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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Licht fiir den Modellorganismus P. tricornutum

Das auf die Erde einstrahlende Sonnenlicht wird von Lebewesen in zweierlei Hinsicht genutzt.
Einerseits dient Licht phototrophen Organismen als essentielle Energiequelle wahrend der
lichtabhangigen Reaktion der Photosynthese, andererseits stellt es fir alle Organismen eine
wesentliche Informationsquelle iber aktuelle Umweltbedingungen dar. Dabei sind die Intensitat und
die spektrale Zusammensetzung des Lichts stetigen wetter-, tageszeit- und jahreszeitbedingten
Schwankungen unterworfen (Kirk 2011). Wahrend sessile terrestrische Lebewesen in Abhangigkeit
vom Wuchsort und von gegenseitigen Schatten- bzw. Reflektionswirkungen entweder um Licht
konkurrieren oder sich vor intensiver Strahlung schiitzen, werden die Lichtverhaltnisse in aquatischen
Okosystemen dariiber hinaus durch eine Reihe weiterer Faktoren beeinflusst. Natiirliche
Wasserbewegungen wie Tiden und Stromungen bewirken eine stdndige vertikale und horizontale
Durchmischung von im Wasser geldsten Partikeln und chromophorhaltiger organischer Materie sowie
eine wechselnde Konzentration und Zusammensetzung von photosynthetischen Organismen (Kirk
2011). Im Vergleich zu terrestrischen Habitaten ist unter Wasser die Lichtintensitdat somit generell
geringer und variieren die Lichtabsorption und -streuung stark. Zudem nimmt die Absorption von Licht
mit Wellenldangen kleiner als 250 nm und gréRer als 650 nm mit steigender Wassertiefe zu, was zu

einer Anreicherung von blaugriinem Licht zwischen 400 und 500 nm fiihrt (Abb.1.1; Depauw et al.

2012).
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Abb. 1.1: Spektrale Zusammensetzung des Lichts in Abhangigkeit von der Wassertiefe in aquatischen
Habitaten. In Wassertiefen iber 100 m dominiert blaugriines Licht zwischen 400 und 500 nm (Kuczynska et al.
2015).
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Die stetigen Schwankungen der spektralen Komposition und die ungleiche Verteilung des Lichts in
aquatischen Habitaten haben in den photoautotrophen Einzellern des marinen Phytoplanktons
evolutiondare Anpassungen zur Optimierung des Photosyntheseapparats und der nicht-
photosynthetischen Lichtperzeption hervorgerufen (Jaubert et al. 2017). Innerhalb des
Phytoplanktons, das sich aus Cyanobakterien und eukaryotischen Mikroalgen multiphylogenetischen
Ursprungs zusammensetzt, bilden Diatomeen (Kieselalgen) eine herausragende Gruppe (Vargas et al.
2015; Caron et al. 2017). Sie sind mit ihrer photoautotrophen Lebensweise fiir 20 % der globalen CO»-
Assimilation verantwortlich und damit ein wichtiger Puffer gegen die globale Erwdarmung (Falkowski et
al. 1998; Smetacek 1999; Tirichine und Bowler 2011). Die eukaryotischen einzelligen Mikroalgen
kénnen SiR- und Salzgewisser sowie terrestrische Okosysteme besiedeln (Abb. 1.1; Kuczynska et al.
2015).

Die Entstehung von Diatomeen ist auf ein sekundares Endosymbioseereignis zurlickzufiihren, bei dem
eine photoautotrophe Rotalge von einer eukaryotischen, heterotrophen Wirtszelle als Plastid
integriert wurde, wobei dieser Endosymbiose vermutlich die Aufnahme einer Griinalge vorausging
(Abb. 1.2 A; Moustafa et al. 2009). Als Folge der sukzessiven endosymbiotischen Ereignisse in
Verbindung mit fortwdhrenden Gentransfers, -verlusten und -modifikationen (z.B. Duplikationen)
sowie zusatzlichen horizontalen Gentransfers weisen Diatomeen ein genomisches Mosaik auf, sodass
im Nukleus Gene mit Ursprung von beiden heterotrophen Wirten, Cyanobakterien, Grinalgen,
Rotalgen, Bakterien und Viren gefunden werden kénnen (Bowler et al. 2008; Tirichine und Bowler
2011; Hopes und Mock 2005-2010; Parks et al. 2018; Rastogi et al. 2020).

Als weitere Folge der einzelnen Endosymbiosen weisen Diatomeen komplexe Plastiden mit vier
Hlallmembranen auf. Diese enthalten Thylakoide in Form von plastidendurchspannenden
Dreierbdandern ohne Grana-Stroma-Differenzierung. Der photosynthetische Elektronentransport
zwischen den einzelnen Redoxkomponenten und Photosystemen ist vergleichbar mit Cyanobakterien.
Fucoxanthine und Chlorophyll ¢ sind als akzessorische Pigmente Bestandteil der Fucoxanthin-
Chlorophyll-Proteinkomplexe (FCPs) in den Lichtsammelkomplexen (Gundermann und Biichel 2014).
Die diploiden Diatomeen-Zellen bilden eine Zellhiille (Frustel) aus Siliciumdioxid mit einer
speziesspezifischen Nanostruktur aus (Daboussi et al. 2014).

Das erste vollstandig sequenzierte Genom aus der Gruppe der radiar symmetrischen, zentrischen
Diatomeen wurde flr Thalassiosira pseudonana annotiert, aus der der Gruppe der bilateral
symmetrischen, pennaten, Diatomeen wurde das Genom von Phaeodactylum tricornutum als erstes
sequenziert (Armbrust et al. 2004; Bowler et al. 2008).

Phaeodactylum tricornutum (P. tricornutum) wurde erstmals 1897 von Bohlin in den Stockholmer
Schéren (Bandskéar bei Runmard, Schweden) isoliert und beschrieben. Die komplette Genomsequenz

wurde von Bowler et al. (2008) veroffentlicht. Bei einer GenomgréRe von 27,4 Mbp verteilt auf 33

2
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Chromosomen wurden knapp 10 400 hypothetische Gene annotiert (Montsant et al. 2005; Bowler et
al. 2008; Vardi et al. 2008). P. tricornutum ist eine pleomorphe pennte Diatomee. Die Zellen kénnen
abhangig von den dulleren Wachstumsbedingungen einen spindelférmigen, triradidren oder ovalen
Morphotyp annehmen (Abb. 1.2 B; Martino et al. 2007; Martino et al. 2011). Dabei ist P. tricornutum
eine atypische Diatomee, da das Wachstum nicht obligat an das Siliziumangebot gekoppelt ist. Nur die
ovale Form weist eine leichte Silicahllle auf (Scala et al. 2002; Vardi et al. 2008). Im Gegensatz zu
anderen Diatomeenarten wurde fiir P. tricornutum bisher keine sexuelle Reproduktion beobachtet, die

vegetativen Zellen vermehren sich nach einer mitotischen Kernteilung (Falciatore et al. 2020).
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Abb. 1.2: Evolutiondrer Ursprung von Diatomeen und Morphotypen von P. tricornutum. (A) Wahrend
Archaeplastiden aus einer primaren Endosymbiose hervorgegangen sind, die zur Auspragung von Chloroplasten
mit zwei Hlllmembranen gefiihrt hat, sind Diatomeen aus der sekunddren Endosymbiose zwischen einem
heterotrophen Eukaryot und einer Rotalge entstanden, der vermutlich die Aufnahme einer Griinalge vorausging
(Moustafa et al. 2009). Abb. verdndert nach Hopes und Mock (2005-2010). (B) SEM-Aufnahme der verschiedenen
P. tricornutum-Morphotypen. Oben fusiform, unten links oval, unten rechts triradiar (Martino et al. 2007).

