Passage aufgeschlossen. Die Zellriickstinde wurden bei eine Stunde bei 100000g und 4°C
(45000 rpm im Ti60 Rotor) ultrazentrifugiert und der sterilfiltrierte Uberstand chromato-
graphischen Methoden zugefiihrt. Fiir spezielle Anwendungen wurde der Lysispuffer der ver-
wendeten Methode angepaBit (fiir Anionentauscher NaCl-frei, fiir Ni-NTA mit 10 mM
Imidazol und ohne EDTA, fiir Koppelungen an NHS-aktiviertes Sédulenmaterial diente HBS
als Lysispuffer-Grundlage).

b) Mittels Sonifizieren: Alle Schritte erfolgten analog zu a) mit der Ausnahme, daB fiir
den ZellaufschluB3 eine Macrotip auf Stufe 7 mit 50% Puls eingesetzt wurde. Zwischen den
drei Beschallungseinheiten a 90 Sekunden wurde die Temperatur der Probe gepriift und die

Pausen der auf Eis befindlichen Probe den Notwendigkeiten angepalt.

2.4.12.2 Cyanobakterien

Fiir Cyanobakterien wurde in dieser Arbeit der Aufschlull mittels French Press wie fiir E. coli
bereits beschrieben durchgefiihrt, da, wie mikroskopische Untersuchungen ergaben, diese
Methode im Vergleich zum Sonifizieren wesentlich bessere Ergebnisse zeigte. Nach der Ultra-
zentrifugation folgten noch ein bis mehrere Zugaben von Streptomycinsulfat zum Uberstand
mit erneutem Zentrifugieren (hierdurch werden restliche Membranbestandteile abgetrennt), bis
kein weiteres Pellet mehr erhalten wurde. Der letzte Uberstand wurde anschlieBend steril-

filtriert weiterverarbeitet (Dialyse, Chromatographie, Konzentration).

2.5 Verwendete Vektoren

2.5.1 Der pMEX 8 -Vektor
Das pMEX-Plasmid ist ein Expressionssystem der Firma MoBiTec (Gottingen). Das pBR322-

Derivat enthilt eine multiple cloning site (MCS) mit 18 Restriktionsschnittstellen und einen
tac-Promotor mit einem lac-Operator. Die Schnittstellen sind so angeordnet, da3 vor dem ein-
gefligten Gen im gewlinschten Leseraster ein Startcodon entstehen kann. In der Region nach
dem eingefiigten Gen steht in jedem Raster ein Stopcodon. Zusétzlich sind ein Replikations-

ursprung und eine Ampicillinresistenz zur Selektion (b/a-Gen) enthalten.
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2.5.2 Der pET28a (+) -Vektor
Der pET28-Vektor der Firma Novagen (Madison, USA) enthélt einen T7-Promotor kombiniert

mit einem lac-Operator sowie wahlweise, abhéngig von der Wahl der Klonierungsschnitt-
stellen ein N- bzw. C-terminales His(6)-tag. Hinter der MCS ist ein T7-Terminator lokalisiert.
Der N-terminale His(6)-tag ist durch die Erkennungssequenz der Thrombinprotease von der
MCS getrennt. pET28 enthilt weiterhin eine Kanamycinresistenz, den lac-Repressor (lacl) und
den ColE1 Replikationsursprung. Dieser Vektor bildet mit den Epicurian coli BL-21-Codon-
Plus™ RIL, welche die T7 Polymerase genomisch unter lacl Repressor-Kontrolle kodieren, ein

feinregulierbares Expressionssystem.

2.5.3 Der TOPO pCR2.1° -Vektor

Dieser kommerzielle Vektor der Firma Invitrogen ist fiir das schnelle Einklonieren Taq-PCR-
amplifizierter DNA-Fragmente optimiert. Dies beruht auf zwei Besonderheiten:
- Der gelieferte, offene Vektor hat 3'-T-Uberhinge, die mit den von der Taq-Polymerase
obligatorisch angehiingten 5'-A-Uberhiingen als klebrige Enden reagieren
- In der Plasmidlosung befindet sich Topoisomerase I, die bei durch negative Super-
spiralisierung gehemmter Ligation diese relaxiert.
Zur Selektion sind Kanamycin und Ampicillin-Resistenzen im Vektor kodiert. Zusétzlich ist
das lacZ Alpha-Komplement in die MCS eingearbeitet, was ein Blau-Weill Screening
ermOglicht (die Platten wurden dann mit X-Gal (40 pl, 20 mg/ml in DMSO) und IPTG (4 pul,
200 mg/ml) behandelt). Die Durchfiihrung der TOPO-TA Klonierung folgte dem Protokoll des
Herstellers. Das Selektionsantibiotikum wurde so gewihlt, dal nicht auf verunreinigende
Template Plasmide aus der PCR-Reaktion selektiert wurde.
Diese Methode funktioniert nicht mit von Pfu Polymerase generierten Fragmenten.
Sollte eine TOPO Klonierung solcher Fragmente unerldBlich sein, muf3 die Pfu Polymerase
zunédchst durch Ethanolfillung oder Gelextraktion entfernt werden, bevor das Fragment mit
2,5 U Taq Polymerase, dem entsprechenden Taq-Puffer und 1,25 mM ATP fiir 30 min bei

70°C inkubiert werden kann.

2.5.4 Shuttle-Vektoren

Die in dieser Arbeit verwendeten (generierten) Shuttle-Vektoren werden in Kap. 3.3.3 ein-
gehender besprochen. Das Plasmid pPL2.7 wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um
N. Tandeau de Marsac, Institut Pasteur, Paris, bereitgestellt. Die Plasmide pBQ7, 9, 10 und 11
stellen pET28a Derivate dar, die den cyanobakteriellen Replikationsursprung aus pPL2.7 ent-
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halten, und mit einem tac-Promotor ausgestattet wurden. All diesen Plasmiden ist gemein, daf}

sie keine Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen Fispl, Sphl und Avall besitzen.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Klonierungstechniken

2.6.1.1 Restriktionsverdau

Sédmtliche restriktionsendonukleolytischen Spaltungen wurden mit Enzymen und Puffern von
New England Biolabs (NEB) durchgefiihrt. War ein Doppelverdau in einem Puffer unvorteil-
haft (wenn die Enzyme nach Herstellerangaben eine Aktivitit von kleiner 75% im verwende-
ten Puffer zeigten), wurde das DNA-Fragment iiber Ethanolfdllung oder Gelextraktion auf-
gereinigt und sequentiell verdaut. Fiir methylierungssensitive Schnittstellen wurde Plasmid-
DNA von Plasmid-Priparationen aus E. coli SCS110 oder E. coli XL1 Blue MR verwendet. Es
wurde darauf geachtet, dal die Enzyme weniger als 1/10 des Reaktionsansatzvolumens
beitrugen, um negative Effekte des Glyzerins aus dem Lagerungspuffer der Enzyme aus-
zuschlieBen. Der Verdau erfolgte im Heizblock bei der fiir das Enzym empfohlenen Tem-

peratur. Bei Bedarf erfolgte eine Hitzeinaktivierung fiir 10 min bei 75°C.

2.6.1.2 Herstellung glatter Enden

a) Auffiillen von 5’-liberhdingenden Enden: 5’-liberhdngende Enden wurden mit dem
(groBBen) Klenow-Fragment (NEB) durchgefiihrt. Zu 20 pl Restriktions-Ansatz werden 0,6 pul
dNTP-Mix [1,25 mM] (entspricht 33 uM im Ansatz) und 5U Klenow gegeben. Der Ansatz
wird fiir 15 min bei 25°C inkubiert, anschlieend zur Deaktivierung mit 0,4 pul 500 mM EDTA
(= 10 mM im Ansatz) versetzt und fiir 10 min auf 75°C erhitzt, falls das Klenow-Enzym nicht
durch einen folgenden Schritt (Gelextraktion, Ethanolfdllung) abgetrennt wurde. Alternativ
wurde T4-DNA-Polymerase von Boehringer Mannheim entsprechend der Vorschrift des Her-
stellers eingesetzt.

b) Verdau von 3’-iiberhdngenden Enden: Bei 3 -iiberhdngenden Enden wurde analog zu
a) verfahren, mit dem Unterschied, daB3 keine dNTP’s zugesetzt wurden und die Inkuba-

tionszeit eine Stunde betrug.

2.6.1.3 Dephosphorylierung von 3° DNA-Enden

Vektor-DNA neigt bei komplementiren und glatten Enden stark zur Selbst-Religation. Um
dies zu verhindern, wurden die 5'-Enden der geschnittenen Vektor-DNA mit dem Enzym
»Shrimp Alkaline Phosphatase* (SAP) dephosphoryliert. Zunédchst wurde, sofern noch vor-

handen, die Restriktionsendonuklease inaktiviert. Dann wurde in den Ansatz 1/10 Volumen
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SAP-Puffer und 1 ul SAP (pro 10 pl Probenansatz) zugegeben und fiir 10 min (klebrige
Enden) bzw. 60 min (glatte Enden) bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieBend

entweder hitzeinaktiviert (15 min bei 65°C) oder erneut aufgereinigt der Ligation zugefiihrt.

2.6.1.4 Ligation

Zur Ligation wurde stets T4-DNA-Ligase von NEB eingesetzt. Die Ligationen erfolgten in
10 ul Endvolumen, wobei Vektor- und Insert-DNA in verschiedenen Mengenverhéltnissen
eingesetzt wurden. Als Negativkontrolle wurde immer auch Vektor und Insert-DNA einzeln
sowie eine Blindprobe mit Wasser ligiert. Bei klebrigen Enden wurde fiir 30 min bei Raum-
temperatur oder iiber Nacht bei 16°C im Ligationsinkubator inkubiert, bei glatten Enden
erfolgte die Ligation liber Nacht in der PCR Maschine mit folgendem Programm:

Schritt Temperatur Zeit
1 24°C 15 min
2 24°C 2 min
3 18°C 2 min
4 12°C 2 min
5 12°C 2h
6 4°C halten

Die Schritte 2-4 werden in 99 Zyklen wiederholt.

Es wurden jeweils 5 pl der verschiedenen Ansétze in E. coli elektroporiert und auf entsprech-

ende Antibiotikaplatten ausgebracht.

2.6.1.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Fiir die Durchfithrung von analytischen PCRs wurde hausintern hergestellte Tag-Polymerase
verwendet, wohingegen fiir praparative PCR entweder Herculase (Stratagene) oder in den
meisten Fillen Pfu-Polymerase eingesetzt wurde. Bei Genamplifikationen aus genomischer
DNA wurde das Verhiltnis von Template und verwendeten Oligonukleotiden iiber einen
weiten Bereich variiert. Bei Problemen, die nicht auf fehlerhafte Oligonukleotide zuriick-
zufithren waren, wurde dem Ansatz bis zu 10% DMSO zugesetzt und/oder ein sog. ,,hot start™
durchgefiihrt (dabei wird die Polymerase erst wihrend des Anfangsaufschmelzens zugegeben).

Beim Primerdesign wurde darauf geachtet, dall die 3'-Enden der Primer mit Guanin
oder Cytosin endeten, um eine sicherere Initiation der PCR zu gewihrleisten. Die Primer

wurden im Internet mit dem Oligonucleotide Properties Calculator © auf Haarnadelbildung

@ http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html
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und Selbst-Paarung iiberpriift. Folgende Formel wurde zu Berechnung der Schmelztemperatur
herangezogen:

T,=(81.5+041"- (%GC))—(6N£)—%Fehlpaarung

mit %GC = GC-Gehalt des Primers in %, N = Ldinge des Primers in Nukleotiden und %Fehlpaarung = Anteil
fehlgepaarter Nukleotide bei Primern fiir die SDM.

Bei lidngeren, nicht paarenden Uberhingen wurde die Anlagerungstemperatur pro fiinf unge-
paarter Nukleotide um ein halbes Grad gesenkt. Das Standard-PCR Programm in unten

stehender Tabelle wurde beziiglich Anlagerungstemperatur und Elongationszeiten variiert.

Schritt  Temperatur Zeit Phase
1 94°C 30 s bis 5 min Anfangsaufschmelzen
2 94°C 30s Produkt schmelzen
3 Tm 30 s bis 1 min Primeranlagerung
.o R
5 4°C halten Lagerung des Ansatzes

Die Schritte 2-4 werden in 15-20 Zyklen wiederholt.

2.6.2 Ortsgerichtete Mutagenese (site directed mutagenesis, SDM)

Mit dieser Methode ist es moglich, gezielt Punktmutationen in ein Plasmid einzufiigen, oder
ungewiinschte Mutationen riickgdngig zu machen. Die Punktmutagenese beruht auf dem
Prinzip von zwei komplementéren Primern, die die gewiinschte Mutation als Fehlpaarung
enthalten. Die Primer sollten auf beiden Seiten der Mutation ca. 15 korrekt mit dem Template
paarende Basen besitzen und werden im Uberschul zum Template-Plasmid eingesetzt. Es wird
eine PCR-Reaktion durchgefiihrt, bei der die Pfu-Polymerase, die eine extrem niedrige
Fehlerrate besitzt, das ganze Plasmid vervielfdltigt. Im Verlauf der PCR entstehen so Plasmide
mit der gewiinschten Mutation. Als Negativ-Kontrolle dient ein Ansatz ohne Mutagenese-
primer. Die Ansitze werden bis zur Uberfiihrung in die PCR-Maschine auf Eis gekiihlt. Das
PCR-Programm ist dem Kap. 2.6.1.5 zu entnehmen (Variante mit Pfu-Polymerase). An-
schlieBend wird der PCR-Ansatz mit der Restriktionsendonuklease Dpnl behandelt. Dazu wird
das PCR-Produkt eine Stunde mit Dpnl (10 U) bei 37°C inkubiert. Dieses Enzym schneidet
spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA und verdaut damit lediglich die (durch den
E. coli methylierte) Template DNA und nicht die wdhrend der PCR neusynthetisierten

Plasmide. 3 - 5 ul des Restriktionsverdau-Ansatzes wird abschlieBend in E. coli elektroporiert.
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Der PCR-Ansatz setzt sich folgendermallen zusammen:

- 5 ul 10-fach Reaktionspuffer (100 mM KCI, 100 mM (NH,),SO,, 200 mM Tris-HCI
(pH 8.8), 20 mM MgSO,, 1% Triton X-100, 1 mg/ml Nuklease-freies BSA)

- 5-500 ng dsDNA Template-Plasmid

- 0,2-0,4 uM von jedem Primer im Ansatz

- 8 ul ANTP-Mix [1,25mM]

- 1 ul DMSO

- H,O zum Endvolumen von 50 pl

- 2,5 U Pfu- oder PfuTurbo DNA-Polymerase

Es wurden pro Ansatz zwischen 10 und mehreren 100 Kolonien erhalten, die in 30%

bis 90% der Fille die gewiinschte Mutation enthalten.

2.6.3 Agarosegelelektrophorese

Agarose ist ein Polysaccharid aus unterschiedlich verkniipften Galactoseeinheiten. Sie 16st sich
beim Erhitzen auf und geliert beim Abkiihlen in Losung, wodurch ein Gel entsteht. Beim
Gelieren bilden die Polysaccharidstrainge Doppelhelices, die sich zu relativ dicken Faden
zusammenlagern. Dadurch entsteht ein Netzwerk mit recht groBen Poren bei hoher Stabilitét.
Benutzt wurden je nach Bedarf 0,8% - 2%ige (w/v) Agarosegele. Als Laufpuffer und Grund-
fliissigkeit fiir das Gel dient TAE-Puffer:

- TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA
- 10x Auftragspuffer: Orange G; Xylencyanol und Bromphenolblau je 2 mg/ml

40 mM Tris-Acetat, pH 8,0
50% w/v Saccharose
ImM EDTA

Zu 40 ml Gel werden 2 ul Ethidiumbromidlosung [10 mg/ml] als Indikator zugesetzt. Die
Laufzeit der Gele betrdgt 45-90 min bei konstanten 80 mA (kleine Gelkammer) bzw. 200 mA
(groBe Gelkammer).

Der verwendete Marker war die 1 kb DNA-Leiter von Life Technologies (Invitrogen,
Gibco BRL, Karlsruhe). Sie enthilt 1-12 Repeats eines 1018 bp-DNA-Fragments. Zusétzlich
sind von 75-1636 bp Fragmente des Vektorplasmids pBR322 als Markerbanden vorhanden.
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2.6.4 Praparation von DNA

2.6.4.1 Plasmidisolierung Minipriaparation

Die Minipraparation erfolgt nach Vorschrift und mit Materialien und Losungen des Macherey-
Nagel NucleoSpin® Plasmid Kits. Dieses Kit beruht auf der Lyse der Zellen mit einem
basischen, SDS-haltigen Lysepuffer und einer nachfolgenden Prézipitation von denaturierten
Proteinen, Zelltriimmern und der an der Zellmembran verankerten genomischen DNA. Das
Prizipitat wird abzentrifugiert und der Uberstand wird in eine NucleoSpin® Plasmidsiule
(1 ml-Minisdule mit Silicamembran) gegeben und zentrifugiert. Dabei adsorbiert die Plasmid-
DNA an die Membran, Restproteine und niedermolekulare Zellinhaltsstoffe werden bei der
Zentrifugation und dem nachfolgenden Waschschritt mit dem Durchlauf abgetrennt. Die auf
der Membran verbliebene Plasmid-DNA wird im letzten Schritt mit Elutionspuffer (SmM
Tris-HCI pH 8,5) eluiert.

2.6.4.2 Plasmidisolierung Midipriaparation

Die Minipriparation erfolgte nach Vorschrift und mit Materialien und Losungen des Qiaprep®
Plasmid Midiprep Kits. Das Aufreinigungsprinzip ist weitgehend mit dem des NucleoSpin®
Plasmid-Kits von Macherey-Nagel identisch, mit dem Unterschied, daB3 im Verlauf des Proto-
kolls eine Isopropanolfillung zur weiteren Reinigung der Plasmid-DNA durchgefiihrt wird.
Die erhaltene DNA wurde mittels eines GeneQuant II Photometers auf Reinheit und DNA-

Konzentration vermessen.

2.6.4.3 Praparation genomischer DNA aus Cyanobakterien

Die Priparation genomischer DNA aus Cyanobakterien wurde mit Hilfe des NucleoBond® AR
genomic DNA prep Kits der Firma Macherey-Nagel nach dem Protokoll des Herstellers fiir
genomische DNA aus Bakterien durchgefiihrt. Als Ausgangskultur diente eine 500 ml Cyano-
bakterien-Kultur einer OD75o von etwa 0,5. Die erhaltene DNA wurde mit einem GeneQuant II

Photometer auf Reinheit und DNA-Konzentration gepriift.

2.6.4.4 FEthanolfillung von DNA

Die DNA-Losung wird mit dem zweifachen Volumen eiskaltem (-20°C) Ethanol abs. und 1/10
Volumen 3M Natriumacetat versetzt und bei 4°C und 14000 rpm in der Eppendorfzentrifuge
fiir 45 min abzentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und das Pellet wird
mit 500 pl eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet wird im gewliinsch-

ten Volumen Wasser oder TE aufgenommen.
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2.6.4.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelen mittels QiaexIl ™

In der Methode des QiaexII-Kits (Qiagen) wird das ausgeschnittene (Agarose-) Gel-Stiickchen
unter Erwédrmen in einem Puffer mit hoher Konzentration an chaotropen Salzen geldst. Unter
den Hochsalzbedingungen adsorbiert die DNA an die Partikel des zugefiigten Glasmehls. Die

Durchfiihrung folgte den Vorgaben des Herstellers, zur Elution wurde TE verwendet.

2.6.5 DNA Sequenzierung

Fir die Sequenzierung wurde das Sangerverfahren (Didesoxyverfahren) verwendet. Die
Sequenzierung nach Sanger beruht auf enzymatisch katalysierter Synthese von basenspezifisch
terminierten DNA-Fragmenten, die nach ihrer Grof3e getrennt werden kdnnen. Ausgehend von
einem Primer wird durch die DNA-Polymerase der zum Matrizenstrang komplementére
Gegenstrang synthetisiert. Anders als bei der PCR sind neben den dNTPs auch mit unter-
schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen versehene Didesoxynukleotide (ddNTPs) in geringer Kon-
zentration beigefiigt. Baut die Polymerase ein solches Nukleotid in einer Elongationsreaktion
in den neuen Strang ein, wird dieser terminiert, da keine weitere Phosphodiesterverbindung
geknlipft werden kann. Man erhdlt damit statistisch terminierte Fragmente von je einem

Nukleotid unterschiedlicher Lange.

- Reaktionsansatz: 4 u BD-MIX (s.u.)
2,5-4 ul Template-Plasmid (300-600 ng DNA)
5 ul Sequenzierungsprimer [2UM]
1 ul DMSO
ddH>0 ad 20 pl

Dieser Reaktionsansatz wurde folgendem PCR Programm unterzogen:

Schritt  Temperatur Zeit Phase
1 95°C 30s Anfangsaufschmelzen
2 95°C 10s Produkte schmelzen
3 60°C 4min Primeranlagerung, Polymerisation
4 4°C halten Lagerung des Ansatzes

Die Schritte 2 und 3 werden in 30 Zyklen wiederholt.

In dieser Arbeit wurde das ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit
der Firma Applied Biosciences verwendet. Dies enthédlt BigDye Terminatoren, dNTPs,
AmpliTaq FS-Polymerase, Magnesiumchlorid und Reaktionspuffer in einem vorgefertigten

Reaktionsmix (BD-Mix). Das Produkt dieser Sequenzierungsreaktion wurde tiber AutoSeq ™
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G-50 Gelfiltrationssdulchen gereinigt, um die iiberschiissigen ANTPs und Fluoreszenztermina-
toren abzutrennen. Das Eluat wurde 45 min mit einer Speedvac eingetrocknet. Die Sequen-
zierung erfolgte per Gelelektrophorese in einem DNA-Sequenzierer. Die Elektropherogramme

wurden mit dem Programm Staden Package analysiert.

2.7 Proteinchemische Methoden

2.7.1 Proteinaufreinigung

2.7.1.1 Nickel-NTA-Affinitdtschromatographie
Um die Aufreinigung der Proteine nach der Expression zu erleichtern, erhielten sie einen auf

dem Vektor kodierten His(6)-tag. Dies ist ein C- oder N-terminaler Abschnitt aus mehreren

aufeinanderfolgenden Histidinresten. Der His-tag kann durch Koordination der t-Stickstoffe
der Imidazol-Reste des Histidins an Metalloberflachen oder -ionen binden. Dies wird in der
immobilized metal affinity chromatography (IMAC) ausgenutzt. In dieser Methode werden
Metallionen durch an Sdulenmaterial fixierte Chelatliganden immobilisiert und kénnen durch
freie Koordinationsstellen, die im unbeladenen Zustand von Wassermolekiilen besetzt sind,
mit Komponenten der chromatographierten Losung interagieren. Dabei zeigen die mit His-tag
markierten Proteine eine besonders hohe Affinitdt. Eluiert wird mit Imidazol (Kompetition).

Es wurde das Sdulenmaterial Nickel-Nitrilotriessigsdure-Superflow (Ni-NTA-Super-
flow, Qiagen) verwendet. Bei diesem Material werden Nickelionen durch die vierzédhnige
Nitrilotriessigsdure besonders stark an das Sdulenharz (Superflow™) gebunden. Die beiden
freien Koordinationsstellen des Nickelions interagieren mit dem His-tag. Es wurden zwei
Varianten dieses Verfahrens angewendet:

- eine chromatographische Variante mit Nickel-NTA als Siulenmaterial fiir eine Akta-

FPLC-Chromatographie

- eine Batch-Variante, bei der das Ni-NTA-Material direkt zur zu reinigenden Probe
gegeben wird. Waschschritte und Elution erfolgen in einer kleinen Sdule oder mittels

Zentrifugation in Falcon-Réhrchen.

Regeneration des Sdulenmaterials erfolgte nach Vorgaben des Herstellers.

2.7.1.2 Gelfitration

Die Gelfiltration ist eine Methode, um Molekiile nach ihrem apparentem Molekulargewicht zu
trennen. Dabei handelt es sich um eine AusschluBchromatographie, die geldste Proteine nach
threr Grofle trennt und auf der unterschiedlichen Permeation der Analyten in ein pordses

Tragermaterial mit definierter Porengrofle basiert. Die mobile Phase dient lediglich als
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Losungsmittel. Verantwortlich fiir das Trennverhalten ist das hydrodynamische Volumen der
Probenmolekiile: je kleiner die Molekiile sind, desto mehr Volumen steht ihnen zur Verfi-
gung, da sie hdufiger in die Poren des Sdulenmaterials eindringen konnen. Die kleinsten Kom-
ponenten haben somit die ldngste Aufenthaltsdauer in den Poren und werden als letzte eluiert.
Es wurden als Séulenmaterialien Superdex 200 sowie Superdex 75 der Firma Phar-
macia Biotech verwendet, das in 16/60 bzw. 26/60 HiLoad HPLC-Saulen gepackt vorlag. Die
Sdulen wurden mit einer FluBBrate von 1 ml/min TBS-Puffer gefahren. Zur Kalibrierung wurde

ein Proteingemisch von fiinf Komponenten verwendet:

Eichprotein Molgewicht [kDa]
Albumin aus Hiihnereiklar 45
Albumin aus Rinderserum (BSA) 68
Aldolase 158
Katalase 240
Ferritin 450

Die Eichgerade erhidlt man, indem man die Logarithmen der Molekulargewichte der Eich-
proteine gegen den Wert K,, auftrdgt. K,, errechnet sich wie folgt:

(1) K - Vra= "o
" Vit =V
mit Vi = Retentionsvolumen des Peaks, Vy = Totvolumen der Sdule, V., = Sdulenvolumen total
Damit ergibt sich das Molekulargewicht (MW) durch die lineare Beziehung vom dekadischen
Logarithmus des MW zu K,, dann aus:

K, —A

av

mit A und B = Werte der linearen Regression der Eichgerade y = A + Bx.

2.7.1.3 Anionenaustauscherchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie beruht auf an einem Harz immobilisierten geladenen
Gruppen, die durch elektrostatische Wechselwirkungen entgegengesetzt geladene Analyten aus
der zu chromatographierenden Losung binden. Eluiert wird durch Kompetition mit einem
Salzgradienten.

In dieser Arbeit wurden hauptsichlich das Sdulenmaterial MonoQ™ sowie DEAE-
Sepharose der Firma Pharmacia Biotech verwendet. Dabei handelt es sich um Anionenaus-
tauscher, bei denen entweder Trimethylaminomethylgruppen (MonoQ™, starker Anionentau-

scher) an Monobeads™, einem hydrophilen Harz mit Kérnchengrofe von 10 pm immobilisiert
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sind, oder um an Fast-Flow-Sepharose™ gekoppelte Diethylaminoethan-Gruppen (DEAE-Se-

pharose, schwacher Anionentauscher).

2.7.1.4 Aftinitdtschromatographie mit Anti-FLAG Sepharose

Zur Reinigung der Proteine, die mit dem FLAG-Peptid fusioniert wurden, wurde eine Anti-
FLAG M2 Affinititssdule verwendet. Das Sdulenmaterial besteht aus Agarose, an die Anti-
FLAG Antikorper gekoppelt wurden.

Verwendet wurde eine 1 ml-Saule mit Schlauchpumpe, UV-Detektor mit Schreiber und
Fraktionssammler. Alle Schritte wurden bei 4°C im Kiihlraum durchgefiihrt. Die Sdule wird
mit Bindepuffer (s.u.) vordquilibriert. Dann wird die Probe, die das gewiinschte FLAG-
markierte Protein enthélt, aufgetragen und anschlieBend mit Bindepuffer gewaschen, bis die
Absorption bei 280 nm nahe Null ist. Die Elution erfolgt durch einen Puffer mit niedrigem pH-
Wert. Diese Verringerung des pH-Werts flihrt zu einer Konformationsédnderung der Anti-
korper, was zu einer Freisetzung der FLAG-markierten Proteine fiihrt. Alternativ kann mit
TBS Puffer, der 100 pg/ml FLAG Peptid enthilt, kompetitiv eluiert werden. Nach der Elution

wird die Sdule wieder mit Bindepuffer re-dquilibriert und bei 4°C gelagert.

- Bindepuffer: 20 mM HEPES pH 7,4
150 mM NacCl
- Elutionspuffer 1: 100 mM Glycin/HCI pH 3,5
- Elutionspuffer 2: TBS mit 100 pg/ml FLAG-Peptid (DYKDDDDK)

2.7.1.5 Generierung spezifischer Affinitatschromatographiesiaulen (NHS

N-Hydroxy-succinimidyl (NHS) aktivierte Sepharose™ sowie vorgefertigte 1 ml Sadulen wur-
den von Pharmacia bezogen. Bei diesen Sdulen ist der NHS-Ester mittels Epichlorhydrin tiber
einen 6-Aminohexansdure Spacer an Sepharose gekoppelt. Diese Veresterung hinterla3t einen
reaktiven NHS-Ester, der mit primdren Aminen eine stabile Amidbindung eingeht. Der akti-
vierte Ester ist in Abwesenheit von Wasser stabil. Der Beladungsgrad mit aktivierten Gruppen
liegt bei etwa 10 pmol/ml Sédulenvolumen.

Zur Koppelung von RcpA und RcepB wurde exakt nach dem Protokoll des Herstellers
verfahren. Zu beachten ist, da} die Proteine in diesem Fall selbstverstiandlich nicht in Tris-
Puffern, sondern in HBS pripariert wurden. Zur Koppelung von mdglichen Interaktions-
partnern an die Response-Regulator-Sdulen wurden verschiedene Cytosolpréparationen aus
Cyanobakterien mit reduzierter lonenstidrke mehrfach iiber die Saulen gepumpt. Die Elution
erfolgte anschlieBend mit einem Salzgradienten (50 mM bis 1M NaCl). Eine abschlieBende
Elution mit Harnstoff wurde nicht durchgefiihrt.
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2.7.2 Anderung von Proteinkonzentration und/oder Pufferbedingungen

2.7.2.1 PD-10 Entsalzungssiulen

Die PD-10 Entsalzungsséulchen der Firma Pharmacia Biotech enthalten 8,3 ml Sephadex G-25
und ermoéglichen einen schnellen Puffertausch, bzw. ein schnelles Entsalzen der Proteinprobe
nach Ni-NTA-Aufreinigung oder Anionenaustauscherchromatographie. Die Ausschlu3grofie
dieses Materials betrdgt 5 kDa fiir globuldre Proteine. Die Séule wird mit 25 ml des gewiin-
schten Endpuffers vordquilibriert, dann wird die Proteinprobe in 2 ml Volumen aufgetragen.

Nachdem das Auftragsvolumen in das Gelbett eingesunken ist, wird mit 3 ml Puffer eluiert.

2.7.2.2 Dialyse

Zur Dialyse wurden entweder Dialyserahmen der Firma Pierce (Slide-A-Lyzer®, 10 kDa Aus-
schluBgroBe) oder Dialyseschlauch von Sigma (D-0655, Cellulosemembran, 12 kDa Aus-
schluBBgroBe) verwendet. Die Dialyse erfolgte stets bei 4°C im Kiihlraum. Die Puffer sowie die

Volumina und Inkubationszeiten wurden den Anforderungen der jeweiligen Probe angepal3t.

2.7.2.3 Centricon® /Centriprep-Konzentratoren

Die Centriprep-Einengung beruht auf einer Ultrafiltrationsmembran, durch die Losungsmittel
und geloste Stoffe unterhalb der AusschluBgrenze hindurchfiltriert werden. Unter dem Druck
der Zentrifugation haben die Losungsmittelspiegel der verwendeten Centricon®-Ultrafiltra-
tionseinheiten (Millipore, Bedford, USA) die verstiarkte Tendenz, sich zu dquilibrieren, was
die Triebkraft der Ultrafiltration ausmacht. Um eine stidrkere Einengung zu erreichen, wird der
durchfiltrierte Anteil in der inneren Kammer entfernt und der Zentrifugationsvorgang
mehrfach wiederholt. Es fanden je nach Protein die Einheiten YM-10, YM-30 oder YM-50
(mit AusschluBBgréen von 10, 30 oder 50 kDa) Verwendung.

2.7.3 Thrombinverdau

Die mit Thrombinschnittstellen ausgestatteten Konstrukte wurde z.T. nach der Aufreinigung
der His(6)-tags abverdaut. Die Proben wurden in Thrombin-Puffer umgepuffert und mit 0,5 U
Thrombin pro mg Protein versetzt. Der Verdau erfolgte entweder bei 16-18°C iiber Nacht oder

iiber das Wochenende bei 4°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von PMSF (ad 0,1 mM) und
B-Mercaptoethanol (ad 2 mM) gestoppt.

- Thrombin-Puffer: 20 mM Tris/HCI pH 8,0
150 mM NacCl
2,5 mM CaCl,
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2.7.4 Co-Immunprizipitation (Co-IP)

Ziel einer Co-IP ist es, spezifische Bindungspartner/Interaktionspartner eines Proteins in der
Zelle zu ermitteln. Im Gegensatz zur klassischen Co-IP mit polyklonalen Antikérpern und Pro-
tein-A Sepharose wurde in dieser Arbeit versucht, die mit FLAG Epitopen ausgestatteten
Proteine RcpA und RcpB (RepX) mittels FLAG-Sepharose (siehe Kap. 2.7.1.4) bzw. die mit
His(6)-tag versehenen Varianten iiber Ni-NTA Agarose zu prézipitieren. Hierzu wurden auf-
gereinigtes RcpX erneut an das entsprechende Sdulenmaterial gebunden und in Cytosolprapa-
rationen (mit Proteaseinhibitoren) von Calothrix gegeben. Als Negativkontrollen dienten
jeweils Ansétze mit Zugaben des jeweiligen Sdulenmaterials ohne Protein. Die Proben wurden
in einem Uber-Kopf-Rotator bei 4°C fiir 2 h inkubiert. Das Siulenmaterial wurde durch
Zentrifugation pelletiert, kurz gewaschen, und anschlieBend wurde mit dem entsprechenden
Elutionspuffer (Elutionspufferl bei FLAG-Sepharose, Kap. 2.7.1.4; TBS 150 mM Imidazol
bei Ni-NTA-Agarose) eluiert. Das Eluat wurde auf Schagger-Gelen analysiert.

2.7.5 Herstellung polyklonaler Anti-RcpA Hasen-Antikorper

RcpA wurde wie beschrieben aufgereinigt. Fiir die erste Injektion (Grundimmunisierung)
wurden etwa 200 pg des gereinigten Proteins mit 750 pl Freunds Adjuvans Complete durch
intensives Vortexen vermischt. Injiziert wurden zweimal je 400 pl subkutan mit einer 0,9 mm
Kantile. Um den Antikdrpertiter zu erhdhen, erfolgte nach 4 Wochen eine zweite Injektion von
200 pg Protein in 750 pl Freunds Adjuvans Incomplete. 10 Tage nach der zweiten Injektion
wurde aus der Seitenvene des Ohrs 5 ml Blut abgenommen, stocken gelassen und vom Menis-
kus etwa 20 pl Serum abgenommen. Mit diesem Serum wurde ein Testblot durchgefiihrt. In
dieser Arbeit wurde darauthin weitere Male 200 pg Protein injiziert, bis der AntikSrpertiter
ausreichend war. Der crcpl-Hase (getauft am 23.10.99) wurde am 1.2.00 ausgeblutet (RIP)
und das Serum durch Zentrifugation bei 500g fiir 20 min bei 4°C nach Stocken abdekantiert.

2.7.5.1 Aufreinigung von polyvklonalen Antikorpern

Eine weitere Aufreinigung des Serums erfolgte iiber an NHS-Sdulen immobilisiertes RcpA.
Hierzu wurde das 1:1 mit TBS verdiinnte Serum flinfmal {iber die Sdule gegeben und an-
schlieBend mit fiinf Sdulenvolumen TBS und 10 Sidulenvolumen Waschpuffer gewaschen. Die
Elution erfolgte in zwei Schritten. Die erste Elution erfolgte mit niedrigem pH-Wert (Elutions-
puffer A) als 1 ml Fraktionen in Réhrchen, die mit 100 pl Tris/HCI pH 8,5 [2M] enthielten.
Nach pH-Re-Aquilibrierung mit TBS erfolgte die zweite Elution mit Guanidiniumhydro-
chlorid-haltigem Puffer (Elutionspuffer B). Die Eluate wurden gegen TBS dialysiert, mit 0,1%
NaN; versetzt und bei -80°C gelagert.
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- Waschpuffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,4
500 mM NacCl
0,2% Triton X-100
- Elutionspuffer A: 200 mM Glycine/HCI pH 2,0
150 mM NacCl
- Elutionspuffer B: TBS mit 6 M Guanidiniumhydrochlorid

Die verschiedenen Eluate konnen unterschiedliche Eigenschaften beziiglich Spezifitdt und

Hintergrund aufweisen, daher diirfen sie nicht vereinigt werden.

2.7.6 Phosphotransfer von CphB auf RcpB
Autophosphorylierung von CphB und Phosphotransfer fanden in Phospho-Transfer-Puffer

unter Belichtung mit Interferenzfiltern (658 + 10 nm zur Generierung der Pg-Form bzw.
720 nm + 12 nm zur Generierung der P-Form) statt. Einzelreaktionen enthielten 3 pg CphB
und 0,75 pg RepB in einem Endvolumen von 15 pl. Die Autophosphorylierungen wurden

durch die Zugabe von (Y*?P)-ATP gestartet und durch Zugabe von 5 pl SDS-Probenpuffer und
erhitzen (55°C, 5 min) beendet. Die phosphorylierten Proteine wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und anschlieend auf PVDF Membranen iibertragen. Alle Arbeiten erfolgten bei
Raumtemperatur. Die Signale der getrockneten Membranen wurden mit Hyperfilm MP
(Pharmacia Biotech) aufgenommen. **P-markierte Produkte wurden mit einem Phosphoimager
(GS-525 von BioRad) quantifiziert.

- Phospho-Transfer-Puffer : 50 mM Tris/HCI pH 7,8
50 mM KCI

1 mM DTT

0,5 mM MgCL,

10 uM ATP

0,2 uM [Y?P]JATP (110 TBg/mmol)

2.7.7 Phosphorylierung von RcpA und RepB mit Acetylphosphat

RepA oder RepB wurden in Phosphorylierungspuffer mit 1,25 fachem molarem Uberschuf3 an
Acetyl[**P]phosphat (2,96 TBg/mmol, Hartmann Analytik, Braunschweig) versetzt und eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissiges Acetylphosphat wurde iiber G-50
MicroSpin Sdulchen (siche DNA-Sequenzierung) abgetrennt. Die Bestimmung der spezifisch-
en Aktivitdt der Proben erfolgte iiber eine Proteinbestimmung und Quantifizierung der Radio-
aktivitat mittels Szintilisationsgerdt (Packard Tri-Carb 2100TR).
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2.8 Proteinanalvtische Methoden

2.8.1 Proteinbestimmungen

a) BCA-Methode: Die Proteinbestimmung mit Bicinchoninsdure (BCA) beruht wie der Lowry-
Assay auf der Reduktion von Cu?* zu Cu* und der Bildung eines Farbkomplexes mit den Cu'-
Ionen. Die Reduktion kann durch Cystein, Cystin, Tyrosin, Tryptophan und die Peptidbindung
erfolgen; die Komplexbildung beteiligt zwei Molekiile BCA und erzeugt einen Komplex, der
ein Absorptionsmaximum bei 562 nm aufweist.

Es wurde das BCA-Kit von Pierce (Rockford, USA) nach den Vorgaben des Herstellers
eingesetzt. Nach Mischen der Reagenzlosung mit der Probe wurde 30 min bei 37°C inkubiert.
Zum Kalibrieren der Methode wurde mit unterschiedlichen BSA-Konzentrationen eine Eich-
gerade aufgenommen. Durch Einsetzen der Probenwerte in die Geradengleichung der Regres-
sionsgeraden erhilt man die gesuchte Proteinkonzentration der Probe.

b) Spektroskopische Methode: Bei Proben, die mit DTT oder B-Mercaptoethanol versetzt
waren, wurde entweder eine UV-spektroskopische Proteinbestimmung nach Warburg und
Christian durchgefiihrt oder, bei ausreichend sauberen (d.h. nukleinsdure-freien) Proben, direkt
auf den theoretischen Extinktionskoeffizienten bei 280 nm zuriickgegriffen. Die klassische
Proteinabsorption liegt bei 280 nm und wird durch die aromatischen Aminosduren Tryptophan
(hauptsdchlich) und Tyrosin hervorgerufen. Da allerdings die Nukleinbasen ebenfalls bei
dieser Wellenlinge absorbieren, muss ein Korrekturfaktor eingefiihrt werden. Als Ma@ fiir die
Verunreinigung mit Nukleinsduren wird die Absorption bei 260 nm verwendet. Zur
Errechnung der effektiven Proteinkonzentration (bis zu einer Verunreinigung mit Nuklein-

sduren von ca. 20%) wird nach Christian und Warburg folgende Formel benutzt:

Proteinkonzentration[mg/ml]=1,55- A, —0,76 - A,

Diese Methode eignet sich bei Proteinkonzentrationen von 20 bis 3000 pg/ml und ist —

im Gegensatz zur A,s-Methode — weniger storanfallig gegeniiber Nichtproteinsubstanzen.

2.8.2 Acrylamid-Gelelektrophorese

Zur Standardanalyse von Proteinen diente die Polyacrylamidelektrophorese nach Schiagger und
von Jagow '¥. Hierbei wurden diskontinuierliche Polyacrylamid-Gele (11,3% Acrylamid im
Trenngel; 3,8% im Sammelgel) verwendet. Oft besteht bei kleinen Proteinen das Problem, daf3
sie im Sammelgel nicht vom freien SDS getrennt werden koénnen. Die hohe Auflosung der
Schigger-Gele im Molekulargewichtsbereich auch unter 10 kDa beruht auf dem unterschied-
lichen Verhalten der Folge-lonen Glycin in der klassischen Disk-Elektrophorese nach Lammli

B0 und dem in diesem Fall benutzten Tricin. Tricin hat einen um 1,4 Punkte niedrigeren pKj
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(8,15) und eine hohere elektrophoretische Mobilitdt. Es lauft daher schneller als grofBe
Proteine, die dadurch keinen so starken Stapelungs-Effekt erfahren, maximiert jedoch das
Spannungsgetfille zwischen SDS-Front und kleinen bis mittelgro8en Proteinen, so daf3 hier ein
deutlich erhohter Stapelungs-Effekt auftritt. Da die Trennung im oberen Molekulargewichts-
bereich aufgrund der logarithmischen Mobilitdtsskala meist weniger Probleme aufwirft, wird
eine bessere Gesamtauftrennung in einem grofleren Bereich erreicht. Durch das bevorzugt
zwitterionische Tricin kann der pH-Sprung zwischen Sammel- und Trenngel im Vergleich zur
klassischen Methode relativ klein gehalten werden, was sich ebenfalls positiv auf die Trenn-

leistung auswirkt.

- Gel Pufter: 3M Tris/HCI pH 8,4
0,3% SDS

- Anoden Puffer: 0,2 M Tris/HCI pH 8,9

- Kathoden Puffer: 0,1 M Tris/HCI pH 8,25
0,1% SDS
0,1 M Tricine

- Aufttragspufter: 0,15 M Tris/HCI pH 6,8
3,5% SDS
50% Glyzerin
10 % B-Mercaptoethanol
0,1% Bromphenolblau

Mengen fiir 11 Gele im 10er Block Sammelgel Trenngel
30% Acrylamid mit 0,8% BIS 2,5 ml 17,6 ml
Gel Puffer 4,8 ml 15,2 ml
Glyzerin (87%) -- 4,5 ml
H,O 12,5 ml 9,5 ml
10% APS (NH4), S;04 133 ul 312
TEMED 31,2 ul 62,4 ul

Vor dem Auftrag werden die Proben mit 5x Auftragspuffer versetzt und 5 min bei 95°C
inkubiert. Die Elektrophorese von Hoefer-Minigelen dauert ca. 90 min bei 110V (konst.).

Anschlielend erfolgte eine Coomassie-Farbung bzw. ein Westernblot.
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2.8.2.1 Proteinmarker

Der verwendete SeeBlue Plus 2 Marker der Firma Invitrogen enthélt verschiedene
Proteine, die mit Farbstoffen konjugiert sind. Der Marker wird in einem Puffer aus Tris-HCl,
Formamid, SDS und Phenolrot aufbewahrt und aufgetragen. Die apparenten Molekular-
gewichtsgroflen variieren in Abhingigkeit vom verwendeten Gelsystem. Alternativ wurde der

Broad-Range Proteinmarker der Firma Sigma verwendet.

2.8.2.2 Visualisierung von Bilinchromophoren mittels Zn*"-Gelelektrophorese

Die Visualisierung von Biliproteinen und Bilipeptiden nutzt die orangefarbene Fluoreszenz,
die von (mit linearen Tetrapyrrolen) komplexiertem Zn*" unter UV-Bestrahlung emittiert wird
'8, Bei den Zn**-Gelen finden die selben Puffer wie bei den Schigger/von Jagow Gelen Ver-
wendung, allerdings enthalten alle Puffer 1 mM Zinkacetat. Die Gele wurden unter einem UV-

Transilluminator mit einer Integrationszeit von 2-4 Sekunden abgelichtet.

2.8.2.3 Coomassie-Firbung

Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue Losung fiir eine halbe bis mehrere Stunden
und dann zwei- oder mehrfachem Entfarben. Beim Farben und Entfirben kann zur Beschleu-

nigung mit Mikrowellen erhitzt werden.

- Farbelosung: 0,5 g Coomassie Brilliant Blue (Serva G250) in
50% Methanol
10% Essigséure

- Entfarber A: 50 % Methanol
10% Essigsdure oder:

- Entférber B: 12,5 % Isopropanol
10% Essigsdure

- Geltrockner: 10 % Ethanol
5% Glyzerin

2.8.3 Westernblot

Proteine wurden von ungefdrbten Schagger-Gelen mittels Tankblotting oder mit einem halb-
trockenen Blotverfahren auf Membranen aus PVDF (Immobilon™-P, Millipore) iibertragen.
Die Membran wurde 15 s in Methanol und anschlieBend 2 min in ddH,O eingelegt und danach
zusammen mit dem Blotpapier (Whatmanpapier) und dem Gel kurz in den jeweiligen Blot-
puffern (s.u.) geschwenkt. Beim Tankblotting wurde als einziger Puffer Towbin-Puffer ver-
wendet, der Proteintransfer fand fiir 1 h bei 300 mA (konst.) im Hoefer Blotting Tank statt. Bei
halbtrockenen Blotverfahren wurde aus Blotpapier, Gel und Membran ein Stapel aufgebaut,

der von unten nach oben wie folgt zusammengesetzt war: drei Lagen Whatmanpapier mit
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Kathodenpuffer, Gel, Blotmembran, eine Lage Whatman mit Anodenpuffer I und zwei Lagen
Whatmanpapier mit Anodenpuffer II. Dieser Stapel wurde auf die Anodenseite der Blot-

apparatur gelegt. AnschlieBend wurde mit 80 mA pro Minigel fiir 1.5 h geblottet.

- Anodenpuffer I: 300 mM Tris/HCI pH 10,4
10 % Methanol

- Anodenpuffer II: 25 mM Tris/HCI pH 10,4
10 % Methanol

- Kathodenpuffer: 25 mM Tris/HCI pH 9,4
40 mM Glycin
10 % Methanol

- Towbin Puffer: Protein-Transfer-Puffer fur Tankblot
Tris/HCIpH 8,3 . 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1% (w/v)
Methanol . 20% (v/v)

Nach der Immundetektion wurde die Membran in Coomassie-Losung (s. Farben von SDS-
Gelen) eingelegt und mit 80% MeOH, 20% Eisessig entférbt.

2.8.3.1 Immundetektion

Nach dem Westernblot wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Membran fiir 1 h in
Blockingpuffer (PBS mit 10% (v/v) Blocking-Solution von Roche) abgesittigt. Nach drei-
maligem Waschen mit PBST wird die Membran mit dem ersten Antikorper fiir 1 h (wahlweise
4°C iiber Nacht) in Blockingpuffer inkubiert (Verdiinnung 1:1000 oder hoher). Nach erneutem
dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Antikorper (Peroxidase-Konju-
gat, 1:2000 bis 1:5000 in Blockingpuffer) fiir eine Stunde. Nach Waschen der Membran mit
PBST erfolgte ein letzter Waschschritt mit PBS, um stérendes Tween zu entfernen. Die
Detektion erfolgte mit dem Chemilumineszenz-Detektions-Kit von Boehringer entsprechend

den Angaben des Herstellers. Es wurden Kodak Xomat AR Filme verwendet.

2.8.3.2 Westernblot ..Stripping*

Bestand die Mdglichkeit und die Notwendigkeit, einen Blot mittels zweier verschiedener erster
Antikdrper zu untersuchen, wurde die Membran mit Stripping-Puffer fiir 30 min bei 50°C
unter mildem Schwenken inkubiert und anschlieBend mit PBST gewaschen. Die zweite

Detektion erfolgte nach dem Protokoll fiir Immundetektion.

- Stripping-Puffer: 62,5 mM Tris/HCI pH 6,7
100 mM B-Mercaptoethanol
2% (w/v) SDS
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2.8.4 Proteinsequenzierung

Die N-terminale Proteinsequenzierung wurde hausintern in der Arbeitsgruppe Proteinanalytik
von Prof. Lottspeich nach der Edman-Methode durchgefiihrt. Zur Probenvorbereitung wurden
die zu sequenzierenden Proteine elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
iiberfiihrt (s. Westernblot). Nach Anfarben der Bande wurde dieselbe ausgeschnitten und fiir

die Sequenzierung eingesetzt.

2.8.5 MS, MALDI, HPLC

Die Identifikation von Proteinen iiber ihre Masse mittels MALDI (Matrix Assisted Laser De-
sorption/Ionisation) und die Untersuchungen mittels HPLC wurden hausintern in der Gruppe
von Dr. Frank Siedler durchgefiihrt. Dafiir wurde die entsprechende Proteinbande aus dem
Coomassie-gefarbten Schigger-Gel ausgeschnitten, eluiert und mit Trypsin verdaut. Die Cys-
teine wurden durch Behandlung mit Iodacetamid in Carboxyamidomethyl-Cystein und die
Methionine in ihre Methioninsulfoxid-Form umgewandelt. Die spezifische Massenverteilung
des verdauten Proteins erlaubte seine Identifizierung.

