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Summary

Cryptochromes (cry) are blue light receptors that together with photolyases form-the s
called cryptochrome/photolyase family (CPF) with members occuring in a8l damains of

life. All members of the CPF show high structural similarities wittihe N-terminal
photosensory (PHRphotolyase homologous regjodomain that non-covalently binds the
FAD cofactor. But their biologigal functions are different. While photolyasesenzymes
that repaitUV-damagedNA in a light dependent manner, Cryptochromes lost the ability to
repair DNA but gained important functions as photoreceptors to regulate a wiely oh
biological responses. The two classical cryptochromes, cryl and cry2, that@tedeicthe
model plantArabidopsis thalianéhave their main functions as blue-light photoreceptors that
regulate photomorphogenesis and photoperiodic flowering.

For the formation of the cryptochrome«s active state the photoexcitationflaf/thecofactor

and a subsequent electron transfer towards the excited flavin is requiiedalldws the
formation of the photoreceptors active state that, in case of plant crypt@shroomtains the
flavin cofactor in its semireduced radical form FADHj. The transitimmfthe resting state

of the flavin in darkness to the active state is called dphotoreductionO.

For crylit was demonstrated for the first time in 2003 that plant cryptochromes bind ATP
(Bouly et al., 2003). One year later the crystal structure of the PHR domAmalmtiopsis
thaliana was published. Crystals were soaked with the non-hydrolyzable ATP analogon
AMP-PNP and the co-crystal structure showed that the nucleotide is asdowitttin the
FAD cavity by a central tyrosine (Brautigam et al., 2004). Since then, not rauafown
about the nucleotide binding properties of cryptochromes.

In 2010 a mutant of cryl with a hyperactivity regarding blu-light responses wasbddsc
(Exner et al., 2010). The mutation was caused by a leucine to phenylalanimgexeta
position 407 of the cryl PHR and was therefore catlsdl407F mutant. This mutant
showed acop-phenotype in the dark and based iorsilico structure modeling it was
hypothesized that this mutant might mimic the signal active statg/dfin darkness and that
ATP binding mightalsobe involved in this hyperactivity.

The central aspect of this work was to investigate the effectiseobinding of ATP and other
nucleotides to the PHR domain of cryl wild type andll 407F mutant protein. To have a

suitable negative control in the performed assays, an ATP non-binding cryl matant w

vii



Summary

generated by using targeted mutagenesis. In this mutant, cafifd402A, the tyrosin on
position 402, which is essential for ATP-binding in cryl, was exchanged to an alanin.

The obtained data demonstrated that ATP enhances the photoreduction of both andWT
cryll 407F by stabilizing the active state of the photoreceptors. In proteinitgtaisgays it

was shown that ATP binding also increases the stability of cryl. Theutttar indicated

that the hyperactivity of theryll 407F mutant is most likely caused by a structural alteration
that is diffrent from the structure of cryl with ATP bound. Furthermore a taséebased
ATP-binding assay was established to approach thefKATP and cryl. This provided a
basis for later-stage ITC meassurements in which @f3.3#M was determined for ATP
binding to cryl . Although many of the aspects of ATP binding of cryptochromes could be

addressed the biological function of ATP binding remains unclear.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lichtperzeption in hoheren Pflanzen

Licht ist einer der wichtigsten Umweltfaktoren und spielt fiir alle Organismen eine
entscheidende Rolle als Energiequelle- und Signaltrdger. Besonders Pflanzen miissen als
sessile, photoautotrophe Lebewesen in der Lage sein, das einfallende Licht qualitativ und
quantitativ wahrzunehmen. Im Verlauf der Evolution haben Pflanzen ein komplexes
photosensorisches System entwickelt, durch das sie in der Lage sind, die im Licht enthaltenen
Informationen durch Photorezeptoren aufzunehmen, weiterzuleiten und zu verarbeiten. Dies
ermoglicht ihnen eine Anpassung an circannuale, diurnale und standortbedingte

Verénderungen des Lichtspektrums wihrend ihres gesamten Lebenszyklus (siehe Abb. 1).

PHY
PHY

CRY ;' o =) “
21 \p’ Keimung
l L] PHY
Bliihinduktion CRY

e’

PHY 9 De-Etiolierungé
CRY
ZTL
Arabidopsis thaliana
A

Circadiane Rhythmik

PHY
(D PHOT @ J \' « \C’
shade avoidance

Offnung der Stomata

X PHOT _ PHOT

heeeCl I R

Chloroplastenbewegung Phototropismus

Abb. 1. Photorezeptoren beeinflussen die Entwicklung von A. thaliana in allen Entwicklungsstadien. Die Beteiligung
von Cryptochromen (CRY), Phototropinen (PHOT), Phytochromen (PHY) und Rezeptoren der Zeitlupe-Familie (ZTL) an
verschiedenen lichtgesteuerten physiologischen Prozessen wéhrend des Lebenszyklus von A. thaliana. Verdnderte Abbildung
nach (Sullivan, 2003)
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Entsprechend ihrer spektralen Eigenschaften kSnnen Photorezeptoren in verschiedsme Klas

eingeteilt werden (siehe Abb. 2).

300 400 500 600 700 800 (nm)

7”7 : : : : .

S| UV-B UV-A Blau  Griin Rot  Dunkelrot
2]
E’- #UV-B Rezeptor
5o
5|5 phot1, phot2, ZT

| )
5|2 phyA, phyB phyAE|
Z|<| IENChyA (VLFR)
= phyA (FR-HIR) Il
EHE
|2
g £ phyA-E I
=|w®
sls

Abb. 2. Wirkungsspektren der_pflanzlichen Photorezeptoreeze@t sind sowohl der aktivierende als auch der
inaktivierende SpektralbereicerSnderte Abbildung na¢kami et al., 201Q)

Phytochrome sind Photorezeptoren, die vornehmlich Licht im roten bzw. dunkelroten
Spektralbereich wahrnehmen. Sie wurden ursprYnglich in Pflanzen entdeckt, kommen aber
auch in filamentSsen Pilzen und Prokaryoten vor (Hughes et al., 1997; Ulijatz 2008;

Karniol et al., 2005; Brandt et al., 2008). Der MdaokgJanismusArabidopsis thalianaesitzt

fYnf Phytochrome (phyA-phyE), die mit teilweise Yberlappender Funktion durch
Genexpression  physiologische  Wachstums- und  Differenzierungsprozesse
Samenkeimung, De-Etiolierung der Keimlinge umthshade avoidance responsteuern.

Die Klasse der UMA/Blaulichtrezeptoren wirdh CryptochromgCRY), LOV (Light Oxygen
Voltagg-Sensor Photorezeptoren, BLUFblye light sensors using fIa\)'HIDomSnen
Rezeptoren, und Xanthopsine untergliedert. Die Gruppe der D@WSnen basierten
Photorezeptoren setzt sich in Pflanzen aus den Phototropinen (PHOT) und deervattet
Zeitlupe (ZTL)-Familie zusammen. In A.thaliana werden durch die UV-
A/Blaulichtrezeptoren adaptive physiologische Prozesse wie De-Etiolierung, Phototrepis
Chloroplastenbewegung und ...ffnung der Stomata gesteuert (Ahmad et al., 1995; Liscum and

2



Einleitung

Briggs, 1995a; Jarillo et al., 2001b; Kinoshita et al., 2001; Lin, 2002). ZusStzlich ti@ise
Photorezeptoren gro8en Einfluss auf die innere Uhr und die circadiane Rhythmik der
Pflanzen. So wird beispielsweise die photoperiodische BlYtenbildung durch Zusspiehe

von Cryptochromen und der ZTL-Familie reguliert und die endogene Rhythmik der Pflanze
durch photoreceptorcross-talk zwischen Phytochromen und Cryptochromen synchronisiert
(Casal and Boccalandro, 1995; Neff and Chory, 1998; Mis et al., 2003).

FYr die Wahrnehmung des UV-B Spektrums konnte im Jahr 2002 der schon ISngere Zeit
postulierte aber bis dahin unbekannte UV-B Rezeptor UVR8 molekular charakterisiert
werden (Rizzini et al., 2011; Heijde and Ulm, 2013).

1.2 Phytochrome
FYr die Perzeption des Lichtes im rot-/dunkelroten Spektralbereich sind ineRflsmaie in
andern Pro- und Eukaryoten die Phytochrome verantwortlich. Im Modellorganidmus
thaliana gibt es die fYnf Phytochrome phyA B phyE ( Butler et al., ;10E@k et al., 1994,
Sharrock and Quail, 1989; Rockwell et al., 2006;). Bei einer Gr§8e von ca. 125 kDa sind
diese recht gro§en Proteine strukturell in zwei HauptdomSnen unterteieBsordomSne
am NTerminus bindet in hsheren Pflanzen kovalent Yber eine ThioetherbrYcke den
offenkettigen Tetrapyrrol Phytochromobillin als Chromophor. Das Phytochromobillin ist im
Wesentlichen an der Photochemie der Phytochrome beteiligt. Die C-terminale
EffektordomSne hingegen ist maggeblich fYr die Homo- und Heterodimerisierung und die
Signaltransduktion sowie den Import in den Zellkern (Kevei and Nagy, 2003; Burgie and
Vierstra, 2014).
Im Reaktionsmechanismus der Phytochrome ist der erste Schritt nach Lichterpdst
Photokonversion, eine lichtgetriebene  KonformationsSnderung  zwischen  der
rotlichtabsorbierenden \Rred) und der dunkelrotlichtabsorbierendern Rar-red) Form.
Verantwortlich fYr diese KonformationsSnderung st eine cis-/transisomergsiém
Photochromobillin, die unter Rotlichtbestrahlung an der Doppelbindung zwischen gem C
und dem G Atom entsteht. Diese Isomerisierung zieht eine KonformationsSnderung des
Holoproteins nach sich (Rudiger et al., 1983; Kneip et al., 1999). Wird die aktiverm mit
Dunkelrotlicht bestrahlt, wird der Prozess der Isomerisierung rYckgSngig gemacht und das
Phytochrom geht wieder in seine inaktiveFBrm Yber.

Die Signalperzeption und Signaltransduktion der Phytochrome ISuft folgendermagen ab:
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Im Dunkel akkumuliert die inaktive, Rotlicht-absorbierendeFBrm. Bei Bestrahlung mit
Rotlicht geht die PForm durch Photokonversion in die aktive Porm Yber, wodurch
physiologische Prozesse wie die Photomorphogenese ausgelSst werden. Bestrahlung mit
Dunkelrotlicht oder eine RYckreaktion der thermodynamisch instabjléfofn im Dunkel
YberfYhrt die PForm wieder in die inaktive,fFForm (Dunkelreversion) (Ruddat et al., 1997).

Die cytosolisch lokalisierten Phytochrome werden nach dem tbergang i @erf in den

Kern importiert, wo es zur Interaktion mit nachgeschalteten Signalpartnern Ketavet et

al., 2007). Dabei agieren Phytochrome zum einen als Inhibitoren von Transkriptionsfaktoren
wie denphytochrome interacting facto(®1Fs) oder dem E3 Ubiquitin Ligase Komplex, der
von COP1 ¢onstitutive photomorphogenesig iind SPA1l gebildet wird. Zum anderen
aktivieren Phytochrome die Expression verschiedener Gene Yber Transkriptionsfaktoren wie
HY5, welche im Dunkel durch COP1/SPAl abgebaut werden. Auch gibt es einen
regulatorischen Mechanismus der Phytochrome auf translationaler Ebéirenative
splicing) der zueeit noch nicht vollstSndig verstanden ist.

Phytochrome kommen meist als Homodimere vor. PhyB bildet jedoch mit anderen
lichtstabilen Phytochromen auch Heterodimere (Sharrock and Clack, 2004; Jones and
Edgerton, 1994).

Physiologische Antworten, die von Phytochromen gesteuert werden sind im Wesentliche
vom VerhSitnis der aktiven;AFForm und der inaktiven,FForm abhSngig. Es wird zwischen
zwei Klassen von Phytochromen unterschieden. Qiec&m der Typ-I-Phytochrome ist
lichtlabil (PhyA inA. thaliang, wohingegen die jPForm der Typ-lI-Phytochrome lichtstabil

ist (PhyB-E in A. thaliang. Daher sind Phytochrome vom Typ | fYr physiologische
Antworten bei extrem niedrigen Fluenzrateary low fluence respae VLFR) und bei sehr
hohen Fluenzraten im Dunkelrotlichtfaf-red high irradiance response FR-HIR)
verantwortlich. Die lichtstabilen Phytochrome vom Typ-ll vermitteln hingegen
physiologische Antworten bei schwachen Fluenzralew fluence responsd.FR) und bei
intensiven Rotlicht-Fluenzratered light high irradiance respons®-HIR) (Quail, 2002).
Phytochrome wirken Yber den gesamten Lebenszyklus der Pflanze teils ilespeeiés in
Yberlappenden Funktionen auf das pflanzliche Wachstum und auf Differenzierungsprozesse
ein (Smith et al., 1997; Monte et al., 2003; Franklin et al., 2003; Jung et al., 20B)}ig#i
Stadien sind hierbei die Samenkeimung (Shinomura et al., 1996, 1994; Hennig et a)., 2002)
die Deetiolierung ( Casal and Boccalandro, 199%nklin et al., 2003), die BlYhinduktion

undshade-avoidanc&eaktionen (Franklin and Whitelam, 2005).



Einleitung

1.3UV-B Rezeptor UVRS8

FYr die Perzeption von Licht im UV-B Bereich (280-315 nm) ist der UV-B Rezepr
Resistance Locus $UVRS8) verantwortlich, welcher durch ein Screening nach UV-
hypersensitiven Mutanten vex thalianaidentifiziert werden konnte.

Die DomSnenstruktur von UVR8 wird von sieben propellerartig angeorddtatiblSttern
gebildet, die reich an Tryptophanen sind. UVRS8 liegt im Dunkel als Homodimer vor. Im
Gegensatz zu anderen Photorezeptoren benstigt UVRS8 keinen zusStzlichen Chromophor zur
Absorption des UV-Lichts. Die Tryptophanreste werden direkt durch Absorption von UV-B
angeregt. Diese Anregung fYhrt zur €nderung der Konformation und letztlich zur
Monomerisierung von UVR8. Als Monomer wird UVRS8 in den Zellkern importiert und kann
dort mit Constitutive Photomorphogenic (COP1), auch einer SchlYsselkomponente in der
Signaltransduktion von im sichtbaren Bereich des Lichtes aktivierten Photoremeptore
interagieren. Diese Interaktion fYhrt zur Expression des Transkriptionsfaktors HY®r der

die Regulation einer Vielzahl von UV-B-gesteuerten Genen verantwortlich ist.

Die biologischen Funktionen von UVRS8 sind hauptsSchlich adaptiver Natur. Hierzu geh3ren
beispielsweise die Bildung von Schutzpigmenten gegen UV-Strahlung, Steuerung der
Blattentwicklung, = Pathogenabwehr,  Synchronisation der inneren  Uhr und

Photomorphogenese.

1.4 UV-A und Blaulicht-Photorezeptoren

Da in der vorliegenden Arbeit an Cryptochrome 1 Authalianagearbeitet wurde, wird an
dieser Stelle nur auf die Vertreter der UV-A und Blaulichtrezeptoren nStyggeingen, die

auch in hSheren Pflanzen vorkommen.

1.4.1 LOV-Sensor Proteinfamilie

LOV-Sensor Proteine bilden eine Unterklasse der Period-ARNT-Single-minded (PAS)-
DomSnen Proteinsuperfamilie (lto et al., 2012)OV/PAS-DomSnen weisen eine

charakteristische konservielé$-Faltung auf, deren zentrales GerYst aus einer Faltung aus
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fYnf antiparalleler$-FaltblSttern besteht. Im Unterschied zu herkdmmlichen PAS-DomSnen
weist de aus ~100 AminosSuren bestehende LOV-DomSne an einer Flartké& aldsatt-
GerYstes eine Reihe véaHelices auf, die mit einem FMN-Kofaktor assoziiert sind. Des
Weiteren weisen LOV-DomSnen ein konserviertes GXNCRFLQ-Motiv auf, desatnales
Cystein bei Blaubelichtung eine kovalente Bindung mit der C4a Position des Flakiakef
eingeht (Huala et al., 1997; Crosson et al., 2003). Diese kovalente Bindung wird beilRYckke
in den dunkel-adaptierten Zustand wieder aufgelSst.

Als erstes Mitglied derLOV-Sensor Proteine wurde 199KRPH1 (nonphototropic
hypocotyl } (heute Phototropin 1) iA. thaliana identifiziert und charakterisiert (Huala et
al., 1997). Im Laufe der Zeit wurden weitere Photorezeptoren mit LOV-DomSgen al
Komponenten des Blaulicht-Signalweges bei Pflanzen (Somers et al., 200Qnhineizal.,
2003), Bakterien (Losi et al., 2002; Purcell et al., 2007) und Pilzen (He e20812;
Schwerdtfeger und Linden, 2003) entdeckt.

"#S$H%&'()*+,-.+/01B#456- +

Die LOV-DomSne liegt im Grundzustand assoziiert mit einem oxidierten Flavinkofadtor
(siehe Abb. 5). Der Isoalloxazinring des Flavins liegt dabei direkt unterhalb ktigena
Zentrums des benachbarten Cysteinrestes. Dieser Grundzustand hat ein fie Flavi
charakteristisches Absorptionsspektrum mit einem Maximum bei 450 nm (Abb. 4). Bei
Anregung durch Blaulicht geht das Flavin in einen angeregten Singulett-Zustand Yber, der
unverzYglich in einen Triplet-Zustand umgewandelt wird. Dadurch wird ein
Elektronentransfer zwischen dem Flavin und dem nahstehenden Cystein eingebeiteth

ein Flavinsemichinon und ein Cystein-Radikal entstehen. Im Folgenden reagieren beide
Radikale miteinander und bilden ein C4a Addukt, dessen Bildung die Protonierung des
benachbarten N5-Atoms bewirkt. Das Absorptionsspektrum des C4a Adduktes verschiebt

sich in den UV-A Bereich mit einem Absorptionsmaximum bei 390 nm (ABbABD. 4).
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Abb. 3. Photozyklus der LOV-Domine. Modifizierte Abbildung nach (Zoltowski and Imaizumi, 2014)

Der Zerfall des Adduktes tritt im Dunkel spontan auf und die LOV-Domine kehrt wieder in
den Grundzustand zuriick. Eine photochemische Uberfiihrung des Adduktes in den

Grundzustand kann auch durch UV-Belichtung herbeigefiihrt werden (Kennis et al., 2004).
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Abb. 4. Verschiebung des Absorptionsspektrums der LOV-Domine. Modifizierte Abbildung nach (Zoltowski und
Imaizumi, 2014)
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Phototropine verfYgen Yber eine N-terminale photosensorische DomSne bestelera aus
einander Shnliche LOV-DomSnen, die als LOV1 und LOV2 bezeichnet werden und als
Kofaktor jeweils FMN nicht-kovalent (im Dunkelzustand) gebunden haben, und eine C-
terminale Serin/Threonin-Kinase DomSne (Huala et al., 1997) (Abb. 5). Beide Dogisthe

Yber einen flexiblefehelikalen Bereich, die sogenanntéHelix, miteinander verbunden.
Innerhalb der Zelle sind Phototropine vorwiegend an der Plasmamembran lokalisiert
(Sakamoto and Briggs, 2002; Kong et al., 2008)e sind jedoch keine integralen
Membranproteine, sondern sind an der intrazellulSren Seite der Plasmamembrafieangehe
DarYber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass sowohl photl als auch phot2 an der

Au8enmembran von Chloroplasten lokalisiert sind (Kong et al., 2013).

7'$898-.)6:+)6,+:8:6<(=-8%-.(-8$)6:+

Im inaktiven Dunkelzustand reprimiert eine Yber @gHalix vermittelte Anlagerung des C-
Terminus an die LOV2-DomSne im N-Terminus die AktivitSt der C-terminkiense-
DomSne. Bei lichtinduzierter Aktivierung der LOV-DomSnen wird FMN kovalent gebunden,
wodurch eine KonformationsSnderung durch Bildung des C4a-Adduktes ausgel3st wird
(Christie et al., 2007; Tokutomi et al., 2008; Crosson and Moffat, 2002). Diese f¥int da
dass die Kinase-DomSne fYr ATP zugSnglich wird (Pfeifer et al., 2010). Deidblgande
Autophosphorylierung kann eine Interaktion mit weiteren Signalkomponenten erfolgen
(Salomon et al., 2003; Christie et al., 1998). Durch kristallographische Studiengezeigt,

dass in dem Bereich zwischen LOV1 und LOV2 ein weiterer helikaler Belaalisiert ist
(Kong et al., 2013). Diese Region wird al€#elix bezeichnet und scheint, wie auch die J
Helix, eine wichtige Funktion bei der Photorezeptoraktivierung zu Ybernehmen, da
Mutationen in diesem Bereich bei Phototropin aGklamydomonas reinhardtidie
Reprimierung der Kinase-AktivitSt im Dunkeln aufheben (Aihara et al., 2012).

Bislang identifizierte downstream Signalkomponenten von Phototropinen sind die in
Schlie§zellen vorkommende Kinabgie light signaling (BLUS1) (Takemiya et al., 2013),
non-phototrophic_hypocotyl 8NPH3) (Roberts et al., 2011)pot phototropism2 (RPT2)
(Sakai et al., 2000; Inada et al., 2004) ,der Auxin-Eflux Transporter ABCB19 (Spalding,
2013) und PKS4 als Mitglied der Phytochrome Kinase Substrate (PKS) Fanatiea(By et

al., 2012).
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1.43 Zeitlupe-Familie

Eine weitere Gruppe an LOV-Sensor Proteinen bilden die Mitglieder deniamilie. In

A. thalianawurden Zeitlupe (2t (Somers et al., 2000k lavin-binding Kelch repeat F-box 1
(fkfl) (Nelson et al., 2000) undOV Kelch protein 2(lkp2) (Schultz et al., 2001&js LOV-
Sensor Proteine identifiziert. Sie Ybernehmen wichtige Rollen bei deiisitalniig oder dem
Abbau von Regulatoren der Inneren Uhr und der photoperidischen BlYtenbildung, wobei sie
in ihren jeweiligen Funktionen Yberlappen (Schultz et al., 2001b; Takase et al.Fa0idra

et al., 2009a).

Strukturell bestehen die Mitglieder der ZTL-Familie aus einer N-tedempnanit oxidiertem
FMN assoziierterLOV-DomSne, einer F-Box und einem sechsfachen Kelch-Motiv (siehe
Abb. 5). Die F-Box vermittelt den proteasomalen Abbau Y8kp Cullin F-box(SCF) E3
Ubiquitin-Ligasen (Ito et al., 2012), wohingegen die Kelch-Wiederholungen die

Heterodimerisierung von fkf1 und ztl mit Ikp2 ermsglichen (Takase et al., 2011).

:8:6<($.<6%,)'$8#6)6,+;8:6<(‘#4>#6-6$-6++

Die blaulichtabhSngige Aktivierung von Mitgliedern der ZTL-Familie erfolgt entbered

dem Modell des Photozyklus der LOV-DomSne (siehe Abb. 3). Im Unterschied zu
Phototropinen jedocist die Lebensdauer des C4a-Adduktes bei fkfl (Zikihara et al., 2006)
und ztl deutlich verlSngert (Pudasaini und Zoltowski, 2013). Es wird spekuliertdigass
verlSngerte Lebensdauer des signalaktiven Zustandes von fkfl und ztl ein genaesseBem
der TagesISnge erm&glicht (Christie et al., 2015).

Die Mitglieder der ZTL-Familie regulieren ir\. thaliana die zeitliche Steuerung von
biologischen Prozessen, indem sie die StabilitSt wichtiger Signalkompomangignalweg
beeinflussen. So wird beispielsweise der Transkriptionsrepre3sming d CAB
expression ITOC1), der zusammen mit anderen Regulatoren die Expression von
Komponenten der inneren Uhr steuert, durch ztl posttranskriptionell reguliert (Fupival.,
2008). tber die LOV-DomSne wird die blaulichtinduzierte Bindung von ztl an Gigantea (G
vermittelt, wodurch die SCF-AktivitSt von ztl unterdrYckt wimies fYhrt zu einer
Akkumulation von TOC1, wodurch die Transkription von Kernkomponenten der inneren Uhr
eingeleitet wird (Schultz et al., 2001c; Mis et al., 2003) . Die Bindung valuiGh ztl fYhrt

10



Einleitung

einerseits zu einer gegenseitigen Stabilisierung beider Proteine und andevardedie
Verteilung von Gl im Kernplasma durch ztl gesteuert (Kim et al., 2013, 2007).

Auch fkf1 bindet Gl blaulichtabhSngig, wodurch es, im Gegensatz zur Bindung durch ztl, zu
einer erhhten F-Box-vermittelten SCF-AktivitSt von fkfl komibte Gesteigerte SCF-
AktivitSt von fkfl fYhrt zum Abbau von CDF1, einem Repressor der Transkription von
CONSTANS (CO) (Fornara et al., 2009b; Sawa et al., 2007). Diese transkrigtionell
Regulation von CO fYhrt unter Langtagbedingungen letztendlich zur Transkription von
Flowering Locus T(FT), dem Transkriptionsregulator der BlYhinduktion (AndrZs und
Coupland, 2012). Neben der transkrip@ithean Regulation von CO Yber fkf1 kommt es auch
auf posttranskriptionaler Ebene zu einer Regulation von CO durch fkfl, indem das CO-

Protein durch Bindung von fkfl stabilisiert wird (Song et al., 2012).

1.4.4 Die Photolyase/Cryptochrom-Proteinfamilie

Mitglieder dieser sehr gro8en Superfamilie photoaktiver Proteine finden sich sawohl
Archaeen, Bakterien und Eukaryoten, als auch in Viren. Systematisch unterglicueliese
Proteinfamilie in drei Hauptkategoriedie CPD ¢yclobutanepyrimidine dimer)-Photolyasen

mit den Klassen I-1ll, (6-4) Pyrimidin-Pyrimidon Photolyasen und die Cryptochrome.
Photolyasen sind DNA-Reparaturenzyme, die durch Nutzung von Lichtenergie UV-induzierte
DNA-SchSden reparieren. Cryptocheweisen zwar Sequenzhomologie zu Photolyasen auf,
sind aber dadurch definiert, dass sie keine oder nur verminderte DNA-ReparatutaktivitS
besitzen und als lichtgesteuerte SignalmolekYle fungieren. EntsprechemdDgifisition

gibt es zwei Unterfamilien der Cryptochrome: pflanzliche Cryptochrome (untenteittyl,

cry2 und deren Homologe) und tierische Cryptochrome (unterteilt in Insekten-Cryptochrome
Typ | und SSugetier-Cryptochrome Typ Il). Neben diesen als &klassischeO Cryptochrome
bezeichneten Unterfamilien bilden die cry-DASH Cryptochrome eine dritterfdmtéie, die

sich dadurch auszeichnet, dass ihre Vertreter die FShigkeit zur Reparatur veBcbSiden

beibehalten haben.
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Ein allgemein anerkanntes Modell zur Evolution der Photolyase/Cryptochrom-Familie wurde
1997 von Kanai vorgestellt (Kanai et al., 1997). Es besagt, dass das UrsprungsohesekY!|
Familienstammbaums eine CPD Photolyase war. Durch mehrere Genverdopplungeim hat s
die gesamte Photolyase/Cryptochrom-Familie im Laufe der Evolution daraus entwickelt.

Von Cashmore wurde 1999 erstmals postuliert, dass die Cryptochrome sich erst nach der
Aufspaltung von Prokaryoten und Eukaryoten aus einem VorlSufer der CPD-Photolyasen in
Tieren und Pflanzen unabhSngig voneinander entwickelt haben (Cashmore, 1999). Diese
Hypothese wurde nach der Entdeckung von prokaryotischen Cryptochromen jedoch

angezweifelt.

Abb. 6. Stammbaum der Photolyase/CryptochromProteinfamilie. Cryptochrome (planzliche und tierische
Cryptochrome), BSH- und DASHverwandte Cryptochrome, CPPhotolyasen Klasselll, (6-4) Photolyasen und weitere
bakterielle Proteine bilden gemeinsam die Photolyase/CryptochromrfPaotdie. Die mit (*) gekennzeichneten Vertreter
besitzen sowohl DN/Reparatureigenscftan als auch SignalmolekYlfunktiowerSnderte Abbildung nadiChaves et al.,
2011)
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Die Annahme eines gemeinsamen Ursprungs von tierischen und pflanzlichen Cryptochromen
wurde durch die Entdeckung der DASH-Cryptochrome gestYtzt. Die Mitglieder der DASH-
Cryptochrome sind in Pilzen, Pflanzen, Archeen, Bakterien und Wirbeltieren zu fumde
besitzen Photolyaseaktivitfias DASHCryptochrom cry3 aué. thalianaweist zudem eine
engere Verwandtschaft zu dem prokaryotischen DASHhGchrom ausSynechocystis spuf

als zu cryl und cry2 aus. thaliana Dies ISsst die Annahme zu, dass Pflanzen das DASH-
Cryptochrom durch horizontalen Gentransfer von dem Endosymbionten erhalten haben, aus
dem die Plastiden hervorgegangen sind (Kleine et al., 2003). Somit kSnnten dig- DAS
Cryptochrome mglicherweisals evolutionSres Bindeglied den tbergang von Photolyasen

zu Cryptochromen darstellen. In einem Stammbaum von Chaves et al. (2011) ist die
Phylogenie der Mitglieder der Photolyase/Cryptochrom-Familie gezeigt (siehe Abb. 6).
Demnach werden Photolyasen nach SubstratspezifitSt und Sequenzhomologien den CPD-
Photolyasen Klasse | bis Ill und den (6-4)-Photolyasen zugeordnet. Die Cryptochrome
werden durch die Subfamilien der pflanzlichen Cryptochrome, der tierischen Cryptochrome,
unterteilt in Insekten Cryptochrom Typ | und SSugetier Cryptochrom Typ Il, und der DASH
Cryptochrome einschlie§lich DASH-Cryptochrom verwandten Mitgliedern reprSsentiert. Der
gezeigte Stammbaum ISsst sich hinsichtlich der Cryptochrome in drei Haupigsern Die
pflanzlichen Cryptochrome bilden gemeinsam mit den CPD-Photolyasen der Klasskehil

einen dieser HauptSste, wodurch die enge Verwandtschaft zwischen pflanzliche
Cryptochromen und CPD-Photolyasen verdeutlicht wird. In einem weiteren Hauptast
gruppieren die tierischen Cryptochrome, unterteilt in Insekten Cryptochrom Typ | und
SSugetier-Cryptochrom Typ I, mit den (6-4)-Photolyasen. Den dritten Hauptast bilden die
DASH-Cryptochrome und DASH-Cryptochrom assoziierten Vertreter zusammen mit den
CPD Photolyasen Klasse Il. Aufgrund neuer Versffentlichungen findet sich in diesem
Hauptast auch eine weitere Gruppe von (6-4)-Photolyasen, die sich in Proteob#kigeien

Diese Gruppe zeichnet sich durch das Vorkommen eines Eisen-Sclefedrsals weiterer
Kofaktor und einem 6,7-Dimethyl-8-Ribityllumazin als Antennenchromophor aus
(Oberpichler et al., 2011; von Zadow et al., 2016).
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notwendig, aber er verbessert unter Schwachlichtbedingungen die Quantenausbeute durch
seinen hohen Absorptionskoeffizienten und fYhrt zu einer Verbreiterung des
Absorptionsspektrums des Holoproteifie Anregungsenergie der absorbierten Photonen
gibt er dabei Yber F&rster Energietransfer an das FAD weiter (Sancar, 2004).