Als Modellorganismus dient P. tricornutum nicht nur der Erforschung grundlegender biochemischer
Prozesse in Diatomeen, sondern besitzt auch kommerziellen Nutzen, z.B. als Futtermittel in
Aquakulturen, Produzent mehrfach ungesattigter Fettsauren sowie Pigmenten und Antioxidantien fiir
Pharmazie und Kosmetik oder in Silizium-basierter Nanotechnologie (Apt et al. 1996; Sasso et al. 2012;
Daboussi et al. 2014; Falciatore et al. 2020). Der biotechnologische Nutzen von P. tricornutum wird

durch die geringe GenomgroéRe, relativ kurze Generationszeit sowie das Wachstum unter einfachen



Einleitung

Kulturbedingungen auf definiertem synthetischem Minimalmedium unterstiitzt. Zudem sind
Protokolle zur nuklearen Transformation (Biolistik: Apt et al. 1996; Falciatore et al. 1999; Konjugation:
Karas et al. 2015; Elektroporation: Niu et al. 2012; Miyahara et al. 2013; Zhang und Hu 2014; Xie et al.
2014), zum Gene Silencing (RNA-Interferenz: Mello und Conte 2004; Riso et al. 2009) und zur gezielten
Genomeditierung (TALEN: Daboussi et al. 2014; CRISPR/Cas: Nymark et al. 2016; Stukenberg et al.
2018; Ribonukleoproteine: Serif et al. 2018) etabliert. Dies schlieBt bekannte funktionelle Promotoren,
Selektionsmarker und Reportergene ein (Apt et al. 1996; Falciatore et al. 1999; Falciatore et al. 2020;
Zaslavskaia et al. 2001; Siaut et al. 2007; Sakaue et al. 2008; Seo et al. 2015; Slattery et al. 2018).

1.2 Photorezeptoren

Als Teil des marinen Phytoplanktons weisen Diatomeen eine Reihe spezifischer Photorezeptoren zur
nicht-photosynthetischen Lichtperzeption auf, die als evolutiondre Anpassung zur Besetzung ihrer
Okologischen Nische betrachtet werden (Hegemann 2008; Oliveri et al. 2014).

Photorezeptoren sind Pigment-Protein-Komplexe, die Licht bestimmter Wellenlangen absorbieren und
das Lichtsignal in zelluldre Signalkaskaden umwandeln (Phototransduktion; Duanmu et al. 2017). Die
Absorptionseigenschaften einzelner Rezeptoren decken in ihrer Gesamtheit das solare Spektrum auf
der Erde zwischen 350 und 750 nm ab (Abb. 1.3; Moglich et al. 2010).

Die Mehrheit der Photorezeptoren weist eine strukturelle Gliederung in einzelne funktionelle
Domaédnen auf. Photosensordomanen (/nput-Domaénen) enthalten konservierte Bindepositionen fir
Chromophore und vermitteln demnach die Lichtabsorption. Diese Domanen sind lber a-Helices oder
gestreckte Proteinschleifen mit einer oder mehreren Effektordomanen (Output-Domanen) verbunden.
Diese Domadnen sind vielgestaltig und bestimmen die spezifische Funktion des Rezeptors, indem sie
katalytische Aktivitdt und/oder Interaktionsflachen fir nachgeschaltete Komponenten des Signalwegs
besitzen (Moglich et al. 2010).

Strukturell basiert die Absorptionsfahigkeit von Pigmenten auf einem System konjugierter
Doppelbindungen mit delokalisierten ni-Elektron (Ferguson und Branch 1944). Die Lange des rt-Systems
bestimmt den spektralen Absorptionsbereich. Innerhalb des Rezeptorkomplexes kann die
Anregungsenergie des Chromophors durch Isomerisierung, die Bildung kovalenter Bindungen oder
Elektronentransferprozesse umgewandelt werden (Méglich et al. 2010). Verbunden mit der priméren
Photochemie des Chromophors sind lokale Konformationsidnderungen um die Chromophor-
Bindetasche, die zu langlebigeren Rearrangements im Holoprotein und somit zur Modulation
nachgeschalteter Protein-Protein- oder Protein-DNA-Interaktionen fiihren (Losi und Gartner 2011;

Zoltowski und Gardner 2011; Kottke et al. 2018).
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Das Aktionsspektrum einzelner Photorezeptoren kann auf Basis von Genomannotationen jedoch nicht
vorhergesagt werden. lhre Aktivitdt ist rezeptor- und umgebungsspezifisch und kann nur durch

empirische Untersuchungen analysiert werden (Jaubert et al. 2017).
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Abb. 1.3: Domdnenaufbau, Chromophorbindung und priméare Photochemie reprasentativer Photorezeptoren.
Die Abkiirzungen der modularen Domanen sind A/G-cycl adenylate/ guanylate cyclase, bZ basic zipper, CTT
cryptochrome C-terminal domain, EAL diguanylate phosphodiesterase, F F-box, FAD photolyase a domain, GAF
GAF domain, HisK histidine kinase, HKRD histidin kinase-related domain, Kelch Kelch repeat, PAS PAS domain,
PHY phytochrome, Photly photolyase o/Bf domain, RR response regulator, Ser/ThrK serine/threonine kinase.
Dargestellt ist der Domanenaufbau der Photorezeptoren (1) Synechococcus elongatus TII0078, (2) Klebsiella
pneumoniae BIrP1, (3) Euglena gracilis photoactivated adenyl cyclase a, (4) Arabidopsis thaliana phototropin 1,
(5) Arabidopsis thaliana ZEITLUPE, (6) Vaucheria frigida aureochrome 1, (7) Arabidopsis thaliana cryptochrome 1,
(8) Arabidopsis thaliana cryptochrome 3, (9) Acetabularia acetabulum rhodopsin, (10) Chlamydomonas
reinhardtii channelrhodopsin 2, (11) Chlamydomonas reinhardtii chlamyopsin-5, (12) Arabidopsis thaliana
phytochrome A, (13) Pseudomonas aeruginosa bacteriophytochrome. (14) Rhodopseudomonas palustris
bacteriophytochrome 5. Verdndert nach Maoglich et al. (2010).

1.2.1 Die circadiane Uhr
Circadiane Rhythmen kénnen in Bakterien tGber Pflanzen und Tiere gefunden werden. Sie umfassen

einen taglichen Rhythmus von circa 24 h in Bezug auf Verhalten und Physiologie (Cashmore 2003). Es
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befahigt Organismen zur Antizipation periodischer Anderungen in der Umwelt und verschafft ihnen
damit einen Uberlebensvorteil (Pittendrigh 1993; Czeisler et al. 1999). Kern der circadianen
Maschinerie ist ein zentraler Oszillator, der einen selbsterhaltenden Rhythmus unabhangig von
externen Reizen generiert (Abb. 1.4; Noordally und Millar 2015). Uber mehrere, miteinander vernetzte
Transkriptions-Translations-Riickkopplungsschleifen aktiviert ein Transkriptionsaktivator die Synthese
eines Transkriptionsrepressors (Sancar 2003). Der Repressor unterdriickt seine eigene Synthese, wobei
posttranslationale Modifikationen (z.B. Phosphorylierungen und Ubiquitinierungen) seine Stabilitat
und Lokalisation beeinflussen. Die zeitliche Verzégerung von Aktivator- und Repressorwirkung
resultiert in einer Periode von circa 24 h. Neben seiner Selbsterhaltung steuert der zentrale Oszillator
verschiedene physiologische Prozesse (Outputs). Dies kann auf transkriptioneller Ebene durch die
Expression circadian regulierter Gene oder durch (post-) translationale Modifikation mit Einfluss auf
Proteinstabilitaten und -lokalisationen erfolgen (Mehra et al. 2009). Als Ergebnis werden lber den Tag
verteilte und getaktete Aktivitatsmaxima einzelner Genprodukte erzeugt. Der zentrale Oszillator wird
in Input-Signalwegen mit den duReren Umweltrhythmen synchronisiert. Hierdurch kann die Phase und
Amplitude der Output-Prozesse variiert werden. Wichtigster externer Stimulus zur Synchronisation der
circadianen Uhr ist Licht, das von Photorezeptoren wahrgenommen und in einem Signalweg an den

zentralen Oszillator geleitet wird (Lopez et al. 2021).

PERIOD PHASE

Rhythmic outputs of biological processes
e.g. gene expression, phototaxis and cell division

| )
.  CENTRAL
- OSCILLATOR -

Entrainment Stimuli
e.g. light and temperature

Abb. 1.4: Das circadiane System (Noordally und Millar 2015).

1.2.2 Phytochrome

Phytochrome (PHY) erfassen Licht im roten und dunkelroten Lichtbereich (RL und fRL) zwischen 600
bis 750 nm und sind in photosynthetischen sowie nicht-photosynthetischen Bakterien, Pilzen,
Cyanobakterien, diversen Algen und Landpflanzen aktiv (Rockwell und Lagarias 2020). In Diatomeen
wurden spezifische Diatomeen-Phytochrome (DPH) nachgewiesen (Petersen et al. 2022).