Probenvorbereitung: Die Bande wurde aus dem Coomassie-Gel ausgeschnitten und
dreimal alternierend in 50 % Acetonitril-Losung (ACN) und einer 50 mM Ammonium-
bicarbonat-Lésung (ABC) entfarbt. AnschlieBend erfolgte eine 45 miniitige Inkubation bei
56°C mit ABC, 10 mM DTT, gefolgt von einer 30 miniitigen Inkubation mit ABC, 55mM
Iodacetamid. AbschlieBend wurde wie eingangs gewaschen. Der Trypsinverdau erfolgte iiber
Nacht bei 37°C in TBS, 1 mM CaCl, (1:40 Protease:Protein (w/w). Die weitere Verarbeitung
erfolgte in der Arbeitsgruppe von Dr. Frank Siedler.

2.9 Spektroskopie

2.9.1 Stationire UV-Vis Spektroskopie
Die Spektren werden im UV-Vis-Bereich mit einem Shimadzu UV2401 PC-Zweistrahlphoto-

meter aufgenommen. Als Referenz diente eine Probe ohne zugegebenen Chromophor oder der
Puffer, in dem die Proteinprobe geldst war. Vor den Messungen wurde eine Basislinie mit
identischem Kiivetteninhalt erstellt. Die zu messende Apophytochrom-Proben wurden mit
Chromophorlésung (PCB oder BV in DMSO) versetzt und mit Rotlicht bzw. Dunkelrotlicht
bis zur vollstindigen (moglichen) Photokonversion bestrahlt. Die Differenz vom Spektrum der

dunkelrot- und der rotbelichteten Probe ergibt das Differenzspektrum der Probe.
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2.9.1.1 Verwendete Filter

Im blauen Spektralbereich: Interferenzfilter 374, 405 und 438 nm

Im roten Spektralbereich: Interferenzfilter 636, 680 und 693 nm

Im dunkelroten Spektralbereich: Interferenzfilter 730, 788 und 792 nm sowie Kantenfilter
RG9

Die Spaltbreiten der Interferenzfilter bewegen sich zwischen 8§ und 14 nm. Als Lichtquellen

wurden Diaprojektoren von Noristar mit 150 W Halogenlampen eingesetzt.

2.9.1.2 Extinktionskoeffizienten der Chromophore

Biliverdin (BV): €574 = 13000 M'cm!

Phycocyanobilin (PCB): €40 = 16000 M-'cm (1t. °%)

BV wurde von Fluka in der Reinheit 90% bezogen, PCB wurde dankenswerterweise von
Helene Steffen und Tanja Berndsen (beide MPI fiir Strahlenchemie, Miilheim an der Ruhr) aus

Spirulina platensis isoliert und aufgereinigt bereitgestellt.

2.9.2 Messungen zur Pg-Stabilitiit

Fiir die Messung der Ps-Stabilitit wurde zu Beginn und am Ende des Versuchs zur Kontrolle
der Proteinintegritét je ein Differenzspektrum aufgenommen. Die Phytochromproben wurden
mit dem entsprechenden Rotlicht bis zur maximal mdoglichen Photokonversion bestrahlt und
im Dunklen bei 10°C aufbewahrt. Um die spektralen Anderungen der Proben zu beobachten,

wurden in regelmiBigen Zeitintervallen Spektren von 500-800 nm gemessen.

2.9.3 Aufnahme von Assemblierungskinetiken

Um den Einbau von Chromophoren (BV, PCB) in ein Phytochrom zu messen, wurden nach
Zugabe des Chromophors (geldst in DMSO) zur Apophytochromldsung in TBS nach soforti-
gem Mischen durch Auf- und Abpipettieren, Spektren der Probe von 500 nm bis 800 nm auf-
genommen. (Photometereinstellungen: Spaltbreite: 2 nm, Scangeschwindigkeit: schnell). Als
Referenz dient TBS-Puffer. Die Zeitmessung startete mit der Zugabe von Chromophor, das
erste Spektrum wurde so nach ca. 10 Sekunden, weitere Spektren im Abstand von 30 Sekun-

den aufgenommen. Zur Auswertung dienten die jeweiligen Absorptionswerte der Proteine an

ihrem Ay .

2.9.4 Lifetime associated difference absorbance spectroscopy (LADS)

Diese Methode gibt Aufschluf3 tiber die Anzahl und die Kinetik von Intermediaten der Photo-

konversion sowie deren Zerfallskonstanten. Zusétzlich konnen die spektralen Eigenschaften
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dieser Intermediate ermittelt werden, sofern die Probe es erlaubt, die Konversion mit einer aus-
reichenden Anzahl an MeB-Wellenldngen zu verfolgen.

Die P,-Ps-Photokonversion wurde analog zu Schmidt e al. * und Ruddat et al. * bei
10°C zeitaufgeldst bei zehn verschiedenen Wellenldngen gemessen und die so erhaltenen zu-
sammengesetzten Konversionskinetiken der verschiedenen Wellenldngen wurden mittels einer
Global-Fit Analyse !, *? evaluiert, die auf einer , singular value decomposition (SVD)
Matrix beruht. Die Messungen und die Datenauswertung wurden von Leja Jorissen am MPI
fiir Strahlenchemie (Miilheim an der Ruhr) durchgefiihrt.

2.10 Datenverarbeitung

2.10.1 Auf DNA-Ebene:

2.10.1.1 Auswertung von Sequenzdaten

133 yerwendet, das von

Zur Auswertung der Sequenzierdaten wurde das Staden-Package
folgender URL fiir wissenschaftliche Zwecke kostenfrei gegen Registrierung heruntergeladen

werden kann: http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/pubseq/staden_home.html. Diese Software er-

moglicht es, groBe Mengen an Sequenzdaten auf einmal zu analysieren. Die Qualitdt der

Elektropherogramme wird dabei automatisch evaluiert.

2.10.1.2 Oligonukleotid Analyse

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden auf der Homepage des Oligo-
nucleotide Properties Calculator auf Haarnadelschleifenbildung und Selbstpaarungsverhalten

analysiert: http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html

2.10.1.3 Generierung von Vektorkarten

Die Sequenzdatenverarbeitung von Vektorkarten sowie die Planung von Klonierungen erfolgte

mit dem kommerziellen Programm CloneManager.
2.10.2 Phylogenie

2.10.2.1 Alignments

Fiir die Sequenzalignments von Aminosaduresequenzen wurde das Programm ClustalW in der
Programmversion 1.8 7 in den Standardeinstellungen verwendet.

Eine aktualisierte Programmversion (ClustalX 1.8.1) kann iiber die folgende URL
heruntergeladen werden: http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/Clustal X/Top.html
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2.10.2.2 Phylogenetische Bdume

Zur Erstellung phylogenetischer Biume wurde ebenfalls das Programm ClustalW verwendet.
In diesem Fall wurde die Bootstrapping-Methode angewandt, bei der aus einem bereits
bestehenden Alignment eine bestimmte Anzahl an Bdumen erstellt wird (in diesem Fall 1000)
aus denen dann ein Konsensusbaum errechnet werden kann. Der Baum wurde anschlieSend

mit dem Programm NjPlot "** (http://pbil.univ-lyonl.fr/software/njplot.html) visualisiert und

mit einem Vektorgrafikprogramm (CorelDraw) nachbearbeitet.
2.10.3 Strukturvorhersagen

2.10.3.1 Sekundérstrukturvorhersage

Die Sekundirstrukturvorhersagen wurden auf dem PsiPred-Server '** durchgefiihrt. Der dort

(http://insulin.brunel.ac.uk/psipred.html) verwendete Algorithmus beruht unter anderem auf

der Anwendung von neuronalen Netzen und ist eine aktuelle Moglichkeit, von der

Primérstruktur auf die Sekundirstruktur eines Proteins zu schlieBen '*°.

2.10.3.2 3D Modellierung

136 unter freundlicher

Die 3D-Modellierung erfolgte mit dem Programm SwissPDB-Viewer
Mithilfe von Steffi Offermann. Das Programm kann kostenfrei auf der Homepage der Ent-

wickler (http://www.expasy.ch/spdbv/index.html) heruntergeladen werden.

2.10.3.3 Vorhersage anderer Proteineigenschaften

Die weiteren Proteineigenschaften wir theoretischer IP, Masse, Massen der Peptide eines tryp-
tischen Verdaus sowie die Extinktionskoeffizienten bei 274 bis 284 nm wurden auf dem

ExPASy Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) durchgefiihrt.

2.10.4 Auswertungssoftware

Zur Auswertung wurden folgende Programme benutzt: Origin 6.1 SP2, OpenOffice 1.0.1
(http://www.openoffice.org), CorelDraw 9, Micrografx Designer 7, Ulead Photoimpact 5,
Endnote 4.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Man soll auf alles achten, denn man kann alles deuten. (H. Hesse)
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Bacteriophytochrome, CphA und CphB, aus Calothrix
PCC7601 untersucht. Neben heterologer Expression zur Mutantenanalyse wurden beide auch
homolog exprimiert, um ihre nativen Chromophore zu identifizieren. Uber eine biochemische
Charakterisierung der Bilinlyaseaktivitdt der beiden Proteine sollten die unterschiedlichen
Bindungsverhiltnisse der Chromophore in diesen beiden Proteinen analysiert werden. Im Falle
von CphB wurde auch der Phosphotransfer auf den zugehdrigen Response Regulator, RcpB
durchgefiihrt.

3.1 Phylogenie

3.1.1 Phylogenetischer Stammbaum ausgewéhlter Phytochrome

Zur phylogenetischen Einordnung der beiden Bacteriophytochrome CphA und CphB aus Calo-
thrix PCC7601, insbesondere der Klassifizierung von CphB in Bezug zu Phytochromen aus
nichtphotosnythetischen Mikroorganismen, wurde eine groflere Auswahl an eukaryotischen
Phytochromen zusammen mit den bisher veroffentlichten prokaryotischen Phytochromen
(= Bacteriophytochrome) analysiert.

Die zum Alignment verwendeten Sequenzen finden sich im Anhang (Kap 5.2). Die
Einstellungen und Parameter der verwendeten Programme sind im Methodenteil Kap. 2.10.2
beschrieben. Aus dem Alignment wurde mittels der Bootstrap-Methode von ClustalW "7 der
in Abbildung 3.1.1 dargestellte Baum errechnet. Dabei generiert das Programm aus dem
Alignment zunichst eine bestimmte Anzahl von phylogenetischen Baumen (in diesem Fall
1000) und errechnet aus diesen dann einen Konsensus-Baum. Wichtig sind die Zahlenwerte an
den Bifurkationen (Teilungen). 1000 bedeutet, daf jeder Baum die Teilung der Daten an dieser
Stelle enthilt, und ist damit Hinweis fiir eine zuverlédssige Teilung. Bifurkationen, bei denen
die Werte unter ca. 40% (hier 400) gehen, sind unbrauchbar, dort sollte man die Teilung
herausnehmen, der Baum wird an diesen Stellen dann "kammartig".

Im dem Baum in Abb. 3.1.1 zugrunde liegenden Alignment wurden die Vollangense-
quenzen der jeweiligen Phytochrome verglichen, was oberfldchlich betrachtet zu einer augen-
falligen Trennung der pflanzlichen von den bakteriellen Phytochromen fiihrt. Diese Trennung
rihrt daher, da3 die pflanzlichen Phytochrome im C-terminalen Bereich sowohl Homologien
zu Serin/Threonin-Kinasen, als auch (in geringerem Mafe) zu Histidin-Kinasen aufweisen ',
> eine Tatsache, die auf ein Duplikationsereignis im Verlauf der Evolution zuriickgefiihrt
wird *, *®. Bei genauerer Betrachtung wird jedoch nach der ersten Bifurkation hinter der

Dreiteilung, die den Ursprung des Baums bildet, durch die niedrigeren Bootstrapwerte (422,
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623, 660) eine Kammstruktur angedeutet, was bedeutet, da3 lediglich die Algen-, Moos-, und
Gymnospermen-Phytochrome (Bootstrapwert 995) von den restlichen Phytochromen phylo-
genetisch eindeutig getrennt sind. Die Phytochrome der Angiospermen und die der Eubak-
terien lassen demnach einen gemeinsamen Vorfahren vermuten. Die pflanzlichen Phytochrome
sind einerseits gut in die verschiedenen Genera gegliedert, so finden sich z.B. Farne und
Moose (Selaginella, Adiantum) in einer Gruppe, die Algen (Mesotaenium, Mougeotia) und
Gymnospermen (Pinus, Picea) in zwei weiteren Gruppen, andererseits teilen sie sich jedoch
auch in die verschiedenen Phytochrom-Gruppen (phyA, B, C, D und E) auf (z.B. Arabidopsis
phy A-E).

Bei den Bacteriophytochromen befinden sich die cyanobakteriellen Vertreter in einer
Gruppe, wohingegen die restlichen eubakteriellen Phytochrome, auch aufgrund der zahlreichen
Pseudomonas-Sequenzen, die dem Alignment an dieser Stelle eine ,,artspezifische* Gewich-
tung geben, eher in einer kammartigen Struktur gegliedert sind. Man konnte daher einen ge-
meinsamen Vorfahren von cyanobakteriellen und eubakteriellen Phytochromen vermuten.
Interessanterweise findet man keine deutliche Abgrenzung zwischen Bacteriophytochromen,
die ein Cystein als Chromophorbindestelle tragen, und solchen, denen dieses Cystein fehlt und
in denen das benachbarte Histidin als wahrscheinliche Chromophorbindestelle diskutiert wird.
Diese Tatsache deutet auf ein eher junges Mutationsereignis hin. Die hier mit den Volldngen-
sequenzen erhaltenen Ergebnisse decken sich mit den Erkenntnissen, die zuvor mit einem
Vergleich von Teilsequenzen (der Chromophorbinderegion) verschiedener Pflanzen- und
Bakterienphytochrome erhalten wurden *. Nicht abgebildet sind in diesem Zusammenhang die
Proteine RcaE *, ** (ein bei der komplementédren chromatischen Adaptation (CCA) involvier-
ter Photorezeptor) und CikA * (ein fiir das Stellen der circadianen Uhr verantwortlicher Re-
zeptor). Beide Proteine zeigen nur schwache Homologien zu Phytochromen bzw. Bacterio-
phytochromen und wurden in den hier vorgenommenen phylogenetischen Untersuchungen
stets ausgruppiert. Auch wurde bei diesen beiden Proteinen noch keine Einlagerung von
linearen Tetrapyrrolen nachgewiesen, was zwar ihre Fihigkeit, grundsétzlich als Photo-
rezeptorsystem zu wirken, nicht in Frage stellt, ihre Einordnung in die Klasse der Phytochrome

jedoch fraglich erscheinen lasst.
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Phylogenetischer Stammbaum ausgewdhlter eukaryotischer Phytochrome, sowie einiger als Vollingensequen-
zen bekannten Bacteriophytochrome. Die phylogenetische Distanz ist mit dem Balken gegeben (= Anzahl der
Aminosduresubstitutionen pro Position), die Zahlenwerte an den Teilungen sind die Bootstrapwerte. Zahlen-
werte in grau bedeuten, dafs an dieser Stelle besser eine Kammstruktur angenommen werden sollte. LH = Bac-
teriophytochrome mit Histidin als wahrscheinliche Chromophorbindestelle, CH = Bacteriophytochrome mit

Cystein als wahrscheinliche Chromophorbindestelle.

57



3.1 Phylogenie Ergebnisse und Diskussion

3.1.2 Alignment ausgewihlter Bacteriophytochrome

Seit der vollstindigen Sequenzierung des Genoms von Synechocystis PCC6803 im Jahr 1997
%% wurden in vielen Cyanobakterien, sowie auch in anderen, nicht photoautotrophen Eubak-
terien, Phytochromhomologe gefunden %, *°, . In Abbildung 3.1.2 ist die hohe Sequenzhomo-
logie im Bereich der Chromophorbindedoméne dokumentiert. Fast alle identischen Amino-
sduren dieses Alignments finden sich auch in den Sequenzen der pflanzlichen Phytochrome.
Der hohe Grad an Sequenzhomologie der verschiedenen Bacteriophytochrome ist un-
abhéngig davon, ob sie ein Cystein als Chromophorbindestelle besitzen oder nicht (mit der in
Abb. 3.3.3 gezeigten Ausnahme). Das markierte Histidin wird als alternative Chromophor-
bindestelle diskutiert *°, * und ist auch in Pflanzenphytochromen und Bacteriophytochromen,
die das Cystein aufweisen, flir den autokatalytischen Einbau linearer Tetrapyrrole als essentiell

175

nachgewiesen worden *, ', 7%, In den bisherigen Untersuchungen von Hafer- und Erbsen-

6 8 wurden lediglich Aminoséuresubstitutionen in der unmittelbaren

phytochromen ('7, !
Umgebung (auf der Ebene der Primérsequenz) des Cysteins untersucht. Dieses Vorgehen 1483t
jedoch den Aspekt auBler acht, daB3 in der Primirsequenz weit entfernte Aminoséuren durch die
Faltung des Proteins in unmittelbare Ndhe des Chromophors gelangen und Auswirkungen auf
die spektralen Eigenschaften und die Fihigkeit des autokatalytischen Einbaus des Chromo-
phors haben konnen, wie von Wu et al. '* gezeigt. Ebenso konnen Aminoséduren, die in der
Primérsequenz (unmittelbar) benachbart sind, durch die Ausbildung von gingigen Sekundér-
strukturelementen (o-Helix, B-Faltblatt) zu weit entfernt sein, um mit dem Chromophor inter-
agieren zu konnen. Aus diesem Grund wurde die Teilsequenz der Chromophorbindedoméne

einer Sekundérstrukturanalyse unterworfen (sieche dazu Kap. 3.2.1).

N PR
OBk YVSYEF
LSAKYVSYELW

P P I
FASNFIFLIPDAHAEPVQI LEINHPQSQQPT]
FISNSIVIPNAQAQAIQOMIFALNPVSDRP

CphA Calothrix PCC7601 213
CphA Anabaena PCC7120 213

Cphl Synechocystis PCC6803 213 FIHNPINVIPDVYGVAVPLTIFAVNPSTNRA OTIFKVIPFEL
CphB Calothrix PCC7601 220 'YRDNWLIILI PDVDYQPVALLIFHHNPVTNQPT] ESIEKYVPYETI|Y
CphB Anabaena PCC7120 213 YSONWLILT PDAKYQPVPIV]FINNPLNDQPL) IOSIFKYIPYETI
BphP Deinococcus radiodurans 213 'YTRHLLIILTADTRAAAVPLDFVLNPQTNAPTPLGGAVIBNATSPM QT3 Y VLPPDLIA
Pseudomonas aerugines Bphy 200 'YIQNPIEMLIADVAYTPMRVFZALNPETNESFRLSYSVIBNSVSP I MSIFKLIPY PV
Pseudomonas fluorescens 209 'YRTNWLIT I PNADYQPVPLVIFKLRPDTQTPLIRLSFATIBMNSVSP I ILLKGDKIMeT, T S@GNRQIFL.HVPHELIY
Pseudomonas putida Bphyl 213 'YRVNRIBIVIEDANYQPSPLLIZATNPRTGKPLIEBMSFAA R 5 5 IQQI3R PVDLRTIY
Pseudomonas putida Bphy2 202 'YLRNPIIVISDAQFNTVAIN|FVLDP - SGEPLIRLSYAHIMNSVSP I Y AR TLAMGOIY
Pseudomonas syringae 222 'YRRNWLINT I PDANYTPVPLVIFOLRPDTQQQLINLSFSTIMASVSP I IRTIYL.YVSHELIY
Agrobacterium tumefaciens 1 194 'YTINRLIIMIPDVDYKPVPIRIFEVNAETGAVLIEMSFSQIRNSVSP’ R 5 5 TIFHSVSLAVY
Agrobacterium tumefaciens 2 202 YLKNTLITISDASGTRIPVL}FAVDV - SGEPLIRLSYAHMNSVSP I R Y SIFRVLSMPVIY
Rhodospirillum centenum PPH 351 'YSQSLSEHVPDRDYVPVPVH- - -RIEGTEPLIBLSFSRHISLSP’ R 5 5 IRQIFHHVATI PRI
Bradyrhizobium sp. 205 'YERNRVIILLVDVNYTPVPLQIERISPLNGRDLIEMSLSCIBNSMSP I IYEISRFVPFDIHA
Rhizobium leguminosarum 205 [YLRNLFJJT TADVDAVPVPIL}§PLDE -HGQPLIBLSMSVIBRSVSP I IYGIJRLPSAQSIY

Abbildung 3.1.2 Alignment verschiedener Bacteriophytochrome (Chromophorbinderegion).

Die Positionsangaben entsprechen der Numerierung der jeweiligen Vollingensequenzen. Dunkelblaue Raute:
Chromophorbindestelle der pflanzlichen Phytochrome und der Bacteriophytochrome mit Cystein. Hellblaues
Dreieck: wahrscheinliche Chromophorbindestelle der Phytochrome ohne Cystein als Chromophorbindestelle.
Im Alignment wurde der Schattierungsgrenzwert auf 90% gesetzt, Aminosduren sind schwarz,
homologe Aminosduren grau hinterlegt. Das vollstindige Alignment, sowie die Swissprot Accession Nummern
der verwendeten Sequenzen finden sich im Anhang.
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3.2 Strukturvorhersagen

Die Praxis sollte das Ergebnis des Nachdenkens sein, nicht umgekehrt. (H. Hesse)

3.2.1 Sekundirstrukturvorhersage von CphA

Um eine gezieltere Auswahl an zu mutierenden Aminosdureresten im Bereich der Chromo-
phorbindestelle zu erhalten wurde mangels einer vorliegenden Phytochrom-Kristallstruktur auf
Sekundérstrukturvorhersagen zuriickgegriffen. Der Bedeutung der Sekundarstrukturvorhersage
von Proteinen kommt durch die Entwicklung immer zuverldssigerer Algorithmen in den
letzten Jahren ein immer hoherer Stellenwert zu. Heute ist die Strukturvorhersageforschung
soweit, da} eine Treffergenauigkeit von bis zu knapp 80% erreicht werden kann %, !, 142 Die
Sekundérstrukturvorhersage der Chromophorbindedomine von CphA erfolgte mit der PSI-
PRED-Methode, die auf der Auswertung von multiplen Alignments durch neuronale Netze
beruht '¥. Da bisher keine Struktur eines Phytochroms geldst werden konnte, bieten Struktur-
vorhersagen zur Zeit die einzige Mdglichkeit zumindest im Ansatz strukturelle und rdumliche

Vorstellung iiber Phytochrome zu erhalten.

conf : 1a3300933333331703951303035=0370302003200¢
Pred: _ E: : o ° e

Pred: CCCCCCCCCHHHHHHHHCCCEEEEEECCCCCEEEEEECCC NH
AL: LHYPESDIPEPARKLFASNFIRLIPDAHAEPVOILPINHF
1 1 1 1

210 220 230 240 2600 OOH
conf : 100003333933223003000000009a03=30000a0aaf o °
Prea. T 27

2

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCECCHHHHHHHHHCCCEEEEEEEEEEC
AR: QSQOPIDLTNSILRTAANCHLEYLHNMGVGASLTISLIKD
1 1 1 1

250 260 270 280 °

cont : 11320031192a11033=0333333330310370700300 263 _
Pred: _4::::::$>_______+) e’ ‘n’
Pr%d: E‘C‘EFIWE‘EEEEEC‘C‘CCCI:‘C;C;C:HHHHHP_I‘HHHI:{H}-IYHHHHHIEHHH 259 266
AA: GKLWGLIACHHQTPKYVSYEFRKACEFLGRVIFTEISTRE
290 300 310 320

Abbildung 3.2.1 Sekunddirstruktrvorhersage der Chromophorbindedomdne von CphA

H = Helix, E = Faltblatt, C = ungeordnet, Conf.: Grad der Verldflichkeit der Vorhersage. Rechts: Helical-
Wheel-Darstellung der Positionen 257 bis 268 im CphA (grauer Kasten). Hochkonservierte Aminosduren rot
umkreist, Chromophorbindestelle gelb umkreist. Blau: geladene AS, rot/braun: hydrophobe AS.

Mit Hilfe der durch Sequenzalignments identifizierten hochkonservierten Aminosauren
(siche Anhang Alignment) und der in Abb. 3.2.1 links dargestellten Sekundérstrukturvorher-
sage © wurde fiir CphA eine Mutationsstrategie erarbeitet. Die Sekundarstrukturanalyse nimmt
fiir den unmittelbaren Bereich der Chromophorbindestelle mit hoher VerldBlichkeit eine

Helixstruktur an. Die Primirsequenz von CphA kann anschlieend als ,helical wheel*“ dar-

@ http://insulin.brunel.ac.uk/psipred
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gestellt werden. Wie aus Abb. 3.2.1 rechts ersichtlich, liegen alle hochkonservierten Amino-
sduren auf einer Seite der Helix. Die in dieser Arbeit angewandte Mutationsstrategie tragt
dieser Erkenntnis mit den Mutanten H260, Y263, N266 und M267 Rechnung (Kap. 3.5.3).

3.2.2 3D Modellierung

Um eine genauere raumliche Vorstellung der Chromophorhelix in Bezug auf einen linearen
Tetrapyrrol zu bekommen, wurde die Chromophorhelix mit Hilfe des Swiss-PDB-Viewers
modelliert. Die Strukturdaten des Chromophors wurden aus dem Datensatz der Phycobili-
somen-Struktur des Allophycocyanins von Spirulina platensis extrahiert und geben nicht
notwendigerweise die natiirliche (Z,Z,Z-anti, syn, anti) Konformation des Chromophors im
Phytochrom wider. Leider lassen nur wenige Programme zur Strukturanalyse ein strukturelles
Editieren solcher prosthetischer Gruppen zu. Um jedoch eine Abschidtzung der Absténde vor-

nehmen zu konnen, ist das in Abb. 3.2.2 gezeigte Modell vollkommen ausreichend.

Abbildung 3.2.2 3D-Modell der CphA Chromophorbindedomdne

3D Helixmodell der chromophorbindenden Helix von CphA. Gelber Stern “ * ”:
Ligationsstelle zum C259. Gestrichelter Pfeil: Durch Neigung von Ring A mégliche
Bindung an H260. Weitere méglicherweise mit dem Chromophor interagierende
Aminosduren sind gekennzeichnet.

Man erkennt in der Abbildung, daf3 es unter der Annahme, da3 der Chromophor die in der Ab-
bildung gezeigte Orientierung zur Helix hat, durch Neigen von Ring A konformell einerseits

moglich ist, die Ethyliden-Gruppe von Ring A (markiert mit gelbem Stern) zum Chromophor-
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akzeptierenden Cystein 259 weisen zu lassen, oder aber andererseits die Ketofunktion von
Ring A in die Nédhe von Histidin 260 zu bringen (angedeutet mit gestricheltem Pfeil). Des-
weiteren ist ersichtlich, dal3 sich sowohl Y263 als auch M267 noch in der Reichweite des
Chromophors befinden. Die Auswirkungen von Mutationen dieser erwdhnten Aminosduren

wird in gesonderten Kapiteln behandelt.

3.2.3 Modell zur Bindung von PCB bzw. BV am Histidin

Die von Davis et al. *° als Schiff-Base postulierte Verkniipfung von PCB oder BV (Kap. 1.3.2)
durch die Bindung einer der Carbonylgruppen des PCB oder BV an das Stickstoffatom des
Histidin-Imidazolrings ist hochstwahrscheinlich sehr reaktiv und Hydrolyse-empfindlich. Es
ist daher anzunehmen, da3 diese Bindung eine der in Abb. 3.2.3 vorgestellten Umlagerungen
vollzieht. Die resultierende mogliche Enamin-Amidin-Tautomerie stellt eine in biologischen
Systemen bisher nicht gefundene und auch in der organischen Chemie sehr seltene Form der
Mesomerie dar.

Aus dem vorgeschlagenen Zwischenzustand der Chromophor-Histidin-Bindung heraus
(Abb. 3.2.3, eckige Klammern), ist eine Deprotonierung des Ring A-Stickstoffatoms, was zu
den jeweils unten links abgebildeten Strukturen fiihrt, sowohl bei BV als auch bei PCB wahr-
scheinlicher als die Reaktion zu den jeweils unten rechts dargestellten Strukturen. Beim BV ist
jedoch auch noch die rechts dargestellte Struktur moglich, die beim PCB nicht ohne weiteres
gebildet werden kann, da eine Deprotonierung am C; Kohlenstoffatom von Ring A sehr un-

wahrscheinlich ist. Wéhrend der Hydrolyse-empfindliche Zwischenzustand im Fall von BV

durch eine mesomere Grenzstruktur des m-Elektronensystems von Ring A ,,umgangen® werden
kann (wobei eine Protonenverschiebung stattfindet), ist diese Stabilisierung beim PCB nicht
moglich, da dafiir das Spalten bzw. Verkniipfen einer C-H Bindung stattfinden miilite (was
spontan nicht auftritt). Das macht die Bindung im Fall von PCB anfilliger gegen nukleophile
Angriffe, und das Gleichgewicht in wiassriger Losung liegt sehr wahrscheinlich eher auf Seiten
der hydrolysierten Bindung.

Diese Argumentation liefert auch eine Erkldrung dafiir, warum Davis et al. *° in ihren
Versuchen mit Bphl aus Deinococcus radiodurans mittels Bromcyanspaltung (das Histidin
dieses Proteins ist von Methioninen eingerahmt) ein PCB-Histidyl-Homoserin-Lacton massen-
spektrometrisch nachweisen konnten: Sie fiihrten die Bromcyanspaltung unter 70% Ameisen-
sdure durch, unter diesen Bedingungen ist die Hydrolyse der Histidin-Chromophor-Bindung
wahrscheinlich stark unterdriickt.

Die Versuche mit CphBm in dieser Arbeit sollten im folgenden unter anderem die

Bindung von PCB bzw. BV am Histidin untersuchen.
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Abbildung 3.2.3 Mdgliche Histidin-Addukte von BV und PCB

Die vorgeschlagene Bindung von BV bzw. PCB an Histidin, ausgehend von einer positiv ge-
ladenen Schiff-Base zwischen der Ring-A Carbonylgruppe und einem benachbarten Histidinrest.
Mesomerieformen sind durch Doppelpfeile verbunden. Instabile Formen in groffen eckigen
Klammern. Oben: Fall mit BV (griin), der Stern zeigt die Enamin-Amidin-Tautomerie an. Unten:
Addukt mit PCB (blau). Rote Doppelpfeile zeigen die nichtfavorisierte Form an.
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3.3 Klonierungen

Wie Eingangs erwihnt, sollte in dieser Arbeit einerseits die heterologe Expression der beiden
Zweikomponentensysteme zur weitergehenden Charakterisierung verfolgt werden, als auch
versucht werden, die Komponenten homolog zu exprimieren, um Aufschluf} iiber die Natur der
Chromophore von CphA und CphB zu erhalten. Um diesen beiden Ansdtzen gerecht zu wer-
den, wurden zwei verschiedene Klonierungsstrategien verfolgt. Zum einen sollte die hetero-
loge Expression in Bezug auf die Ausbeute an Protein sowie die optimale Aktivitdt der Pro-
teine verbessert werden (Kap.3.3.1 und 3.3.2), zum anderen wurde versucht, neben dem bereits

vorhandenen Shuttle-Vektor ein besser handhabbares Konstrukt herzustellen (Kap. 3.3.3).

3.3.1 Klonierung von cphA und rcpA und heterologe Expression

Die Konstrukte standen bereits als Versionen mit C-terminalem His(6)-tag im Vektor pMEX8
zur Verfiigung '*, wurden jedoch in den pET28a(+)-Vektor umkloniert, um sie mit einem N-
terminalen His(6)-tag mit Thrombinschnittstelle auszustatten und so eine spitere Abtrennung
des His(6)-tags zu ermdglichen. Im Falle von CphA fiihrte die Expression in pET28a(+) nicht
zu zufriedenstellenden Ergebnissen, da das Protein lediglich unvollstindig translatiert aufge-
reinigt werden konnte, wobei iiberwiegend Molekulargewichte von 18 bis 60 kDa erhalten
wurden. Dennoch wurde das pET28-CphA Konstrukt fiir weitere Klonierungen (zur homo-
logen Expression) verwendet. Die Punktmutagenesen von cphd wurden in dem Vektor
pPMEXS8-CphA durchgefiihrt. Die Sequenzen der Gene finden sich im Anhang (Anhang Gen-
sequenzen).

Zur Klonierung wurden die folgenden Primer verwendet. Die Restriktionsschnittstellen
sind unterstrichen, Startcodon bzw. Stopcodon fett gedruckt und alle Sequenzenin 57 -> 37-

Richtung dargestellt:

RcpA: 0BQ29 crcpl N-His1: (5'Ndel)
catatgagcgtagaaacggaagac
0BQ31 crcpl N-His2: (3"Sacl)
gagctctcactccgacggcaatgtcgecg

CphA: 0BQ32 phyC N-Hisl: (5'Ndel)
catatggtaaccgaattccaagcacaaag
0BQ30 phyC N-His2: (3"Sacl)
gagctctcatcctcgaccaaaaagatc
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Die Gene wurden nach der Klonierung in pET28a mit den Primern phyC seq 1 bis 8 bzw. crcp
seq 1 und 2 (Sequenzen siche Anhang, Tabelle Sequenzierungsprimer), sowie den jeweiligen

Klonierungsprimern sequenziert.

ol
Xhol
E“;,?,%l‘ 7413 Bgll Eco52l
Hindlll Dralll 240 Notl .Dralll 240
Sal g Hindlll H
Sa Sall
Sacl 5128 Ndel,

5578 5069 Ncol. =

.Smal 1067 5030 Xbal. ",
Xmal 1067 :
6385 Dral. .Clal 1249
- S, .Smal 1067

O% < Xmal 1067
On

.Clal 1249
pET28a CphA N-His
7625 bp ColE1 ori

pET28a RcpA N-His
5768 bp

5532 Hindlll " Eco571 1614

bom,

"Sap| 2263 4035 Apal

T7 Promotor

~_ =

4035 Apal "EcoRV 3794

5128 Ndel .-
5069 Ncol .
4964 Bglll

47715ph1”

ColE1 ori

o«

“Sap 2263
Fspl 3162

3162 Fspl

Abbildung 3.3.1 Vektoren zur heterologen Expression (mit N-terminalem His(6)-tag)

Vektorkarten der Plasmide pET28a CphA N-His und pET28a RcpA N-His. Es sind ausgewdhlte Restriktions-
schnittstellen gezeigt. Die Gene wurden mit Ndel und Sacl einkloniert.

Die Expressionsbedingungen fiir CphA im pMEXS8-Vektor ergaben Ausbeuten von bis zu
6 mg assemblierbarem Protein pro Liter Kultur, die Ausbeuten von RcpA in pET28a lagen bei
iiber 12 mg pro Liter Kultur. Die Ausbeutensteigerung im Vergleich zu fritheren Expressions-
bedingungen (ca. 1,1 mg CphA bzw. 2,2 mg RcpA pro Liter E. coli-Kultur, '*) liegt u.a. darin
begriindet, dal das verwendete Medium wesentlich hohere Zelldichten zulie3. Im Falle von
CphA und CphBm ist jedoch auch die zum Teil erheblich niedrigere Expressionstemperatur
sowie die Verwendung des Epicurian coli BL21 DE3 RIL fiir die Erhohung der Ausbeute an

funktionellem Protein verantwortlich.

3.3.2 Klonierung von cphB und rcpB zur heterologen Expression

3.3.2.1 Klonierung von cphB und cphBm

Das vorhandene pMEX8 Konstrukt ' wurde in pET28a umkloniert, um es mit einem N-ter-
minalen His(6)-tag mit Thrombinschnittstelle auszustatten und damit eine spétere Abtrennung
des His(6)-tags analog zu cphA zu ermdéglichen. Im Falle von ¢phB wurde aufgrund des
uneindeutigen Genanfangs (Abb. 3.3.2 und s.u.) 'Y, ' zusitzlich ein alternatives Konstrukt

(cphBm) aus genomischer DNA von Calothrix PCC7601 amplifiziert.
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2 ACT TTT ATG TTC TAT TTA TTT GAG ATA TTG AGA ATT TAA TAT TTT 46
1 T F M F Y L F E I L R I * Y F 15
47 GGT TTT ATG CTC CAA TAT TTT CAG ACA AAA TGT TAT TTT AAT GAG 91
16 G F M L Q Y F Q T K C Y F N E 30
92 AGA AAG GTA CTA TAT TTT ATG TCT TTT TTG ACT TAT TAA TTT AAT 136
31 R K Y L Y F M S F L T Y * F N 45

137 TTA TAT CTG AAG GTA GAT GTT GAA GAG AAA ATA AAA TTT TTA AAA 181
46 L Y L K \Y D \Y E E K I K F L K 60

182 ATA TTA AGG TTT TAA TTG TTG CAG TTA ATT TAT AAC AAT TTT ATT 226
61 I L R F * L L Q L I Y N N F I 75

227 - AGC TTA AGT CCT GAA AAT TCT CCA GAA AAT GCT GCG ATC GCA 271
76 \Y S L S P E N S P E N A A I A 90

272 CCT TTT GAG GTG GAC - ACG AAT TGC GAT CGC GAA CCA ATT CAC 316
91 P F E v D L T N Cc D R E P I H 105

317 ATC CCT GGC TCA ATT CAG CCG CAT GGG ATG CTA TTG GCG TTG ACG 361
106 I P G S I Q P H G M L L A L T 120

Abbildung 3.3.2: Genanfang von CphB auf genomischer Ebene

Anfang des cphB Operons. Mégliche Pribnow-Boxen in fett, mégliche Shine-Dalgarno Sequenzen
unterstrichen. Rot hinterlegt: Genanfang von CphB. hinterlegt: Alternativer Genanfang (beide
Konstrukte nach Dissertation Jorissen '* und Ref. '”). Griin hinterlegt: Hier eingefiihrter
Genanfang von CphBm.

Im Operon von cphB finden sich diverse mogliche Pribnow-Boxen, zu denen die
erwarteten ,,-35“-Sequenzen jedoch nicht oder nicht im korrekten Abstand zu finden sind. Die
Promotor Erkennungssequenzen in Cyanobakterien sind noch nicht vollstindig aufgeklért '°,
146 Die Shine-Dalgarno Sequenz (SD) '/, '8, deren Anwesenheit fiir die Wahl der bisher

gewidhlten Genanfinge von cphB ausschlaggebend war '*

, stellt jedoch keine zwingende
Notwendigkeit flir eine erfolgreiche Translationsinitiation dar, zumal die der SD komplemen-
tdre 3" Sequenz der 16S RNA von Calothrix PCC7601 nicht bekannt ist (N. Tandeau de
Marsac, pers. Mitteilung). Daher wurde der alternative Genanfang von cphBm in dieser Arbeit
aufgrund eines Sequenz-Alignments mit anderen cyanobakteriellen Phytochromen gewéhlt
(Abb. 3.3.3). Eine BLAST Suche im Genom vom nahe verwandten Organismus Nostoc
punctiforme, das zur Zeit nur in Form von Rohsequenzdaten bereitgestellt wird ¢, sowie
speziell der Vergleich mit der Sequenz aus dem eng verwandten Organismus Anabaena
PCC7120 unterstiitzen die Vermutung, dall cphB in vivo evtl. nicht den vorher verwendeten in
Abb. 3.3.2 rot hinterlegten Genanfang besitzt. Endgiiltige Aufkldrung briachte ein Experiment

zur Primerextension, was aber aufgrund des extrem niedrigen Transkriptionslevels von cphB

in Calothrix Zellen ' schwer durchfiihrbar ist.

@ http://genome.ornl.gov/microbial/npun/
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HNR ‘

10 20 30 O

CphA Calothrix PCC7601 1 -———-——-———-——MVSEFQAQSINVNSLKE HV C SQ IFLVLGEPELNILQISSNTWSV 56
CphA Anabaena PCC7120 1 --------------MRIDVESQNINVTSLKE HLSEQ.EVLVLEEPGLKILQVINETWGI@IN 56
Cphl Synechocystis PCC6803 1 --------------MATTVQLSDQSLRQLETLAMHTAHLjNe}Ziz{e].VVVLOEPDLTISQISANCTGI¥&€RS 56
CphBm Calothrix PCC7601 1 -----VSLSPENSPENAAIAPFEVDLTN[eDR}HHT PleShiNe}Ziz{eMISLAL TEPELTIVQVRNTDE IWEVA 65
CphB Anabaena PCC7120 1 €eVIFLVLOEVDLTILQVEINNTFNIJW&RH 58
BphP Deinococcus radiodurans 1 €781 TADGHSGEVLQMfS ATF)¥eJOE 65
Bphy Pseudomonas aerugines 1 €A\ IRVTLR- ADGMVLAASENIQAIIWEEFYV 52
Bphy Pseudomonas fluorescens 1 € L. TLSEPDLSIIQI ETL}#ARP 57
Bphyl Pseudomonas putida 1 €181,V L DATDLRVLQASENV EH LP 55
Bphy2 Pseudomonas putida 1 eCI® LA CDASATVVLRHE] PQ VA 53
Bphy Pseudomonas syringae 1 e IWFTLKEPELTILQVEANVQS KV 70
Bphyl Agrobacterium tumefaciens 1 €L VL SAREFSVVOASDNLANYI€- - 50
Bphy2 Agrobacterium tumefaciens 1 €CI#TACDNAMRMVLRHEENCGEL}WEL.E 54

€ TIFTAVKE PDNVVIQAS INAAEFIENTN 59
----------------MSGTHEPVDLTN[eDRi#={HOL{eSV[eZF[EFI# LAV S- SDWIVIRASANLAEF)¥&VT 53

i

Bphy Bradyrhizobium sp.
Bphy Rhizobium leguminosarum

[

Abbildung 3.3.3 Alignment der N-terminalen Sequenzen verschiedener Bacteriophytochrome

Gen- und Organismennamen in grau = mit Cystein in der Chromophorbindetasche, in schwarz = ohne Cystein
in der Chromophorbindetasche.

Alignment: e g identische AS in 12 von 15 Sequenzen, grau hinterlegt: dhnliche AS in 12 von
15 Sequenzen. HNR = hochkonservierte N-terminale Sequenz, blaues Dreieck: konserviertes Cystein in
Bacteriophytochromen ohne Cystein in der Chromophorbindetasche.

Zur Klonierung wurden die folgenden Primer verwendet. Die Restriktionsschnittstellen, die
zur Klonierung verwendet wurden, sind unterstrichen, Startcodon bzw. Stopcodon sind fett

gedruckt, und alle Sequenzen sind in 5~ -> 3 ~-Richtung dargestellt:

CphB: 0BQ35 phyL N-Hisl: (5'Ndel)
catatgacgaattgcgatcgcgaacc
0BQ36 phyL N-His2: (3’'BamHI)
ggatccttatttgacctcctgcaatgtgaaatag

CphBm: 0BQ98 CphBm 5": (5'Ndel)
catatgagcttaagtcctgaaaattctccag
0BQ36 CphBm 3": (3"Sacl)
dagctcttatttgacctcctgcaatgtgaaatag

Die Gene wurden nach der Klonierung in pET28a mit den Primern phyL seq 1 bis 11 (Sequen-

zen siehe Anhang, Tabelle Sequenzierungsprimer) sowie den entsprechenden Klonierungs-

primern sequenziert.
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Abbildung 3.3.4 Vektorkarten zur heterologen Expression von CphBm und RcpB

Vektorkarten der Plasmide pBQI15B (pET28a CphBm C-His Xa) und pET28a RcpA N-His. RepA wurde in Ndel
BamHI einkloniert, CohBm wurde in Ncol, Xhol einkloniert.

Die Proteine der beiden Konstrukte von cphB (CphB und CphBm) wurden unter den
initialen Expressionsbedingungen zum grofiten Teil lediglich als EinschluBkdrperchen
erhalten, der 16sliche Anteil dieser N-terminal getaggten Proteine konnte zudem nicht als
Volldngenproteine aufgereinigt werden. Wie im Falle von CphA wurden lediglich Fragmente
bis ca. 60 kDa und nur wenig Volldngenprotein aufgereinigt. Daher wurde das CphBm mit C-
terminalem His(6)-tag und Faktor Xa Proteaseschnittstelle ausgestattet (siche Abb. 3.3.4,
links). Hierzu wurde das Gen im passenden Leserahmen vor den C-terminalen His(6)-tag und
das anschliefende Stopcodon des pET28a kloniert.

Zu dieser Klonierung wurden die unten angegebenen Primer verwendet. Die Restrik-
tionsschnittstellen sind unterstrichen, das Startcodon ist fett, die Faktor Xa Proteaseschnitt-

stelle kursiv gedruckt. Alle Sequenzen sindin 5 -> 3 “-Richtung dargestellt:

CphBm CHis : 0BQ146 CphBm CHS: (5'Ncol)
tataccatgggcttaagtcctgaaaattctccag
0BQ147 CphBm CH3: (3"Xhol)
aaactcgagccggccctcaattttgacctcecctgcaatgtgaaatagaacg

Durch Herabsetzen der Expressionstemperatur von 37 °C auf 18-20 °C konnte die Ausbeute an

assemblierbarem Volldngenprotein von 0,180 mg/l E. coli-Kultur '** auf bis zu 6 mg pro Liter

Kultur gesteigert werden.
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3.3.2.2 Klonierung und Expression von rcpB

Das vorhandene pMEX8 Konstrukt '™ wurde in pET28a umkloniert, um es mit einem N-ter-

minalen His(6)-tag samt Thrombinschnittstelle auszustatten und damit eine spitere Abtren-

nung des His(6)-tags wie bei den zuvor beschriebenen Konstrukten zu ermdglichen (Abb.

3.3.4 rechts).

Es wurden die folgenden Primer verwendet. Hervorhebungen s.o., alle Sequenzen sind

in5”~ -> 37-Richtung dargestellt:

RcpB: 0BQ48b Ircp N-Hisl: (5'Ndel)
catatggtaggaaacgctactcaaccgtggc
0BQ49 Ircp N-His2: (3'BamHI)
ggatccttaacccatctcaggaagtacaac

rcpB wurde nach der Klonierung in pET28a mit den Primern Ircp seq 1 und 2 sowie den ent-

sprechenden Klonierungsprimern sequenziert (Sequenzen siehe Anhang, Tabelle Sequen-

zierungsprimer).

Die Expressionsbedingungen ergaben im Fall von RcpB durchschnittliche Ausbeuten

von iiber 15 mg gereinigtem Protein pro Liter Kultur (zuvor erhaltene Ausbeuten lagen bei

1,6 mg/l Kultur '*).

3.3.3 Klonierungen zur homologen Expression

BamHI1
i\ Xbal 7
¢ EcoRI55

.EcoRV 307
| EcoRI356

5013 Xmal
5013Smal’

4739 Xho!._ Kan (npt1)
4605 Dra IIl.

4481 Sacl...
4385Xmn |

pPL2.7

5649 bp

bom Calothrix ORI

- ColE1 ori

2933 EcoRV .Xbal 2741

Abbildung 3.3.5 Vektor pPL2.7

Shuttle-Vektor pPL2.7 mit ausgewdhlten Restrik-
tionsschnittstellen. Das entsprechende Konstrukt
ohne Fragment zwischen EcoRI ist pPL2.8
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Cyanobakterien der Ordnung Nostocales
(zu denen neben Nostoc auch Anabaena, Fremy-
ella, und Calothrix zéhlen) besitzen als Schutz-
mechanismus gegen das Einbringen von Fremd-
DNA bis zu fiinf verschiedene Restriktionsendo-
nukleasen 'Y, '°. Daher ist es fiir eine effiziente
Transformation oder Konjugation von Calothrix
oder Fremyella unabdingbar, da3 das zu iiber-
tragende Plasmid die Schnittstellen fiir Avall,
Sphl und Fspl nicht enthilt '*'. Dariiber hinaus ist
fiir die Replikation des Plasmids in Cyanobak-
terien ein eigener Replikationsursprung nétig '%2.
Die Plasmide pPL 2.7 2, '3, 3% pPL 2.8 (Abb.
3.3.5) und die eigenen Derivate von pET28a(+)
(Abb. 3.3.6) erfiillen diese Pramissen. Als quasi
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155 145, 146 und

konstitutiver Promotor in Cyanobakterien wurde der tac Promotor beschrieben ',
in dieser Arbeit fiir die homologe Expression in Calothrix PCC7601 bzw. Fremyella
diplosiphon SF 33 verwendet.

Die Klonierungsstrategie filir das eigene Shuttlevektor-Konstrukt ist in Abb. 3.3.6 dar-
gestellt. Das Plasmid pPL2.8 wurde durch EcoRI Verdau und Religation von pPL2.7 (Abb.
3.3.5) generiert. Auf diese Weise wurden im Vergleich zu pPL2.7 zwei weitere Einzelschnitt-
stellen erhalten. Die Klonierungsprodukte der verschiedenen Gene in eine dieser neuen Einzel-
schnittstellen (EcoRV) konnten jedoch nicht erfolgreich transformiert werden. Die Plasmide
pBQ9b und pBQ11b entsprechen den Plasmiden pBQ9 und pBQ11 mit der Ausnahme, daf} die
vorhandene BamHI Schnittstelle durch Schneiden, Auffiillen und Religieren entfernt wurde.

Die jeweiligen kompletten Konstrukte (inkl. tac Promotor und T7 Terminator) der
Plasmide pBQ7, 9b, 10 und 11b wurden mitttels der folgenden Primer mit BamHI Schnitt-
stellen ausgestattet und in die BamHI Schnittstelle von pPL2.8 einkloniert (Hervorhebungen
s.0.) und ergeben die Konstrukte pPL7b, 9b, 10b und 11b:

0BQ88 tac BamHI: (5'BamHI)
cgggatcctgcacggtgcaccaatgcttc
0BQ89 T7term BamHI: (3’ BamHI)

acggatccaaaaaacccctcaagacccg

Samtliche Gen-Konstrukte wurden per Sequenzierung mit den entsprechenden Sequen-
zierungsprimern (siche Anhang) verifiziert, das Entfernen von Restriktionsschnittstellen wurde
lediglich mittels Restriktionsverdau iiberpriift.