Obwohl sich die GrundzustSnde und die aktiven ZustSnde des FAD innerhalb der CPF
unterscheiden, nutzen alle Mitglieder zur Reduktion des Flavins die gleicamattkulare
Elektronentransportkette. Diese Kette wird vom FAD bis zur ProteinoberfiSchérei hoch
konservierten Tryptophanen (an der ProteinoberflSche auch teilweise Tyrosin) gebildet und
sie verbindet das FAD im aktiven Zentrum mit der Proteinumgebung (Aubert 20@0; Li

et al., 1991). Diese Anordnung der Tryptophane wird auch als Tryptophantriade bezeichnet.

Abb. 8. RedoxzustSnde von FAD, ihre Absorptionsspektrennd die Tryptophantriade. (A) Gezeigt wird einFAD-
MolekYl und verschiedene RedoxzustSnde des Flavindgdiertes Flavin (FAR), anionisches Radikal (FAB),
semireduziertes Radikal (FADHund vollstSndig reduziertes Flavin (FABHVerSnderte Abbildungath (Conrad et al.,
2014) (B) Absorptionsspektren der unteh)(gezeigten FABSpezies. Die Spektren gehen auf folgende QuellenckurY
Oxidiertes FAD (FAR,) (Islam et al., 2003)anionisches (FAD®) und semireduziertes (FADHRadikal (Palfey and
Massey, 1998)vollstSndig reduziertes FAD (FADBH(MYller, 1991) (C) Die konservierte Tryptophantriade verbindet das
FAD im aktiven Zatrum Yber das proximale, meldiaind distale Tryptophan mit der Umgebung des Prot&iazeigt ist
eine therlagerungder Tryptophantriaden deE. coli CPD-Photolyase E.c), der (64)-Photolyase audDrosophila
melanogaste(D.m.) und dem DASHCryptochrom cry3 aué. thaliana(A.t.). Abbildung augChaves et al., 2011)
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Kommt es zur Absorption eines Photons durch ein oxidiertes oder semireduziavies F

geht das Flavin in einen angeregten Zustand Yber und entzieht dem proximalen Tryptophan
ein Elektron. Es entsteht ein Tryptophanradikal, welches wiederum dem enddigbtophan

ein Elektron entziehDasmediane Tryptophan geht dadurch in den Radikalzustand Yber und
entzieht dem distalen oberflSchenstSndigen Tryptohan ein Elektron. Da das
OberflSchentryptophan mit der Proteinumgebung in BerYhrung steht, kann es durch einen
externen Elektronendonor wieder reduziert werden und der Elektronentransport kann erneut
stattfinden (siehe Abb. 8; C).

Betrachtet man die Kristallstrukturen verschiedener Mitglieder der CPFemgleich, stellt

man fest, dass sich die €hnlichkeiten auf der Ebene der SekundSrstruktuneer intaiken
€hnlichkeit der gesamten OberflSchenarchitektur und Proteinform widerspiegeln Asiehe

9).

Abb. 9. Vergleich der Strukturen von Mitgliedern der Photolyase/CryptochromFamile. Die Abbildung zeigt die
strukturelle €hnlichkeit zwischen CRPhotolyase auk. coli (PDB 1DNB, der PHRDomSne von Cryptochrom 1 afs
thaliana (PDB 1U3C) dem DASHCryptochrom cry3 aué. thaliana(PDB 21JG)und der(6-4) Photolyase aué. thaliana
(PDB 3FY4. Dargestellte SekundSrstrukturéntelix (tYrkis)," -Faltblatt (lila), LoopStruktur (rot).
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1.4.4.1Photolyasen

Neben den Eigenschaften von Licht als Energie- und SignaltrSger zu dienergsbilst
Organismen auch Gefahren. Hierbei kann besonders der UV-Anteil des Lichie& tieem,

dass Modifikationen in den Nukleotiden der NukleinsSuren entstehen, die zu Mutatione
fYhren und so letztlich sogar letale Folgen fYr Lebewesen haben k3nnen. Inuf derla
Evolution haben Organismen Mechanismen entwickelt, um sich vor diesen slcbsdli
Auswirkungen zu sch¥tzen. Einen dieser Schutzmechanismen stellen die Bbotdiya In

einem Prozess, der als Photoreaktivierung bezeichnet wird, sind diese EnzgierelLage,
UV-induzierte DNA-SchSden unter Verwendung eines lichtgetriebenen zyklischen
Elektronentransfers zwischen Enzym und geschSdigter DNA zu reparieren.
DiesePhotoreaktivierung wurde in den 1940er Jahren von Kelner und Dulbecco beschrieben
und charakterisiert. Beide Forscher stellten unabhSngig voneinander fest, dass U¥rexponi
Bakterien eine hShere tberlebensrate aufwiesen, wenn sie direkt nach der U\hiBestra

mit WeiSlicht Dbelichtet wurden (Kelner, 1949; Dulbecco, 1949). Die molekularen
Mechanismen, die der Photoreaktivierung zugrunde liegen, wurden dann 1958 von Rupert
entdeckt und nSher beschrieben. Rupert stellte fest, dass zwei benachbarigin@ym
NukleinsSuren durch UV-Einwirkung ein Cyclobutan-PyrimiBimer (CPD) bilden k3nnen.
Dieser Schaden kann durch Photolyasen unter Verwendung von Blaulicht photoenzymatisch
repariert werden (Rupert et al., 1958; Rupert, 1962a, 1962b, 1960).

Heute wei§ man, dass von allen UV-induzierten DNA-SchSdigungen die CPD-SchiSden m
70-80% am hSufigsten vorkommen. Eine weitere m3gliche UV-induzierter DNA-SchSdigung
sind Pyrimidin-Pyrimidon-(6-4)-Photoprodukte (kurz als (6-4)-PP bezeichnet).

Abb. 10. Bildung von Photoprodukten in NukleinsSuren.Unter Einwirkung von UVStrahlung kann es bei benachbarten
Pyrimidinen (FT) zur Bildung vonCyclobutanPyrimidin-Dimeren (T<>T) oder PyrimidifPyrimidon(6-4)-Photopraiukten
kommen.erSnderte Abbildung na¢BSancar, 2008)
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Die (6-4)-PP treten mit 10-20% aller gebildeten UV-SchSdigungen weniger hSufig auf.
Photolyasen werden aufgrund ihrer SubstratspezifitSt in die Untergruppen CPD-Phntolyas
und (6-4)-Photolyasen unterteilt (siehe Abb. 10), wobei die CPD-Photolyasen durch
Auswertung von Sequenzanalysen in drei Klassen eingeteilt we@ddD-Photolyasen der
Klasse | finden sich hauptsSchlich in Mikroorganismen, wohingegen Klasse Il CPD-
Photolyasen in Archeen und hSheren Eukaryoten identifiziert wurden. Die CPD-Photolyasen
der Klasse Ill wiederum weisen eine enge Verwandtschaft mit den pélaenzl
Cryptochromen auf, zu denen sie eine Schwestergruppe bilden (siehe Abb. 6).

Photolyasen sind monomere Proteine mit etwa 450-550 AS. Durch ihre FunktioNAls D
Reparaturenzyme kommen sie ubiquitSr in fast allen Pro- und Eukaryoten vor. Eine
Ausnahme bilden hierbei die Plazentarier (Yasuil et al., 1994; Sancar, 2016, 2004).

Abb. 11. Reaktionsmechanismus der CPEPhotolyasen VerSnderte Abbildung nag¢Bancar, 2004)
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1.4.4.2cryDASH-Proteinfamilie

Der Begriff der DASH-Cryptochrome wurde 2003 von Brudler et al. (Brudler et al., 2003) fYr
eine neuentdeckte Unterklasse der Photolyase/Cryptochrom-Proteinfamilie vorgeschlagen.
Obwohl die ersten Vertreter dieser neuen GruppeAmbidopsis und Synechogstis
beschrieben wurden, legten erste phylogenetische Analysen einen Verwandschaft zu
tierischen Cryptochromen nahe (Hitomi, 2000; Brudler et al., 2003), weswegen der Begriff
DASH-Cryptochrome (DASH steht hierbei forosophilaArabidopsisSynechozystisiomo
gewShlt wurde. Durch den gewShlten Begriff wurde impliziert, dass tierischeo€tyqune

und DASH-Cryptochrome einen gemeinsamen Vorfahren haben. Neuere phylogenetische
Untersuchungen zeigten jedoch, dass DASH-Cryptochrome und tierische Cryptochrome
keinen gemeinsamen Ursprung teilen, sondern die DASH-Cryptochrome zusammen mit de
pflanzlichen Cryptochromen und den CPD Photolyasen der Klassen I-lll auf einen
gemeinsamen Vorfahren aus der Klasse der CPD Photolyasen zurYckgehen (...EtYrk et a
2008; Chaves et al., 2011). Strukturell stehen die DASH-Cryptochrome den Photolyasen
nSher als den Cryptochromen, da die fYr Cryptochrome typischen C-terminale SignaldomSne
hSufig nicht vorhanden ist und neben FAD MTHF als zweiter Kofaktor gebunden wird.

Die genaue Funktion der DASH-Cryptochrome ist bis heute noch nicht endgYltig dielSrt.
ms3gliche Funktion der DASH-Cryptochrome als DNA/RNA Reparaturprotein wurde in
vielen speziesYbergreifenden Studien sowohlitro als auchin vivo untersucht. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass DASHyptochromen vitro in der Lage sind, CPD LSsionen in
ssDNA oder loop-Strukturen zu binden und zu reparieren (Selby and Sancar, 2006; Pokorny
et al., 2008). Die Reparatur von CPD-SchSden in Duplex-DNA jedoch konnte nicht
zufriedenstellend nachgewiesen werden (Daiyasu et al., 2004; Froehligi2éi al Kleine et

al., 2003). So wird heute angenommen, dass es sich bei den ssDNA-Reparaturdiganscha
von DASH-Cryptochromen eher um ein Relikt eines Vorfahren aus dieser Proteinklasse
handelt und dass diese ursprYngliche Funktion sich im Verlauf der Evolution itSmer sn
Richtung einer Funktion als Photorezeptor entwickelt hat (Castrillo et al., 20k8rny et

al., 2008; Veluchamy and Rollins, 2008).

Eine interessante Rolle kommt in diesem Kontext dem DASH-Cryptochrom cryA aus
Phycomyces blakesleeanas. CryA repariertin vitro CPDs dsDNA mit vergleichbarer
Effizienz wie ssDNA. Auch eine PhotolyaseaktivitSt konntm vivo in
Komplementationsversuchemit Photolyase-defiziente. coli StSmmen gezeigt werden.

Hier wurde nach der Bestrahlung die tberlebensrate bestimmt. Es konnte gezelgh,
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dass der Verlust der Photolyase vollstSndig durch Einbringen von cryA kompensiert werden
konnte.

Diese Erkenntnisse kSnnten entweder dafYr sprechen, dass es sich bei ceyfeniraehr
ursprYnglichen Vertreter der DASH-Cryptochrome handelt oder, dass cryA in der
evolutionSren Entwicklung der DASH-Cryptochrome eine SchlYsselrolle zukommt. Denkbar
wSre auch, dass cryA die ReparaturaktivitSt fYr dsDNA wiedergewonnen hat (Tafjua e
2015).

1.4.4.3Cryptochrome

60789&/:0&;<#=.#9=<0=>/.<#?0@-.=>,<.#

Als erste Photolyase-Homologe in tierischen Organismen wurden 1996 im Mensaien z
homologe Proteine gefunden und beschrieben. Aufgrund ihrer €hnlichkeit zu pflanzlichen
Cryptochromen und dem Fehlen der DNA-Reparaturfunktion wurden diese als hCryl und
hCry2 bezeichnet (Hsu et al., 1996).

Tierische Cryptochrome werden abhSngig von ihrer biologischen Funktion und der
LichtabhSngigkeit in zwei Subgruppen unterteilt: Tierische Cryptochrome vom Typ | wurden
bislang ausschlie8lich in Insektemie Drosophila melanogastebeschrieben und fungieren

hier als lichtabhSngige Taktgeber der inneren Uhr. Tierische Cryptochrome vom Typ I
hingegen wurden vorwiegend in Vertebraten beschrieben, wo sie als lichtunabhSngige
Repressoren der Transkription feedback-loopder inneren Uhr fungieren (Ritz et al.,
2010). Dabei tbernimmt die C-terminale Extension eine SchlYsselrolle inudétién als
Signal-output DomSne. Neben ihrer Funktion als Signalkomponenten der inneren Uhr dienen
tierische Cryptochrome msglicherweise als Magnetorezeptoreb.b@elanogaste(Ritz et

al., 2010).

AB.C9=& .#-D>#E&;8&.<.9<.#'<O#/=C-#-:0 #

Das am besten charakterisierte Typ-I-Cryptochrom ist dCryDauselanogasterDabei ist
dCry an der Synchronisation der Inneren Uhr beteiligt, indem es lichtabhSngig mit den

Transkriptionsrepressorenperiod (PER) und timeless (TIM) interagiert. Die
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Zusammen mit PER1 und PER2 fungieren die Cryptochrome vom Typ Il als starke
Repressoren der CLOCK- und BMAL-vermittelten Transkription und reprimieren somit unter
anderem auch ihre eigene Transkription.

Des Weiteren werden die StabilitSt und die subzellulSre Lokalisatio@s#élatorproteine

des Transkriptions- und Translationsapparates durch fein abgestimmte postiraaislat
Modifikationen wie Ubiquitinierung, Acetylierung und Phosphorylierung reguliert

Ein Beispiel hierfYr bildet das freie Per2 Protein, das Yber den Zellkern uGytdatasma
gleicherma8en verteilt ist und nach Phosphorylierung und Ubiquitinylierung abgebaut wird.
Durch Interaktion mit den Cryptochromen wird die gleichmS8ige intrazellulSre IMegtén

eine Verteilung hin zu Kernlokalisation verschoben und Per2 kann akkumulieren.

G-@.<9&8<0H<89=&.#'BO/:#60789&/:0&;<#

Bei der Untersuchung der Navigation von ZugvSgeln am Erdmagnetfeld wurde beobachtet,
dass Blaulicht fYr die Orientierung der VSgel notwendig ist (Wiltschko andgahikb, 2002).
DarYberhinaus wird zur Wahrnehmung von Magnetfeldern durch magneto-sensitive Tiere ein
Radikalpaar-Mechanismus postuliert, dessen Lebensdauer idealerweise im
Millisekundenbereich liegen sollte. Diese beiden Anforderungen werden ebenhiiadls
Cryptochrome erfYllt. Durch Absorption von Blaulicht werden Radikalpaare gebildet, deren
mittlere Lebensdauer im Bereich von mehreren Millisekunden liegt (Ritz @040; Giovani

et al., 2003; Liedvogel et al., 2007). Durch experimentelle Studien konnte geredgnw

dass Cryptochrome tatsSchlich in der Lage sind, Magnetfelder blaulichtabhSngig zu
perzipieren. Beispiele hierfYr sind der Verlust der Wahrnehmung von extern angelegten
Magnetfeldernin cry-Mutanten vorD. melanogaste(Gegear et al., 2008), die Verschiebung

der inneren Uhr durch das Anlegen von externen Magnetfeldddn nmelanogaste(Y oshii

et al., 2009) sowie dieverstSrkte Hemmung des Hypokotylwachstums Aeihaliana
Keimlingen bei Blaubelichtung in Anwesenheit eines kYnstlich erzeugten Nkldes
(Harris et al., 2009). Die Ergebnisse der letzteren Studie von Harrikehaten bisher ni¢h
reproduziert werden, weswegen die Beteiligung von pflanzlichen Cryptochromen an der

Perzeption von Magnetfeldern umstritten ist.
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Der Begriff 4CryptochromO wurde 1979 erstmals als Bezeichnung fYr einen postulierten
Blaulichtrezeptor eingefYhrt (Gressel, 1979). Kurze Zeit darauf wurde nfiydddutante in

A. thalianaeine Mutante beschrieben, die bei Blaubelichtung etioliert blieb, unter HRotlic
jedoch ein normales De-Etiolement zeigte (Koornneef et al., 1980). Erst 1993 wurlde durc
Screens von DNA-Linien eine Mutante gefunden, die den gleichen PhSnotyp aufwies, wie
die hy4-Mutante (Ahmad and Cashmore, 1993). Das dem HY4-Locus entsprechende Gen
wurde identifiziert und wurde als CRY1-Gen bezeichnet. Kurze Zeit vorher wu&ieapis

alba ebenfalls ein Cryptochrom beschrieben (Batschauer, 1993). Sequenzanalysen des CRY1-
Gens zeigten starke Homologien zu bakteriellen Photolyasen und einige Jaérevspde

ein weiteres Cryptochrom (cry2) A thalianaidentifiziert (Hoffman et al., 1996).

KL80<>>=&.#B."#M&C-D=>-9=& #

Im Modelorganismug\. thalianawerden sowohl CRY1 als auch CRY2 lichtunabhSngig in

nahezu allen Organen exprimiert (Ahmad and Cashmore, 1993; Lin et al.,, 1996). Die
Transkription wird circadian kontrolliert und wei§t eine Oszillation der Trapskengen fYr

cryl und cry2 auf, wobei das Maximum von cryl am Morgen, das Maximum von cry2 am
Abend erreicht wird (Harmer et al., 2000). WShrend die StabilitSt von cryl aeinBbene
durch Licht nicht beeinflusst ist (Lin et al., 1996), wird cry2 abhSngig von der Flieimra
Blaulicht rasch abgebaut (Ahmad et al., 1998a; Lin et al., 1998).

WShrend cry2 konstitutiv im Zellkern lokalisiert ist, befindet sich cryl sowoBlytoplasma

als auch im Zellkern(Cashmore, 1999), wobei im Fall von cry2 in der C-termiBatension

eine Kernlokalisationssequenz nachgewiesen wurde (Kleiner et al., 1999; @luol1809).

Bei cryl konnte jedoch keine eindeutige Kernimportsequenz gefunden werden. WShrend cryl
lichtabhSngig aus dem Kern in das Zytoplasma exportiert wird, verbleibt cry2likers

(Yu et al., 2007).
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Sowohl Cryptochrom 1 als auch Cryptochrom 2 bilden jeweils Homodimere. Diese
Dimerisierung ist essentiell fYr deren FunktionalitSt (Rosenfeldt e20fl§; Sang et al.,
2005). Cryptochrome sind grundlegend aus zwei DomSnen aufgebaut: Einer N-terminalen
DomSne, die auch aRhotolyase Homologous RegiofPHR) DomSne bezeichnet wird, den
Kofaktor FAD nicht-kovalent bindet und fYr die Dimerisierung verantwortlich istg®aal.,

2005), und einer C-terminalen Extension (CCE), die als SignalausgangsdomSne fungiert und
deren Vorkommen die Cryptochrome von den Photolyasen und den DASH-Cryptochromen
unterscheidet. Ob als zweiter Kofaktor MTHF gebunden ist, wird immernoch idigkirmn
Gegensatz zu cry2 konnte die Kristallstruktur der PHR-DomSne von cryl geldst werden
(Brautigam et al., 2004).

2,630,*.7"*89:;<&)=-7*

Die Kristallstruktur der PHR-DomSne von cryl ergab, dass die PHR-DomSne dus zwe
SubdomSnen zusammengesetzt ist: der N-termiséfe8ubdomSne (AS 13-139) und einer
C-terminalen%DomSne (AS 217-495). Di#$-SubdomSne nimmt eine Faltung an, die das
binden von Dinukleotiden wie ATP erm3glicht. Sie besteht aus 5 parafidtaitbiSttern die
wiederum von 4%Helices und einer:3-Helix umgeben sind. Die C-termina¥%SubdomSne
umfasst 14% und zwei 3¢-Helices und bindet den Kofaktor FAD. Beide N-terminalen
SubdomSnen sind Yber eine wenig strukturierte, 77 AS (AS 140-216) lange
Verbindungsregion miteinander verbunden. In der Kristallstruktur wurde eine Cystein-BrYcke
(Cys190) zwischen dieser Verbindungsregion und Cystein 8#$&omSne festgestellt. Ob
diese DisulfidbrYcke audn vivo vorhanden ist, ist jedoch unklar (Brautigam et al., 2004)
(siehe Abb. 13 A).

Der FAD-Kofaktorist in einer fYr die Photolyase/Cryptochrom-Proteinfamilie typischen, U-
fSrmigen Konformation nicht-kovalent gebunden. Ein zweiter Kofaktor wie beispimsiswe
das in vorangegangenen Studien gefunddiélF (Malhotra et al., 1995) konnten in der
Kristallstruktur nicht nachgewiesen werden. An der OberflSche der PHR von crgdiebefi
sich eine Aushshlung die von der OberflSche bis ins Innere des Proteins reictBoden
dieser Tasche bildet der Kofaktor FAD. Bei Photolyasen wird in dieser AushShdmg
beschSdigte DNA-Substrat gebunden (Park et al., 1995). In cryl wird eine Seite dieser
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Liu et al., 2011a; Lian et al., 2011; Wang et al., 2018) Das aktuelle Madalmolekularen
Signalmechanismus besagt, dass im Dunkel die CCE-DomSne an die PHR-DomSne
heranklappt. Bei Belichtung Sndert die CCE ihre Konformation, I3st sich von der PHR-
DomSne und kann so mit Signalpartnern interagieren. Dieses Modell wird durchnStudie
unterstYtzt, in denejeweils dunkeladaptiertes cryl- und belichtetes cry1-VolllSngenprotein
mit Trypsin behandelt wurden. Die CCE des belichteten VolllSngenproteins wurde i
Gegensatz zur CCE des unbelichteten Proteins zu einem hSheren Grad durch Trypsin
abgebaut. Dies ISsst auf eine kompaktere Konformation des dunkeladaptierten
VolllSngenproteins schlie§en, die sich bei Belichtung ffnet und daher fYr Tiygsser
zugSnglich ist (Partch et al., 2005; Kondoh et al., 2011).

NC9=P=<0B. @ (#|:&9&0<'@CP=4@ B;<0=>=#BBt(&I&H7CDB>##

Damit pflanzliche Cryptochrome als Signalgeber/Signalweiterleiteimider Signalkaskade

nachgeschalteten MolekYlen interagieren k8nnen, mYssen sie zuerst in eigenzalgtand
versetzt werden. Der initiale Schritt hierbei ist die Photoreduktion d&sdt#ch Absorption

von Blaulicht, wodurch der signalaktive Zustatitistate) erreicht wird. Nach Erreichen des

lit state folgt eine Oligomerisierung, die Yber die PHR-DomSne vermittelt \Siiel.ist
Voraussetzung fYr die FunktionalitSt der Photorezeptoren und ist unter pflanzliwthen
tierischen Cryptochromen konserviert. Die Kinetik der Oligomerisierung hat einelugsinf

auf die PhotoreaktivitSt der Cryptochrome: Die lichtabhSngige Oligomerisierung vaausry1l

A. thaliana benstigt beispielsweise mit etwa 1,5 min 6-8 Mal soviel Zeit wlie
Oligomerisierung vorA. thalianacry2. Im Falle von cry2 konnte gezeigt werden, dass die
Oligomerisierung, und somit auch alle nachfolgenden Schritte, durch BiD2-l{ght
inhibitors of cryptochromgsreguliert wird. Neben der Bildung von Homooligomeren wurde
auch die Bildung von cryl-cry2 Heterooligomeren beschrieben. Es wird vermutet, dass diese
Heterooligomerisierung zur Regulierung der AktivitSt der Cryptochrome beitrSgt (Liy et al
2020). Nach der Photooligomerisierung folgt eine €nderungen der Proteinkonformation und
anschlie§ende Phosphorylierung. Das so aktivierte Cryptochrom kann nun mit Signalpartnern
interagieren und durchiSuft wShrenddessen einen Photozyklus und kehrt schlieglich in den
Grundzustand zurYck. Im Dunkel Zerfallen die Oligomere und liegen wieder als Manom

Vvor.
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Hierzu machte man es sich zu nutze, dass sich der Photozgklitso spektroskopisch
verfolgen ISsst. So wurde gezeigt, dass im Dunkeln das FAD in seiner oridienme
vorliegt. WShrend Belichtung mit Blaulicht nimmt die Absorption des oxidierted &und

es wird eine metastabile Form des FAD gebildet, die im Spektrathedber 550 nm
absorbiert. Beim Vergleich mit den Referenzspektren des FAD wird klar, slagshebei der
gebildeten Spezies einzig um FADHandeln kann, da dies die einzige Redoxform ist, die in
diesem WellenlSngenbereich absorbiert (vgl. hierzu Abb. 8 B). Diese Schlussfolgerung
konnte in nachfolgenden EPR-Experimenten an Cry-Yberexprimierenden Insekteimzellen
vivo bestStigt werden, da auch hier die Bildung von FADHter Blaubelichtung der Zellen
verfolgt werden konnte.

Die Lebensdauer der signalaktiven ZustSnde von cryl und cry2 wurde sovptdnita als

auch in vitrogemesserFYr cryl wurde die Lebensdawkslit statesin plantamit 5 min und

in vitro mit 3-4 min bestimmt. Die Lebensdauer diestate (siehe Abb. 14) von cry2 betrug

in vitro 3-4 min undin planta16 min. In dieser Zeit ist es noch msglich, durch gleichzeitige
oder unmittelbar nachfolgende GrYnlichtbestrahlung einen Gro§teil der signalaktiven cry
MolekYle in einen inaktiven Zustand zu YberfYhren (siehe Abb. 14), was zu einer
Verminderung der durch Blaulicht zu vermitteinden Antwort fYBieser antagonistische
Effekt von GrYnlicht auf blaulichtvermittelte physiologische Antworten wurde in
verschiedenen experimentellen Studien beobachtet. So zeigten bichromatischrYhla
belichtete Keimlinge ISngere Hypokotyle, als bei monochromatischer BlaubetictBei der
gleichzeitigen Bestrahlung mit GrYnlicht und WeiSlicht zeigte sich einicBbnl Effekt
(Zhang and Folta, 2012). Es ist denkbar, dass diese antagonistischen Effekt&/nonr@
Blaulicht zur Adaption und Optimierung des Wachstums der Pflanze unter BiSgt@rdach

dient. Aufgrund der GrYnlYcke des Chlorophylls wird das Lichtspektrum durch benachbarte
Pflanzen mit GrYnlicht angereichert. In einer Konkurrenzsituation um bestm3gliche
Wachstumsbedingungen kann es fYr die Pflanze Yberlebenswichtig sein, die
blaulichtvermittelte Inhibierung des Hypokotylwachstums durch Absorption von GrYnlicht zu
inaktivieren. Es konnte gezeigt werden, dass diese Reaktionen auf lismiBéatdicht durch
direkte Interaktion von cryl und cry2 mit den Transkriptionsfaktoren PIF4 und PIF5 gesteuert
werden (Pedmale et al., 2016)

Die Bildung von FADH konnte bisher aben plantanicht direkt nachgewiesen werdegin
wahrscheinlicher Grund hierfYr k&nnte die Kurzlebigkeit #&DH* sein. Jedoch zeigtén

vitro Belichtungsstudien mit cryl, dass die Oxidation von FAR FAD, durch vorherige

Applikation von GrYnlichtpulsen verlangsamt wird (Bouly et al., 2007a). Dies k3nntekindire
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auf die Bildung von FADK hindeuten. Da FADHnicht nur im Spektralbereich >550 nm
absorbiert, sondern auch eine starke Absorption im kurzwelligen Bereich des Lichtes
aufweist, ist es wahrscheinlich, dass schon bei Blaubelichtung ein Phatwouizwischen
FADH' und FADH eingestellt wird, welches bei gleichzeitiger Belichtung mit GrYnlicht
stSrker auf die Seite des FABWerschoben wird (siehe Abb. 14).

@-%"0)&57A,50"7"*>57A%"&-7-%"0*B3&" B*40.F

Eine Reduktion des im Protein eingebetteten FAD alleine durch Gegenwarhesxt
Reduktionsmittel ist aufgrund der Redoxpotentiale des J#ABDH' Redoxpaares und des
zellulSren Millieus auszuschlie§en. FYr @e coli Photolyase wurde daher erstmals der
Mechanismus der Reduktion durch intrinsische Tryptophane als Elektronendonoren
postuliert. Dies fYhrte einige Jahre spSter zum Modell der konservierten Tryptialeaint

der Photolyase/Cryptochrom Proteinfamilie (siehe Abb. 8 C und Abb. 15 A)ieterd
Modell verbinden drei Tryptophane in der Funktion als Elektronentransportkette das im
Inneren des Proteins eingebettete FAD mit dem das Protein umgebendérezelMilleu.

Wird der Grundzustand des FAD, das inaktive BGAMdurch Absorption eines Photons
angeregt und geht in einen energetisch hdheren Zustand Yber, entzieht es dem prégimale
ein Elektron. Das entstandene proximale Trp-Radikal entzieht nun dem mebiplenn
Elektron und dieses dann wiederum dem distalen Tryptophan. Dieses oberfl$ctigastS
Trp-Radikal gibt ein Proton an das zellulSre Milieu ab und wird dadurch stabili3@rach

kann eine Elektronenaufnahme des Trp-Radikals von einem externen Elektronendonor
erfolgen, wodurch wiederum das Trp-Radikal zu Tryptophan reduziert wird. Beim
Elektronentransport durch die Trp-Triade kommt es folglich dreimal zu einem
Elektronentransfer unter Beteiligung von RadikalzustSnden. Hierbei steht jedeeiT eams$
Elektrons in Konkurrenz mit der RYckreaktion, was zum Abbruch der Transportkette fYhrt.
Daher betrSgt die Quantenausbeute fYr die Bildung des oberflSchennahen Trp-Redikals e
20%, d.h. eines von fYnf durch FAD absorbierten Photonen fYhrt dazu, dass die
Elektronentransportkette komplett durchlaufen wird. FYr cryl Authaliana wurde die
Beteiligung eines proteinoberflSchennahen Tyrosins am Elektronentransfer der Trp-Triade
beobachtet .
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Durch diesen konstitutiv aktiven PhSnotyp ist eine Auswertung der Daten hinsichtlich der
Photoreduktion im Falle von cry2 nicht msglich.