Die N-terminale photosensorische Domane setzt sich aus konservierten konsekutiven PAS (Period-
Arnt-Single minded), GAF (cGMP phosphodiesterase/ adenylyl cyclase/ FhIA) und PHY (Phytochrome
specific) -Modulen zusammen (Abb. 1.3, Duanmu et al. 2014). Konservierte Cysteine im PAF- oder GAF-

Modul vermitteln die kovalente Thioesterbindung des Chromophors in Form des linearen Tetrapyrrols

6
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Bilin. Abhangig von der Spezies sind unterschiedliche Bilin-Derivate gebunden, so tragen
Bakteriophytochrome Biliverdin IXa, Cyanobakterien-eigene PHYs Phycocyanobilin und pflanzliche
PHYs Phytochrombilin (Kottke et al. 2018). Dies ruft verschiedene Absorptionseigenschaften einzelner
PHYs basierend auf verschiedenen Substituenten und N-Protonierungen an den Pyrrolringen und
Netzwerken an Wasserstoffbriicken hervor (Rockwell et al. 2014; Kottke et al. 2018). Der C-terminale
Proteinbereich setzt sich rezeptorabhdngig aus einer variablen Anzahl und Kombination
unterschiedlicher Module zusammen, die in Form von ATPasen, Histidin-Kinasen, Guanylat-Cyclasen
oder Phosphodiesterasen enzymatische Aktivitdt aufweisen und daher an der Signaltransduktion
beteiligt sind (Duanmu et al. 2014).

PHYs treten in den RL- bzw. fRL-abhdngigen Konformationen Pr bzw. Pfr auf. Dabei stellt Pr die
physiologisch inaktive Dunkelform dar, die nach Bestrahlung mit RL in die aktive Pfr-Form ibergehen
kann. Dieser Prozess ist reversibel durch eine Bestrahlung mit fRL oder eine Dunkelreversion (Moglich
et al. 2010). Auf molekularer Ebene wird die Photokonversion durch eine Z-E-Isomerisierung zwischen
Pyrrolring C und D in Folge der Photoexzitation des Bilins ausgel6st. Dies bewirkt eine
Rotationsbewegung des Bilins gefolgt von proteinintrinsischen Protonentransfers, die sich auf eine
Anderung der Proteinkonformation ausweiten und damit den Rezeptor aktivieren (Rockwell et al.
2006).

Am Beispiel der PHYs aus Arabidopsis thaliana kann in Folge der Rezeptoraktivierung eine dynamische
nukleo-cytoplasmatische Relokalisation beobachtet werden (Huq et al. 2003). Im Dunkeln befinden
sich die PHYs im Cytoplasma, das Kernlokalisationssignal (NLS) im PAS-Modul und die C-terminale
Kinase-Output-Domane sind verdeckt. Ausgeldst durch die photoinduzierte Konformationsanderung
wird die NLS freigelegt und die Kinasedomane aktiviert, sodass die Pfr-Form in den Nukleus migrieren
kann. Dort treten als Reaktion auf Kinase-gesteuerte Phosphorylierungen spezifische Interaktionen mit
Transkriptionsfaktoren ein, die zu RL- bzw. fRL-abhdngigen Anderungen der Genexpression fiihren.
Pflanzliche PHYs sind obligate Dimere, wobei A. thaliana PHYA Homodimere bildet und lichtinduziert
Uber den Proteasom-Weg abgebaut wird. Dagegen sind A. thaliana PHYB-F im Licht stabil und kénnen
Heterodimere bilden (Chen et al. 2003; Sharrock und Clack 2004).

Eine Rezeptorinaktivierung wird demnach Uber eine selektive PHY-Degradation oder eine
Dunkelreversion erreicht. Letztlich basiert die PHY-Signalwirkung auf dem Verhaltnis inaktiver Pr- zu
aktiver Pfr-Form, die durch die umgebende Lichtzusammensetzung bestimmt wird. Da rotes Licht in
terrestrischen Habitaten aufgrund der Absorption photosynthetischer Organismen nur abgeschwécht
die Bodenschichten erreicht, werden durch PHYs photomorphogenetische Prozesse zur
Schattenvermeidung hervorgerufen. Auch in aquatischen Habitaten wird langwelliges Licht durch die
Absorption der Wassersdule stark abgeschwacht, sodass PHYs hier als Wasseroberflachensensoren

betrachtet werden (Rockwell et al. 2014).
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1.2.3 Rhodopsine

Rhodopsine kdnnen in Organismen aller Domadnen nachgewiesen werden und sind vor allem als
Photorezeptoren im visuellen System von Tieren bekannt (Mdglich et al. 2010). Das Opsin-Apoprotein
besteht aus sieben Transmembranhelices in einer Fass-dhnlichen Anordnung. In deren Mitte ist Retinal
als Chromophor Uber eine Schiff'sche Base an die e-Aminogruppe eines konservierten Lysins kovalent
gebunden (Ernst et al. 2014). Der Absorptionsbereich einzelner Rhodopsine variiert in Abhangigkeit
einiger variabler Aminosauren (AS) um das Retinal, die die Polaritdt des Apoproteins und damit den
Protonierungszustand des Chromophors und die Protein-Chromophor-Wechselwirkungen
beeinflussen (Deisseroth und Hegemann 2017). Hierdurch kdnnen Rhodopsine in ihrer Gesamtheit ein
breites Spektrum liber 400 bis 650 nm von blaugriin bis orange-rot erfassen. Die primare Photochemie
nach Exzitation des Chromophors basiert auf einer thermal reversiblen trans-cis- (mikrobielle
Rhodopsine) bzw. cis-trans- (tierische Rhodopsine) Photoisomerisierung des Retinals. Nach einer
folgenden Deprotonierung der Schiff’'schen Base durch konservierte Aspartate oder Glutamate werden
weitere opsin-intrinsische Protonentransfers induziert, die abhangig vom Rhodopsin-Typ verschiedene
Signaltransduktionswege einleiten (Inoue et al. 2014).

Mikrobielle Rhodopsine konnen als licht-aktivierte Protonen-Pumpen, lonen-Kandle oder
Lichtsensoren wirken (Grote et al. 2014). Bakteriorhodopsine als Protonen-Pumpen nutzen die
opsinintrinsischen Protonentransfers nach Photoexzitation zum Aufbau eines elektrochemischen
Gradienten, der eine ATP-Synthase antreibt. In Channelrhodopsinen im Augenfleck einzelliger
Griinalgen wie Chlamydomons rheinhardtii fihrt die Photoisomerisierung in Verbindung mit den
intrinsischen Protonenverschiebungen zu einer geanderten Anordnung der Transmembranhelices,
was einen selektiven Kationenkanal 6ffnet und die Membran durch einen gerichteten Kationenstrom
depolarisiert (Nagel et al. 2003). Dies steuert phototaktische Bewegungen. In Lichtsensor-Rhodopsinen
fihren Konformationsdanderungen der Transmembranhelices zur Aktivierung eines intrazellularen
Signaltransduktionsproteins (Ernst et al. 2014).

Tierische  Rhodopsine  sind  G-Protein-gekoppelte  Rezeptoren. Die retinalinduzierte
Konformationsdanderung des Rezeptors nach Photoexzitation fiihrt zur Aktivierung eines G-Proteins

und damit verbundenen second messenger Transduktionswegen (Rosenbaum et al. 2009).

1.2.4 LOV-Photorezeptoren

Phototropine, ZEITLUPE und Aureochrome sind Rezeptoren fiir Blaulicht (BL) mit unterschiedlicher
phylogenetischer Verbreitung, die als gemeinsames Strukturmerkmal LOV (light-oxygen-voltage)-
Domanen aufweisen (Losi und Gartner 2011). LOV-Doménen sind eine Untergruppe der PAS (Period-

Arnt-Single minded)-Domanen, bilden eine kompakte Tertidrstruktur aus aB-Faltungen und binden
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Flavinmononukleotid (FMN) als chromophore Gruppe (Christie et al. 1999). Daher sind LOV-
Photorezeptoren wie die meisten Blaulichtrezeptoren Flavoproteine. FMN absorbiert zwischen 350
und 470 nm im UV-A- bis BL-Bereich mit einem Maximum bei 450 nm (Losi 2007). Als primares
photochemisches Ereignis fliihrt die Exzitation des Chromophors in Folge von Blaubelichtung zur
reversiblen Knipfung einer kovalenten Bindung zwischen C(4a)-FMN und der Thiolgruppe eines
konservierten Cysteins (Christie et al. 1999; Salomon et al. 2000; Toyooka et al. 2011; Kerruth et al.
2014). In Folge der lichtabhangigen Bildung des FMN-Cystenyl-Thioaddukts rotieren der FMN-
Isoalloxazinring und die Seitenkette eines konservierten Glutamins, sodass sich neue
Wasserstoffbriicken zwischen dem Chromophor und dem Apoprotein ausbilden. Hierdurch werden
Anderungen der LOV-Sekundarstruktur, insbesondere Entfaltungen der Aa und Ja-Helix am N- bzw. C-
terminalen Bereich der LOV-Domaéne induziert (Crosson und Moffat 2001). Dies fiihrt abhangig von

den Effektordoméanen der LOV-Rezeptortypen zu verschiedenen Signaltransduktionswegen.