Die erhaltenen Derivate von pPL2.8 und die eigenen Shuttle-Vektorderivate pBQ7,
pBQ9, pBQ10, pBQ11 wurden mittels triparentaler Konjugation (siche Kap. 2.4.5) in Calo-
thrix bzw. Fremyella diplosiphon transferiert. Mittels Elektroporation von Calothrix (bzw.
Fremyella diplosiphon *°) konnten keine Transformanten erhalten werden. Auch die Konjuga-
tionsversuche fithrten erst nach mehrmaliger Wiederholung zu resistenten Klonen. Bei der
Konjugation mit Fremyella diplosiphon wurde hingegen schon beim ersten Versuch ein positi-
ver Klon erhalten. Dennoch wurde aufgrund der ungewohnlich niedrigen Transformations-
effizienz "7 darauf verzichtet, die vollstindigen Plasmid-Serien in beide Organismen zu trans-
formieren, da eine homologe Expression der beschriebenen Konstrukte aufgrund identischer
Promotoren und Replikationsurspriinge weitgehend unabhingig vom Plasmidriickgrat oder
dem Organismus sein sollte. Eine Ubersicht der zur Konjugation benutzten Plasmide zeigt
Tabelle 3.1.1.
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Plasmid Beschreibung
BQ7 pET28a mit: tac Promotor, N-Hisg, Thrombinschnittstelle, CphA, T7 Terminator, ECoRV
P Fragment aus pPL 2.7 (Calothrix ori)
BQ9 pET28a mit: tac Promotor, N-Hiss, Thrombinschnittstelle, CphB, T7 Terminator, EcoRV
P Fragment aus pPL 2.7 (Calothrix ori)
BQ10 pET28a mit: tac Promotor, N-Hiss, Thrombinschnittstelle, RcpA, T7 Terminator, ECORV
P Fragment aus pPL 2.7 (Calothrix ori)
BQ11 pET28a mit: tac Promotor, N-Hiss, Thrombinschnittstelle, RepB, T7 Terminator, EcCoRV
P Fragment aus pPL 2.7 (Calothrix ori)
pPL7 Apal/Sacl Fragment (blunt mit T4-Klenow) aus pBQ7 in EcoRV von pPL2.8
pPL9 Apal/Sacl Fragment (blunt mit T4-Klenow) aus pBQ9 in EcoRV von pPL2.8
pPL10 Apal/Sacl Fragment (blunt mit T4-Klenow) aus pBQ10 in EcoRV von pPL2.8
pPL11 Apal/Sacl Fragment (blunt mit T4-Klenow) aus pBQ11 in EcoRV von pPL2.8
pPL7b oBQ88/0BQ89 PCR Fragment aus pBQ7 in BamH | von pPL2.8
pPL9b 0BQ88/0BQ89 PCR Fragment aus pBQ9 in BamH | von pPL2.8
pPL10b 0oBQ88/0BQ89 PCR Fragment aus pBQ10 in BamH | von pPL2.8
pPL11b 0oBQ88/0BQ89 PCR Fragment aus pBQ11 in BamH | von pPL2.8

Tabelle 3.3.1: Zur Konjugation eingesetzte Plasmide

Die folgenden Stimme konnten durch triparentale Konjugation erhalten werden:

Calothrix PCC7601 pBQ10 (RcpA)
Calothrix PCC7601 pBQ11 (RcpB)
Calothrix PCC7601 pPL7b (CphA)
Fremyella diplosiphon SF33 pPL9b (CphB)

Eine Verifizierung der Konjugation durch ,,Plasmid-Rescue‘ wurde bisher nicht durchgefiihrt,
da die Kulturen noch nicht vollstindig von den Helferstimmen befreit werden konnten (sie
tragen zwangslaufig die gleiche Resistenz). Zwar 1df3t sich der E. coli-Anteil durch vorsichti-
ges Pellettieren der Cyanobakterien auf einen fiir die Proteinisolierung vernachléssigbar
geringen Anteil herabsetzten, ein erneutes (und stets durch das GN-Medium limitiertes) Aus-

wachsen der Helfer-E. coli konnte jedoch bisher nicht unterbunden werden.
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Abbildung 3.3.6 Klonierungsstrategie der pBQO-Konstrukte

s

Ptac = tac Promotor, bom = “basis of mobilisation”, ori = origin of replication, bp = Basenpaare,
Kan = Kanamycinresistenzkassette, lacl = lac Repressor ColEl = ori fiir E. coli. Schnittstellen fiir

cyanobakterielle Endonukleasen in rot.
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3.4 Punktmutagenese von cphA und cphB

Aufgrund der Tatsache, daB3 bisher keine Phytochromstruktur vorgelegt werden konnte und
lediglich die Doménenorganisation der verschiedenen Phytochrome auf Basis von Homologie-
vergleichen bekannt ist, bietet sich der experimentelle Ansatz der Punktmutagenese zur Auf-
klarung der Subdoménenstruktur an. Auf diese Weise sollten Aminosduren identifiziert
werden, die fiir den autokatalytischen Einbau des Chromophors verantwortlich sind und damit
einen Teil der Bindetasche darstellen. Problematisch an solchen Studien ist jedoch, daB3 sich
die Ergebnisse nicht immer eindeutig interpretieren lassen. So ist hdufig nicht zu unter-
scheiden, ob der Einfluf3 einer Mutation durch strukturelle Verdnderungen eines evtl. weiter
entfernten Bereichs (z.B. durch Stérung von essentiellen Sekundéarstrukturelementen) herriihrt,
oder ob es sich bei der Mutation um eine fiir die jeweilige Funktion (oder die spektralen
Eigenschaften) essentielle Aminosdure handelt. Daher wurde bei der Punktmutagenese von
cphA an den Stellen, die in der Ndhe der Chromophorbindestelle liegen, darauf geachtet, neben
nicht-konservativen auch konservative Punktmutationen zu setzen, bei denen keine besonderen

strukturellen Irritationen zu erwarten waren.

Mutation CphA Expression/Aufreinigung Spektroskopie  Pfr-Stabilitét LADS

E189Q (+) (-) n.d. n.d.
D207N + + )] n.d.
R213I + + )] n.d.
L248P, Q, R + (+), + + (4), + +,nd., + n.d.
S251P, A n.d. n.d. n.d. n.d.
L253P, R +, + (=), n.d. n.d. n.d.
R254T, | n.d. n.d. n.d. n.d.
Y263H, Q, D + +, + (- =-) n.d. n.d.
N266V, A,D, G +, o+ o+ + + o+ o+ + nd.,+ ++ nd,!, ! nd
M267L, R +, + +, ! +, ! +, nd
S272P n.d. n.d. n.d. n.d.
W284R, G +, + (- - n.d. n.d.
G285V, E +, + (- =) n.d. n.d.
H290R, L n.d. n.d. n.d. n.d.
H260L, P, R +, +, + n.d., n.d., () n.d., n.d., () n.d.
Mutation CphBm
L266C + ! + n.d.
SPL -> ANC + ! n.d. n.d.
H267T, A + nd., ! nd.,! n.d.

Tabelle 3.4.1: Mutationen in CphA und CphBm

Die Numerierung bezieht sich auf die Aminosduresequenz von CphA. Die Mutationen von CphBm sind im Text
beschrieben. +: wie wt, -: negativ oder nicht auswertbar, (Klammern): vorliufiges Ergebnis, n.d.: nicht
durchgefiihrt, !: abweichend vom wt. Die Mutante SPL->ANC bezieht die Positionen von 264 bis 266 der
CphBm Sequenz ein.
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Tabelle 3.4.1 gibt eine Ubersicht der erhaltenen Mutanten und der bisher durchgefiihr-
ten Experimente. Expression/Aufreinigung bezieht sich hier auf die Eigenschaften des Proteins
wéhrend der Expression und Aufreinigung (Tendenz zu Inklusionskorperbildung, gesteigerte
Aggregationsneigung), Spektroskopie bezeichnet die Durchfithrung von Absorptions- und
Differenzabsorptionsspektroskopie. Die Spalte ,,Ps-Stabilitdt™ gibt die Durchfiihrung von Pg-
Stabilitdtsmessungen an. Mit LADS (,,Lifetime Associated Difference Spectra‘) sind Ergeb-
nisse aus Flash-Photolyse-Experimenten angezeigt, die in Kooperation mit Leja Jorissen (MPI
fiir Strahlenchemie in Miilheim, Ruhr) durchgefiihrt wurden. Leider konnten aufgrund der sehr
aufwendigen Durchfiihrung bisher nur wenige Mutanten untersucht werden. Eine ausfiihrliche
Diskussion der Ergebnisse zu den einzelnen Mutanten findet sich in den entsprechenden
Unterkapiteln (CphA-Mutanten in Kap. 3.5.8, CphB-Mutanten in Kap. 3.8).

3.4.1 Punktmutagenese von cphA

Uber einen Sequenzvergleich von pflanzlichen und bakteriellen Phytochromen wurden hoch-
konservierte Aminosduren der Chromophorbindedoméne ermittelt (vgl. Kap 3.1.2), von denen
eine Auswahl mittels Punktmutagenese (Kap. 2.6.2) verdandert wurde. Die verwendeten Muta-
tionsprimer sind dem Anhang (Tabelle Mutationsprimer) zu entnehmen. Die Mutationen wur-
den mittels Sequenzierung verifiziert. Tabelle 3.4.1 zeigt die erhaltenen Mutanten von CphA
und CphBm. Die Nummerierung bezieht sich auf die Position der entsprechenden Aminoséure
in der CphA- bzw. CphBm-Sequenz (Anhang, Gensequenzen). Die Auswirkungen der einzel-

nen Mutationen auf der Proteinebene werden in gesonderten Kapiteln behandelt.

3.4.2 Punktmutagenese von CphBm

Die Punktmutationen von CphBm sollten die Frage beantworten, ob CphBm durch ,,Rekonsti-
tution des Cysteins an der Chromophorbindestelle die Fahigkeit zur stabilen kovalenten

Bindung von PCB erlangt.

>

CphA Calothrix PCC7601 IINLTNSI AN Clzi LEMLH| VGASILTISLI
CphA Anabaena PCC7120 VIBL TN S TINS AAN Clzl LEMLH| VGASILTISLI
Cphl Synechocystis PCC6803 VBLTESTIIMNSAYHCIgiLTML VGASJLTISLI
CphB Calothrix PCC7601 TIBLSHSVIRNS VSP Lizl TEMLH VK. SIBLL

CphB Anabaena PCC7120 LIBL SRSVIRMIS VSP Lizi TEMMO VT SIFIM

A
Abbildung 3.4.1 Chromophorbindestellen von CphA und CphB

Die Mutation SPL—ANC ist im Alignment fett und unterstrichen. Raute: Chromophor-
bindestelle von CphA, Dreieck: putative Chromophorbindestelle von CphB (Histidin 267).
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Die Position, an der in pflanzlichen (und einigen cyanobakteriellen) Phytochromen ein
Cystein die stabile kovalente Thioether-Bindung mit PCB, PEB oder P®B eingeht, ist beim
CphB(m) mit einem Leucin besetzt. Diese Aminosdure wurde in der Mutante L266C gegen ein
Cystein getauscht. Die Mutation SPL>ANC (Abb. 3.4.1) dndert die Positionen 264-266 und
wurde vorgenommen, um die Chromophorbindestelle von CphB derjenigen von CphA anzu-
passen und damit mogliche strukturelle Einfliisse des Prolins aus der CphB-Sequenz aus-
zuschalten. Die Mutation H267T/A adressiert das Histidin als alternative Chromophorbinde-

stelle ¥,
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3.5 CphA aus heterologer Expression

3.5.1 Aufreinigung von CphA

Die heterologen Expressionen von CphA wurden mit dem C-terminal getaggten Protein aus
pMEXS und den daraus erhaltenen Mutanten analog zu '** durchgefiihrt. Die Proteine wurden
zumeist nicht im Rohlysat assembliert, sondern als Apoproteine aufgereinigt, um eine Charak-
terisierung der Bilin-lyaseaktivitdt zu ermdglichen. Durchschnittliche Ausbeuten an photo-
aktivem Protein lagen bei etwa 6 mg pro Liter Kultur. Die eigenen Konstrukte von CphA
boten entweder geringere Ausbeuten an assemblierbarem Protein (C-terminal His(6) getaggtes
CphA in pET28a) oder wurden nicht als Volldngenprotein exprimiert bzw. aufgereinigt (N-
terminal His(6) getaggtes CphA in pET28a).

Bei einigen Mutanten wurde eine zum Teil erheblich eingeschrinkte Proteinstabilitit
beobachtet, was sich durch sehr geringe Expressionsniveaus oder durch die Bildung von Ein-

schluBkdrperchen wihrend der Expression bemerkbar machte.

| ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | '
- —CphA P,
0,15/ —CphAP_
——CphA A
0,10
%
Qo
<
< :
< 0,05 |
9 ]
<
N R
0,00 —
| 401 \/
-0,05 ~ 707 .
- Tt T 1T 17T 1T 1T 1T " 17

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

nm

Abbildung 3.5.1 CphA nach Ni-NTA Aufreinigung und Umpuffern.
Insert: Coomassie-Gel mit CphA. Die CphA-Dimerbande ist ebenfalls deutlich zu erkennen.

Die Aufreinigung des CphA-Wildtypproteins sowie der Mutanten erfolgte iiber eine
optimierte Ni-NTA Affinitdtschromatographie mit anschlieBender Gelfiltration oder Dialyse.
Ein typisches Ergebnis einer CphA-Aufreinigung ist in Abb. 3.5.1 dargestellt. Als typischer-

weise verwendetes Mal} fiir den Aufreinigungsgrad von Phytochromen ist die ,,specific absor-
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bance ratio”, kurz SAR, gebriuchlich. Sie beschreibt das Verhiltnis von Absorptionsmaxi-
mum der P,-Form zur Absorption bei 280 nm und liegt fiir Cphl aus Synechocystis PCC6803
bisher bei maximal 1,0 ** und bei hochaufgereinigtem Avena sativa Phytochrom bei maximal
1,1 (Vollingenprotein, nativ aufgereinigt '**) bis 1,6 (heterologe Expression des 65 kDa
Fragments '*°). Durch eine zusitzliche Anionenaustauscher-Chromatographie konnte fiir das
CphA-Wildtypprotein eine maximale SAR von 0,857 erreicht werden. Der aus diesem Wert
und dem Extinktionskoeffizienten bei 280 nm © errechenbare Extinktionskoeffizient bei

663 nm liegt mit ca. 73000 M cm™ etwas unter dem Wert, der fiir das homologe Protein aus

Synechocystis PCC6803 ermittelt wurde (€s50mm von Cphl = 85000 M cm™, *).

3.5.2 Assemblierung von CphA mit PCB
CphA zeigt, ebenso wie Cphl aus Synechocystis PCC6803 *°, wihrend der Assemblierung ein

Intermediat bei etwa 700 nm. Die Natur dieses Intermediats ist noch nicht geklirt, es wird im
Fall von Cphl jedoch vermutet, da3 wihrend des Einbaus eine Protonierung des Chromophors
stattfindet >, was in diesem speziellen Fall mit dem Auftreten von Protonierungs- /Deprotonie-
rungsreaktionen des Proteins wihrend der Photoisomerisierung '® begriindet wird (dies kann
aber auch lediglich eine Seitenkette des Proteins betreffen). In Abb. 3.5.2 ist die Assemblier-
ungskinetik von CphA gezeigt. Die weitergehende Diskussion des Assemblierungsdifferenz-
spektrums bzw. der Assemblierungsintermediate erfolgt in Kap. 3.6.7 auf Seite 114. Bei den
Assemblierungskinetiken ist zu beachten, dal ein Grofteil der Reaktion (ca. 60-70%) zum
Zeitpunkt der ersten Messung bereits beendet ist, wodurch die Werte iiber den Rahmen der Fit-
Genauigkeit hinaus von Experiment zu Experiment etwas schwanken konnen.

Die Reaktion folgt einem biexponentiellen Fit mit den folgenden Zeitkonstanten fiir t;

und t, (= Fehlerwerte aus dem biexponetiellen Fit):
CphA-PCB: 65 s (+ 9%); 9 min (+ 5%)

Diese Assemblierung fand noch unter einem Restimidazolgehalt von ca. 120 mM statt.
Wie spiter herausgefunden wurde, kann Imidazol die Assemblierungsgeschwindigkeit deutlich
beeinflussen, so da3 weitere Untersuchungen unter definierten Imidazolbedingungen durch-
gefiihrt wurden (Kap. 3.6.8.2). Dennoch konnten in einem Vergleich zu dem durch Punktmuta-
tion mit einem Cystein versehenen CphBmLC nahezu identische Zeitkonstanten fiir die
Assemblierung mit PCB unter dieser Imidazolkonzentration (64 s (+ 8%) und 10 min (£ 16%),
siche Kap. 3.6.8.2) ermittelt werden, so dal davon ausgegangen werden kann, dal3 der grund-

legende Mechanismus der Assemblierung in diesen beiden Proteinen identisch ablautft.

@ http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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Abbildung 3.5.2 Assemblierungskinetik von CphA mit PCB

Die Kurve folgt einem biexponentiellen Fit mit den Zeitkonstanten t; = 65 s und t; = 9 min.
Insert: Rohdaten. Die Spektren der Zeitpunkte ty = 10 s, t; = 3 min und t;p = 30 min sind in
grau, bzw. rot, bzw. blau gekennzeichnet. Der griine Pfeil zeigt eine Absorptionszunahme,
der rote Pfeil eine Absorptionsabnahme an.

3.5.3 CphA Mutanten

Die Natur hat zehntausend Farben, und wir haben uns in den Kopf gesetzt, die Skala auf zwanzig zu reduzieren. (H. Hesse)

Eine Ubersicht aller erstellten Mutanten ist in Tabelle 3.4.1 gegeben (Kap. 3.3.3). Aus all
diesen, die moglicherweise wichtig fiir Funktion und Spektroskopie sein kdnnten, wurden
bisher die in Tabelle 3.2.1 aufgefiihrten fiir genauere Analysen bearbeitet. Die Mutanten
D207N, L248PR, R213I und M267L verhielten sich in den bisherigen Untersuchungen und
unter den gegebenen experimentellen Bedingungen wie Wildtyp-CphA. Die Mutanten G285V
und G285N, W284R und W284G, sowie L253P ergaben in vorldufigen Untersuchungen keine
Phytochrom-&hnlichen Spektren oder photoaktiven Addukte, allerdings war bei diesen Mutan-
ten die Expression und Aufreinigung problematisch (Inklusionskdrperbildung, geringe Aus-
beute an 16slichem Volldngenprotein). Sie sollten daher unter solchen Bedingungen wiederholt
werden, die auch im Fall von CphB (Kap. 3.6.2) zu erheblichen Ausbeutensteigerungen
gefiihrt haben. Ebenso konnte mit der Mutante E189Q kein photochemisch aktives Addukt
erhalten werden; diese Mutation wurde bereits vorher als essentiell fiir die Bilinlyaseaktivitit

beschrieben '¥°.
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Mutante PP Isos SAR Anmerkungen

CphA wt 663 /707 681 0,857 bisheriger ¢..,= 73000 M-'cm"’
R213I 658 / 707 678 n.d. (geringe Ausbeute)
L248P 658 /706 679 0,130 (wie wt)
L248R 656 / 706 n.d. n.d. (sehr geringe Ausbeute)
H260R ! ! ! keine Photoreversibilitat
Y263H  658/697 676 ng  (eremlangsame Assemblirung, sehr
Y263N 662/706 680 nd. ~(&em o e Avebatey o
N266A 662 /704 680 0,580 LADS abweichend vom wt
N266D 662 /705 680 0,390 LADS abweichend vom wt
N266G 659 /707 680 0,590 (wie wt)
N266V 662 /705 681 0,390 (wie wt)
M267L 661 /707 680 0,550 wie wt
M267R 661/ 1 | [0,34] keine echte P -Form, relaxiert thermisch

innerhalb von Minuten

Tabelle 3.5.1 CphA Mutanten

P,/ Ps : Maximum / Minimum des Differenzspektrums, Isos: Isosbestischer Punkt der P, und Py Formen,
SAR: “specific absorbance ratio”, Grad der Aufreinigung (optimaler Wert liegt derzeit bei ca. 1 fiir Cphl
aus Synechocystis PCC6803 *°); LADS: “lifetime associated difference absorbance spectra”; Anmer-
kungen in Klammern geben vorldufige Ergebnisse an. !: deutliche Abweichung vom wt, es kann kein Wert
angegeben werden. Spektren sieche Abb. 3.5.3.

In Abb. 3.5.3 sind die Spektren derjenigen CphA Mutanten abgebildet, welche sich weit-
gehend wie das Wildtyp-Protein verhalten. Ein Teil dieser Mutanten wurde in Zusammenarbeit
mit Leja Jorissen (MPI fiir Strahlenchemie, Miilheim an der Ruhr) analysiert, die auch die
zeitaufgeloste Blitzlichtphotolyse (LADS) von N266A, N266D und dem wtCphA vornahm.
Die Mutanten Y263H und Y263N assemblierten sehr langsam, ihre Spektren wurden erst nach
drei Tagen Inkubation mit PCB erhalten und zeigen noch den deutlichen Uberschul an
Chromophor. Die Spektren von L248R wurden bisher nur im Rohlysat aufgenommen, alle
anderen abgebildeten Mutanten wurden im Rohlysat assembliert und zeigen das jeweilige

Protein nach Ni-NTA Aufreinigung und Umpuffern.
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Abbildung 3.5.3 Spektren verschiedener CphA Mutanten, Anmerkungen siehe Text.
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3.5.4 Die Mutationen M267R und M267L

Die Position M267 stellt eine der hochkonservierten Aminosduren in wahrscheinlich unmittel-
barer Ndhe des Chromophors dar (Abb. 3.4.1 und 3.2.2). Die Mutation M267L ist ein sehr
konservativer Aminosiureaustausch und zeigt keinerlei signifikante Anderungen gegeniiber
wtCphA beziiglich der spektralen Eigenschaften (Abb. 3.5.3, unten links) oder der Assem-
blierung mit PCB (Abb. 3.5.4).
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- .
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Abbildung 3.5.4 Die Mutante M267L. Assemblierungskinetik und
biexponentieller Fit.

CphA wurde als Apoprotein aufgereinigt und mit einem 3fach molaren Uberschuf3 an
PCB bei 15°C im Dunklen assembliert. Die Prozentangaben beziehen sich auf das Ende
der Reaktion (=100%). Insert: Spektren der Assemblieung und Assemblierungs-
differenzspektrum.

Die Assemblierungsdaten folgen einem biexponentiellen Fit mit folgenden Zeitkonstanten fiir

t; und t, (= Fehlerwerte aus dem Fit):

CphA M267L: 52 s (+ 15%); 10 min 37 s (+ 12%)

Diese Daten liegen eng an den mit wtCphA ermittelten Werten (65 s, 9 min). Wie ebenfalls
aus Abb. 3.5.4 zu entnehmen, zeigt auch M267L wihrend der Assemblierung ein Intermediat

bei ca. 700 nm analog zu CphA.
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Die Mutation M267R stellt eine nichtkonservative Aminosduresubstitution dar, bei der eine
positive Ladung in die Chromophorbindetasche eingefiigt wird. Wie in Abb. 3.5.5 zu sehen,
ruft diese Mutation extreme Verdnderungen der spektralen Eigenschaften hervor, 1463t die
Bilinlyaseaktivitidt von CphA aber grundsitzlich intakt. Erste Messungen zur Assemblierungs-
kinetik zeigten ein eher normales Assemblierungsverhalten. Besonders auffillig ist aber die
beinahe achromatische Pg-Form von M267R, die nicht wieder durch Dunkelrotbelichtung in
die P,-Form zuriickbelichtet werden kann. Die Reversion zur P,-Form findet jedoch innerhalb
kurzer Zeit durch eine spontane thermische Relaxation statt. Das beobachtete Differenzspek-
trum &hnelt in seiner Form stark dem des tryptischen 39 kDa Verdaufragments von Hafer-

phytochrom A *,

0,25

M267R | | ‘/P,+11m;n 7P
) ) /:/Pr+6min 1 — P
e

P

fi
fi

+4 min
fr

+2min
B fr
\_._-P
\ -

fr

0,15

0,10

Abs. / AAbs.

0,05

0,00

— 7T T T T T T T T T T T T T " T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
nm
Abbildung 3.5.5 Die Mutante M267R

Insert: Hier ist die schnelle Dunkelreversion von M267R gezeigt, das Differenzspektrum ist
in grau angedeutet, Pfeile markieren die Pj;-Formen zu verschiedenen Zeitpunkten.

Die extremen Anderungen der Ps-Form von M267R lassen die Vermutung zu, daB sich das
eingefiigte Arginin in unmittelbarer Néhe des D-Rings D von PCB befindet. So erzeugt ein
Vertauschen der Ethylidengruppe von C,; nach C;s am D-Ring von PCB im Haferphytochrom
eine Blauverschiebung der Ps-Form *°. Andere Modifikationen an Ring D zeigten ebenfalls
deutliche Beeintrachtigungen der Pi-Form von Phytochrom B 7. Das sehr flache und breite Pg-
Spektrum (sehr dhnlich dem freien Chromophor in Losung) a6t mutmaBen, dal die Photo-

isomerisierung der C;s-C;s Doppelbindung durch sterische oder ionische Wechselwirkungen

81



3.5 CphA aus heterologer Expression Ergebnisse und Diskussion

mit dem Arginin eventuell zu einem Herausstoflen des Chromophors aus der Bindetasche fiihrt
(wobei er natiirlich am Cystein gebunden bleibt). Desweiteren féllt auf, dal3 diese aberrante
Photoisomerisierung nach Rotbelichtung des M267R fast vollstindig ablduft, im Gegensatz zu
allen anderen Mutanten und dem wtCphA, die nach Rotbelichtung immer noch einen grof3en
Anteil P.-Form im Pg-Spektrum aufweisen. Dies konnte an der Anomalie der Ps-Form liegen,
die bei der gegebenen Belichtungswellenldnge nicht photorevertieren kann. Die beobachtete
Reversion entspriache dann einem ,,Zuriickfinden* des Chromophors in die ZZZ-Konforma-

tion.

3.5.5 Die Mutationen N266V, A, D, G
Die Position 266 befindet sich ebenfalls in der chromophorbindenden Helix von CphA, aller-

dings in einer Position, die nicht zwingend in direktem Kontakt mit dem Chromophor steht. In
Abb. 3.2.2 ist das N266 nicht zu sehen, da es sich auf der vom Betrachter abgewandten Seite
der Helix befindet. Die stationdren Spektren aller vier Mutanten von N266 zeigen keine auf-
falligen Besonderheiten (siehe Abb. 3.5.3, Reihe drei und vier von oben). Entsprechende Ver-
suche zeigten, da3 diese Mutationen keinen EinfluB3 auf die Dunkelreversion der Py-Formen
haben. lThren Anteil an der Chromophorbindedomine zeigen die Mutationen N266A und
N266D durch einen Einflul auf die Kinetik der P.-P; Photokonversion, wie mittels LADS
(Kap. 2.9.4) ermittelt werden konnte. Die erhaltenen LADS mit den zugehdrigen Zeitkonstan-
ten sind in Abb.3.5.6 dargestellt. Positive Amplituden ergeben durch den verwendeten
Rechenalgorithmus eine Absorptionsabnahme, negative Amplituden dagegen eine Absorp-
tionszunahme. Das Differenzspektrum (,,konst.©) ist hier nach Konvention das Py minus P,
Differenzspektrum der Probe nach dem Laserpuls, negative Werte bedeuten eine Absorptions-
abnahme, positive Werte eine Absorptionszunahme.

Zunichst fillt auf, daB die spektralen Eigenschaften der jeweiligen Intermediate in
allen drei untersuchten Mutanten sehr dhnlich sind. Fiir die Interpretation der LADS ist es
wichtig, zu beachten, daf} sie von den apparenten kinetischen Konstanten der Datenspuren bei
den entsprechenden Wellenldngen aus der Photokonversion konstruiert werden und daher
nicht die transienten Absorptionen der Intermediate wiedergeben, sondern Differenzspektren
von einem Intermediat und dem darauf folgenden Intermediat darstellen. Der Globale Fit der
Daten erfordert beim wtCphA sechs kinetische Komponenten mit Zeitkonstanten von 22 ps,
1.0 ms, 9.4 ms, 42 ms, 290 ms und 33 s '”’. Die erste frithe Kinetik (22 us bei wtCphA, 7 us
bzw. 5.9 us bei N266A bzw. N266D) zeigt einen relativ breiten Zerfall mit einem Maximum
um ca. 680 nm (bei wtCphA mefBfehlerbedingt etwas ,.eingedriickt”, Jorissen, '**). In der
zweiten Kinetik (1.0 ms bei wtCphA) beobachtet man einen Zerfall um 650 nm und eine

Zunahme bei 700 nm, der Weg zum dritten Intermediat fiihrt iiber einen Zerfall bei etwas iiber
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Abbildung 3.5.6 LADS von CphAwt, N266A4 und N266D

Die angegebenen Zeitkonstanten ergeben sich aus dem Globalen Fit der Daten und sind fiir
das jeweilige Protein charakteristisch. Postive Amplituden bedeuten eine Absorptions-
abnahme, negative Amplituden eine Absorptionszunahme, aufler bei konst. (grau), das dem
Differenzspektrum der Probe vor und nach dem Laserlichtpuls entspricht.
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660 nm und einen Anstieg der Absorption zwischen 710 nm und 720 nm mit einer Zeit-
konstanten von 9.4 ms (bei wtCphA). Bei der vierten Kinetik (wtCphA = 42 ms) findet ein
weiterer Anstieg in diesem Wellenldngenbereich statt. Die spéteren Kinetiken zeigen nur noch
relativ schwache Absorptionsdnderungen (die 33 s Kinetik von CphA deutet schon eher auf
eine leichte Pg-Reversion hin). Dieses Gesamtbild der spektralen Charakteristika der Inter-
mediate zeigt sich bis zum vierten Intermediat auch fiir die Mutanten N266A und N266D. Die
LADS aller weiteren Intermediate, die aus dem Globalen Fit fiir diese Mutanten resultieren,
verlaufen sehr flach und zeichnen die Form des vierten Intermediats nach. Die auffélligsten
Unterschiede dieser Mutanten sind die im Vergleich zu wtCphA drastisch verkiirzten
Lebenszeiten aller Intermediate. So ist die erste, frithe Mikrosekunden-Kinetik bei beiden
Mutanten um den Faktor 3-4 schneller, und die spite Mikrosekunden-Kinetik sowie die frithe
Millisekunden-Kinetik sind um den Faktor vier (N266A, 289 us und 2,4 ms) bis sieben
(N266D, 152 ps und 1,4 ms) beschleunigt. Der Zeitpunkt, an dem keine signifikanten
Absorptionsdnderungen mehr stattfinden, ist bei beiden Mutanten damit wesentlich frither
erreicht als beim wtCphA oder bei Cphl aus Synechocystis PCC 6803 '°. Desweiteren ist bei
den Mutanten fiir einen optimalen Fit der Daten ein weiteres Intermediat im spéten Milli-
sekundenbereich notwendig, das jedoch nur sehr geringe Absorptionsdnderungen zeigt.

Der Grund fiir diese extrem schnelle Photokonversion ist entweder die Anderung der
Partialladung dieser Subdoméne zusammen mit moglichen (und moglicherweise daraus resul-
tierenden) strukturellen Anderungen der Chromophorbindetasche oder aber rein sterischer
Natur.

3.5.6 Die Mutationen Y263H, N, D

Wie bereits eingangs erwihnt, zeigen die Mutationen Y263H und Y263N, beides wenig kon-
servative Aminoséduresubstitutionen, deutliche Effekte auf die Effizienz der Bilinlyaseaktivitit.
Zwar konnte bei diesen Mutanten immer noch ein Einbau von PCB beobachtet werden, aller-
dings erfolgte dieser etwa um den Faktor 20 bis 40 langsamer als beim wtCphA. Aufgrund
dieses extrem langsamen Einbaus war es bisher nicht moglich, eine quantitative Analyse
dieses Vorgangs durchzufiihren, zumal fiir den bisherigen Versuch zusétzlich ein weit hoherer
UberschuB an PCB zugesetzt werden muBte, der eine Auswertung der gebildeten P,-Form stark
erschwert. Zusétzlich war die Ausbeute an photoaktivem Material sehr gering. Die spektralen
Eigenschaften der jeweiligen PCB-Addukte (Abb. 3.5.3, erste Reihe) zeigten eine Blau-
verschiebung der Pg-Formen (697 nm und 700 nm fiir Y263H und Y263N) verglichen mit
wtCphA (707 nm). Bei der Mutante Y263D war die Ausbeute an 16slichem Protein sehr gering

und es konnte bisher kein PCB-Addukt erhalten werden. Die Ergebnisse mit einer entsprech-
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enden Mutante von Haferphytochrom A (Y327F) zeigten keinerlei Beeintrachtigung der Bilin-
lyaseaktivitit ', was zeigt, daBl es sich hierbei offensichtlich nicht um eine katalytisch
essentielle Aminosédure handelt.

Da die Position 263 im CphA, wie in Abb. 3.2.2 gezeigt, theoretisch in unmittelbarem
Kontakt mit dem Chromophor stehen kann, konnte es eine wesentliche Rolle bei der korrekten
Positionierung des Chromophors fiir die nachfolgenden Reaktionen der Thioetherverkniipfung
spielen (hier storte auch der konservative Aminosdureaustausch von Y nach F nicht). Eventuell
ist Y263 auch fiir die allgemeine strukturelle Integritit von CphA wichtig, was durch die
relativ niedrigen Ausbeuten an loslichem Protein (gerade bei Y263D) angedeutet wird. Die
geringe, aber dennoch sichtbare Beeintrdchtigung der Photoreversibilitdt stimmt mit der
exakten theoretischen Position des Y263 auf Hohe des C;, Kohlenstoffatoms von PCB
(zwischen Ring B und Ring C) iiberein, die eine Photoisomerisierung der C,s-C,s Doppel-

bindung nicht beeintrachtigen sollte.

3.5.7 Die Mutation H260R

Das dem Cystein benachbarte Histidin (H260 in CphA, H322 in phyA von Hafer, H324 in
phyA aus Erbse, siche auch Alignment im Anhang) ist in allen bisher veréffentlichten Phyto-
chromsequenzen, ob eukaryotischen oder prokaryotischen Ursprungs, konserviert. Die Mu-
tation dieser Aminosdure in phyA von Hafer und Erbse unterbindet die Bildung photoaktiver
Addukte ¢, ' % obwohl in einigen Fillen nach der Assemblierung eine Zn**-Fluoreszenz
detektiert werden kann ', ', Eine Mutation dieser Aminosdure in Bacteriophytochromen
wurde bisher nur in Bphl aus Deinococcus radiodurans durchgefiihrt ¥, in dem das benach-
barte Cystein, welches in pflanzlichen Phytochromen die Chromophorligationsstelle darstellt,
nicht vorhanden ist. Bphl verliert nach Mutation des Histidins seine chromatischen Eigen-
schaften (wie auch CphB H267T, Kap. 3.6.12) und zeigt keinerlei Chromophoreinbau mehr %°.

Bei der Mutante H260R konnten mit PCB keine photoaktiven Addukte erhalten
werden. Es konnte desweiteren kein sukzessiver Einbau von Chromophor beobachtet werden,
was den Schlufl nahelegt, da3 das Histidin 260 im CphA die gleiche Aufgabe tibernimmt wie
in den pflanzlichen Phytochromen. Da Histidin aufgrund seines relativ neutralen pK,-Werts
sowohl als Protonendonor als auch als Protonenakzeptor dienen kann, ist es hdufig an kata-
lytischen Prozessen beteiligt. Fiir die Thioetherverkniipfung ist eine Protonierung von C; des
(P®B) Chromophors im Verlauf der Reaktion notig . Fiir diese Reaktion kiime das Histidin
nicht in Frage, wenn es im CphA als transiente Chromophorbindestelle fungiert. Eine
Mutation des Cysteins von Cphl (Position 259) aus Synechocystis PCC6803 zeigte mit PCB
spektrale Eigenschaften, die dhnlich denen des PCB-Addukts von CphBm sind (Jon Hughes,
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personliche Mitteilung). Es liegt daher nahe, dafl das Histidin in CphA und Cphl eine dhnliche
Rolle spielt wie in den Bacteriophytochromen ohne Cystein in der Chromophorbindetasche,
indem es den Chromophor iiber die Ketofunktion das A-Rings von PCB bindet und, im Falle
von Cphl und CphA, fiir den darauffolgenden Angriff des Cysteins positioniert.
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3.5.8 Zusammenfassende Diskussion zu den CphA Mutanten

Zusammenfassend konnten aus den Experimenten mit CphA folgende Ergebnisse erhalten

werden:

1) Die Ausbeute von photoaktivem wtCphA konnte im Vergleich zu friiheren Arbeiten ver-
sechsfacht werden. Eine noch weitergehende Steigerung der Ausbeute und der Qualitdt
erscheint nach den mit CphBm gewonnenen Erkenntnissen (folgende Kapitel) méglich.

2) Der Grofiteil der eingefiigten Mutationen wirkt sich nicht unmittelbar auf die spektralen
Eigenschaften von CphA aus.

3) Ein Teil der Mutationen hat Einfliisse auf die strukturelle Integritit (W284R und W284G,
G285V und G285N). Die Mutante W284 wurde schon in Haferphytochrom A (dort Pos.
W366) als wichtig fiir die Proteinstabilitit beschrieben *, und die Position 285 im CphA
entspricht einer Arabidopsis phyA Mutante (phyA109, Pos. G367), die deutlich reduzierte
Mengen an phyA aufweist '. Dies spricht dafiir, daf} das hochkonservierte Motiv LWGL
fiir die strukturelle Integritit von Phytochromen wichtig ist. Gleiches konnte fiir die
Mutationen R2131, L248R und L253P zutreffen. Bei diesen CphA Mutanten konnten bisher
ebenfalls keine photoaktiven Proteine erhalten werden.

4) Die Aminosdure E189 ist nach bisherigen Untersuchungen essentiell fiir die Bilinlyase-
aktivitdt.

5) Das Asparagin 266 ist wahrscheinlich nicht in unmittelbarem Kontakt mit dem Chromo-
phor, stellt aber einen Bestandteil der Chromophorbindetasche dar, was durch die extrem
beschleunigte Photokonversion der Mutanten N266A und N266D angezeigt wird.

6) Die Mutante M267R zeigt keine echte Ps-Form mehr und die Riickkehr zur P.-Form erfolgt
tiber thermische Relaxation, was den Schluf3 nahelegt, dafs sich M267 in CphA in unmittel-
barer Nihe des D-Rings von PCB befindet. Damit erscheint die in Abb. 3.2.2 vorgeschla-
gene Orientierung des Chromophors wahrscheinlich.

7) Das Histidin 260 ist fiir die Chromophorligation (wie schon fiir pflanzliche Phytochrome
berichtet %) essentiell. Experimente mit CphBmLC (Kap. 3.6.5) weisen auf eine Aufgabe als
transiente Chromophorbindestelle hin.

8) Offene Fragen: Die bei Cphl berichtete Chromophorselektivitit *° sollte in CphA durch
Austausch der N-Termini von CphA und CphBm (Abb. 3.3.3) untersucht werden. Die Rolle
des Histidins als transiente Chromophorbindestelle konnte durch eine Mutation des

Cysteins aufgekldrt werden.
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3.6 CphBm-Konstrukte aus heterologer Expression

3.6.1 Aufreinigung und Spektroskopie von CphBm, CphBmL266C und
CphBm SPL—>ANC (mit N-terminalem His(6)-tag)

Wie bereits in Kapitel 3.3.2 erwidhnt, fiihrte die Aufreinigung der N-terminal His(6) markierten
Konstrukte letztlich zur Erkenntnis, daB3 sie fiir eine detaillierte Charakterisierung ungeeignet
sind, da sie unter den angewandten Expressionsbedingungen nicht vollstindig translatiert
wurden, die unfertigen Fragmente aber aufgrund des N-terminalen His(6)-tags mit aufgereinigt
wurden. Eine Abtrennung dieser Fragmente mittels Gelfiltration war durch den extrem niedri-
gen Anteil an Volldngenprotein nicht sinnvoll. Die Dreifach-Mutante CphBm SPL—ANC
(Positionen 264 bis 266 in CphBm) wurde ausschlieBlich als N-terminal markierte Variante
untersucht. Dies erschien gerechtfertigt, da sie identische spektrale Eigenschaften zeigte wie
das N-terminal His(6) markierte CphBmLC, das in den folgenden Kapiteln als C-terminal

His(6) markiertes Volldngenprotein (wie auch CphBm) eingehender charakterisiert wird.

—
0351 CphBmLC N-His T
0,304 CphBmSPL->ANC N-His i
0 25_‘ -------- CphBm N-His

Abs. / AAbs.
o
S
1

— 7T T - T T T T 1T T T T T
400 450 500 550 600 650 700 750 800
nm

Abbildung 3.6.1 Spektrale Eigenschaften von CphBm, CphBmLC und CphBm
SPL—ANC

Absorptions- und Absorptionsdifferenzspektren der N-terminal mit His(6)-tag ausgestatteten
Konstrukte. PCB-Addukte von CphBm vor, CphBmLC und CphBm SPL—ANC nach Ni-NTA

Aufreinigung. Die Spektren von CphBmLC und CphBm SPL—ANC wurden der besseren
Vergleichbarkeit halber normiert.
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3.6 CphBm-Konstrukte aus heterologer Expression Ergebnisse und Diskussion

Wie in Abb. 3.6.1 zu erkennen, weisen die PCB-Addukte von CphBmLC und CphBm
SPL—ANC gegeniiber dem Wildtyp-CphBm eine hypsochrome Verschiebung von etwa 30

nm fiir beide Maxima auf. Aufgrund der fast identischen Spektren der beiden mit Cystein
versehenen Proteine wurde mit den C-terminal His(6) markierten Konstrukten von CphBmLC
und CphBm weitergearbeitet, da die hier beschriebenen Proteine nur zu einem geringen Anteil
als Vollangenproteine aufgereinigt werden konnten und fiir die weiteren Untersuchungen keine

Heterogenitét der Proben erwiinscht war.

3.6.2 Aufreinigung von CphBm und CphBmLC (mit C-terminalem His(6)-
tag)

Alle folgenden Ergebnisse aus der heterologen Expression von CphB wurden mit dem N-ter-
minal verlidngerten, C-terminal getaggten Protein CphBm(LC) erhalten. Die Proteine wurden,
wenn nicht anders angegeben, nicht im Rohlysat assembliert, sondern als Apoproteine auf-
gereinigt, um eine Charakterisierung der Bilin-lyaseaktivitdt zu ermdglichen.

Die Aufreinigung erfolgte {iber eine optimierte Ni-NTA Affinitdtschromatographie mit
anschliefender Gelfiltration oder Dialyse. Die Anfangsbedingungen zur Aufreinigung von

CphB und CphBmLC beinhalteten in den hier geschilderten Experimenten nicht die Verwen-

dung von reduzierenden Agentien wie DTT oder B-Mercaptoethanol, was insbesondere beim
CphBmLC drastische Auswirkungen auf die Eigenschaften dieses Proteins hat (siche Kap.
3.6.5). Generell zeigten die Proteine eine starke Neigung zur Aggregation, was sich dadurch
dullerte, dal} sie in den Gelfiltrationsldufen zunéchst stets in den Durchbruchfraktionen zu
finden waren (Peak bei 42,4 ml Vg, Abb. 3.6.2). Die Zugabe von 1 mM DTT verbesserte
dieses Verhalten lediglich geringfiigig, die Erprobung anderer Additiva, wie Glycerin, PEG
oder milder Detergentien wurde noch nicht im Detail untersucht. Nur durch eine unmittelbare
Abfolge der beiden Aufreinigungsschritte (Ni-NTA und Gelfiltration) konnte CphBmLC
sowie die Mutante H267A (ohne Abb.) auf der Gelfiltrationssdule als Dimer dargestellt wer-
den (Peak bei 54,5 ml Vg, Abb. 3.6.2). Wie diese Abbildung ebenfalls zeigt, liegt CphBmLC
bereits 16 Stunden nach der Ni-NTA Aufreinigung zu tiber 50% als Agglomerat vor.

Das experimentell ermittelte Molekulargewicht von Apo-CphBmLC errechnet sich wie
in Kap. 2.7.1.2 beschrieben. Das gemittelte Ergebnis aus zwei Gelfiltrationsldufen fiir
CphBmLC betrdgt 230 £ 10 kDa und entspricht damit in etwa dem Wert, der fiir das Apo-
Cphl aus Synechocystis gemessen wurde ¢, ', Fiir Cphl wurde jedoch berichtet, daf das
Apoprotein zu einem grofleren Anteil als Monomer eluiert, wohingegen das Holoprotein als

t56

Dimer auftritt °°, welches dariiber hinaus in der P.- bzw. Ps-Form leicht unterschiedliche Lauf-

verhalten aufweist .
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Abbildung 3.6.2 Gelfiltrationslauf von CphBmLC

Rechts oben: Eichgerade mit den benannten Proteinen, MW in kDa. Links: Coomassie-Gel je einer Fraktion aus
Peak Vie = 42,4 ml (links) und Vi = 54,5 ml (rechts), Molekulargewichtsmarker schematisch, Angaben in kDa.

Es wurden bisher keine weiteren Experimente zur Konzentrationsabhdngigkeit oder
dem EinfluB3 von milden Detergenzien auf die Dimerenbildung von Apo-CphBm(LC) durch-
gefiihrt. Die bisherigen Versuche mit assembliertem CphBmLC waren beziiglich des Dimeri-
sierungszustands nicht auswertbar, da das Holo-CphBmLC lediglich in den Durchbruchfrak-
tionen zu finden war. Daher konnen noch keine Aussagen iiber eine P,- bzw. Py spezifische
Retention, wie bei Cphl beobachtet *°, getroffen werden.

Dimerisierung stellt bei Histidinkinasen eine iibliche und auch funktionell relevante
Eigenschaft dar *°, da es sich bei der Phosphorylierung der beiden Molekiile im Dimer um eine
Uberkreuz-Phosphorylierung handelt. Die Aggregationsneigung des CphB und auch das
Fehlen einer monomeren Form 146t jedoch die Moglichkeit zu, dal3 es sich bei dem beobachte-
ten Dimer eventuell lediglich um die kleinste mogliche Aggregationseinheit handelt. Versuche
zur Autophosphorylierung von CphB(cy) im Rahmen von Phosphotransfer-Experimenten mit

CphBcy (Kap. 3.7.5) sowie mit heterolog exprimiertem CphB '** zeigen jedoch, dal CphB die
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Féhigkeit zur Autophosphorylierung besitzt, was bei dimerisierungsdefizientem Cphl nicht
mehr beobachtet werden konnte *. Dies 148t den SchluB3 zu, daB3 es sich bei dem hier beobach-
teten Dimer um die native Form von CphBm(LC) handelt.

CphBm(LC) konnte durch das hier beschriebene Verfahren zur Homogenitét aufgerei-
nigt werden. Es waren, wie in Abb. 3.6.2 zu sehen, keine weiteren Coomassie-Banden erkenn-
bar. Der hochste in dieser Arbeit erhaltene SAR-Wert fiir CphBmLC ist 0,832 nach der
Assemblierung mit einem 10-fachen UberschuB an PCB und anschlieBender zweiter
Gelfiltration. Mit dem theoretisch ermittelten '©* Extinktionskoeffizient bei 280nm von
99480 M cm™ fiir Apo-CphBmLC © ergibt sich daraus ein Extinktionskoeffizient bei 656 nm
von 82600 M cm™. Es kann zwar nicht ausgeschlossen werden, daf3 durch weitere Opti-
mierung der Expressionsbedingungen beziiglich IPTG-Konzentration und Dauer der Expres-
sion ein geringfligig hoherer Wert erhalten werden konnte, jedoch liegt der hier erhaltene Wert
bereits sehr nah am verdffentlichten Wert fiir Cphl aus Synechocystis. Der hochste bisher fiir
Cphl erreichte SAR-Wert liegt bei 1,0, der daraus errechnete maximale Extinktionskoeffizient
bei 656 nm liegt bei 85000 M'cm™ *°. Der maximale SAR-Wert vom PCB-Addukt des
CphBm ist bisher 0,608. Der Grund fiir diesen vergleichsweise niedrigen Wert liegt hochst-
wahrscheinlich in der instabilen (nichtkovalenten) Einlagerung des Chromophors in das
Protein, was zur Folge hat, dal man keine vollstindig assemblierte Probe erhalten kann.
Eventuell wirkt sich aber auch die andersartige Konformation des Chromophors in der Binde-
tasche auf den Extinktionskoeffizienten der P,-Form im CphBm-PCB aus. In den Versuchen
zur Spektroskopie und zur Assemblierung konnten bisher keine Unterschiede zwischen
agglomerierten und nicht-agglomerierten Proteinen festgestellt werden. Mehrere Wochen alte
Proben verhielten sich beziiglich ihrer Chromophoreinbaukinetik und ihrer spektralen Eigen-
schaften wie frische Proben. Offensichtlich scheinen die Chromophorbindedoméne und die fiir
die Chromophorligation notwendigen Bereiche des Proteins demnach von dieser Agglome-

ration weitgehend unbeeinflu3t zu bleiben.

@ http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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3.6.3 Spektroskopie und Assemblierung von CphBm

3.6.3.1 CphBm unter nichtreduzierenden Bedingungen. PCB-Addukt

Wie eingangs erwahnt, wurde die Aufreinigung zunichst unter nichtreduzierenden Bedingun-
gen durchgefiihrt. Die Assemblierungen fanden, wenn nicht anders angegeben, mit einem 2-3
fachen molaren Chromophoriiberschuf3, bei einem pH-Wert von 8,0 und einer Temperatur von
10°C statt. Die weiteren Parameter zur Spektroskopie sind dem Methodenteil Kap. 2.9 zu ent-
nehmen.

Die in Abb. 3.6.3 dargestellten Spektren zeigen das PCB-Addukt von CphBm unter
nichtreduzierenden Bedingungen. Die Maxima und Minima des Differenzabsorptionsspek-
trums liegen bei 686 nm und 734 nm. Die deutliche Schulter bei ca. 580 nm ist auf den Uber-
schull an PCB in nichtreduzierendem Milieu zuriickzufiihren. Verglichen mit CphA sind die
Spektren von CphBm-PCB um ca. 25 nm rotverschoben, was darauf hindeutet, daf3 die 3-3”
Doppelbindung an Ring A des PCB (die Ethyliden-Gruppe) intakt bleibt, wihrend sie beim
CphA (663/708 nm) durch die Thioether-Verkniipfung verloren geht und das konjugierte

n—Elektronensystem dadurch verkiirzt wird.
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Abbildung 3.6.3 CphBm-PCB unter nichtreduzierenden Bedingungen

PCB Addukt von CphBm unter nichtreduzierenden Bedingungen. Abs.: Absorption, A
Abs.: Differenzabsorption P, minus Py
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3.6.3.2 CphBm unter reduzierenden Bedingungen, PCB-Addukt

Unter leicht reduzierenden Bedingungen (1 mM DTT) verhielt sich das CphBm-PCB Addukt
genauso wie unter nichtreduzierenden Bedingungen. Den in Abb. 3.6.4 gezeigten Spektren von
CphBm-PCB liegt die identische Apoprotein-Probe zugrunde wie in Abb. 3.6.3, lediglich mit
4-fachem statt 2-fachem Chromophoriiberschuf3 (in grau) und unter 1 mM DTT (in schwarz).
Die Absorptionsabnahme iiber den Wellenldngenbereich < 500 nm bis ca. 750 nm nach
Zugabe von DTT konnte experimentell auf den EinfluB von DTT auf PCB in freier Losung
zurlickgefiihrt werden, dieser Effekt wurde in noch stirkerem Mafle auch bei BV gefunden
(vgl. Abb. 3.6.6).