Diese Daten stellen die Notwendigkeit der Photoreduktion der Cryptochrome durch die Trp-
Triadein plantazumindest im Falle von cryl in Frage (Gao et al., 2015). Es scheint also eine
Diskrepanz zwischen der vivo- und deiin vitro-Rolle der Trp-Triade zu geben, die durch

den Nachweis der Photoreduktion der oben erwShnten Trp-Mutanten in Insektenzellen noch
vergr8ert wurde. Aufgrund dieser kontrSren Beobachtungen kam der Begriff &Tryptophan-
Triade-ParadoxonO auf. Demnach sollen die therreste der Tryptophan-Triade eher zur
strukturellen StabilitSt als zur Photoreduktion der Cryptochrome beitragen. Zur AufkiSrung
dieses Paradoxons sind weitere Daten nstig. Es ist ebenfalls nicht auszuschlie§en, dass
weitere konservierte Tryptophane bei Ausfall der eigentlichen Trp-Triade den

Elektronentransport Ybernehmen.

,=@.-D90-.>'BC9=&.#B.#O=&D&@=>/.<#AB.C9=&.P&#E0789&/:0&

Pflanzliche Cryptochrome vermitteln eine Vielzahl physiologischer Antworten, inglem
blaulichtabhSngig entweder direkt oder indirekt aeitvnstreankKomponeren verschiedener
Signalkaskaden interagieren (Liu et al., 2011b, 2016) Der GroS8teil dieser Interaktienen

der Regulation von Genen auf transkriptioneller Ebene. Wichtige Interaktionspartner sind
hierbei derconstitutive photomorphogeni¢isupressor of phyACOP1/SPA)-Komplex, die
cryptochrome interacting basic helix-loop-helRroteine (CIB), digghytochrome-interacting
factor- Proteine (PIF). KYrzlich wurde niitue-light inhibitor of cryptochromes {BIC1) ein
Interaktionspartner identifiziert, der mit Cryptochrom 2 interagiert um dessen Funk#ionen
modifizieren (Wang et al., 2016). Nebemeskn Cryptochrom-spezifischen Signalwegen
(siehe Abb. 16)interagieren Cryptochrome auch direkt mit anderen Photorezeptoren wie den
Phytochromen und Zeitlupe (ZTL) (Mas et al., 2000; Ahmad et al., 1998b; Jaridb, et
2001a).
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Bindet nun die CCE von Cryptochrom 1 an SPA, wird die enge Bindung von SPA und COP1
gelockert und somit der COP1/SPA-Komplex inaktiviert.

Neben der oben beschriebenen Deetiolierung des Keimlings Yben Cryptochrome Yber den
COP/SPA-Signalweg unter Beteiligung des FLQWERING LOCUS )Teinen schwachen
indirekten Einfluss auf das ...ffnen der Stomata in Kotyledonen aus (Ando 20IS8;,
Kinoshita et al., 2011). Auch konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung dert&ioma
Kotyledonen durch CRY beeinflusst wird, da dig/lcry2 Doppelmutante in Arabidopsis
weniger Stomata aufweist, als der Wildtyp, wobei in CRY 1-Yberexprimierendem lovéhr
Stomata zu finden sind (Kang et al., 2009). Zudem gibt es Hinweise daraf;Eas Yber

die Interaktion mit dem COP1/SPA-Komplex die AktivitSt des TranskriptionsfaktBR1
(LONG HYPOKOTYL IN FAR-RED 1), der an der LBlshade avoidance responfleow-
Blue-Ligh) beteiligt ist, regulieren (Pac’n et al., 2016; Rolauffs et al., 2012; Pedshall.,
2017).

@-%7"0A%4&-7-*)4%*3014EXBAR4?*I139H9J;B"0-1A"4$%4&-160A%&"7-*

Zu den mit pflanzlichen Cryptochromen interagierenden bHLH-Transkriptionsfaktoren
gehSren neben den CIB Proteinen auch die Vertreter der PIF-Proteinfamilie. Da der
Schwerpunkt dieser Arbeit auf Cryptochrom 1 #@usthalianaliegt, wird an dieser Stelle

nicht genauer auf die Interaktionen mit CIB Transkriptionsfaktoren eingegangen, da bisher
keine Interaktion von Cryptochrom 1 mit CIB-Proteinen beschrieben wurde.

Wie der Name schon vermuten ISsst, wurden die PIF Transkriptionsfaktoren alserst
Phytochrom-bindende Proteine identifiziert. An thalianasind acht PIFs (PIF1 bis PIF8)
beschrieben worden. Alle acht PIFs besitzenaetive phytochrome B binding mot{APB).

PIF1 und PIF3 verfYgen neben dem APB noch Ybeaotive phytochrome A binding motif
(APA). PIFs fungieren als negative Regulatoren von lichtinduzierten Wachstuesggnz
indem sie die Photomorphogenese reprimieren. Bei Belichtung werden die PIFs durch
Phytochrome phosphoryliert und durch anschlie§8ende Ubiquitinylierung dem proteasomalen
Abbau zugefYhrt, wodurch die reprimierende Wirkung aufgehoben wird und die
Photomorphogenese einsetzt. Es konnte gezeigt werden, dass CRY1l in der Lage ist,
lichtabhSngig mit PIF4 und PIF5 zu interagieren (Pedmale et al., 2016; Ma et al., 2016).

FYr die Transkriptionsfaktoren PIF1 und PIF3 wurde nachgewiesen, dass sie untehtBlauli
sehr schnell abgebaut werden (Castillon et al., 2009; Bu et al., 2011). Da Phytochcbme a
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DNA-Substrate zustSndig ist. DarYberhinaus wird die Bindung des Nukleotids zusStzlic
Yber die Ausbildung von WasserstoffbrYcken zu polaren AminosSuren verBirkt.
Phosphatreste des AMP-PNP befinden sich an der OberflSche des Proteiirsd uheis
umgebenden Milieu ausgesetzt. Der Flavinkofaktor hat Yber WassermolekYle éndirekt
Kontakt mit AMP-PNP. So in Position gehalten ist der Adeninrest nur 11 < vom
Isoalloxazinring des FAD entfernt. Die ATP-Bindung konnte auch fYr weitere Cryptochrome
nachgewiesen werden (...zgYr and Sancar, 2006).

Die biologische Funktion und Relevanz der Nukleotidbindung von Cryptochromen war zu
Beginn der vorliegenden Arbeit weitestgehend unklar. Aus Experimenten;\dieo oder in
heterologen Systemen durchgefYhrt wurden, geht hervor, dass beispielsweise die
Photoreduktion deBAD Kofaktors durch ATP-Bindung verstSrkt wird, da FADH; stabilisiert
wird (Cailliez et al., 2014; Burney et al., 2009b; Engelhard et al., 2014b). Eine Fualdion
direktes  Reduktionsmittel kann aber hierbei ausgeschlossen werden, da
Belichtungsexperimente mit IDP (oxidierte Form des ATP) ebenfalls einghlbasigte
Photoreduktion zeigten (Engelhard et al., 2014b). Wahrscheinlicher ist, dass durch die
Bindung des ATP eine lichtunabhSngige KonformationsSnderung im Protein induziert wird,
welche die Effizienz des intramolekularen Elektronentransports steigertatidenative
Routen des Elektronentransportes zum FAD erm3glicht. Diese KonformationsSnderung
wurde in vorausgegangenen Arbeiten bereits gezeigt (EI-Esawi et al., 2015)(Bualey et
2009b). In der Kristallstruktur der AMPNPbindenden Cryl PHR DomSne kann jedoch
keine VerSnderung der Konformation im Vergleich zur nicht mit AMP-PNP beseP4R
DomSne beobachtet werden (Brautigam et al., 2004). Ein Grund hierfYr k3nnte jedoch darin
liegen, dass die Cry1-PHR Kristalle nachtrSglich in AMP-PNP L3sung inkubigdew. Da

das Kristallgitter von Cry1l-PHR schon ausgebildet war, kann zwar die Anbindung dés AM
PNP erfolgen, aber es ist wahrscheinlich, dass eine KonformationsSnderung aufgrund de
starren Struktur nicht stattfinden kann.

Eine weitere Wirkung der Bindung von ATP kSnnte eine lokale Absenkung des pKa-Wertes
des Aspartats D396sein Dieses Aspartat fungiert als Protonendonor nach
ElektronenYbergang auf das FAD wShrend der Photoreduktion. Sowohl die Binding von ATP
als auch die Senkung des pH-Wertes bewirken eine Protonierung der AsparaginsShee, wel
zu einer verstSrkten Akkumulation von FAPMShrend der Photoreduktion fYhrt (MYller et

al., 2014; Cailliez et al., 2014). Gleichzeitig wurde jedoch auch bei vollgt$notioniertem
Asparagin noch eine steigernde Wirkung der ATP-Bindung auf die Photoreduktion

fedgestellt (Engelhard et al., 2014b).
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Belichtungsexperimente in Insektenzellen, die Cryptochrom Mutantenproteine exprimierten,
in denen Trp in der Trp Triade zu redoxinakivem Phe ausgetauscht waren, konnte gezeigt
werden, dass eine Bindung von ATP die Photoreduzierbarkeit der Proteine zumindelst parti
wieder herstellt (Engelhard et al., 2014b; El-Esawi et al., 2015). Durch Bindung von ATP
konnte die Photoreduktion wieder erfolgen. Dies legt nahe, dass durch ATP-Bindung eine
KonformationsSnderung im Protein hervorgerufen wird, die alternative Routen fYr den
intramolekularen Elektronentransport erm3glicht. Dies wSre auch eine m3glictar U

fYr das ATryptophan-Triade-ParadoxonO. Basierend auf der Kristallstruktur von Cryl-PHR
konnten durch Sequenzanalysen zwei weitere Tryptophane identifiziert werden (W331 &
W371), die als alternative Route zum Transfer von Elektronen genutzt werden k3nnten
(Engelhard et al., 2014b).

1-.=-6,-$-+F)$<63$-6+,-.+|GH23#456-+9#6+71+$"<(8<6<tA4#&B" . #4+J+
Im Folgenden werden kurz die in dieser Arbeit verwendeten Mutanten der PHR-DmitSne

ihren charakteristischen Eigenschaften dargestellt.

"#+M32SA#GB9-.9<#

In einemsupressor screewurden Pflanzen der spStblYhenden transgenen misiietap,

deren Samen mit Ethylmethansulfonat mutagenisiert wurden, nach frYhblYhendenrMutante
durchsucht. Dabei wurde voBxner et al die Mutante ID0.3-457 beschrieben die eine
Mutation am unteren Arm des Chromosom 5 trSgt. In dieser Region ist auciR¥aSen
lokalisiert. Durch Sequenzierung dE&RY1Lokus zeigte sich auf DNA-Ebene ein C zu T
Mutation, die bei Tranlation einen Austausch von Leu-407 zu Phe im cryl Protdnktbe
Sequenzanalysen zeigten, dass dieses Leu an Position 407 in nahezu afieicheh
Cryptochromen stark konserviert ist. Tierische Cryptochrome besitzen an diesepnPositi
AminosSuren mit kleinen Seitenketten wie Alanin, Serin, Threonin oder Qsieine Abb.

18).

Eine tberexpression deSRY1407F Allels in Colombia Wildtyplinien zeigte, dass es sich
um einegain-of-functionMutation handelt, da alle transgenen Pflanzen einen frYhblYhenden
PhSnotyp unter Kurztagbedingungen aufwiesen.

Die wichtigsten Physiologischen Merkmale einer Pflanze mit G&¥1.407F Allel sind:

¥ Starke Beschleunigung der BlYtenbildung unter Kurztagbedingungen
36



Einleitung

¥ tberexpression vofrlowering Locus TFT)

¥ HypersensitivitSt gegenYber Blau- und Rotlicht
v

Abb. 18. Sequenzvergleich pflanzlicher Cryptochrome, tierischer Crgtochrome und Photolyasen Die Abbildung zeigt
das unter pflanzlichen Cryptochromen konservierte Leucin (Pfeil), heelcTeil einer ebenfalls unter Pflanzlichen
Cryptochromen stark konservierten Region (umrandetédsSuren) isbbildung augExner et al., 2010)

Exner et al.fYhren die HypersensitivitSt gegenYber Blau- und Rotlicht anhand von
Simulationen der MolekYldynamik auf eine reduzierte FlexibilitSt des Mslek¥iYck
(Exner et al., 2010). Weiterhin stelltédfxner et al.die Hypothesen auf, dass durch die
Mutation der Photozyklus desrylL407F Mutante verSndert sein k3nnte und dass diese
Mutation msglicherweise die ATP-Bindung stabilisiert.

Im Besonderen die HypersensitivitSt gegenYber Blaulicht stellt eine Eigitrdahdie im
Zuge dieser Arbeit untersucht werden sollte. Hierzu sollten zum Einen phwoische
Parameter wie die Halbwertszeit des signalaktiven FADHjitro gemessen, zum Anderen

biophysikalische Eigenschaften wie Schmelztemperatur bestimmt werden.

[07)T321N#GB9-.9<#

Von Brautigam et al. wurde Anhand der Kokristallstrukdar PHR-DomSneon A. thaliana
Cryptochrom 1mit AMP-PNP herausgefunden, dass das Tyrosin an Position 402 essenziell fYr
die Bindung des Metaboliten ATP ist (siehe Abb. 19).

FYr die geplanten Untersuchungen dieser Arbeit war es von Vorteil, als Negativ&aitrel
Variante der cryl PHR herzustellen, die die FShigkeit der ATP-Bindung verloren hat. Da

wurde das essentielle Tyrosin an Position 402 gegen ein Alanin ausgetauscht.
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2 Material

2.1 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien entsprachen alle dem Reinheitsgrad p.A. (zur AnSigse
wurden hauptsSchlich von den Firmen Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim), Roth

(Karlsruhe) und Applichem (Darmstadt) bezogen.

2.2 LaborgerSte

GerSt

Bezeichnung/Typ

Hersteller/Firma

€kta Purifier

Analysewaage
Blottapparatur
French Press

Geldokumentation

Heizblock

Infrarot-Scanner

Interferenzfilter
KulturschYttler
KYvettenkYhlung
Laborwaage

PCRCycler

pH-Meter

Photometer

Pipettensatz
SDSGelapparatur

SpannunggStromquelle

Sterilbank

Entris 2241S
Tetra Blotting Module
French Pressure Cell Pres

DOC-Print 1000/20M
+ DP-CF011.C

Thermomixer comfort

Odyssey Infrared Imaging System

Multitron pro HT
Kryo-Thermostat WK 5
PrSzisionswaage

UNO-Thermoblock
Mastercycler gradient
RotorGene Q

Lab 850

UV-2401 PC UWVIS
GeneQuant 1300
Nano Drop ND 1000

Eppendorf research
Mini -PROTEAN 3 Cell

PowerPat HC
Power 300

Aura H130
Faster KBN4 Laminar Flow
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Amersham Biosciences Europe GmbH
Freiburg

Sartorius AG, GSttingen
Bio-Rad Laboratories GmbH, MYncher
SLM AMINCO/Spectronic

Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell

Eppendorf, Hamburg

LI-COR Biosciences GmbH,
BadHombug

Schott Glaswerke, Mainz
INFORS GmbH, Einsbach

Colora Messtechnik GmbH, Lorch
Sartorius AG, GSttingen

BiometraGmbH, GSttingen
Eppendorf, Hamburg
QIAGEN, Hilden

Schott instruments, Mainz

Shimadzy, Kyoto, Japan
GE Healthcare, MYnchen
Thermo Scietific, Waltham, MA, USA

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad Laboratories GmbH, MYncher

Bio-Rad Laboratories GmbH, MYncher
Integra Biosciences Grih Fernwald

Ehret Labotechnik,Emmendingen
SAROSSY LABORTECHNIK, Stuttgart
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GerSt

TischschYttler

Ultraschallapparatur

Vortexer

WSrmeschrank

Wasserbad

Zentifuge

Bezeichnung/Typ

Sonore TK52

Vortex-Genie 2

Inoval 4230

Inkubationsbad Typ 1003

Centrifuge 5417R
Labofuge 400R Function Line
J2-21

Hersteller/Firma

Gesellschaft fYr Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Bandelin electronic, Berlin

Scientific Industries, New York\Y,
USA

New Brunswick Scientific, Edison,
NJ,USA

Gesellschaft fYr Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Eppendorf, Hamburg
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Beckman Coulter GmbH, Krefeld

2.3 Puffer und LSsungen

LSsung Komponente Konzentration [Endkonzentration]
10% SDSStammlSsung SDS 10% (w/v)
10x LSnmlipuffer (1 L) Tris 30.29¢g [0.25 M]
Glycin 14413 g [1.92M]
SDS 109 [1% (wiv)]
A. bidest. add 1L
10x PBSPuffer, pH 7.4 (100 ml) NaCl 8¢ [1.4 M bezYglich Np
KCl 0.2g [0.03 M bezYglich’K
NaHPQO, 2H,0 1.8g [0.1 M bezYglich N
KH,PO, 0.24 g [0.2 M bezYglich'K
2x E. coliLyse-Puffer Tris-Cl, pH 8.0 200 mM
NaCl 600 mM
Glycerin 20% (v/v)
Triton X-100 1% (v/v)
Imidazole 20 mM
5x SDSProbenpuffer (10 ml) SammelgePuffer 45ml  [0.225 M TriCl, pH 6.8]
DTT 386 mg [0.250 M]
SDS 05¢ [5% (wiv)]
Glycerin 50ml  [50% (v/V)]
Bromphenolblau 5mg [0.05% (w/v)]
A. bidest. add 10 ml
AmidoschwarzL Ssung EsspgsSure 10% (v/v)
Methanol 90% (v/v)

10% APSStamml3sung

Amidoschwarz

APS
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10% (w/v)
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LSsung Komponente Konzentration [Endkonzentration]
Blocking Puffer TBS-Puffer 1x

Milchpulver 3% (wiv)
Coomassieé-Srbel3sung Isopropanol 25% (viv)

EssigsSure 10% (v/v)

EB-Puffer
EntfSrbel3sung

High-Imidazole Buffer

IPTG-StammlSsung
LSmmli Puffer
LysozymStammlSsung
NaOH-LSsung

No-Imidazole Buffer

SammelgePuffer

SECH10-Puffer

SEGPuffer

TE-Puffer

TrenngelPuffer

WaschlSsung

WB-TransferPuffer (1 L)

GTE/RNase

NaOH/SDS

coomassiebrilliant-blue R-250

Tris-Cl, pH 8.5
EssigsSure

Tris-Cl, pH 8.0
NacCl

Glycerin

Imidazol

! -Mercaptoethanol

IPTG

Lysozym
NaOH

Tris-Cl, pH 8.0
NacCl

Glycerin

! -Mercaptoethanol

Tris-Cl, pH 6.8

Tris-Cl, pH 8.0
NacCl

Glycerin

! -Mercaptoethanol

Tris-Cl, pH 8.0
NacCl
! -Mercaptoethanol

Tris-Cl, pH 8.0
EDTA

Tris-Cl, pH 8.8

EssigsSure
Methanol

Tris

Glycine

10% SDSStocklSsung
Methanol

A. bidest.

Glucose
Tris-Cl, pH 8.0
EDTA

RNase

NaOH
SDS
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0.05 (w/v)
10 mM
10% (v/v)

100 mM
200 mM
10% (v/iv)
500 mM
10 mM

1M

10 mg/ml
02 M

100 mM
200 mM
10% (v/v)
10 mM

0.5M

10 mM
200 mM
10% (v/v)
10 mM

10 mM
200 mM
10 mM

10 mM
0.1 mM

15M

10% (v/v)
90% (v/v)

5.82g [0.048 M]
2.93g [0.039 M]
3.75ml [0.0375% (w/v)]
200 ml  [20% (v/V)]

add 1L

50mM
25mM
10 mM
0.02 mg/ml

0.2N
1% (w/v)
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LSsung Komponente Konzentration [Endkonzentration]
PAS-L&sung EssigsSure 29.5 ml
KOH-PISttchen zugeben bis pH 4.8
A. bidest add 100 ml
Colloidales Coomassie StammlSsun  LSsung A:
(800ml) OrthophosphorsSure 16 ml
A. bidest 768 ml
Ammoniumsulfat 80g
LSsung B:
coomassie brilliant blu&s250 1lg
A. bidest 20 ml

800 ml Stamml3sung:
LSsung A (784 ml)
+ 16 ml LSsung B

GebrauchslISsung frisch:
80% StammlSsung
+ 20% Methanol

RF1-LSsung RbClI 100 mM
MnCl, x 4H,0 50 mM
Kaliumacetat, pH 7.5 30 mM
CaCl x 2HO 10 mM
Glycerin 15% (v/v)

RF2LSsung MOPS, pH 5.8 10 mM
RbCI 10 mM
CaCl x 2HO 75 mM
Glycerin 15% (v/v)

MgCl2-StammlSsung MgCl, 1M

MgSO;-StammiSsung MgSO, 1M

dYT Medium Bacto Trypton 16 g/L
Hefeextrakt 10 g/L
NaCl 5g/L

Acrylamid/Bisacrylamil-Mix Acrylamid 20% (viv)
Bisacrylamid 0.53% (v/v)

2.4 NShrmedien
Medium Komponente Konzentration

LB-Medium (flYssig)

LB-Agar

Bacto -Trypton
Bacto -Yeast Extract
NaCl

Bacto -Trypton
Bacto -Yeast Extract
NacCl

Bacto -Agar
Antibiotika

Petischalen ~8.5 cm
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10 g/L
5g/L
5g/L

10 g/L
5g/L
5g/L
1.5% (w/v)
siehe2.5
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2.5 Antibiotika

Antibiotikum StammlSsung Verwendete Konzentration
Ampicillin 100 mg/ml 100 mg/L
Kanamycin 50 mg/ml 25 mg/L

2.6 Proteaseinhibitoren

Proteaseinhibitor

StocklSsung

Verwendete Konzentration

Benzamidin 200 mM 10 mM

E-64 0.8 mM 14#M

Pepstatin A 1.5 mMin Methanol : EssigsSur8:() 8.8#M

PMSF 100 mM in Ethanol 4.5 mM

2.7 AntikSrper

AntikSrper Antigen Quelle Hersteller VerdYnnung

PrimSrois Hisg Tag Maus Clontech, Mountain View, CA, USA 1:5000in TBS
T-Puffert

PrimSio/Gtrep StrepTag Kaninchen IBA GmbH, GSttingen 1:2000 in TBS

Tag T-Puffert

SekundSe6 Maus IgG Esel LI-COR Biosciences, Baddiinburg 1:10 000 in

mouse TBS-T-Puffer

IR-Dye 80Ccw

SekundS#6 Kaninchen Esel LI-COR Biosciences, Baddiinburg 1:10 000 in

rabbit 1gG TBS-T-Puffer

IR-Dye 680
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AntikSrper Antigen Quelle Hersteller VerdYnnung
SekundSe6 Maus IgG Esel LI-COR Biosciences, Baddiinburg 1:10 000 in
mouse TBS-T-Puffer
IR-Dye 680

Zur ISngeren Haltbarkeit wurderd&K-L8sungen Nalin einer Endkonzentration von 0.02% zugesetzt

2.8 BakterienstSmme, Plasmide und Oligonukleotide

2.8.1 Escherichia coliStSmme

Stamm Genotyp Verwendung Hersteller
XL1-Blue recAlendAl gyrAl thil Klonierung und Stratagene, Amsterdam,
hsdR17 supE44 relAl lac DNA-PrSparation .
[F«proAB laci ZUM15 Niederlande
Tn10(Tet)]
BL21[DE3] F5&;8%#:>',:$@5; H5# heterologe Stratagene, Amsterdam,
FO5*.") BVKW+ Proteinexpression . 4orande
BL21 F5&;8%t#:>',:$@5; H# heterologe Stratagene, Amsterdam,
CodonPlus [DE3RIL ) /6 <GF OTBK W Proteinexpression  Niederlande
<."N#%:<#B@F#=D<T#D<
6-; "\
BL21 F5&;8%t#:>',:$@5; H# heterologe Stratagene, Amsterdam,
CodonPlus [DE3RIL ) “6<GF 0TV K W+ Proteinexpression  Niederlande
<."N#%:<#B@F#=D<T#D<
6-; "\
2.8.2 Plasmide
Plasmid Resistenz Verwendung Besonderheiten (Quelle)
pET-28a(+) Kan® heterologe Proteinexpressior  T7-Promotor, 6xHisTag N/Gterminal
in E. coli (Novagen/Merk, Darmstadt)
pASK-IBA43-plus Amp® heterologe Proteinexpressior tet-Promotor, 6xHisTag N-terminal,
in E. coli StrepTag Il Gterminal (IBA GmbH,
GSsttingen)
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Plasmid Resistenz Verwendung Besonderheiten (Quelle)
pACYCDuetl cmit heterologe Proteinexpressior ~ T7-Promotorl, MCS1 mit 6xHisTag
in E. coli N-terminal;

T7-Promotor2, MCS2 mit Gterminal
S-Tag (Novagen/Merk, Darmestt)

2.8.3 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der FirmdWG-BiotechGmbH (Ebersberg) synthetisiert.
Zur direkten Klonierung von PCR-Amplifikaten in den Zielvektor tragen einige Primer e
50-Extension von 1-5 bpGrpSbuchstaben kursiv Mutagenisierte Codons sind in
Kleinbuchstaben angegeben.

Restriktionsschnittsteller:: , Notl

N-terminus (AS 1-509) von cryl WT undcry1L407F in pACYCDuet-1
Primer forward:
5O0TAT TT G TCT GGT TCT GTA TCT GG -30

Primer reverse:
5OATTGCG GCC GCTTAT CCT TCT TCG GAT CCG TT-30

Herstellung der crylY402A-Mutante in pACYCDuet-1

Primer forward:
50-C GAT GCT CTT GGT TGG CAA gcg ATT ACC GGT ACT CTC CCG G-30

Primer reverse:
50-C CGG GAG AGT ACC GGT AAT cgc TTG CCA ACC AAG AGC ATC G-30
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2.8.4 DNA-Grs§enmarker

Folgende DNA-GrS8emarker wurden bei der Agarose-Gelelektrophorese verwendet:

2-Log DNA Ladder 0.110.0 kbp ' -DNA/EcoRI (Aval) DNA-Marker 00OGeneRuler DNA Ladder
(New England Biolabs (MBI Fermentay Ultra Low RanggThermoFisher scientific)

2.8.5 Protein-Grs8enmarker

Als Grs8enreferenz bei SDBAGE-Analysen und Western Blots wurden folgende

Proteinmarker benutzt:

PageRuler Prestained Protein Ladder 1IB0 kDa BlueStar Prestained Protein Marker180 kDa
(ThermoFisher scientific) (Nippon Genetics Europe GmbH)
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung und Transformation von E. coli

3.1.1.1Kultivierung von E. coli auf Festmedium

Um selektiveE. coli Einzelkulturen zu erhalten, wurden die Zellen entweder nach einer
vorangegangenen Transformation oder aus einer Glycerin-Gefrierkultur auf LB-Festmedium
mit endsprechenden Antibiotika ausgebracht.

Hierbei wurden im Falle einer Transformation je nach Transformationsetfizind Volumen

des Transformationsansatzes 10-#b@es Ansatzes unter sterilen Bedingungen auf LB-Agar
ausgebracht.

Bei Gefrierkulturen wurde eine sterile ImpfSse in die Kultur getaucht und ellenzwurden

unter Anwendung der 3-Strich-Technik auf das Festmedium Ybertragen, um Einzelkolonien

zu erhalten.

3.1.1.2Kultivierung von E. coli als FlYssigkultur im analytischen Ma§stab

Diese  Kultivierungsmethode vonE. coli Zellen wurde standardmS8ig fYr
PlasmidprSparationen, zur Stammhaltung als Glycerin-Gefrierkulturen oder als InéKalum
grs8ere Kulturvolumina angewandt.

Hierbei wurden je 3 ml LB-FlYssigmedium mit entsprechenden Antibiotikatzersed mit
einer Zellkolonie einer Selektionsplatte unter sterilen Bedingungen angeimpt. D
Kultivierung erfolgte bei 37 jC und 220 rpm Yber Nacht (12-16 h).
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3.1.1.3Herstellung von chemisch kompetenten E. coli Zellen

Zur Herstellung von chemisch kompetentEn coli Zellen wurde die Rubidiumchlorid-
Methode angewendet. DafYr wurden 100 ml steriles dYT-Medium mit Zellereinaes
tbernachtkultur 1:100 angeimpft und jeweils mit#l MgCl,-StammlSsung und MgS©
StammlSsung versetzt. Die frische Kultur wurde bei 37 jC und 250 rpm inkubiert,ebis di
ODgsoo etwa 0.6 erreichte. Dann wurden die Zellen fYr 30 min auf Eis gelagert und
anschlie§end bei xxxg und 4 {C fYr 8 min pelletiert. Das Pellet wurde iwh/Ass in 33 ml
steriler RF1-L8sung resuspediert und die Suspension erneut fYr 30 min auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Zellen erneut bei xxxg und 4{C fYr 8 min pelletiert und desifP&lim|
RF2-L3sung aufgenommen. Nach weiterer 30 minYtiger Inkubation auf Eis wurden die Zell

zur weiteren Verwendung aliquotiert und bei -80 {C gelagert.

3.1.1.4Transformation von chemisch kompetenten E. coli Zellen

Zur Transformation vork. coli Zellen (Hanahan, 1983) wurde pro Ansatz ein Aliquot von
100-150 #l einer Glycerin-Gefrierkultur chemisch kompetenter Zellen des zu
transformierenden Stammes auf Eis aufgetaut und mit 50-100 ng Plasmid+Bxséizt,

leicht durchmischt und fYr 30 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die
TransformationsansStze fYr 1 Minute bei 42 jC einem Hitzeschock imlétéizausgesetzt,
gefolgt von einer KSlteschockbehandlung fYr 2 Minuten auf Eis. Danach wurden jedem
Ansatz sofort 500-908| antibiotikafreies, auf 37 jC vorgewSrmtes LB-Medium zugegeben.
Zur Regeneration der Zellen und zum Aufbau der durch das Plasmid eingebrachten
Antibiotikaresistenzen wurden die TransformationsansStze fYr 1 h bei 37 jC und 220 rpm
inkubiert. Anschlie§end wurden unter sterilen Bedingungen 10#00AbhSngig von
Transformationseffizienz) jedes Ansatzes auf antibiotikahaltigen LB-Ridten ausplattiert

und die Platten wurden Yber Nacht bei 37 jC im WSrmeschrank inkubiert.
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3.1.2 Isolation von NukleinsSuren

3.1.2.1Plasmid MiniprSparation

3.1.2.1.1 Alkalische Lyse

Die PlasmidprSparation durch Alkalische Lyse wurde nach der von Birnboim und Doly
beschriebenen Methode durchgefYhrt (Birnboim and Doly, 1979).

Zur PrSparation des Plasmids wurden 2 ml elecoli thernachtkultur in ein 2 ml
ReaktionsgefS§ YberfYhrt und durch Zentrifugation fYr 1 min bei 20.000 x g und RT pelletiert.
Der ftberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 1 ml GTE/RNase nedigshe

Nach Zugabe von 20G# NaOH/SDS erfolgte eine Inkubation fYr 5 min auf Eis.
Anschlie8end wurden 1581 PAS-L3sung zugegeben und die Suspension erneut fYr 5 min
auf Eis inkubiert. Danach wurden Zelldebris und PrSzipitate durch Zentrifugaii@®.000

x g und 10 min bei RT pelletiert und der tberstand in ein neues 2 ml ReaktioghsgefS
YberfYhrt. Durch Zugabe von 1 ml 99.9 %igem Ethanol und anschlie§ender 2 minYtiger
Inkubation bei RT wurde die Plasmid-DNA aus der L3sung gefSllt. Dietiealieg der
PlasmidDNA erfolgte durch erneute Zentrifugation fYr 5 min bei 20.000 x g und RT.
Abschlie8end wurde die pelletierte DNA nochmals mit 70%igem Ethanol ghesasund
erneut zentrifugiert. Der tberstand wurde verworfen und das Pellet bei RT getrackhe

anschlieg§end in 20-58 EB aufgenommen.