Phototropine (PHOT) sind in Grinalgen und Landpflanze vertreten (Li et al. 2015). Sie weisen neben
zwei konsekutiven N-terminalen LOV-Doméanen eine Serin/Threonin-Kinase-Effektordomane am C-
terminalen Ende auf (Christie et al. 2015). Im dunkeladaptierten Ruhezustand liegt PHOT1 aus
A. thaliana in einer geschlossenen Konformation im Cytosol vor. Die lokalen BL-induzierten
Sekundarstrukturanderungen der LOV-Domane flihren zu einer Freilegung und damit Aktivierung der
Kinase-Domane. Einhergehend mit PHOT-Autophosphorylierungen werden verschiedene BL-
Adaptionen ausgelost (Pfeifer et al. 2010). In A. thaliana werden infolge von
Phosphorylierungskaskaden die Offnung der Stomata und phototrope Wachstumsprozesse induziert
(Briggs und Christie 2002; Christie et al. 2011; Takemiya et al. 2013). In C. reinhardtii werden PHOT-
abhangig der sexuelle Lebenszyklus und die Expression von Photosynthese-Genen reguliert (Huang

und Beck 2003).

ZEITLUPE -Rezeptoren (ZTL) sind ausschlieBlich in Landpflanzen vertreten. C-terminal zur LOV-Domane
weisen ZTL eine F-Box-Domédne und sechs Kelch-Repeats auf (lto et al. 2012). F-Box-Domaénen
vermitteln die Interaktion mit E3-Ubiquitin-Ligasen und regulieren damit die lichtabhdngige
Degradation von Transkriptionsfaktoren und Komponenten der circadianen Uhr (Kim et al. 2007; Ito et

al. 2012). ZTL kénne sowohl im Nukleus als auch im Cytosol lokalisiert sein (Takase et al. 2011).

Aureochrome (AUREO) sind spezifisch fiir Stramenopile, darunter Diatomeen, Xanthophyceae und
Phaeophyceae, die aus der sekundaren Endosymbiose zwischen einem heterotrophen Eukaryot und
einer Rotalge hervorgegangen sind (Abb. 1.2 A, Moustafa et al. 2009; Jungandreas et al. 2014; Petersen

et al. 2021). Im Gegensatz zu den anderen Photorezeptortypen weisen AUREOs eine invertierte
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Domaéanenanordnung mit einer C-terminalen photosensorischen LOV-Domaéane und einer N-terminalen
bZIP (basic leucine zipper)-Effektordoméane (Crosson et al. 2003; Droge-Laser et al. 2018) auf. AUREOs
sind lichtaktivierte Transkriptionsfaktoren mit nuklearer Lokalisation (Takahashi et al. 2007; Kroth et
al. 2017). Die photoinduzierten Konformationsanderungen der LOV-Domaéne Ubertragen sich auf die
bZIP-DNA-Bindedomane, was die Affinitat dieser fir die Promotoren der Zielgene erhéht (Takahashi
et al. 2007). Die bZIP-Domanen binden als Dimer an ihre Erkennungssequenzen und auch die LOV-
Domanen sind zur Dimerisierung befahigt, wie bereits fir PHOTs beschrieben wurde (Kao et al. 2008b).
Fir die Lichtabhangigkeit der Dimerisierung und der LOV-bZIP-Wechselwirkungen gibt es jedoch

verschiedene, bisher nicht bewiesene Modelle (Banerjee et al. 2016; Heintz und Schlichting 2016).

1.2.5 BLUF-Photorezeptoren

BLUF-Rezeptoren sind BL-aktivierte Flavoproteine in Prokaryoten und niederen Eukaryoten wie
Euglenozoa und Pilzen, kénnen jedoch nicht in Pflanzen gefunden werden (Losi und Gartner 2011). Die
BLUF (Blue-Light Using Flavin)-Domane besitzt einen Ferredoxin-dhnlichen Kern mit einer kompakten
Struktur aus a-Helices und B-Faltblattern, in der oxidiertes Flavinadenindinukleotid (FAD) nicht-
kovalent gebunden ist (Anderson et al. 2005). Infolge einer BL-Anregung des FAD Ubertragt ein
konserviertes Tyrosin ein Elektron auf FAD. Aufgrund verschobener Elektronendichten |6st diese
kurzweilige Radikalpaar-Bildung Rotationen in nahegelegenen Aminosdureresten und eine
Neuordnung von Wasserstoffbriicken aus, bevor das Radikalpaar rekombiniert. Diese Neuordnung von
Wasserstoffbriicken stellt das primadre photochemische Ereignis dar, der FAD-Redoxzustand bleibt im
Ruhe- und Signalzustand oxidiert (Gauden et al. 2006). Die Art der Effektordomane variiert, haufig sind
sie als Adenylat-Cyclasen oder Phosphodiesterasen enzymatisch aktiv und an second messenger-

Signaltransduktionswegen beteiligt (Anderson et al. 2005).

Die Cryptochrom-Photolyase-Familie (CPF) stellt die dritte groRe Gruppe BL-aktivierter Flavoprotein-

Rezeptoren dar und wird im folgenden Kapitel ausfihrlich beschrieben.

1.3 Die Cryptochrom-Photolyase-Familie

Mitglieder der Cryptochrom-Photolyase-Familie (CPF) sind BL-absorbierende Flavoproteine mit hoher
Sequenzhomologie aber diversen Funktionen (Chaves et al. 2011). Photolyasen (PLs) katalysieren die
Reparatur UV-Licht-induzierter DNA-Schaden, wahrend Cryptochrome (CRYs) als Photorezeptoren mit

Signalfunktion ohne oder mit eingeschrankter DNA-Reparaturaktivitat definiert werden (Sancar 2003;
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Chaves et al. 2011). Evolutionsgeschichtlich wird angenommen, dass alle heutigen PLs und CRYs aus
einem Photolyasevorlaufer in Folge mehrerer, unabhédngiger Genduplikationen hervorgegangen sind,
wobei die CRY-Diversifizierung vor der Spaltung von Pro- und Eukaryoten eingetreten ist (Kanai et al.
1997; Cashmore et al. 1999; Essen et al. 2017). Auf Basis von Sequenzhomologien werden CPF-

Vertreter in flinf Gruppen unterteilt (Abb. 1.5):

1) Proteobakterielle CPF

2) CPDI- und CPDIII- Photolyasen, pflanzliche und pflanzenahnliche Cryptochrome
3) (6-4)-Photolyasen, tierische und tierdhnliche Cryptochrome

4) CPDII-Photolyasen

5) CRY-DASH

A thallana CRY 1
‘E L esculenturn CRY 2
©. sativa CRY 1a Pflanzliche Cryptochrome
M. paleacea CRY
0. sativa CRY 2 p )

A, thalfana CRY 2
L. esculentum CRY 1

B. anthracis
B. cerous
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B. japonicum

X campestris

L monocytogenes
P syringae

T. harzanium

C. violaceumn
G. violaceus CPDI- Photolyasen

V. cholerae
S. typhit
coli
V. cholerae CRY 2
F. tularensis
C. merolae

Ll

D. rorio |
V. cholerae CRY 1 CRY-DASH

G. violaceus
S.5p. PCCEB03
A thaliana CRY 3
8 ?y%ﬁ?cgw&r Tierische Cryptochrome Typ |
A gambiae (aCRY Typ 1)

A, pernyi

i
ull

D. melanogasier
A, gambiae

| D. rerio (6-4)- Photolyasen
G. violaceus
A. thaliana
A. gambiae

T. caslaneum
A. melifera

A. permyl Tierische Cryptochrome 1l
H. sapiens CRY 2 ryp Typ
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H. sapiens CRY 1

1

D. reria CRY 1a
M. domestica

Q. latipes
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D
0.2 A thaliana

b

—_— F. virus

Abb. 1.5: Phylogenetischer Stammbaum der Cryptochrom-Photolyase-Familie. Verdandert nach Kavakli et al.
(2017).