Bei Zugabe von reduzierenden Agentien sinkt der apparente Extinktionskoeffizient bei
600 nm von freiem PCB um ca. 25%, was mit einer leichten bathochromen Verschiebung
einhergeht. Bei freiem BV sinkt der apparente Extinktionskoeffizient bei 675 nm um 50-70%.
Die jeweiligen Maxima der Chromophore im kurzwelligen Bereich werden allerdings nicht in

diesem Ausmal} beeinflufit.
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Abbildung 3.6.4 CphBm-PCB mit ImM DTT

PCB Addukt von CphBm unter reduzierenden Bedingungen. Abs.: Absorption, A Abs.:
Differenzabsorption P, minus Pj. Spektren ohne DTT in grau, identische Probe ad 1 mM
DTT in schwarz.

Wie deutlich zu erkennen ist, hat DTT keinerlei Einflufl auf die Amplitude oder die
Lage der Maxima des Differenzspektrums von CphBm-PCB (siehe aber Kap. 3.6.8.4), es wirkt

sich hier ausschlieBlich auf die Absorption des noch vorhandenen freien Chromophors aus.
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3.6.3.3 Das BV-Addukt von CphBm unter nichtreduzierenden Bedingungen

Die Assemblierung von CphBm mit BV ergab unter nichtreduzierenden Bedingungen die in
Abb. 3.6.5 gezeigten Spektren. Die Assemblierung im Dunklen zeigt dabei das relativ gesehen
deutlichste P,-Spektrum (CphBm-BV da = dunkelassembliert) mit einem A,.x von 686 nm.
Durch Rotbelichtung (636 nm bzw. 693 nm Interferenzfilter) erhielt man ein schwach ausge-
pragtes Ps-Spektrum, durch eine anschlieBende Dunkelrotbelichtung konnte jedoch die dunkel
assemblierte (da) P,-Form nicht wieder in vollem Umfang regeneriert werden. Es wurden
sowohl ein 730 nm als auch ein 788 nm Interferenzfilter verwendet, das erreichbare P,-Ps-Ver-
hiltnis blieb dabei aber identisch. Dennoch ist eine photochemisch aktive Spezies vorhanden,
die durch wiederholte Belichtungszyklen ineinander umwandelbar bleibt. Die Differenz-
spektren zeigen hierbei in beiden Fillen im Vergleich zum CphBm-PCB um ca. 20 nm rotver-
schobene Maxima/Minima (704 nm und 746 nm). Dies ist offensichtlich der zusitzlichen
Vinylgruppe an Ring D und der damit einhergehenden Verldngerung des konjugierten n—Elek-

tronensystems zuzuschreiben.
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Abbildung 3.6.5 CphBm-BV unter nichtreduzierenden Bedingungen

BV-Addukt von CphBm unter nichtreduzierenden Bedingungen, Abs.: Absorption, A
Abs.: Differenzabsorption P, minus Py, bzw. da minus Py. P,.: Diese P.-Form wird
aus der Ps-Form durch Dunkelrotbelichtung erhalten. In grau: nach vier Belich-
tungszyklen, da: dunkelassembliert, unbelichtet.
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Die Anwesenheit der dunkelassemblierten (= da) P,-Form und einer photoreversiblen
P-Form deuten auf eine Inhomogenitit der Probe beziiglich ihrer Fahigkeit zur Photo-
reversibilitdt hin, d.h. es existieren entweder zwei Ps-Formen, eine photoreversible, und eine
,Hstatische Pg-Form oder aber zwei P.-Formen, eine ,unbelichtete P.-Form, die bei der
Assemblierung entsteht, und eine photoreversible P,-Form. Eine alternative Moglichkeit ist,
dafl bei jedem der verwendeten Dunkelrotfilter auch ein wenig der erzeugten P-Form
photochemisch angeregt und instantan wieder zur Pg-Form zuriickgefiihrt wird, so daf3 die
urspriingliche P,-Menge nicht mehr erreicht werden kann. Versuche, die Probe zuerst mit
dunkelrotem Licht zu bestrahlen, zeigten jedoch keinen nennenswerten Unterschied, es wurde
lediglich ein geringer Anteil an Ps-Form generiert, was in diesem Falle dem Absorptions-
verlauf der P-Form zuzuschreiben ist, die in dem Wellenldngenbereich der verwendeten
Dunkelrotfilter bereits eine geringe Absorption zeigt. Oder aber die durch Dunkelassem-
blierung generierte P,-Form ist sterisch gehindert und kann durch Riickbelichtung nicht mehr
erzeugt werden. Ein vergleichbares Phdnomen tritt bei pflanzlichem Phytochrom B auf, hier
wurde beobachtet, da3 dieses Phytochrom in der P-Form aktiv ist sofern es aus der Ps-Form
zuriickbelichtet wird '®*. Es bestehen dort also zwei Konformere der P.-Form, eine unbelichtete

inaktive und eine aktive, die einen Photozyklus durchlaufen hat.

3.6.3.4 Das BV-Addukt von CphBm unter reduzierenden Bedingungen

Im Gegensatz zum soeben diskutierten Verhalten des PCB-Addukts von CphBm, das sich in-
different gegeniiber den reduzierenden Bedingungen zeigte, ist das Verhalten von CphBm-BV
unter reduzierenden Bedingungen signifikant verschieden vom Verhalten der DTT-freien
Probe. Abb. 3.6.6 A zeigt die schwache Photochemie der CphBm-BV Probe aus Abb. 3.6.5
mit dem flachen Differenzspektrum (702 nm/746 nm) und das sofortige Entstehen einer
»Sschonen® P,-Form nach Zugabe von DTT ad 1 mM in diese Probe. Diese Beobachtung kann
nicht auf einen hypochromen Effekt von DTT auf das freie BV in der Losung zuriickgefiihrt
werden. Diese Hypochromie iiber einen breiten Wellenldngenbereich erklédrte zwar, da3 die
dem Chromophorspektrum untergelagerte P,-Form des CphBm-BV , herausgearbeitet” wird,
nicht jedoch, dafl eine hohere Absorption bei ca. 700 nm erreicht wird. Es wird also durch
DTT-Addition entweder ein weiterer Einbau von BV ermdglicht, oder die Absorptionseigen-
schaften des gebundenen bzw. eingelagerten BV werden durch die nachfolgenden Konfor-
mationsidnderungen des Proteins gedndert.

Abb. 3.6.6 B zeigt die Photochemie der Probe nach DTT-Zugabe (ad 1 mM, bei einer
Proteinkonzentration von ca. 4 uM). Die Spektren konnen nun eindeutig als Phytochrom-
Spektren bezeichnet werden. Dennoch zeigt CphBm-BV auch unter diesen Bedingungen einen
Anteil an nicht photoaktivierbarer Ps-Form (vgl. Abb. 3.6.5), wie die 750 nm-Schulter der P,-
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Form verdeutlicht, d.h. auch hier kann der P,-Anteil nicht vollstindig durch Belichtung regene-
riert werden. Allerdings wurde diese Eigenschaft des Proteins auch beim homolog exprimier-
ten CphBcy beobachtet (Kap. 3.7.3) und stellt demnach moglicherweise eine intrinsische
Eigenschaft des BV-Addukts von CphB dar. Der Einbau des Chromophors findet im CphBm-
BV offensichtlich - wie allgemein fiir Phytochrome beobachtet - in die P,-Form statt: das letzte
P.-Spektrum (t;) der unbelichteten Probe nach DTT Zugabe zeigt einen hoheren Anteil an P,

und einen niedrigeren Ps-Anteil als die belichtete Probe.
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Abbildung 3.6.6 Effekt von DTT auf die spektralen Eigenschaften von CphBm-BV

BV-Addukt von CphBm unter reduzierenden Bedingungen, Abs.: Absorption, A Abs.: Differenzabsorp-
tion P, minus Pj;. A: ohne DTT und direkt nach Zugabe ad 1 mM DTT zu drei verschiedenen Zeitpunkten
t;= 5 min, t,=15 min, t;= 45 min. B: P.-, P, — und Differenzspektren nach DTT Zugabe (schwarz) und
letztes unbelichtetes Spektrum (t;) nach DTT-Zugabe (grau).
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Vergleicht man die Differenzspektren der CphBm-BV Proben mit und ohne DTT, so zeigt das
Differenzspektrum der unter reduzierenden Bedingungen aufgenommenen Probe deutliche An-
derungen gegeniiber der nicht behandelten Probe. Zundchst fillt die um ein vielfaches hohere
Amplitude des Differenzspektrums, das unter reduzierenden Bedingungen aufgenommen
wurde, auf. Wihrend das P,-Maximum durch Zugabe von DTT unveréindert bei 702 nm bleibt,
ist das Ps-Minimum des Differenzspektrums in Anwesenheit von DTT mit einem Wert von
754 nm um 8 nm rotverschoben (Abb. 3.6.6 A und B). Auch dies deutet an, dal im Bereich
des D-Rings des Chromophors deutliche konformelle Verdnderungen stattfinden, die einen

Einfluf} auf die Photoreversibilitit nehmen.

3.6.3.5 Assemblierung von CphBm mit PCB und BV unter nichtreduzierenden Bedingungen

Der zeitliche Verlauf des Chromophoreinbaus wurde durch Aufnahme von Spektren in mog-
lichst kurzen Zeitintervallen bei 10°C bisher nur unter nichtreduzierenden Bedingungen
ermittelt. Die Einschrinkung der hier angewandten Methode ist, wie bereits bei CphA
erwahnt, da3 auch hier das erste Spektrum frithestens 10 Sekunden nach Chromophorzugabe
aufgenommen werden kann, alle schnelleren Prozesse kénnen mit der hier durchgefiihrten
Methode zeitlich nicht aufgelost werden. Daher reflektieren diese Daten nur die spiten

Reaktionen, die bei der Assemblierung vonstatten gehen.
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Abbildung 3.6.7 Zeitlicher Verlauf der Absorption bei A, der P.-For-
men von CphBm-PCB und CphBm-BV

Abs.: Absorption, s: Sekunden nach Chromophorzugabe, fit: biexponentieller Fit der
Daten. Es wurden Aliquots der gleichen Apo-Protein Probe genommen und mit dem
gleichen Chromophoriiberschufl assembliert.
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Die Werte aus dem zeitlichen Verlauf der Absorption bei A der jeweiligen P,-Form

(siehe Abb. 3.6.7) folgen dem Fit einer biexponentiellen Kinetik mit folgenden Zeitkonstanten:

CphBm-PCB: 12 s und 115 s
CphBm-BV: 7 s und 52 s

Diese Werte wurden nicht statistisch validiert, was fiir eine exakte Angabe der Zeit-
konstanten ndtig wire, da gerade der erste Wert aufgrund des experimentellen Aufbaus starken
Schwankungen unterliegt. Die hier gewonnenen Werte fiir CphBm-PCB liegen jedoch eng an
bereits ermittelten Daten fiir CphB aus '** (15 s und 103 s) und sind damit in etwa doppelt so
grof3 wie die Werte von CphBm-BV.

Die unterschiedlichen Endwerte der Assemblierung deuten, wie auch in Kap. 3.6.3.4
beobachtet, entweder auf eine unvollstindige Assemblierung beim CphBm-BV, oder einen
deutlich niedrigeren Extinktionskoeffizienten (unter nichtreduzierenden Bedingungen) hin.
Wie Experimente zur Spektroskopie von CphBm-BV in Anwesenheit von 1 mM DTT spiéter
zeigten, ist die vermutete maximale Extinktion von CphBm-PCB und CphBm-BV bei den Auax
der P,-Formen nicht wesentlich verschieden und fiir das BV-Addukt eher grofer als fiir das
PCB-Addukt (Abb. 3.6.22). Die hier beobachtete Assemblierungskinetik von BV konnte
demnach durch die in Kap. 3.6.3.4 diskutierte Heterogenitit der Probe stark verfalscht sein und
aufgrund der festgestellten mangelhaften Einlagerung von BV unter nichtreduzierenden
Bedingungen vielleicht eher als eine Anlagerungskinetik betrachtet werden. Der in Abb. 3.6.6
beobachtete, nachtrigliche Einbau von BV nach Zugabe von DTT laBt eher auf einen P,-
Endwert in der Groenordnung jener schlielen, die fiir CphBmLC-BV ermittelt wurden (siche
Kap. 3.6.5.7).

Die gefundenen Assemblierungsintermediate von CphBm werden in Kap. 3.6.7 ver-
gleichend diskutiert.
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3.6.4 Zusammenfassung CphBm

Zusammenfassend lassen sich aus den mit CphBm erhaltenen Ergebnissen folgende

Schluf3folgerungen ableiten:

1) Die ,,Konstitution* (bzw. Faltung) des CphBm kann mit DTT dahingehend verbessert
werden, daf eine effektive Photochemie mit BV madglich ist.

2) Fiir eine vollstindige Assemblierung von CphBm mit BV (die zu einem weitgehend
photoaktiven Addukt fiihrt) sind reduzierende Bedingungen notwendig.

3) Die Photochemie von CphBm-PCB bleibt, im Gegensatz zu CphBm-BV, von DTT un-
beeinflufit. Das deutet im Vergleich zu BV auf eine andere Konformation des PCB in der
Bindetasche von CphB hin, welche dem Chromophor mehr ,, Bewegungsfreiheit“ und damit
eine ,,unbehinderte Photochemie auch unter nichtreduzierenden Bedingungen erlaubt.
Dies konnte daran liegen, daf3 PCB durch die Ethyl-Gruppe an Ring D geringere Wechsel-
wirkungsmoglichkeiten hat als BV, das eine Vinylgruppe an Ring D trdigt.

4) Es ist moglich, dafs BV durch die hoheren strukturellen Anforderungen an die Chromo-
phorbindetasche mehr van-der-Waals Kontakte, welche die Bindung von BV an eine
alternative Chromophorbindestelle stabilisieren konnen, ausbilden kann als PCB, sofern es
zu einer erfolgreichen Einlagerung kommt (daher auch niedrigere Kompetitierbarkeit mit
Imidazol, siehe hierzu Abb. 3.6.22). Man konnte spekulieren, dafs es ,,schwerer in die
Chromophorbindetasche ,, hineinzubekommen “ ist, dann aber dafiir fester gebunden bleibt
(bei einem ersten Ni-NTA Test-Lauf zeigte das assemblierte CphBm-BV im Gegensatz zu
assembliertem CphBm-PCB lediglich einen geringen Chromophorverlust).

5) Es konnte spdter gezeigt werden (Kap. 3.6.8.4), daf3 unter reduzierenden Bedingungen
CphBm-BYV einen héheren Extinktionskoeffizienten besitzt als CphBm-PCB.
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3.6.5 Spektroskopie und Assemblierung von CphBmLC ,,Chamiéleochrom*
Unsere Bestimmung ist, die Gegensiitze richtig zu erkennen, erstens niimlich als Gegensiitze, dann aber als Pole einer Einheit. (H. Hesse)
In der Mutante CphBmLC wurde das in CphA und pflanzlichen Phytochromen chromophor-
bindende Cystein in die Chromophorbindedoméne eingefiihrt (L266C). Bei dieser Mutante hat
die Ab- bzw. Anwesenheit von reduzierenden Agentien wihrend der Aufreinigung des Apo-
Proteins eine sehr drastische Anderung der Absorptionseigenschaften zur Folge. Das beobach-
tete Phdnomen ist in Abb. 3.6.8 gezeigt. Ein im Rohaufschlufl mit PCB assembliertes Aliquot
einer CphBmLC-Aufbereitung zeigt mit Werten fiir Adpux bzw. Amin des Differenzspektrums von
656 nm bzw. 708 nm ein Absorptionsprofil, das dem von CphA stark dhnelt (663 nm /
708 nm) und daher auf eine kovalente Thioetherbindung zwischen Chromophor und Protein
analog zu CphA (und pflanzlichen Phytochromen) schlieen 148t. Die Aufreinigung des Apo-
CphBmLC unter nichtreduzierenden Bedingungen liefert bei Assemblierung mit PCB jedoch
ein Addukt, das die spektralen Eigenschaften des unmutierten CphBm zeigt (685 nm / 732 nm;
CphBm-PCB: 685 nm / 735 nm). Dieses ,,Umschalten* des Absorptionsverhaltens kann an-
schlieBend durch Zugabe von P-Mercaptoethanol oder DTT zum Apo-CphBmLC oder zu
bereits assembliertem CphBmLC-PCB riickgingig werden (es findet offensichtlich ein
»Freischalten des Cysteins statt, siche unten Abb. 3.6.9 bis 3.6.11).

0,54, nach NiINTA + umpuffern -
WY e Roh-Lysat
044 .
\
}
0,3 4

Abs./ AAbs.

T T T T r T
400 500 600 700 800
nm

Abbildung 3.6.8 Apo-CphBmLC, vor und nach Ni-NTA Aufreinigung assembliert

In grau, gestrichelte Linien: Probe vor Ni-NTA Reinigung mit fiir Rohlysate typischem Peak bei
420 nm (Cytochrom). In schwarz, durchgezogene Linien: Probe nach Ni-NTA Aufreinigung. Die
CphBmLC Konzentrationen der Proben sind nicht miteinander vergleichbar.
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Da die Aufreinigung via Ni-NTA mit einem langsamen Umpuffern in TBS ohne DTT

oder B—Mercaptoethanol einhergeht, kommen fiir dieses Verhalten mehrere mogliche Er-
kldarungen in Frage. Zum einen besteht die Moglichkeit, da3 das neu eingefiligte Cystein durch
Faltungsfehler, die in anderer Gestalt auch schon fiir das CphBm-BV sichtbar waren, eine
interne Disulfid-Briicke mit einem anderen freien Cystein des Apo-Proteins eingeht und daher
nicht mehr fiir eine Thioetherbindung zur Verfiigung steht. Das wiirde allerdings auf Grund
der wahrscheinlich recht groBBen strukturellen Beeintriachtigung auch die beobachtete (CphBm-
dhnliche) Einlagerung des Chromophors unwahrscheinlich machen. Eventuell fiihrt eine

partielle Fehlfaltung des Apo-Proteins an anderer Stelle als Sekundéreffekt zu einer geringeren

Reaktivitit des Cysteins. Desweiteren konnte das im AufschluBpuffer vorhandene -Mercapto-

ethanol ein gemischtes Disulfid mit dem Apo-Protein eingegangen sein '*, ', eine Moglich-

166 obwohl Dithiole eine

keit, die in Ausnahmefillen auch fiir DTT beobachtet werden konnte
deutlich geringere Neigung zur Ausbildung von gemischten Disulfiden mit Proteinen zeigen
' Durch einen solchen Fall, der eine Stabilisierung dieses gemischten Disulfids durch das
Apo-Protein voraussetzt, wire das Cystein ebenfalls blockiert. Die Tatsache, daBl Apo-
CphBmLC nach ,,Freischaltung® durch DTT bei erneutem Umpuffern in nichtreduzierende
Bedingungen wieder blockiert, spricht jedoch eher fiir die Ausbildung einer Disulfidbriicke
oder die Anderung des Proteinarrangements. Es ist auch durchaus denkbar, daB durch eine
leichte Konformationsédnderung des Apo-Proteins eine flir die Thioetherverkniipfung essen-
tielle Aminoséure ,,deplaziert wird und es daher zu keiner kovalenten Verkniipfung mehr
kommt.

In jedem der erwéihnten Fille sollte ein ,,Freigeben* des Cysteins mit 3-Mercapto-
ethanol oder DTT erreicht werden kdnnen, wie in den folgenden Abschnitten eindeutig gezeigt

werden konnte.

3.6.5.1 Blockierung der Chromophorbindestelle durch nichtreduzierende Bedingungen und

LFreischaltung® durch Zugabe von DTT

Unter nichtreduzierenden Bedingungen verhielt sich das PCB-Addukt von CphBmLC auch
beziiglich seiner Unfdhigkeit, den Chromophor iiber ldngere Zeit zu halten (Abb. 3.6.9 oben),
wie CphBm, das ebenfalls mit der Zeit einen Verlust von PCB aus der Bindetasche zeigt (siche
Kap. 3.6.8). Spektral ist es zudem nicht von CphBm unterscheidbar, was die Schluf3folgerung
nahelegt, da3 das Cystein der Apo-CphBmLC Probe unter nichtreduzierenden Bedingungen

vollstédndig unreaktiv ist.
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Abbildung 3.6.9 Einfluf$ von DTT auf CphBmLC-PCB

Oben: Schwarz, gestrichelte Linien: PCB Addukt, direkt nach Assemblierung mit zweifach
molarem Uberschuf3 an PCB. Grau, durchgezogene Linien: identische Probe nach Inkubation
bei 4°C iiber Nacht. Keinerlei DTT Zugabe. Unten: identische Apo-Proteinproben mit 2,5
fachem molaren Uberschuf3 an PCB. Schwarz, gestrichelte Linien: unbehandelte Probe. Grau,
durchgezogene Linien: mit 2 mM DTT vorbehandelte Probe.

Eine Vorinkubation des Apo-CphBmLC mit 2 mM DTT ergab bei der anschlieBenden Assem-
blierung mit PCB sofort ein Spektrum, das im Vergleich zu CphBm und der nicht mit DTT
vorinkubierten Probe um ca. 30 nm blauverschoben ist (Abb. 3.6.9 unten) und dem Spektrum

von CphA dhnelt. Das Spektrum des CphBmLC mit DTT ist - bei Verwendung gleicher

Mengen an Apoprotein und Chromophor - im Vergleich Probe ohne DTT mehr als doppelt so
grof} (sieche dazu auch Abb. 3.6.10). Diese Hypochromie des blockierten CphBmLC kann an

einer Verschiebung des Gleichgewichts von gebundenem zu ungebundenem PCB am Histidin
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liegen oder auf einen niedrigeren Extinktionskoeffizienten von PCB im histidingebundenen
Zustand zuriickzufiihren sein. Ein weitere Mdglichkeit konnte eine herabgesetzte Zuginglich-
keit der Bindetasche bei Abwesenheit von Reduktionsmittel und eine daraus resultierende
unvollstindige Assemblierung sein. Diese Moglichkeit konnte spéter jedoch durch das in Abb.
3.6.11 gezeigte Experiment ausgeschlossen werden.

Der zu beobachtende Verlust von PCB aus der blockierten Bindetasche des CphBmLC
(Abb. 3.6.9 oben) legt nahe, dal das niedrigere Differenzspektrum zu einem nicht unerheb-
lichen Teil aus einer instabilen (Hydrolyse-empfindlichen oder nichtkovalenten) Bindung von
PCB an das Histidin 267 des blockierten CphBmLC herriihrt. Der sehr breite Peak der iiber
Nacht inkubierten Probe bei ca. 580 nm (oben, durchgezogene Linien) zeigt degradiertes PCB,
das zum Zeitpunkt der Assemblierung noch nicht beobachtet werden konnte. Ein Gleich-
gewichtszustand von gebundenem und ungebundenem PCB ermdglichte eine Diffusion von
PCB aus der Bindetasche mit anschlieBender langsamer Degradation des PCB. Desweiteren ist
die Amplitude des Differenzspektrums der tiber Nacht inkubierten Probe lediglich halb so grof3
(53%) wie die des frisch assemblierten Proteins. Es handelt sich damit definitiv um einen
Verlust von PCB aus der Bindetasche.

Dieser Verlust resultiert nicht aus Proteindegradation, da exakt diese Probe in einem
Kontrollexperiment (ohne Abbildung) nach Zugabe von DTT ein Differenzspektrum ergab,
daB ca. 75% so grol3 war wie bei dem mit DTT vorinkubierten CphBmLC (es wurde in diesem
speziellen Fall kein weiterer, frischer Chromophor zugegeben, was die Hohe des Differenz-
spektrum eventuell weiter erhoht hitte). Bei einer Proteindegradation von 53% wiére auch nach

DTT Zugabe nur ein etwa halb so grof3es Differenzspektrum zu erwarten gewesen.

3.6.5.2 Freies CphBmLC und erneute Blockierung durch Gelfiltration

Der ,,chamileochrome* Effekt des CphBmLC ist vollstindig reversibel. Wie in Abb. 3.6.10
gezeigt, kann ein nach der Ni-NTA Aufreinigung mit DTT ,,freigeschaltetes* Cystein des Apo-
Proteins durch eine Gelfiltration, die unter nichtreduzierenden Bedingungen durchgefiihrt
wird, wieder blockiert werden (ebenso wie durch Umpuffern in DTT-freien Puffer, nicht
gezeigt). Eine nachtrigliche Blockierung von assembliertem freigeschaltetem CphBmLC-PCB
ist nicht moglich.

Wie aus Abb. 3.6.10 ersichtlich, ergeben identische Proteinmengen, die mit dem zwei-
fachen molaren UberschuB an PCB assembliert wurden, unter den verschiedenen Puffer-
bedingungen nicht die gleiche Hohe des Differenzspektrums. Das Differenzspektrum der
blockierten Probe (686 nm / 734 nm) nach Gelfitration unter nichtreduzierenden Bedingungen
ist weniger als halb so hoch (45%) wie das der ,,freigeschalteten* Probe vor der Gelfiltration
(655 nm / 704 nm). Mdgliche Griinde dafiir wurden in Kap. 3.6.5.1 bereits diskutiert.
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Abbildung 3.6.10 Blockierung von “freigeschaltetem” Apo-CphBmLC

durch Gelfiltration

In schwarz, durchgezogene Linien: Aliquot DTT behandeltes Apo-CphBmLC assem-

bliert mit zweifach-molarem Uberschuf an PCB. In grau, gestrichelte Linien: gleiche

Apo-Proteinprobe assembliert nach Gelfiltration (ohne DTT). Beide Proben mit

gleicher Proteinkonzentration.

3.6.5.3 Konversionskinetiken des PCB-Addukts von CphBmLC

Die Umlagerung der blockierten Form von CphBmLC (mit dem ,,instabilen* Bindungszustand
von PCB) zur ,freigeschalteten® Form von CphBmLC (mit der stabilen Verkniipfung des
Thioethers) wurde ausgehend vom blockierten und assemblierten CphBmLC-PCB hinsichtlich
des zeitlichen Verlaufs in Abhingigkeit vom Reduktionsmittel beobachtet (Abb. 3.6.11).
Hierzu wurden Aliquots von aufgereinigtem CphBmLC mit zweifach molarem Uber-
schull an PCB versetzt, bis keine weitere Erh6hung des P.-Spektrums beobachtet werden
konnte. AnschlieBend wurde DTT (ad 2 mM, Abb. 3.6.11 links) oder B-Mercaptoethanol (ad
4 mM, Abb. 3.6.11 rechts) zugegeben, und der ProzeB3 bis zum Ende der Reaktion (nach 45
bzw. 99 min) verfolgt. Durch die Addition von DTT oder B-Mercaptoethanol wird eine direkte
Umlagerung von der (blockierten) quasi-CphBm P.-Form in die (freigeschaltete) CphBmLC
P.-Form ausgelost, die gleichzeitig mit einer Steigerung der Absorption einhergeht. Diese Kon-
version geht mit DTT wesentlich schneller vonstatten als mit B-Mercaptoethanol. Die sich aus-
bildenden isosbestischen Punkte belegen, da3 es sich hier um eine einfache Umlagerung von
(wahrscheinlich) Histidin-gebundener zu Cystein-gebundener P,-Form ohne Beteiligung wei-

terer Zwischenprodukte handelt.
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Abbildung 3.6.11 Einfluf3 von Reduktionsmitteln auf blockiertes CohBmLC-PCB

Jeweils gleiche Proteinkonzentration und zweifacher molarer Uberschuf3 an PCB. Gestrichelte Linien: Spektrum
vor Zugabe von [—Mercaptoethanol bzw. DTT. Links: CphBmLC-PCB nach Zugabe von DTT ad 2 mM.
Rechts: CphBmLC-PCB nach Zugabe von B—Mercaptoethanol ad 4 mM. Die Endspektren wurden nach 45
(links) bzw. 99 Minuten (rvechts) erreicht. Griine Pfeile zeigen eine Absorptionszunahme, rote Pfeile eine
Absorptionsabnahme an
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Abbildung 3.6.12 Konversionskinetik CphBmLC

Halblogarithmische Skala. Dreiecke: Absorption an der ) ) ] ] )
Wellenlinge 656 nm. Quadrate:Absorption an der Wellen- Die Bildung von gemischten Disulfiden ist
linge 685 nm. Offene Symbole: DTT. Gefiillte Symbole:

[—Mercaptoethanol

einem Molekiil vollstdndig zu reduzieren.

bei DTT durch seine Féhigkeit, iiber eine
intramolekulare Disulfidbindung zu zykli-
sieren, stark unterdriickt '®°, es wird daher oft als Faltungshelfer verwendet '"°.

Aus Abb. 3.6.12 wird ersichtlich, da3 die Konversion mittels f-Mercaptoethanol (ge-
schlossene Symbole) nach einer kurzen flacheren Anfangsphase einen nahezu monoexponen-
tiellen Verlauf nimmt, wihrend mit DTT eher biexponentiell verlauft. Die hohere Geschwin-
digkeit der DTT-vermittelten Konversion liegt daran, dal DTT sich, wie oben bereits ange-
sprochen, nach Bindung an das Protein durch Selbstzyklisierung abspalten kann, so dal3
daraufhin in jedem Fall ein freies Cystein zuriickbleibt, wohingegen bei der Reaktion mit
B—Mercaptoethanol in der Hélfte der Fille lediglich das proteingebundene B—Mercaptoethanol

ausgetauscht wird, bzw. das chromophorbindende Cystein blockiert (im Falle einer proteino-
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genen Disulfidbriicke) oder unzuginglich (im Falle einer konformellen Inhibition) bleibt.
Daher betrigt die Gleichgewichtskonstante fiir die Reduktion eines Disulfids durch DTT etwa
13 und fiir B-Mercaptoethanol ca. 1 (nach '™).

Die mit DTT biexponentielle Konversionskinetik 148t sich nur schwer erkldren. Eine
Moglichkeit ist, dal es sich bei dieser Reaktion um einen zweistufigen Prozef3 (Bindung,
Zyklisierung) handelt, eine andere, dall weitere Prozesse (Proteinfaltung) eine Rolle spielen,
die bei B-Mercaptoethanol nicht auftreten. In der Tat wurden Unterschiede dieser beiden
Agentien in ihrer Wirkung auf Proteine schon hiufig beobachtet '”>. Eine exakte Aussage zur
unterschiedlichen Wirkungsweise dieser beiden Agenzien auf CphBmLC kann mit den

erhaltenen Daten jedoch nicht getroffen werden.

3.6.5.4 Konversion aus der Ps-Form von CphBmLC-PCB

Dieser Versuch zeigt zwei neue Eigenschaften des CphBmLC auf. Zum einen geschah
die Freischaltung des chromophorbindenden Cysteins aus der P;-Form des blockierten
CphBmLC's, zum anderen handelte es sich um eine {iber Nacht bei 4°C in Dunkelheit inku-
bierte Probe (Chromophorverlust). Neben der DTT-vermittelten Neubildung der Cystein-P,-
Form des CphBmLC zeigte sich nach Belichtung mit 730 nm, daf3 auch noch Cystein-Ps-Form
vorhanden gewesen ist. Zum Anderen wird durch den Chromophorverlust eindeutig belegt,
daf} die PCB-Bindung zum blockierten CphBmLC nicht kovalent ist.

Eine blockierte CphBmLC Probe wurde mit PCB versetzt und anschlieBend in der Pg-
Form tiiber Nacht im Dunkeln bei 4°C stehengelassen (gestrichelte Linie Py -DTT t, in Abb.
3.6.13). Auch in diesem Fall ist deutlich der Anteil an degradiertem PCB zu sehen (breiter
Peak bei ca. 580 nm), die relativ flachen Proteinspektren resultieren vom Verlust des
Chromophors aus der Bindetasche des blockierten CphBmLC-PCB (vgl. Kap. 3.6.5.1).
AnschlieBend wurde im Dunklen DTT zugegeben, worauthin primir eine Neubildung der
(freigeschalteten) Cystein-P,-Form von CphBmLC stattfand (Abb. 3.6.13, Spektren t;-ts).
Gleichzeitig verschob sich aber auch das Maximum der vorhandenen Pg-Form um ca. 30 nm
zu kiirzeren Wellenldngen, diese ,,konvertierte* Cystein-Ps-Form konnte nach dem Abschlul3
der Dunkelassemblierung durch Dunkelrotbelichtung ebenfalls in die Cystein-P-Form
tiberfiihrt werden (Abb. 3.6.13, Spektrum P, + DTT).

Die Konversion vom (potentiell) Histidin-gebundenen zum Cystein-gebundenen
Zustand scheint nicht die Stereochemie der C-15-Doppelbindung zu beeinflussen, da die Probe
nach der Konversion zur Cystein-P,-Form immer noch den Ps-Anteil der blockierten Probe
aufwies (siche Abb. 3.6.13, Pfeil bei ca. 700 nm) und anschlieBend noch photoisomerisiert

werden konnte. Die hypsochrome Verschiebung durch den Verlust der 3-3" Doppelbindung
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des PCB ist dabei sowohl bei der P,-Form als auch bei der (restlichen) Ps-Form zu beobachten
(Z,2,Z bleibt 2,72,7; 7,Z.E bleibt Z,7,E, der Neueinbau erfolgt in Z,Z,7).
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Abbildung 3.6.13 Konversionsverlauf nach Inkubation iiber Nacht

CphBmLC-PCB wurde iiber Nacht in der P;-Form stehengelassen (gestrichelte Linie, Py
-DTT = t,), anschliefend mit DTT ad 2 mM versetzt (t; bis ts, t; in rot) und dann
dunkelrot belichtet (P, +DTT). Insert: Spektren nach vollstindiger Konversion.

In der Regel ist PCB nach einer Nacht in wéssriger Losung nicht mehr assemblierféhig,
es ist daher erstaunlich, daB die Menge an PCB in der Probe dennoch ausreichte, um ein
Differenzspektrum zu ergeben, dessen AA-Wert (= die Hohe der Amplitude des Differenzspek-
trums) etwa 75% des Werts eines frisch freigeschalteten CphBmLC Aliquots aufwies.
Entweder wurde also das PCB der Probe durch das CphBmLC vor Hydrolyse geschiitzt (z.B.
"vorassembliert" am Protein), oder vorhandenes evtl. oxidiertes PCB wurde durch DTT
Zugabe regeneriert. Die Hypochromie und die Rotverschiebung des breiten 580 nm-Peaks
durch DTT wurde auch bei freiem PCB beobachtet, allerdings in weniger deutlichem AusmaB.

Die hier mit CphBmLC-PCB beobachteten Effekte sind grundlegend verschieden von
den Einfliissen des Reduktionsmittels auf CphBm-BV, bei dem ein effizienter BV-Einbau nur
durch Zugabe von Reduktionsmittel erreicht werden konnte (Kap. 3.6.3.4). Hier findet, gezeigt
durch die hypsochrome Verschiebung des Ay der P,-Form um 30 nm, eine direkte Verédn-
derung der mit dem Cystein eingefligten Chromophorbindestelle statt, die es beim CphBm
nicht gibt. Ob Faltungseffekte des CphBmLC-PCB, wie sie beim CphBm-BV beobachtet

werden konnten, eine zusétzliche Rolle spielen, kann letztlich zwar nicht eindeutig bestimmt

107



3.6 CphBm-Konstrukte aus heterologer Expression Ergebnisse und Diskussion

werden, allerdings spielten diese Effekte des Reduktionsmittels beim CphBm fiir die Ein-
bindung von PCB keine Rolle (Kap. 3.6.3.1 und 3.6.3.2).

3.6.5.5 Spektroskopie von CphBmLC-BV

Die Neuausstattung der Chromophorbindetasche mit einem Cystein sollte theoretisch auf den
Einbau von BV in CphBmLC kaum Auswirkungen haben, da die Vinylgruppe des A-Rings
von BV in pflanzlichen und cyanobakteriellen Phytochromen mit Cystein als Chromophor-
bindestelle nicht iiber einen Thioether eingebunden wird '*. Dennoch wurden bereits bei
CphBm-BV Effekte des Reduktionsmittels auf die spektralen Eigenschaften beobachtet, die
vermuten lassen, da3 BV speziellere Anforderungen an eine Chromophorbindetasche stellt als
PCB. Die zentrale Frage dieses Versuchs ist jedoch: Findet beim CphBmLC-BV eine DTT-
vermittelte spektrale Verschiebung statt?

Das in Abb. 3.6.14 dargestellte Experiment der Assoziation von CphBmLC mit BV ist
weitgehend identisch zu dem in Abbildung 3.6.6 (Kap. 3.6.3.4) gezeigten Experiment mit
CphBm. Ohne Reduktionsmittel zeigt CphBmLC-BV eine sehr schwache Photochemie (Abb.
3.6.14, links, gestrichelte Linien). Durch Prdinkubation des Apoproteins mit Reduktionsmittel
sowie durch nachtrigliche Addition von Reduktionsmittel zum ,,vorassemblierten* Protein
konnte die Photochemie gegeniiber der unbehandelten Probe stark verbessert werden (Abb.
3.6.14, links, durchgezogene Linien). Erfolgte die Zugabe von DTT und die darauffolgende
Inkubation im Dunklen, konnte ein hoherer Anteil P,-Form erhalten werden (Abb. 3.6.14,
rechts, gestrichelte Linie) als durch Bestrahlung mit Dunkelrotlicht nach einem Belichtungs-
zyklus. Die Lage der Absorptionsmaxima blieb allerdings in allen Fillen gleich. Im Gegensatz
zum CphBm-BV ist die Photochemie der CphBmLC-BV Probe unter nichtreduzierenden
Bedingungen jedoch noch schlechter, und die Diskrepanz zwischen dunkelassemblierter P,-
Form und belichteter P,-Form noch deutlicher.

Die ,,Eigenarten* des CphBm-BV, wie die schlechte Einbindung des BV unter nicht-
reduzierenden Bedingungen und die unvollstindige Photokonversion zur P,-Form wurden also
mit dem BV-Addukt des CphBmLC weitgehend reproduziert, und wurden durch das einge-
fiigte Cystein verstirkt (vgl. Abb. 3.6.6 und Abb. 3.6.14). Dies ist ein eindeutiges Indiz, dal3
sich das Cystein in direkter Umgebung des Chromophors befindet, und da3 BV auf eine sehr
dhnliche Weise in der Proteintasche eingelagert wird wie das PCB im Falle einer kovalenten
Bindung. Die Verbesserung der Photoreversibilitit hingegen ist ein vom eingefiigten Cystein
unabhingiger Vorgang. Eine weitere Kernaussage dieser Ergebnisse ist, dal beim Einbau von
BV keinerlei Hypsochromie durch das Einstellen reduktiver Bedingungen auftrat, wie es bei
der Assemblierung und Freischaltung des PCB-Addukts beobachtet wurde. Das CphBmLC

verhilt sich hier exakt wie das unverdnderte CphBm. Das heift, es findet bei BV, anders als
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bei PCB, keine kovalente Einbindung unter Verlust einer Doppelbindung an das Cystein iiber

einen Thioether statt.
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Abbildung 3.6.14 CphBmLC-BV

Links: gestrichelte Linien: nichtreduzierende Bedingungen, durchgezogene Linien: identische Probe mit
P—Mercaptoethanol ad 2 mM, nach dem dritten Belichtungszyklus. Rechts: durchgezogene Linien: Probe mit 2
mM B—Mercaptoethanol und letztes Spektrum der Dunkelassemblierung nach Zugabe von —Mercaptoethanol
(gestrichelte Linie).

Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, wieso BV zwar in CphBmLC eingebaut wird, jedoch
nicht in Cphl aus Synechocystis PCC6803 *. Offensichtlich wird die Selektivitit gegen BV als
Chromophor bei Cphl aus Synechocystis (und wahrscheinlich auch bei CphA) nicht allein
durch die Anwesenheit des Cysteins verursacht. Vielleicht konnte die nur in Bacteriophyto-
chromen ohne Cystein als Chromophorbindestelle vorkommende HNT-Region (siche Abb.
3.3.3) bei der Selektivitit gegeniiber Chromophoren eine Rolle spielen. Weitere Versuche
sollten die Rolle der hochkonservierten Aminosduren dieser Region zum Ziel haben, dariiber
hinaus konnte ein Austausch der N-Termini von CphA und CphBmLC die Frage der Chromo-

phorselektivitéit eventuell klaren.

3.6.5.6 ..Konversionskinetik* von CphBmLC-BV

Analog zum Versuch der Konversion von CphBmLC mit PCB sollte in diesem Versuch unter-
sucht werden, welche Auswirkungen die ,,Freischaltung® des Cysteins auf die Assemblierung
mit BV hat. Wie bereits in Kap. 3.6.5.5 und 3.6.3.4 angesprochen, hat DTT neben dem ,,Frei-
schalten® des Cysteins drastische Auswirkungen auf die Photoreversibilitdt von CphBmLC.
Eine unter nichtreduzierenden Bedingungen aufgereinigte (,,blockierte) CphBmLC-

Probe wurde mit BV versetzt, und anschlieBend ein weitergehender Einbau von BV durch die
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Zugabe von DTT induziert. Der Prozel wurde bis zum Ende der Reaktion (nach 102 min)
verfolgt.
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Abbildung 3.6.15 “Konversionskinetik” von CphBmLC-BV durch DTT-
Zugabe

Gestrichelte Linie: vor Zugabe von DTT, durchgezogene Linien: verschiedene Zeit-
punkte nach Zugabe ad 2 mM DTT. Griiner Pfeil: Absorptionszunahme, roter Pfeil
Absorptionsabnahme.

So kann in Abb. 3.6.15 lediglich ein weitergehender Einbau von BV in die Chromophorbinde-
tasche (analog Kap. 3.6.3.4) beobachtet werden. Erwdhnenswert ist auerdem das Auftreten
eines Assemblierungsintermediats bei ca. 750 nm (Abb. 3.6.15 , roter Pfeil); dies wird ausfiihr-

licher in Kap. 3.6.7 besprochen.

3.6.5.7 Assemblierung von CphBmLC mit PCB und BV unter reduzierenden Bedingungen

Um die bereits beobachteten Unterschiede im Verhalten der beiden Chromophore weiter-
gehender zu charakterisieren und eventuell bestehende grundlegende Unterschiede des Chro-
mophoreinbaus aufzudecken wurden Assemblierungskinetiken mit CphBmLC durchgefiihrt.
Diese Assemblierungen von CphBmLC fanden unter reduzierenden Bedingungen statt. Der
zeitliche Verlauf der Absorption bei den verschiedenen Absorptionsmaxima der P.-Formen ist
in Abb. 3.6.16 wiedergegeben. Die beiden Kurven wurden aus unterschiedlichen Experimen-

ten gewonnen und sind daher beziiglich ihres Maximalwerts skaliert.
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Abbildung 3.6.16 Assemblierungskinetik von CphBmLC unter reduzier-
enden Bedingungen

Grau: Verlauf der Absorption bei 702 nm von CphBmLC mit 2,5 fachem molaren
Uberschufs an BV. Schwarz: Verlauf der Absorption bei 656 nm von CphBmLC mit 2,5
fachem molaren Uberschuf3 an PCB. “fit” = biexponentieller Fit der Daten. Die
Kurven stammen aus unterschiedlichen Experimenten und wurden daher normalisiert.

Die Werte aus dem biexponentiellen Fit ergeben folgende Zeitkonstanten:

7 min 30 s (+ 13%)

CphBmLC-PCB: 39 s (+ 8%);
(+ 20%); 288 min (+ 10%)

CphBmLC-BV: 10,2 min

Eine statistische Validierung dieses Experiments konnte zwar noch nicht vorgenommen
werden, dennoch liegen die Werte von CphBmLC-PCB sehr nah an denen aus der CphA-PCB
Assemblierung (65 s (= 9%) und 9 min (+ 5%), Kap. 3.5.2). Die Assemblierung von CphA
fand unter ca. 150 mM ,,Rest“-Imidazol statt, die Werte der CphBmLC Assemblierung bei 125
mM Imidazol (Kap. 3.6.8.2) sind mit 64 s (+ 8%) und 10 min (+ 16%) nahezu deckungsgleich.
Die Assemblierung von BV in CphBmLC ist hier unter reduzierenden Bedingungen um eine
GroBenordnung langsamer als die Assemblierung mit PCB. Ein Mitgrund fiir diese verlang-
samte Assemblierung des CphBmLC-BV konnte ein erschwertes Strecken des Chromophors in
die Bindetasche des CphBmLC durch das im Vergleich zum PCB verldngerte m-Elektronen-
system des BV sein.

Ein direkter Vergleich dieser Daten mit denen von CphBm aus Kap. 3.6.3.5 ist schwer

zu fithren, da hier reduzierende Bedingungen herrschten, die fiir eine ,korrekte® Assem-

111



3.6 CphBm-Konstrukte aus heterologer Expression Ergebnisse und Diskussion

blierung von CphBmLC mit den beiden Chromophoren unerldBlich sind (siche Abb. 3.6.9 und
3.6.14). Auffallig ist jedoch die deutlich schnellere Assemblierung von CphBm mit BV (7 s
und 52 s) oder PCB (12 s und 115 s) unter nichtreduzierenden Bedingungen. Zuriickzufiihren
ist das Verhalten des CphBm-BV, wie bereits in Kap. 3.6.3.5 diskutiert, auf die schnelle und
unvollstdndige Inkorporation (oder mdglicherweise nur Anlagerung) von BV in CphBm unter
nichtreduzierenden Bedingungen (ebenso wie bei blockiertem CphBmLC, voriges Kapitel).
Beim PCB-Addukt des CphBmLC konnte jedoch die auch die Ausbildung der kovalenten
Thioetherbindung die Reaktion verlangsamen.

Es konnte bei der Assemblierung mit BV ein Assemblierungsintermediat bei ca.
750 nm gefunden werden, wohingegen wéhrend der Assemblierung mit PCB (im deutlichen
Gegensatz zu CphA-PCB) kein Assemblierungsintermediat aufgeldst werden konnte. Die
gefundenen Assemblierungsintermediate von CphBmLC werden in Kap. 3.6.7 vergleichend

diskutiert.
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3.6.6 Zusammenfassung der Ergebnisse zu CphBmLC

Zusammenfassend konnen aus den mit CphBmLC erhaltenen Ergebnissen folgende Schluf3-

folgerungen abgeleitet werden:

1) Es ist gelungen, das Cystein in die Chromophorbindetasche funktionell einzufiigen und
damit eine kovalente Einbindung von PCB wie im CphA zu erreichen. Die Chromophor-
bindetasche des CphBm besitzt damit offensichtlich die Fdhigkeit, eine Thioetherbindung
mit PCB zu kniipfen sofern das Cystein als Chromophorbindestelle vorhanden ist. Ange-
zeigt wird dies durch die hypsochrome Verschiebung des A,.. der P-Form um 30 nm. Diese
Fihigkeit ist jedoch empfindlich gegeniiber konformellen Anderungen des Apo-Proteins
oder der Chromophorbindestelle, die durch nichtreduzierende Bedingungen verursacht
werden kénnen (siehe auch 2).

2) Das Apo-Protein ist in der Lage, abhdngig von den (einstellbaren) reduktiven Bedingungen
zwei verschiedene ,, Modi*“ anzunehmen. Unter reduzierenden Bedingungen kann das chro-
mophorbindende Cystein eine Thioetherbindung mit PCB eingehen, unter nichtreduzier-
enden Bedingungen wird diese Reaktion verhindert (sei es durch Proteinkonformation,
Blockade des Cysteins durch eine proteinogene Disulfidbriicke oder ein gemischtes
Disulfid, bzw. durch Delokalisation einer katalytisch aktiven Aminosdure). Blockiertes
CphBmLC-PCB ist spektral von CphBm-PCB nicht unterscheidbar, kann jedoch durch
Zugabe von Reduktionsmittel in die Thioether-Form umlagern.

3) Das eingefiigte Cystein wirkt sich nicht auf die spektralen Eigenschaften beziiglich der A
von P.- und Ps;-Form des BV-Addukts von CphBmLC aus, CphBmLC-BV verhdlt sich
diesbeziiglich wie das unverdnderte CphBm-BYV.

4) Auch im CphBmLC-BV sind reduzierende Bedingungen fiir eine effektive Photochemie
erforderlich, das eingefiigte Cystein wirkt sich hierbei verstirkend auf diese Eigenschaft
aus (die Photochemie ist verglichen mit CphBm-BV unter nichtreduzierenden Bedingungen
noch schlechter).

5) Die Stereochemie der C-15-Doppelbindung von PCB bleibt wdihrend der Konversion von
potentiell Histidin-gebundener (blockierter) zu Cystein-gebundener (freigeschalteter) Form
unverdndert. (Z,2,Z bleibt Z,7,Z; Z,Z,E bleibt Z,Z,E), der Neueinbau von PCB erfolgt in die
P,-Form ( Z,Z,Z-Konformation).

6) Die Assemblierung mit BV lduft deutlich langsamer ab als mit PCB, die gefundenen
Assemblierungsintermediate von CphBmLC werden in Kap. 3.6.7 vergleichend diskutiert.
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3.6.7 Assemblierungsdifferenzspektren von CphBm, CphBmLC und CphA
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Abbildung 3.6.17 Spektren aus den
Assemblierungen von CphBmLC und CphA

Oben links: CphBmLC-PCB unter reduzierenden
Bedingungen. Oben rechts: CphA-PCB, nicht-
reduzierende Bedingungen. Unten: CphBmLC-BV
unter reduzierenden Bedingungen. Griine Pfeile:
i \ Absorptionszuwachs, rote Pfeile:  Absorptions-
somn mn verlust. Gestrichelte Linien: Absorptionsdifferenz-
S spektrum des letzten Spektrums der Assemblierung
minus dem ersten Spektrum der Assemblierung.
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Ein weiteres Charakteristikum von Phytochromen ist ihre Féhigkeit, wahrend der
Assemblierung mehr oder weniger stark ausgeprigte lingerwellige Intermediate auszubilden.
Eine gidngige Methode, diese zu visualisieren, ist das erste Spektrum einer Assemblierung vom
Spektrum nach Abschlufl der Assemblierung zu subtrahieren (sieche Abb. 3.6.17). Diese
Assemblierungsdifferenzspektren geben dann genauen Aufschlufl iiber die Intensitdt und das
Amax spater Intermediate der Chromophorassemblierung. In Abb. 3.6.18 sind vergleichend die
Assemblierungsdifferenzspektren von CphA, CphBm und CphBmLC gezeigt, positive Werte
bedeuten dabei einen Zuwachs an Absorption, negative Werte bedeuten ein Verschwinden der
Absorption an der entsprechenden Wellenlidnge. Die abgebildeten Differenzspektren sind zur
besseren Vergleichbarkeit beziiglich der P,-Absorption normiert.