3.1.3 Manipulation von DNA

3.1.3.1DurchfYhrung einer Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR ist ein molekularbiologisches Standardverfahrerirzuitro VervielfSltigung von
DNA-Sequenzen (Mullis et al., 1986). Eine typische PCR ist im Wesentlichiigande

Reaktionsschritte unterteilt: Denaturierung, Primer-Annealing und Elongation.
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Das Prinzip beruht darauf, dass in einem Denaturierungsschritt die beiden kemtSliem
StrSnge der DNA-Matrize (Template-DNA) durch Erhitzen voneinander getrennt und
SekundSrstrukturen in den NukleotidstrSngen aufgel3st werden. In der Regel wird dieser
Schritt bei 95;C fYr 60 Sekunden durchgefYhrt, wobei je nach KomplexitSt und GC-Gehalt
der verwendeten Template-DNA Anpassungen der Temperatur oder der Dauer erforderlich
sein k3nnen. WShrend des Primer-Annealing wird die Temperatur rasch abgesenkt, um ei
Anlagern der Primer an die nun als EinzelstrSnge vorliegende DNA-Matrizenggliehen.

Die Wahl der Annealing-Temperatur beeinflusst hierbei die SpezifitSAnlagerung der
Primer an die Template-DNA. Eine zu niedrig gewShlte Annealing-Tempéragiynstigt
Basenfehlpaarungen zwischen Primer und Matrize, was zu Punktmutationen oder
unerwYnschten Nebenprodukten fYhren kann. Eine zu hoch gewShite Annealing-Temperatur
fYhrt hingegen zu einer verminderten Produktbildung oder zum Ausbleiben eines Produktes.
Im Elongationsschritt wird die Temperatur rasch auf das Temperaturoptimum der
verwendeten DNA-Polymerase eingestellt. In diesem Schritt werden dieeaMatrize
angelagerten Primer durch die DNA-Polymerase entsprechend komplementSr zue Matriz
verlSngert. Die Dauer der Elongation wird ma8geblich durch die Geschwindigkeit der
verwendeten DNA-Polymerase bestimmt. Eine HandelsYbliche Taq DNA-Pobgmksd

eine Geschwindigkeit von 1 kb pro Minute, modifizierte DNA-Polymerasen wie Phusion
Polymerasen erreichen Geschwindigkeiten von 2 kb pro Minute. Durch die LSnge des
erwarteten Produktes und die Geschwindigkeit der DNA-Polymerase kann die Dauer de
Elongationsschrittes festgelegt werden. Dieser Zyklus bestehend ausuri2enag,
Annealing und Elongation wird je nach Anwendung zwischen 25 und 40 Mal wiederholt.

Um die PCR-Reaktion zu optimieren, wird in der Regel einmalig eine inidiataturierung

der DNA-Matrize bei 95;C fYr 2-5 Minuten durchgefYhrt, um sicherzustellen, daSs auc
komplexe DNA komplett denaturiert wird. Am Ende der PCR wird zudem hSufigneierfi
Elongationsschritt angefYgt. So wird sichergestellt, dass unfertige PCR-Prodiikiéee a
korrekte ProduktlSnge aufgefYIlt werden.
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Im Folgenden ist ein typisches Programm fYr eine PCR-Reaktion aufgefYhrt:

Programmabschnitt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 iC 2-5 min 1
Denaturierung 95 iC 60 s

Primer-Annealing 50-65 iC 30s 25-40
Elongation 72 iC 0,5-8 min

Finale Elongation 72 iC 10 min 1

Die PCR-Reaktionen wurden in dYnnwandigen 200PCR-ReaktionsgefS§en in einem

Reaktionsvolumen von 2@ durchgefYhrt.

Reaktionskomponenten, Stockl$sungen und ihre gebrSuchlichen Endkonzentrationen :

Komponente StammS3sung Endkonzentration
Template DNA variabel 10-100 ng

3«- Primer 10#M 0,2#M

5«- Primer 10#M 0,2#M
Reaktionspuffer 10x 1x

MgCl, 25 mM 2 mM

dNTP Mix je 10 mM 200#M

TagDNA Polymerase xU/# 1U
Nukleasefreies Wasser AuffYllen auf Reaktionsvolumen

Die oben genannten Endkonzentrationen der Komponenten stellen einen Standard PCR-
Ansatz dar und mYssen unter UmstSnden den experimentellen Anforderungen und

Gegebenheiten angepasst werden.

51



Methoden

3.1.3.1.1 Zielgerichtete Mutagenese mittels PCR

Die sequenzspezifische Mutagenese ermsSglicht den zielgerichtetdauéets eines oder
mehreer Codons in einer DN&Sequenn vitro. So kSnnen beispielsweise Punktmutationen
einzelner Codons oder Deletionen bzw. Insertionen von Codons durchgefYhrt werden.
Grundlage der Methode ist die Synthese von komplementSren Primern, die die geavYnscht
Mutation tragen. Durch eine PCR des Ausgangsplasmids wird die Mutation Yber die
beabsichtigte Fehlpaarung der Primer mit der Ausg@iA-in die Sequenz eingebracht.

Zur Entfernung des Ausgangsplasmids, das keine Mutation trSgt, wird die Eigensgdbaf
Bakterien zur Dam-Methylierung ausgenutzt. Das Ausgangsplasmid wurde alus deln
Stamm XL21Blue isoliert. Dieser Stamm ist Dam-Positiv. Dies bedeutet, das®ldsmid-

DNA an spezifischen SequenzabschnittenGEBATGC-30) methyliert bzw. hemimethyliert
vorliegt. Im Anschluss an die PCR sind die Amplifikate nicht methyliert. bdegabe der
Endonukleas®pnl wird methylierte und hemimethylierte DNA spezifisch an diesenestell
geschnitten. Nichtmethylierte DNA ist vor dem Abbau dubgnl geschYtzt. So wird durch

die Restriktion nur das methylierte Ausgangsplasmid aus dem Gemischintentie
mutagenisierten Amplifikate verbleiben und werden zur Transformation von kompetente
XL1-Blue Zellen verwendet. Die Replikation der Amplifikate in den BakteriegzelVhrt
sowohl zur Reparatur des durch die PCR entstandenen Strangbruchs, als auch zur
Vermehrung der mutagenisierten DNA.

Die sequenzspezifisciMutagenese wurdmit demQuickChange Ikite directed mutagenesis

Kit der Firma Agilent Technologiesnach Vorgaben des Herstellers durchgefYbie
Sequenzen der verwendeten Primer mit der einzubringenden Mutation wurden nach
Empfehlung des Herstellers entworfen. FYr die PCR-Amplifikation wurdéfaigltrad
High-Fidelity (HF) DNA-Polymerase mit ProofreadingAktivitSt eingesetzt. Diese
Polymerase verfYgt nach Herstellerangaben Yber eine 18fach h3here Genauigheit bei
DNA-Synthese als dieTagDNA-Polymerase (FehlerwahrscheinlichkdfuUltra® HF
Polymerase = 4,3 x 10-7 Mutationen/Base/Duplikation; Fehlerwahrscheinlichkgit Ta
Polymerase = 7 x 10-6 Mutationen/Base/Duplikation). Daher wird sie fYr sequenzgenaue

PCR-Amplifikationen vorgezogen.

Nach Kultivierung der transformierten XL1-Blue Zellen wurde die mutageniditatemid-

DNA extrahiert und die Mutagenese durch eine anschlie§ende Sequenzanalyse YberprYft.
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3.1.3.2Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA wurde zur linearisierung von Plasmidvektoren, zur Vorbereitung
von KlonierungsansStzen und zur Kontrolle von Ligationen und PCRs angewendet.
Eingesetzt wurden hierbei Restriktionsenzyme der HerstdlleermoFisher scientific
(ehemals FermentasindNew England Biolabs

Analytische Restriktionen von DNA wurden in einem 20 Reaktionsvolumen in
enzymspezifischem Puffer nach Herstellerangaben angesetzt und enfld8Hed0 ng DNA

und 1-3 U des entsprechenden Enzyms. Die Inkubation erfolgte bei 37 jC im WSrmeschrank
fYr 2-4 h.

Zur prSparativen Restriktion von DNA wurden ca. #pDNA in einem 50#l Ansatz mit
entsprechendem Puffer und 10-15 U Enzym versetzt und dann 2-8 h bei 37 iC im
WSrmeschrank inkubiert. Zur anschlie§enden Inaktivierung der Restriktionsenzyme wurden
die AnsStze je nach verwendetem Enzym fYr 20 min auf 65 jC oder 80 jC erwSrmt.

Zur Analyse oder zur PrSparation der restringierten DNA wurden die AnsStze nach
Inkubation teilweise oder ganz auf ein 1-3 %-iges TBE-Agarosegel geladen und

elektrophoretisch separiesi¢he auch: 3.1.4)2

3.1.3.3Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung aus Agarosegelen
wiederzugewinnen, wurde désel Extraction Kitder Firma Qiagen verwendet.

Hierzu wurden die im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente unter einem UV-
Transilluminator sichtbar gemacht, die Banden der gewYnschten Gri8e mit diakallS
rasch ausgeschnitten und die GelstYcke jeweils in ein 2 ml Reaktidhsge&sfYhrt.
Nachdem das Gewicht der AgarosegelstYcke festgestellt wurde, wurdendiGeleicht
entsprechende Menge Puffer nach Angaben des Herstellers hinzugefYgt. Adeerwei
Arbeitschritte wurden gemS§ dem Protokoll des Herstellers ausgefYhrt.

Zur Kontrolle der Reinheit wurde im Anschluss an die Gelextraktion ein Aligieot

extrahierten DNA auf einem analytischen Agarosegel aufgetrennt.
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3.1.3.4Klonierung von DNA-Fragmenten

Zur Klonierung eines DNA-Fragmentes in einen Zielvektor wurde das DNA-Fragmeoit

durch eine PCR-Reaktion amplifiziert. FYr die Restriktion der DNA wurden
Restriktionsenzyme der FirmaNew England Biolabsverwendet und gemS§ dem
Anwenderprotokoll angewendet. Die fYr die PCR verwendeten Primer trugen als 50-tberhang
die Erkennungssequenzen fYr die entsprechenden Restriktionsenzyme zur gerichteten
Insertion in den Vektor sowie zusStzlich eine 1-5 bp lange Extension, um gifikate

nach Beendigung der PCR direkt mit den entsprechenden Restriktionsenzymen behandeln zu
k3nnen Giehe auch2.8.3.) Die LSnge der Extension richtet sich hierbei nach dem jeweils
verwendeten Enzym und kann auf der Internetseite New England Biolabgingesehen

werden.

3.1.3.5Ligation von DNA

Nachdem der Zielvektor und das Insert mit entsprechenden Restriktionsenzymen Ibehande
wurden, wurde das Insert durch Ligation in den Vektor eingebracht. Hierzu wurde die
T4 DNA Ligase vonThermo scientifizerwendet.

FYr eine erfolgreiche Ligationsreaktion ist das VerhSltnis von Vektor-DNisartDNA
entscheidend. Nach Angaben des Herstellers kann je nach Anforderung das VerbSltnis
Vektor-DNA zu Insert-DNA zwischen 1:1 und 1:5 variiert werden. In den mei§teerFSI|
wurde ein Vektor/Insert-VerhSltnis von 1:3 oder 1:5 verwendet.

Zur Berechnung der benstigten DNA Menge des Inserts bei einer vorgegebenenDI¢Rtor-

Konzentration (20-100 ng) wurde folgende Formeln verwendet:

VerhSltnis Vektor/Insert 1:3
Insert [ng] = (3 x Vektor [ng] x Insert [bp]) / Vektor [bp]

VerhSltnis Vektor/Insert 1:5
Insert [ng] = (5 x Vektor [ng] x Insert [bp]) / Vektor [bp]
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Ein typischer Ligationsansatz hatte ein Volumen vo#laind ist im Folgenden dargestellt:

Ligation von sticky ends

Linearisierter Vektor 20-100 ng
Insert DNA S.0.
10x T4 DNA Ligase Puffer 2 #l

T4 DNA Ligase SU##I 1U
Nukleasefreies Wasser add 20#l

Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei RT wurde der Ligationsansatz zur Trangjarauat

kompetenterk. coliOne Shot TOP10 Zellen verwendet werden.

3.1.4 Analyse von NukleinsSuren

3.1.4.1Gehaltsbestimmung von DNA

Zur Analyse des NA-Gehaltes einer L8sung wurde déanodrop 2000von ThermoFisher
scientific eingesetzt. Dieses Photospektrometer bestimmt den DNA-Gehalt &marg.mit
einem Volumen von 1-2|. Hierzu wird die Absorption der Probe bei 260 nm und 280 nm
gemessen. Zur Berechnung der Konzentration der DNA in der LSsung wird folgende Formel

verwendet:

Dy L1710 1L '[:—'

ZusStzlich wurde das VerhSltnis der Absorption 260/280 nm berechnet. Dieser Qiiotient
die Reinheit der DNA an. Ein VerhSltnis von 1.8 gilt hierbei als reine DEgAxhg, ein

VerhSltnis( 1.6 zeigt eine Verunreinigung der DNA mit Proteinen an.

DNA-Bestimmungen auf diese Weise wurden als Triplikate durchgefYhrt und dewstittel

wurde als DNA-Konzentration angenommen.
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3.1.4.2Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, um NukleinsSure-Fragmenid #mba

Grs8e fYr analytische oder prSparative Zwecke aufzutrennen. In einem Agarddegelibi
kettenfSrmigen AgarosemolekYle durch Quervernetzung Yber WasserstofforYcken ein
Porennetzwerk, welches die Auftrennung von NukleinsSuren in einem elektrisdden Fe
ermsglicht. Gro8e Fragmente wandern langsamer durch die Gelporen als kleinerffeagm

Im Vergleich mit einem definierten Marker kann entsprechend der Positionierung der
Fragmente im Gel auf deren Gr§8e geschlossen werden.

Zum Ansetzen eines Gels wurde Agarose in nicht-denaturierendem TBE-Ruffekacht,

mit dem interkallierenden Fluoreszenzfarbstoff Midori Green versetzt und IsciBgen
gegossen. Danach wurde das Gel mit GelkSmmen bestYckt, um LadetasdlierPf¥ben
auszusparen.

Das Fassungsverm3gen der Ladetaschen der Gele konnten durch KSmme untenschiedli
Zinkenanzahl und Zinkengr§8e an die Probenanvorderungen angepasst werden. So wurden
fYr analytische Anwendungen Taschengr§8en von #0 Ladevolumen verwendet,
wohingegen Gele fYr prSparative Zwecke Taschen r#t B&devolumen hatten. Nach dem
AbkYhlen und AushSrten des Gels konnte dies direkt verwendet werden oder zur spSteren
Verwendung bei 4;C fYr einige Tage gelagert werden.

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde hauptsSchlich dazu eingesetzt, um Klomehurape
gezielte DNA-Restriktionen zu YberprYfen. Je nach Gr38e der zu analysierendemf&gagme
wurden Agarosekonzentrationen von 1-3% (w/v) in den Gelen verwendet. Durch die
Konzentration der Agarose wurde die Trennkraft des Gels an die Fragmentgr§8en angepass
Die fertigen Gele wurden vor Verwendung in eine Laufapparatur eingesetzt ufidHit

Puffer Yberschichtet. Die zu analysierenden Proben wurden mit 5x Ladepuffertyerset
sodass der Probenpuffer 1/5 des Endvolumens der Probe ausmachte. Danach wurden die
Proben mit einer Pipette vorsichtig in die Taschen geladen, wobei dasolmnpuffer
enthaltene Glycerin dafYr sorgte, dass die Proben rasch in die Taschen ab&&nken.
Referenz wurde zusStzlich ein entsprechender Gri§enmarker aufgesiaeR.8.4).

Nach dem Beladen des Gels wurde die Gelkammer geschlossen und eine Spannung von
100 V angelegt. Nach Beendigung des Gellaufes wurde das Gel aus der Laufkammer
genommen und auf den UV-Transilluminator des Geldokumentationssystems YberfYhrt. Der
in NukleinsSuren interkallierende Fluoreszenzfarbstoff Midori Green wurde durdbd\das

Licht angeregt, wodurch die NukleinsSurefragmente im Gel als fluoreszieBamien
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sichtbar wurden. Das Ergebnis der Analyse wurde fotographisch erfasst und konnte dann

sowohl als digitales Bild gespeichert als auch direkt ausgedruckt werden.

3.1.4.3Sequenzierung

Die Richtigkeit von DNA-Sequenzen nach PCR-Amplifikation und Klonierung in den
Zielvektor wurde durch DNA-Sequenzierung YberprYft. Die Sequenzierungen wurden von der
Firma GATC Biotech (Konstanz) durchgefYhrt. Die Primer fYr die Sequenzierung der
jeweiligen Konstrukte wurden entweder aus der Primerdatenbank der Firma ausgeShit

als Aliquots separat mit den Proben mitgeschickt.

Die Ergebnisse der jeweiligen Sequenzanalysen wurden elektroniscBA/D@ Biotechals
Elektropherogramme des Sequenzierungslaufes (ABI-Files) und FASTA-Files zugesende
Mit Hilfe der VectorNTI Software von Invitrogen konnten dann die Sequenzen der

Sequenzierungsreaktionen mit der Erwartungssequenz verglichen werden.

3.2Proteinbiochemische Methoden

3.2.1.1Proteinexpression zur Proteinaufreinigung

KL80<>>=& #ROBVE&;".<# N, #Q2*+#

Zur heterologen ProteinexpressionBncoli wurden die in Abb. 20 gezeigten Konstrukte in
Expressionsvektor pACYCDuet-1 (Novagen) kloniert. Die Richtigkeit der DNA-Sequenzen
wurde durch Sequenzierung der Firma GATC nachgewiesen.

Um die optimale Expressionsresultate zu erhalten, wurden Testexpressidri2iMedium

und TB Medium bei 25;C, 30;C und 37;C durchgefYhrt. Ebenso wurden verschedetie
ExpressionsstSmme getestet. Auch die Methode der Autoinduktion der Expression nach
Studier (Studier, 2005) wurde getestet. Nach Auswertung der Daten der Testexpmessione
(Daten nicht gezeigt), stellten sich folgende Bedingungen als Ideal fYr disolbgé

Expression der cryl PHR DomSnen heraus:
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3.2.2.1Herstellung von Gesamtproteinextrakten im analytischen Ma8stab

Die tiefgefrorenen Zellpellets der 1 ml Aligouts wurden auf Eis aatdetm Anschluss
wurden pro Zellpellet 2&| 5x SDS-Probenpuffer (handwarm) zugegeben und die Pellets bei
RT resuspendiert. Die Proben wurden anschlie§end fYr 3 min bei 95 jC im Thermoblock
aufgekocht. Danach wurde jede Probe mit#8®idestilliertem Wasserz versetzt und nach
Durchmischen erneut fYr 7 min bei 95 jC erhitzt. Abschlie§end wurden unl3sliche
Bestandteile und Zelldebris durch Zentrifugation mit 20.000 x g bei RT fYr 5 minen e
Tischzentrifuge pelletiert. Der tberstand wurde entweder sofort fYr wefeadysen
verwendet oder bei -20 iC bis zur Weiterverarbeitung gelagert. Hierbei muss beachtet
werden, tiefgefrorene Proben nach dem Auftauen vor Verwendung nochmals fYr 1 min
bei 95 iC aufzukochen, damit das im Puffer enthaltene SDS wieder in L3sung Ybergeht

Proben vor Verwendung erneut bei 20.000 x g und RT fYr 2 min zentrifugieren.

3.2.2.2Herstellung von ISslichen Proteinextrakten im analytischen Ma8stab

Zur Herstellung der ISslichen Proteinfraktion wurden tiefgefrorenen Zellpel@ts2 ml
Aliquots einer Zellkultur auf Eis fYr 30 min aufgetaut und jeweils in #8&. coli Lyse-

Puffer ohne Lysozym resuspendiert. Anschlie§end wurden jeder ProbB# P@sozym
zugesetzt und die Zellsuspensionen wurden danach fYr 45 min auf Eis auf einem
TischschYttler bei 100 rpm inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die mechanigssheldr

Zellen in einem Ultraschallbad mit Eiswasser in drei 5 Pulsiniervaion je 5 min Dauer.
Zwischen den Pulsen wurden die Proben fYr 5 min auf Eis gekYhlt. Die fergigate L
wurden danach fYr 10 min bei 20.000 x g und 4 jC zentrifugiert, um uni3sliche Bestandteile
und Zelldebris zu pelletieren. Der tberstand wurde im Anschluss in frischeml,5

ReaktionsgefS8e YberfYhrt und bis zur Weiterverarbeitung bei -20 jC gelagert.
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3.2.3 PrSparative Proteinextraktion ausk. coli

Zur Aufreinigung von rekombinanten Proteinen é&ts coli wurden Proteinextrakte im
prSparativen MaS§stab angefertigt. Die Zellpellets hierfYr wurden wie unter 3.2.1.1
beschrieben hergestellt und stammten aus bis zu 18 L Zellkultur. Dami@egécht der
Pellets lag je nach verwendetem Kulturvolumen zwischen 10 und 35 g. Um die &orrekt
Menge anE. coli Lyse-Puffer vorbereiten zu kSnnen, wurde einzeln das Gewicht der zu
verarbeitenden Pellets festgestellt. Zur Resuspension von 1 g Zellpeliden 3 ml
Lysepuffer angesetzt. Die tiefgefrorenen Zellpellets (4-8 Pelletss jm einem 50 ml Falcon-
ReaktionsgefS§) wurden auf Eis aufgetaut und nach vollstSndigem Auftauen wutdedie
Gewicht jedes Pellets entsprechende Menge an eisgekYhltem Lysehinfdtegregeben und

die Pellets durch Vortexen in den Falcon-ReaktionsgefS§en resuspendiert.chie8@sden
Arbeitsschritte wurden unter Sicherheitsrotlicht durchgefYhrt. Zu jedem resusmandiert
Pellet wurde Lysozym in einer Endkonzentration von 1 mg/ml zugegeben. Durch Invertieren
wurde die Zellsuspension vorsichtig durchmischt und in eine auf 4 {C vorgekYhite gro§e
FrenchPressZelle eingesaugt. Der gesamte Inhalt aus jedem Falcon-GefS§ wurde jeweils 3x
durch dieFrenchPressgeleitet und aufgeschlossen. Im Anschluss wurde das Zelllysat in
vorgekYhlte Zentrifugenbecher YberfYhrt und bei 40.000 g und 4 ;C fYr 90 min zentrifugiert.
Der tberstand wurde vorsichtig dekantiert und mit Hilfe einer 50 ml Spritzehdu2#m
Spritzenvorsatzfilter passiert, um kleine Partikel und Aggregate heratezufiDanach
wurde das Lysat mittels €kta-System auf eine der Anwendung entsprechende

ChromatographiesSulen geladen (siehe 3.2.10.1).

3.2.4  Proteingehaltsbestimmung

3.2.4.1Gehaltsbestimmung durch Amidoschwarz-Methode

Die Amidoschwarz-Methode (Popov et al., 1975) wurde routinemS8ig zur Proteinbestimmung
von Proteingesamtextrakten und ISslichen Proteinextrakten eingesetzt, da dibseldvimit
einem breiten Spektrum an Puffern und PufferzusStzen kompatibel ist. Phitepiét die
Methode darauf, dass der Farbstéfihidoschwarz 10Bspezifisch und quantitativ an frei

zugSngliche Aminogruppen der durch ein Methanol-EssigsSure-Gemisch prSzipitierten
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Proteine bindet. Der ungebundene ftberschuss des Farbstoffes wird durch einen hvigtschsc
mit WaschlSsung entfernt. Durch anschlie8endes Resuspendieren der Proteine in 0.2 M
NaOH wird durch die alkalische Wirkung der an die Aminogruppen gebundene Farbstoff
wieder in die LSsung freigesetzt. Durch photometrische Absorptionsmessungen ulegdrss

bei 615 nm kann dann die Proteinkonzentration durch Vergleich mit den Absorptionswerten
einer zuvor erstellten BSA-Kalibrierungsreihe ermittelt werden.

Zum Ansetzen der Proben wurden jeweils S#ll@er zu bestimmenden ProteinlSsung in 1 ml
ReaktionsgefS8e YberfYhrt und mit bidestilliertem Wasser aufl 200gefVYIlt. Als Referenz

diente eine proteinfreie Probe mit 280 bidestilliertem Wasser. AnschlieS8end wurden zu
jedem Ansatz 80&l Amido-Schwarz LSsung hinzugegeben, die Proben durch mehrfaches
Invertieren vermischt und danach fYr 10 min bei 14.000 rpm in einer Tischzentrifuge bei RT
zentrifugiert. Der fberstand wurde verworfen und die Proben wurden mit je 1 ml
WaschlSsung versetzt und durch Vortexen gut durchmischt. Nach erneuter Zentrifugation be
14.000 rpm fYr 10 min bei RT wurde die Waschl$sung dekantiert und die Proben unter einem
Laborabzug ca. 10 min trocknen gelassen. Nachdem die Reste der WaschISsung verdunstet
waren, wurde jeder Probe 1 ml 0.2 M NaOH zugegeben. Nach erneutem Vortexen wurden die
Proben in 1 ml EinmalkYvetten aus Plastik YberfYhrt und digs@Bgen die Referenz in
einem Photometer gemessen. Anhand einer mit BSA-LSsung erstellten Kalibrrerhags

konnte die Proteinkonzentration der einzelnen Proben rechnerisch bestimmt werden.

3.2.5 DurchfYhrung einer analytischen SDS-PAGE nach LSmmli

Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorsese nach LSmmli (Laemmli, 1970) werden di
Proteinproben durch Versetzen mit einem SDS-haltigen Probenpuffer und anschlieS8endes
Aufkochen bei 95 jC fYr 10 min im Thermoblock denaturiert. Das negativ geladene
Detergenz SDS stSrt intramolekulare hydrophobe Wechselwirkungen und komplexiert mit
den Proteinen (1 SDS-MolekY! pro 2 AS), wodurch ein Shnliches Ladung/Masse VerhSitnis
eingestellt wird. Dies gewShrleistet, dass die Proteine bei derekimphorese im
Spannungsfeld nach Molekulargewicht unabhSngig von ihren Nettoladungen durch Wandern
zur Anode aufgetrennt werden. Das LSmB#i-System besteht aus drei Komponenten:
Dem Glycin-haltigen Laufpuffer, dem Trenngel und dem Sammelgel. Trenn-und ebgehm

haben ein Tris-HCl-basiertes Puffersystem mit unterschiedlichen pH-WereerpHbWert
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des Sammelgels liegt bei 6.8, wShrend der pH-Wert des Trenngels bei 8 BdieGlycin-

haltige, Tris-basierte Laufpuffer hat einen pH-Wert von 8.3. Die unterscledligH-Werte

aller Komponenten gewShrleisten die Funktion des Sammelgels. Das @lytaufpuffer

spielt hierbei eine entscheidende Rolle. Wird nach Gelbeladung die Spannunglam G
angelegt, wandern die im Laufpuffer (pH 8.3) als Anionen vorliegenden Glycinionen in das
Sammelgel. Der pH-Wert (pH 6.8) im Sammelgel sorgt dafYr, dass Glyciniriar se
Zwitterionischen Form vorliegt, woduch die Laufgeschwindigkeit zur Anode herabgesetz
wird. Die im Sammelgel ebenfalls enthaltenen Chlorid-lonen wandern jedochlschfedie
Glycin-Zwitterionen. Es entstehen so mit den Chloridionen als Leitionen undlyem-
Zwitterionen als Folgeionen zwei mit unterschiedlicher Geschwindigkeihdernde
lonenfronten, zwischen denen sich ein Spannungsgradient aufbaut, der die elektrische
FeldstSrke verstSrkt. Die Proteine befinden sich in dem Spannungsfeld mwisitaeund
Folgeionen und werden durch die h3here FeldstSrke beschleunigt, bis sie kurz hinter den
Leitionen in einer engen Zone laufen. Vor Erreichen der Leitionen werden diell schne
laufenden Proteine durch deren negative Ladung abgebremst. So entsteht eineclenheit
Lauffront der Proteine vor dem Eintritt ins Trenngel. Beim Eintritt beider lonemfnontdas
Trenngel erhsht sich die MobilitSt der Glycin-lonen, die nun bedingt durch den hsheren pH-
Wert wieder als Anionen vorliegen. Dadurch werden die Glycin-lonen stark beschleunigt
laufen an den Proteinen vorbei und heben somit den Spannungsgradienten auf, wodurch die
Proteine aus der Konzentrierungszone entlassen werden und sich im weitegari Yesl
Trenngels nach inrem Molekulargewicht auftrennen.

FYr die DurchfYhrung der SDS-PAGE wurde eine Mini Prot@@pparatur verwendet.

Vor dem Zusammenbau der Gie8apparatur wurden die Glasplatten mit 1%iger SIDg-LSs

gereinigt, mit Wasser abgespYIt und mit fusselfreien TYchern abgetrocknet.

Nachstehendes Pipettierschema bezieht sich auf die Herstellung vioS28#°AGE Mini-

Gelen mit folgender Zusammensetzung:

Trenngel: 10% (v/v) Acrylamid; 0.265% (v/v) Bisacrylamid; 375 mM Tris-Cl, pH 8.8;
0.1% (w/v) SDS

Sammelgel: 3.5% (v/v) Acrylamid; 0.13% (v/v) Bisacrylamid; 125 mM Tris-Cl, pH 6.8;
0.2% (w/v) SDS
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Komponente Trenngel 10% Sammelgel 3.5%
Acrylamid-StammlSsung 5ml 1.25 mi
TrenngelPuffer 2.5ml

SammelgePuffer 1.25 mi

A. bidest 2.5 ml 2.45 ml

10% SDSStammlSsung 100#l 100#l

10% APSStamml3sung 40# 37.5#l

TEMED 6 #l 2.5#l

3.2.6 Coomassie-FSrbung von SDS-PAGE Gelen

Zum Sichtbarmachen von Proteinen in Polyacrylamidgelen wurden die Gele nach der
Elektrophorese in Coomassie-FSrbeldsung eingelegt und auf einem TischschYttler bei
150 rpm fYr 2 h oder Yber Nacht inkubiert. Anschlie§end wurde die FSrbeldsung dekantiert
und durch EntfSrbe-L&sung ersetzt. Die Gele wurden Yber Nacht bei 150 rpm entfSrbt und nur
die dauerhaft gefSrbten Proteinbanden blieben sichtbar.