Gemeinsames Strukturmerkmal aller CPF-Vertreter ist die Sensordoméane (Photolyase homologous
region, PHR), die sich aus einer N-terminalen ao/B- und einer C-terminalen a-helikalen Subdoméane
zusammensetzt (Abb. 1.6; Sancar 2003). Die a-helikale Subdomane bildet in Form einer tiefen Grube

die FAD-Bindetasche, die sich teils aus konservierten, teils aus nicht-konservierten AS zusammensetzt
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(Park et al. 1995; Sancar 2003; Brautigam et al. 2004). Die FAD-Bindung wird {iber ionische
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken stabilisiert, wobei FAD eine U-férmige Konformation
einnimmt, in der die Isoalloxazin- und Adenin-Ringsysteme parallel gestapelt sind (Abb. 1.7 A).
Dartiber hinaus konnen die einzelnen CPF-Gruppen unterschiedliche Antennenchromophore in Form
eines Folat- oder Flavin-Derivats in einer exponierten, weniger konservierten Tasche zwischen den
beiden Subdomaénen nicht-kovalent binden. Am haufigsten werden 5,10-
Methenyltetrahydroptercylpolyglutamat (Methenyltetrahydrofolat, MTHF) oder 8-Hydroxy-5-
Desazariboflavin (8-HDF) gebunden (Abb. 1.7 B).

ch—D?méne ct—helikale: Domane

f Vo 1
MTHE! Abb. 1.6: Strukturvergleich von Photolyasen und
i SHDFmFﬁDH_- Cryptochromen. Dargestellt sind je die PHR-
? Domanen (Photolyase homologous region, blau) mit
pCRY -mnr mmm- CTE den daran gebundenen Chromophoren und mégliche
C- bzw. N-terminale-Erweiterungen (CTE, NTE, grau).
? Die jeweiligen FAD-Redoxformen bezeichnen die
aCRY Typ| -3“”me[""‘.:TE angenommenen Ruheformen. MTHF
Methenyltetrahydrofolat; 8-HDF  8-Hydroxy-5-
CRY-DASH "TE-“THFmFM,H_.TE Desazariboflavin; PL Photolyasen; pCRY pflanzliche

CRYs, aCRY tierische CRYs.
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Abb. 1.7: Chemische Struktur von FAD, MTHF und 8-HDF. (A) FAD setzt sich aus Riboflavin und
Adenosindiphosphat zusammen. Es weist eine U-Konformation auf, in der die Isoalloxazin- und Adenin-
Ringsysteme parallel gestapelt sind. (B) Viele CPF-Mitglieder binden ein Antennenchromophor, i.d.R. in Form von
MTHF oder 8-HDF. Verandert nach Brazard et al. (2012).
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1.3.1 Die FAD-Photochemie

FAD setzt sich aus Riboflavin und Adenosindiphosphat zusammen (Abb. 1.7). MaRRgebend fiir das
Absorptionsverhalten ist der aromatische, heterozyklische Isoalloxazinring (Losi 2007; Kritsky et al.
2010; Losi und Gartner 2011). Dieser kann an den Positionen N1 und N5 in zwei Schritten reduziert
werden, sodass FAD in den Redoxstufen oxidiert, semireduziert oder vollreduziert vorliegen kann.
Zudem kann jede Redoxstufe abhadngig vom Protonierungsgrad kationisch, anionisch oder neutral
geladen sein (Abb. 1.8 A). In der CPF nachweisbar sind das oxidierte FADox, das semireduzierte
Anionradikal FAD®*" bzw. Neutralradikal FADH® oder das zweielektronenreduzierte FADH", die anhand

ihres Absorptionsverhaltens unterschieden werden kénnen (Abb. 1.8 B; Liu et al. 2010).

Redoxform A
. “. j
MG ML N 0 HY | HC o M N0 H* HiCo o Mo N0
voll oxidiert o I 7 <4 ' :[' I 7| &4 I ““1 1 T
N e N N N e NF N -T~'"
0 0 0
e,
H+
T j “
HiC g A M 0 H* HiC . N N 0 H* HiC o~ N NI 0
semireduziert I T ]|/ IH PAW IS I I T lH DLW . ﬂ\/ :]|\ T
H;C"" N \_N“m\ H;-C ‘V"'l‘.\l’\T’ Hsc,.,a‘-q‘:/.- I:I ,_V,..NH
| ¥ |
0 o 0
e,
Hl—
“ R
| H | H | .
HiC o~ M N -0 H+ HaC o AN N 0 H+ HyC PR /.N._T;.o
voll reduziert l | i| | AN /1 /T I r\I.IH t, | L 1 -
o Y Tr-.IH e NNy ﬂ W E r
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wavelength (nm)

Abb. 1.8: FAD-Redox- und Protonierungsformen. (A) FAD kann in den Redoxstufen oxidiert, semireduziert und
vollreduziert vorliegen. Jede Redoxstufe kann abhdngig vom Protonierungsgrad kationisch, neutral oder
anionisch geladen sein. (B) Die vier in Photolyasen und Cryptochromen nachweisbaren FAD-Redoxformen
konnen anhand ihres Absorptionsverhaltens unterschieden werden (Liu et al. 2010). Schwarz FADox, blau
semireduziertes Anionradikal FAD®", griin semireduziertes Neutralradikal FADH®, rot zweielektronenreduziertes
FADH".
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Unter in vitro- Bedingungen, ausgehend vom oxidierten FADoX, ist die FAD-Exzitation entweder direkt
durch die FAD-Absorption oder indirekt durch Resonanzenergietransfer des Antennenchromophors
(Abb. 1.10, 1). Im angeregten Zustand sind oxidierte Flavine aufgrund eines erhdhten
Reduktionspotentials starke Oxidationsmittel (Losi und Géartner 2011). Unter in vitro- Bedingungen
wirkt dabei eine konservierte Tryptophan-Triade, die das Protein vom FAD bis zur Oberflache
durchspannt, als proteinintrinsische Elektronendonorkette (Abb.1.10, 2). Bei (6-4)-PLs und tierischen
CRYs ist die Triade zu einer aromatischen Tetrade erweitert (Miller et al. 2015; Nohr et al. 2016; Kutta
et al. 2018). Um das FAD*/ Ws,H**-Radikal, bestehend aus dem photoreduzierten FAD®* und dem
terminalen oberflachenexponierten WsH®** bzw. WsH**, gegen interne Elektronenrekombination zu
stabilisieren, wird W3H** bzw. W4H** vom Losemittel oder umgebenden AS deprotoniert (Abb. 1.10, 3;
Kavakli und Sancar 2004; Immeln et al. 2012). Abh&ngig von der CPF-Gruppe erfolgen verschiedene
weitere FAD-Reduktions- und Protonierungsschritte. Entscheidend dafiir ist die AS, die in direktem
Kontakt zur FAD-N5-Position liegt. In pflanzlichen CRYs liegt ein Aspartat gegenliber zu FAD-N5. Dieses
wirkt als direkter Protonendonor bzw. -akzeptor, sodass das semireduzierte Neutralradikal FADH® das
primare FAD-Photoprodukt darstellt (Abb. 1.10, 4a; Giovani et al. 2003). In PLs, tierdhnlichen CRYs und
CRY-DASHES liegt ein Asparagin an dquivalenter Position; die Protonen zur Bildung von FADH® stammen
aus dem Losemittel (Abb. 1.10, 4a; Kavakli und Sancar 2004; Brazard et al. 2010; Biskup et al. 2011).
Tierische CRYs Typ | weisen ein Cystein gegeniliber FAD-N5 auf, was eine weitere Protonierung und
Reduktion des Anionradikals FAD®" verhindert (Abb. 1.10, 4b; Song et al. 2007; Oztiirk et al. 2008). In
allen CPF-Mitgliedern, mit Ausnahme der tierischen CRYs Typl, kann ein weiterer FAD-
Reduktionsschritt folgen, bei dem ein externes Reduktionsmittel als Elektronendonor wirkt
(Abb. 1.10, 5; Kavakli und Sancar 2004; Banerjee et al. 2007).