Bei CphA tritt wahrend der Assemblierung mit PCB ein charakteristisches, auch beim
Cphl aus Synechocystis PCC6803 gefundenes ** Intermediat bei 700 nm auf (siehe Kap.3.5.2,
Seite 76). Es konnte sich dabei um ein Histidin-gebundenes Zwischenprodukt oder eine Pg-

dhnliche Form handeln. Im Falle des Cphl deuten Ergebnisse darauf hin, da3 der gestreckte
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Chromophor als Anlagerungsintermediat eine bathochrome Verschiebung durch eine Proto-
nierung erfahrt '3, ' 1% Weder CphBm-PCB noch CphBmLC-PCB zeigen dieses Inter-
mediat. Die Moglichkeit, den Chromophor kovalent an das eingefiligte Cystein zu binden, fiihrt
im Falle vom CphBmLC-PCB zwar zu sehr dhnlichen Zeitkonstanten in der Assemblierungs-
kinetik sowie zu sehr dhnlichen spektralen Eigenschaften, jedoch nicht zu den gleichen
Assemblierungsintermediaten, eine Eigenschaft, die demnach wahrscheinlich nicht von mdg-
lichen Histidin-gebundenen Intermediaten, sondern von der exakten Architektur der Chromo-
phorbindetasche abhingig ist. Auch scheint hier keine (spéte) Protonierung des PCB statt-
zufinden, was bedeutet, da3 diese entweder nicht fiir eine erfolgreiche Thioetherverkniipfung
essentiell ist oder aber zeitgleich mit der Ausbildung der P,-Form erfolgt.

Das 700 nm-Assemblierungsintermediat von Cphl konnte durch die Behandlung des
Proteins mit Iodacetamid (IAA), einem Reagenz, das kovalent mit Cysteinen reagieren kann,
in der stationdren Absorptionsspektroskopie beobachtet werden *°. Eine Untersuchung mit IAA
erweist sich jedoch als problematisch, da es auch mit Methioninresten reagieren kann, von
denen in der unmittelbaren Umgebung des Chromophors ein in allen Phytochromen hochkon-
serviertes zu finden ist. In der Mutante CphA M267R zeigte der Austausch dieser Aminosdure
mit die stirksten Verdnderungen der spektralen Eigenschaften, die in Phytochromen bisher
bekannt sind (Abb. 3.5.5) (abgesehen von Mutanten, in denen die Chromophorligation voll-
staindig unterbunden ist). Zwar ist die Reaktivitdt mit Methioninresten unter den in Lamparter
et al. ** angegebenen Bedingungen wahrscheinlich eher gering, jedoch ist die Reaktivitit und
Selektivitit von seitenkettenmodifizierenden Reagenzien oft von der Mikroumgebung
abhidngig. Desweiteren kann IAA ebenfalls, wenn auch schwicher, mit Histidinresten
reagieren. Das hochkonservierte Histidin in unmittelbarer Nachbarschaft des Cysteins ist in
bisher allen dahingehend untersuchten Phytochromen fiir die Bindung von Chromophoren
essentiell, sei es als katalytisch aktive Aminosdure (', ', *) oder sogar als alternative
Chromophorbindestelle, wie im Falle der Bacteriophytochrome ohne Cystein in der
Chromophorbindetasche vorgeschlagen wurde *. Die Mutante CphBm H267A (Kap. 3.6.12)
beispielsweise zeigt mit PCB ebenfalls ein Anlagerungs-Intermediat bei einer Wellenldnge von
ca. 700 nm analog dem IAA-blockierten Cphl.
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Abbildung 3.6.18 Assemblierungsdifferenzspektren von CphA, CphBm
und CphBmLC

Differenzspektren aus dem letzten minus dem ersten Spektrum der Assemblierung.
Die Spektren wurden der Vergleichbarkeit halber beziiglich der P,-Absorption
angepayfst. Alle Differenzspektren mit Ausnahme von CphA und CphBm-PCB unter
reduzierenden Bedingungen. Die Legende liest die Spektren von links nach rechts.

Das Spektrum von CphBm-BV (+ DTT) zeigt wie CphBmLC-BV (+ DTT) ein Assem-
blierungs-Intermediat bei ca. 748 nm. Beide inkorporieren den Chromophor offensichtlich auf
identische Art und Weise. Das Auftreten eines Intermediats bei CphBmLC-BV und CphBm-
BV mit einer bathochromen Verschiebung von 48 nm analog dem Intermediat von CphA 1463t
vermuten, daB} es sich dabei eher um spite Umlagerungsreaktionen des Chromophors (auf der
»duche“ nach dem optimalen Fit) handelt als um Histidin-gebundene Zwischenprodukte,
welche in diesem Fall nur beim CphA zu beobachten wiéren. Ein Histidin-gebundenes
Zwischenprodukt konnte beim CphA allerdings fiir die wesentlich deutlichere Auspragung des
700 nm Intermediats mitverantwortlich sein (zu den vorgeschlagenen Protein-Chromophor-
Bindungen siehe Abb. 3.2.3, Seite 62).

Das Spektrum von CphBm-BV (- DTT) wurde nur von 625 nm bis 775 nm auf-
genommen und ist nicht abgebildet. Wie in Abb. 3.6.7 gezeigt, ,,assembliert CphBm-BV in
Abwesenheit von DTT sehr schnell, das Differenzspektrum war dementsprechend flach. Es
zeigte keinerlei Intermediate, die im Zeitrahmen des Experiments aufgeldst werden konnten.
Die DTT-freie Faltung des CphBm konnte den vollstindigen BV-Einbau also auch dadurch

erschweren, daf es keine fiir einen ,,korrekten* Einbau notigen Umlagerungen zulif3t, wie sie
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von CphBm und CphBmLC unter reduzierenden Bedingungen gezeigt wurden. Wahrschein-
lich handelt es sich beim CphBm-BV (- DTT) eher um ein spétes Anlagerungsprodukt, das die
(fiir eine effektive Photochemie) notwendigen Umlagerungen aufgrund partieller Fehlfaltung
des CphBm unter nichtreduzierenden Bedingungen nicht durchfiihren kann. Dafiir spricht auch
der in Abb. 3.6.6 A gezeigte, sofortige Einbau von weiterem BV in CphBm nach Zugabe von
DTT und die Konversion/ Assemblierung von CphBmLC mit BV in Abb. 3.6.15. Das
blockierte CphBmLC sowie das CphBm unter nichtreduzierenden Bedingungen assemblierten
problemlos mit PCB und zeigten eine weitgehend normale Photochemie, was den Schluf3
erlaubt, dal PCB geringere sterische Anforderungen an die Bindetasche des CphBm stellt, als
BV (sich sozusagen ,,ungehinderter bewegen kann). Dies konnte auch der Grund sein, warum
mit PCB weder bei (sowohl blockierten, als auch ,freigeschalteten) CphBmLC noch bei
CphBm detektierbare Assemblierungsintermediate beobachtet wurden. Insgesamt ist es daher
sehr wahrscheinlich, da3 Assemblierungsintermediate auf einen ,,induced fit“ des Chromo-

phors in seine Bindetasche zuriickzufiihren sind.
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3.6.8 Effekt von Imidazol auf die PCB-Addukte von CphBm und
CphBmLC

Wie in fritheren Arbeiten festgestellt wurde ', '*, neigt CphBm-PCB im Gegensatz zu CphA
dazu, wihrend der Ni-NTA Aufreinigung den Chromophor nahezu vollstindig zu verlieren.
Da es fiir Bacteriophytochrome gute Hinweise dafiir gibt, da3 ein hochkonserviertes Histidin
als alternative Chromophorbindestelle dienten kann %, *°, wurde mit Kenntnis der Instabilitit
der PCB-Einlagerung in CphBm ein moglicher kompetitiver Effekt von Imidazol untersucht.
Dal3 das Histidin eine Rolle bei der Chromophorligation spielt, sei es als chromophorakzep-
tierende *° oder als katalytisch essentielle *, !>, '"® Aminosiure, wurde in einigen vorhergehen-
den Arbeiten bereits nachgewiesen und sollte hier im Vergleich mit CphBmLC mit mechanis-
tischem Aspekt untersucht werden.

Zu beachten ist, da3 die Versuche zur Assemblierung von CphBm in Anwesenheit von
Imidazol unter nichtreduzierenden Bedingungen durchgefiihrt wurden, wéhrend die Assem-
blierungskinetiken von CphBmLC - um einen kovalenten Einbau an das Cystein zu erlauben -
unter reduzierenden Bedingungen stattfanden. Versuche zum zeitlichen Verlauf der Assem-
blierung von CphBm und CphBmLC mit BV unter ImidazoleinfluB wurden bisher nicht

durchgefiihrt.

3.6.8.1 Assemblierung von CphBm unter verschiedenen Imidazolkonzentrationen

Apo-CphBm wurde wie beschrieben (Kap. 3.6.2) aufgereinigt und mit einer 5 M Imidazol-
Stammlosung (gepuffert auf pH 8,0) auf verschiedene Imidazolkonzentrationen eingestellt
(siche Abb. 3.6.19).

Besonders auftfillig ist die sehr schnelle Einlagerung von PCB in CphBm. Wéhrend die
Kurve der 0 mM Probe im Rahmen der bisherigen Beobachtungen liegt (siche Kap. 3.6.3.5),
lauft die Einlagerung des PCB bei den anderen Imidazolkonzentrationen praktisch instantan
ab. Allerdings wurde hier das erste Spektrum im Vergleich zu Abb. 3.6.7 einige Sekunden
spater aufgenommen, daher ergibt sich der hier gezeigte, ,,flache Kurvenverlauf. Das Ausmal}
der PCB-Einlagerung ist dabei umgekehrt proportional zur Imidazolkonzentration. Tridgt man
die Imidazolkonzentration gegen die maximale Absorption auf, stellt sich zudem heraus, daf3
das Verhéltnis von Chromophoreinlagerung und Imidazolkonzentration annidhernd linear ist.
Weiterhin ist bei den imidazolhaltigen Proben nach 15 Minuten bereits eine leichte Hypo-
chromie zu beobachten. Es findet also nicht nur eine kompetitive Inhibition der Einlagerung
von PCB statt, sondern dariiberhinaus kann man einen Verlust von PCB aus der Chromophor-

bindetasche beobachten. Dieser Prozell wird in Kap. 3.6.8.3 weitergehend beschrieben, ebenso
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wie die Hohe der Differenzspektren (der AA-Abs. Wert), die sich ebenfalls umgekehrt pro-
portional zur Imidazolkonzentration verhélt. Der 100 % Wert der 0 mM Probe ergab in diesem
Experiment ein A, von 0,39 bei einer Apoprotein-Konzentration von 4,9 uM. Dies entspricht

einem apparentem Extinktionskoeffizienten von 79700 1 mol' c¢cm™. (wobei der Anteil des

iberschiissigen Chromophors zu beachten ist).
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Abbildung 3.6.19 Assemblierung von CphBm unter verschiedenen
Imidazolkonzentrationen

Verlauf der Absorption fiinf identischer CphBm-Proben bei 684 nm unter den angegebenen
Imidazolkonzentrationen. Es wurde jeweils der 2,5 fach molare Chromophoriiberschufi zu-
gegeben. Die Werte sind normalisiert auf das maximale Spektrum von CphBm-PCB bei 0 mM

Imidazol. 100% entsprechen hier einer Abssss von 0,39 bei einer Proteinkonzentration von ca.
0,54 mg/ml

Die Bindung von PCB an CphBm scheint ein Gleichgewichtszustand von (kovalent?)
gebundenem und angelagertem (ungebundenem) Chromophor zu sein. Dieses Gleichgewicht
wird von Imidazol in Richtung des ungebundenen und photochemisch inaktiven Zustands
verschoben. Ob hierbei das Imidazol als Inhibitor in der Chromophorbindetasche mit dem
Imidazolring des hochkonservierten Histidins als Bindungspartner fiir das PCB kompetiert
oder durch sterische oder ionische Wechselwirkungen eine stabile Einlagerung des PCB
verhindert, kann mit diesem Experiment nicht gekldrt werden. Imidazolbedingte Einfliisse auf
Protonierungs- oder Deprotonierungsreaktionen konnen jedoch eher ausgeschlossen werden,

da eine pH-Abhingigkeit der Bindung in anderen Puffersystemen bisher nicht beobachtet

werden konnte ',
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3.6.8.2 Assemblierung von CphBmLC mit PCB unter verschiedenen Imidazol-

konzentrationen

Wenn die Imidazol-abhiingige Assemblierung jedoch mit der LC-Mutante durchgefiihrt wird,
ergibt sich aufgrund der Fahigkeit des Proteins zur kovalenten Chromophorbindung ein
anderes Verhalten. Apo-CphBmLC wurde wie beschrieben (Kap. 3.6.2) aufgereinigt und mit
einer 5 M Imidazol-Stammlosung (gepuffert auf pH 8,0) auf verschiedene Imidazolkonzen-
trationen eingestellt (sieche Abb. 3.6.20). Die hier beobachteten Unterschiede der Endwerte in
der maximalen Absorption bei 656 nm konnten experimentell auf eine leichte Hypochromie
von freiem PCB durch Imidazol zuriickgefiihrt werden (-12%), der Einflufl auf die Hohe der
Differenzspektren wird in Kap. 3.6.8.3 diskutiert.
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Abbildung 3.6.20 Assemblierung von CphBmLC mit PCB unter verschiedenen
Imidazolkonzentrationen

Verlauf der Absorption fiinf identischer CphBmLC-Proben bei 656 nm unter den angegebenen
Imidazolkonzentrationen. Es wurde jeweils der 2,5 fache molare Chromophoriiberschuf zu-
gegeben. Die Werte sind normalisiert auf das maximale Spektrum von CphBmLC-PCB bei 0 mM

Imidazol. 100% entsprechen hier einer Abssss von 0,42 bei einer Proteinkonzentration von ca.
0,44 mg/ml

Der 100 % Wert der 0 mM Probe ergab in diesem Experiment eine maximale Absorption von
0,416 bei einer Apoprotein-Konzentration von 3,9 uM. Dies entspricht einem apparentem
Extinktionskoeffizienten von 106000 1 mol”’ cm™ (wobei auch hier der Anteil tiberschiissigen

Chromophors zu beachten ist). Dieser Wert ist im Vergleich zum CphBm-PCB etwa 30%
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hoher und zeigt, dal die Thioetherform des PCB einen deutlich hoheren Extinktionskoeffi-
zienten besitzt, als die im CphBm gebundene Form (siehe dazu auch Abb. 3.6.9 unten, Kap.
3.6.5.1 sowie Abb. 3.6.10).

Im deutlichen Gegensatz zu CphBm findet beim CphBmLC unter Imidazoleinfluf} eine
weitgehend normale Assemblierung von PCB, vergleichbar mit CphA (Kap. 3.5.2), statt. Wie
aus Abbildung 3.6.20 jedoch eindeutig hervorgeht, ist die Geschwindigkeit der Assemblierung
mit steigender Imidazolkonzentration verlangsamt. Die Daten der hier gezeigten Assemblie-

rungen konnen biexponentiell gefittet werden, die Zeitkonstanten finden sich in Tabelle 3.6.1.

mM Imidazol t * Fehler t; * Fehler
0 39s 3s 7:30 min 1:00 min

25 34s 3s 12:30 min 1:30 min

75 42 s 3,5s 12:42 min 1:40 min

125 64 s 55s 10:10 min 1:40 min

250 71s 84s 9:40 min 0:52 min

Tabelle 3.6.1: Zeitkonstanten und Fehlerwerte aus dem biexponentiellen Fit der Assem-
blierung von CphBmLC mit PCB unter verschiedenen Imidazolkonzentrationen (Abb. 3.6.20).

Die Zeitkonstante der frithen Reaktion (t;) nimmt mit steigender Imidazolkonzentration zu, die
Zeitkonstanten der spéteren Reaktion (t,) sind unter Imidazoleinflul zwar ebenfalls erhoht,
jedoch 14Bt sich dort keine direkte Korrelation zur Imidazolkonzentration erkennen. Hierbei ist
zu beachten, dal} die zweite Zeitkonstante iiberwiegend die spdten Umlagerungsprozesse be-
schreibt, die wihrend der Assemblierung auftreten. Entsprechend sollte, wie hier beobachtet, t,
kaum beeinflult sein. Da die Thioetherbindung zudem gegeniiber Imidazol inert ist, findet
beim CphBmLC-PCB auch iiber einen ldngeren Zeitraum keine Verdringung von PCB aus
dem Protein statt (sieche auch Kap. 3.6.8.3).

Das konservierte Histidin 267 ist fiir einen kovalenten Einbau von PCB in Phytochrom
A von Hafer und Erbse (** ', '7%) sowie Bphl aus Deinococcus radiodurans (*°) essentiell.
Falls das Histidin im CphBm analog zu Bphl aus Deinococcus radiodurans als Chromophor-
bindestelle dient, hitte eine Gleichgewichtsverschiebung zu ungebundenem bzw. angelagertem
Chromophor eine herabgesetzte Assemblierungsgeschwindigkeit fiir CphBmLC zur Folge.
Genau dies konnte mit diesem Experiment gezeigt werden. Histidin 267 stellt damit im
CphBmLC also sehr wahrscheinlich eine transiente Chromophorbindestelle dar, die den Chro-
mophor fiir einen nukleophilen Angriff des Cysteins positioniert. Bisher wird fiir die Chromo-
phorligation ein Zwei-Stufen-Modell diskutiert *, '”7, das einen schnellen Anlagerungsschritt
und einen langsamen katalytischen Schritt (Thioetherverkniipfung) annimmt. Aufgrund der

hier gewonnenen Erkenntnisse iiber Bacteriophytochrome ist es notwendig, dieses Modell zu

121



3.6 CphBm-Konstrukte aus heterologer Expression Ergebnisse und Diskussion

erweitern. Nach einem schnellen Anlagerungsschritt, der das Strecken des Chromophors be-
inhalten kann (wie bei der CphA Mutante H267A evtl. zu beobachten), folgt die Bindung tiber
das hochkonservierte Histidin, eine Reaktion, die durch Imidazol inhibiert werden kann.
AnschlieBend erfolgt bei Phytochromen mit Cystein als Chromophorbindestelle die langsame
Thioetherverkniipfung des (geeigneten) Chromophors. Dies wird im Verhalten der CphBmLC
Mutante unter Imidazoleinflul deutlich: die friithe Reaktion (t;) ist bei steigender Imidazol-
konzentration verlangsamt, wihrend die Zeitkonstante der langsamen Reaktion (Thioether-
verkniipfung) keinem eindeutigen Trend folgt. Als letzter Schritt der Chromophorbindung
konnten die beobachteten Umlagerungsprozesse bzw. Protonierungs- / Deprotonierungsreak-
tionen sein, wie sie sich in den spdten Assemblierungsintermediaten zeigen. Ein Modell zur

Chromophorbindung wird in Kap. 3.8 diskutiert.

3.6.8.3  Zeitlicher Verlauf des Chromophorverlusts aus CphBm(LC)-PCB

Zur Uberpriifung des Einflusses von Imidazol auf die Stabilitit von PCB im CphBm und
CphBmLC wurden die assemblierten Proteine verschiedenen Imidazolkonzentrationen ausge-
setzt und tiiber einen ldngeren Zeitraum inkubiert. Dies sollte die beim CphBm PCB-Addukt
aufgetretenen Fragen kldren, ob es sich bei der Assemblierung um ein Gleichgewicht handelt,
und ob der Chromophor vollstindig aus dem Protein abdissoziieren kann (und damit einer De-
gradation im Puffer preisgegeben wird).

Zu diesen Experimenten wurden Aliquots von CphBm bzw. CphBmLC mit 2,5-fach
molarem Uberschul assembliert, bis keine weitere Erhohung der AA-Abs. Werte beobachtet
werden konnte. Fiir die Hohe der Differenzspektren spielte es keine Rolle, ob die Proteine
zuerst mit Chromophor und dann mit Imidazol inkubiert wurden oder umgekehrt. Zugabe von
Imidazol ad 250 mM zu voll assembliertem CphBm-PCB halbierte den AA-Abs. Wert sofort,
ebenso stellte sich wéahrend der Assemblierung der mit 250 mM Imidazol vorinkubierten
CphBm-Probe verglichen mit der 0 mM-Probe von vornherein nur ein halb so grof3es
Differenzspektrum ein. Die AA-Werte von CphBmLC zeigten sich ungeachtet des Zeitpunkts
der Imidazolzugabe generell nur geringfiigig beeinflut. Im Kontrollexperiment zeigte
Imidazol einen schwachen EinfluB auf das Spektrum von freiem PCB. Dieser leichte
hypochrome Effekt wirkt vornehmlich auf die P,-Formen der Proteine und hat damit auch auf
die AA—Abs. Werte Auswirkungen, die im Bereich von maximal 10-12% der Gesamthdhe des
Differenzspektrums bei 250 mM Imidazol liegen. Die in Abb. 3.6.21 angegebenen Werte sind
beziiglich dieses Effekts nicht korrigiert.
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Abbildung 3.6.21 Zeitlicher Verlauf des Chromophorverlusts aus
CphBm und CphBmLC bei verschiedenen Imidazolkonzentrationen.

AA = Hohe des Differenzspektrums, die Werte wurden zur besseren Vergleichbar-
keit auf das maximale AA der Ausgangsproben normalisiert.

Besonders auffillig ist zunichst, da3 die AA-Abs. Werte von CphBmLC von der Imida-
zolkonzentration weitgehend unberiihrt bleiben. Die Reduktion der AA-Abs. Werte liegt dort
im Bereich des soeben diskutierten Einflusses vom Imidazol auf freies PCB in Puffer. Die
Inkubation iiber Nacht dndert an den Werten von CphBmLC nichts, der Chromophor bleibt
stabil im Protein gebunden.

Die Werte von CphBm jedoch werden sofort und direkt proportional zur Imidazol-
konzentration beeinflufit. Weiterhin nehmen dort die Werte fast linear mit der Zeit der
Inkubation ab. Davon zeigt sich im iibrigen auch die imidazolfreie Probe betroffen, die nach
40 h nur noch 38% des urspriinglichen AA-Abs. Werts aufweist. Die Menge an photoaktivem
CphBm ist in allen Proben mit mehr als 25 mM Imidazol nach 40 h auf unter 10% des Aus-
gangswerts gesunken. In den Spektren konnten zudem eindeutig die gelben Abbauprodukte
des PCB identifiziert werden. Die Verschiebung des Bindungsgleichgewichts von PCB an
CphBm resultiert also offensichtlich in einem hdheren Anteil an ungebundenem Chromophor,
der dann durch das Protein nicht mehr gegen einen Abbau im Puffer geschiitzt wird.

Die beobachteten Verluste der Photoaktivitit im Fall von CphBm beruhen nicht auf
Proteindegradation, da alle Proben nach dem Experiment durch erneute Zugabe von frischem

PCB fast vollstindig re-assembliert werden konnten.
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3.6.8.4 Der Imidazol-Einflu auf CohBm-BV und CphBm-PCB unter reduzierenden

Bedingungen
Dieses Experiment wurde als Weiterfiihrung der Versuche aus Kap. 3.6.8.3 durchgefiihrt, um

herauszufinden, ob das BV-Addukt von CphBm unter Einwirkung von Imidazol ebenfalls
einen Chromophorverlust bzw. eine Verschiebung des Bindungsgleichgewichts zeigt wie das
CphBm-PCB-Addukt. AuBlerdem wurden reduzierende Bedingungen eingestellt, die fiir eine
effektive Einbindung von BV in CphBm notwendig waren (Kap. 3.6.3.4). Das bedingte die
Moglichkeit, das Verhalten von CphBm-PCB unter diesen Bedingungen vergleichend zu
untersuchen.
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Abbildung 3.6.22 Effekt von Imidazol auf CphBm-PCB und CphBm-BV

Identische Apo-CphBm Proben (I mM DTT) wurden mit einem zweifach molaren
Uberschufs an jeweiligem Chromophor versehen und nach Abschluf3 der Assemblierung
mit einer gepufferten Imidazolstammlosung auf 250 mM Imidazol gebracht. Die
Differenzspektren unter Imidazoleinfluf3 sind grau gestrichelt. Inserts: Héhe der
Differenzspektren bei 0 mM und 250 mM Imidazol.

124



3.6 CphBm-Konstrukte aus heterologer Expression Ergebnisse und Diskussion

Die beobachtete Verschiebung des Bindungsgleichgewichts am Histidin tritt, wie hier
mit jeweils vollstindig assembliertem CphBm unter reduzierenden Bedingungen gezeigt, bei
BV drastisch schwicher auf als bei PCB, was erneut fiir eine wesentlich stabilere Einbindung
des BV in die Chromophorbindetasche von CphBm spricht (Abb. 3.6.22). Die Wirkung von
Imidazol auf das PCB-Addukt von CphBm ist im Vergleich zum Experiment unter nicht-
reduzierenden Bedingungen allerdings (evtl. aufgrund besserer Faltung des Proteins) ebenfalls
deutlich abgeschwécht (vgl. Abb. 3.6.21 CphBm 0 mM Probe nach 0 h in 250 mM Imidazol).
Die PCB-CphBm Bindung erreicht aber nicht die Stabilitit des BV-Addukts (Abb. 3.6.22
Inserts). Wahrend die AA-Abs. Verringerung beim BV vollstindig auf den EinfluB von
Imidazol auf freies BV zurilickgefiihrt werden kann, geht sie beim PCB-Addukt noch deutlich
iiber diesen Effekt hinaus. Das BV kann also nicht instantan durch Imidazol aus der Binde-
tasche ,,verdrangt™ werden, was beim PCB trotz der verbesserten ,,Konstitution® des Proteins
weiterhin moglich ist. Nichtsdestotrotz wird hier zum ersten Mal ein Reduktionsmittel-
bedingter Unterschied der PCB-Addukte von CphBm deutlich, da der Chromophorverlust
unter reduzierenden Bedingungen eindeutig gehemmt ist.

Dariiberhinaus kann man in Abb. 3.6.22 erkennen, dal mit BV (vor der Zugabe von
Imidazol) ein hoheres maximales Differenzspektrum erreicht wird als bei der mit PCB assem-
blierten Probe, was dafiir spricht, da bei gleichen Chromophor-Protein Verhéltnissen
entweder mehr photoaktives BV Addukt gebildet wird, oder der Extinktionskoeffizient des
gebundenen BV's in der Bindetasche groBer ist als jener von PCB (oder beides). Auch diese
Beobachtung unterstiitzt die Vermutung, da die Chromophorbindetasche fiir die
Inkorporation von BV besser geeignet ist als fiir PCB. Das wird auch durch die Experimente

zur Chromophorkompetition bestitigt (Kap. 3.6.10).

3.6.9 Effekt von NaCl auf CphBm

Um auszuschlieBen, dal3 es sich bei dem Effekt mit Imidazol um einen ausschlief3lich
ionischen Effekt handelt, wurde im Rahmen der Versuche mit Imidazol (voriges Kapitel) ein
Kontrollexperiment unter Zusatz von 250 mM NaCl durchgefiihrt (die Gesamtkonzentration
an NaCl betrug demnach 400 mM NaCl).

Wie bereits erwdhnt, verlduft die Assemblierungsreaktion bei CphBm mit PCB sehr
schnell, die Werte in Abb. 3.6.23 beginnen daher bereits bei etwa 90%. Der Verlauf der
Assemblierung der Probe mit 25 mM Imidazol ist zum Vergleich ebenfalls dargestellt, um zu
verdeutlichen, dafl NaCl auf den Verlauf der Reaktion einen vollkommen anderen Einfluf hat
als Imidazol. Wéhrend mit Imidazol praktisch instantan ein Gleichgewicht von gebundenem

und ungebundenem Chromophors entsteht (bei hoheren Imidazolkonzentrationen wird dies
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noch deutlicher, siche Kap. 3.6.8, Abb. 3.6.19), findet unter Anwesenheit von NaCl eine

vergleichsweise ungestorte Reaktion statt.
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Abbildung 3.6.23 Effekt von NaCl auf die CphBm-PCB Assemblierungskinetik

Der Assemblierungsverlauf fiir identische Apoprotein-Proben unter TBS + 25mM Imidazol
(offene Dreiecke), TBS + 250 mM NaCl (Quadrate) und Probe in TBS (offene Quadrate)
bezogen auf den Maximalwert der jeweiligen Reaktion. Insert: Darstellung der Werte bezogen
auf den Maximalwert der Probe in TBS. Dies verdeutlicht die unterschiedlichen Endwerte der
Assemblierung.

Die beiden Kurven kdnnen mit folgenden Zeitkonstanten fiir t; und t, biexponentiell gefittet
werden:

CphBm-PCB TBS: 8 s und 68 s
CphBm-PCB TBS + 250 mM NaCl: 18 s und 122 s

Die Werte fiir CphBm-PCB weichen in diesem Experiment von den in Kap. 3.6.3.5 ermittelten
Werten fiir eine andere Pridparation von CphBm ab (12 s und 115 s), was unterstreicht, daf3
diese Messungen fiir eine exakte Bestimmung kinetischer Daten oft wiederholt werden sollten.
Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnis kann man die Assemblierungsreaktion der Probe mit
250 mM NacCl aber dennoch als leicht verlangsamt bezeichnen.

Der wichtigste Unterschied besteht hier in der deutlich reduzierten Amplitude des Ab-
sorptionsmaximums der Probe unter erhohter Salzkonzentration (ca. 78% der unbehandelten

Probe), es scheint jedoch, daB3 der Extinktionskoeffizient des Proteins (evtl. durch beginnende
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Auflésung von Sekundir- oder Tertidrstrukturelementen) bei einer Salzkonzentration von
450 mM (TBS + 250 mM NaCl) reduziert ist. Die in diesem Versuch beobachtete leichte Ver-
zogerung des Chromophoreinbaus kann ebenso auf beginnende denaturierung zuriickzufiihren
sein oder aber polare Wechselwirkungen wihrend der Chromophoreinlagerung andeuten.
Weitere Untersuchungen iiber die Konzentrationsabhingigkeit des NaCl-Einflusses konnten

noch nicht durchgefiihrt werden.
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3.6.10 Experimente zur Chromophorkompetition

Wie die bisherigen Experimente zeigten, fiihrt die Verwendung von BV oder PCB zu Chromo-
proteinen mit merklich unterschiedlichen spektralen Eigenschaften. Um festzustellen, welcher
der beiden Chromophore, BV oder PCB, eine stirkere Chromophor-Protein-Interaktion im Fall
der instabilen kovalenten (oder nicht-kovalenten) Bindung zeigt, wurde mit den Proteinen
CphBm und CphBmLC eine Chromophorkompetition durchgefiihrt. Die hier angewandte
Methode stellt eine Abwandlung von Lindner ef al. *° dar, die durch Kompetition mit PCB die
nicht-kovalente Bindung von 3’-Methoxy-PCB in Haferphytochrom nachwiesen.
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Abbildung 3.6.24 Konversion der CphBm-PCB P,-Form zur CphBm-BV P,-Form.

Eine CphBm-PCB Probe wurde nach Zugabe einer dquimolaren Menge von zusdtzlichem PCB
nach P, belichtet und anschlieffend mit einem 2-fuch molaren Uberschufs an BV versetzt. Spektren
nach 2 min, 13 min bzw. 40 min nach BV-Zugabe (t,, t., bzw. t;) und das Spektrum der Probe nach
vollstindiger Konversion und mehreren Belichtungszyklen (gestrichelte Linie).

Im Insert sind zwei Prozesse hervorgehoben: A: Das Verschwinden der restlichen P;-Form von
CphBm-PCB. B: der charakteristische, hohe Ps-Anteil der P,- Form von CphBm-BV nach einem
vollstindigen Belichtungszyklus.

In dem hier beschriebenen Experiment wurden die Proteine jeweils mit dem 2,9-fach
molaren UberschuB an Chromophor assembliert und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Dann
erfolgte eine weitere, frische Zugabe einer dquimolaren Menge des bereits vorgelegten Chro-

mophors, um bereits aus der Bindetasche verlorengegangenen Chromophor zu ersetzen und
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dariiberhinaus auch einen UberschuB fiir den kompetitiven Charakter des Experiments einzu-
stellen. AnschlieBend wurden die Proben mit dem zweifachen Uberschuf des jeweils anderen
Chromophors versetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten genommene Spektren dokumentieren
den Verlauf des Chromophoraustausches.

Abbildung 3.6.24 gibt den Verlauf der Konversion von der P,-Form von CphBm-PCB
zur P,-Form von CphBm-BV wieder. Es findet nach Zugabe von BV eine eindeutige batho-
chrome Verschiebung des P,-Maximums von 687 nm nach 699 nm statt, das bereits nach 40
Minuten vollstindig dem P,-Maximum des CphBm-BV Adduktes entspricht. Gleichzeitig
kann das Verschwinden des (nach Belichtung vorhandenen) Ps-Anteils der P.-Form von
CphBm-PCB beobachtet werden. Der charakteristische, hohe Pi-Anteil der P,- Form von
CphBm-BV nach einem vollstindigen Belichtungszyklus zeigt ebenfalls, da3 hier das PCB
binnen 40 Minuten vollstindig von BV aus der Chromophorbindetasche verdringt werden

konnte. Die Abbildung 3.6.25 zeigt dazu das Protein vor und eine Stunde nach BV Zugabe.
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Abbildung 3.6.25 CphBm-PCB vor und nach BV Zugabe.

Gestrichelte Linien: CphBm mit ca. vierfachem molaren Uberschuf3 an PCB.
Durchgezogene Linien: Spektren 1 h nach Zugabe eines zweifach molaren Uber-
schusses von BV.

Im umgekehrten Versuch blieb das mit BV vorassemblierte CphBm gegeniiber der
Nachassemblierung mit PCB auch nach 48 h vollstindig inert, es fand keinerlei Chromophor-
austausch statt (ohne Abbildung). Dieser Versuch belegt endgiiltig, daB CphBm eine hohere
Affinitdt zu BV besitzt als zu PCB, eine SchluB3folgerung, die durch die Assemblierungs-
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kinetiken (Abb. 3.6.7) und durch die Belichtungseffekte (Abb. 3.6.6) in dieser Klarheit nicht
gezogen werden konnte und {iber die bisher verdffentlichten Erkenntnisse hinausgeht.

Auf diesem Hintergrund ist das identische Experiment mit dem CphBmLC besonders
aufschluBreich. Da hier das BV bereits eine Chromophorbindetasche vorfindet, die abgesehen
vom eingefiigten Cystein sterisch optimal sein sollte, adressiert dieses Experiment die Frage,
ob es sich bei der Bindung von BV zum Protein um eine kovalente Bindung oder - wie bei der
Bindung von PCB an CphBm - um ein Bindungsgleichgewicht handelt (und damit um eine
nichtkovalente oder instabile kovalente Bindung). Da die Thioetherbindung stabiler sein sollte
als die vorgeschlagene Enamin/Amidin-Tautomerie des BV-Addukts (Abb. 3.2.3, Kap. 3.1.1),
sollte PCB das BV aus der Chromophorbindetasche von CphBmLC verdringen kdnnen, sofern
das BV nicht dauerhaft stabil (kovalent) am Protein sitzt und dadurch eine Einlagerung von
PCB und damit auch eine kovalente Verkniipfung an das Cystein verhindert.

Die Differenzspektren in Abbildung 3.6.26 zeigen eindeutig, daBl es zumindest
teilweise moglich ist, BV durch Zugabe von PCB aus CphBmLC zu verdringen (wenn auch
nicht vollstindig). Das nach 48 h resultierende Differenzspektrum weist ein Maximum bei 656
nm auf, das der P,-Form von CphBmLC-PCB zuzuschreiben ist. Das PCB muf} dabei in
diesem Fall eine Thioetherbindung mit dem Cystein eingegangen sein, da man ansonsten eine
P.-Form mit einem A,,x von 686 nm wie beim CphBm-PCB beobachten sollte. Wie im unteren
Teil der Abbildung zu erkennen, liegt die Pg-Form von CphBmLC-PCB im gleichen
Wellenldngenbereich wie die P.-Form von CphBmLC-BV, sodaB sich bei einer Mischung der
beiden Spezies beide Absorptionen an dieser Stelle ausloschen. Da die Photokonversion zur
Ps-Form in beiden Addukten nicht anndhernd vollstindig ist, wird die Pg-Form des
CphBmLC-PCB im 48 h Differenzspektrum von der nicht photokonvertierten P,-Form des
CphBmLC-BV iiberlagert. Dies ist der Grund, warum das 48 h Differenzspektrum einen
deutlichen ,,Sattelpunkt bei ca. 700 nm aufweist. Die Form des 48 h Differenzspektrums kann
mathematisch aus den Differenzspektren der beiden einzelnen Chromophor-Addukte errechnet
werden - dadurch kann eine Verteilung von 60% CphBmLC-PCB zu 40% CphBmLC-BV

ermittelt werden.
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Abbildung 3.6.26 CphBmLC-BV vor und nach PCB Zugabe.

Oben: CphBmLC-BV vor (gestrichelte Linien) und 48 h nach PCB Zugabe (durchgezogene
Linien), es ist deutlich der Uberschuf3 an freiem Chromophor nach Zugabe von PCB zu
erkennen. Unten: In grau: Differenzspektren identischer Apoprotein-Proben mit dem jeweiligen
Chromophor einzeln (Awee =700 nm fiir BV, Apw =656 nm fiir PCB). In schwarz: Die
Differenzspektren der Probe vor PCB-Addition sowie 20 h und 48 h nach PCB Addition.

Der Chromophoraustausch ist aller Wahrscheinlichkeit nach deshalb nicht vollstindig
abgelaufen, weil der Austausch von BV gegen PCB sehr langsam vonstatten geht. Das freie
PCB in der Losung kann dariiberhinaus {iber den relativ langen Zeitraum degradiert werden, da
es durch die Belegung der Chromophorbindetasche mit BV nicht durch eine Vorassem-
blierung, wie im Versuch mit blockiertem CphBmLC, vor Degradation geschiitzt wird. Dem-

zufolge steht ein grofler Teil des PCB wahrscheinlich nicht mehr fiir einen Einbau ins Protein
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zur Verfiigung. Dieses Experiment zeigt, dal BV fester in der Chromophorbindetasche des
CphBmLC gebunden ist als PCB in der Bindetasche des CphBm (sonst ginge der Austausch
schneller und vollstidndiger). Weiterhin wird jedoch deutlich, da3 es sich bei der Bindung von
BV an CphBmLC (und damit auch an CphBm) nicht um eine vollstindig stabile Bindung
handelt. Das Bindungsgleichgewicht liegt im Vergleich zu PCB bei BV jedoch viel weiter auf
der Seite des eingelagerten (Histidin-gebundenen) Chromophors.

Das Kontrollexperiment mit vorassembliertem CphBmLC-PCB und nachtriaglicher
Addition von BV ergab keine Anderung der Absorptionseigenschaften des CphBmLC-PCB,
was wiederum zeigt, daB3 die Thioetherbindung vom PCB zum CphBmLC inert und unter den

gegebenen Bedingungen stabil ist.

Die Versuche zur Chromophorkompetition ergeben folgende Reihe der Bindungsstirken von

Chromophor und Protein (Nummerierung bezogen auf die Aminosiuresequenz von CphBm):

PCB an H267 <<<< BV an H267 << PCB an C266

CphBm: BV verdrdngt PCB von H267, PCB verdringt im Gegenzug nicht BV von H267.
CphBmLC: PCB verdringt BV von H267 und bindet an C266, PCB an C266 wird nicht von
BV verdrdngt.
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3.6.11 Zusammenfassende Diskussion zur Inhibition/Kompetition

Resiimierend kénnen aus den Experimenten der Imidazolkompetition und dem Einfluf3 von

NaCl sowie der Chromophorkompetition folgende Aussagen abgeleitet werden:

1) Unter dem FEinfluf} von Imidazol erfolgt eine praktisch instantane Assemblierung von
CphBm mit PCB. Es findet dariiberhinaus eine Gleichgewichtsverschiebung von Histidin-
gebundenen zu ungebundenem PCB beim CphBm statt. Unter 250 mM Imidazol konnte
lediglich halb so viel photoaktives CphBm erhalten werden. Diese Gleichgewichtsver-
schiebung dufert sich im weiteren zeitlichen Verlauf durch einen vollstindigen Verlust von
PCB aus der Bindetasche.

2) Imidazol wirkt sich auch auf den ersten Schritt der Assemblierung von CphBmLC aus,
nicht jedoch auf die Thioetherverkniipfung von CphBmLC zu PCB. Diese Verlangsamung
kann mit der Gleichgewichtsverschiebung eines Histidin-gebundenen Zwischenzustands
begriindet werden, da sich vor allem die erste Zeitkonstante des biexponentiellen Fits von
steigender Imidazolkonzentration beeinflufit zeigt. Das Histidin stellt demnach sehr wahr-
scheinlich eine transiente Bindungsstelle dar.

3) Die beobachtete Gleichgewichtsverschiebung im PCB-Addukt von CphBm ist unter re-
duzierenden Bedingungen stark abgeschwdcht, was, wie schon in Kap. 3.6.3.3 diskutiert,
auf eine bessere Faltung von CphBm zuriickschliefSen ldfst.

4) Das BV-Addukt von CphBm zeigt sich deutlich weniger von Imidazol beeinflufft als das
PCB Addukt. Dies kann durch eine bessere Passform der Chromophorbindetasche oder
durch die Mesomeriestabilisierung der Bindung von BV zum Histidin herriihren.

5) NaCl verlangsamt den Einbau von PCB in CphBm, und wirkt sich wahrscheinlich nicht auf
das Gleichgewicht gebundenen und ungebundenen Chromophors, sondern auf den
Extinktionskoeffizienten des PCB-Addukts von CphBm aus. Diese Aussage sollte durch ein
Experiment mit vollstindig assembliertem CphBmLC verifiziert werden konnen.

6) BV ist in der Lage, PCB aus CphBm zu verdringen, die Bindung von PCB ist demnach
transient, es handelt sich um ein Gleichgewicht von gebundenem und ungebundenem
Chromophor.

7) PCB ist nicht in der Lage, BV aus CphBm zu verdrdngen. BV ist damit eindeutig der
energetisch begiinstigte Chromophor im CphBm.

8) PCB ist in der Lage, BV aus CphBmLC (teilweise) zu verdringen. Die Thioetherbindung ist

demnach energetisch begiinstigt gegeniiber der Enamin-Amidin-Tautomerie des BV.
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3.6.12 Die Mutante H267A

Die Rolle des Histidins als chromophorakzeptierende oder als fiir die Chromophor-Ligation

essentielle Aminoséaure sollte mit der Mutation H267A untermauert werden.
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Abbildung 3.6.27 Spektrale Eigenschaften von CphBm H267A4

Spektrum von freiem PCB in blau, da = unbelichtet, direkt aus der Assemblierung; apo =
Apo-CphBmH267A; P, = nach Dunkelrot- P; = nach Rotbelichtung, A = Differenzspektrum
P, minus Pj. Insert: Ausschnittsvergroferung des Bereichs um 700 nm. Hinweis: Das
Differenzspektrum ist nahezu identich mit der Nullinie.

Wie in Abb. 3.6.27 zu sehen ist, ergab die Assemblierung von CphBm H267A kein
photochemisch aktives Addukt mit PCB. Es konnte allerdings eine Art Anlagerungsprodukt,
dhnlich dem in Ref. *® beschriebenen Fall beobachtet werden. Die Absorption dieses Anlage-
rungsprodukts bei ca. 700 nm geht {iber die Absorption des freien Chromophors hinaus, was
eine Interaktion der Chromophorbindetasche mit dem Chromophor andeuten konnte. Frisch
assembliertes CphBm H267A zeigte zudem wie frisch assembliertes CphBm-PCB eine Zn*'-
Fluoreszenz (sieche Kap. 3.6.13), die um GrdéBenordnungen intensiver war als die einer
artifiziellen Referenz (mit Chromophor versetztes Rinderserumalbumin). Das deutet ebenfalls
auf eine gewisse Spezifitit der Chromophor-Protein Wechselwirkung hin. Dennoch erscheint
eine kovalente Chromophoreinbindung ins Protein aufgrund der volligen Abwesenheit phyto-

chromdhnlicher Spektren eher unwahrscheinlich, nicht zuletzt auf dem Hintergrund der ein-
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wandfreien Photochemie von CphBm-PCB und CphBmLC-PCB, die belegt, dal sowohl das
Histidin-gebundene PCB als auch das Cystein-gebundene PCB zu freier Photoreversibilitdt in
der Lage ist.

Dieses Ergebnis unterstiitzt weitgehend die bisherigen Informationen iiber die Bedeu-
tung des Histidins in Bacteriophytochromen %, ¥, indem es eindeutig belegt, daf3 ohne das
hochkonservierte Histidin keine Einlagerung des Chromophors, die zu einem photoaktiven

Addukt fiihrt, stattfinden kann.

3.6.13 Test auf Kovalenz der Chromophor-Protein Bindung

3.6.13.1 Nachweis mittels Zink-Fluoreszenz

Die bisherige, anerkannte Methode, kovalente Wechselwirkungen von verschiedenen Bilin-
chromophoren und Proteinen nachzuweisen, beruht auf der intensiven Fluoreszenz der
Komplexe von Bilin-Chromophoren und Zn*" in denaturierenden SDS Gelen oder - alternativ -
auf daran anschlieBenden Westernblots 7%, 17, wobei der Nachweis letztendlich darauf beruht,
daB die Zn**-Fluoreszenz auf Hohe der Proteinbande gefunden wird. In dieser Arbeit konnte
jedoch wiederholt der Fall beobachtet werden, da3 auch fiir Phytochrome mit nichtkovalent
gebundenem Chromophor (was z. B. durch den Verlust an Photoreversibilitdt im Verlauf der
Zeit und der Moglichkeit, diese Proteine darauthin nachzuassemblieren, klar gezeigt werden
konnte, Kap. 3.6.8.3) eine eindeutige Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte, sofern der
zeitliche Abstand zwischen Assemblierung und Zn**-Gel kurz genug war (wie in Abb. 3.6.28).
Im Extremfall gelang es sogar eine schwache Zn?'-induzierte Fluoreszenz mit BSA zu
erhalten, was eindeutig zeigt, dal auch unspezifische Wechselwirkungen mit Bilinchromo-
phoren mit Hilfe dieser Technik visualisiert werden. Offensichtlich reicht der Prozef3 der
Probenaufbereitung zusammen mit der anschlieBenden, ,,denaturierenden* Gelelektrophorese
nicht aus, um unspezifische oder nicht-kovalente Wechselwirkungen von Proteinen mit Bilin-
chromophoren zu unterbinden. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von Bhoo et al. '
berichtet; in jener Arbeit wurde nach der Mutation des dem Cystein benachbarten Histidins
zwar per Zn**-Blot eine Fluoreszenz, jedoch keine Photochromizitit mehr festgestellt. Aus der
experimentellen Vorgehensweise geht hervor, daB dort das Zn**-Gel ebenfalls unmittelbar
nach der Assemblierung durchgefiihrt wurde.

Nichtsdestotrotz kann diese Methode zum Nachweis von Biliproteinen dienen, sofern
sichergestellt ist, daB in der Probe kein UberschuB an freiem Chromophor vorhanden ist und
die Probe ausreichend lange inkubiert wurde, um unspezifisch oder schwach gebundenen
Chromophor zu verlieren. Dieser Nachweis gelingt mit allen pflanzlichen Phytochromen sowie

Cphl aus Synechocystis und Bphl aus Deinococcus radiodurans. Er konnte in dieser Arbeit
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LC-BV LC-PCB Bm-BV Bm-PCB HA-BV HA-PCB bisher nur fir CphBcy und
CphBmLC-PCB gefiihrt werden; bei
- .- - - q U diesen beiden Proteinen bleibt der
Chromophor iiber die gesamte Zeit
der Aufreinigung und des Zn**-Gels
am Protein gebunden. Assembliert
wurde im Fall von CphBmLC im
Rohlysat, bei CphBcy handelt es sich

Abbildung 3.6.28 Zn’*-Gel Analyse um die native Aufreinigung aus
Oben: Coomassie-Gel LC = CphBmLC, Bm = CphBm, HA =  Cqalothrix (Kap. 3.7.2). Die CphBm-

CphBm H267A. Unten: identisches Gel, unter UV-Transillumi- .
nation, 4 sec Integrationszeit. Alle Proteine wurden mit dem Addukte mit PCB und BV, das BV-

dreifach-molaren Uberschuf3 vom angegebenen Chromophor . .
fiir 3 I bei RT inkubiert, Addukt von CphBmLC sowie die

beiden Addukte von CphBm H267A
wurden bisher nur direkt nach der Assemblierung analysiert (Abb. 3.6.28). Wie man erkennt,
zeigen alle Protein-Chromophor-Addukte eine deutliche Zn*'-Fluoreszenz. Trotz sehr
dhnlicher Proteinmengen und Protein-Chromophor Verhéltnisse kann man aus den Fluores-
zenzintensitdten nur bedingt Riickschliisse ziehen, wie unabhédngige Wiederholungen ergaben.
Zur Kovalenz der Chromophor-Protein-Bindung dieser Addukte miissen also die spektros-
kopischen Untersuchungen mit in Betracht gezogen werden, bei CphBm und CphBmLC ist
dabei Kapitel 3.6.8 sowie die Chromophorkompetition (Kap. 3.6.10) und bei H267A das Kap.
3.6.12 zu berticksichtigen.

3.6.13.2 Nachweis mittels Proteaseverdau und HPLC

Ein weiterer Versuch, die Kovalenz der Bindung von PCB in CphBm und CphBmLC zu unter-
suchen, bestand darin, die jeweiligen Proteine einem tryptischen Verdau zu unterziehen und
anschlieBend in der HPLC Chromopeptide zu detektieren. Dieser Versuch war als Vorversuch
zum Nachweis des nativen Chromophors von CphBcy gedacht und sollte lediglich die
generelle Tauglichkeit dieser Methode zum Nachweis von Chromopeptiden zu testen. Daher
wurde CphBmLC-PCB verwendet und nicht CphBm-BV, da das PCB-Addukt mit Sicherheit
kovalent gebunden sein sollte.