Alternativ k3nnen die Gele auch in der FSrbel$sung in einer Mikrowelle fYr ca. 30
aufgekocht werden. Nach dem AbkYhlen wird die FSrbeldsung verworfen, die @ele m
EntfSrbe-L8sung Yberschichtet und erneut fYr ca. 30 s in der Mikrowelle aufgekocht. Durch
diese Methode k3nnen die FSrbe- und EntfSrbeprozesse deutlich beschleunigt werden, ohne

dass die QualitSt der Gele darunter leidet.

3.2.7 FSrbung von SDS-PAGE Gelen mit Colloidalem Coomassie

Sollen die Gelbanden aus Polyacrylamidgelen nach der Gelelektrophorese und der
anschlie§enden FSrbung fYr massenspektroskopische Analysen genutzt werden, mYssen die
Gele mit colloidaler Coomassie-FSrbeldsung behandelt werden. Hierzu wirdrisghe
FSrbeldsung bestehend aus 80% (v/v) Colloidales Coomassie Stammi$sung und 20% (v/v)

Methanol angesetzt (siehe 2.3).
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FYr das EinfSrben eines Minigels wurden auf diese Weise 40 ml der ISsamynmit 10 ml
Methanol versetzt. Das Gel wurde mit der FSrbeldsung Yberschichtet und Ybebeéiac

150 rpm auf einem TischschYttler inkubiert. Zum EntfSrben des Gels wurdelmiS§isg
verworfen und durch A. bidest ersetzt und die Inkubation auf dem TischschYttlerefattges
WShrend der EntfSrbung wurde das A. bidest mehrmals ausgewechselt, bis der
Gelhintergrund komplett entfSrbt war und nur noch die eingefSrbten Proteinbanden sichtbar

waren.

3.2.8 Immunologischer Nachweis von Proteinen mittels Western-Blot

Zur immunologischen Detektion von Proteinen mittels spezifischer AntikSrper wdige
Proteine nach elektrophoretischer Auftrennung durch SDS-PAGE von dem Gel auf eine
Nitrozellulose-Membran Ybertragen.

Hierzu wurden die Ladetaschen des Gels mit einem Skalpell abgetwenhtdie
Nitrozellulosemembran und d&lotting-Papier auf die Grs8e des Gels zugeschnitten. Das
Gel, die Membran und daBlotting-Papier wurden dann fYr 10 min in WB-Transferpuffer
Squilibriert. Im Anschluss wurde der WB auf einer Glasplatte folgendermagen
zusammengesetzt: Auf eine Schiéhotting-Papier wurde zuerst die Nitrozellulosemembran
und dann das Gel luftblasenfrei aufgelegt. Abschlie§end wurde auf dasn@eSehicht
Blotting-Papier luftblasenfrei aufgebracht. Beim anschlie§enden Einbringen des WB in eine
Blotting-Apparatur musste die korrekte Anordnung des Sandwiches im elektrisclten Fel
beachtet werden. Die Membran zeigte hierbei jeweils zur Anode, das Gel zur Kathode.

FYr den WB-Transfer mittels d€emibDry-Blotting Systems von Bio-Rad wurde der WB auf
die Graphit-Anode YberfYhrt und nochmals mit WB-Transferpuffer benetzt. Nach enifsetz
der Kathode und schlie8en des Deckels erfolgte der Transfer der Proteine Ménabran

bei konstanter Spannung von 21 V fYr 1 h.

Beim Transfer der Proteine mittels d&&t-BlotSystems von Bio-Rad wurde das Sandwich
nach Angaben des Herstellers in die dafYr vorgesehenen Klemmen eingespanntiamd in
Blotting-Tank eingebracht. Nach befYllen des Tanks mit WB-Transferpuffer erfolgte der
Transfer der Proteine auf die Membran bei 100 V und 0.35 A fYr 1 h.

Nach dem Transfer wurde die Membran fYr 1 h bei 100 rpm auf einem TiscleschYt|

20 ml Blocking-Puffer eingelegt, um von Proteinen unbesetzte Stellen der Membiran m
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Milcheiwei8en zu blocken. Anschlie8end wurde d&pckingPuffer dekantiert und die
Membran mit 20 ml PrimSr-Antik&rperldsung (siehe 2.7) Yberschichtet und fYr 1 h bei
100 rpm inkubiert. Nach der Inkubation wurde die PrimSr-AntikSrperldsung aufbewahrt, da
siemehrfach verwendet werden konnte. Die Membran wurde zum Waschen mit 20 riill TBS-
Puffer Yberschichtet und fYr 10 min bei 100 rpm inkubiert. Dieser Vorgang wurde noch
zweimal wiederholt, wobei der Puffer jeweils durch frischen Puffer zrgetrde. Nach dem
letzten Waschschritt wurde der Waschpuffer verworfen und durch 20 ml SekundSr-
Antik&rperldsung (siehe 2.7) ersetzt. Die Membran wurde erneut fYr 1 h bei 100 rpm in der
L3sung inkubiert. Anschlie§end wurde die SekundSr-AntikSrperlSsung verworfen und die
Membran erneut wie oben beschrieben gewaschen. Danach konnte die Membranitdirekt m

demOdyssey-infrared-imagin§ystem von LI-COR eingescannt werden.

3.2.9 Analyse von SDS-Gelen und Western-Blots

Zur qualitativen und quantitativen Analyse wurden WB-Membranen und coomassie egefSrbt
Gele mit dem LI-COROdyssey-infrared-imagingSystem eingescannt. Dieser Infrarot-
Scanner verfYgt Yber zwei FluoreszenzanregungskanSle. Durch zwei Diodenlaser wird
Anregungslicht von 685 nm bzw. 785 nm erzeugt. Die Fluoreszenzsignale beider KanSle
werden durch einen dichroitischen Filter werden getrennt, so dass eine gligielzetektion

beider Signale msglich ist.

3.2.9.1Einscannen von coomassie-gefSrbten SB8ten

Zum Einscannen von coomassie gefSrbten Gelen (auch colloidale Coomassie)Xi&urde
ScanneroberflSche mit Ethanol und einem fusselfreien Papiertuch gereinigtlig§esd

wurde etwas A. bidest auf die Stelle der ScanneroberflSche getrSufeiasvi@el platziert
werden sollte. Das Gel wurde luftblasenfrei auf die benetzte ObweflSofgelegt. Das
Wasser verhinderte das Anhaften des Gels an der GlasoberflSche und eren&glicht
Verschieben des Gels zur genauen Platzierung. Zum Einscannen wurde der 700 hm Kana

gewShlt. Die IntensitStseinstellung lagen hierbei zwischen 4 und 7. Nacligiahen
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Erfassen des Gels konnte mit Hilfe der zugeh&rigen Software die Bildgjuhktarbeitet

werden.

3.2.9.2Einscannen von Western-Blot Membranen

Um eine WB-Membran einzuscannen, musste zuvor eine immunologische Detektion m
fluoreszenzmarkierten SekundSrantiksrpern durchgefYhrt werden (siehe 2.7 und 3.8e8). Die
IRDye SekundSrantiksrper sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, der entweder bei
700 nm oder bei 800 nm angeregt werden kann. Welcher sekundSre Antikdrper verwendet
wurde hing von der Spezifikation des verwendeten primSren Antik3rpers ab. Wurde nur ein
Detektionskanal benutzt, so wurde in der Regel ein SekundSrantikdrperkonjugat mit einer
AnregungswellenlSnge von 800 nm verwendet, da dieser Detektionskanal weniger
Hintergrundfluoreszenz erfasste.

Vor dem Einscannen der Membran wurde die ScanneroberflSche mit einemdigssdlfich

und Ethanol gereinigt. Die Stelle, wo die Membran platziert werden selitee zuvor etwas

mit TBS-T Puffer benetzt. Die Membran wurde anschlieS8end luftblasenffeli@ benetzte
OberflSche platziert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Membrdarr@iberseite (die
Seite, die beim WB-Transfer zum Gel zeigte) auf die Glasfl$cligelegt wurde. Das
Einscannen der Membran erfolgte je nach Anforderung mit nur einem Detektionsianal

mit beiden KanSlen. Die IntensitStseinstellungen lagen hierbei beim 7R@mahzwischen

3 und 6 und beim 800 nm Kanal zwischen 5 und 7. Nachdem das Bild der Membran digital
erfasst worden war, konnte eine qualitative und quantitative Auswertung tfet ddir

Software durchgefYhrt werden.

3.2.10 Proteinaufreinigung mit dem €kta-System

Zur DurchfYhrung von FPLC-basierten Chromatographiemethoden wurde ein €kta-Purifier
von GE Healthcare (Freiburg) eingesetzt. Neben zwei getrennt voneinander opperierenden
Systempumpen (Pumpe A und B) verfYgte das System zusStzlich Yber eine Lad®pumpe
960), mit der das zuvor zentrifugierte und gefilterte Lysat auf die entsprechende

ChromatographiesSule geladen werden konnte. Zur tberwachung des gesamten
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Chromatographieprozesses wurde neben der LeitfShigkeindictivity sowohl der
Ladedruck $¢ample pressujeder Systemdruckpfessuré als auch die Flussratefiofv rate)

und Durchflussvoluminavblumé automatisch Yberwacht. Durch einen UV-Detektor (UV-
900) konnte zusStzlich noch die Absorption bei drei unterschiedlichen WellenlSwegits (je

im Bereich von 200-800 nm) unabhSngig voneinander detektiert werden. Zur Fraktionierung

der Eluate wurde ein Fraktionskollektor (Frac-950) verwendet.

3.2.10.1 Aufreinigung von Proteinen Yber NNTA-AffinitStschromatographie

Bei der heterologen Expression im Zielvektor werden die Proteine mit eingmafaghen
Histidin-Tag (Hiss-Tag) versehen. Das Prinzip der NiFA-AffinitStschromatographie, auch
Immobilized Metal lon Affinity ChromatograpiiMAC) genannt, beruht darauf, dass die
Imidazolringe der Histidine des HiFagsdurch Nickelionen gebunden werden, welche Yber
vier ihrer sechs Koordinationsstellen durch NitrilotriessigsSure (NTA) an einer
Sepharosematrix immobilisiert wurden. Die Ybrigen zwei Koordinationsstedieansso fYr

die Bindung mit den freien Elektronenpaaren des Stickstoffs im Imidazolring dedikk

zur verfYgung.

Wird ein Zelllysat mit HistidingetagtenProteinen auf eine solche SSulenmatrix appliziert,
werden die rekombinanten Proteine im Lysat Yber Anbindung an die Matrix selektiv
abgereichert und verbleiben assoziiert mit der Matrix. Durch einen nachfolgenden
Waschschritt wird die Reinheit der gebundenen Proteine weiter erhsht, indem nicht
gebundene Proteine und unspezifische Kontaminationen von der SSulenmatrix entfernt
werden.Die Elution der spezifisch gebundenen Proteine erfolgt, indem das Strukturanalogon
Imidazol im Elutionspuffer schrittweise erhSht und dadurch das Histidin von den
Matrixbindestellen entfernt wird.

Zur DurchfYhrung der IMAC wurde ein €KTAurifier der Firma Amesham mit dem
publizierten Protokoll fYr cry1l-PHR aus pACYCDuett-1 verwendet (Orth et al., 2017).

HierfYr wurden die unter 3.2.3 hergestellten Lysate verwendet. Der gesamte
Aufreinigungsprozess wurde unter Sicherheitsrotlicht bei 4{C durchgefYhrt.

Vor der Aufreinigung wurde das komplette FPLC-System inklusive IMAC-SSule mit
Lagerungsl3sung (Filtriertes MilliQ-Wasser mit 0,02% NaMntgast) gespYlt und im
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Anschluss daran in gleicher Weise mit Laufpuffer Squilibriert. Die EiameSchritte des

verwendeten FPLC-Programms sind in der folgenden Tabelle aufgefYhrt:

Schritt High Imidazol Puffer Imidazol Konzentration SSulenvolumen

SSuenSquilibrierung 2% 10 mM 3
Laden des Lysates 2% 10 mM variabel
Waschen der SSule 2% 10 mM 20
Elution 2-100% 10-500 mM 30
Gradient Delay 100% 500 mM 8
Re-Squilibrierung der 2% 10 mM 3
SSule

Durch einen UV-Detektor wurde der Verlauf der Aufreinigung durch Detektion der

Absorption bei 260 nm, 280 nm und 450 nm verfolgt und dokumentiert.

3.2.10.2 Aufreinigung von Proteinen Yber SizeExclusion Chromatography (SEC)

Bei der Grs8enausschlusschromatographie beruht die Reinigung auf einer Trennung der
Proteine anhand ihrer Gr§8e, wobei aber auch Faktoren wie die Form der Proteine ond dere
hydrodynamischer Radius eine Rolle spielen. Die unterschiedliche Diffusiohagedigkeit
innerhalb einer por§sen Matrix sorgt so fYr eine Auftrennung der Proteine. So kann
beispielsweise zwischen Monomeren und Multimeren oder Aggregaten unterschieden
werden. Kleinere MolekYle sind in der Lage, in die Poren der Matrix einzudyiwgeirch

ihre Retentionszeit im Gegensatz zu gr§8eren MolekYlen deutlich erhsht wird.

Anwendung findet die GrS8enausschlusschromatographie nicht nur zum Zwecke der
Aufreinigung von Proteinen, sondern auch zum Umpuffern und zur nativen
Grs8enbestimmung.

Nach Waschen und €quilibrieren von System, SystemschiSuchen und SSuleeifst jewei
SSulenvolumen wurde die SSule zunSchst mit Proteinstandards kalibriert. Oraem w
dieselben Konditionen genutzt wie bei der spSteren Probe auch. Nach dem ubutehla
eigentlichen Probe konnte nun anhand der Kalibrierung die GrS8e des Zielproteins

abgeschStzt werden.
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3.2.11 Anreichern und von ProteinlSsungen

Da nach der Grs8enauschlu§chromatographie die Proteinkonzentration durch das hohe
Elutionsvolumen sehr gering war, erfolgte eine Ankonzentration der ProteinlSsung mittels
Amicon Ultra-15 Zentrifugationsfiltereinheiten mit einem MolekYlgr§§enausschluss von 30
kDa. Dementsprechend passieren MolekYle, die kleiner sind als 30 kDa dibraviem
wShrend gr8ere MolekYle von der Membran zurYckgehalten werden. Hierzu wurde die
Proteinl3sung unter Herstellerangaben in einer auf 4{C gekYhlten Tischzentrifige mi
Schwingbecherrotor bei 4500 rpm in mehreren 10-15 minYtigen Zentrifugationsschritten
ankonzentriert. Hierbei wurde nach jedem Zentrifugationsschritt der Membrandurchfluss
entfernt und so lange Proteinldsung nachgegeben, bis die gewYnschte Konzentrathin erreic
wurde. Zwischen den Zentrifugationen wurde die ProteinlSsung im Konzentrator durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt, um das entstehende KonzentréBtesge
immer wieder zu homogenisieren. Dies verhindert eine PrSzipitation der Prdteite

erhshte lokale Konzentrationen an der Membran.

3.2.12 UV/Vis-Spektroskopie von ProteinlSsungen

3.2.12.1 Aufnahme der Kinetik der Photoreduktion des FAD-Kofaktors

WShrend der Anfertigung dieser Arbeit wurde die \Uig-Spektroskopie genutzt, um den
FAD-Kofaktor des Cryptochroms zu charakterisieren. Durch den Vergleich der gemessenen
Absorptionsspektren mit spezifischen Absorptionsspektren der verschiedenen RedoxzustSnde
kann die Photoreduktion verfolgt werden.

Verwendet wurde ein Zweistrahlphotometer, welches die Absorption der Probe gagen e
ReferenzkYvette mit Puffer misst. Die Bestimmung der Basislinie @8bkreich wurde mit

zwei puffergefYlliten KYvetrten durchgefYhrt. FYr die Messung der ProteinlSsungen wurde
10 uM Protein eingesetzt, um auswertbare Ergebnisse zu erzielen. Als ®xterne
Reduktionsmittel wurden in allen Studien 20 mM DTT zugesetzt, um die Photacedmit
erm3glichen. Die Bestrahlung erfolgte mittels einer gekYhlten Xenon-Lampe,Etaission

durch Verwendung eines Interferenzfilters auf 450 nm reguliert wurde. Die verwendete

LichtintensitSt betrug 50 pumol m-2 s-1.
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Da Photoreduktion sowie Dunkelreversion auch Temperatur abhSngig sind, wurden alle
Messungen bei konstant 10 jC durchgefYhrt.

Zur Aufnahme von Differenzspektren wurden 300 pl einer 12,5 uM ProteinlSsung mit 25 mM
DTT auf zwei KYvetten verteilt. Die ReferenzkYvette wurde hierbBidamerdunkel gehalten,
wShrend die ProbenkYvette fYr verschiedene Intervalle dem Blaulicht ausgeseéztSo
konnte sichergestellt werden, dass jede Probe den gewYnschten Redoxzustand hustseEAD

bevor die Proben weiteren Analysen zugefYhrt wurden.

3.2.12.2 Auswertung der Photoreduktionskinetiken

Der quantitativen Auswertung der Photoreduktionskinetiken liegt die Annahme zugrunde,
dass wShrend der Belichtungsdauer au8er fADBd FADH| keine weiteren FAD-Spezies
auftreten, d.h., dass sich diesamkonzentration an FAD (FAR) aus den Teilmengen der

Konzentrationen voRADyx und FADH| zusammensetzt:

T N B N S ()

Diese Annahme beruht auf der Beobachtung, dass wShrend allen durchgefYhrten
Belichtungen zu keiner Zeit eine weitere stabile FAD-Spezies festgestadiémkonnte.

Aufgrund der Absorptionseigenschaften von FADH; ist dies die einzige FAD-&paiaren
Absorptionsmaximum bei 560 nm sich mit keiner der weiteren stalilD-Spezies
Yberschneidet. Dies bedeutet, dass die Absorption bei 560 nm ausschlie§lichAldkgh F
hervorgerufen wird. Somit kann durch die Absorption bei 560 nm unter Einbeziehung des
molaren Extinktionskoeffizienteh die Konzentration von FADH; (&pr;) berechnet

werden:

Anders verhSlt es sich beim Absorptionsmaximum von §&ABi 450 nm. Dieses setzt sich
zusammen aus den Absorptionen von BABADH;, FADH’ und FAD]. Aufgrund der oben
gemachten Annahme wird die Bildung von FADUhd FAD] ausgeschlossen. Durch diese
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Annahme wird die Berechnung der tatsSchlichen Absorption RADB., anhand der
gemessenen Absorption bei 450 nm unter Beachtung des molaren Extinktionskoeffizienten

von FADHj bei 450 nm stark vereinfacht:

Vs by 1 Diws [IT]' Wegg by e (100

! " - I g I 1"#% !!"# - 1l (|V)

Anhand der tatsSchlichen Absorption von BABei 450 nm kann nun die Konzentration von

FADox (Crapox) Unter zu Hilfenahme des molaren Extinktionskoeffizienten berechnet werden:

g
T e

Die molaren Extinktionskoeffizienten, die fYr diese Berechnungen nstig waren, wurden de
Publikation von MYller et al. (MYller et al., 2015) entnommen. In dieser Veliffentg
wurde der molare Extintionskoeffizient des Holoproteins vsieryl bei 450 nmim
vollstSndig oxidierten Zustand experimentell ermittelt. Das Spektrum, denmal@ren
Absorptionskoeffizienten von FADH;j bei 560 nm und 450 nm entnommen wurden, wurde
mathematisch aus photometrischen Messungen einer Mischung aus EAdD FADH;
berechnet.

Folgende molaren Extinktionskoeffizienten wurden verwendet:

[ I
e g 1

Vrgg b e

*

Lpgs 1, |

Die mit (*) gekennzeichneten Extinktionskoeffizienten wurden mit Hilfe deftwire
GetData Graph DigitizerVersion 2.26.0.20 (Copyright © 2002-2013, S. Fedorov) aus
Figure 2der oben erwShnten Versffentlichung ermittelt.

Die so berechneten tatsSchlichen Konzentrationen von.FABd FADH; wurden im
Weiteren dazu verwendet, die gemessenen Absorptionen bei 450 nm um den
Absorptionsanteil des FADH; zu korrigieren. Diese korrigierten Werte wurdenrgtelliEng

der Photoreduktionskinetiken verwendet und liegen somit auch den Berechnungen der
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Halbwertszeiten zugrunde. Aus diesem Grund sind die Y-Werte der Graphearhfitiis
von FAD,x bzw. FADH; zu FAQ,: angegeben.

Rechenbeispiel fYr Zeitpunkt O min fYr crylWT ohne Zugabe von ATP:

Gemessene Absorption bei 560 nm: 0.001564

Einsetzen in (i): ! pug Hl %H nomnEs 1

Einsetzen in (i) !ygg 1, ! 00ES  [H|rem n niregoes
Gemessene Absorption bei 450 nm: 0.079254

Einsetzen in (iv) ! IIE#$%& | I N"H#$"%!& I I IMH#E%!I$&

PR g e

Einsetzenin (v) ! | [! ] | LUHS96ISE

1n o

mnnnrES% 1
!

|
Lpg o 10 INHG0 1

!
erg 11 LINES I

Einsetzenin (i) !y ., | DN#$0%6 11 LUINMHS 110 0 1

Berechnung der prozentualen Anteile vandsx und Gapn; an Geap ot li efert:

FADox = 98.8%
FADH; = 5.2%

Auf die gezeigte Weise wurden alle weiteren Werte aus den gemesBatenpunkten

errechnet und anschlie8end fYr die Erstellung der Photoreduktionskinetiken genutzt.

Bei den Kinetiken der Dunkelreversionen wurde ebenso verfahren. Manche

Dunkelreversionskinetiken hatten einen linearen Verlauf. In diesem Fall wwde z

Berechnung der Halbwertszeit die Steigung der Geraden benutzt. Die Steigung hentspric
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diesem Fall der ZerfallskonstantenUm von der Zerfallskonstanten auf die Halbwertszeit zu

schliegen, wurde folgende Formel ben!tllt!zi/I I —

3.2.13 Untersuchungen der ProteinstabilitSt in Gegenwart von Nukleotiden

Um zu kiISren, ob die verwendeten Nukleotiden ATP, ADP, AMP-PNP, NADP und NADP
einen Einfluss auf die StabilitSt der getesteten Proteine haben, wuwvdewezschiedene
experimentelle AnsStze getestet. Im ersten Ansatz wurde die Protgpsi verwendet, um

zu untersuchen, ob die SensitivitSt der Proteine gegenYber proteolytischer Spaltung durch
Nukleotide verSndert wird. Der zweite Ansatz verwendet einen thermodynamischeiz,

bei dem durch eine Erhdhung der Temperatur eine Denaturierung der Proteine herbeigefYhrt
wird. Hier soll geprYft werden, ob die Gegenwart von Nukleotiden die thermisdbititSta

der Proteine beeinflusst. ZusStzlich zu den oben genannten Nukleotiden wurdéAlbch

und NADH in die Versuchsanordnung einbezogen.

3.2.13.1 Partieller Abbau von Proteinen durch Trypsin

Die partielle Proteolyse mit Trypsin ist eine Methode, mit der indirekt
KonformationsSnderungen eines Proteins untersucht werden k3nnen (Halliday et al., 1984;
Partch et al., 2005). Die Methode beruht darauf, dass durch KonformationsSnderungen
bestimmte Bereiche des Proteins fYr die Protease leichter bzw. schug®aglich sind und

es dementsprechend zu €nderungen im Fragmentmuster in der Gelelektrophorese kommit.
Bei der partiellen Trypsinierung der aufgereinigten cryl-PHR Konstrukte wurden sowohl von
vorbelichteten als auch von dunkeladaptierten Proben (siehe auch 3.2.12) jew&ilsil5

4#| StocklSsung der jeweiligen Nukleotide (5 mM in Lagerungspuffer) oder mit
Proteinlagerungspuffer (Proben ohne Nukleotid) vermischt. Die Proben wurden dann 10 min
auf Eis inkubiert, um die Anbindung der Nukleotide sicherzustellen. Danach wedde |
Probe 1#| TrypsinlSsung (206¢M in 1 mM HCI; 20 mM CaCJ) zugegeben. Proben ohne
Trypsin wurden stattdessen mitlL Trypsinpuffer (1 mM HCI; 20 mM Cag) versetzt.

Alle Proben wurden im Anschluss fYr 30 min bei 30 jC unter Rotlicht inkubiert. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe vortl5Trypsin-Stop-Puffer (5 mM EDTA und 5 mM

73



Methoden

PMSF in 5x SDS-Probenpuffer) gestoppt. Direkt im Anschluss wurde jeweilgedasnte
Probenvolumen auf einer analystische SDS-PAGE aufgetrennt. Die Banden wurden
nachfolgend durch FSrbung mit kolloidaler Coomassielsung visualisiert und Yberatas Lic

Odyssey System eingescant und quantitativ mit der Odyssey Software ausgewertet.

3.2.13.2 DurchfYhrung von ThermoFAD-Assays

Mittels ThermoFAD kann der Schmelzpunkt eines Proteinsmit einem iReaPCR cycler
bestimmt werden. Hierzu wird der ProteinlSsung ein hydrophober Fluoreszenzfarbstoff
zugesetzt, dessen Fluoreszeigenschaften sich verSndern, wenn er an hydrophobe
ProteinoberflSchen bindet. Durch die Bindung erh3ht sich die Fluoreszenz stark. Diese
VerSnderung kann mit dem Fluoreszenzdetektor des Real-time PCR cyclers vesfdkgi.w
Hierbei macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass die hydrophoben Besrefichm
Inneren der Proteinstruktur befinden. Diese hydrophoben Bereiche werden freigesetzt, wenn
die Proteinstruktur kollabiert. Dies wird durch schrittweises Erhitzen derifgstengim
PCR-cycler erreicht, wobei die Zunahme an Fluoreszenz mit dem Zusammeiwlemuch
Proteinstruktur korreliert ist. Dabei ist der Schmelzpunkt Tm eines Rsadeffiniert, als die
Temperatur, bei der die native und entfaltete Form des Proteins imh@&wicht liegen.
Dieser Punkt entspricht dem Wendepunkt der sigmoidalen Kurve, die sich ergibtdwenn
aus dem Entfalten des Proteins entstehende Fluoreszenz gegen die Temperatur geglottet w
Im Falle der Schmelzpunktbestimmung von cryl-PHR war es nidigf @en hydrophoben
Farbstoff zuzusetzen, da man sich die Freisetztung des FAD-Kofaktors ze iMathen

kann: Hierbei wird die Freisetzung des FAD gleichgesetzt mit dem ¢idgmmamischen
Kollabieren der Proteinstruktur. WShrend FAD mit dem Protein verbunden ist, wird die
Fluoreszenz stark gequenched. Die Freisetzung sorgt fYr einen Fluoreszenzderstiait,

dem Fluoreszenzdetektor aufgenommen werden kann.

Das Anbinden von Nukleotiden an ein Protein kann dessen Schmelzverhalterubsemfl

Dies schiSgt sich in einer VerSnderung des Schmelzpunktes nieder und errmégiicinen

den Vergleich der Schmelztemperatur von ProteinlSsungen mit bzw. ohne Nukleotid,
ermsglichte zum Andern aber auch den Vergleich von im Dunkel inkubierten
ProteinlSsungen und belichteten ProteinlSsungen in Gegenwart von Nukleotiden. Durch

Vergleiche der ermittelten Schmelztemperaturen konnte so eine AussagéelVd&nfluss
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LSsung bekannter Konzentration gegeben. Nach einer Inkubationszeit werden die Beads mit
einem Magnet an den Boden des ReaktionsgefS§es gezogen, der ATP-haltigendbersta
abgenommen und der Messung im Luminometer zugefYhrt. Durch Vergleich einer ATP-
Probe, die nicht mit proteingekoppelten Beads inkubiert wurde, kann die maximale
Konzentration an ATP festgestellt werdelnSsst man die gleiche Menge an Magneto Beads
mit  unterschiedlichen Proteinkonzentrationen inkubieren, so erhSit man der
Proteinkonzentration entsprechend unterschiedliche KopplungsverhSltnisse zwischen Beads
und Protein. Dementsprechend wird das ATP in der Probe wShrend der Inkubation
unterschiedlich stark abgereichert. Man kann nun die gemessenen ATP Konzemtidgion
tberstSnde gegen die eingesetzte Proteinkonzentration plotten. An dem Punkt,Gvapde

das halbmaximale Signal der ATP Kontrolle anzeigt kann die Proteinkonzamtbgelesen
werden, die benstigt wurde, um 50 % des in der Probe befindlichen ATP«s abzureichern.
Dieser Wert entspricht dann nSherungsweise der Dissoziationskon#tanten

Der ATP-Binde-Assay wurde folgenderma8en durchgefYhrt:

FYr den Assay wurde das Molecular ProBe&TP-Bestimmungskit (Thermo Fisher)
verwendet. Alle mitgelieferten LSsungen wurden entsprechend den Herstellerangaben
angesetztEs wurden ProteinlSsungen von cryl WT PHR unig1Y402A mit folgenden
Konzentrationen hergestellt: 0,6M, 0,1#M, 1 #M und 5#M.

FYr jeden Ansatz wurden je 70 der Ni-NTA-Magneto-Beads in separate Eppendorf
ReaktionsgefS8e YberfYhrt und 3x mit SEC+ Puffer gewaschen und equilibriert. Nach dem
letzten Waschschritt wurde der Puffer komplett entfernt und die ProteinlSsungden zu

den Beads pipettiert und vermischt. Um eine msglichst komplette Anbindung der
rekombinanten Proteine an die Beads zu gewShrleisten, folgte eine Inkubatiomiksh@e

fYr 1 h auf Eis. Die ReaktionsansStze wurden hierbei alle 15 min durch vgesicht
Invertieren gemischt, um ein Absetzen und Verkleben der Beads zu verhindern. Nach der
Inkubatinszeit wurden die Beads durch den MagnetstSnder am Rande des ReaktionsgefS§es
fixiert. Der tberstand wurde abgenommen und fYr weitere Analysen aufbewahrteiNaoh
Wachschritt mit Puffer wurden die Beads erneut magnetisch fixiert und destdbe
abgenommen. Im Anschluss wurden zu jedem Ansatz#[/OATP-LSsung (10 nM)
hinzugegeben und mit den Beads vermischt. Die ReaktionsansStze wurden dann fYr 30 min
auf Eis im Dunkel inkubiert und dabei alle 10 min durchmischt, um ein VerkidgdreBeads

zu verhindern. Nach der Inkubation wurden die Beads magnetisch fixiert und der ATP-haltige
tberstand in neue ReaktionsgefS§e YberfYhrt. In je ein frisches ReaktionsgefS§jevurden

450#| zuvor zubereitetes Reaktions-Mix (enthSlt alle Komponenten fYr die Lueiferas
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Reaktion, au§er ATP) vorgelegt. Zu jedem Mix wurden jébler ATP-haltigen tberstSnde
hinzugegeben, gemischt und fYr 15 Minuten im Dunkel inkubiert. Danach wurden die Proben
mit Hilfe eines Luninometers in Dreifachbestimmung gemessen. ImhArssc an diese
Messungen wurde mit der ATP-L3sung eine VerdYnnungsreihe erstellt (20 nM, 10 nM,
7,5nM, 5 nM, 2,5 nM und 1 nM) erstellt und je BDjedes Ansatzes mit 458 Reaktions-

Mix versetzt, 15 min im Dunkel inkubiert und ebenfalls in Dreifachbestimmung i
Luminometer gemessen. Dabei ist zu beachten, dass die finale KonaendratATP im
Reaktions-Mix jeweils ein zehntel der AusgangslSsung betrSgt. Dies gilt drcllie
ReaktionsansStze, die mit Protein inkubiert wurden. Die Kalibriergerade iieti¢sem Fall
hauptsSchlich als Kontrolle fYr die verwendeten Assay-Komponenten und das Rédixtions
Als weitere Kontrollen wurde 78! der ATP-LSsung (10 nM) im Assay mitgefYhrt, um die
Hydrolyse von ATP unter den Versuchsbedingungen zu simulieren. Eine weitere Kontrolle
waren 704l Ni-NTA-Beads, die nicht mit ProteinlSsung vorinkubiert wurden, aber ansonsten
in allen Versuchsschritten mitgenommen wurden und die ebenfalls mit ARUbiert

wurden.
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4 Ergebnisse

4.1Expression und Aufreinigung

4.1.1 Expression der cryl PHR DomSnen
Zur in-vitro Analyse der cryl PHR DomSnen in Belichtungs- und Bindungsversuchen wurden

die Proteine wie unter 3.2.1.1 beschrieben exprimiert. Bis zur Weiterverarbeitung waden di

Bakterienpellets bei -80;C gelagert.