Unter in vivo- Bedingungen werden in den einzelnen CPF-Gruppen verschiedene dunkeladaptierte
Ruheformen in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der FAD-Bindetasche, insbesondere der FAD-
N5 proximalen Position, und des zelluldren Redoxpotentials stabilisiert (Abb. 1.9). Daher durchlaufen
die einzelnen CPF-Mitglieder nicht immer die komplette beschriebene FAD-Reduktionskette.

Die FAD-Reduktion wird fir CRYs als primares photochemisches Ereignis betrachtet, die Mechanismen

der folgenden Proteinkonformationsdanderungen und Signalwege sind vielfiltig oder nicht bekannt.
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Redoxform oxidiert semireduziert vollreduziert
FADox FAD*- FADH* FADH-
Ruhe- und

Photolyasen Katalysaform

pPCRY Dunkelform Signalform inaktiv

aCRY Typl Dunkelform Signalform

CRY-DASH Dunkelform Signal- und
Katalyseform

Abb. 1.9: Ubersicht iiber die FAD-Redoxzustinde in den angenommenen Ruhe- und Signalformen der
verschiedenen CPF-Gruppen.
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Abb. 1.10: Die FAD-Reduktion in den einzelnen CPF-Gruppen. Unter in vitro- Bedingungen kénnen die Proteine
einzelner CPF-Gruppen verschiedene photoinduzierte FAD-Redoxformen annehmen. Ausgehend von FADox
kénnen PLs, pCRYs, tierdhnliche CRYs und Cry-DASHSs in zwei Schritten iber FADH® zu FADH" reduziert werden,
wahrend aCRYs Typ | zu FAD* reduziert werden. Blaue Pfeile/ ET Elektronentransfer, griine Pfeile/ (De)Prot
(De)Protonierung, graue Pfeile/ Rec Elektronenrekombination, B externer Protonenonor/ -akzeptor, X externer
Elektronendonor/ -akzeptor, eT Energietransfer, Ex Photoexzitation, W3 und Wi distale, terminale
Elektronendonoren der kanonischen Trp-Triade.

1.3.2 Photolyasen
Eine Bestrahlung mit hochenergetischem UV-A/B-Licht (280-380 nm) kann DNA-Sch&den in Form von
Pyrimidindimeren induzieren. Dabei entstehen Pyrimidin-Cyclobutan (Pyr<>Pyr)- oder Pyrimidin-

Pyrimidon(6-4) (Pyr[6-4]Pyr)- Photoprodukte (Abb. 1.11 A). Wahrend der Photoreaktivierung
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katalysieren Photolyasen (PLs) BL-abhdngig in einem zyklischen, nicht-reduktiven Elektronentransfer
die Reparatur dieser Schaden. Abhangig vom Substrat werden sie in CPD- und (6-4)-PLs unterteilt und
weisen einen dhnlichen Katalysemechanismus auf (Abb. 1.11 B und C; Zhao et al. 1997; Thompson und
Sancar 2002; Sancar 2003). Das DNA-Substrat wird strukturspezifisch und lichtunabhéangig in einer
Grube der a-helikalen Domane gebunden, an deren Ende die FAD-Bindetasche liegt. Der Enzym-
Substrat-Komplex wird dabei durch ionische Wechselwirkungen zwischen dem Phosphatriickgrat und
der positiven Oberflachenladung der Grube stabilisiert, sodass das dimere Photoprodukt aus der
Doppelhelix ausdreht und in direkten Kontakt zum FAD tritt. FAD liegt stabil als vollreduziertes FADH"
vor und wird infolge von BL-Bestrahlung (350-450 nm) entweder direkt oder durch einen
Resonanzenergietransfer vom  Antennenchromophor angeregt. (FADH)* als potenter
Elektronendonor tbertragt ein Elektron auf das Photoprodukt, woraufhin die Dimerbindung bricht und
das Elektron zuriick auf FAD Ubertragen wird. Der Elektronentransfer ist demnach zyklisch, sodass fiir
die Wiederherstellung des katalytisch aktiven FADH keine externen oder proteinintrinsischen

Elektronendonoren noétig sind (Li et al. 1991; Kavakli und Sancar 2004).
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Abb. 1.11: UV-induzierte DNA-Photoprodukte und Photolyase-Reaktionsmechanismus. (A) Eine UV-
Bestrahlung (200-300 nm) kann zwischen benachbarten Pyrimidinen die Bildung von Pyrimidin-Cyclobutan-
Dimeren (B) oder Pyrimidin-Pyrimidon (6-4)-Photoprodukten (C) induzieren. Die Reparatur wird BL-abh&ngig von
CPD-Photolyasen (B) oder (6-4)-Photolyasen (C) katalysiert. Verdandert nach Sancar (2003).
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1.3.3 Cryptochrome

Cryptochrome (CRYs) sind ubiquitdr in allen Doméanen, jedoch nicht obligatorisch in allen Organismen
verbreitet (Sancar 2003; Chaves et al. 2011). Strukturell unterscheiden sich CRYs von PLs in einer
intrinsisch unstrukturierten C-terminalen Erweiterung (CTE), die in Ldnge und Sequenz variiert, und in
der FAD-Bindetasche, die eine Stabilisierung des Kofaktors in unterschiedlichen Redoxformen
ermoglicht. Im Gegensatz zu sonstigen Photorezeptoren konnen fir CRYs keine deutlich trennbaren
Sensor- und Effektordomanen eingegrenzt werden. Die Mechanismen der Photosignaltransduktion
innerhalb von CRYs und in nachgeschalteten Signalwegen sind so vielfaltig wie ihre Verbreitung und

miissen empirisch analysiert werden.

CRYs wurden erstmals als pflanzliche Cryptochrome (pCRYs) in A. thaliana identifiziert (Ahmad und
Cashmore 1993). PCrys sind aus CPD-PLs hervorgegangen und weisen eine verhaltnismaRig lange CTE
von Uber 100 bis 500 AS auf. Zu den bestcharakterisierten pCrys gehdren heute A. thaliana CRY1 und
CRY2 (AtCRY1 und AtCRY2) sowie C. reinhardtii CPH1 (CrCPH1). Nach heterologer Aufreinigung binden
pCRYs FADox, das auch als Ruheform unter in vivo- Bedingungen betrachtet wird (Reisdorph und Small
2004; Zeugner et al. 2005; Banerjee et al. 2007; Bouly et al. 2007; Immeln et al. 2007; Langenbacher
et al. 2009; Herbel et al. 2013; Miiller et al. 2014; Hense et al. 2015; Thoing et al. 2015; Schroeder et
al. 2018). Sekundare Chromophore wurden bisher nicht koisoliert, in vivo- Aktionsspektren lassen die
Bindung von MTHF vermuten (Malhotra et al. 1995; Hoang et al. 2008a; Goett-Zink und Kottke 2021).
AtCRY1 und AtCRY2 sind nukleocytoplasmatische Proteine (Wu und Spalding 2007; Yu et al. 2007a).
Infolge von BL-Belichtung wird das semireduzierte Neutralradikal FADH®, das durch die Bindung von
ATP stabilisiert wird, als Signalform gebildet (Immeln et al. 2007; Burney et al. 2009; Miller et al. 2014).
Uber nicht gekldrte Mechanismen fiihrt die FAD-Reduktion zu einer proteinintrinsischen
Konformationsdanderung, bei der die CTE ihre Bindung an die PHR |6st, und zur Homooligomerisierung
(Partch et al. 2005; Sang et al. 2005; Kottke et al. 2006; Thoing et al. 2015). Unterstltzt wird die
Strukturanderung durch eine BL-induzierte PHR-(Auto-) Phosphorylierung sowie Phosphorylierungen
an der CTE (Shalitin et al. 2003; Bouly et al. 2003; Immeln et al. 2007; Yu et al. 20073a; Yu et al. 2007b).
Die Konformationsdanderungen legen Interaktionsflaichen in der PHR und CTE fiir nachgeschaltete
Transkriptionsfaktoren und -modulatoren frei, sodass pCrys indirekt BL-induzierte Anderungen der
Transkription und damit Wachstums- und Entwicklungsprozesse regulieren (Abb. 1.12; Chaves et al.
2011). In A. thaliana wirken AtCRY1 und AtCRY2 u.a. als Inhibitoren fiir die COP1-SPA-vermittelte
Degradation der Transkriptionsfaktoren HY5 und CONSTANS, was BL-abhangig zur Inhibition des
Hypokotyl-Wachstums bzw. zur Férderung der Blitenbildung und Stomatadffnung fiihrt (Wang et al.
2001; Yang et al. 2001; Mao et al. 2005; Kang et al. 2009; Liu et al. 2011a; Zuo et al. 2011).
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PCRYs sind demnach keine integralen Photorezeptoren der circadianen Uhr, weder im Input-Signalweg

noch als Kernkomponenten (Chaves et al. 2011).