Die Abb. 3.6.29 zeigt einen HPLC-Lauf mit tryptisch verdautem CphBmLC-PCB bzw.
CphBm-PCB. Dieser Versuch zeigt, da3 im Elutionsprofil von CphBmLC ein Peak nach 15.6
Minuten auftritt, welcher bei der eingestellten Detektorwellenldnge von 600 nm eine signifi-
kante Absorption zeigt, wihrend ein solcher Peak bei der identisch aufbereiteten CphBm-PCB
Probe fehlt. Das Spektrum des Peaks wurde iiber einen Photo-Dioden-Array Detektor auf-
gezeichnet (Abb. 3.6.29 unten) und zeigt die fiir Bilinchromophore typischen Peaks bei ca.
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600 nm und 375 nm, wobei zu beriicksichtigen ist, da3 die Phytochrom-typische Absorption

des Chromoproteins natiirlich unter den denaturierenden Bedingungen verloren geht. In den

iibrigen Bereichen des Elutionsprofils wurde sonst kein vergleichbares Spektrum aufgezeich-

net.
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B: 80% MeCN in 0.02% TFA. Gradient: 0%B -> 100%
B in 30 min, Flufrate 200 wl/min. Oben: tryptischer
Verdau von CphBm-PCB. Mitte: tryptischer Verdau von
CphBmLC-PCB. Unten: PDA Spektrum des 15.6 min
Peaks von CphBmLC. Trotz der geringen Konzentration
ist das charakteristische Absorptionsmuster von PCB
erkennbar.

Dies 148t die SchluBlfolgerung zu, daB im Fall von CphBmLC der Chromophor

wéhrend des Trypsin-Verdaus und der HPLC peptidgebunden blieb, wihrend er bei CphBm

nicht mehr visualisiert werden konnte. Entweder eluiert der Chromophor dort iiber einen

relativ breiten Bereich oder er war schon so weit degradiert, dafl seine Konzentration unterhalb

der Nachweisgrenze lag. Dies bestitigt die Ergebnisse der vorherigen Experimente und zeigt,

daB} eine etwaige Bindung von PCB an das Histidin des CphBm weitaus anfélliger ist als die

Thioetherbindung von PCB zum Cystein.
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3.7 CphB aus homologer Expression CphBcy

Bisher konnte noch kein Bacteriophytochrom ohne Cystein in der Chromophorbindetasche aus
seinem Ursprungsorganismus isoliert werden, daher stiitzen sich die bisherigen Kenntnisse
iiber die Natur des Chromophors solcher Proteine auf die heterologe Co-Expression von
Genen der Chromophorbiosynthese, die im selben Operon oder in unmittelbarer Ndhe des
betreffenden Bacteriophytochroms gefunden wurden ¥, . Im Fall von Deinococcus radio-
durans ist dies eine Him-Oxygenase, die dem Bacteriophytochrom-Gen direkt vorgeschaltet
ist, eine Anordnung, die auch in P. aeruginosa, P. syringae, P. fluorescens sowie in
Rhizobium leguminosarum gefunden wurde *°. Da in diesen Organismen bisher keine weiteren
homologen Proteine der aus photosynthetischen Organismen bekannten spdteren Schritte der
Chromophorbiosynthese 7 gefunden wurden, ist eine Ausstattung der Bacteriophytochrome
dieser Organismen mit BV als nativem Chromophor sehr wahrscheinlich. Im cyanobakteriellen
System hingegen liegt BV, das in der Regel nur als Zwischenprodukt der PEB- und haupt-
sdchlich der PCB-Synthese auftritt, in wesentlich geringeren Konzentrationen in der Zelle vor
als PCB und PEB, die den Hauptanteil in ihrer Funktion als Chromophore der Lichtsammel-
pigmente (Phycobiliproteine) bilden. Mit der homologen Expression und Aufreinigung von
CphB sollte der native Chromophor dieses Proteins identifiziert werden.

Der in Kap. 3.3.3 bereits erwidhnte Cyanobakterienstamm Fremyella diplosiphon SF33,
der fiir die homologe Expression herangezogen wurde, enthielt nach erfolgreicher Konjugation
das Plasmid pPL9b mit dem CphB-Gen hinter dem P,.-Promotor (auch gelegentlich als P,cuvs-
Promotor bezeichnet). Dieser Promotor wurde als funktioneller Promotor in Calothrix
PCC 7601 beschrieben '*, was durch die erfolgreiche homologe Expression von CphB in
dieser Arbeit noch einmal bestitigt wird. Da die Konjugationsexperimente noch mit den
urspriinglichen Gen-Konstrukten (siehe Kap. 3.3.2 sowie '**) durchgefiihrt wurden, hat CphB
in diesem Fall den in Abb. 3.3.2 rot gekennzeichneten Genanfang (das Leucin wurde in dem
Fall durch ein Methionin ersetzt) und ist mit einem N-terminalem His(6)-tag mit Thrombin-

schnittstelle ausgestattet. Dieses Konstrukt wird im folgenden mit CphBcy bezeichnet.
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3.7.1 Expression von CphBcy im 12 Liter Fermenter

Die Bedingungen, die zu Beginn der Arbeit zur Kultivierung von Calothrix PCC 7601 mittels
Schikanekolben und Magnetriihrern eingestellt wurden, erlaubten nur in bedingtem Mafe die
Gewinnung einer grofleren Menge an Zellen, da die rdumlichen Kapazititen und die Anfor-
derungen an die Beleuchtung mit steigendem Kulturvolumen nicht mehr zu erfiillen waren.
Daher wurde fiir diesen Zweck ein flir Algen bereits etabliertes Fermentersystem erprobt und

fiir die Anforderungen der verwendeten Cyanobakterien optimiert.
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Abbildung 3.7.1 Wachstumskurve von Fremyella
diplosiphon pPL9b im 12 Liter Fermenter

Die Wachstumskurve in Abb. 3.7.1 zeigt einen typischen Wachstumsverlauf einer 12
Liter Fermenterkultur mit Verdopplungszeiten von ca. 20 h (wdhrend der logarithmischen
Phase) und eine maximale OD7s, von 0,7 bis 0,75. Dies entspricht Werten, die auch in
kleineren Ansdtzen standardmifBig erhalten wurden. Die typische Zellausbeute aus einem

Fermenter betrigt ca. 50 g Frischgewicht.
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3.7.2 Aufreinigung von CphBcy

Die Aufreinigung von CphBcy erfolgte im wesentlichen wie in Kap. 3.6.2 beschrieben.
Wihrend das CphBcy der ersten Praparation aus frisch geernteten Zellen eine satte griine Farbe
aufwies, zeigten spéter durchgefiihrte Préparationen aus eingefrorenen Zellen einen starken
Gelbanteil. Aus den Gelfiltrationen, bei denen sich bisher kein CphBcy-Dimer, sondern nur
hohermolekulare Aggregate darstellen lieBen, konnte die gelbe Spezies in den friihen Durch-
bruchfraktionen und die griine Spezies in den spateren Durchbruchfraktionen erhalten werden.
Wie massenspektrometrische Untersuchungen ergaben, handelte es sich in beiden Fillen
zweifelsfrei um CphBcy. Die gelbe Spezies war nicht photoreversibel, aber dennoch in der
Lage, eine Zn**-Fluoreszenz zu zeigen, die Spektroskopie der griinen Spezies wird im Detail in
Kap. 3.7.3 besprochen.

Das Spektrum der gelben Spezies gleicht in

188 kDa=— einigen Punkten dem Spektrum von Bilirubin,
97 kDa — il was andeuten konnte, daB der Chromophor
62 kDg =— . dieses Proteins durch eine Reduktion der C-
49 kDg =— Ci1 Doppelbindung verdndert wurde. Eine wei-

tere Moglichkeit besteht darin, dal das Protein
38 kDa — durch den Vorgang des Einfrierens und wieder
29 kD3 — Auftauens teilweise denaturierte und damit

den Chromophor stirker als sonst dem
19 kDa =—

Losungsmittel aussetzte. Wissrige Losungen
mit freiem Chromophor (BV oder PCB)

zeigen nach Einfrieren, Lagerung und Auf-

Abbildung 3.7.2 Aufgereinigtes CphBcy

CphBcy nach Ni-NTA Aufreinigung. Links: Coomas-
sie-Férbung. Durch den N-terminalen His(6)-tag Wie in Abb. 3.7.2 zu sehen, zeigt CphBcy

werden auch kleinere Fragmente aufgereinigt. (Bande 2t .
bei 62 kDa) Rechts:Identisches Gel, Zn’*-Fluores- auf den Zn™-Gelen nach der Ni-NTA Auf-

tauen ebenfalls starke Gelbanteile.

zenz. reinigung Fluoreszenz. Das bedeutet, daf3 das

Protein nach der Aufreinigung liber Ni-NTA
noch mit Chromophor ausgestattet blieb (wahrend heterologes CphB-PCB iiber Nacht die
Fahigkeit zur Zn**-Fluoreszenz verliert; nicht gezeigt).

Wihrend bei der heterologen Expression der N-terminal getaggten Varianten von
CphB und CphBm in pET28a auch bei 25°C Expressionstemperatur kaum Volldngenprotein
erhalten werden konnte, sind nach der homologen Expression bei 28°C erfreulich wenig
unfertig translatierte Fragmente auf dem Gel zu erkennen. Dies kann entweder auf das im

Vergleich zum heterologen System niedrigere Expressionsniveau des Proteins zuriickgefiihrt
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werden — nach 5 Tagen Fermenterzucht konnten aus 15 g Zellen bei der ersten Priparation
ungefdhr 3 mg an Protein erhalten werden — oder daraus resultieren, dafl das Cyanobakterium
dieses eigene Protein in besserer Qualitit exprimieren kann. Der verwendete P,,. Promotor ist
in jedem Fall deutlich schwicher als sein zur heterologen Expression benutztes virales Pendant
(T7-Promotor). Vielleicht fiihrt auch die frithere (in vivo) Ausstattung des Proteins mit seinem
Chromophor zu einer erhdhten Stabilitit des Proteins, so dal auch weniger Degradations-
produkte entstehen. Auf Westernblots mit Anti-His Antikorper konnte zudem ein gewisser
Anteil an dimerem CphBcy beobachtet werden.

Durch Westernblot und per Proteinsequenzierung wurde der His(6)-tag und der Anfang
der Thrombinschnittstelle identifiziert. Es konnte auf Westernblots keine (Kreuz-) Reaktion
des Proteins mit monoklonalen Antikdrpern gegen CphA beobachtet werden. Die endgiiltige
Identifizierung erfolgte mittels Trypsin-Verdau und Analyse der Verdaufragmente per Massen-
spektrometrie (Kap. 3.7.6). Damit ist CphBcy bis dato das zweite homolog exprimierte
Bacteriophytochrom neben Cphl aus Synechocystis PCC6803 © und das erste, das zu der
Gruppe der Cys-defizienten Proteine gehort.

3.7.3 Spektroskopie von CphBcy

Das Spektrum von CphBcy ist in Abb. 3.7.3 dargestellt. Der maximale SAR-Wert, der fiir
CphBcy erhalten werden konnte, ist 0,53. Die Werte des Differenzspektrums variierten bei
verschiedenen Aufreinigungen zwischen 698 nm / 750 nm und 700 nm / 746 nm. Sie sind
damit dem Differenzspektrum des heterolog exprimierten CphBm-BV-Addukts (702 nm / 754
nm) sehr dhnlich und deutlich verschieden vom vorher besprochenen PCB-Addukt von
CphBm. Das maximale P,/Px-Verhéltnis liegt bei 0,7 mit Bestrahlung bei Wellenldngen von
638 nm fiir Rotbelichtung und 788 nm fiir Dunkelrotbelichtung.

Eine Nachassemblierung des CphBcy mit PCB fiihrte zu keinerlei Anderung der
spektroskopischen Eigenschaften und zeigt damit, dal CphBcy wéhrend der Aufreinigung
vollstindig assembliert blieb. Bei dieser Nachassemblierung konnte keine Verdringung des
Chromophors aus CphBcy beobachtet werden. Desweiteren zeigt die P,-Form des unter nor-
malen Labor-Lichtbedingungen préparierten CphBcy noch einen deutlichen Anteil an Pg-
Form, dhnlich belichtetem CphBm-BV. Es ist daher sehr wahrscheinlich, daf es sich bei dem
nativen Chromophor von CphBcy um BV handelt. Ein Entfernen des N-terminalen His(6)-tags
mittels Thrombinspaltung fiihrte zu keinerlei Anderung der Absorptionseigenschaften. Ein
EinfluB durch B-Mercaptoethanol auf die spektroskopischen Eigenschaften konnte nicht

beobachtet werden.
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Abbildung 3.7.3 CphBcy nach Ni-NTA Aufreinigung, Thrombinverdau und
Gelfiltration.

Absorptions- und Absorptionsdifferenzspektren. Insert: Vergleich von CphBcy (griin,
durchgezogene Linien) und CphBm-BV (schwarz, gestrichelte Linien). Die Maxima der
verschiedenen Spektren wurden normiert.

Die leichten Unterschiede im Spektrum von homolog zu heterolog exprimierten
Bacteriophytochromen wurden schon bei Cphl aus Synechocystis PCC6803 beobachtet *°
(dort war das A der Pg-Form um 2-3 nm blauverschoben). Weitere Experimente mit Cphl
legen nahe, daB3 diese Unterschiede durch die Anwesenheit von Chromophor wihrend der
Expression und damit von einer etwas anderen Konformation des Proteins herrithren '*
konnten.

Durch den deutlichen Blauanteil des CphBcy-Spektrums veranla3t, wurden auch
erstmalig Versuche zur Photoreversibilitdt unter Hellblau- bzw. Dunkelblaubelichtung (mit
Kantenfiltern 438 nm respektive 374 nm, jeweils + 7 nm) durchgefiihrt. Dabei stellte sich
unabhingig vom Ausgangszustand des Proteins (P,- oder Pg-Form) ein lichtspezifisches
Gleichgewicht von P.- zu Pg-Form ein. Aufgrund der starken spektralen Uberlappung in
diesem Wellenldngenbereich ergab eine Belichtung mit 374 nm keine vollstindige Konversion
zur Pg-Form, und entsprechend war mit 438 nm Belichtung keine vollstindige Konversion zur
P.-Form moglich. Der AA-Abs. Wert eines Blaulicht-Differenzspektrums entsprach 40% des
auf ,normale* Weise erhaltenen Differenzspektrums. Somit kénnte CphBcy dem Cyano-

bakterium auch als Blaulichtrezeptor analog zu Beobachtungen mit phyA aus Nicotiana
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tabacum ' dienen, da durch Belichtung mit Blaulicht bei CphBcy in jedem Fall ein gewisser
Anteil an Pg-Form entsteht. Dies wire im Hinblick auf die mdglichen physiologischen
Reaktionen dahingehend interessant, daf die Bildung von Gasvesikeln oder allgemein die Ver-
anderung des Auftriebs von Calothrix durch Perzeption von Rotlicht nicht nur im Rahmen von
Beschattungsphdnomenen durch andere photoautotrophe Organismen induziert werden konnte,
sondern auch durch die Perzeption des mit der Wassertiefe zunehmenden Blaulichtanteils.
Neuere Erkenntnisse lassen jedoch eher vermuten, daf3 Flavoproteine fiir die Blaulichtperzep-
tion in Prokaryonten zustindig sind . Aufgrund der spektroskopischen Eigenschaften von
CphBcy erscheint es jedoch moglich, da Blaulicht die von CphBcy verursachten physio-

logischen Antworten beeinflussen oder modulieren kann.
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3.7.4 Pg-Stabilitit von CphBcy

Die Pg-Stabilitdt von CphBcy wurde bei 15°C in TBS-Puffer (pH 8,0) mit 1 mM B-Mercapto-
ethanol verfolgt. Die Kurve in Abb. 3.7.4 ist bereits beziiglich der leichten Unterschiede der
Differenzspektren vor und nach dem Experiment — der AA-Abs. Wert war am Ende um 10%
niedriger — korrigiert. Wéhrend die Ps-Form von heterolog exprimiertem CphA {iber etliche
Tage vollstdndig stabil bleibt ', nimmt der Anteil der Ps-Form von CphBcy, wie in Abb. 3.7.4
zu sehen, liber einen lingeren Zeitraum betrachtet, kontinuierlich ab. Bisherige Ergebnisse '*
mit heterolog exprimiertem CphB-PCB ergaben keinerlei Pg-Dunkelreversion innerhalb von
zwei Stunden. Léngere Messungen der Ps-Stabilitit des PCB Addukts heterolog exprimierten
CphBms koénnen durch den Verlust des Chromophors aus diesem Protein (Kap. 3.6.8) nicht

sinnvoll ermittelt werden. Ein Vergleich mit CphBm-BV steht noch aus.
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Abbildung 3.7.4 P;-Stabilitdit von CphBcy bei 15°C.

Die Kurve wurde bereits beziiglich der Unterschiede der Differenzspektren von
Experimentanfang und -ende korrigiert.

CphBcy unterscheidet sich beziiglich der Pg-Dunkelreversion von Phytochromen aus
hoéheren und niederen Pflanzen, die meist kiirzere Pg-Lebensdauern in der Grofenordnung von
wenigen Stunden besitzen; Arabidopsis phyA, phyB, phyC und phyD Messungen in Hefe
zeigen 40%, 20%, 50% und 50% Dunkelreversion innerhalb von zwei Stunden ¥; Das Phyto-

chrome aus Mougeotia scalaris in Vollinge bzw. das 66 kDa-Fragment zeigen Dunkel-
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reversionen von 47% nach 150 min bzw. 40% nach 14 h '*, Anemia phyllitidis Phytochrom 3
als Volldangenprotein sowie das 67 kDa-Fragment revertieren zu 75-80% innerhalb von zwei
Stunden '*, wihrend Hafer Phytochrom A lediglich 20% der Pg-Form innerhalb von 60 h
verliert ¥,

Eine physiologische Relevanz der langsamen Dunkelreversion von CphBcy ist schwer
zu begriinden, da neben dieser spektralen Eigenschaft des Proteins auch Faktoren wie z.B. die
Ps-Stabilitdt sowie die generelle Stabilitdt des Proteins im physiologischen Kontext oder eine
mogliche (Licht-) Regulation der Transkription wie im Falle von Cphl aus Synechocystis '**
eine Rolle spielen. Falls die Pg-Stabilitidt des Proteins unter physiologischen Bedingungen
jedoch die hier beobachtete ist, und keine spezifische Degradation der Ps-Form stattfindet, ist
eine Beteiligung von CphBcy an circadianen Prozessen eher unwahrscheinlich. Die beobach-
tete Halbwertszeit der Ps-Form iibersteigt die Generationsdauer einer exponentiell wachsenden
Calothrix-Kultur und féllt in den zeitlichen Rahmen langwieriger Anpassungsprozesse wie
Hormogonien-Differenzierung (und De-Differenzierung) oder CCA ', die oft mit einer stark
reduzierten Zellteilungsrate einhergehen. Eine Stabilisierung der Ps-Form von CphBcy durch
RepB, wie sie im Fall von Arabidopsis durch Interaktion mit dem Response-Regulator-

Homolog ARR4 beobachtet werden konnte *°, wurde nicht getestet.
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3.7.5 Phosphotransfer von CphBcy auf RcpB

Die Charakterisierung der ersten Schritte der Signaltransduktion von cyanobakteriellen Phyto-
chromen, die Autophosphorylierung und der anschlieBende Phosphatgruppeniibertrag auf ihren
Response-Regulator wurden sowohl fiir Cphl aus Synechocystis ', als auch fiir die heterolog
exprimierten Proteine CphA und CphB bereits bestimmt '™, allerdings wurde bei letzterer
Arbeit mit dem relativ instabilen PCB-Addukt von CphB gearbeitet. Diese Versuche wurden
als Grundlage genommen, um die Fahigkeit des homolog exprimierten CphBcy zur Auto- und
Transphosphorylierung zu untersuchen. Die Ergebnisse bestirken zum Teil die bereits mit dem
PCB-Addukt erhaltenen Resultate und klidren eindeutig die bisher offene Frage der Licht-
spezifitdit der CphBcy-Reaktionen. Das Projekt wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Thomas

Hiibschmann (Institut fiir Biologie/Molekulare Genetik, Humboldt-Universitdt, Berlin) durch-
gefiihrt.

Kinetik der CphBcy Auto- und Zugabe von RcpB
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Abbildung 3.7.5 Kinetik und Lichtabhdngigkeit der Auto- und Transphosphory-
lierung von CphBcy

CphBcy wurde nach Belichtung mit [#PJATP versetzt und anschlieffend im Dunkeln bei RT
inkubiert. Ps: P;-Form von CphBcy, P,: P,-Form von CphBcy. In den angegebenen Abstinden
wurden Aliquots entnommen und die Reaktion durch Transfer in Stopp-Puffer und Erhitzen auf
60°C terminiert. Das Abfallen der Werte nach 65 min ist durch die Zugabe von RcpB und die
dadurch ermdéglichte Transphosphorylierung bedingt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen geblottet. Die Blots (rechts) wurden mittels Autoradio-
graphie und Phosphoimager quantifiziert.

In Abb. 3.7.5 ist die lichtabhéngige Autophosporylierung von CphBcy dargestellt. Im Gegen-
satz zu den vorangegangenen Arbeiten (bei denen kein signifikanter Unterschied der Auto-

phosphorylierung festgestellt wurde) ist hier die Autophosphorylierung der P,-Form von
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CphBcy um den Faktor finf stirker als die der Ps-Form. Wenn weiterhin beachtet wird, daf3
die Pg-Form von CphBcy immer einen deutlich ausgepréigten P,-Anteil besitzt (siche auch
Abb. 3.7.3), ergibt sich, dal} die reine Ps-Form von CphBcy eine sehr geringe, wenn nicht
sogar gar keine Autophosphorylierungsaktivitidt besitzt. Die Autophosphorylierung von
P.-CphBcy verlduft im Vergleich zu fritheren Arbeiten etwas langsamer ab und liegt nun im
Bereich des fiir CphA ermittelten Werts '**. Allerdings liegen diese quantitativen Unterschiede
moglicherweise im Bereich der Mellgrenze. Durch die Zugabe von RcpB kann eine sofortige
Abnahme an phosphoryliertem CphBcy und, hier nicht gezeigt, eine Ubertragung des
Phosphats auf den Response Regulator festgestellt werden (Abb. 3.7.5).

Zur Einordnung dieser Ergebnisse sollte angemerkt werden, da3 Cphl aus Syrnecho-
cystis PCC6803 (wie auch CphA) ebenfalls als P-Form eine hohere Autophosphorylierungs-
aktivitit besitzt als in der Pg-Form ', und auch die Transphosphorylierungsreaktion findet bei
den erwidhnten cyanobakteriellen Phytochromen bevorzugt von der P.-Form ausgehend statt.
Im Gegensatz dazu ist die Autophosphorylierungsrate der Ps-Form von PsBphP aus Pseudo-
monas aeruginosa (ein homologes Protein zu Bphl aus Deinococcus radiodurans) etwa
zwanzigfach hoher als die der P,-Form. Dort findet auch eine Pg-bevorzugte Transphospho-
rylierung auf den Response-Regulator des Deinococcus radiodurans Bacteriophytochroms,
DrBphR, statt .

Die hohe Selektivitdt der Transphosphorylierung von CphA und CphB auf ihre
»passenden‘ Response-Regulatoren RcpA und RepB (es findet kein ,,cross-talk® zwischen den
beiden Signaltransduktionsketten statt ', '), sowie die Tatsache, dal die Phosphorylierung
an einem konservierten Histidinrest stattfindet, wurde bereits in fritheren Arbeiten gezeigt (fiir
Cph1 '), (fiir CphA ', '), und mit CphBcy nicht wiederholt. Gleiches gilt fiir die Stabilitét
von Phospho-RcpB gegeniiber CphB. CphB weist weder in der P,-Form, noch in der Ps-Form
eine Phosphataseaktivitét gegeniiber RcpB auf.

Die Transphosphorylierungsreaktion auf RcpB wird von der P,-Form von CphBcy in doppelt
so starkem Maf3e initiiert wie von der stabil vorliegenden Ps-Form, was eindeutig die Licht-
spezifitit der Transphosphorylierung belegt. Zieht man den relativ hohen P,-Anteil der Pg-
Form von CphBcy in Betracht, so kann die Transphosphorylierung ohne weiteres als P.-
spezifisch bezeichnet werden (Abb. 3.7.6). Das verglichen mit vorigen Arbeiten niedrige
Phosphorylierungsniveau von RcpB beruht vermutlich auf der Tatsache, da3 RcpB schon
wiahrend der heterologen Expression in BL2IDE3 RIL zu ca 25% phosphoryliert wird
(Ergebnis nicht gezeigt). Zudem ist die Phosphorylierung von RcpB, verglichen mit anderen
Response-Regulatoren, wie CheY ', relativ stabil (dhnlich VirG aus Agrobacterium

tumefaciens '*), was bedeutet, da} der Anteil an phosphorylierbarem RcpB im Ansatz unter
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den angewandten Expressionsbedingungen niedriger gewesen sein muf} als in den vorangegan-
genen Arbeiten. Systematische Versuche dazu wurden jedoch nicht unternommen. Die Phos-
phorylierung von RcpB erfolgt in E. coli nicht iiber spezifische Protein-Protein Wechsel-
wirkung, sondern hochstwahrscheinlich iiber Acetylphosphat, das in der Lage ist, RcpB zu
phosphorylieren '*, ' und das in geringem MaBe als natiirliches Stoffwechselintermediat in
E. coli vorkommt "¢, Auch im Anabaena PCC7120 Genom kann sowohl eine Acetat-Kinase
gefunden werden, als auch ein Protein mit einer schwachen Phosphat-Acetyl-Transferase-
Homologie (ca. 20-24% Sequenzidentitdt), was ungeachtet der Unkenntnis der Regulation
dieser Enzyme die Notwendigkeit einer Dephosphorylierung des RcpB durch weitere Inter-
aktionspartner bestdrkt, sei es durch einen Phosphorelay (mit einer anschlieBenden Dephos-
phorylierung des Interaktionspartners) oder durch eine Interaktionspartner-vermittelte Desta-

bilisierung der Phosphatgruppe.

Kinetik der RcpB-Phosphorylierung P,-Form P,-Form
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Abbildung 3.7.6 Kinetik der RcpB-Phosphorylierung unter verschiedenen
Lichtbedingungen

CphBcy wurde mit [y’PJATP versetzt und anschliefend durch Belichtung in die P.- bzw. Ps-Form
tiberfiihrt. Anschlieffend wurde RcpB in dquimolarer Menge zugegeben. In den angegebenen
Zeitabstinden wurden Aliquots entnommen, und die Reaktion durch Transfer in 60°C Stopp-Puffer
beendet. Die Proben wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF Membranen geblottet. Die
Quantifizierung der Westernblots erfolgte mittels Phosphoimager.

Die hohe Stabilitit der Phosphoryl-Gruppe von RcpB findet ihre physiologische Be-
griindung in den in eher lingeren Zeitrdumen stattfindenden Anpassungen von Calothrix an
seine Umwelt. Gleichzeitig bedeutet dies jedoch, dafl es fiir die Abschaltung dieses Signal-
transduktionswegs (und damit die vollstindige Regulation) in Calothrix weitere Mechanismen
geben mull, da keine Autoregulation mittels instabilem Phospho-RcpB stattfinden kann. Ver-
suche, eine RcpB-spezifische Phosphatase zu finden, waren bisher nicht erfolgreich (Kap.

3.11).
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Als Stimulus dieses Zweikomponentensystems konnte hier Licht der Wellenlédnge um
730 nm identifiziert werden (bzw. Dunkelheit nach Neusynthese). Da der Chromophoreinbau
bei der Neusynthese jedoch in die physiologisch aktive (auto- und transphosphorylierende) P,-
Form des CphBcy erfolgt, bedeutet dies, dal das von CphBcy ausgehende Signal lediglich
durch anhaltende Rotbelichtung abgeschwicht werden kann (und ebenfalls, wenn auch
geringer, durch Belichtung mit blauem Licht, siehe Kap. 3.7.3). Unter normalen, physiologisch
relevanten Belichtungsverhiltnissen wird RcpB wahrscheinlich von CphB phosphoryliert. Ob
die phosphorylierte Form von RcpB nun die aktive oder die inaktive Form darstellt, sollte Ziel
zukiinftiger Untersuchungen sein. Da nichts iiber die Regulation der CphBcy-Expression
bekannt ist, konnte CphBcy auch Prozesse steuern, die in Abwesenheit von Licht aktiviert
werden miissen (z.B. durch CphBcy-Degradation im Licht und Neusynthese in die P,-Form im
Dunklen). Da Signaltransduktionsprozesse oft keinen bindren Charakter haben (also nicht zu
100% aktiviert oder zu 100% inaktiviert sind), sondern mit Schwellenwerten arbeiten, die erst

187

spéter in einer definierten Antwort enden kdnnen ', ist jedoch eine Rolle von CphBcy als

Rotlichtsensor keineswegs ausgeschlossen.
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3.7.6 Identifikation von CphBcy iiber MS

Zur eindeutigen Identifizierung von CphBcy mit dem Versuch ein chromophortragendes
Peptid nachzuweisen wurde eine Pridparation von CphBcy im SDS-Gel mit Trypsin verdaut,
anschlieBend eluiert und mittels MALDI-TOF analysiert. Die erhaltenen Massen-Peaks wur-
den mit der Peakliste eines theoretischen Verdaus  (Methionine nicht oxidiert, Trypsinverdau,

Cysteine reduziert) von CphBcy verglichen.
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Abbildung 3.7.7 Ausschnitt eines MALDI-TOF Spektrums von CphBcy

Insert: Die dem Experiment zugrunde liegende Probe von CphBcy nach Ni-NTA Aufireinigung. Die
ausgeschnittenen Proteinbanden wurden anschlieflend im Acrylamid-Gel tryptisch verdaut und die erhaltenen
Fragmente wurden eluiert. Das Eluat wurde auf einer Maldi Reflex III von Bruker analysiert. Eine vollstindige
Liste der erhaltenen sowie der vorhergesagten Peaks findet sich im Anhang.

Entsprechend der theoretischen Vorhersage waren Peptide iiber 5000 Da aufgrund der
Vollstindigkeit des Trypsinverdaus nicht zu sehen. In spéteren Versuchen (Kap. 3.7.7) konnte
mittels MS-MS eine Sequenzabdeckung von ca. 95% erreicht werden (siche Anhang Peakliste
des Proteinverdaus von CphBcy). CphBcy wurde aber bereits durch diesen Versuch eindeutig
identifiziert. Ein Chromopeptid der erwarteten Masse, 2391,2 fiir das PCB- bzw. 2387,2 fiir
das BV-Addukt des 1822,94 Da-Peptids (siche Anhang), konnte in diesem Experiment nicht

nachgewiesen werden.

@ http://www.expasy.ch/tools/peptide-mass.html
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3.7.7 Versuche zur Identifikation des nativen Chromophors

Durch die Untersuchungen von Davis et a/ *° mit Bphl aus Deinococcus radiodurans ermutigt,
wurde ebenfalls versucht, ein chromophortragendes Peptid des homolog exprimierten CphBcy
massenspektrometrisch nachzuweisen.

Die Verwendung einer Bromcyanspaltung analog den Experimenten mit Bphl aus 2
bot sich im Falle von CphBcy nicht an, da dies kein Spaltprodukt handhabbarer Gréfle im
Bereich der Chromophorbindedoméne ergeben hitte (Peptide iiber 3000 Da verhalten sich auf
der verwendeten MS problematisch). Stattdessen wurde wie zuvor beim CphBmLC (Kap.
3.6.13.2) eine proteolytische Spaltung mit Trypsin durchgefiihrt. Die zur Auftrennung der
Peptide verwendete LC war mit einem PDA Detektor ausgestattet und mit einer MS-MS in
Reihe geschaltet, d.h. die Peaks, die im PDA Detektor der LC detektiert wurden, korrelierten
mit einer definierten zeitlichen Verzogerung mit den Massenspektren der MS-MS.

In Abb. 3.7.8 ist das Elutionsprofil der LC sehen. Im Besonderen fallen hier zwei Peaks
auf, bei denen eine hohe Absorption bei 375 nm und 680 nm detektiert werden kann. Der
spatere Peak mit einer Retentionszeit von 17.75 min ist insofern interessant, da hier zum einen
der Verlauf der Absorption bei 210 nm, 375 nm und 680 nm parallel verlduft (dhnlich dem
Peak bei 19.13 min), was das Vorhandensein eines Chromopeptids andeutet, und zum anderen
das Verhiltnis der Absorption bei 375 nm bzw. 680 nm zu 210 nm am hdchsten ist (in der
Abbildung sind die relativen Absorptionen wiedergegeben). Bei dem Peak nach 17.03 min
kann zwar ein relativ hohes Verhéltnis 375 nm / 210 nm beobachtet werden, die Absorptionen
verlaufen dort jedoch nicht parallel, daher konnte es sich auch um eine Co-elution von
freigesetztem Chromophor handeln. Beim Peak mit der Retentionszeit 19.13 min kann zwar
ein paralleler Absorptionsverlauf gefunden werden, das 375 nm / 210 nm Verhéltnis ist jedoch
eher niedrig. Bei letztgenanntem Peak wurden jedoch ebenfalls dhnliche Spektren wie die in
Abb. 3.7.8 dargestellten aufgezeichnet. Selbstverstandlich reflektiert in diesem Experiment ein
Peak nicht zwingend ein homogenes Einzelpeptid, daher kann der Verlauf der Absorption bei
den verschiedenen Wellenldngen auch durch eine Co-Elution von normalen Peptiden und
Chromopeptiden herriihren.

Auf der MS konnte lediglich das zweifach geladene Peptid der Chromophorbindestelle
(mit der Masse 1823,94 Da) ohne Chromophor im Zeitfenster des Peaks bei 17.75 min identi-
fiziert werden. Eine Masse von 2387,2 fiir das BV-Addukt oder 2391,2 fiir das PCB-Addukt
dieses Peptids konnte auch hier nicht gefunden werden. Dies konnte entweder daran liegen,
daf die vorgeschlagene BV-Proteinbindung schon wihrend des Trypsinverdaus hydrolysiert
wurde und auf der LC dementsprechend nur freier Chromophor coeluierend mit Peptiden

detektiert wurde, oder dal die Bindung durch die Ionisierung fiir die MS aufgebrochen wurde.
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Abbildung 3.7.8 LC-Lauf von CphBcy

Oben: Ausschnitt des Elutionsprofils bei 210 nm (rot), 375 nm (griin) und 680 nm (violett) eines LC-Laufs mit
CphBcy (griine Spezies) auf Waters CAP LC mit PDA, Séule:Waters Symmetry CI18; Su; 0.32x 150 mm.
FEluenten: A: 0.025% TFA in H,O, B: MeCN 0.02% TFA. Gradient:5'5% B, 5% B -> 45%B in 25°, 45% B
->90% B in 3', 7' 90% B. Flufrate 10 ul/min. Probe: 5 ul CphBcy (16.2 pM). Aufgetragen sind die relativen
Intensititen gegen die Zeit in Minuten. Unten: Links, Spektrum des Peaks mit der Retentionszeit 17.03 min.
Rechts, Spektrum des Peaks mit der Retentionszeit 17.75 min.

Leider kann aus den PDA-Spektren (Abb. 3.7.8) nicht direkt auf die Art des Chromo-
phors geschlossen werden, da nachtrigliche Versuche zeigten, dafl sowohl freies PCB als auch
freies BV unter den Bedingungen der LC (also bei ca. 25% MeCN, 0.025% TFA) relativ

dhnliche Absorptionsspektren besitzen.
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3.8 Zusammenfassende Diskussion zu CphB

Es konnte mittels praparativer Gelfiltrationen der Dimercharakter von heterolog exprimiertem
CphBm, der aus Auto- und Transphosphorylierungs-Experimenten vermutet wurde, bestétigt
werden. Die Priparationsmethode konnte dabei soweit optimiert werden, dal mit dem PCB-
Addukt der Mutante CphBmLC ein Extinktionskoeffizient erreicht werden konnte, der den ak-
tuell verdffentlichten Werten von Cphl aus Synechocystis entsprach. Eine Zusammenfassung
der Ergebnisse aus den spektroskopischen Untersuchungen ist in Tabelle 3.8.1 wiedergegeben.
Die jeweiligen Assemblierungsintermediate wurden in Kap. 3.6.7 bereits ausfiihrlich dis-
kutiert.

Protein/Bedingung P /P, A__ t/t, Anmerkungen
CphBm-PCB -DTT 686/734 705 12 s/2:30 min max. SAR=0,608
Erhéhte Stabilitat gegentber
CphBm-PCB +DTT 686/734 705 n.d. Imidazol verglichen mit -DTT
CphBm-BV -DTT 704/746 722 7s/52s schlechte Photochemie
i} gute Photochemie, sehr &hnlich zu
CphBm-BV +DTT 702/754 722 n.d. CphBey
umwandelbar in CphA-ahnliche
CphBmLC-PCB -DTT 686/734 704 n.d. Spektren mit DTT bzw. B-ME
CphBmLC-PCB +DTT 656/702 673 39s/7:30min  MaX SAR=0832-> .= 82600
sehr ahnlich zu CphA
CphBmLC-PCB (Roh) 656/708 675 n.d. im Rohaufschlufd assembliert
CphBmLC-BV -DTT 702/754 726 n.d. sehr schlechte Photochemie
CphBmLC-BV +DTT 702754 722 10min/288min - norechemie ahrlich CphBm-BY
CphBcy 698/749 720 nd homolog exprimiert in Fremyella

diplosiphon SF33

keine Photochemie, An-

CphBm H267A : ! ! lagerungsprodukt bei 700 nm

Tabelle 3.8.1 Zusammenfassende Tabelle der spektroskopischen Ergebnisse zu CphBx

P,/P;: Peaks des Differenzspektrums, Ai. :isosbestischer Punkt der Photokonversion, ti/t:: Werte des biexponen-
tiellen Fits aus der Assemblierung, n.d.: nicht durchgefiihrt, | = nicht determinierbar. Als Photochemie wird hier
die P,/Pj. Photoreversibilitit verstanden.

153



3.8 Zusammenfassende Diskussion zu CphB Ergebnisse und Diskussion

Die chromophorbindende Aminosdure des CphBm ist mit groer Wahrscheinlichkeit
das Histidin 267, was durch die Tatsache, daB3 Imidazol auf die Chromophorbindung von
CphB inhibierend wirkt, sowie durch die Mutante H267A belegt wird, bei der ein vollstindiger
Verlust der Phytochrom-typischen Photochemie zu beobachten war. Ein endgiiltiger Nachweis
fiir eine kovalente Verkniipfung von PCB oder BV am Histidin 267 mittels eines massen-
spektrometrisch identifizierten Chromopeptids (analog zu *°) konnte jedoch weder fiir CphBm,
noch fiir das homolog exprimierte CphBcy erbracht werden.

Die Rolle des Histidins als an der Chromophorligation beteiligte Aminosdure wird
auch durch den EinfluB3 des Imidazols auf die Assemblierungsgeschwindigkeit von CphBmLC-
PCB deutlich. Durch das eingefiigte Cystein konnte im CphBmLC die Féhigkeit zur Thioether-
verkniipfung mit PCB hergestellt werden, was noch einmal klar belegt, dafl das Cystein, wenn
vorhanden, die energetisch bevorzugte Chromophorbindestelle in cyanobakteriellen Phyto-
chromen ist.

Zur Frage nach der Kovalenz der beiden Bindungstypen (Cystein-gebunden bzw.
Histidin-gebunden) konnte mit Versuchen zur Chromophorkompetition, Zn**-Gelanalysen und
Versuchen, ein Chromopeptid aus CphBcy massenspektrometrisch darzustellen, folgendes
festgestellt werden: die Chromophor-Protein-Bindung von PCB und CphBmLC kann als
kovalent bezeichnet werden, da diese Verkniipfung unter allen in dieser Arbeit angewandten
Bedingungen stabil blieb. Die Bindungen von BV und PCB zu CphBm im Umkehrschluf3 aber
als nichtkovalent zu bezeichnen, wiirde ein unvollstindiges Bild zeichnen. So zeigen die
Imidazol-Versuche im CphBm, dal} es dort ein Gleichgewicht von gebundenem und ungebun-
denem Chromophor gibt, das abhéngig von der Imidazolkonzentration ist. Die Aufreinigung
von CphBcy iiber Ni-NTA (ohne jeglichen Chromophorverlust) sowie die sehr geringe
Imidazolkompetierbarkeit des BV-Addukts von CphBm deuten ebenso wie die Zn**-Gele des
CphBcy stark auf eine kovalente Bindung hin. Dennoch konnte auch BV aus der Chromophor-
bindetasche des CphBmLC im Rahmen der Chromophorkompetition von PCB teilweise ver-
dringt werden, was auch fiir den Fall von BV ein Gleichgewicht von gebundenem und
ungebundenem BV impliziert. Man sollte daher im Fall von CphBm und CphBmLC nicht eine
Unterscheidung zwischen kovalent und nichtkovalent treffen, sondern eher eine stabile
kovalente Bindung (CphBmLC-PCB) von unstabilen kovalenten Bindungen (CphBm-PCB,
CphBm-BV und CphBmLC-BV) unterscheiden (dazu auch Diskussion in Kap. 3.2.3). Ein
mogliches PCB-Histidinyl-Addukt einer Bromcyanspaltung von Bphl aus Deinococcus
radiodurans konnte z.B. massenspektrometrisch nachgewiesen werden *°.

Eine ,,echte nichtkovalente Wechselwirkung von Chromophor und Protein findet ver-
mutlich in der Mutante H267A statt, die keinerlei Photoreversibilitdt mehr zeigt, aber dennoch

nach der Inkubation mit PCB eine deutliche Zn?**-Fluoreszenz aufweist.
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Die unterschiedliche Stabilitét der Bindungen von BV und PCB an CphBm kann durch
die unterschiedliche Architektur der Chromophore erklart werden (Kap. 3.2.3, Abb. 3.2.3). BV
bildet nach der Bindung an den Histidinylrest aufgrund der Einbeziehung von Ring A in das

konjugierte m-Elektronensystem eine Enamin-Amidin-Tautomerie aus und ist damit meso-
meriestabilisiert, wiahrend das PCB an Ring A eine Doppelbindung weniger hat als BV und

nicht {iber eine Mesomerie (oder Protonenverschiebung) stabilisiert werden kann. Bei PCB

sind die beiden mdglichen Formen durch die andersartige m-Elektronenstruktur in Ring A
ohnehin nur iiber das sehr hydrolyseempfindliche positiv geladene Zwischenprodukt (Abb.
3.6.19) durch Protonierung / Deprotonierung ineinander umwandelbar '** und dadurch gegen-
iber nukleophilen Angriffen oder Hydrolyse empfindlicher.

Die Frage, welchen Chromophor CphB in vivo hat, konnte durch homologe Expression
des Proteins in Fremyella diplosiphon beantwortet werden; das in vivo exprimierte CphBcy hat
nahezu identische Absorptionseigenschaften wie das BV-Addukt des heterolog exprimierten
CphBm. Es ist demnach sehr wahrscheinlich, da3 Biliverdin den natiirlichen Chromophor von
CphBcy in vivo darstellt. Es bildet damit keine Ausnahme, denn wie Ergebnisse anderer
Forschergruppen zeigen, ist Biliverdin auch als Chromophor in Bphl aus Deinococcus radio-

durans ¥

zu finden, sowie in einem Bacteriophytochrom aus Agrobacterium tumefaciens
(Tilman Lamparter, pers. Mitteilung), und wahrscheinlich ebenfalls im BrBphl aus Bradyrhi-
zobium ORS278 ®. Dies hier ist jedoch die erste Aufreinigung eines homolog exprimierten
Bacteriophytochroms ohne Cysteinbindestelle.

Die Identifikation eines Chromopeptids von CphBcy iiber LC-MS schlug jedoch fehl.
Zwar konnten Chromopeptide iiber die HPLC nachgewiesen werden, aus den Spektren der MS
konnte jedoch kein Peak einer theoretischen Chromopeptid-Masse zugeordnet werden. Statt-
dessen konnte u.a. das Peptid der unmodifizierten Chromophorbindedomaine, zeitlich korreliert
mit Chromopeptid-Signalen der vorgeschalteten HPLC, identifiziert werden, was die Vermu-
tung nahe legt, dal die Chromophor-Peptidbindung unter den gegebenen Bedingungen der
MS-MS nicht stabil war.

Die Phosphorylierungsversuche belegen eindeutig, da3 es sich bei CphBcy um eine
lichtabhédngige Histidinkinase handelt, die mit dem Response-Regulator RcpB ein Zwei-
komponenten-System bildet, das in Dunkelheit und in Weillicht aktiviert ist und mit lang-
anhaltender Rotbelichtung (partiell) deaktiviert werden kann.
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3.9 Homologe Expression von CphA

Die Ergebnisse der homologen Expression von CphA (im folgenden CphAcy) fiihrten zu
widerspriichlichen Ergebnissen. Die verwendeten monoklonalen Anti-CphA Antikérper
wurden dankenswerterweise von der Arbeitsgruppe um Nicole Tandeau de Marsac, Institut
Pasteur, Paris bereitgestellt. Die Detektionsgrenze dieser Antikorper wurde mit heterolog
exprimiertem, aufgereinigtem CphA ermittelt und lag bei ca. 1 ng Protein (entspricht 0,011
pmol). In Vorversuchen mit Wildtypzellen von Calothrix konnte weder in konzentrierten Roh-
lysaten noch in ankonzentrierten Fraktionen aus Anionenaustausch-Chromatographieldufen
eine detektierbare Menge CphAcy gefunden werden. Dies ist weitestgehend konsistent mit
Studien des Expressionsniveaus von Cphl in Synechocystis PCC6803 . Dort wurde im
Wildtyp ebenfalls kein Cph1 detektiert, und das Expressionsniveau des Stamms, der zusédtzlich
mit einer Cphl-Promotor getriebenen, His(6) getaggten Kopie von Cphl ausgestattet war, lag
bei ca. 23 Molekiilen Cphl pro Zelle und erforderte den Einsatz von deutlich groBeren
Mengen an Zellmaterial pro Milliliter untersuchter Probe, als hier im Falle von CphAcy

eingesetzt wurde.

Ni2+ Ni2+
oM Tsomm] somM__—————T50mn]
175 kDa— ]

83 kDa = — -y W T
68 kDa =— —

48 kDa

33 kDa —

25 kDa =—
17 kDa =—

7kDa =—

Abbildung 3.9.1 CphAcy, verschiedene ankonzentrierte Fraktionen vom Ni-NTA Lauf

Links: Westernblot mit monoklonalen Antikorpern. Rechts: identische Proben auf Coomassie -Gel. Die
mittlere Imidazolkonzentrationen des ersten und letzten Pools sind angegeben.

Eine Ni-NTA Aufreinigung von CphA aus dem Stamm Calothrix PCC7601 pPL7b
(CphA) ergab eine geringe Menge an Protein der richtigen Molekulargewichtsgréf3e von ca.
87 kDa (Abb. 3.9.1, rechts). Diese Bande konnte (tryptisch verdaut) iiber ein MALDI-Experi-
ment nicht als CphA identifiziert werden, desweiteren sicht man in Abb. 3.9.1 eine deutliche
Diskrepanz von Coomassie-Gel und Westernblot. Wahrend die 87 kDa Coomassie Bande bei

steigender Imidazolkonzentration schlieBlich als Einzelbande vorliegt, zeigt der Westernblot
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die stirksten Signale in den niedrigeren Imidazolkonzentrationen und zeigt bei der Einzel-
bande der 180 mM Probe kein Signal. In einem weiteren Versuch hingegen konnte in der
letzten Fraktion des Ni-NTA Laufs auch ein schwaches Signal mit Anti-His Antikorpern
erhalten werden (nicht gezeigt); hier korrelierte das Signal der monoklonalen Antikérper mit
den beobachteten Coomassie-Banden. Eine Proteinsequenzierung der 87 kDa Bande blieb
ohne auswertbares Ergebnis.

Daher liegt die Vermutung nahe, daf3 die beobachtete Bande auf dem Coomassie-Gel
die Bande des durch die monoklonalen Antikorper nachgewiesenen CphAcy’s verdeckt und
dadurch auch die Identifizierung mittels MALDI verhindert. Weiterhin wurde in keiner der
ankonzentrierten Fraktionen photochemisch aktives Material gefunden, es konnte bei einer
Priparation lediglich ein schwaches Spektrum dhnlich der gelben Spezies von CphBcy auf-
gezeichnet werden (Kap. 3.7.2), was ebenfalls dafiir spricht, dal CphAcy nur in sehr geringen
Mengen exprimiert wird. Jedoch reichte die Zellmenge von 10 Litern Kultur fiir die Aufrei-
nigung offensichtlich nicht aus, um photoaktives CphAcy zu erhalten.

Uber die deutlichen Unterschiede im Expressionsniveau von CphBcy und CphAcy
(schlieBlich werden sie vom identischen Promotor getrieben) kann nur gemutmaf3t werden.
Entweder ist die Proteinstabilitit von CphAcy generell deutlich geringer oder sie wird sogar,

vergleichbar der lichtabhingigen Proteindegradation von phyA '*

in hoheren Pflanzen, aktiv
herunterreguliert. Eine derartige lichtabhingige Regulation auf Proteinebene wiirde CphA
ermoglichen, dhnliche Funktionen zu iibernehmen wie sein pflanzlicher Konterpart phyA,
nidmlich primir solche Vorginge zu regulieren, die beim Ubergang von der Dunkelheit zum
Licht eine Rolle spielen. Da die P-Form von CphA die physiologisch aktive Form im Sinne
von erhohter Auto- und Transphosphorylierungsaktivitit darstellt, ist es ebenfalls denkbar, dal3
CphA iiber den Weg der Neusynthese (in die P,-Form) oder durch anhaltende Belichtung mit
dunkelrotem Licht Prozesse aktiviert, die bei Lichtmangel oder in der Dunkelheit bevorzugt
ablaufen. Eine andere, wenn auch sehr unwahrscheinliche Moglichkeit ist, dal3 sich hier Unter-

schiede der verwendeten Organismen (Calothrix zu Fremyella diplosiphon) zeigen.
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3.10 Homologe Expression von RcpA

RcpA konnte im eigenen Shuttle-Vektor pBQ10 erfolgreich in Calothrix zur Expression
gebracht werden. Hier gelang der Nachweis mit polyklonalen Hasen-Antikdrpern gegen RepA
(Abb. 3.10.1) nach Ni-NTA Aufreinigung aus 2 Liter Kulturvolumen. Wie in der Abbildung

zu sehen, kann auch das Dimer von RcpA nachgewiesen werden.