4.1.2  Aufreinigung cryl PHR DomSnen
FYr die Aufreinigung der cryl PHR DomSnen wurde das Lysat von Zellpellets aus 18 L

Expressionskultur verwendet. Alle Arbeitsschritte zwischen Zell-Lyse undriageder

Proteinl3sungen bei -80;C wurden unter Sicherheitsrotlicht durchgefYhrt.

4.1.2.1Ni-NTA Chromatographie

WShrend die Proteine wie unter 3.2.10.1 Yber die Ni-NTA Chromatographie aufgereinigt
wurden, wurde der Aufreinigungsprozess chromatographisch tberwacht und aufgezeichnet.
Hierbei wurden im Wesentlichen folgende Parameter Yberwacht: Absorptionbaie280

und 450 nm, die Imidazolkonzentration des Elutionspuffers, die LeitfShigkeit der
PufferlSsungen und die Fraktionierung des Fraktionskollektors. Alle erhaltenen wWeden

in einem tbersichtsdiagramm dargestellt: Ein beispielhaftes DiagrdemVerlaufs einer Ni-

NTA-Aufreinigung eines cryl PHR Proteins ist in Abb. 22 dargestellt.
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Abb. 22. Exemplarischer Verlauf einer NENTA Aufreinigung von cry1llL407F PHR. Die Wesentlichen Schritte der Ni
NTA Aufreinigung: Beladen der SSule mit Zelsat, Waschen der SSuienm ungebundene Proteine zu entferned die
Elution der gereinigten Protein®as Diagramm zeigt den Absorptionsverlauf der Aufreinggbei 280nm (blau) und
450nm (rot). Weiterhin wird die Konzentration des Elutionspufferg4rauf der SekundSrachse angez@ig¥n) Es wurde
eine 1 ml HisTrap crude SSule von GE Healthcare benutzt.

"H$06& (B)*+,1-.*
¥ V+xEx%ZTTO/
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Abb. 23 Ausschnitt dem Elutionsprofil von crylL407F PHR. Gezeigt werden der Elutionspeak vorylL407F PHR
(blau), der Alprptionspeak bei 450 nm (rot) und démdare Elutionspuffergradient (gr¥n). Es ist deutlich zu setess, der
Elutionspeak eine deutlich ausgeprSgte SchulterzheBile Absorptionszunahme bei 450 nm ist auf proteingebusdene
oxidiertes FAD zurYckzufYén. Der Hauptpeak der Proteinfraktion und das Maximum der Atisorpei 450 nm verlaufen
parallel. Benutzt wurde eine 1 ml HisTrap crude SSule von GEHdagg.
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Hauptpeakfraktionen K2 kann sie im Falle von crylWT PHR zumindest etwdslle von

cryll 407F PHR fast ganz abgereichert werden. Diese Bande wird im Western @&iot ni
detektiert. DafYr zeigen die Western Blots besonders in den Pre-Peak FraKtlobeiuler
Proteine, aber auch in der Hauptpeakfraktion K2 von crylWT PHR, hshermolekulare

Banden, die durch den Anti-His AntikSrper unspezifisch detektiert werden.

4.1.2.2PrSparative Gelfiltration

Zur Entfernung der hochmolekularen Verunreinigungen in den Konzentraten der
rekombinanten Proteine wurde eine prSparative Gelfiltration durchgefYhrt. Zur tberwachung
der Gelfiltration wurde die Absorption bei 280 nm, 450 nm und 260 nm gemessen. In den
Chromatogrammen der Gelfiltration konnten zwei Peaks relativ gut separiei¢nveder

erste Peak enthielt die rekombinanten Proteine, aber auch eine starke Yigyungemit der

unter 4.1.2.1 beschriebenen Bande bei ca. 60 kDa, bei der es sich sehr wahrschentdish um
Chaperon HSP60 auB. coli handelt. Auch war auffSllig, dass der erste Peak eine h3here

Absorption bei 260 nm als bei 280 nm aufwies. Der zweite Peak enthielt grS88tenteils nur das

"HGY6& (B)*+,1-.*

V4

10%12340##*+,4.*

Abb. 25. Exemplarischer Verlauf einer prSparativen Gelfiltration der cryl PHR Proteine. Gezeigt werden der
Absorptimsverlauf bei 266 im (gr¥n), 280 nm (blau) und 450 nm (rot). Es werden zwei Peaks sepaoieei der erste
fISchenmS8ig kleinere Peadeutlich hshere Absorption bei 260 nm als bei 280 nm asfwéuch die Absorption bei
450nm befindet sich bei diesem Peak unterhalr dNachwei8grenzedes Detektors Der Hauptpeakzeigt ein

Absorptionsmaximum bei 45@m.
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rekombinante Protein (Daten nicht gezeigt). WShrend der Gelfiltration erfalgte eine
Entfernung des im NNTA- Eluat enthaltenem Imidazols. Des Weiteren wurde der Puffer je
nach weiterer Anwendung durch SEC-Puffer (10mM Tris/Cl, pH 8.0; 200 mM NaCl) oder
SEC+-Puffer (10mM Tris/Cl, pH 8.0; 200 mM NaCl; 10% Glycerin (w/v)) ausgetauscht
(siehe Abb. 25).

Eine SDS-PAGE Analyse der gepoolten und anschlieSend aufkonzentrierten Fra#dgenen
zweiten Gelfiltrationspeaks zeigte eine deutliche Verbesserung der Reidbe
rekombinanten Proteine durch Abreicherung von Kontaminationen im hochmolekularen
Bereich (siehe Abb. 26).

Abb. 26. CoomassiegefSrbte SDSPAGE mit Proben nach der Gelfiltration. Abgebildet sind die Konzentrate der
gepoolten Fractionen des zweiten Gelfiltrationspeaks. Das Gelbil@ns@haulicht sehr gut, dass die Reinheit der
rekonbinanten Proteine durch die prSparative Gelfiltration deutlich vembesseden konnteM, Proteinmarker; 1,
crylWT PHR; 2,cry1 L407F PHR; 2¢ry1 YA02A. VerSnderte Abbildung nactOrth et al., 2017)

4.2UV|Vis Spektroskopie der PHR-DomSnen von crylWT und
crylL407F

4.2.1 tberprYfung der FAD-Bindung

Um festzustellen, ob die aufgereinigten photosensorisBf#RDomSnen von crylWT und
dercrylL407F Mutante den Kofaktor FAD gebunden haben, wurden nach der Aufreinigung
jeweils UV/Vis Spektren im Bereich von 220-700nm aufgenommen.
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Abb. 27. Bindung des FADKofaktors bei cryl WT und cryl L407F. Die UV/Vis-Spektren von 10 M ProteinlSsungen
von cryl WT undcry1L407F wurden nach Aufreinigung und AnkaentrierunggemessenZu sehen sind das komple
gemessene Spektrum von 2200 nm (inks) und eine Vergr38erung des Bereiches von-300 nm (echts.

Im UV/Vis-Spektrum (Abb. 27]inks) sind bei beiden Proteinen jeweils lokale Maxima
(peak3 bei 280 nm, 370 nm und 450 nm zu erkennen. Bei hSherer AuflSsung der Spektren im
Bereich von 300-700 nm (Abb. 2i&chtg wird deutlich, dass das Maximum bei 450 nm eine
Feinstruktur mit einem Peak mit zwei ausgeprSgten Schultern aufgisden Kofaktor

FAD sind im vollstSndig oxidierten Zustand Absorptionsmaxima bei 370 nm und 450 nm
charakteristisch. Durch die Anbindung des FAD Kofaktors an das Apoprotein werden die
Absorptionseigenschaften des Kofaktors modifiziert, sodass die charaldbedli®igipflige
Feinstruktur im Bereich von 400-500 nm entsteht. Die Schulter am Peak bei 37@cchm w
ebenfalls durch die Proteinumgebung hervorgerufen. Die hohe Absorption bei 280 nm wird
durch aromatische AminosSuren des Proteins verursacht und zeigt somit dey&hateder

gemessenen LSsung en an.

4.2.2 Konversion des FAD-Kofaktors durch Belichtung mit Blaulicht und

Dunkelreversion

FYr den weiteren Verlauf der geplanten Experimemnte es entscheidend, dass das
Holoprotein funktionsfShig ist. Einen Hinweis auf die korrekte FunktionalitSt der
Cryptochrome liefert die lichtgetriebene Konvertierbarkeit des FAD-Kofaktors in
verschiedene RedoxzustSnde. Bei einem funktionsfShigen Cryptochrom kann beispielsweise
unter Belichtung mit Blaulicht in Gegenwart eines externen Elektronendonors dgyahge

von der vollstSndig oxidierten Form des FAD (RQDzum neutralen Semichinon FADH
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spektroskopisch beobachtet werden. Wird die Belichtung gestoppt und die ProteinlSsung
verbleibt im Dunkel, findet bei funktionalen Proteinen eine RYckbildung des FADH
vollstSndig oxidierten Form FAJstatt. Diese Interkonversion verschiedener RedoxzustSnde
des FAD-Kofaktors zeigt an, dass die Proteine photochemisch aktiv sind und ist
Voraussetzung fYr die biologische FunktionalitSt des Photorezeptors.

In Abb. 28 sind Belichtungsexperimente an den aufgereinigten photosensorischen DomSnen
von crylWT und cryll407F gezeigt. Zu sehen ist jeweils ein Spektrum, das den
Dunkelzustand der ProteinlSsung vor Belichtung zedginke) und ein Spektrum nach 3 h
Belichtung mit Blaulicht  h). Die Experimente wurden unter Sicherheitsrotlicht bei einer

KYvetten-Temperatur von 10 jC durchgefYhrt.

Abb. 28. Photoreduktion des FAD-Kofaktor s von crylWT und cryll 407F. Durch Blaubelichtung bei 45& 5 nm
(50" mol ni? %) in Gegenwart eines externen Reduktionsmit2sriM DT kdnnen die FABKofaktoren beider Protein
reduziert werden DafYr wurden 10"M ProteinlSsunge fYr 3h belichtet und UV/VisSpektren von 2200 nm
aufgenommen A, Q). Zur besseren tbersicht wurde der Bereich von-300 nm vergr$8ert dargestellB,(D). Die
lichtinduzierten VerSnderungen des Alpsionsspektrums in diesem Bereich sind durch Bfgitdeutlicht

Um sicherzustellen, dass die Proteine durch die Lichteinwirkung nicht zevatgden,

wurden zusStzlich noch UV/Vis-Spektren der Dunkelreversion aufgenommen. Dazu wurden
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die ProteinlSsungen im Dunkel im Photometer belassen und zu bestimmigimnk&sh deren
Absorptionsspektren im Bereich von 220-700 nm gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 29
gezeigt. Hier werden die Spektren vor Beginn der Belichtulmke), die Spektren nach

180 min Belichtung bzw. 0 min Dunkelreversiodingin) und die Spektren nach 120 min
Dunkelreversion¥20min) miteinander verglichen. Die Zunahme der Absorption bei 450 nm

und der RYckgang der Absorption bei 560 nm sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Abb. 29. Dunkelreversion der FAD-Kofaktoren von crylWT und crylL407F. Mit Blaulicht fYr 120 min belichtete
L3sungen beider Proteingote Linier) wurden fYr120 min im Dunkel belasseibl@ue Linien. DabeinShern sie sich de
Spektren der Dunkelprobe(schwarze Linien an Die RYckbildung der Spektren ist durch Pfeile dargestBiie

Photoreduktion des Kofaktors ist somit reversibel.

Die GrapherA undB zeigen die Photoreduktion des FAD-Kofaktors von crylWT, wobai in

das komplette gemessene UV/Vis-Spektrum abgebildet wird unB @&in vergri8erter
Ausschnitt des Spektralbereiches von 300-700 nm dargestellt ist. In dem vergrS8erieim Bere
kann man sehen, dass durch die Blaubelichtung die Absorption des, BBRIimmt und
gleichzeitig die Absorption bei 560 nm zunimmt. Im Verlauf der Belichtung nirmhient
Absorption bei 450 nm kontinuierlich alangezeigt durch Pfgilbis nach 3 h schlie§lich
weniger als 50% der Ausgangsabsorption vorhanden ist. Die Absorptionsabnahme bei 450 nm
spricht fYr eine Abnahme der Anfangsmenge von &ADie kontinuierliche Zunahme der
Absorption bei 560 nm reprSsentiert die Akkumulation von FADr Tbergang zwischen

den beiden RedoxzustSnden wird durch einen Isosbestischen Punkt bei ca. 490 nm angezeigt.
Die cry1L407F Mutante (Abb. 2&, D) verhSit sich bei Blaubelichtung qualitativ Shnlich wie

der Wildtyp. Auch hier zeigt ein kontinuierlicher RYckgang der Absorption bei 450 nm die
Abnahme der Ausgangsmenge an BA&N, wobei eine Zunahme der Absorption bei 560 nm
awch hier fYr die Akkumulation des neutralen Semichinons FAEtcht. Auch hier ist ein
isosbestischer Punkt bei 490 nm vorhanden. Die Absorption bei 450 nm geht durch die
Belichtung Yber 3 h auf ca. 60% zurYck.
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Abb. 29 zeigt, dass sowohl crylWT als aucill 407F eine Dunkelreversion durchlaufen.

Das wShrend der Belichtung gebildete FAD#det sich zu FAR zurYck, was sich in der
Abnahme der Absorption bei 560 nm und eine entsprechende Zunahme der Absorption bei
450 nm widerspiegelt. Beim Wildtyp-Protein verbleiben nach 120 min Dunkel noch etwa
50% der Absorption vom Ende der Belichtung. Beyll 407F dagegen erreicht die
Absorption bei 560 nm beinahe wieder den Ausgangszustand.

4.2.3 Kinetiken der FAD-Photokonversion von crylWTund cryll 407F

Um die Konversionsraten von FAPzu FADH bei crylWT und crylL407F quantitativ
vergleichen zu k3nnen, wurden wShrend der Belichtung der Proteinldsungen Yber einen
Zeitraum von 3 h regelmS8ig UV/Vis-Spektren im Bereich von 220-700 nm aufgenommen.
Die gemessenen Spektren und die daraus abgeleitete Kinetik ist in Abi. B@igpiel von
crylWT dargestellt. Neben dem Vergleich der Photoreduktionskinetiken von crylWT und
crylL407F (Abb. 31) sollten darYber hinaus noch die Effekte der Nukleotide ATP, ADP,
AMP-PNP, NADP und NADPH getestet werden.

Abb. 30. Kinetik der Photoreduktion von crylWT. Eine 10" M ProteinlSsung von crylWT wurde in Gegenwart v
20mM DTT fYr 180 mm mit Blaulicht @50+ 5 nm 50" mol m? s?) bestrahlt. UWis-Spektren von 22600 nm wurden
nach 0, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, und 180 min Belichtung gemes&sareizh des Spektrums von 30
700 nm (inks) zeigt die lichtabhSngim VerSnderungen im Absorptionsspektrum des 4RéEaktors wShrend de
Belichtung. Die Absorption bei 450 nm zu den Medgzeikten ist als Graph prozentual dargestedtlity. Dabei wurde
die Absorption bei 450 nm zum Zeitpunkt O min als 10040, angemmmen Mit Hilfe der Softwaregti-Plot konnte durch
einen Fit mit einer Exponentialfunktioaghwarze Linigdie Halbwertszeit von FAR rechnerisch ermittelt werden.
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Abb. 31. Vergleich der Photoreduktionskinetiken von crylWT RHR und cryll407FPHR ohne Zugabe von
Nukleotiden

Hierzu wurden die Kinetiken der Photoreduktion beider Proteine wie in Abb. 30 geadigt
beschrieben erstellt in Anwesenheit der oben aufgefYhrten Nukleotide in einer
Endkonzentration von 1 mM. Die Ergebnisse aller Messungen sind in  Abb. 32
zusammengestellt. Der tberschaubarkeit halber werden hier lediglich die dawns
Messwerten abgeleiteten Kinetiken gezeigt.

Zur besseren optischen Vergleichbarkeit wurden in jeder Teilabbildung in  Abb. 32 noch
zusStzlich die Kinetiken der getesteten Proteine ohne Zugabe von Nuklesteten Abb.

31) als schwarze Linien eingefYgt. Aufgrund der erhobenen Daten scheinen die Nekleoti
ATP, ADP und AMP-PNP die Photoreduktion von crylWT PHR zu beschleunigen. Hierbei
haben ATP und ADP durchgSngig starken Einfluss auf die Kinetik der Photoreduktion. Das
nicht-hydrolysierbare ATP-Analogon AMP-PNP zeigt nur in den ersten 20 min der
Belichtung einen starken Effekt, der jedoch im Verlaufe der Belichtungsdauer nabnim
ZusStzlich ist auffSllig, dass der Fit fYr die Kinetik der BelichtungovptWT PHR ohne
Zugabe von Nukleotiden mit einer einzigen Halbwertszeit angegeben werden Kaamstéfi
Ordnung). In Gegenwart von ATP, ADP und AMP-PNP jedoch musste jeweils emitFit
zwei Zeitkomponenten angenommen werden (Fit zweiter Ordnung). Wie auch ireThhall
sehen ist, ist die Photoreduktion in Gegenwart dieser wirksamen Substraeveaiuf
Zeitkonstanten und dementsprechend zwei Reaktionen aufgeteilt: Eine sabiaafiende

Reaktion und eine langsam ablaufende Reaktion.
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Abb. 32. Kinetiken der Photoreduktion von crylWT und cry1L407F im Vergleich. Die Abgebildeten Kinetiken de
Photoreduktionvon crylWT undcryllL407F wurden in Abwesenheisghwarze Linienhund Arwesenheit von Nukleotidel
(farbige Linier) durchgefYhrt. Die Kinetiken wurden wie Abb. 30 gezeigt und beschrieben erstellt. Zur Vergleichbarl
wurde in jedem Graph als Referenz die entsprechendsiKiohne NukleotickingefYgt§chwarze Linien
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Protein Nukleotid Fit Ordnung R* t; [min]
cryl WT 1 0.9935 31.47 £ 2.65
cryl WT 1 mM ATP 2 0.9978 t1-18.67 £ 2.23
2-0.94 + 0.12
cryl WT 1 mM ADP 2 0.9953 11-26.93 + 3.22
t2-1.36 + 0.17
cryl WT 1 mM AMP-PNP 2 0.9984 11-38.32 £ 2.32
t2- 1.05 + 0.05
crylWT 1 mM NADP 1 0.9912 31.73 £ 3.13
crylWT 1 mM NADPH 1 0.9955 37.15+2.78
cryllL407F 1 0.9947 99.10 £ 15.32
cryllL407F 1 mM ATP 1 0.9962 34.75+£2.31
cryllL407F 1 mM ADP 1 0.9986 31.52+1.23
cryllL407F 1 mM AMP-PNP 2 0.9995 11-120.69 +£13.40
1,-2.04 £ 0.26
cryllL407F 1 mM NADP 1 0.9949 72.19 + 8.50
cryllL407F 1 mM NADPH 1 0.9977 80.72 £ 6.95

Tab. 1. Auswertung der Kinetiken der Photoreduktion von cryWT PHR und crylL407F PHR. Spalte 1 fYhrt das
getestete tein auf. In Spalte 2 ist dasigesetztdukleotidund dessen Konzentration angegeben. Oi@nOGng des beste!
Fits der Messpunkte ist in Spalte 3 aufgefYhrt. DestiBimtheitsma§ des Fits ist Spalte 4 zu entnehmienADfgrund des
Fits extrapolierten Halbwertszeiten sind in Spaltutgelistet.

Die Nukleotide NADP und NADPH haben keinen Einfluss auf die Photoreduktion von

crylWT PHR. Die Kurven der Kinetiken verlaufen nahezu exakt gleich wie dieeKder

Photoreduktion von crylWT PHR ohne Zugabe eines Nukleotids.

Bei Betrachtung der Kinetiken der Photoreduktion crgilL407F PHR fSlit auf, dass auch

hier die Nukleotide ATP und ADP eine beschleunigende Wirkung auf die Photoreduktion

haben. Das Substrat AMP-PNP dagegen scheint keinen steigernden Effekt au Embe

scheint im Gegenteil die Photoreduktion noch zu verlangsamen. Interessanterareiger

auch nur ein Fit zweiter Ordnung msglich, d.h. in Gegenwart von AMP-PNP sclatirdisi

Photoreduktion vorery1lL407F PHR in eine schnell ablaufende und eine langsam ablaufende
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Reaktion aufzuteilerDie Nukleotide NADP und NADPH scheinen vom Verlauf der Graphen
keine Wirkung auf die Photoreduzierbarkeit \@glL407F PHR zu haben. Schaut man aber
auf die abgeleiteten Halbwertszeiten, so wird deutlich, dass dieseedtdkl die

Photoreduktion verlangsamen.

4.2.4  Kinetiken der FAD-Dunkelreversion von crylWT undcry1L407F

Bei der Auswertung der Daten der Dunkelreversionen war es unter bloS8er Verwendung der
Rohdaten nicht msglich, einen passenden Fit zu ermitteln. Daher wurden die ben450
ermittelten Absorptionswerte um die Absorptionswerte des Semichinons FBEH50 nm

mit Hilfe der jeweiligen molaren Extinktionskoeffizienten korrigiert. DierfYr verwendeten

molaren Extinktionskoeffizienten wurden aus MYller et al., 2015 entnommen.

FADoy #hso = 11 300 Memi® (MYller et al., 2015)
FADH; #go = 4 200 M'cm™® (MYller et al., 2015)
FADH; #s0=5 000 M'cm™* (MYller et al., 2015)

Aus den korrigierten Absorptionswerten bei 450nm konnten die in Abb. 33 gezeigten Graphen erstellt werden. Mit
Hilfe der Software QtiPlot wurden dann die Halbwertszeiten aus exponentiellen oddinearen Fits errechnet (siehe
Tab. 2. Auflistung der Auswertung der Kinetiken der Dunkelreversion von cryl WT PHR und cryl L407F PHR.
Spalte 1 fYhrt das getestetetin auf. In Spalte 2 ist dasigesetztdNukleotid und dessn Konzentration angegeben. Die
Ordnung des besten Fits der Messpunkte ist in SpalteégefYhrt. Das Bestimmtheitsma§ des Fits ist Spateentnehmen.
Die Aufgrund des Fits extrapolierten Halbwertszeiterd $h Spalte 5 aufgelistet.

).
Die Halbwertszeit der Dunkelreversion von cryIWT PHR betrSgt etwa 98 minséint

auf diesen Wert keinen Einfluss zu nehmen.
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Abb. 33. Vergleich der Kinetik en der Dunkelreversion von cryWT PHR und crylL407F PHR. Die abgebildeten
Kinetiken der Dunkelreversion von crylWT uncrylL407F wurden in Abwesenheis¢hwarze Liniehund Anvesenheit
von Nukleotiden farbige Linier) durchgefYhrt. Zur Vergleichbarkeit wurde in jedem GraghRadferenz die entsprechen
Kinetik ohne NukleoticcingefYgt §chwarze Linieh

AMP-PNP dagegen beschleunigt die Dunkelreversion, wShrend ADP die Dunkelre)
verlangsamt. NADP hat wie auch bei der Photoreduktion keinen Einfluss at
Geschwindigkeit der Dunkelreversion. Im Falle von NADPH ist eine AussagbatiYglict
kaum ms3glich, da ein Fit dieses Datensatzes zwar eine Halbwertszsgibt, der
angegebene Fehler aber auch sehr gro8 ist, obwohl der Fit ein Bestimmtheisnfa8955
aufweist. Bei der Dunkelreversion von cry1lL407F dagegen scheinen nur NADPH und
PNP die Reaktion zu beschleunigen. Alle anderen Nukleotide verlangsame
Dunkelreversion. Im Fall von NADP ist eine Aussage schwierig zu treffeauda hier dei
Fit mit R*= 0.9986 zwar relativ gut ist, die ermittelte Halbwertszeit aber durch einen g

Fehler nicht genau angegeben werden kann (siehe Tabelle 2).
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Protein Nukleotid Fit Ordnung R* t; [min]
cryl WT 1 0.9996 98.11 £ 7.19
cryl WT 1 mM ATP 1 0.9977 104.37 £ 22.92
cryl WT 1 mM ADP 1 0.9993 136.63 + 16.37
cryl WT 1 mM AMP-PNP 1 0.9999 45.49 = 0.49
crylWT 1 mM NADP 1 0.9985 110.01 + 16.50
crylWT 1 mM NADPH 1 0.9955 364.05 £ 179.14
crylL407F linear 0.9879 170.07
crylL407F 1 mM ATP linear 0.9926 232.30
crylL407F 1 mM ADP linear 0.9785 315.15
crylL407F 1 mM AMP-PNP 1 0.9998 2414 £0.40
crylL407F 1 mM NADP 2 0.9986 t1-119.08 + 48.58
t2-5.07 £ 2.22
crylL407F 1 mM NADPH 1 0.9986 44.46 = 2.95

Tab. 2. Auflistung der Auswertung der Kinetiken der Dunkelreversion von cryl WT PHR und crylL407F PHR.
Spalte 1 fYhrt das getestetotRin auf. In Spalte 2 ist dasigesetztéNukleotid und dessn Konzentration angegeben. Die
Ordnung des besten Fits der Messpunkte ist in SpalteégefYhrt. Das Bestimmtheitsma§ des Fits ist Spateentnehmen.
Die Aufgrund des Fits extrapolierten Halbwertszeiterd $h Spalte 5 aufgelistet.
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4.3 Der Einfluss verschiedeneNukleotide auf die ProteinstabilitSt

Um die ProteinstabilitSt in Gegenwart von Nukleotiden zu untersuchen, wurdem-4iro
Techniken angewendet: Die partielle Trypsinierung wurde benutzt, um msSgliche
konformationelle €nderungen in der Struktur der Proteine durch Nukleotidbindung zu
visualisieren. Der Thermo-FAD Assay zeigt anhand der Schmelztemperaturs étyadein
durch Nukleotidbindung stabilisiert wird. Zudem sollte mittels des Thermo-Ragays die
SpezifitSt gegenYber den Basen AddATP und Derivate), Guam (GTP), Cytosin (CTP)

und Thymin (TTP) untersucht werden.

4.3.1 Partielle Trypsinierung

4.3.1.1Einfluss von Nukleotiden auf die Trypsin-SensitivitSt

Bei der partiellen Trypsinierung wurde untersucht, ob durch Bindung verschiedener
Nukleotide die WiderstandsfShigkeit der Kernstruktur der Proteine gegenYber dereProteas
Trypsin erh3ht werden kann. Eine erhdhte WiderstandsfShigkeit gegen Proteolyse deutet
darauf hin, dass weniger Trypsinspaltstellen im Protein zugSngig sind odengiergZder
Protease erschwert wird. Dies kann auf strukturelle €nderungen in der Protmigfalt
hindeuten. Hierzu wurde die IntegritSt der Hauptbande der Cryptochrome und von
Kontrollproteinen nach einer 30 minYtigen Trypsinbehandlung gefolgt vonPROEE und
Coomassie-FSrbung untersucht. Verglichen wurden die durch Trypsin-Behandlung
entstandenen Proteinbanden mit einem Standardsignal, welches von der glegcigenav
Protein ohne Trypsinbehandlung geliefert wurde. Als Kontrolle wurde die Photolyage aus
coli in An- oder Abwesenheit von Nukleotid ebenfalls mit Trypsin behandelt.EDieoli
Photolyase eignet sichls Kontrolle, dasie eine hohe strukturelle Homologie zu cryl PHR
aufweist.

Die Quantifizierung der Gelanalyse der Trypsinierung voRV@nPHR bei dunkeladaptierten
Proben zeigt, dass in Abwesenheit eines Nukleotids 53% des Proteins durch die
Proteasebehandlung abgebaut wurden. Man erkennt deutlich, dass alle verwendeten
Nukleotide die SuszeptibilitSt von crylWT PHR gegenYber Trypsin herabsetzen,sd.h. da

Protein wird durch die Bindung stabilisiert: In Gegenwart von ADP und AMP-PNP fimde
93



Ergebnisse

Vergleich zur Probe ohne Nukleotid kein Abbau statt. Abbau, allerdings geringerndais in
Probe ohne Nukleotid, findet sich dagegen in Gegenwart von NADH, NADPH, ATP und
NAD. Den schwSchsten Effekt hat NADP, in dessen Gegenwart 35% desiPattgebaut
werden (siehe Abb. 34 A). Auch bei mit Blaulicht vorbelichteten Proben haben alle
Mataboliten einen stabilisierenden Effekt auf cryl WT PHR. In der ProbeARR-PNP
findet sich kein Abbau. Schwacher Abbau des Proteins wird dagegen in GegenwaftR/on
ADP, NADH, NAD, NADP und NADPH festgestellt.

Abb. 34. Partieller Trypsinabbau von crylWT PHR, den cryl Mutanten L407F und Y402A sowieder E. coli
Photolyase Gezeigt wird jeweils ein reprSsatives CoomassigefSrbtesGel von drei unabhSngigen ReplikaterylWT
(A), crylL407F @), crylY402A (C), und E. coli photolyase D). Die Proteinproben in A und B waremteveder
dunkeladaptiert (dunkel) oder wurden mit Blaulicht vorbelichtet, bis Ha@dPeduktion von FAR, abgeschlossen wabie
Proben in C und Ovurden nur dunkeladaptiefroteinKonzentration 10 #M; Nukleotide Konzentration,1 mM; Trypsin
Konzentratbn, 10#M. Die Reaktionen wurden 3@in bei 30;C inkubiertM, Protein Markerl, Input -, kein Nukleotid Die
Proteinbanden wurden eingescannt und mit der SoftimaageJ quantifiziert, wobei der Input (l) als 10@¥setzt wurde.
Ergebnisse der Quantiferung sind in % unter jeder Gelspur angegeben.