Seadling Mature plant
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Abb. 1.12: Photoaktivierung, Signalwege und Inaktivierung pflanzlicher Cryptochrome in A. thaliana. Infolge
von BL-Belichtung werden AtCRY1 und AtCRY2 durch eine Konformationsanderung und Homooligomerisierung
aktiviert (Photoaktivierung), was die Interaktion mit Transkriptionsfaktoren ermdoglicht. Die CRY-COP1-SPA-
Interaktion fiihrt zur Inhibition der COP1-SPA-vermittelten Degradation der Transkriptionsfaktoren CO und HY5.
Die CRY-CIB-Interaktion aktiviert die Transkription des flowering locus T-Gens. Die PIF und AUX-IAA-vermittelte
Transkriptionsaktivierung wird durch AtCRY1 wund AtCRY2 inhibiert. In miteinander vernetzten
Transkriptionsaktivierungs- und Inhibierungswegen stimulieren AtCRY1 und AtCRY2 BL-abhangig Blitenbildung,
Stomatadffnung, Kotyledonenentwicklung und inhibieren das Hypokotylwachstum. PPK-vermittelte
Phosphorylierungen unterstiitzen die BL-induzierte AtCRY2- Ubiquitinierung und Degradation tber das 26S-
Proteasom. Beide CRYs werden durch eine BIC-vermittelte Inhibition der Homooligomerisierung inaktiviert.
AUX/IAA auxin/indole-3-acetic acid, ARFs auxin response factors, BIC blue-light inhibitor of cryptochromes, BR
brassinosteroid regulator, CIB cryptochrome-interacting basic helix-loop-helix, CO CONSTANS, COP1
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1, CRY cryptochrome, E3X unknown E3 ubiquitin ligases, HY5 LONG
HYPOCOTYL 5, PIF phytochrome-interacting factor, PPK photoregulatory protein kinase, SPA suppressor of
phytochrome A (Wang und Lin 2020).

Tierische Cryptochrome (aCRYs) sind aus (6-4)-PLs hervorgegangen und weisen im Vergleich zu pCrys
eine kiirzere CTE von unter 100 AS auf. Abhdngig von ihrer Funktionsweise werden aCrys in Typ | und
Typ Il unterteilt.

ACrys Typ I sind die primaren BL-abhdngigen Photorezeptoren zur Synchronisation der circadianen Uhr
(Abb. 1.13; Emery et al. 1998; Stanewsky et al. 1998). Das bestuntersuchte Modellprotein ist DmCRY
aus Drosophila melanogaster (Emery et al. 1998). Im dunkeladaptierten Ruhezustand liegt DmCRY in
einer inaktiven geschlossenen Konformation vor, in der die CTE um die FAD-Bindetasche in der PHR
anliegt und FAD oxidiert ist (Zoltowski et al. 2011; Czarna et al. 2013; Vaidya et al. 2013; Lin et al. 2018).
Eine BL-Belichtung fiihrt zur Reduktion von FADox zum semireduzierten Anionradikal FAD®" (Berndt et
al. 2007; Oztiirk et al. 2008). Dies induziert eine Neuordnung von Wasserstoffbriicken rund um den
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anionischen FAD-Kofaktor, wodurch sich die CTE von der PHR |6st und Interaktionsflachen an der PHR
fiir nachgeschaltete Signalkomponenten der circadianen Uhr freigibt (Ozturk et al. 2009; Ganguly et al.
2016; Lin et al. 2018).

Der circadiane Mechanismus von D. melanogaster basiert auf einer lichtunabhangigen negativen
Transkriptions-Translations-Riickkopplungsschleife, in der die CYCLE-CLOCK aktivierte Transkription E-
Box kontrollierter Gene durch das TIM-PER-Heterodimer reprimiert wird. DmCRY bindet BL-abhangig
an TIM und unterbindet damit dessen Repressorfunktion. Somit synchronisiert DmCRY die negative
Rickkopplung mit dem dufReren Tag-Nacht-Rhythmus (Ceriani et al. 1999; Stanewsky 2002; Koh et al.
2006; Peschel et al. 2009; Lin et al. 2001; Ozturk et al. 2013). Gleichzeitig werden sowohl DmCRY als
auch TIM BlL-abhéngig liber das Proteasom abgebaut (Busza et al. 2004; Koh et al. 2006; VanVickle-
Chavez und van Gelder 2007; Peschel et al. 2009; Ozturk et al. 2013).

Eine weitere Funktion, die aCrys Typ | zugeschrieben wird, ist die Orientierung am Erdmagnetfeld durch
lichtabhdngige Magnetoperzeption. CRYs konnten geeignete Magnetorezeptoren aufgrund der

Bildung paramagnetischer Triplet-Anregungszustande darstellen (Gegear et al. 2008).

Nacht

Cytosol

Cytosol

Abb. 1.13: Tierische Cryptochrome Typ | als BL-abhdngige Photorezeptoren zur Synchronisation der
circadianen Uhr in D. melanogaster. Abends bindet das CLOCK-CYCLE-Heterodimer im Nukleus an E-Box-
Erkennungssequenzen im Promotor von circadian regulierten Genen und aktiviert damit deren Transkription,
darunter period (per), timeless (tim) und cry. In der spaten Nacht reprimieren die Genprodukte PER und TIM als
Heterodimer im Nukleus die CLK-CYC-induzierte Transkription und damit ihre eigne Expression. Die negative
Riickkopplung wird zudem durch den Proteasom-vermittelten PER-Abbau verstarkt. Eine BL-Belichtung aktiviert
DmCRY, das nun an TIM bindet und damit dessen Repressorfunktion unterbindet. Sowohl DmCRY als auch TIM
werden BL-induziert Giber das Proteasom abgebaut. CLK circadian locomotor output cycles kaput, CYC CYCLE, PER
PERIOD, TIM TIMELESS, ccg clock-controlled genes, SLIMB/CRL1 E3-Ligase-Substrat-Rezeptor, JET/CRL4 E3-
Ligase-Substrat-Rezeptor, BRWD3/CRL4 E3-Ligase-Substrat-Rezeptor, E3 Protein-Ubiquitin-Ligase, U
Ubiquitinierung.
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Im Gegensatz zu aCrys Typ | werden aCrys Typ Il als lichtunabhangige Transkriptionsrepressoren
innerhalb des Kern-Oszillators der circadianen Maschinerie betrachtet (Abb. 1.14; Okamura et al. 1999;
van der Horst et al. 1999; Vitaterna et al. 1999; Shearman et al. 2000; Hirayama et al. 2003). ACRYs
Typ Il sind vor allem in Sdugern vertreten, wobei MmCRY1 und MmCRY2 aus Mus musculus und HsCRY1
und HsCRY2 aus Homo sapiens am besten untersucht sind. In einer lichtunabhdngigen negativen
Transkriptions-Translations-Riickkopplung wirkt CRY im Dimer mit PER als Repressor fiir die CLOCK-
BMAL1-aktivierte Transkription E-Box-kontrollierter Gene (Gekakis et al. 1998; Hogenesch et al. 1998).
Da die CRYs hier als lichtunabhangige Kern-Oszillator-Komponenten wirken, wird angenommen, dass
sie sich bereits im Grundzustand in einer aktiven Konformation befinden. Dabei bieten sowohl die PHR
als auch die CTE Interaktionsflachen fur die weiteren Oszillator-Faktoren (Chaves et al. 2006; van der

Schalie et al. 2007; Langmesser et al. 2008; Ozber et al. 2010; Xing et al. 2013).
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Abb. 1.14: Tierische Cryptochrome Typ Il als lichtunabhangige Transkriptionsrepressoren des circadianen Kern-
Oszillators in Sdugern. Im Kern-Oszillator von Sdugern aktiviert das CLOCK-CYCLE-Heterodimer die Transkription
von E-Box- regulierten Genen, darunter period (per), cry, ror und Rev-erba. Durch Kasein-Kinase-vermittelte
Phosphorylierungen wird das PER-CRY-Heterodimer in den Nukleus Gberfiihrt, wo es die CLK-BMAL-induzierte
Transkription und damit die eigene Expression reprimiert. Die negative Riickkopplung wird zudem durch den
Proteasom-vermittelten PER- und CRY-Abbau verstarkt. In einer zweiten Riickkopplungsschleife konkurrieren
ROR bzw. Rev-ERBa um die Bindung an den bmall- Promoter, wobei ROR aktivierend und Rev-ERBa reprimierend
auf die BMALI1-Expression wirkt. Dies fiihrt zu einer zeitlichen Verzogerung der CLK-BMAL1-induzierten
Transkription, um den circadianen Rhythmus zu takten. CLK circadian locomotor output cycles kaput, BMAL1
brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)-like protein 1, PER PERIOD, ROR und
Rev-ERBa retinoid- related orphan receptors, RRE retinoid-related orphan receptor response elements, ccg clock-
controlled genes, B-TRCP E3-Ligase-Substrat-Rezeptor, FBXL3 E3-Ligase-Substrat-Rezeptor, E3 Protein-Ubiquitin-
Ligase, U Ubiquitinierung, P Phosphorylierung.