83 kDa ==

68 kDa == -

48 kDa == =
33kDa = _
25 kDa =

17 kDa — . .
7kDa ==

Abbildung 3.10.1 RcpAcy aus homologer Expression nach Ni-NTA Aufreinigung.

Links: Westernblot mit polyklonalen Anti-RcpA Antikérpern. Rechts: Entsprechende Probe auf
Coomassie-Gel. Pfeil: RcpA Dimer.

Dieses Ergebnis schafft die Grundlage, mit Hilfe polyklonaler Antikérper eine Co-Immuno-
prézipitation in Calothrix durchzufiihren. Fiir die Planung einer solchen Untersuchung sollte
jedoch die geringe Konzentration von Signaltransduktionskomponenten ebenso wie die
mogliche Transienz der Protein-Protein Wechselwirkung in Betracht gezogen werden (siche
Vorversuche in Kap. 3.11).

Das entsprechende Experiment, die homologe Expression von RcpB im erfolgreich
transformierten Stamm Calothrix PCC 7601 pBQ10 konnte aus zeitlichen Griinden im

Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.
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3.11 Protein-Protein Wechselwirkungsstudien

Wo das Behagen aufhdrt und die Not beginnt, da setzt die Erziehung ein, die das Leben uns geben will. (H. Hesse)

Um weitere Komponenten der Signaltransduktionskette von CphA und CphB zu identifizieren,
wurde versucht, mit den Response-Regulatoren RcpA und RcpB iiber Protein-Protein
Wechselwirkungen den oder die entsprechenden Bindungspartner zu isolieren. Diese Versuche
fanden ausschlieflich mit heterolog aufgereinigten Response-Regulatoren statt. Folgende

Versuche wurden durchgefiihrt:

—  Co-Immunprézipitation mit RcpA/RcpB (N-terminales FLAG-Epitop und C-terminales
FLAG-Epitop. Das FLAG Epitop ist ein Oktapeptid mit der Sequenz DYKDDDDK, fiir
welches es kommerziell erhiltliche, hochspezifische monoklonale Antikorper gibt, diese
konnen sowohl an Séulenmaterial gekoppelt als Affinitétssdule verwendet werden, als auch
mit Protein A-Sepharose aus Uberstinden prizipitiert werden.)

- Co-Immunprézipitation mit RcpA (N-terminales His(6)-tag und C-terminales His(6)-tag)

— Immobilisierung von RcpA und RepB (und Phospho-RepA/RcepB) an N-Hydroxysuccini-
midyl aktivierte Sepharose, Versuch der Aufreinigung von Signaltransduktionskomponen-
ten aus Rohlysaten.

- Co-Aufreinigung aus Rohlysaten mit zusétzlich zugegebenem RcpA/RcpB iiber Ni-NTA
Aufreinigung.

- Versuch, RcpA bzw. RepB-spezifische Phosphatase (oder einen Phosphorelay-Partner) iiber
eine Dephosphorylierung der iiber radioaktives Acetylphosphat P**-markierten Response-

Regulatoren zu identifizieren.

All diese Versuche blieben ohne positives Ergebnis. Dies liegt sehr wahrscheinlich an zwei
Punkten: Zum einen liegen Signaltransduktionskomponenten in der Regel nur in sehr geringer
Menge in der Zelle vor, zum anderen kann die Protein-Protein Wechselwirkung wéhrend einer
Signaliibertragung gerade im Fall einer Phosphorylierungskaskade ausgesprochen kurz sein.
Co-Aufreinigungen von Signaltransduktionskomponenten stellen in der Literatur auch eher die
Ausnahme als die Regel dar und erreichen meist nur Komponenten, die im Komplex mit ihrem
Interaktionspartner eine modulierende Wirkung auf diesen ausiiben '*°. Die in den Versuchen
gewidhlte Menge an Ausgangsmaterial konnte demnach ebenso fiir das Scheitern dieses Vor-
habens verantwortlich sein, wie der systemische Fehler des Ansatzes, die Response-Regula-
toren als ,,Angelhaken* zu verwenden. Der Versuch, eine Dephosphorylierung der Response-
Regulatoren in fraktionierten Rohlysaten von Calothrix nachzuweisen, gelang nur im Fall von
RcpA. Dabei fand jedoch kein Phosphotransfer auf einen moglichen Interaktionspartner statt,

sondern lediglich eine Dephosphorylierung von RcpA. Das Projekt wurde schlielich auf-
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gegeben, da eine Aufreinigung dieser Phosphataseaktivitit, der Nachweis ihrer Spezifitit und
die Identifizierung der verantwortlichen Komponente(n) den noch zur Verfligung stehenden
Zeitrahmen gesprengt hitte, zumal fiir die Identifizierung dieser Komponenten der
,klassische* Weg tliber Proteinsequenzierung und genomischer PCR mit degenerierten Primern
zu gehen gewesen wire.

Dieses Projekt konnte besser im komplett sequenzierten Organismus Anabaena PCC
7120 durchgefiihrt werden, da hier ebenfalls zu 81% (CphA) bzw. 63% (CphB) sequenziden-
tische Homologe (nebst ihren kognitiven Response-Regulatoren) zu finden sind ', 2. Durch
die Verwendung photoaktivierbarer bifunktioneller Crosslinker "', "> wire eventuell eine Co-

Aufreinigung von Interaktionspartnern moglich. Die zu erwartenden Mikromengen wéren dann

theoretisch tiber Massenspektrometrie identifizierbar.
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4. Zusammenfassung

Das Chaos will anerkannt, will gelebt sein, ehe es sich in neue Ordnung bringen a0, (H. Hesse)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei cyanobakterielle Phytochrome untersucht,
CphA, das eine Chromophorbindestelle analog zum Pflanzenphytochrom aufweist und den
Chromophor Phycocyanaobilin (PCB) kovalent tGiber einen Thioether an ein Cystein bindet, und
CphB, ein typischer Vertreter der noch jungen Klasse der Bacteriophytochrome, dem das
chromophorbindende Cystein fehlt. Dieses Protein zeigte in den bisherigen Untersuchungen
eine nicht-kovalente Bindung von PCB. In direkter Nachbarschaft des chromophorbindenden
Cysteins befindet sich ein in allen Phytochromen konserviertes Histidin, dem eine Beteiligung
an der Ausbildung der kovalenten Chromophorbindung zugesprochen wird.

Die Ausbeute an photoaktivem Material konnte im Vergleich zu vorherigen Arbeiten
durch Optimierung in beiden Fallen verbessert werden. Fir CphB wurden zudem Bedingungen
gefunden, die zu einer wesentlich besseren ,, Konstitution® dieses Proteins fuhrten und weiter-
gehende Studien mit diesem Protein ermdglichten.

In CphA konnten durch zielgerichtete Punktmutagenese Aminosauren identifiziert wer-
den, die fur die Proteinfaltung und / oder die Bilinlyaseaktivitédt essentiell sind. Darlberhinaus
wurden anhand von Mutanten an Positionen, die aus einem durch Strukturvorhersagen erarbei-
teten Modell hervorgingen, drei Aminosauren identifiziert, die in unmittelbarer Umgebung des
Chromophors liegen (N266, Y263, M267). Die Mutante M267R zeigte dabel eine der
deutlichsten chromatischen Verénderungen, die fir Phytochrome bisher berichtet wurden. Sie
zeigt eine nahezu achromatische Pi-Form, die nicht durch Belichtung wieder in die P-Form
Uberfihrt werden kann. Die Rickkehr in die P-Form erfolgt innerhalb weniger Minuten durch
thermische Relaxation.

Im Falle von CphB wurde die Chromophorbindung genauer untersucht. Die Frage, ob
CphB grundsétzlich in der Lage ist, eine Thioetherbindung zu PCB (analog dem pflanzlichen
System und CphA) zu kniipfen falls die entsprechende Aminoséure - das Cystein — vorhanden
wére, wurde mit der Mutante CphBmLC, bei der das chromophorbindende Cystein in die
Sequenz eingefligt wurde, klar bestdtigt. CphBmLC zeigt gegentiber CphB eine 30 nm Blau-
verschiebung der Absorptionsmaxima, was auf den Verlust einer Doppelbindung des kon-
jugierten Te-Elektronensystems von PCB, wie bel einer Thioetherbindung dblich, zuriickgef iihrt
werden kann.

CphB zeigte in friheren Studien einen Verlust des Chromophors wahrend der Auf-
reinigung. Dieses Phanomen konnte durch gezielte Studien zur Chromophorinkorporation
(Assemblierung) Uberwiegend auf den Einflu® von Imidazol zurtickgefiihrt werden. Dabel
wurde eine Gleichgewichtsverschiebung von gebundenem zu ungebundenem Chromophor in
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Abhangigkeit von der Imidazolkonzentration beobachtet. Die dazu durchgefihrten Unter-
suchungen mit der Mutante CphBmLC zeigten eine Verlangsamung der Assemblierung mit
steigender Imidazolkonzentration, lief3en aber erwartungsgemald die kovalente Natur der
Bindung unbeeinflufdt. Diese Resultate deuten darauf hin, daf3 das hochkonservierte Histidin
der Phytochrome sowohl an der Katalyse der Thioetherbindung beteiligt ist, as auch as
alternative Chromophorbindestelle dient. Bestérkt wird diese Aussage durch die Mutation des
Histidins in CphA und CphB. In beiden Falen findet keinerlei phytochromtypische Photo-
chemie mehr statt, was eindeutig belegt, dal3 der Chromophor nicht mehr in typischer Weise in
das Protein eingebunden wird.

Das Biliverdin (BV)-Addukt von CphBmLC zeigte keine Blauverschiebung gegentber
dem BV-Addukt des CphB, wie es mit den PCB-Addukten dieser Proteine beobachtet wurde
(s.0.). Das bedeutet, dal3 BV nicht Uber einen Thioether eingebunden wird. Untersuchungen
zur Chromophorkompetition in den Phytochromen CphB und CphBmLC mit den Chromo-
phoren PCB und BV ergaben, dal3 BV in der Lage ist, PCB aus der Bindetasche des CphB zu
verdréngen. In der Mutante CphBmLC kann jedoch PCB das BV verdrangen. Das bedeutet
zum einen, dal3 BV fester an CphB bindet als PCB und zum anderen, dal3 die Bindung dieser
Chromophore in CphB transient ist und nicht die Stabilitdt einer Thioetherbindung erreicht.
Das mit der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse aufgestellte Modell der Bindung von
Biliverdin am Histidin stellt die erste mdgliche Enamin-Amidin Tautomerie in der belebten
Natur dar.

Wahrend PCB durch Imidazol mit der Zeit vollstéandig aus CphB verdrangt werden
kann, ist dieser Einflul bei BV stark abgeschwacht. BV scheint somit der bevorzugte Chromo-
phor von CphB zu sein, was zudem durch die homologe Expression dieses Proteins eindeutig
gezeigt werden konnte (s.u.).

Die Mutante CphBmLC zeigte eine weitere interessante Eigenschaft: wurde das Apo-
Protein (das unassemblierte Protein) unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgereinigt,
verhielt sich das PCB-Addukt der Mutante wie der Wildtyp. Addition von reduzierenden
Agentien zum Apo-Protein oder zum bereits assemblierten CphBmLC revertierten dieses
Verhaten. Das Apo-Protein konnte zwischen beiden moglichen Bindungsarten hin- und her-
geschaltet werden. Einma ,korrekt® (d.h. mit ,freigeschaltetem” Cystein) assembliertes
CphBmLC-PCB konnte nicht wieder in den CphB-ahnlichen Zustand Uberfiihrt werden, die
Bindung des Thioethers ist demnach irreversibel, die Bindung am Histidin dagegen transient.
Alle diese Informationen sind in Abb. 4.1 zusammengefalit.
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Degradation Austausch k > k. Austausch Austausch
von PCB gegen BV s gegen BV gegen BV
N
DTT
] I L X
dissoziiert << angelagert k <Kk,  gebunden >>K, gebunden
I khis + kcys
PCB frei PCB | His == PCB=His |—— PCB—Cys
k-his‘
A | . khis . red
BV frei BV | His =™ BV—His =% BV—His
k-his‘ -red
dissoziiert << angelagert k< K. gebunden k > k_,  gebunden
. | X = X
. Austausch
Degradation gegen PCB-Cys Austausch K < Austausch
von BV sofern Cys vorhanden gegen PCB -red red gegen PCB

Abbildung 4.1: Zusammenfassendes Schema zur Chromophorbindung

Oben: Postuliertes Bindungsmodell mit PCB als Chromophor, in eckigen Klammern ist der Fall mit anwesen-
dem Cystein abgebildet. Unten: Bindungsmodell mit BV als Chromophor. k. = Geschwindigkeitskonstante der
Reaktion x, die Stdrke der Pfeile deutet die Hohe der jeweiligen Geschwindigkeitskonstante an.

Desweiteren ist es gelungen, beide Phytochrome (CphA und CphB) sowie einen der
beiden Response-Regulatoren (RcpA) homolog zu exprimieren. Im Falle von CphA reichten
die gewonnenen Mengen jedoch nicht aus, um eine spektroskopische Charakterisierung durch-
zufiihren. Homolog exprimiertes CphB zeigte sehr dhnliche Spektren wie das BV-Addukts des
heterolog exprimierten Proteins. Weiterhin konnte kein Chromophorverlust wihrend der Auf-
reinigung festgestellt werden. Dies ist die erste gelungene Aufreinigung eines homolog expri-
mierten Bacteriophytochroms mit alternativer Chromophorbindestelle. Versuche, den Chro-
mophor {iber eine massenspektrometrische Analyse zu identifizieren, waren bisher nicht
erfolgreich.

Die Signaltransduktion des homolog exprimierten CphB ist ein lichtgesteuerter Prozel3.
Die Phosphorylierungsversuche belegen eindeutig, da3 es sich bei CphB um eine lichtabhén-
gige Histidinkinase handelt. Diese bildet mit dem Response-Regulator RcpB ein Zweikompo-
nenten-System, welches in Dunkelheit und in WeiBlicht (d.h. mit der P,-Form von CphB)

aktiviert wird und nur mit langanhaltender Rotbelichtung (partiell) deaktiviert werden kann.

An dieser Stelle mochte ich auch auf die intermedidren Zusammenfassungen zu Teilgebieten
dieser Arbeit hinweisen: Kapitel 3.5.8, 3.6.4, 3.6.6, 3.6.7, 3.6.11 und 3.8.
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5. Anhang

5.1 Gensequenzen

5.1.1 Das CphA/RcpA Operon

Die beiden Proteine werden in unterschiedliche Leserahmen einer bicistronischen mRNA
translatiert, CphA ist hier in griin, RcpA in blau dargestellt, der Uberlappungsbereich auf
DNA-Ebene ist doppelt gezeigt und in der RcpA Sequenz grau gekennzeichnet. Start- und
Stopcodon sind der jeweiligen Genfarbe angepaflit und im entsprechenden Leserahmen

unterstrichen.

181 tgg tgt att gcg agc att cct tcec caa cat ctg caa tta aat tte 225
226 cac atc taa gta ggg tgc aaa ctt cag taa atg gtt aac att tat 270
271 tga tac tct gct ttt gat gct ccg gta aaa tag agg aga atc tta 315

316 atg gta tcc gaa ttc caa gca caa agt att aat gtg aat agc tta 360

1 M v S E F Q A Q S I N v N S L 15
361 aaa gaa gca gct att cac gtt tgt agt caa att caa cct cat ggt 405
16 K E A A I H v Cc S Q I Q P H G 30
406 gtc ctc ttg gta ttg ggg gaa cca gaa ctg aac ata tta caa att 450
31 v L L v L G E P E L N I L Q I 45
451 agt agt aat act tgg agt gtt ttc ggc ata ttg ccc gaa gat gta 495
46 S S N T W S v F G I L P E D v 60
496 ttg caa aaa aaa ctc gaa gat tta ctc gac ccc ttc caa atc gaa 540
61 L Q K K L E D L L D P F Q I E 75
541 aga att aaa gca ggc ata tta gaa ggc aac ctg gat tat att aac 585
76 R I K A G I L E G N L D Y I N 90
586 cca aca aaa att tgg gtg aga aag aaa ggc gat gaa tat gta gta 630
91 P T K I w v R K K G D E Y v v 105
631 ttt gat gcg gta ttt cat cgc aac cca gaa gga ttg ttg att tta 675
106 F D A v F H R N P E G L L I L 120
676 gaa tta gaa cca gca att tct caa gaa aat atc cca ttt cta agc 720
121 E L E P A I S Q E N I P F L S 135
721 ttt tac cac cta gca aga gct tct att aat cag tta gaa aaa acc 765
136 F Y H L A R A S I N Q L E K T 150
766 aca aac ctg cgc gat ttc tgt caa att atc gtc caa gaa gtc cgc 810
151 T N L R D F c Q I I v Q E v R 165
811 aaa gtg act ggg ttt gat aga gta atg ctc tat aaa ttt gat gat 855
166 K v T G F D R v M L Y K F D D 180
856 gat ggg cat ggc tca gtc ata gct gaa gaa aag cta gac agc atg 900
181 D G H G S v I A E E K L D S M 195
901 gaa cct tat tta ggt tta cat tac cca gag tca gat att cct aaa 945
196 E P Y L G L H Y P E S D I P K 210
946 cca gca aga aag cta ttt gct tct aac ttc atc aga tta att ccc 990
211 P A R K L F A S N F I R L I P 225
991 gat gct cat gca gaa ccc gta caa att ctg cca att aat cat ccg 1035
226 D A H A E P v Q I L P I N H P 240
1036 caa agt caa caa cca att gat tta act aac tca att ttg aga acc 1080
241 Q S Q Q P I D L T N S I L R T 255
1081 gca gca aat tgc cat tta gag tat tta cac aac atg ggt gta ggt 1125
256 A A N C H L E Y L H N M G v G 270
1126 gct tct tta act att tcc ttg att aaa gat ggc aaa ctt tgg gga 1170
271 A S L T I S L I K D G K L W G 285
1171 tta att gct tgt cat cac caa aca ccg aaa tat gtt tcc tat gaa 1215
286 L I A C H H Q T P K Y v S Y E 300
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Anhang

1216
301
1261
316
1306
331
1351
346
1396
361
1441
376
1486
391
1531
406
1576
421
1621
436
1666
451
1711
466
1756
481
1801
496
1846
511
1891
526
1936
541
1981
556
2026
571
2071
586
2116
601
2161
616
2206
631
2251
646
2296
661
2341
676
2386
691
2431
706
2476
721
2521
736
2566
751
2567

ttc cgg
F R
att tcc
I S
ttg gca
L A
gaa aac
E N
aat tta
N L
tgt aca
c T
tta ctg
L L
aca gat
T D
aac gtc
N A%
tat gtt
Y A%
ggt ggt
G G
aat ctg
N L
aat gtt
N A%
gct gca
A A
caa gcc
Q A
aat gcg
N A
caa gaa
Q E
atg cgc
M R
aac ttc
N F
gac gta
D A%
caa cta
Q L
ttg cgce
L R
ccc tta
P L
ttt caa
F Q
cca cca
P P
tta ttc
L F
agc gat
S D
gag tat
E Y
att gaa
I E
gaa ggt
E G
cgt gag
R E

gtg agc gta gaa acg gaa gac aaa cac aaa aag atc ttt ttg gtc

aaa
K
acc
T
tat
Y
tte
F
act
T
gtc
A%
caa
Q
tcc
S
gct
A
tta
L
aat
N
cgce
R
cag
Q
cta
L
gat
D
gaa
E
cce
P
tat
Y
gcc
A
ctt
L
act
T
ggg
G
cca
P
aat
N
aaa
K
tcc
S
cgce
R
cce
P
tgc
C
gct
A
cgt
R

gcc
A
aga
R
att
I
att
I
agc
S
att
I
tgg
W
cta
L
agt
S
tgg
W
cce
P
tta
L
tta
L
gaa
E
gaa
E
ttg
L
tta
L
gaa
E
gtt
\%
gca
A
gag
E
cgce
R
act
T
ctc
L
att
I
gtec
v
att
I
ggt
G
cat
H
acc
T
aga
R

tgc
(e
gaa
E
caa
Q
gat
D
gct
A
ggg
G
ctg
L
cce
P
ggt
G
ttt
F
aat
N
gtt
v
aca
T
tta
L
cta
L
aaa
K
aat
N
aac
N
gag
E
tat
Y
gta
A%
att
I
gtg
v
atc
I
cac
H
caa
Q
tte
F
aca
T
cgg
R
ttc
F
aac
N

GAA
E
gaa
E
aca
T
gga
G
caa
Q
caa
Q
aag
K
cgg
R
tta
L
cga
R
gaa
E
ccg
P
tct
S
cgc
R
gcg
A
aag
K
caa
Q
gaa
E
gga
G
tcc
S
gaa
E
cat
H
atg
M
gcc
A
atc
I
gat
D
gtc
v
ggt
G
gga
G
tac
Y

gga
G

tte
aca
gta

tta
ggt
G
act
T
aat
N
att
I
tta
L
ccg
P
gcg
A
cgt
R
tta
L
aaa
K
cag
Q
ttt
F
gta
A%
ctt
L
gtc
A%
aag
K
acg
T
gaa
E
gct
A
aat
N
gga
G
aac
N
atc
I
atg
M
cga
R
ttt
F
aga
R

tta
L
gaa
E
tta
L
gta
v
gCg
A
ccce
P
aac
N
tat
Y
gcg
A
gaa
E
ttt
F
aaa
K
cgc
R
gcc
A
tta
L
gct
A
gca
A
gac
D
agc
S
gta
A%
ccg
P
act
T
gat
D
gca
A
gcc
A
ggt
G
ttt
F
ggt
G
att
I
acg
T
caa
Q

ggt
G
gat
D
gtt
v
aaa
K
gct
A
aaa
K
gtc
v
cca
P
att
I
gtg
v
gaa
E
tcc
S
tgg
W
att
I
gcg
A
tAt
Y
aac
N
gaa
E
ttg
L
gat
D
cta
L
ggg
G
agt
S
atc
I
gaa
E
att
I
cag
Q
cta
L
tgg
W
att
I
aca
T

aga
R
tac
Y
gaa
E
cat
H
gtt
v
gaa
E
cgt
R
gat
D
ccce
P
att
I
gtc
v
ttt
F
aaa
K
att
I
cac
H
gtec
v
tat
Y
gac
D
atg
M
atg
M
aat
N
gct
A
aca
T
aaa
K
agg
R
ggc
G
cgc
R
gcc
A
gta
A%
cca
P
caa
Q

gtg
v
gac
D
tat
Y
cag
Q
tgt
C
gaa
E
gag
E
gcc
A
ata
I
caa
Q
agc
S
gaa
E
gct
A
aat
N
gac
D
gcc
A
gtg
v
gcg
A
caa
Q
caa
Q
cgce
R
atg
M
caa
Q
tte
F
tta
L
tta
L
cta
L
atc
I
gag
E
gtc
v
aaa
K

ata
I
tat
Y
atg
M
ccg
P
ttt
F
gac
D
gaa
E
gaa
E
tct
S
aca
T
caa
Q
ttg
L
gtt
v
att
I
tta
L
tcc
S
cag
Q
aag
K
acc
T
gcg
A
agc
S
att
I
tta
L
cgce
R
gaa
E
gaa
E
cac
H
tgt
C
tca
S
gga
G
gat
D

ttt
cga
tcc

aat
ggc
G
ctec
L
gta
v
aaa
K
aag
K
gta
v
aca
T
tgg
W
gaa
E
gtg
v
gaa
E
cat
H
cta
L
gaa
E
ctg
L
agc
S
ctc
L
acc
T
atg
M
agc
S
gat
D
cca
P
acc
T
aag
K
caa
Q
ggc
G
ctt
L

aca
T
atg
M
cag
Q
ttg
L
gat
D
aac
N
ttc
F
ttt
F
cgce
R
aat
N
gaa
E
aaa
K
atc
I
ctg
L
cgc
R
gat
D
tta
L
ttt
F
att
I
gcc
A
agt
S
cat
H
cag
Q
gaa
E
gag
E
aga
R
aga
R
aaa
K
ctg
L
cgce
R
ttt
F

gaa
E
aat
N
gaa
E
ctg
L
cgce
R
ttt
F
tac
Y
aaa
K
aac
N
tgg
W
gga
G
gaa
E
aaa
K
cgt
R
tcg
S
tta
L
gag
E
att
I
gat
D
ttt
F
aat
N
gac
D
cta
L
caa
Q
tgg
1
ttt
F
gaa
E
att
I
ggc
G
gag
E
ggt
G

1260
315
1305
330
1350
345
1395
360
1440
375
1485
390
1530
405
1575
420
1620
435
1665
450
1710
465
1755
480
1800
495
1845
510
1890
525
1935
540
1980
555
2025
570
2070
585
2115
600
2160
615
2205
630
2250
645
2295
660
2340
675
2385
690
2430
705
2475
720
2520
735
2565
750
2610
765
2611
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1 v S v E T E D K H K K I F L A\ 15
2611 cga gga taa 2655
766 R G *

2612 gag gat aac aaa gct gat atc cgc tta atc caa gaa gca ctc aaa 2656
16 E D N K A D I R L I Q E A L K 30
2657 aac agc acc gta cca cac gag gta gtg acg gtc aga gat ggt atg 2701
31 N S T A\ P H E v v T v R D G M 45
2702 gaa gca atg gct tat tta cgc caa gaa ggt gaa tat gct aac gcc 2746
46 E A M A Y L R Q E G E Y A N A 60
2747 tca cgt cct gac ctc atc ctc ttg gat ttg aac ttg ccc aaa aaa 2791
61 S R P D L I L L D L N L P K K 75
2792 gat ggt cgt gaa gtc ttg gct gaa att aaa agc gac ccc aca ctc 2836
76 D G R E v L A E I K S D P T L 90
2837 aag cgc att cct gta gtec gtg ctc tcec acec tecec ata aac gag gat 2881
91 K R I P v v v L S T S I N E D 105
2882 gat att ttt cat agc tac gac tta cac gtc aat tgc tac atc acc 2926
106 D I F H S Y D L H v N Cc Y I T 120
2927 aaa tct cgc aac ctg agc cag ctg ttt caa atc gtc aaa ggt att 2971
121 K S R N L S Q L F Q I v K G I 135
2972 gag gaa ttt tgg ctc tct acg geg aca ttg cecg teg gag tag gga 3016
136 E E F w L S T A T L P S E *

3017 ttg gga atg ggg aat ggg gaa tgg gta atg ggt aac tcg ggg cac 3061
3062 cac cga ttg cag cgt gtg agg att tgg gaa tgg gga ttg gga ata 3106
3107 atg agg gag atg aga gaa 3124

5.1.2 Das CphB/RcpB Operon

Die beiden Proteine werden in unterschiedliche Leserahmen einer bicistronischen mRNA
translatiert, CphB ist hier in griin, RcpA in blau dargestellt. Start- und Stopcodon sind der
jeweiligen Genfarbe angepalfit und im entsprechenden Leserahmen unterstrichen. Die
alternativen Genanfange von CphB, die in vorigen Arbeiten getestet wurden '** sind in grau

bzw. rot hinterlegt.

47 ggt ttt atg ctc caa tat ttt cag aca aaa tgt tat ttt aat gag 91
92 aga aag gta cta tat ttt atg tct ttt ttg act tat taa ttt aat 136
137 tta tat ctg aag gta gat gtt gaa gag aaa ata aaa ttt tta aaa 181

182 ata tta agg ttt taa ttg ttg cag tta att tat aac aat ttt att 226
227 gtg agc tta agt cct gaa aat tct cca gaa aat gct gcg atc gca 271

1 v S L S P E N S P E N A A I A 15
272 cct ttt gag gtg gac - acg aat tgc gat cgc gaa cca att cac 316
16 P F E v D L T N C D R E P I H 30
317 atc cct ggc tca att cag ccg cat ggg atg cta ttg geg ttg acg 361
31 I P G S I Q P H G M L L A L T 45
362 gaa ccg gaa ctc act att gtg cag gtg agc cga aat acc gat gaa 406
46 E P E L T I v Q A\ S R N T D E 60
407 ata tta ggt gtt gct geg act gag ttc atc aat caa ccc ctc agce 451
61 I L G v A A T E F I N Q P L S 75
452 cgce ttg cta gat gca cag caa ata gat ttt ttc cgec aat tgt tta 496
76 R L L D A Q Q I D F F R N Cc L 90
497 gct caa gaa gat tta aca ctc gtt aac ccc atc gaa ctg aca att 541
91 A Q E D L T L v N P I E L T I 105
542 gct gtg ggg gaa aat gcg cgg gct ttt gat ggg att att cat cge 586
106 A v G E N A R A F D G I I H R 120
587 tca gat cgt ctg ctg ata ctg gaa tta gaa cct gta cta cat caa 631
121 S D R L L I L E L E P v L H Q 135

632 aag aac tat aca ttc ttc aat ttt tac cat tta gtg aaa gcc gca 676
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Anhang

136
677
151
722
166
767
181
812
196
857
211
902
226
947
241
992
256
1037
271
1082
286
1127
301
1172
316
1217
331
1262
346
1307
361
1352
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1397
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1442
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1487
421
1532
436
1577
451
1622
466
1667
481
1712
496
1757
511
1802
526
1847
541
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556
1937
571
1982
586
2027
601

K
tta
L
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aac
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agt
ttg
aaa
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gtg
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cag
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L

N
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S
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G

Y
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K
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F
aat
N
gtg
v
gat
D
cat
H
cce
P
att
I
aac
N
cgce
R
gtg
v
tgg
W
tat
Y
cta
L
atg
M
gcg
A
tta
L
ggc
G
gag
E
ttt
F
tgg
W
agc
act
gat

tgg
gaa
gtg
cag
cat
ttt
gga
G
tta

cta

N
gcc
A
cgce
R
gaa
E
ctt
L
aaa
K
ccg
P
cce
P
agc
S
aaa
K
gga
G
gaa
E
gaa
E
cag
Q
gcg
A
cta
L
gag
E
caa
Q
cat
H
aaa
K
caa
Q
gta
v
gat
D
aaa
K
ata
I
ttg
L
cgc
R
gat
D
ctg
L
agg
R
atc

ggt
G

F
agt
S
caa
Q
aat
N
agc
S
caa
Q
gat
D
gta
A%
gtt
A%
gca
A
ttg
L
atc
I
cta
L
tta
L
aac
N
gat
D
tac
Y
tta
L
aca
T
gat
D
aaa
K
gat
D
ggc
G
gaa
E
gaa
E
cgg
R
agc
S
ttg
L
atc
I
ctg
L
gat
D
att
I

Y
act

atg
tgg
cct
gca
gtg
act
tcg
tca
att
cgt
gcc
aaa
aat
tta
caa
att
aat
gtt
agt
tgg
agt
ata
gct
aaa
aac
aag
gaa
agg
R
tcg
S

cag
Q

H
tta
L
aac
N
cat
H
tac
Y
aga
R
gac
D
aac
N
ccg
P
atg
M
gct
A
agc
S
gca
A
gct
A
ttt
F
gta
v
acc
T
aac
N
tgc
c
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D
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P
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D
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G
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T

v
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E
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S
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G
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N
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L
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R
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N
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E
tta
L
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L
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G
att
I
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D

K
tta
L
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D
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v
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L
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Y
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P
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T
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I
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S
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E
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D
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S
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G
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T
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S
gag
E
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P
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S
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L

A
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E
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L
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E
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F
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S
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L
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G
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T
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Q
ttg
L
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M
ttc
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H
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P
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S
cgg
R
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A
gcc
A
ggt
G
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R
ctc
L
tct
S
aac
N

A
cag
Q
gtc
v
gcc
A
tat
Y
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D
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A
tta
L
tat
Y
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L
tcg
S
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L
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E
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L
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I
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A
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P
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H
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L
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A
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K
cgce
R
cta
L
agt
S
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K
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F
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I
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T
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D

150
721
165
766
180
811
195
856
210
901
225
946
240
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255
1036
270
1081
285
1126
300
1171
315
1216
330
1261
345
1306
360
1351
375
1396
390
1441
405
1486
420
1531
435
1576
450
1621
465
1666
480
1711
495
1756
510
1801
525
1846
540
1891
555
1936
570
1981
585
2026
600
2071
615
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5.1 Gensequenzen Anhang

2072 tta gtg cag cga gtt ata gat gtg ctg agt gcc aga att caa gaa 2116

616 L v Q R v I D v L S A R I Q E 630
2117 aca ggg gca aca att cgg att ccg cgt cct ttg cca aca att atg 2161
631 T G A T I R I P R P L P T I M 645
2162 tgc gat cgc gtc cag gtt agec gect atc ttt acc aat ctc att get 2206
646 C D R v Q v S A I F T N L I A 660
2207 aac ggt att aaa tat aac gac aag cca gaa att tgg gta gaa atc 2251
661 N G I K Y N D K P E I w v E I 675

2252 ggc tat cta gag cca att acc ctc tac gtg cgc gac aac ggc att 2296
676 G Y L E P I T L Y v R D N G I 690
2297 ggc att cgec gat cgc cac ttt gaa tca att ttec cgec atc ttt aaa 2341

691 G I R D R H F E S I F R I F K 705
2342 cgg cta cat ggc cct acg caa tat ggc ggt ggt acg ggt gca ggg 2386
706 R L H G P T Q Y G G G T G A G 720
2387 cta acc atc gcg aaa aaa gtt gtc gaa agg cat ggt ggt aag att 2431
721 L T I A K K v v E R H G G K I 735
2432 tgg gtt gaa tcc act tat ggg gaa gga agt acg ttc tat ttc aca 2476
736 W A\ E S T Y G E G S T F Y F T 750
2477 ttg cag gag gtc aaa taa 2521
751 L Q E A K *

2478 taag caa atg gta gga aac gct act caa cecg 2522
1 M v G N A T Q P 8
2523 ttg cta gta gtt gaa gac agc gat gaa gac ttt agc act ttt cag 2567
9 L L v v E D S D E D F S T F Q 23
2568 «cga ttg ttg cag cga gaa ggt gta gtc aat ccc ata tat cge tgt 2612
24 R L L Q R E G v v N P I Y R c 38
2613 atc acg ggc gat caa gcc tta gat ttt ctec tat caa acc gga tct 2657
39 I T G D Q A L D F L Y Q T G S 53
2658 tat tgc aac ccg gat atc gcec cct cge cct geca gtg att ttg ctg 2702
54 Y c N P D I A P R P A v I L L 68
2703 gat ttg aat tta cca gga act gat ggg cgg gaa gtc ttg caa gaa 2747
69 D L N L P G T D G R E v L Q E 83
2748 att aaa cag gat gaa gtg tta aag aaa att cct gtt gtc ata atg 2792
84 I K Q D E v L K K I P v v I M 98
2793 aca acc tct tct aat cct aaa gat ata gaa att tgt tac tct tac 2837
99 T T S S N P K D I E I Cc Y S Y 113
2838 tct att agt agt tat att gtt aag ccc cta gag ata gat cgt ctc 2882
114 S I S S Y I v K P L E I D R L 128
2883 acc gag acg gtt cag aca ttc atc aaa tat tgg ttg gat att gtt 2927
129 T E T v Q T F I K Y W L D I v 143
2928 gta ctt cct gag atg ggt taa gta agg cgt aac tat gct cca gca 2972
144 v L P E M G * 149

2973 tac tgt ttt gat tgt tga tga ctg ccc tga aga ccg gga aat ata 3017
3018 tcg tcg cta ttt agec gag cga tcg cct aca cag cta tac cat cct 3062
3063 aga aga aga gtt agg tga gcc agc act agc ttt 3095
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5.2 Alignment

Anhang

5.2 Alignment

Dies ist das dem Baum in Abb. 3.1.1

phy0 Ceratodon purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa

phyC Saururus cernuus
phy3_Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria
phyE_Ipomoea nil

phyE Lycopersicon esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
CphA PCC7601

CphA Anabaena PCC7120
Cphl_Synechocystis_PCC6803
CphB_PCC7601
CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas_putida

BphP Deinococcus radiodurans
Bph Pseudomonas_fluorescens
Bph Pseudomonas_syringae

Ppr Rhodospirillum centenum
Bph2_Agrobacterium tumefaciens
Bph2 Pseudomonas putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas_aerugines
Clustal Consensus

phy0_Ceratodon purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus_veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa

phyC Saururus cernuus
phy3_Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria
phyE_Ipomoea nil

phyE Lycopersicon esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
CphA PCC7601

CphA Anabaena PCC7120

Cphl Synechocystis PCC6803
CphB_PCC7601
CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas_putida

BphP Deinococcus radiodurans
Bph Pseudomonas_fluorescens
Bph Pseudomonas_syringae
Ppr_Rhodospirillum centenum
Bph2_Agrobacterium tumefaciens
Bph2 Pseudomonas putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas_aerugines
Clustal Consensus

FRPREERRRRERERREBSBERRRRBEERRRBEBRRRR BB RRBR BB BB

zugrundeliegende Alignment.

100 110 120

R R R P |
- --HSVRVAQTTADAALEAVY 35
36
35
VVAQTTADAKLHAVF 46

36

36

-MSSSRPASSSSS - -RNRQSS -
-MSSSRPAHSSSSSSRTRQSS -
-MSGSRPTQSSEGSRRSRHS-
-MSSSRPSQSSTTSSRSKHS:
-MSSSRPANSSSNPGRANQN-

-ARITAQTSIDAKLHADF 36
-ARVVLTT-LDAKIHADF 35

DAQSSGTKSLRPRSN-
AEQAQSSANKALRSQNQQPS

-MENYGKAVTFSSSATSNLN-
TSLNQNKQNNNKDSGLNT!
MGFESSSSAASNMKPQ

MKNN-

150 160 170 210 220 230 240

-AESVPAGA - VTAYLORMORGGLIQTFGC VIA FLDLMPQAVPSMG -EMDVLGIGTDIRTLFTPSSG 134
-AESLPSGA-VTAYLQRMORGGLTQSFGCMLI. RVIA ILDLVPQAVPSVG- -EMDTLRIGTDVRTLFTASSV 136

EESGESGDS - - - -FDYSKSINATK - - STGETIPAQA - VTAYLQRMORGGLVQPFGCMLAVEEGSFRVIAFSDNAGEMLDLMPQSVPSLGS- -GQQDVLTIGTDARTLFT-AAA 138
EQAQSEGDTGGSSFDYMRSIEDARGSVLSERVPAQA - VTAYLQRMORGGLIQPFGCMLALEEGSFRVIAYSENAAEMLDLMPQSVPSVG: ‘VQVLVLGIGTDARTLFTYASA 155
EASAAVGG- - - - SFDYTKSVGASLNAG- SEATPSSA - VTAYLQRMORGGI TQTFGCML RVRAF DLVPQAVPSMG- --QQSLIAVGTDIRTLFTSASV 139
EVSSSSGGD- - - SFDYTKSVTASLNP - - TEPLAAKS - VTAYLQRMORGSI IQSFGC 'GTFRIIA MLGVTPQSVPTGD- - -~~~ ~==-~-! HQONAIGIGTDVRSLLSPSSV 139
Vi PEMLD' PSIGGQQC LRIGMDARTLFKPASA 151

FDYSKLVEAQRDGPPVQQGRSEK - VIAYLQHIQKGKLIQTFGCLLALDEKSFNVIAFSENAPEMLTTVSHAVPSVD
FDYSKLVEAQRSTPPEQQGRSGK - VIAYLQHIQRGKLIQPFGCLLALDEKSFRVIAFSENAPEMLTTVSHAVPNVD -
FDYSTSVRVTGPVVENQPPRSDKVTTTYLHHIQKGKLIQPFGCLLALDEKTFKVIAYSENASELLTMASHAVPSVG- - - -~ -~ = = == EHPVLGIGTDIRSLFTAPSA
)RPKSDKVTTAYLHQIQKGKF IQPFGCLLALDEKTLKVIAFSENAPEMLTMVSHAVPSVG - -EHPVLGIGIDIRTIFTGPSG
FDYSSSVRVTSAVGENSSIQSNKLTTAYLHHIQKGKLIQPVGCLLAVDEKSFKIMAYSENAPEMLTMVSHAVPSVG-

FDY

VRVT:

EQSGESGKS- -SSVPEQQITAYLSRIQRGGYIQPFGCMIAVDESSFRI GIMPQSVPTLE-
EQSGESGKS- -SSVPEQQITAYLSRIQRGGYTQPFGCLI I GLMSQSVPSIED -KSEVLTIGTDLRSLFKSSSY 175
________________________________________________________________________________________________________________________ 1

EQSRESGKS- -NVTEEEMTAYLSRIQRGGLIQPFGCMLATEEPSFKIVGFSENCFDLLGLKSGVEPPER - -MSLIGIDARTLFTLSSR 133
EQSSVSGKS- -EANEEEITSYLSRIQRGGLVQPFGCMVAIEEPTFKIIGYSENCYDMLGFKP- - -TKMK - -LGLIGVDARNLFTPSSG 155

AQSIYTGKS- - - -FNYSKSVISPPN- - - - - - HVPDEHITAYLSNIQRGGLVQPFGCLI ILGLSDNSSDFLGLLSL

-MVSEFQAQSINVNSLKEAATHVCSQIQPHGVLLVLGEPELNILQT SSNTWSVFGILPEDVLQ-K-
-MRIDVESQNINVTSLKEAPTHLSGQIQPHGVLLVLEEPGLKILQVSNNTWGILGINAENILO-K.
------------------------- MATTVQLSDQSLRQLETLATHTAHLIQPHGLVVVLQEPDLTISQI SANCTGILGRSPEDLLG-R- - - -~ - ==~ -~=-~- -~~~ - -TLGEVFDSFQI 74

-VSLSPENSPENAAIAPFEVDLTNCDREPIHIPGSIQPHGMLLALTEPELTIVQVSRNTDEILGVAATEFIN-Q

FADLVHEGFDL 74
MSRDPLPFFPPLYLGGPEITTENCEREPTHI PGS IQPHGALLTADGHSGEVLOMSLNAATFLGQEPTVLRG- - ---QTLAALLP 79
------------------------ MNPQDKEAFEELLANCADEPIRFPGAIQPHGLLLTLSEPDLSIIQISANVETLLARPAQELIG-Q---~----=--=----------PLOSLIGDAHA 75
----------- MFRALARRSRGTAMSQLDKDAFEVLLANCADEPIQFPGAIQPHGLLFTLKEPELTILQVSANVQSVLGKVPDQLAG-Q
DRYWIFVRKLEDLRPPGPAPEAPAAHTASVTGEVVDFSVCEQEDIRRVGATIQPWGAVLAVDPRDWTVCAASDNAQALLDCARPPLG- -R
»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»» MASTDYHVDLTNCDREPTHIPGYIQPHGCLIACI RHSENCGELLGLEG-DLNG-R- - -~ -=--=-==--=-------TAEDVLGKKLV 71
- -MTYNPQUNLTNCDREPIQI PGSIQPHGCLLACDASATVVLRHSVNAPQMLGVAN-DING-Q -KLHAVLGDEVT 70
-MSGTHEPVDLTNCDREPTHQLGSVQPFGFLLAVS - SOWIVIRASANLAEFLGVTEANALG-R- -PVISLISPEAL 71
---------------------- MPVPLTTPAFGHATLANCEREQTHLAGSIQPHGILLAVKEPDNVVIQASINAAEFLNTN- - SVVG-R~ - -~~~ -~=- -~~~ - -~ -PLRDLGGDIAL 75
---------------------------- MTSITPVTLANCEDEPIHVPGAIQPHGALVTLR - ADGMVLAASENIQALLGFVASP- -~ - -========-=-----------GSYLTQEQV 64

Abbildung 5.2.1: Alignment zu Abb. 3.1.1 Teill
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5.2 Alignment Anhang

‘ 2‘50 ‘ 2‘60 ‘ 2‘70 | 2‘80 | 2‘90 | 3‘00 ‘ 3‘10 ‘ 3‘20 | 3‘30 | 3‘40 | Bfﬂ ‘ 3‘60

phy0_Ceratodon purpureum 135 AALEKAAATQDISLLNPITVHCRR---SGKPLYATIAHR-IDIGIVIDFEAVKMNDVSVS-AAGALQSHKLAAKATTRLOALPGGDIGLLCDTVVEEVRELTGYDRVMAYKFHEDEHERYV 249
phyl Physcomitrella patens 137 ASLEKAAEAQEMSLLNPITVNCRR- - -SGKQLYAIAHR-IDIGIVIDFEAVKTDDHLVS -AAGALQSHKLAAKATTRLQALPGGNIGLLCDTVVEEV TGYDRVMAYRFHEDEHE RV 251
phyl Selaginella martensii 139 SALEKAAGAVDLSMLNPIWVQSKT- - -SAKPFYAIVHR- IDVGLVMDLEPVKASDTRVGSAAGALQSHKLAAKAT SRLOSLPGGDIGLLCDTVVEEVRDVTGYDLVMAYKFHEDEHE RV 254
phy2 Adiantum capillus_veneris 156 AALEKASGAVDVSMLNPITVHCRS---SSKPFNAIVHR-IDVGLVIDFEPVRPADVAVWAAAGALQSHKLAAKATSRLQALPVGDIDLLCDSVVEEVRELTGYDRVMAYKFHEDEHEEYL 271
phy_Mesotaenium caldariorum 140 SLLEKAAMATDVSVMNPVSLQSRA- - -AKKPFFAVLHR- IDVGLVVDLEPVRPS - DPNVSAAGAMQSHKLAAKAT SRLOSLPGGDIGLLCDAVVEEVRELTGYDRVMAYKFHEDEHE BT 254
phy Mougeotia scalaris 140 SVVEKAVAANDVSMMNPIAVYSLA- - -TQKLFFAILHM-NDVGLVIDLEPISSSSDSAMFSAGAVQSHKLAAKATSRLOSLPGGDICGLCDVVVEEVRELTGYDRVMAYKFHDDEHERYV 255
phy_Picea abies 152 AALQKAATFADMHLVNPIFVRCNR- - -SGKPFYAILNR- IDAGLVIDFEPVMPSDVPVS-AAGALQSYKLAAKAT SRLOSLPGGDIRLLCDTVVQEVRELTGYDRVMAYRFHEDEHE RV 266
phyN Pinus sylvestris O e e e L L e R e e e L L L L L L LD DDHERYT 7
phyC Arabidopsis thaliana 134 SALEKAVDFGEISILNPITLHCRS---SSKPFYAILHR-IEEGLVIDLEPVSPDEVPVT-AAGALRSYKLAAKSISRLOALPSGNMLLLCDALVKEVSELTGYDRVMVYKFHEDGHEEYT 248
phyC Nymphaea alba 1 PFYGILHR- IDVGLVIDLEPVNPTDVPVT-AAGALKSYKLAAKAT SRLOALPSGNIGLLCDVLVREVSELTGYDRVMAYKFHEDHHERYT 88
phyC Oryza sativa 138 VALQKAATFGDVNLLNPILVHART- - -SGKPFYAIMHR- IDVGLVIDLEPVNPVDLPVT-ATGAIKSYKLAARATARLQSLPSGNLSLLCDVLVREVSELTGYDRVMAYKFHEDEHEBYT 252
phyC Saururus_cernuus et et DLEPVNPSDVPVT - AAGALKSYKLAAKATSRLQSLPSGNISLLCDVLVREVSDLTGYDRVMAYKFHEDEHE BYV 73
phy3_Avena sativa 138 TALHKALGFADVSLLNPILVQCKT- - -SGKPFYAIVHR-ATGCLVVDFEPVKPTEFPAT -AAGALQSYKLAAKATSKIQSL CNTVVKEVFDLTGYDRVMAYKFHEDDHEE\YF 252
phyA Zea mais 140 TALQKALGFADVSLLNPILVQCKT- - -SGKPFYAIVHR- ATGCLVVDFEPVKPTEFPAT-AAGALQSYKLAAKATSKIQSL CNTVVKEVFDLTGYDRVMAYKFHEDEHE BUF 254
phyA Arabidopsis thaliana 139 SALQKALGFGDVSLLNPILVHCRT- - -SAKPFYAITHR-VTGSIIIDFEPVKPYEVPMT -AAGALQSYKLAAKATTRLOSLPSGSMERLCDTMVQEVFELTGYDRVMAYKFHEDDHE YV 253
phyA Solanum tuberosum 139 AALQKALGFGEVSLLNPVLVHCKN- - - SGKPFYAIVHR-VIGSLIIDFEPVKPYEVPMT - AAGALQSYKLAAKATTRLQSL CDTMVQEVFELTGYDRVMGYKFHDDDHE RV 253
phyA Petroselinum crispum 138 AALQKAVGFTDINLLNPILVHCKT- - -SGKPFYAIAHR-VTGSLIIDFEPVKPYEVPMT -AAGALQSYKLASKAVNRLQAL CDTMVQEVFELTGYDRVMAYKFHDDDHEE\YT 252
phyA Hernandia lychnifera L bt e e e D Tt DFEPVKPYEVPMT -AAGALQSYKLAAKATARLQSLSSGSMOKLVDTVVEEVYELTGYDRVMAYKFHDDDHE BT 73
phyB Arabidopsis_thaliana 173 ILLERAFVAREITLLNPVWIHSKN- - -TGKPFYAILHR- IDVGVVIDLEPARTEDPALS - IAGAVQSQKLAVRATISQLOALPGGDIKLLCDTVVESVRDLTGYDRVMVYKFHEDEHE BYV 287
phyD Arabidopsis thaliana 176 LLLERAFVAREITLLNPIWIHSNN- - -TGKPFYAILHR-VDVGILIDLEPARTEDPALS - IAGAVQSQKLAVRAISHLQSLPSGDIKLLCDTVVESVRDLTGYDRVMVYKFHEDEHERYV 290
phyB Ammophila arenaria B T e EPASTEDPAVS - IAGAVQSQKLAVRATSRLQALPGGDVNLLCDTVVEHVRELTGYDRVMVYKFHDDEHE BYL, 71
phyE_Ipomoea nil 134 ASLAKAVASREISLLNPIWVHSKI- - -NQKPFYAVLHR- IDVGIVIDLEPANSADPALL-LAGAVQSQKLAVRAISRLQOSLPGGDIGTLCDTVVEDVQKLTGYDRVMVYKFHDD! E(V 248
phyE Lycopersicon_esculentum 156 DSLAKVMASREISLLNPIWVHSRT- - -THKPFYAILHR- IDVGIVIDLEPANSSDPALL-LAGAVQSQKLAVRSISRLQSLPGGDIGVLCDTAVEDVQKLTGYDRVMVYKFHDDNHE BV 270
phyE Arabidopsis thaliana 138 ASLSKAASFTEISLLNPVLVHSRT- - -TQKPFYATILHR- IDAGIVMDLEPAKSGDPALT - LAGAVQSQKLAVRATSRLOSLPGGDIGALCDTVVEDVQRLTGYDRVMVYQFHEDDHE BV 252
CphA PCC7601 75  ERIKAGILEGNLDYINPTKIWVRKKGDEYVVFDAVFHRN- PEGLLILELEPAIS--QEN- - - - IPFLSFYHLARASINQLEKTTNLRDFCQI IVQEVRKVTGFDRVMLYKFDDDC I 187
CphA Anabaena PCC7120 75 ERIQSGLSSGNLEFINPTKIWIRKKGDDYAVFDAVFHRN-TEGFLILELEPAIT- - QEN- - - - IPFLSFYHLAKASINQLOKTANLRDFCQI IVQEVRKVTDFDRVMLYKFDDDC I 187
Cphl_Synechocystis PCC6803 75 DPIQSRLTAGQISSLNPSKLWARVMGDDFVIFDGVFHRN-SDGLLVCELEPAYT- - SDN- - - - LPFLGFYHMANAALNRLRQQANLRDF YDVIVEEVRRMTGFDRVMLYRFI I 187
CphB_PCC7601 84  DFFRNCLAQEDLTLVNPIELTIAV-GENARAFDGIIHR- - SDRLLILELEPVLH- -QKN- - - - YTFFNFYHLVKAALSKVQNASTLDELCQI IVKHVROMNGFDRVMI YRFDENW I 194
CphB_Anabaena PCC7120 77 SLLKDCLAQEDLQIINPLEFIIKS-HNESISFDVIAHR- - SNNLLILELEANLS- -DKT - - - -HSFFRFYHLVKLAMLKL( TTEISQILAQEVRKITGFDRVMVYRFDEQWI I 187
Bphl Agrobacterium tumefaciens 61  EANLPFIS--VL RYAWAEKKLI GTLVILEVEKAGVG- - ESA- - - -EK- - - LMGELTSLAKYLNSAPSLEDALFRTAQLVSSISGHDRTLIYDFGLDW: v 168
Bphl Pseudomonas_putida 75 HAHLTRLPEDEVFPFHIGDVRLRQGAPISALLHMLVHCH-DQVLIAEFEPPRLP- - ADL- - - -VGQGDYYPLVRSFVASLQVASSTEDLLQQTVLQLKRITGFGRVKA! 187
BphP_Deinococcus_radiodurans 80  EQWPALQAALPPGCPDALQYRATLDWPAAGHLSLTVHRV-GELLILEFEPTEAW- -DST-- - -GP---- - HALRNAMFALESAPNLRALAEVATQTVRELTGFDRVMLYKFAPDA' 187
Bph Pseudomonas_fluorescens 76 AQVREALQQAALSDAPPLHFRLNG- - - - - TAFEGLLHRH-QDVLILELEIHVEN- - FQP - - - - RN\VAGTETHLGRMLARLQKAQSLQALYDISVKEIQAMTGYDRVLIYRFEE! 183
Bph Pseudomonas_syringae 89 EVIRSTSANDSLVDVPRLLMSVEG- -VEFEALLHRS - QEALVLELEIQDKA- -AQA- - - - ISYSERT RQLHAAADLQTLYEVSVREIQRMTGYDRVLIYRFEEE 196
Ppr_1 irillum c 219 AALRDWLPI - -GEMARG- -RRIDIRAHRS - GGCVVLDLEPLTAR- -PGE- - - -APVCSLLAAVEADVAVIRQASSLTGLAQAC LTGFERAIVYRFDADWHEET 324
Bph2_Agrobacterium tumefaciens 72 HDLRNALTVTGRTTRPAMLPAMETS - -DGRSFDISLHRY -KSTTIIEFEPSGS- - - -DA- - - -QP- - - - LGTARKMVDRIREADSVESLISRTTRLVKATLGYDRVMI YRFQEDCG v 176
Bph2_Pseudomonas_putida 71  HTLRNALARTRDASRPALSFGVTLP- -NGAAVDIAAHLY-KGTAILEFEPAGAS---IA-- - IELARTLIAQLREIDQTHKLFRDAARFVRAVL.GYDRVMI YQLGAD( v 176
Rhizobium leguminosarum 72 HAIRNKLTTLRGSDVVERIFGIALTP-DQNSFDLAVHLN - EGQVITEGERCQED- - RHD- - DHTETL F JARALTGFDRVMVYRFI 179
BrBph Bradyrhizobium sp. 76  QILPHLNGPLHLAPMTLRCTVGSP- - - - PRRVDCTVHRPSNGGLIVELEPATKT- - TNV- - - -AP- - - - - -, ALDGAFHRIT! LIGLCDETATIFREITGYDRVMVYRF 179
Bphy Pseudomonas_aerugines 65 GPEVLRMLEEGLTGNGPWSNSVETR - - IGEHLFDVIGHSYKEVFYLEFEIRTADTLSIT---~---~~- SFTLNAQRIIAQVQLHNDTASLLSNVIDELRRMIGYDRVMAYRFRHDDSERYV 174
Clustal Consensus ]