Bei crylL407F PHR liegt der Proteinabbau durch Trypsin ohne Zugabe von Nukleotiden
sowohl bei dunkeladaptierten als auch bei mit Blaulicht vorbelichteten Probetwiae40%.

Bei dercrylL407F Mutante bewirkt der Zusatz der Nukleotide ATP, ADP, AMP-PNP und
NADPH eine signifikante Zunahme der WiderstandsfShigkeit gegenYber Trygsitudibe

von ATP, ADP,AMP-PNP und NADPH verringert den Abbau im Falle der Dunkelproben
von 40% auf 27%, 28%, 33% und 35%. Bei vorbelichteten Proben wird die Proteolyse auf
17%, 15%, 16% und 20% verringert. Die Zugabe von NADH senkt den Abbau von
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vorbelichtetemcrylL407F von 40% auf 29%. Dieser Effekt ist in der Dunkelprobe nicht
sichtbar. Die Nukleotide NAD und NADH zeigen im Vergleich mit den entt@eden
Kontrollen ohne Nukleotid sowohl in den Dunkelproben als auch in den vorbelichteten
Proben keinen signifikanten Effekt.

Da in dercrylY402A Mutante das fYr die Nukleotidbindung essentielle Tyrosin 402 gegen
Alanin ausgetauscht wurde, sollte ein Einfluss dieser Verbindung auf die pristeayt
Spaltung stark vermindert, wenn nicht gar komplett unterdrYckt sein. Diesizhign slen
Ergebnissen der partiellen Trypsinierung vorylY402A PHR. Die Stabilisierung des
Proteins duch die Bindung von Nukleotieh, so wie fYr crylWT beobachtet, bleibt bei dieser
Mutante fast gSnzlich aus. Im Schnitt werden 75% des Proteins durch Trypsinuabgeba
unabhSngig davon, ob Nukleotiden zur Reaktion zugesetzt wurden, oder nicht. Die partielle
Trypsinierung vorery1Y402A PHR wurde nur mit dunkeladaptierten Proben durchgefYhrt.
Die partielle Trypsinierung deE. coli Photolyase zeigte, dass die Photolyase mit und ohne
Zugabe von ATP komplett durch Trypsin abgebaut wird.

4.3.2 ThermoFAD
Der ThermoFAD Assay wurde angewandt, um die Schmelztemperatur der cryl PEiReProt

unter verschiedenen experimentellen Bedingungen zu untersuchen.

4.3.2.1Schmelzpunktanalyse

Bei der Schmelzpunktanalyse mittels ThermoFAD wurde untersucht, ob dievaegeon
Nukleotiden im Reaktionsansatz einen Einfluss auf die Schmelztennpeoat crylWT PHR

und crylL407F PHR hat. Hierzu wurden jeweils 1 mM der Nukleotide ATP, ADP, AMP-
PNP, NAD, NADH, NADP und NADPH zugesetzt. Proben ohne Zugabe von Nukleotiden
dienten hierbei als Kontrolle. Um herauszufinden, ob Licht mSglicherweise die
Nukleotidbindung und damit auch die Schmelztemperatur beeinflusst, wurden die
Experimente mit Proben, die mit Blaulicht vorbestrahlt worden waren Proben und mit
dunkeladaptierten Proben durchgefYhrt. In Abb. 35 sind die Auswertungen der
Schmelzpunktanalyse zusammengestellt. Hier werden jeweils die Ivi\itte und

Standardabweichungen von je drei Wiederholungen gezeigt.
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Abb. 35. Schmelzpunktanalyse mittelsThermoFAD. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte und Standardabweigéu
von jeweils drei Wiederholungen. Von cryl WT PHR (links) wmg1L407F (rechts) wurden jeweils vorbelichtete u
dunkeladaptieg Proben miteinander verglichen.

Betrachtet man die Daten von crylWT PHR engllL 407F PHR (Abb. 35), so fSlit zunSchst
auf, dass in beiden FSllen die Fehlerindikatoren der vorbelichteten Proben und der
dunkeladaptierten Proben in jedem gezeigten Datensatz Yberlappen, d.h. Lidht hat
gewShlten Versuchsaufbau keinen signifikanten Einfluss auf die Schmmézsgor der
Proteine. Weiterhin fSlit auf, dass beide DatensStze den gleichrehbEEYglich bestimmter
Nukleotide aufweisen. Lediglich NAD zeigt einen unterschiedlich starkiktBbei beiden
Proteinen. WShrend sich die Schmelztemperatur bei cryIWT PHR in GegeowatAD
signifikant von der Schmelztemperatur bei Zugabe von NADP und NADPH unterdcheide
gibt es beicrylL407F PHR keinen signifikanten Unterschied zwischen den entsprechenden
DatensStzen.

Im Falle von crylWT PHR liegt der Schmelzpunkt des Proteins ohne Zugabe von
Nukleotiden beietwa60 jC. FYgt man ATP zu crylWT PHR hinzu, liegt der Schmelzpunkt
bei 75 iC. Die Daten zeigen weiterhin, dass durch Zugabe von ADP MRIENP der
Schmelzpunkt von crylWT PHR von 60 jC auf etwa 73 jC erhSht wird. Durch die
NukleotideNADP und NADPH erhsht sich der Schmelzpunkt von cryl WT auf etwa 62 jC.
Aufgrund der geringen tberlappung der Fehlerindikatoren zu dem Datensatz &cryl WT PHR
ohne Nukleotid; vorbelichtetO ist es fraglich, ob diese Erhdhung der Schnpalzém als
signifikant zu betrachten ist. Die Zugabe von NADH dagegen fYhrt zu einefiksigten
ErhShung des Schmelzpunktes von crylWT PHR auf etwa 68 C.

Die Schmelztemperatur varrylL407F PHR ohne Zugabe von Nukleotiden liegt mit 58 jC
etwas niedriger als die entsprechende Schmelztemperatur von cryl WT PlRIngH
Yberlappen auch hier einige Fehlerbalken, so dass dieser Unterschied in der

Schmelztemperatur nicht statistisch abgesichert werden kann. Durch Zugab& Rosmird
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Die erhaltenen Resultate zeigen, dass atiglY402A PHR Mutante, in der das fYr die
Nukleotidbindung als essenziell vorhergesagte Tyrosin an Position 402 gegen mim Ala
ausgetauscht wurde, auf keines der zugegebenen Nukleotide mit einer ErhShung der
Schmelztemperatur reagiert. Es fSllt aber auf, dass der Schmelzpurddy¥6402A ohne
Zugabe eines Nukleotids mit 65 jC im Vergleich zu crylWT PHR canydL407F PHR
generell um etwa 8 jC erhsSht wurde.

ATP bewirkt sowohl bei cryIWT PHR als auch berylL407F PHR die stSrkste
Schmelzpunkterhshungs {7 jC). Den geringsten Effekt auf die Schmelztemperatur haben
CTP und TTP %2 iC). Die Zugabe von GTP bewirkt eine mittlere ErhShung der
Schmelztemperatur 7 C).

4.4 uziferase-basierter ATP-Abreicherungs-Assay
Nachdem in den vorangegangenen Experimenten die Bindung verschiedener Nukleotide an
die cryl PHR Proteine qualitativ gezeigt werden konnte, stellte sich dgge Frach der
BindungsstSrke und somit nach der Dissoziationskonst&dom eine erste Vorstellung
der Dissoziationskonstanten zu gewinngdM{Bereich oder nM-Bereich) wurde ein
Luziferase-basierter ATP-Abreicherungs-Assay etabliert (siehe 3.2.14). Dies digrite
dazu, um eine Grundlage fYr spSter geplante Untersuchungegls nistbthermaler

Kaloriemetrie (ITC) zu haben.

Die Ergebnisse in Abb. 37 zeigen, dass in diesem Assay kein ATP autbeestand der
Reaktion mitcrylY402A abgereichert wird. Das im tberstand verbliebene ATP liefert ein
Luziferasesignal Yber den gesamten Konzentrationsbere#i¥l (6s 0,01#M), das mit dem
Signal der ATP-Referenz vergleichbar ist. Bei cryl WT PHR hingegen kann man erkennen,
dass mit steigender Proteinkonzentration ebenfalls mehr ATP aus demaihdeesitfernt

wird. Bei einer Konzentration von 0,8#M cryl WT PHR befinden sich noch etwa 85% des
ursprYnglichen ATPs im tberstand, wohingegen b&MsProtein nur noch etwa 50 % des
ATPs im tberstand verbleibt.
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5 Diskussion

Die Eigenschaft von Cryptochromen, ATP und andere Nukleotide zu binden, wurde bereits
durch vorangegangene Studien #cryl, Atcry2 und weitere pflanzliche und tierische
Cryptochrome gezeigt (Bouly et al., 2003; Immeln et al., 2007; ...zgYr and Sancar, 2006;
Engelhard et al., 2014b). DarYber hinaus wurde auch bereits nachgewiesen, da®- die P
DomSne von cryl im-vitro Experimenten eine verstSrkte Photoreduktion von J&AfRi
Zugabe von ATP dweist (Engelhard et al., 2014a; MYller et al., 2015; Cailliez et al., 2014).

In einem suppressor screereiner spStblYhendeh. thaliana Linie wurde dascrylL407F
Mutanten Allel identifiziert. Die crylL407F Mutantenlinie blYht frYh unter
Kurztagbedingungen und zeigt eine HypersensitivitSt gegenYber blauem, rotem und
dunkelrotem Licht. Des Weiteren weit diese Mutante im Dunkel etogPhSnotyp auf.

Ein Beispiel hierfYr ist die Inhibierung des HypokotyllISngenwachstums von Keimlingen,
welche normalerweise erst als Reaktion auf Belichtung auftritt. Es vauace gezeigt, dass
diese HypersensitivitSt nicht auf ein erhdhtes cryl-Proteinlevel im Vemgtei Wildtyplinie
zurYckzufYhren ist. Entsprechend wurde die Hypothese aufgestellt, dassyda€7F
Protein entweder einen ATP-gebundenen Zustand simuliert oder eine h3henSAHINATP
ausweist (Exner et al., 2010).

Diese Erkenntnisse bildeten die Grundlage fYr die vorliegende Arbeit, vors der Ziel

war, eine ErkiSrung fYr die erhdhte biologische AktivitStorgtl 407F Mutante zu finden.

In diesem Kontext sollte auch die generelle Rolle der ATP-Bindung von Cryptochromen
untersucht werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeit von der Expression und

Aufreinigung bis hin zu ProteinstabilitStsstudien diskutiert.

5.1 Expressionund Aufreinigung

Die Expression von I3sliche@ryptochromen von voller LSnge E. coliist bisher noch nicht
erfolgreich durchgefYhrt worde®er Grosteil der Proteine liegt unlSslichiimclusion mdies
vor. Die Photochemie und die ATP-Bindung der Cryptochrome wird ausschlie§lich durch die

PHR-DomSne vermittelt und die PHR-DomSne der Cryptochrome verfYgt Yber biologische
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AktivitSt und eine mit Cryptochrom-VolllSngenproteinen vergleichbare Photochemie. Aus
diesem Grund wurde die Arbeit an den heterologEircoli exprimierten PHR-DomSnen
durchgefYhrt (siehe Abb. 20).

Die Konzentration der I3slichen PHR-DomSnen ist im Vergleich zu anderemnologt
exprimierten Proteinanit ca. 0,2 mg pro Liter Kultur sehr gering (siehe Abb. 26). Im
Coomassie-gefSrbteBDSGel ist die Bande des rekombinanten Proteins neben vielen
anderen prominenten Bandem Zell-Lysat (Lys) vor der Aufreinigung schwer zu
identifizieren. Im Western Blot wird aber die Bande auf der entsprechenden Hitliehde
detektiert. Vergleicht man die Signale im Zell-Lysat (Lys) mit deign&en des
SSulendurchflusses (FT), so wird deutlich, dass der GroS§teil des im Lysgadlibeén
rekombinanten Proteins erfolgreich und weitgehend quantitativ von d&TAi-SSule
gebunden wird. Lediglich ein geringer Anteil des Proteins findet sich im DusshfNach

dem ZusammenfYhren und Ankonzentrieren der Peakfraktionen sieht man im SD$el, da
das rekombinante Protein erfolgreich aufgereinigt wurde. Jedoch findet sich angch ei
deutliche Bande im h3hermolekularen Bereich. Da im immunologischen Nachweihje
keine hochmolekularen Banden detektiert werden, handelt es sich bei der chesSg&éinde

sehr wahrscheinlich urain E. coli Wirtsprotein, welches durch den Aufreinigungsmethode
unspezifisch angereichert wird. Ziel des Aufreinigungsprozesses war es, agl@n
zufriedenstellenden Ausbeute der heterologen Proteine auch sicherzustelletasdénge
Produkt msglichst frei von durch den Aufreinigungsprozess bedingten Reduktionsmitteln und
NukleinsSuren ist. Aus diesem Grund wurde im Anschluss eine prSparatiiraGeff
durchgefYhrt. Hierbei sollte der Puffer ausgetauscht und somit das fYr dienigufrgi
erforderliche Reduktionsmittel weitestgehend abgereichert werden und msgliche gedrunde
NukleinsSuren vom Protein entfernt werden, um ein gr3§tenteils homogenes Konzentrat des
Zielproteins zu erhalten. Somit wurde sichergestellt, dass Verunreinigungdn ahdere
Proteine uns NukleinsSuren und Pufferbestandteile nicht zukYnftig geptaxieo
Experimente beeinflussen und die Ausgangsbedingungen fYr die Analyse unterschiedlicher
Proteinvarianten vergleichbar sind.

Bei der prSparativen Gelfiltration zeigte sich interessanter Weiseyatassm Hauptpeak ein
hdhermolekularer Vorpeak eluiert, bei dem das AbsorptionsverhSltnis von 260/280 nm im
Vergleich zum Hauptpeak umgekehrt ist (siehe Abb. 25). Der Pre-Peak eagtdeutlich
hdhere Absorption bei 260 nm als bei 280 nm. Dies spricht fYr einen hochmolekularen
Komplex, der aus NukleinsSuren und Proteinen besteht. In Gelanalysen konnte naehgewies

werden, dass dieser Komplex das rekombinante Protein enthSlt (Daten nigt).gPnech
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die prSparative Gelfiltration konnte folglich die Reinheit des Zielprotginshmals
entscheidend verbessert werden (siehe Abb. 26).

5.2 Nachweis der FADBindung

Nachdem die rekombinanten Proteine aufgereinigt vorlagen, musste deren FAD-Bindung und
Photoreduzierbarkeit als Voraussetzung fYr photobiologisch aktives Protein geezetst.

Hierzu wurde photometrisch ein Absorptionsspektrum im Bereich von 220 nm bis 700 nm
aufgenommen.

Die Absorptionsspektren zeigten einen Peak bei 280 nm, der hauptsSchlichAhsojgion

der aromatischen AminosSuren im ProteingerYst des Apoproteins zurYckzufYhren ist. Die
Absorption im sichtbaren Lichtspektrum zeigt ein dreigipfliges Absorptionsmaximum
Bereich von 450 nm. Dieses dreigipflige Spektrum ist typisch fYr an Protein gebyndenes
oxidiertes FAD (siehe Abb. 27). Somit waren also die Grundvoraussetzunganvitfo

Belichtungsexperimente und weitere Studien gegeben.

5.3Vergleich der Photoreduktionskinetiken von crylWT PHR und
cryllL407F PHR

Durch Simulationen der MolekYldynamik wurde vBRrner et al.vorgeschlagen, dass die
ATP-Bindung eine stabilisierende Wirkung auf die PHR DomSne von cryl hat (Exner et al.,
2010). Dies konnte auch im-vitro Versuchen durch partielle Proteolyse bestStigt werden
(Burney et al., 2009a). Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, ob die Photoreduktion von cryl PHR ebenfalls durch die Bindung von
ATP und weiterer Nukleotiden beeinflusst ist und ob eine VerSnderung der
Photoreduktionskinetik voary1lL407F PHR im Vergleich zum Wildtypprotein eine msgliche
ErkiSrung fYr die HyperaktivitSt desylL407F Proteins liefern kann. Es wSre durchaus
denkbar, dass entweder durch eine verstSrkte Photoreduktionciy He¥07F Mutante mehr
signalaktives FADH; gebildet wird, oder durch eine verlangsamte Dunkelrevelsidaool

an signalaktivem Photorezeptor ISnger bestehen bleibt.
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Hierzu wurden die cryl PHR Varianten wie unter 3.2.12.1 beschrieben belichtet. In
Belichtungsexperimenten ohne Zugabe der Nukleotide wurde zuvor fYr jede
ProteinprSparation sichergestellt, dass die Proteine unter den gewShiten Bedingungen
photoreduzierbar waren und auch Yber den gesamten Verlauf der Belichtung intakt blieben.
Als Nachweis fYr die funktionelle IntegritSt der Proteine wShrend desBeljsvorgangs
wurde auf folgende Aspekte besonders geachtet: Zum einen die Erhaltung der yemngipfl
Feinstruktur. WYrde das Holoprotein im Verlauf der Belichtung den Kofaktor FAD reerlie

und somit eine wichtige strukturgebende Komponente, wYrde diese Feinstruktur verloren
gehen. Zum anderen eiriften der Basislinie. FSIlt durch die Belichtung beschSdigtes
Protein bei der Aufnahme der Absorptionsspektren aus, kommt es zu einer verstSrkte
Lichtbrechung ljght scattering durch Partikel, die durch prSzipitiertes Protein gebildet
werden.

Es konnte gezeigt werden, dass bei den unter 3.2.12.1 beschriebenen Belichtungsbedingungen
in Gegenwart eines Reduktionsmitteler dcAD-Kofaktor der Proteine vom oxidierten
Zustand in den semireduzierten Zustand YberfYhrt werden konnte. Dies zeigm sich
Spektrum durch die Abnahme der Absorption bei 450 nm bei gleichzeitiger Zunahme der
Absorption bei 560 nm. Um zu zeigen, dass nach der erfolgreichen Reduktion des Kofaktors
dieser wieder in den Ausgangszustand zurYckkehrt und weiterhin mit dem Prsteifeds

bleibt, wurde nach der Photoreduktion noch die Dunkelreversion des Kofaktors analysiert
(siehe Abb. 29). Hierbei zeigte sich, dass die Kofaktoren der Proteine im Dimkekinen
gewissen Zeitraum wieder zum Ausgangszustand @ARurYckkehrten. Das Beibehalten

des dreigipfligen FAl) Spektrums war hierbei ein Beweis dadfYr, dass die Kofaktoren auch
nach der Belichtung noch mit dem Protein assoziiert waren und das Holoproteiralsomi
vollstSndig funktional einzustufen ist.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Proteine fYr umfassende Belichtungsexperi
genutzt werden kSnnen, wurden folgende Belichtungen mit der crylWT PHR und der
crylL407F PHR durchgefYhrt: Protein ohne Nukleotid und Protein mit Zugabe der
Nukleotide ATP, ADP, AMP-PNP, NADP und NADPH (final je 1 mM). Im Anscklas die
Belichtung wurde jeweils noch eine Kinetik der Dunkelreversion aufgenomiben.
Ergebnisse sind in  Abb. 32 und Abb. 33 zusammengestellt. Die ermittelteenZahtie

hierzu kSnnen Tab. 1 und Tab. 2 entnommen werden. Es zeigt sich im Vergleich der
Kinetiken von crylWT PHR undry1L407F PHR, dass ATP und ADP die Photoreduktion in
beiden Proteinen im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ohne ATP beschleuriijes ist

konsistent mit frYheren Studien, in denen eine verstSrkte Photoreduktion von cryl in
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Gegenwart von ATP, ADP und AMP-PNP beobachtet wurde (Brautigam et al., 2004). Der
verstSrkende Effekt von AMP-PNP auf die Photoreduktion von cryl konnte in den hier
erhobenen Daten nur in den ersten Minuten der Belichtung beobachtet werden. Nach den
Daten von Brautigam et al. (2004) hat ANPRIP (Brautigam et al., 2004) eine um das
Dreifache geringere AffinitSt zu cryl als ATP, dessen AffinitSiriarevergleichbaren Studie
ermittelt wurde (Bouly et al., 2003). Diese Geringere £ffinitSt von ARNIR k3nnte eine
m3gliche ErkSrung dafYr liefern, warum ANFNPin den in dieser Arbeit gezeigten Daten
die Photoreduktion von cryl nur in den ersten Minuten der Belichtung verstSrkt.

Im absoluten Vergleich verlSuft aber die Photoreduktion incoeit 407F Mutante sowohl

mit als auch ohne Zugabe von ATP langsamer als im Wildtypprotein. ZusS&a&trsich in

den Spektren in Abb. 28 erkennen, dassieady-statenach 180 min Blaubelichtung in der
cryll 407F Mutante weniger FADH;| gebildet wurde als im Wildtyp. Abgeledigs diesen
Ergebnissen ISsst sich der Schluss ziehen, dass die Hypersensivit$ild®7F sowohl bei
Zugabe von ATP als auch in Abwesenheit von ATP nicht auf eine beschleunigte
Photoreduktion zurYckzufYhren ist. Eine m3gliche ErkiSrung dafYr, dassytliet07F
Mutante weniger FADH; im steady-state akkumuliert, wSre eine beschleunigte
Dunkelreversion, d.h. das Photogleichgewicht wYrde, verglichen mit dem Wildtyp, mehr auf
Seite des FAR liegen. Vergleicht man aber die Daten der Dunkelreversionen beider Proteine
mit und ohne ATP, zeigt sich, dass diy1L407F Mutante im Vergleich zum Wildtyp in
beiden FSllen eine verlangsamte Dunkelreversion aufweist. Demnach kanrridgerge
Akkumulation von FADH;j nicht durch eine beschleunigte Dunkelreversion erkiSrt werden.
Die verlangsamte Dunkelreversion bedeutet physiologisch, dass anyded07F PHR nach
Beendigung der Belichtung der signalaktive Zustand FADH; ISnger bestehen tseiint al
Wildtyp. Somit wYrde auch eine kurzzeitige Bestrahlung eyl 470F PHR eine ISngere
Lebensdauer des signalaktiven Zustands bewirken. Dies erkiSrt aber he@p@lsicht den
cop-PhSnotyp (De-etiolierung des Hypokotyls, ...ffnung der Kotyledonenkrydh407F
Keimlingen im Dunkel, da die Samenkeimung dieser Keimlinge lediglich diwhcht
induziert wurde. Durch Rotlicht kann aufgrund der Photochemie des FAD kein FADH;
gebildet werden.

Nach den hier vorliegenden Daten kann somit nicht geschlossen werden, dashtBiausi
verstSrkte Bildung des signalaktiven FADHjdrylL407F und somit dessen HyperaktivitSt

bewirkt.
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5.4 Einfluss verschiedeneMNukleotide auf die ProteinstabilitSt

Der Einfluss verschiedener Nukleotide auf die ProteinstabilitSt von cryPWR und
crylL407FPHR wurde in dieser Arbeit mit zwei unterschiedlichen AnsStzen urtergum
einen wurde die StabilitSt der Proteine nach Zugabe verschiedener Nukleotiigeri
partiellen Trypsinierung untersucht. Zum anderen lieferte der ThermoFAD-Assay WDiagr
die thermische StabilitSt der Proteine in Gegenwart verschiedener Nukleotide.

In einem weiteren Ansatz des ThermoFAD-Assays wurde zudem noch die Splegifast

der Bindung hinsichtlich der im Substrat vorhandenen Basen der Nukleotide untersucht.

5.4.1 Partielle Trypsinierung der PHR DomSne von Cryptochrom 1
FYr crylWT PHR verringert die Zugabe aller Nukleotide (ATP, ADP, AMP-PNP, NADP
NADPH, NAD, und NADH) die SensitivitSt gegenYber Trypsin (siehe Abb. 34). Dabei
erweisen sich ATP, ADP und AMPNPals besonders wirksam, da sie die Proteolyse nahezu
komplett verhindern. Dies gilt sowohl fYr vorbelichtete als auch fYr dunkeladajtietien.
Auch bei dercry1L407F PHR zeigen diese drei Nukleotide den stSrksten Effekt hinsichtlich
der Stabilisierung des Proteins gegenYber Trypsin. Im absoluten Vergleich der beiden
Proteine ist jedoch auffSllig, dass die Stabilisierung durch Nukleotideebairy1L407F
Mutante generell fast 30% geringer ausfSlit als beim WT Protein. Intetessaise lassen
sich im FRlle von cryll407F PHR jedoch Unterschiede zwischen vorbelichteten und
dunkeladaptierten Proben feststellen. Die vorbelichteten Probeiesemwsich etwa um
etwdl0% stabiler als die vergleichbaren Dunkelproben. Dieses Ergebnis ist jedoddseher
Trend zu interpretieren, da der Unterschied von 10% in einer gelbasierten Qeantifjzi
unter den angewandten Bedingungen nicht als signifikant betrachtet werden seilteSken
weitere Untersuchungen und Wiederholungen notwendig, um eine msgliche Signifikanz
herauszuarbeiten. Auch kSnnte eine genauere Methode zur Quantifizierung hilfieich se
Eine M&glichkeit wSreLiquid Chromatography-Mass Spektome{tyC-MS). Hier k3nnte
neben einer exakteren Quantifizierung gleichzetighanoch eirpeptide mappindufschluss
Yber die erhaltenen Fragmente und die fYr Trypsin unzugSnglichen und zugSnglichen
Schnittstellen geben.
Anhand der vorliegenden Ergebnisse ISsst sich aber folgendes schlussfolgerpilZie7F

Mutante hat sehr wahrscheinlich eine andere Konformation, als das Wildtyppiddesie
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sowohl mit als auch ohne Nukleotide eine geringere WiderstandsfShigkeit gedgerybier
besitz. Diese KonformationsSnderung kann durch die Bindung von Nukleotiden hinsichtlich
der StabilitSt gegenYber Trypsin nur teilweise kompensiert werden. Diese tatenpreer
Daten k3nnte ein Hinweis darauf sein, dass die HypersensitivitStrgir407F Mutante
durch eine generelle strukturelle VerSnderung hervorgerufen wird, die aber nicht
notwendigerweise den ATP-gebundenen Zustand widerspiegelT®azusStzlich noch
einen stabilisierenden Effekt in der partiellen Trypsinierung argdL407F PHR hat. Somit
konnte die von Exner et al. postulierte KonformationsSnderung zwar experimentéfigbest
werden, aber es ist nicht eindeutig zu belegen, dass diese KonformationsSddardid-
gebundenen Zustand vory1L407F abbildet (Exner et al., 2010).

5.4.2  Einfluss von Nukleotiden auf die thermische StabilitSt von Cryptochrom 1
Die thermische StabilitSt der cryl PHR Proteine wurde mittels desn®RAD-Assays
untersucht. Hierbei wurde die Schmelztemperatur der Proteine mit und ohne Nukleotide
gemessen.
FYr crylWT PHR ISsst sich auch hier feststellen, dass die NukleotideABFPund AMP-
PNP im Vergleich mit der Proteinprobe ohne Nukleotide die thermiscHailitSia des
Proteins stark erhShen. Auch hier kann, wie schon bei der partiellen Trypsinierung, kein
signifikanter Unterschied zwischen vorbelichteten Proben und dunkeladaptierten Proben
beobachtet werden. NAD und NADH bewirken eine mittlere ErhShung der
Schmelztemperatur, NADP und NADPH eine sehr geringe, aber signifikante ErhShung de
Schmelztemperatur. Auch bei diesen Nukleotiden gibt es keinen Unterschischen
Dunkelproben und vorbelichteten Proben.
Auch beicrylL407F PHR bewirkt die Zugabe von ATP, ADP und AMP-PNP die stSrkste
Zunahme der Schmelztemperatur. €hnlich wie bei der partiellen Trypsinierung, lizbe
Nukleotide NAD, NADH und NADP nur eine geringe Auswirkung auf die ErhShung des
Schmelzpunktes und damit auf die ProteinstabilitSt. Lediglich NADHrkewine mittlere
Erhdhung der Schmelztemperatur. Interessant ist, dass es bei der thermistil@stSton
crylL407F PHR keinen Unterschied zwischen belichteten und unbelichteten Probenigibt, be
der StabilitSt in Gegenwart von Trypsin jedoch zumindest fYr NADPH und NADH
solcher Unterschied zwischen Licht- und Dunkelproben ansatzweise zu (sieh84Ainfd

Abb. 35). Dies k3nnte auf eine lichtinduzierte KonformationsSnderung im Protein $gmyei
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Die verringerte Bindung von Guanin ist msglicherweise auf den Sauerstoff am®Pdsit
zurYckzufYhren, welcher aufgrund seiner Ladung die Gesamtladung des MolekYls verSndert.
Auch die N2 Aminogruppe erschwert aufgrund einer sterischen Hinderung mit Leu-398 ein
Einpassen von GTP in die Bindetasche. Ob die Bindung von Guanin odein&/lp®
ebenfalls m3glich ist, ist ungekiSrt und kann an dieser Stelle nicht beasttwerden. Es
kSnnte sich hierbei auch um emvitro Artefakt handeln.

Die Pyrimidinbasen Thymin und Cytosin zeigen eine kaum signifikante ErhShung der
Schmelztemperatur von crylWT PHR uery1L407F PHR. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
dies zum einen dadurch begrYndet ist, dass es sich um monozyklische Molak¥le Ural
Thymin und Cytosin aufgrund dieses strukturellen Unterschiedes nicht in der Bindetasche
Cryptochrom gehalten werden. Hinzu kommt, dass beide Basen mindestens ein
SauerstoffmolekY! tragen, welches m3glicherweise, Shnlich wie bei Guafgnural der
Ladung ein Hineingleiten in die Bindetasche durch elektrostatische Abstossahgvert

oder gar verhindert.

Die cryY402A Mutante, bei der das fYr die Nukleotidbindung essentielle Tyrosin anioRosit
402 gegen Alanin ausgetauscht wurde, reagiert in diesem Experiment wietauéikeines

der zugesetzten Nukleotide (siehe hierzu auch 1.4.4.3., Seite 36).

Die Daten belegen, dass der Adeninring eine fYr die Nukletidbindung von cryl essentiell
Strukturkomponente fYr die Bindung des Substrates ist. Dies wurde auch in der
Kristallstruktur von cryl gezeigt (Brautigam et al., 2004). Andere Komponenten, diagsinfl

auf die Bindung nehmen kSnnen, sind die Phosphatgruppen. Die Ergebnisse der
Schmelzpunktanalyse legen nahe, dass das endstSsRligessphat des ATP einen Einfluss

auf die Stabilisierung von cryl hat (siehe Abb. 35), da die Schmelztemperatuikargnif
gegenYber ADP erhsht ist. Der einzige strukturelle Unterschied zwischen beikleotiden

ist die bei ADP fehlende~Phosphatgruppe. Obwohl AMP-PNP ebenfalls €iRhosphat
besitzt, ist der stabilisierende Einfluss auf cryl eher mit denkiEffen ADP als ATP
vergleichbar. Hier k3nnte natYrlich die nicht-hydrolysierbare Bindung zwis¢hend $-
Phosphat des AMP-PNP eine Rolle spielen, da duchrch das Einbringen eiks®f&ioms

die Ladungseigenschaften des MolekYls verSndert werden. Auch die Daten des- Trypsi
Assays sind diesbezYglich nicht eindeutig. Ob-dRBosphat die K beeinflusst und somit

ATP stSrker an cryl bindet oder ob daBhosphat auf eine andere Weise Einfluss auf die
StabilitSt von cryl nimmt, kann an dieser Stelle nicht beantwortet werdemzuHnYssten
weitere ThermoFAD-Assays mit den Nukleotiden AMP, ADP und ATP durchgefYhrt
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werden. M3glicherweise kdnnte dann auch eine Aussage Yber den Einflu¥s uhet $-

Phosphatgruppen auf die Nukleotidbindung getroffen werden.