L WO we o ae e y _
phy0_Ceratodon_purpureum 250 [¥:IRRM-DLER} IABCCASPVKIIIQ- -DPDIKQPVSLAG: TLEAPHGCE AQ A 357
phyl Physcomitrella patens 252 [N:IRRA-DLEP} IT PVK) IQ- -DPTLRQPVSLAG:-TLI:SPHGC: AQ A 359
phyl Selaginella martensii 255 2 TRRS -DLEP} IOsC PVKRITQ- -DKELRQPISLAG:T! PHGC: AQ) A J 366
phy2 Adiantum capillus_veneris 272 2IRRS-DLEP} IO CRALPVRYIQ- -DKELRQPLSLAG: TLEAPHGC; SQ A 381
phy Mesotaenium caldariorum 255 2IRRS-DLEP) IICHC PVK)Y IQ- -DPTMKHPISLAG: TLIGVHGC: AQN4!A A 367
phy Mougeotia scalaris 256 IY>IRRS-DLEP) MIC TSPQVK),VQ- -DSRIPQEMSL VHG > A 363
phy Picea abies 267 RRP-DLEP) IO CCAPPVN) IQ- -DKRLRQPLSLCG: TLiAPHGC: AQ4 /A A 378
phyN Pinus sylvestris 8 MRRY - DLEP} IC»CYAQPVAYIQ- -DERLPRDLSFCG: TL##APHGC: AQ) A 118
phyC Arabidopsis thaliana 249 IN:CCRE-DMEP} MICCSAVPVK),VQ- -DKSLSQPISLSG:T: PHGC: AQ) A 357
phyC_Nymphaea_alba 89  IN:CKKP-DLEP} MIC SVEY,IQ- - DKQLEAAVELCG: TLiz SPHGC: AQ) A 197
phyC Oryza sativa 253  [N:CKRS-DLEP} MIC VKNIQ- -DDSLTQPISICG: TLAPHGC: AQ A 364
phyC Saururus_cernuus 74 CKRA -DLEP} MICsCLAQPVKY IQ--DKRLAQPLSLAG: TLSAPHGC: AQN A A 180
phy3_Avena sativa 253 2 ITKP-GLEP} MICsCRARSIK\YIE--AEALPFDISLCG:-ALEAPHSC: LO: A 366
phyA Zea mais 255 IN2ITKP-GIER) MICHC IE--DEALSIDISLCG:TLIZAPHSC: LK A VW 368
phyA Arabidopsis thaliana 254 7VTKP-GLEP} MT NAKHARYLQ- -DEKLSFDLTLCG: TLLAPHSC): LO: A [VVNEEDGE - -GDAPDATT - - QPQKRKI 366
phyA Solanum tuberosum 254  |[2ITKP-GLEP} MICKC VQ- -DEKLPFDLTLCG:TLEAPHYC: LO) A VVNDGDEE- - GESSDSS- - -QSQKRKRIW 365
phyA Petroselinum crispum 253  LYsVTKP-GLEP) AAMICECRANSAPYLQ- -DEKLPFELTLCG: TLLAPHSC: LO: A 363
phyA Hernandia lychnifera 74 2 TKKP-DLEP} MICHCNMKPVK), YL - -DEKLTYDLTLCG:TLizAPHSC: LQY4 A A J 188
phyB Arabidopsis thaliana 288 [y2SKRD-DLEP} MIVisCNATPVI4|VQ- -DDRLTQSMCLVG: TLiAPHGC: SQV4.A 1 AMEYY TINGNE - - - - - J 397
phyD Arabidopsis thaliana 291 FY3SKRN-DLEP) {MIVILCYASPVR\|VQ- -DDRLTQFICLVG: TLEAPHGC:; AQ P AMEYY TINGNE - - - - - 401
phyB Ammophila arenaria 72 Y2SRRA -DLEP} MIABCHAAPVRYIQ--DPAMPQPLCLVG:T 183
phyE Ipomoea nil 249 2IRRS-DLEP} MICsCNAQPVKY/LQ- -CEELKQPLCLVN:TL 347
phyE Lycopersicon esculentum 271 2 TRRS -DLEP} MICBCNAQPVK),VQ- - SEELKQPICLVN:-T 369
phyE Arabidopsis thaliana 253 2IRRS-DLEP} MIC VK)|VQ- -SEELKRPLCLVN:TI 351
CphA PCC7601 188 [LN:EKLD-SMEP} LI VQULPINHPQSQQPIDLTN=IL 284
CphA Anabaena PCC7120 188 IN:EKLD-SLEP} VIPNAQAQAIQ'IPALNPVSDRPVDLTN: IL 284
Cphl Synechocystis PCC6803 188 [:5:DKRD-DMEP} VIPRVYGVAVPUETPAVNPSTNRAVDLTE: IL 284
CphB_PCC7601 195 [¥:DKSA-HLSP} LIP»VDYQPVA/LPHHNPVTNQPTDLSH: VLI 291
CphB_Anabaena PCC7120 188 KPE-YLT: LIPBAKYQPVPHVPINNPLNDQPLDLSR: VLI 284
Bphl Agrobacterium tumefaciens 169 \GSG-ALP; MIPVDYKPV TGAVLDMSF-QL) 265
Bphl Pseudomonas_putida 188 'VDP-GYP. VIESANYQP; LPATNPRTGKPLDMSF/;AL 284
BphP Deinococcus radiodurans 188 RRE-GLH. LTA» TRAAAVPDPVLNPQTNAPTPLGG:'VL 284
Bph Pseudomonas_fluorescens 184 FN5ASDP-SME ITPNADY( 'PKLRPDTQTPLDLSF}; TL{ 280
Bph Pseudomonas_syringae 197 I§2ASAP-AMEL IIP»ANYTPVPI VPQLRPDTQQQLDL T! 293
Ppr_Rhodospirillum centenum 325 FsDKVEDWPQ: HVP RDYVPVP\/H- - -RIEGTEPLDL 419
Bph2_Agrobacterium tumefaciens 177 2AKQP-ELE: IISPASGTRIPYLPAVDV-SGEPLDL HI 272
Bph2 Pseudomonas putida 177 IN2SKRS-DLE: VISPAQFNTVAUNPVLDP-SGEPLDL L 272
Rhizobium leguminosarum 180 FYAARA-GIG: ITAPVDAVP LPPLDE-HGQPLDLSM-VL{ 275
BrBph Bradyrhizobium sp. 180 2RRRP - DLE: LLVI VNYTPVPEQPRISPT NGRDLDMSL:CL 276
Bphy Pseudomonas_aerugines 175 FY>SRRE-DLE: LIA lVAYTPMwFPALNPEmESFDLb v 271
Clustal Consensus 3 I H H s 3 * 30

Abbildung 5.2.2: Alignment zu Abb. 3.1.1 Teil 2 (Chromophorbindestelle)
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5.2 Alignment

Anhang

phy0_Ceratodon purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus_veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa

phyC Saururus cernuus
phy3_Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria

phyE _Ipomoea nil

phyE Lycopersicon esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
CphA PCC7601

CphA Anabaena PCC7120
Cphl_Synechocystis_ PCC6803
CphB_PCC7601
CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas_putida

BphP Deinococcus radiodurans
Bph Pseudomonas_fluorescens
Bph Pseudomonas_syringae
Ppr_Rhodospirillum centenum
Bph2_Agrobacterium tumefaciens
Bph2 Pseudomonas putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas_aerugines
Clustal Consensus

phy0 Ceratodon purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa
phyC_Saururus_cernuus

phy3 Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria

phyE Ipomoea nil

phyE Lycopersicon_esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
CphA PCC7601

CphA Anabaena PCC7120

Cphl Synechocystis PCC6803
CphB_PCC7601
CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas putida
BphP_Deinococcus_radiodurans
Bph _Pseudomonas_fluorescens
Bph Pseudomonas_syringae

Ppr Rhodospirillum centenum
Bph2 Agrobacterium tumefaciens
Bph2_Pseudomonas_putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas aerugines
Clustal Consensus
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398
382
398
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534
387
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390
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520 530

SACEFLGQMT:

vV TSPRTVPFP! ACEFLMQVFGMQYNMEVELAAQLREKHI LRTQTLLCDMLLR:
vV TSPRTVPFP! ACGFLMQVFGLQNMEVESAAQLREKHI LRTQTLLCDMLLR:
TSPRSVPF - LIISACEFLMQVFGL TLRTQTLLCDMLLR.
vV TTPRAVPF ACEFLMQVFGLQNMELELAAQMREKHI LRTQTLLCDMLLR:
VVCH: SSPRYVPFPLI}SACEFLMQVFGLQPNMEVELS SQLREKHT LRTQTLLCDMLLR.
IV STPRHIPFPIINSACEFLMQVFGLQNMEVELAAQHREKHI LRTQTLLCDMLLR:
VV TSPRVIPFPLIIYACEFLMQVFGIQ /NKEVELAAQLREKHILRVQPVLCDMLLR:
vV TSPRYVPFPLIYACEFLMQVFGIQ/NKEVELAAQTREKQILRTQTLLCDMLLR
'CH VPFPLIIYACEFLTQVFGVQUNKEAESAVLLKEKRI LQTQSVLCDMLFR.
VI TSPRFIPFPLIIYACEFLIQVFAVQNKEVELAAQLREKHI LRTQTVLCDMLLR. -DAPVGIVTPSPNVMDLVKCD|
MV TSPRFVPFPLIYACEFLLQVFGIQUNKEVELAAQAKERHI LRTQTLLCDMLLR -DAPVGIFTQSPNVMDLVKCD
VVCH: TSPRFIPFPLI} YACEFLIQVFATQ? SKEVELAAQMREKHT LRMQTVLCDMLLR- - - - - -] DAPMGIMTQSPNVMDLVKCD,
LVCH VPFPLIXYACEFLAC .EKQLREKNILKMQTMLSDMLFRE - -ASPLTIVSGTPNIMDLVKCD
IV ESPRYVPFPLIIYACEFLAQVFAVHNKEFELEKQT REKNI LRMQTMLSDMLFKE - -SSPLSIVSGSPNIMDLVKCD
vV TTPRFVPFPLIYACEFLAQVFATHNKEVELDNQMVEKNI LRTQTLLCDMLMR- - - - - - DAPLGIVSQSPNIMDLVKCD
'SHYTTPRFAPFPLIIYACEFLAQVFAILYNKELELENQFLEKNI LRTQTLLCDMLMR. -DAPLGIVSQSPNIMDLIKCD
vV TSPRFVPFPLIYACEFLAQVFATIHY SKELELENQIVEKNILRTQTLLCDLLMR -DAPLGIVSQSPNMMDLVKCD
VVCH: TTPRFVPFPLI} YACEFLMQVVATH/NKEFELENQTQEKNI LRTQTLLCDMLLR- - - - - -] DAPLGIVTQSPNIMDLVKCD,
VV TSSRCIPFPLI{YACEFLMQAFGLQ INMELQLALQMSEKRVLRTQTLLCDMLLR: -DSPAGIVTQSPSIMDLVKCD
'CH; TSARCIPFPLIXYACEFLMQAF GLQNMELQLALQVSEKRVLRMQTLLCDMLLR- -DSPAGIVTQRPSIMDLVKCN
VVCH: TSPRCIPFPLI} YACEFLMQAFGLQNMELQLAHQLSEKHT LRTQTLLCDMLLR - - - - - -] DSPTGIVTQSPSIMDLVKCD,
vV TSPRYVPFPLIXYACEFLMQAFSLQI YMELQLASQLAEKKILQTQTLLCDMLLR: -DAPFGIVTQTPSIMDLVRCD
TVCH: TSPRYVPFPLI} YACEFFTQAFGLQ) LOLASQLAEKKTLOMQTLLCDMLLR. -DVPFGVVTQSPSIMDLVKCD
VvV (CSPRYVPFPLIIYACEFLMQAFGLQ *OMELQLASQLAEKKAMRTQTLLCDMLLR - - - - - -] DTVSAIVTQSPGIMDLVKCD
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SACEFLGQMTSLE
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RTPLYVSHEL!
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LEVSRQREEKLEALALLNQAMIDSPQNVFDGLAN- - -QPQVLMALANAG
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AALESFAQSQSELVVRRLEQRLVEAVSRD-GEWQAALFD- - -GSQSLLQPLGAS|
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AALYYGKRFWLLGTTPTENQIKD
AALYYGKPFWLLGTTPTESQIKD
AALYYGKRFWLLGITPSEAQTKD
AALYYGKNFWLLGTTPIEAQIKD
AALFYHGRAWLLGVTPSEAQVRD
AALLFGGRCWLLGISPTQEQVKD
AALLYGKRLWLLGTTPTEAQTLD
AALYYERNFWLLGVTPTEAQIQD
AALYYRDNLWSLGVTPTETQIRD
AALYYGKQFWLLGTTPTETQVRD
AALYYONQLWVLGSTPSEAEIKN
AALYYRYQCCLLGTTPTENQIRD
AALLYGGKVWRLRNAPTESQTHD
AALLYGDKVWRLQTAPTESQTRD
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AALLYKNKTHRLGMNPSDFQLHD
AALLYKNKVYRLGATPSDYQLRD
AALLYGNKIWKLGTTPTELQTRD
AAFLYHGKYYPLGVAPSEVQIKD
AAFLYQGKYYPLGVTPTDSQIND
AALYYHGKYYPLGITPTEAQTKD
AALYYNGKCWLLGVTPTETQVKD
AALYCGGKCWLLGVTPTEAQVKD
AALYYKGKCWLVGVTPNESQVKD
AAVCFGDRCTVIGQTPKEEDLNF)
AAVCFGDHCTLIGETPKAEDLVF|
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LILRFEGRWQTLGEVPPAPAVDA)
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SLWLSEYHM
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TEWLTVCHG
AEWLLHNHG
AQWLLVAHK
VNWLVENHG
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FVQWLKNN- -
LQWLENR- -
INWLSQH- -
'VEWMSQN- -
I TLWLGER- -
FVHWLGQR- -
LAWLETQ- -
HKWLQE - - -
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'MAAAKITT - -RD:! I -
MAAARITS- -KD!
'MAAARITE- -ND:!
TAAARITS- -KD! ERI TG
IAAVRINS- -KD! T
MAAVYISE--KD! T
MAAVKITY - -RD!
MAAIKISS--KD! T
MAATRITS- -KD!
MAVAKINS - -KD. T
MAVAKITS- -KD! H----- DPSDKDDN- -
MAAVRISS - -KDN I - -DPDDRDDA - - -RRMHPY:!
MAAVRISD- -KDW/F -EPGEKDDG - - - RKMHPY!
MAVVKITS - -HDN A----- EPDENHDG - - -RKMHP)
MAAVTITP- -KD!
MAVAYITK- -RD!
MAVACITK- -RD! T
VAVAYITP--SD
MATARITS- -KD! T
MATARITS- -KD!
'VAAAEFSS--KD

-DPDDKDDG - - - RKMHPY!
-DPEDRDDG- - -RKMHP!
-GRMHPY,
-DGGSEEDG- - - SRMHB}3 !
-DPNDKDDG - - -RRMHPY!
————— DLQERDDG - - -KKMHP}
-DPNDRDG- - - -KRMHP!
-DTVDKDAG- - -KRMHP)
————— EPIDADDNG- -RKMHP)

JEPGDRI

-TQEEVFHTNCLSELL

-VREEVFYTDSLPRIYPDAEKFKNVASELLAIPISK - -RNY\LWFPEVI(
----VEEEVFYTDSLPQVYPDAERYKNVASEeLLAIPISQ- -RNY)/LWF)3PEVIQT\/NWGEDPN- - - - - QPFEVNKLDGNVRLCPiK
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5.2 Alignment

Anhang

phy0_Ceratodon purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus_veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa

phyC Saururus cernuus
phy3_Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria

phyE _Ipomoea nil

phyE Lycopersicon esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
CphA PCC7601

CphA Anabaena PCC7120
Cphl_Synechocystis PCC6803
CphB_PCC7601
CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas_putida

BphP Deinococcus radiodurans
Bph Pseudomonas_fluorescens
Bph Pseudomonas_syringae
Ppr_Rhodospirillum centenum
Bph2_ Agrobacterium tumefaciens
Bph2 Pseudomonas putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas_aerugines
Clustal Consensus

phy0_Ceratodon_ purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus_veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa

phyC Saururus cernuus
phy3_Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria

phyE Ipomoea nil

phyE Lycopersicon esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
CphA PCC7601

CphA Anabaena PCC7120

Cphl Synechocystis PCC6803
CphB_PCC7601
CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas_putida

BphP Deinococcus radiodurans
Bph Pseudomonas_fluorescens
Bph Pseudomonas_syringae
Ppr_Rhodospirillum centenum
Bph2 Agrobacterium tumefaciens
Bph2_Pseudomonas_putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas_aerugines
Clustal Consensus
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IRLKTWG- -MQQG-KGPVILMVNACASRDVSEKVVGVCFVAQDVTGEK IVQDKFTRIQGDY TTIVRSHNSLIPPIFGSDESGFC GVKREEAIGKMLTRELFG- --GILR 804
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Abbildung 5.2.4: Alignment zu Abb. 3.1.1 Teil 4
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5.2 Alignment

Anhang

phy0_Ceratodon purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus_veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa

phyC Saururus cernuus
phy3_Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria

phyE Ipomoea nil

phyE Lycopersicon esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
CphA PCC7601

CphA Anabaena PCC7120
Cphl_Synechocystis_PCC6803
CphB_PCC7601
CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas_putida

BphP Deinococcus radiodurans
Bph Pseudomonas_fluorescens
Bph Pseudomonas_syringae
Ppr_Rhodospirillum centenum
Bph2_Agrobacterium tumefaciens
Bph2 Pseudomonas putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas_aerugines
Clustal Consensus

phy0 Ceratodon purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis_thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa
phyC_Saururus_cernuus

phy3 Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis_thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria
phyE Ipomoea nil

phyE Lycopersicon_esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
Cpha PCC7601

CphA Anabaena PCC7120
Cphl_Synechocystis PCC6803
CphB_PCC7601

CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas putida
BphP_Deinococcus_radiodurans
Bph Pseudomonas fluorescens
Bph_Pseudomonas_syringae

Ppr Rhodospirillum centenum
Bph2 Agrobacterium tumefaciens
Bph2_Pseudomonas_putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph_Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas aerugines
Clustal Consensus
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QKQLLETSEACEKQILSVIDNMDFGGIEDG- -KVQLNMEEFVLGNVVDAIVSQVMIFLKEKNLQLLHDIPDQIKTLPLYGDQIKLQRVLSDFLLSVVHHAPSP -DGWVEIKVLPGLKL-I 1043
QRQFLETSDACEKQITTIIESTDLKSIEEG- -KLQLETEEFRLENILDTIISQVMIILRERNSQLRVEVAEEIKTLPLNGDRVKLQLILADLLRNIVNHAPFP-NSWVGISISPGQEL-S 1020
LTEVETPLNRSLSNLRGRIHETGAMITHD- - - PLPTVMAD- - STQLMQLFQNLTANATKFRSEQPPKIHIGAERLED - 673
LTEVEKALDKALGNLRQRIAETGANITHD- - - PLPTVMAG- - STQLMQLFONLIANAIKFRSEEAPQIHIGAERLED - 673
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PTDLNDLVQRVIDVLSARIQETGATIRIPR--PLPTIMCD--RVQVSATFTNLIANGIKYNDKPEIWVEIGYLE---~--~ 679
DTDLNEIVHRILDMLSGRIEETGVEIRILQ- - LLPVVYCD--RIQIGEVFSNLIANSIKYNDKANKWIEIGYIDNPPL--- 676
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- PTPLGRVVDDVLODLEPRIADTGASIEVAP- - ELPVIAAD- -AGLLRDLLLHLIGNALTFGGPEPRIAVRTERQGAG- --- 673
-------------------------------------- QKLDVAQMFEEAQSLLAPLALDKDISISFEA-DPDLSIHAD- - PERLFQVLSNLVGNATKFTPRLGTVDVYAKSVGDD- --~ 672
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Q- - -LHVRWDVNENRDCEISWRETLLTTLP: TALISRSIPYDLGG-RSTIRYLPNGLEAEILLPF FETKTEAETLPQPRRYNRE--E 730
K- - -LSVSWATIDASNACAI TV TVLIDRSIPFDLGG-TSAVEYHPEGLQGFFRIPAKHLSVAEAAETALPATPLARANGAFAAR--S 730
T- - -VQLRWHRDDEGNLRIGWREKDGPPVVEPKRHGFGSTIIRRSIPYDLGG-KAEVRYVEDGLEADFSIPARHVVGPTSERSNPLPVGATGRKTIPDDQPLS 737
GATPQRPLMVRADPVIAPHDRVLGFVLIFS--DLTERKTAEAARARFQEEIDGARRPSLRLDQSASLIYKELAASTVEN--~- 677
PVDTDVSQLVRQIVCETDVAYPGLVIEIAIDP---- - QVRAVVDPDRYAQVAANLLSNARHHGLPGRPVLVTLTRQGDE---- 646

Abbildung 5.2.5: Alignment zu Abb. 3.1.1 Teil 5
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5.2 Alignment

Anhang

phy0 Ceratodon purpureum
phyl Physcomitrella patens
phyl Selaginella martensii
phy2 Adiantum capillus veneris
phy Mesotaenium caldariorum
phy Mougeotia scalaris

phy Picea abies

phyN Pinus sylvestris

phyC Arabidopsis thaliana
phyC Nymphaea alba

phyC Oryza sativa
phyC_Saururus_cernuus

phy3 Avena sativa

phyA Zea mais

phyA Arabidopsis thaliana
phyA Solanum tuberosum

phyA Petroselinum crispum
phyA Hernandia lychnifera
phyB Arabidopsis thaliana
phyD Arabidopsis thaliana
phyB Ammophila arenaria

phyE _Ipomoea nil

phyE Lycopersicon esculentum
phyE Arabidopsis thaliana
CphA PCC7601

CphA Anabaena PCC7120

Cphl Synechocystis PCC6803
CphB_PCC7601
CphB_Anabaena PCC7120

Bphl Agrobacterium tumefaciens
Bphl Pseudomonas_putida

BphP Deinococcus radiodurans
Bph Pseudomonas_fluorescens
Bph Pseudomonas_syringae

Ppr Rhodospirillum centenum
Bph2_Agrobacterium tumefaciens
Bph2 Pseudomonas putida
Rhizobium leguminosarum
BrBph Bradyrhizobium sp.
Bphy Pseudomonas aerugines
Clustal Consensus
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PLKVLLVEDQMLIAMDVENMLEDNGIKAIETATSSAMAIEK - LKTYLPDVAILDINLGSDTSIPVARELHRRGIPFLFATGYADGSMVPDEFGAVPV: IRKPYDEDALMAGIGVLVGDTEN
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GLNVLLVENNLIIAMDGEDILR-RLGADVATAPSVTEAMEI - LAGQSFDLALLDVNLGDETSFGIADRLAADGVPFVFATGYGEGIAQANSHSDAPVLQKPYTMEGVTDILARVPLPRRE

Abbildung 5.2.6: Alignment zu Abb. 3.1.1 Teil 6

Es wurde ClustalX Programmversion 1.8 in den Standardeinstellungen fiir das Alignment

verwendet (Ref. '¥7, 1%, 1), Der Schattierungsgrenzwert dieses Alignments wurde auf 100%

gesetzt, d.h. es sind nur diejenigen Aminosduren farbig hinterlegt, die in allen Sequenzen

homolog bzw. identisch sind. Ahnliche Aminosiuren sind mit einem Punkt, stirker

konservierte mit einem Doppelpunkt und identische mit einem Sternchen in der Clustal

Konsensus Sequenz markiert.
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5.2 Alignment

Anhang

5.2.1 Accesion Nummern der verwendeten Proteinsequenzen

Proteinsequenz, j::::g’;: Proteinsequenz, j;‘:::s;ont
Ceratodon purpureum phy0Q AABG67863 | Physcomitrella patens phyl P36505
Selaginella martensii phyl Q01549 | Adiantum capillus veneris phy2 BAA33775
Mesotaenium caldariorum phylb U31284  Mougeotia scalaris phy P33529
Picea abies phy Q40762 | Pinus sylvestris phyN CACI11136
Arabidopsis thaliana phyC P14714 | Nymphea alba phyC AAF26345
Oryza sativa phyC AAF66603 | Saurus cernuus phyC AAF26353
Avena sativa phyA (3) P06593 | Zea mais phyA P19862
Arabidopsis thaliana phyA P14712 | Solanum tuberosum phyA P30733
Petroselinum crispum phyA P55141 | Hernandia lychnifera phyA AAF26332
Arabidopsis thaliana phyB P14713 | Arabidopsis thaliana phyD P42497
Ammophila arenaria phyB AADA41277 | Ipomoea nil phyE P55004
Lycopersicon esculentum phyE AAF25812 | Arabidopsis thaliana phyE P42498
Calothrix PCC7601 CphA AAL76159  Anabaena PCC7120 CphA QILCC2
Synechocystis PCC6803 Cphl Q55168 | Calothrix PCC7601 CphB AAL76161
Anabaena PCC7120 CphA QI9R6X3 | Agrobacterium tumefaciens Bphl AAL42985
Pseudomonas putida Bphl AALS0632 | Deinococcus radiodurans Bphl QI9RZA4
Pseudomonas fluorescens Bph AALS0631 | Pseudomonas syringae Bph AAL50634
Rhodospirillum centenum Pph AF064527 = Agrobacterium tumefaciens Bph2 ~ NP 355125
Pseudomonas putida Bph2 AAL50633 | Rhizobium leguminosarum Bph CAC95194
Bradyrhizobium ORS278 BrbphP AALG68700 Pseudomonas aeruginosa Bphy Q9HWR3

Tabelle 5.2.14 Swissprot Accession # der verwendeten Proteinsequenzen in der Reihenfolge
des Alignments (von links nach rechts, zeilenweise zu lesen).
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5.3 Primersequenzen

Anhang

5.3 Primersequenzen

5.3.1 Sequenzierungsprimer

176

Name Sequenz 5" -> 3’ #mer oBQ#
Sequenzierungen von CphA
phyC seq 1 ggt aga gtg ata ttt aca g 19 oBQ15
phyC seq 2 ggt gtt tgg tga tga caa gc 20 0BQ20
phyC seq 3 ggt ggt aat ccc aat gaa gcg 21 oBQ23
phyC seq 4 gcg ctt aga tat ggg aat cg 20 oBQ18
phyC seq 5 cce atg acc cct tac caa c 19 oBQ16
phyC seq 6 cat caa tca ggg ttt gca tc 20 oBQ21
phyC seq 7 gca ttt tcg tca tect ttce ag 20 oBQ19
phyC seq 8 gct aga ccc ata cct gta cc 20 oBQ22
Sequenzierungen von RcpA
crep seq 1 agg tca gga cgt gag gcg 18 oBQ14
crcp1 seq 2 agt cgt gct ctc cac ctc c¢ 19 oBQ17
Sequenzierungen von CphB(m)
phyL seq 1 atc gtc tgc tga tac tgg 18 oBQ37
phyL seq 2 tag ata atg cgg ctt tca c 19 oBQ38
phylL seq 3 tcc ccc acc aca acc 15 oBQ39
phyL seq 4 taa cgg cga aac gct gc 17 0BQ40
phyL seq 5 tgg atc ggc caa gaa gg 17 oBQ41
phyL seq 6 aag gtt tgg tac tcg ccg 18 oBQ42
phyL seq 7 agt tta cgg ctg tca ccc 18 oBQ43
phyL seq 8 ggt aga gat tgt cgc tgc 18 oBQ44
phyL seq 9 ctg tgg cac tcc tct cgc 18 oBQ45
phyL seq 10 aac tcg ctg cac taa atc g 19 oBQ46
phyL seq 11 cta cat ggc cct acg c 16 oBQ47
Sequenzierungen von RcpB
Ircp seq 1 atc gct gta tca cgg gc 17 0oBQ50
Ircp seq 2 ttt ctt gca aga ctt ccc 18 oBQ51

Tabelle 5.3.14 Zur Sequenzierung verwendete Primer.



5.3 Primersequenzen Anhang

5.3.2 Mutationsprimer

oBQ # Mutation Sequenz 5' ->3' fett = Punktmutation bp
100 F178A GAT AGA GTA ATG CTC TAT AAA GCT GAT GAT GAT GGG CAT GGC TC 44
101 F178A GAG CCA TGC CCA TCA TCA TCA GCT TTA TAG AGC ATT ACT CTA TC 44
102 D179A GAG TAA TGC TCT ATA AAT TTG CTG ATG ATG GGC ATG GCT CAG TC 44
103 D179A GAC TGA GCC ATG CCC ATC ATC AGC AAA TTT ATA GAG CAT TAC TC 44
104 D180A GCT CTA TAA ATT TGA TGC TGA TGG GCA TGG CTC AGT C 37
105 D180A GAC TGA GCC ATG CCC ATC AGC ATC AAA TTT ATA GAG C 37
106 E189Q CAT GGC TCA GTC ATA GCT CAA GAA AAG CTA GAC AGC ATG 39
107 E189Q CAT GCT GTC TAG CTT TTC TTG AGC TAT GAC TGA GCC ATG 39
108 D207N GTT TAC ATT ACC CAG AGT CAA ATA TTC CTA AAC CAG CAA GAA AG 44
109 D207N CTT TCT TGC TGG TTT AGG AAT ATT TGA CTC TGG GTA ATG TAA AC 44
110 P209A  CAT TAC CCA GAG TCA AAT ATT GCT ARA CCA GCA AGA AAG C 40
111 P209A GCT TTC TTG CTG GTT TAG CAA TAT TTG ACT CTG GGT AAT G 40
112 R213I GAT ATT CCT AAA CCA GCA ATC AAG CTA TTT GCT TCT AAC TTC 42
113 R213I GAA GTT AGA AGC AAA TAG CTT GAT TGC TGG TTT AGG AAT ATC 42
114 L248PQR GCA AAG TCA ACA ACC AAT TGA TCV ACT AAC TCA ATT TTG AGA ACC 45
115 L248PQR GGT TCT CAA AAT TGA GTT AGT BGA TCA ATT GGT TGT TGA CTT TGC 45
116 S251PA CAA CCA ATT GAT TTA ACT AAC SCA ATT TTG AGA ACC GCA GCA 42
117 S251PA TGC TGC GGT TCT CAA AAT TGS GTT AGT TAA ATC AAT TGG TTG 42
118 L253PQR CAA TTG ATT TAA CTA ACT CAA TTC VGA GAA CCG CAG CAA ATT GC 44
119 L253PQR GCA ATT TGC TGC GGT TCT CBG AAT TGA GTT AGT TAA ATC AAT TG 44
120 R254TI GAT TTA ACT AAC TCA ATT TTG AYA ACC GCA GCA AAT TGC C 40
121 R254TI GGC AAT TTG CTG CGG TTR TCA AAA TTG AGT TAG TTA AAT C 40
122 Y263HQD CAG CAA ATT GCC ATT TAG AGV ATT TAC ACA ACA TGG GTA G 40
123 Y263HQD CTA CCC ATG TTG TGT AAA TBC TCT AAA TGG CAA TTT GCT G 40
124 N266VADG CCA TTT AGA GTA TTT ACA CGN CAT GGG TGT AGG TGC TTC 39
125 N266VADG GAA GCA CCT ACA CCC ATG NCG TGT AAA TAC TCT AAA TGG 39
126 M267LR CAT TTA GAG TAT TTA CAC AAC CKG GGT GTA GGT GCT TCT 39
127 M267LR AGA AGC ACC TAC ACC CMG GTT GTG TAA ATA CTC TAA ATG 39
128 S272PA CAA CAT GGG TGT AGG TGC TSC TTT AAC TAT TTC CTT G 37
129 S272PA CAA GGA AAT AGT TAA AGS AGC ACC TAC ACC CAT GTT G 37
130 W284RG CTT GAT TAA AGA TGG CAA ACT TSG GGG ATT AAT TGC TTG TC 41
131 W284RG GAC AAG CAA TTA ATC CCC SAA GTT TGC CAT CTT TAA TCA AG 41
132 G285VE GAT TAA AGA TGG CAA ACT TTG GGW ATT AAT TGC TTG TCA TCA C 43
133 G285VE GTG ATG ACA AGC AAT TAA TWC CCA AAG TTT GCC ATC TTT AAT C 43
134 C289SA CTT TGG GGA TTA ATT GCT KCT CAT CAC CAA ACA CCG 36
135 C289SA CGG TGT TTG GTG ATG AGM AGC AAT TAA TCC CCA AAG 36
136 H290RL GGG GAT TAA TTG CTT GTC KTC ACC AAA CAC CGA AAT ATG 39
137 H290RL CAT ATT TCG GTG TTT GGT GAM GAC AAG CAA TTA ATC CCC 39
142 H260LPR GAG AAC CGC AGC AAA TTG CCB TTT AGA GTA TTT ACA CAA CAT G 43
143 H260LPR CAT GTT GTG TAA ATA CTC TAA AVG GCA ATT TGC TGC GGT TCT C 43
CphB(m)
138 L->C GTA CTC CGC AGC GTT TCG CCG TGT CAC ATT GAA TAT TTG CAC 42
139 L->C GTG CAA ATA TTC AAT GTG ACA CGG CGA AAC GCT GCG GAG TAC 42
140 SPL -> ANC CAC TCG GTA CTC CGC AGC GTT GCG AAC TGT CAC ATT GAA TAT TTG CAC AAT ATG G 55
141 SPL -> ANC CCA TAT TGT GCA AAT ATT CAA TGT GAC AGT TCG CAA CGC TGC GGA GTA CCG AGT G 55
144 H->L,P,R GGT ACT CCG CAG CGT TTC GCC GTT ACB CAT TGA ATA TTT GCA CAA TAT GG 50
145 H->L,P,R CCA TAT TGT GCA AAT ATT CAA TGV GTA ACG GCG AAA CGC TGC GGA GTA CC 50
144-2 H->T,A CAC TCG GTA CTC CGC AGC GTT TCG CCG TTA RCC ATT GAA TAT TTG CAC AAT ATG G 55
145-2 H->T,A CCA TAT TGT GCA AAT ATT CAA TGG YTA ACG GCG AAA CGC TGC GGA GTA CCG AGT G 55
CphA wdh
114-2 L248PQR GCA AAG TCA ACA ACC AAT TGA TCV AAC TAA CTC AAT TTT GAG AAC C 46
115-2 L248PQR GGT TCT CAA AAT TGA GTT AGT TBG ATC AAT TGG TTG TTG ACT TTG C 46
122-2 Y263HQD CGC AGC AAA TTG CCA TTT AGA GVA TTT ACA CAA CAT GGG TGT AG 44
123-2 Y263HQD CTA CAC CCA TGT TGT GTA AAT BCT CTA AAT GGC AAT TTG CTG CG 44
CphBm wdh
138-2 L->C CAC CTG GTA CTC CGC AGC GTT TCG CCG TGT CAC ATT GAA TAT TTG CAC AAT ATG G 55

Tabelle 5.3.2A Zur SDM eingesetzte Primer. Die Abweichung von der Wildtypsequenz ist in fett angegeben. Zur
erfolgreichen Mutation wurden, wenn vorhanden, die Primer aus den Serien Wdh gewdhlt. Wobble-Basen nach IUPAC.
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5.4 Peakliste des Proteinverdaus von CphB(cy)

Anhang

5.4 Peakliste des Proteinverdaus von CphB(cy)

DNGIGLEPRF SDRIFVIFQR LHTREEYPGT GMGLAICKKI IECHRGRIWV ESQLGEGATF YFTIPVGGRE RERRNGRQTQ KDLFGRG

Text 14 CphAcy: Diese Sequenz wurde fiir den theoretischen Trypsinverdau (siehe Tabelle
unten) herangezogen.

Masse | Position | #MC Peptidsequenz ID
EPTHIPGSIQPHGMLLALTE PELTIVQVSRNTDEILGVAA

5444.889 27-76 1 TEFINOPLSR -
LIPDVDYQPVALLPHHNPVT NQPTDLSHSVLRSVSPLHIE

5390.811 | 230-277 1 YLENMGVK -
EIEQLINWLSQHTQEEVFHT NCLSELLPEASEWKDVASGL

5353.639 | 394-440 1 MALSTISK -
LVEYMAAANNFVDGLIGQEP NLLDLVNATGAAVCINGEYQ

5256.620 | 345-393 1 TLGRTPOHR -
AVQSKLVEYMAAANNFVDGL IGQEPNLLDLVNATGAAVCI

5150.592 | 340-388 1 NGEYOTLGR -

4700.284 | 389-427 1 |TPQHREIEQLINWLSQHTQE EVFHTNCLSELLPEASEWK -

4637301 | 345-388 0 |LVEYMAAANNFVDGLIGQEP NLLDLVNATGAAVCINGEYQ TLGR -

4379.369 | 649-686 1 |VQVSAIFTNLIANGIKYNDK PEIWVEIGYLEPITLYVR -

4277163 | 18-56 | |GSHMTNCDREPIHIPGSIQP HGMLLALTEPELTIVQVSR -

4270.216 | 225-261 1 |DNWLRLIPDVDYQPVALLPH HNPVTNQPTDLSHSVLR -
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Masse | Position #MC Peptidsequenz ID
4234.183 | 444-480 1 |SYLLWFRPEALQTVDWAGNP HKPVELADDGSLRLSPR -
4124.099 | 441-476 1 |SQKSYLLWFRPEALQTVDWA GNPHKPVELADDGSLR -
4080.965 | 394-427 0 |EIEQLINWLSQHTQEEVFHT NCLSELLPEASEWK -
4043.091 | 77-112 1 |LLDAQQIDFFRNCLAQEDLT LVNPIELTIAVGENAR -
3780913 | 444-476 0 |SYLLWFRPEALQTVDWAGNP HKPVELADDGSLR -
3605.874 | 88-120 1 |NCLAQEDLTLVNPIELTIAV GENARAFDGIIHR -
3585.881 | 230-261 0 |LIPDVDYQPVALLPHHNPVT NQPTDLSHSVLR -
3534.823 | 57-87 1 |NTDEILGVAATEFINQPLSR LLDAQQIDFFR -
3435.795 | 665-693 1 |YNDKPEIWVEIGYLEPITLY VRDNGIGIR -
3275782 | 27-56 0 |EPIHIPGSIQPHGMLLALTE PELTIVQVSR i
3118.713 | 124-148 1 |LLILELEPVLHQKNYTFFNF YHLVK -
3080.711 | 637-664 1 |IPRPLPTIMCDRVQVSAIFT NLIANGIK -
3048594 | 493-518 1 |QSLPWESYEIEAVWNFRSAI VGVVLR -
2901.270 1-26 1 |MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH MTNCDR -
2894307 | 310-335 1 |SACEFLGOMTSLELAAKEDS ENTEYK -
2885.422 | 185-209 | |FDENWHGTVIAEDKSAHLSP YLSLR -
2863.394 | 731-755 1 |HGGKIWVESTYGEGSTFYFT LQEVK -
2779.384 | 488-509 1 |EIVQRQSLPWESYEIEAVWN FR -
2779.336 | 526-549 1 |MNVELQRSNDELDAFAYIAS HDLK -
2763312 | 554-577 1 |GIHHYSSFLIEDYGNRLDDE GIGR -
2754.468 | 262-286 1 |SVSPLHIEYLHNMGVKASMS ISLLK -
2719.347 | 303-326 1 |YVPYEIRSACEFLGQMTSLE LAAK -
2710.413 | 665-686 0 |YNDKPEIWVEIGYLEPITLY VR i
2696.392 | 88-112 0 |NCLAQEDLTLVNPIELTIAV GENAR j
2663.473 | 604-627 1 |VELGIQPTDLNDLVQRVIDV LSAR -
2484.197 | 735-755 0 |IWVESTYGEGSTFYFTLQEV K i
2411.233 | 290-309 1 |LWGLIACHHESPKYVPYEIR -
2404.178 | 533-553 1 |SNDELDAFAYIASHDLKEPL R -
2403.184 | 550-569 1 |EPLRGIHHYSSFLIEDYGNR -
2381.279 | 628-648 1 |IQETGATIRIPRPLPTIMCD R -
2323.118 | 180-198 1 |VMIYRFDENWHGTVIAEDK -
2244227 | 149-169 1 |AALSKVQNASTLDELCQIIV K -
2188.124 | 57-76 0 |NTDEILGVAATEFINQPLSR i
2166.170 | 154-172 1 |VONASTLDELCQIIVKHVR -
2154.029 | 493-509 0 |QSLPWESYEIEAVWNFR ]
2136.177 | 601-619 1 |LGRVELGIQPTDLNDLVQR -
2115.123 | 199-217 1 |SAHLSPYLSLRYPASDIPK -
2073.091 | 584-600 1 |LTQRMENLIDSLLHFSR -
2063.075 | 137-153 1 |NYTFFNFYHLVKAALSK -
1955.046 | 706-725 1 |RLHGPTQYGGGTGAGLTIAK -
1927.040 | 707-726 1 |LHGPTQYGGGTGAGLTIAKK -
1908.897 | 533-549 0 |SNDELDAFAYIASHDLK j
1907.903 | 554-569 0 |GIHHYSSFLIEDYGNR j
1903.101 | 121-136 1 |SDRLLILELEPVLHQK -
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Masse | Position | #MC Peptidsequenz ID
1901.006 | 588-603 1 |MENLIDSLLHFSRLGR -
1899.889 1-17 0 |MGSSHHHHHHSSGLVPR -
1860.954 | 287-302 1 NQKLWGLIACHHESPK -
1842.044 | 620-636 1 |VIDVLSARIQETGATIR -
1823.947 | 262-277 0 |SVSPLHIEYLHNMGVK (Chromopeptid ohne Chromophor) j
1809.970 | 604-619 0 |VELGIQPTDLNDLVQR j
1798.945 | 707-725 0 |LHGPTQYGGGTGAGLTIAK j
1798.871 | 310-326 0 |SACEFLGQMTSLELAAK j
1773.941 | 154-169 0 |VONASTLDELCQIIVK ]
1687.974 | 649-664 0 |VQVSAIFTNLIANGIK j
1660.760 | 185-198 0 |FDENWHGTVIAEDK j
1634.878 | 428-443 1 |DVASGLMALSISKSQK -
1614.732 | 327-339 1 EDSENTEYKMQLK -
1592.790 | 137-148 0 |NYTFFNFYHLVK -
1574.800 | 588-600 0 |MENLIDSLLHFSR j
1544.941 | 124-136 0 |LLILELEPVLHQK j
1529.735 | 173-184 1 |QMNGFDRVMIYR -
1516.779 | 520-532 1 ADELAKMNVELQR -
1490.757 | 290-302 0 |LWGLIACHHESPK -
1420.758 | 482-492 1 SFDLWKEIVQR -
1411.755 | 637-648 0 IPRPLPTIMCDR -
1365.716 77-87 0 |LLDAQQIDFFR j
1323.721 | 696-705 1 HFESIFRIFK -
1319.735 | 278-289 1 ASMSISLLKNQK -
1291.693 | 428-440 0 |DVASGLMALSISK j
1286.660 | 113-123 1 AFDGIIHRSDR -
1263.659 | 221-229 1 QLYRDNWLR -
1259.606 | 170-179 1 HVRQMNGFDR -
1245.659 | 210-220 1 YPASDIPKQAR -
1243.679 | 199-209 0 |SAHLSPYLSLR j
1206.601 | 694-702 1 DRHFESIFR -
1143.612 | 570-579 1 LDDEGIGRLR j
1114.453 | 327-335 0 EDSENTEYK -
1041.678 | 510-519 1 SATIVGVVLRK -
1032.587 | 336-344 1 MQLKAVQSK -
1020.399 18-26 0 |GSHMTNCDR -
1015.528 | 687-695 1 DNGIGIRDR -
1000.626 | 580-587 1 TLIRLTQR -
988.542 628-636 0 IQETGATIR j
949.539 | 278-286 0 |ASMSISLLK j
939.493 303-309 0 |YVPYEIR j
935.473 696-702 0 |HFESIFR i
934.522 218-224 1 QARQLYR -
928.500 113-120 0 |AFDGIIHR j
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Masse | Position #MC Peptidsequenz ID
923.498 | 481-487 1 KSFDLWK j
913.583 510-518 0 |SAIVGVVLR j
890.462 | 210-217 0 |YPASDIPK j
889.456 526-532 0 |MNVELQR j
881.495 | 727-734 1 |VVERHGGK -
874.426 570-577 0 |LDDEGIGR j
872.520 | 620-627 0 |VIDVLSAR j
867.378 173-179 0 |QMNGFDR j
795.404 | 482-487 0 SFDLWK j
774.436 519-525 1 KADELAK j
771.520 | 578-583 1 |LRTLIR .
744.400 | 687-693 0 |DNGIGIR j
703.352 225-229 0 |DNWLR i
681.375 180-184 0 |VMIYR j
646.341 520-525 0 |ADELAK -
644.373 488-492 0 |EIVQR -
638.337 389-393 0 |TPQHR -
630.393 | 726-730 1 |KVVER .
600.383 | 477-481 1 |LSPRK -
579.325 221-224 0 |QLYR -
563.366 703-706 1 IFKR -
532.309 340-344 0 |AVQSK -
519.296 | 336-339 0 |MQLK j
517.309 584-587 0 |LTQR -
514.298 | 550-553 0 |EPLR -
502.335 580-583 0 |TLIR i
502.298 | 727-730 | 0 |VVER -

Tabelle 5.4.14 Theoretischer Trypsinverdau.

Masse: Monoisotopische Masse des Peptids. Position: Aminosdure-Position in der Sequenz von CphAcy (im
Textkasten oben). #MC: Anzahl der ,, missed cleavage sites*“ Peptide mit einer MC sind blau gekennzeichnet. ID:
J = in der Massenspektrometrie eindeutig zugeordnete Peptide.
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