5.5 StSrke der ATP-Bindung von Cryptochrom 1

Um in einer ersten NSherung diTP-Dissoziationskonstante von Cryptochrom 1 zu
bestimmen, wurde der unter 3.2.14 beschriebene Luziferase-basierte ATP-Assaytztingese
Die Daten des Assays zeigen, dass die Dissoziationskonstgni@rKATP fYr crylim
Bereich von 3#M liegen sollte. Dieser Wert diente lediglich als erster Oriemntigspunkt,

um die Bedingungen fYr weiterfYhrende Experimente wie Isotherme Titrationskafierimet
(ITC) einzugrenzen. In einer mit dieser Arbeit assoziierten Masterarbeit wdieles ITC-
Experimente anschlie§end durchgefYhrt (Niemann, 2016). Die erhaltenen Datesmlieiieet

Kp von 3,3 = 1,6tM fYr die ATP-Bindung von Cryptochrom 1 (Orth et al., 2017). Dies zeigt,
dass der Luziferase-basierte ATP-Assay fYr die erste AbschStzung der
Dissoziationskonstanten geeignet war. Die Vorteile dieses AssaysYdegd TC-Messungen
liegen darin, dass im Vergleich zu ITC wenig Protein und wenig Ligand eingesstien
muss. Da die heterologe Expression der Cryptochrom PHRsaali eine geringe Ausbeute

an ISslichem Protein lieferte (ca. 0,2 mg pro Liercoli Kultur), war es von Vorteil, die
Bedingungen fYr die materialaufwendigeren ITC-Messungen im Vorfeld mit einegereni
aufwendigen Methode zu testen.

Durch die dann erhaltenen ITRaten ISsst sich die von Exner et al., (2010) aufgestellte
Hypothese, dass die crylL407F Mutante eine h3here AffinitSt gegenYber ATPshat, a
crylWT, nicht aufrecht erhalten, da die ITC-Messungen eine schwSchéla ¢ty1L407F
ausgaben als fYr den WT.

5.6 Abschlie§ende Bemerkungen

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Nukleotid®vitro

Experimenten zum einen einen verstSrkenden Effekt auf die Photochemie vorbety Liha
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zum anderen das Holoprotein durch ihre Bindung stabilisieren. Nun stellt sidfragje,
welche biologische Funktion die oben genannten Effiektévo haben?

FYr cryl und ATP wurde einepKvon 3,3 #M ermittelt. Der ATP-Gehalt in einer
Pflanzenzelle liegt im millimolaren Bereich (Blatt, 1987). Dies besteutass nahezu alle
cryl MolekYle mit ATP assoziiert vorliegen. Unter solchen Bedingungen istheser
vorstellbar, dass ATP durch seine An- oder Abwesenheit eine direkte regaketdifgkung

auf die Photochemie von cryl hat.

Eine weitere denkbare biologische Funktion k3nnte die eines Sensors fYr den Enshgi¢ha
der Zelle sein. So kdnnte beispielsweise durch das VerhSltnis von cryl/ATpdsem zu
cryl/ADP-Komplexen und ein daraus resultierendes nachgeschaltetes SigAdIRIADP
VerhSltnis gemessen werden. Doch auch diese m3gliche biologische Funktion Rler AT
Bindung von cryl erscheint eher unwahrscheimlida sowohl ATP als auch ADP an cryl
binden und deren Effekte hinsichtlich der Photochemie sehr Shnlich sind. Diese
Vergleichbarkeit der Effekte von ATP und ADP erschwert ein differenzierbares Signaling.
Somit konnten in dieser Arbeit zwar wesentliche Aspekte der Nukleotidbindungrybn ¢
aufgekiSrt werden, die Frage nach der biologischen Funktion der ATP Bindung von cryl

bleibt aber weiterhin offen.

110



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

WShrend der DurchfYhrung dieser Arbeit wurden verschiedremgro Techniken und
Assays benutzt, um die Nukleotidbindung von Cryptochrom JAsbislopsis thaliananSher

zu charakterisieren. Die FShigkeit von pflanzlichen Cryptochromen, ATP zu binden wurde
bereits in 2003 beschrieben (Bouly et al., 2003) und auch die Bindestelle fYr ATP ikonnte
einer Kokristallstruktur von Cryptochrom 1 und AMP-PNP identifiziert werden (Brautigam e
al.,, 2004). Jedoch wurde die ATP-Bindung von Cryptochrom 1 hinsichtlich ihrer
Auswirkungen auf die StabilitSt der PHR-DomSne nicht weiter untersuchscebieht die
SpezifitSt der Nukleotide.

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die PHR-DomSne durch die Bindung von
ATP und ADP eine kompaktere Struktur einnimmt, welche sowohl den Prozess der
Photoreduktion des FAD beschleunigt, als auch das Protein in seiner Géasatakhiesiert.

Der stabilisierende Effekt konnte sowohl auf thermischer Ebene Yber eine Ertddung
Schmelztemperatur als auch auf molekularer Ebene durch eine erhdhte RegigeEm¥ber

der Protease Trypsin nachgewiesen werden.

Des Weiteren wurde Yber Schmelzpunktbestimmung und Photoreduktionsexperimente der
Einfluss weiterer Nukleotide wie NAD(H) und NADP(H) auf diese Prazeagstestet. Die
Ergebnisse zeigten, dass diese Nukleotide keine signifikanten EffekdeseRiiotoreduktion

und die ProteinstabilitSt von cry 1 haben. Daher ist auch eine Bindung diesestidakider

unwahrscheinlich.

Es konnte in dieser Arbeit ferner gezeigt werden, dass die Bindung von Nukleotiden
spezifisch fYr ATP oder dessen Derivate ist. Die Tatsache, dass das strukturell sehr
Shnliche GTP in StabilitStsassays keinen Effekt auf die PHR DoroS@ryptochrom 1 hat,
spricht fYr die SelektivitSt der Bindung von Adenin-Derivaten. Der Adeninringeigldidie
Bindung essentielle strukturelle Komponente. Trotzdem legen die Daten nahauclaskias
endstSndige-Phosphat des ATP einen Einfluss auf die StabilitSt von cry1 hat.

Die Verwendung decrylY402A PHR Mutante in den Assays zeigte, dass das Tyrosin an
Position 402 essentiell fYr die ATP-Bindung von Cryptochrom 1 ist, da diese Mutante i

keinem der Assays auf die Zugabe von ATP (oder anderen Nukleotiden) reagierte.
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Zusammenfassung

FYr die crylL407F PHR Mutante konnte gezeigt werden, dass die HypersensitivitSt
unabhSngig von der ATP-Bindung nicht durch eine verstSrkte Photoreduktion zurYckzufYhren
ist. Auch das Mimikrieren eines ATP-gebundenen Zustandes konnte anhand der voniegende
Daten ausgeschlossen werden. Vielmehr ist eine strukturelle VerSnderungNStdeder
ATP-Bindestelle fYr die HyperaktivitSt verantwortlich, wobei der genaue Mechanadgnus

der HyperaktivitSt zu Grunde liegt, nicht abschlie§end gekISrt werden konnte.
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Anhang

Anhang 1
DNA- und Proteinsequenz von crylWT PHR kloniert und exprimiert in pACycDuet1.:

I Vutation auf DNA-Ebene  Mutation auf Proteinebene

DNA-Sequenz:
atgggcagcagccatcaccatcatcaccacagccaggatccgaattcgtetggttetiytpttigtggtggttgtagtattgt
atggtttagaagagatcttagggttgaagataatccagctttagcagcagcagtaagagctggigcmgidagtttgggcac
cagaagaagaaggacactatcatccaggtagggtttctaggtggtggctcaagaacagtttggdtctgtitttgagaagtctt
ggtacttgtcttatcaccaagagatctactgatagtgttgcttctcttcttgatgttgitaatggtgcttctcagatcttcttcaaccattt
gtatgatccattgtctttggtgcgtgatcaccgagctaaagatgttttgacggcgcaaggcatagtmpgttagegcagacttg
ctttatgagccatgggaagtgactgatgaattaggccgtcctttctctatgtttgctgegttttgguagdagtatgccttatgacc
ctgagtctcctcttcttccacctaagaagatcatttcaggggatgtgtctaaatgtgtigegtgggtytitgaggatgactctgaga
aaggaagcaatgcacttctggctcgtgcttggtctcctggatggagtaatggtgataaagcetgttiataaacggtccattgctt
gaatactctaagaaccgcagaaaagccgatagtgctacaacctcgtttctttdtgcatitiggggaagtgagtgtgagaga
tttttcatcttgttcggatcaaacaggtcgcgtgggcaaacgaaggaaacgaggccggggaagaadytgityretatcta
ttggtctcagggagtattctaggtacataagttttaaccatccatattcccatgaaatpiggrcatctaaagttcttcecttggge
tgtggatgagaactatttcaaggcatggaggcaaggccggactggatatccgttggtcgatgccgggatgammgsaita
ggttggttgcatgatcgcataagagtagttgtttcaagcttctttgttaaagtgcttcatdpagatgggggatgaagtatttctgg
gacacacttcttgatgcggatttagaaagcgatgctcttggttggcaatacattaccggtagjatagccgggagtttgatcgca
tagataaccctcagtttgaagggtacaagtttgatccaaatggtgaatacgtaaggcgagg@cticictagactcccgacaga
ctggatacatcatccgtggaacgcacctgagtccgttcttcaagcetgcetggtatcgagctiggaticaéctaccaattgtaggat
tagacgaagcaaaagcacggcttcatgaagcgctttcacagatgtggcaactagaagctgcetipzsgagagaacggatc

cgaagaaggataa
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AminosSurensequenz:
MGSSHHHHHHSQDPNSSGSVSGCGSGGCSIVWFRRDLRVEDNPALAAAVRAGPVIA
LFVWAPEEEGHYHPGRVSRWWLKNSLAQLDSSLRSLGTCLITKRSTDSVASLLDVVK
STGASQIFFNHLYDPLSLVRDHRAKDVLTAQGIAVRSFNADLLYEPWEVTDELGRPB
MFAAFWERCLSMPYDPESPLLPPKKIISGDVSKCVADPLVFEDDSEKGSNALLARAW
SPGWSNGDKALTTFINGPLLEYSKNRRKADSATTSFLSPHLHFGEVSVRKVFHLRIK
QVAWANEGNEAGEESVNLFLKSIGLREYSRYISFNHPYSHERPLLGHLKFFPWAVE
NYFKAWRQGRTGYPLVDAGMRELWATGWLHDRIRVVVSSFFVKVLQLPWRWGMK
YFWDTLLDADLESDALGWQYITGTLPDSREFDRIDNPQFEGYKFDPNGEYVRRWLPE
LSRLPTDWIHHPWNAPESVLQAAGIELGSNYPLPIVGLDEAKARLHEALSQMWQEA
ASRAAIENGSEEG-

atgggc agc agcatcaccatcatcaccacagccaggatccgaattcgtct ggttct gta
M GSSHHHHHHSQDVPNSSGSYV
tct ggt tgt ggttct ggt ggt tgt agatt gta tggttt aga aga gattt agg gtt gaa

S GCGSGGCSIVWFRRDLRVYVE
gataatccagctttagca gca gca gta aga gct ggagtgatt gctctgttt gtt tgg
DNPALAAAVRAGPVIALFVW
gcaccagaa gaa gaa ggactat catccaggt agg gttct agg tgg tggtc aagaac
A PEEEGHYHPGRVSRWWLKN
agtttg gctcagctt gattct tct ctt aga agttt ggtacttgt ctt atcaccaagaga
SLAQLDSSLRSLGTCLITIK KR
tct actgat agt gtt gctct ctt ctt gat gtt gttaaatcc actggt gcttct cagatc

S TDSVASLLDVVKSTGASD~ QI
ttc ttc aaccatttg tat gatccattg tct ttg gtg cgt gataccga gctaaagat gtt
FFNHLYDPLSLVRDHRAKIDYV
ttg acggcgcaaggcatagceg gtt cgdcattc aacgea gadtg ctt tat gagccatgg
LTAQGIAVRSFNADLLYZEPW
gaa gtoactgat gadta ggc cgtcctttc tct atgttt gct gegttt tgg gag aga tgt
EVTDELGRPFSMFAAFWERTC
ctt agtatg ccttat gaccct gagtct cctctt ctt ccacct aagaagatcatttcaggg

LS MPYDPESPLLPPKKIISSG
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gat gtgtct aaatgt gtt gcg gatcattg gtgttt gag gat gatct gagaaagga age
DVSKCVADPLVFEDUDSEEKGS
aatgcactt ctg gct cgt get tgdct cct gga tgg agaatggt gataaagctctc aca
NALLARAWS SPGW SNGDIKALT
acgttt ataaacggt ccattg ctt gaatactct aagaaccgc agaaagcc gat agt gct
TFINGPLLEYSKNRRKADSA
acaacctcg ttt ctt tct ccacacttg catttt ggg gaa gtg agt gtg agaagtt ttt
TTSFLSPHLHFGEVSVRKYVE
catctt gtt cgg & aaacaggtc gcg tgg gcaacgaa ggaacgag gcc ggg gaa gaa
HLVRIKQVAWANEGNEAGEE
agc gtgaatctt ttc ctg aaatct att ggtctc agg gadat tct aggtacataagtttt

S VNLFLKSIGLREYSRYISTF
aaccatccatattcc catgaa ag&cactt ctt ggccatctaaagttc ttc ccttgg get
NHPYSHERPLLGHLIKFFPWA
gtg gat gagactat ttc aaggca tgg aggaaggc cggactggatat ccgttg gtc gat
VDENYFKAWROQGRTGYPLVD
gcc gggatgaga gadta tgg getactggt tggttg catgat cgcataaga gta gtt gtt
AGMRELWATGWULHDRIRYVYVYV
tcaagcttc ttt gtt aaagtg ctt caatta ccatgg aga tgg gggtgaagtatttc tgg
SSFFVKVLQLPWARWOGMKYFW
gacacactt ctt gat gcg gatta gaa agc gat gett ggt tggcaatac att accggt
DTLLDADLESDALGWOQQYITS®G
actctcccggat age cgg gaft gat cgcatagataaccct cagttt gaa gggacaag
TLPDSREFDRIDNPOQQFEGYK
ttt gatccaaatggt gaaacgta agg cga tggtt cct gaactc tct agactc ccgaca
FDPNGEYVRRWLPELSRLPT
gac tggatacatcatccgtggaacgcacct gagtcc gtt ctt caagct get ggtatcgag
DWIHHPWNAPESVLOQAAGIE
ctt ggatcaaactat cct ctaccaatt gta ggata gac gaa gcaaagca cggett cat
LGSNYPLPIVGLDEAKARTLH
gaa gcgett tcacagatgtgg caactagaa get getcaaga get gcatagagaacgga
EALSQMWOQLEAASRAAIENSG
tcc gaa gaa ggta

S EE G -
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Anhang 2
DNA- und Proteinsequenz vany1L 407F PHR kloniert und exprimiert in pACycDuet1:

B \/utation auf DNA-Ebene  Mutation auf Proteinebene

DNA-Sequenz:
atgggcagcagccatcaccatcatcaccacagccaggatccgaattcgtetggttctgtpttigtggtggttgtagtattgt
atggtttagaagagatcttagggttgaagataatccagctttagcagcagcagtaagagctggigemgigagtttgggcac
cagaagaagaaggacactatcatccaggtagggtttctaggtggtggctcaagaacagtttggadtctgtitttzagaagtctt
ggtacttgtcttatcaccaagagatctactgatagtgttgcttctcttcttgatgttgitaatggtgcttctcagatcttcttcaaccattt
gtatgatccattgtctttggtgcgtgatcaccgagctaaagatgttttgacggcgcaaggcatagtmpgttagegcagacttg
ctttatgagccatgggaagtgactgatgaattaggccgtcctttctctatgtttgctgegttttgguagdagtatgccttatgacc
ctgagtctcctcttcttccacctaagaagatcatttcaggggatgtgtctaaatgtgtigegtgggtytitgaggatgactctgaga
aaggaagcaatgcacttctggctcgtgcttggtctcctggatggagtaatggtgataaagcetgttiataaacggtccattgctt
gaatactctaagaaccgcagaaaagccgatagtgctacaacctcgtttctttdtgcatitiggggaagtgagtgtgagaaaag
tttttcatcttgttcggatcaaacaggtcgcgtgggcaaacgaaggaaacgaggccggggaagaadttgitysestatcta
ttggtctcagggagtattctaggtacataagttttaaccatccatattcccatgaaatgiggrcatctaaagttcttcecttggge
tgtggatgagaactatttcaaggcatggaggcaaggccggactggatatccgttggtcgatgccgggatg agmgaatat
ggttggttgcatgatcgcataagagtagttgtttcaagcttctttgttaaagtgcttcatdpagatgggggatgaagtatttctgg
gacacacttcttgatgcggatttagaaagcgatgctcttggttggcaatacattaccggtggttagccgggagtttgatcgceat
agataaccctcagtttgaagggtacaagtttgatccaaatggtgaatacgtaaggcgatggctttctggactcccgacaga
ctggatacatcatccgtggaacgcacctgagtccgttcttcaagcetgctggtatcgagcttggaticatctaccaattgtaggat
tagacgaagcaaaagcacggcttcatgaagcgctttcacagatgtggcaactagaagctgcetigzsgagagaacggatc

cgaagaaggataa
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AminosSurensequenz:
MGSSHHHHHHSQDPNSSGSVSGCGSGGCSIVWFRRDLRVEDNPALAAAVRAGPVIA
LFVWAPEEEGHYHPGRVSRWWLKNSLAQLDSSLRSLGTCLITKRSTDSVASLLDVVK
STGASQIFFNHLYDPLSLVRDHRAKDVLTAQGIAVRSFNADLLYEPWEVTDELGRPB
MFAAFWERCLSMPYDPESPLLPPKKIISGDVSKCVADPLVFEDDSEKGSNALLARAW
SPGWSNGDKALTTFINGPLLEYSKNRRKADSATTSFLSPHLHFGEVSVRKVFHLRIK
QVAWANEGNEAGEESVNLFLKSIGLREYSRYISFNHPYSHERPLLGHLKFFPWAVE
NYFKAWRQGRTGYPLVDAGMRELWATGWLHDRIRVVVSSFFVKVLQLPWRWGMK
YFWDTLLDADLESDALGWQYITGTFPDSREFDRIDNPQFEGYKFDPNGEYVRRWLPE
LSRLPTDWIHHPWNAPESVLQAAGIELGSNYPLPIVGLDEAKARLHEALSQMWQLEA
ASRAAIENGSEEG-

atgggc agc agcatcaccatcatcaccacagccaggatccgaattcg tct ggt ot gta
M GSSHHHHHHSQDVPNSSGSYV
tct ggt tgt ggtict ggt ggt tgt agatt gta tggttt aga aga gattt agg gtt gaa
S GCGSGGCSIVWFRRDLRVYVE
gat atccagctttagca gca gca gta aga gct ggagtg att gctctg ttt gtt tgg
DNPALAAAVRAGPVIALFVW
gcaccagaa gaa gaa g@actat catccaggt agg gttct agg tgg tggrtc aagaac
A PEEEGHYHPGRVSRWWLKN
agtttg gctcagctt gattct tct ctt aga agttt ggtacttgt ctt atcaccaagaga
SLAQLDSSLRSLGTCLITIK KR
tct actgat agt gtt getct ctt ctt gat gtt gttaaatcc actggt gcttct cagatc
S TDSVASLLDVVKSTGASD~OQ.I
ttc ttc aaccatttg tat gatccattg tct ttg gtg cgt gataccga gctaaagat gtt
FFNHLYDPLSLVRDHRAKDYV
ttg acggcgcaaggcatagcg gtt cgdcattc aacgca gadtg ctt tat gagccatgg
LTAQGIAVRSFNADLLYZEPW
gaa gtgactgat gadta ggc cgtccttte tet atgttt gct geg ttt tgg gag aga tgt
EVTDELGRPFSMFAAFWERTC
ctt agtatgccttat gaccct gagtct cctctt ctt ccacct aagaagatcatttcaggg
LS MPYDPESPLLPPKKIISSG
gat gtgtct aaatgt gtt gcg gatcattg gtgttt gag gat gatct gagaaagga age
DVSKCVADPLVFEDUDSEEKGS
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aatgcactt ctg gct cgt get tgdct cct gga tgg agaatggt gataaagctctc aca
NALLARAWSPGW SNGDKALT
acgttt ataaacggt ccattg ctt gaatactct aagaaccgc agaaagcc gat agt gct
TFINGPLLEYSKNRRKADSA
acaacctcg ttt ctt tct ccacacttg catttt ggg gaa gtg agt gtg agaagtt ttt
TTSFLSPHLHFGEVSVRKYVE
catctt gtt cggatcaaacaggtc gcg tgg gcaacgaa ggaacgag gcc ggg gaa gaa
HLVRIKQVAWANEGNEAGEE
agc gtgaatctt ttc ctg aaatct att ggtctc agg gadat tct aggtacataagtttt
SVNLFLKSIGLREYSRYISTF
aaccatccatattcc catgaa ag&cactt ctt ggccatctaaagttc ttc ccttgg gcet
NHPYSHERPLLGHLIKFFPWA
gtg gat gagactat ttc aaggca tgg aggaaggc cggactggatat ccgttg gtc gat
VDENYFKAWROQGRTGYPLVD
gcc gggatgaga gadta tgg getactggt tggttg catgat cgcataaga gta gtt gtt
AGMRELWATGWULHDRIRYVVYVYV
tcaagcttc ttt gtt aaagtg ctt caatta ccatgg aga tgg gggtgaagtatttc tgg
SSFFVKVLQLPWARWOGMKYFW
gacacactt ctt gat gcg gatta gaa agc gat gett ggt tggcaatacattaccggt
DTLLDADLESDALGWOQQYITS®G
actttc ccggat agc cgg gatft gat cgcatagataaccct cagttt gaa gggacaag
TFPDSREFDRIDNPQOQOQFEGYK
ttt gatccaaatggt gaaacgta agg cga tggtt cct gaactc tct agactc ccgaca
FDPNGEYVRRWLPELSRLPT
gac tggatacatcatccgtggaacgcacct gagtcc gtt ctt caagct get ggtatcgag
DWIHHPWNAPESVLOQAAGIE
ctt ggatcaaactat cct cta ccaatt gta ggata gac gaa gcaaagca cggett cat
LGSNYPLPIVGLDEAKARLH
gaa gcgett tcacagatgtgg caactagaa get getcaaga get gcatagagaacgga
EALSQMWOQLEAASRAAIENSG
tcc gaa gaa ggta
S EE G -
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Anhang 3
DNA- und Proteinsequenz vany1lY402A PHR kloniert und exprimiert in pACycDuet1:

B \/utation auf DNA-Ebene  Mutation auf Proteinebene

DNA-Sequenz:
atgggcagcagccatcaccatcatcaccacagccaggatccgaattcgtetggttctgtpttigtggtggttgtagtattgt
atggtttagaagagatcttagggttgaagataatccagctttagcagcagcagtaagagctggigcmgigagtttgggcac
cagaagaagaaggacactatcatccaggtagggtttctaggtggtggctcaagaacagtttogaticdipttttagaagtctt
ggtacttgtcttatcaccaagagatctactgatagtgttgcttctcttcttgatgttgitaatggtgcttctcagatcttcttcaaccattt
gtatgatccattgtctttggtgcgtgatcaccgagctaaagatgttttgacggcgcaaggcatagtmpgttagegcagacttg
ctttatgagccatgggaagtgactgatgaattaggccgtcctttctctatgtttgctgcegttttgatgtgttagtatgcecttatgacc
ctgagtctcctcttcttccacctaagaagatcatttcaggggatgtgtctaaatgtgtigegtgggtytitgaggatgactctgaga
aaggaagcaatgcacttctggctcgtgcttggtctcctggatggagtaatggtgataaagcetgttiataaacggtccattgctt
gaatactctaagaaccgcagaaaagccgatagtgctacaacctcgtttctttdtgcatitiggggaagtgagtgtgagaaaag
tttttcatcttgttcggatcaaacaggtcgcgtgggcaaacgaaggaaacgaggccggggaagaadttgitysestatcta
ttggtctcagggagtattctaggtacataagttttaaccatccatattcccatgaaatgiggrcatctaaagttcttcecttggge
tgtggatgagaactatttcaaggcatggaggcaaggccggactggatatccgttggtcgatgccgggatg agmgaatat
ggttggttgcatgatcgcataagagtagttgtttcaagcttctttgttaaagtgcttcatdzagatgggggatgaagtatttctgg
gacacacttcttgatgcggatttagaaagcgatgctcttggttggcaagcgattaccggtggtiagecgggagtttgatcge
atagataaccctcagtttgaagggtacaagtttgatccaaatggtgaatacgtaaggcgtdggcttitctagactcccgacag
actggatacatcatccgtggaacgcacctgagtccgttcttcaagctgcetggtatcgagcttggaticatctaccaattgtagg
attagacgaagcaaaagcacggcttcatgaagcgctttcacagatgtggcaactagasagagetigeaatagagaacgga

tccgaagaaggataa
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AminosSurensequenz:

MGS s QDPNSSGSVSGCGSGGCSIVWFRRDLRVEDNPALAAAVRAGPVIA
LFVWAPEEEGHYHPGRVSRWWLKNSLAQLDSSLRSLGTCLITKRSTDSVASLLDVVK
STGASQIFFNHLYDPLSLVRDHRAKDVLTAQGIAVRSFNADLLYEPWEVTDELGRPB
MFAAFWERCLSMPYDPESPLLPPKKIISGDVSKCVADPLVFEDDSEKGSNALLARAW
SPGWSNGDKALTTFINGPLLEYSKNRRKADSATTSFLSPHLHFGEVSVRKVFHLRIK
QVAWANEGNEAGEESVNLFLKSIGLREYSRYISFNHPYSHERPLLGHLKFFPWAVE
NYFKAWRQGRTGYPLVDAGMRELWATGWLHDRIRVVVSSFFVKVLQLPWRWGMK
YFWDTLLDADLESDALGWQAITGTLPDSREFDRIDNPQFEGYKFDPNGEYVRRWLPE
LSRLPTDWIHHPWNAPESVLQAAGIELGSNYPLPIVGLDEAKARLHEALSQMWQLEA
ASRAAIENGSEEG-

Codons mit den entsprechenden AminosSuren
atgggc agc agcatcaccatcatcaccacagccaggatccgaattcgtct ggttct gta
M GSSHHHHHHSQDVPNSSOGS SV
tct ggt tgt ggtict ggt ggt tgt agatt gta tggttt aga aga gaitt agg gtt gaa

S G6CG6SGGCSIVWFRRDLRVYVE
gataatccagctttagca gca gca gta aga gct ggagtg att gctctg ttt gtt tgg
DNPALAAAVRAGPVIALFVW
gcaccagaa gaa gaa g@gactat catccaggt agg gttct agg tgg tggtc aagaac
A PEEEGHYHPGRVSRWWLKN
agtttg gctcagctt gattct tct ctt aga agttt ggtacttgt ctt atcaccaagaga
SLAQLDSSLRSLGTCLITHK KR
tct actgat agt gtt gctct ctt ctt gat gtt gttaaatcc actggt gcttct cagatc
STDSVASLLDVVKSTGASDA QI
ttc ttc aaccatttg tat gatccattg tct ttg gtg cgt gataccga gctaaagat gtt
FFNHLYDPLSLVRDHRAKDYV
ttg acggcgcaaggcatagcg gtt cgdcattc aacgca gadtg ctt tat gagccatgg
LTAQGIAVRSFNADLLYEPW
gaa gtgactgat gadta ggc cgtcctttc tct atgttt get gegttt tgg gag aga tgt
EVTDELGRPFSMFAAFWERTEC
ctt agtatgccttat gaccct gagtct cctctt ctt ccacctaagaagatcatttcaggg

LS MPYDPESPLLPPKKIISSG
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gat gtgtct aaatgt gtt gcg gatcattg gtgttt gag gat gatct gagaaagga age
DVSKCVADPLVFEDUDSEEKGS
aatgcactt ctg gct cgt get tgdct cct gga tgg agaatggt gataaagctctc aca
NALLARAWS SPGW SNGDIKALT
acgttt ataaacggt ccattg ctt gaatactct aagaaccgc agaaagcc gat agt gct
TFINGPLLEYSKNRRKADSA
acaacctcg ttt ctt tct ccacacttg catttt ggg gaa gtg agt gtg agaagtt ttt
TTSFLSPHLHFGEVSVRKYVE
catctt gtt cggatcaaacaggtc gcg tgg gcaacgaa ggaacgag gcc ggg gaa gaa
HLVRIKQVAWANEGNEAGEE
agc gtgaatctt ttc ctg aaatct att ggtctc agg gadat tct aggtacataagtttt

S VNLFLKSIGLREYSRYISF
aaccatccatattcc catgaa ag&cactt ctt ggccatctaaagttc ttc ccttgg gcet
NHPYSHERPLLGHLIKFFPWA
gtg gat gagactat ttc aaggca tgg aggaaggc cggactggatat ccgttg gtc gat
VDENYFKAWROQGRTGYPLVD
gcc gggatgaga gadta tgg getactggt tggttg catgat cgcataaga gta gtt gtt
AGMRELWATGWULHDRIRYVYVYV
tcaagcttc ttt gtt aaagtg ctt caatta ccatgg aga tgg gggtgaagtatttc tgg
SSFFVKVLQLPWRWOGMKYFW
gacacactt ctt gat gcg gatta gaa agc gat gett ggt tggcaagcegattacc ggt
DTLLDADLESDALGWOQAITSG
actctcccggat age cgg gaft gat cgcatagat aaccct cagttt gaa gggacaag
TLPDSREFDRIDNPQQFEGYK
ttt gatccaaatggt gaaacgta agg cga tggtt cct gaactc tct agactc ccgaca
FDPNGEYVRRWLPELSRLPT
gac tggatacatcatccgtggaacgcacct gagtcc gtt ctt caagct get ggtatcgag
DWIHHPWNAPESVLOQAAGIE
ctt ggatcaaactat cct ctaccaatt gta ggata gac gaa gcaaagca cggett cat
LGSNYPLPIVGLDEAKARTLH
gaa gcgett tcacagatgtgg caactagaa get getcaaga get gcatagagaacgga
EALSQMWOQLEAASRAAIENSG
tcc gaa gaa ggta

S EE G -
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