CRY-DASHs wurden erstmals 2003 mit AtCRY3 in A. thaliana und SynCRY-DASH in Synechocystis sp.
identifiziert (Brudler et al. 2003). Die Benennung basiert auf der nahen Verwandtschaft mit aCRYs und
(6-4)-PLs  (Drosophila-Arabidopsis-Synechocystis-Homo). ~ CRY-DASHs konnen in  Bakterien,

Cyanobakterien und Pilzen bis hin zu Pflanzen und aquatischen Vertebraten nachgewiesen werden
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(Daiyasu et al. 2004). CRY-DASHs dhneln strukturell am meisten CPDI-PLs in Bezug auf die positive
Oberflachenladung rund um die FAD-Bindetasche, die die Substrat-Bindung in PLs ermdoglicht (Kleine
et al. 2003). In diesem Zusammenhang wurde in in vitro-Ansatzen eine Bindung an und Reparatur von
CPD-Dimeren in einzelstrangiger ssDNA nachgewiesen, weshalb CRY-DASHs als CPD-PLs fiir ssDNA
angesehen werden (Selby und Sancar 2006; Pokorny et al. 2008).

Neben einer CTE kénnen CRY-DASHs eine N-terminale Erweiterung (NTE) von 40 bis 50 AS aufweisen,
die in AtCRY3 den Import in Chloroplasten und Mitochondrien vermittelt (Kleine et al. 2003; Huang et
al. 2006; Klar et al. 2007). Auch fiur CRY-DASH-Proteine aus Karenia brevis und C. reinhardtii (CrCRY-
DASH1) wurde eine Chloroplasten-Lokalisation gezeigt, wahrend in Trypanosoma die Lokalisation im
Mitochondrium nachgewiesen wurde (Brunelle et al. 2007; Agalarov et al. 2011; Carolaing Gabaldon
et al. 2010; Rredhi et al. 2021).

CRY-DASHs wird zusatzlich eine Photorezeptorfunktion zugeschrieben. Diese Funktion wird auf
(post-) translationaler Ebene ausgelibt, da Unterschiede zum Wildtyp in Mutanten nicht in verdnderten
Transkriptlevels, sondern in verdnderten Proteinkompositionen gefunden werden (Castrillo et al.
2013; Castrillo et al. 2015; Vass et al. 2014; Wang et al. 2017; Rredhi et al. 2021). So beeinflusst CrCRY-
DASH1 die Synthese von Thylakoidmembranen, Photosyntheseproteinen und -pigmenten in
Ubereinstimmung mit seiner plastididren Lokalisation (Rredhi et al. 2021). Eine Repression von CLK-
BMAL1-aktivierten Transkriptionen konnte nicht nachgewiesen werden (Daiyasu et al. 2004).
CRY-DASH-Proteine werden i.d.R. mit MTHF isoliert, das einzige Antennenchromophor, das bisher in
dieser Gruppe gefunden wurde (Daiyasu et al. 2004; Huang et al. 2006; Song et al. 2006; Klar et al.
2007; Rredhi et al. 2021). Die FAD-Redoxformen in isolierten Proteinen sind vielfaltig. Wahrend CrCRY-
DASH1 mit FADH" aufgereinigt wird, liegt in den CRY-DASHs aus Danio rerio und Xenopus laevis eine
Mischung aus FADox und FADH® und in AtCRY3 aus FADox und FADH" vor (Daiyasu et al. 2004; Song et
al. 2006; Rredhi et al. 2021). Aufgrund der Photolyase-Aktivitadt wird fir in vivo- Bedingungen der
vollreduzierte Zustand FADH™ als Ruhe- und Katalyseform betrachtet. Fir die Ausiibung der
Photorezeptorfunktion wird auch die oxidierte und semireduzierte Form als Ruheform erwogen,
sodass CRY-DASH-Proteine in Abhangigkeit von den jeweiligen externen Lichtbedingungen und der
zellularen Redoxumgebung eine duale Funktion als Photolyase oder Photorezeptor ausiiben kénnen

(Kiontke et al. 2020).

Eine weitere CRY-Gruppe mit dualer Funktion sind tierahnliche CRYs. Diese sind am néchsten zu (6-4)-
PLs und aCRYs verwandt. Wie aCRYs weisen tierdhnliche CRYs eine kurze CTE auf und werden mit
FADox isoliert, kdnnen jedoch lichtabhangig bis zum vollreduzierten FADH" Giberflihrt werden (Beel et
al. 2012; Franz et al. 2018). Die drei bestcharakterisierten tierdhnlichen CRYs aus P. tricornutum

(PtCPF1), Ostreococcus tauri (OtCPF1) und C. reinhardtii (CraCRY) wirken als (6-4)-PLs unter in vitro-
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und in vivo- Ansatzen (Coesel et al. 2009; Heijde et al. 2010; Franz et al. 2018). Darliber hinaus wirken
alle der genannten CRYs als Photorezeptoren. PtCPF1 reguliert BL-abhangig, CraCRY BL- und RL-
abhangig die Transkription (Coesel et al. 2009; Beel et al. 2012; Franz et al. 2018). OtCPF1 wirkt beim

Input-Signalweg der circadianen Maschinerie (Heijde et al. 2010).

1.4 Photorezeptoren in P. tricornutum

Aufgrund der besonderen Lichtverhdltnisse in aquatischen Habitaten weisen die Mikroalgen des
marinen Phytoplanktons spezialisierte Photorezeptoren auf (Hegemann 2008; Jaubert et al. 2017).
Dazu gehoren die Stramenopilen-spezifischen Aureochrome sowie die Vielzahl an CRYs, darunter CRYs
mit dualer Funktion wie CRY-DASHs und tierdhnliche CRYs, sowie pflanzendhnliche CRYs.

Die Genomanalyse von P. tricornutum gibt Hinweis auf ein PHY, ein Heliorhodopsin, drei AUREOs Typ I-
Isoformen, ein AUREO Typ Il sowie vier CRYs (vgl. Anhang Abb. Al; Bowler et al. 2008). Gleichzeitig
kénnen fir P. tricornutum, wie fiir Diatomeen allgemein, keine homologen Komponenten zu
bekannten Signaltransduktionskaskaden gefunden werden. Unter den annotierten CRYs sind zwei CRY-
DASHSs, ein tierdhnliches CRY mit dualer Funktion sowie ein pflanzendhnliches CRY. Von diesen
annotierten Photorezeptoren wurden das PHY PtDPH1, die AUREOs PtAUREO1a, -1b, 1c und PtAUREO2
sowie PtCPF1 mit dualer Funktion charakterisiert (Abb. 1.15; Coesel et al. 2009; Huysman et al. 2013;

Fortunato et al. 2016).
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Abb. 1.15: Photorezeptoren in P. tricornutum. Entsprechend der Genomanalyse enthélt P. tricornutum ein
Phytochrom, ein Heliorhodopsin, vier Aureochrome und vier Cryptochrome. Von diesen wurde das Phytochrom
PtDPH1, die Aureochrome PtAUREO1la, -1b und -1c sowie das tierdhnliche Cryptochrom PtCPF1l bereits
charakterisiert. PtCryP gehort zur vergleichsweise neu definierten Gruppe pflanzendhnlicher Cryptochrome.
Verandert nach Jaubert et al. in Falciatore und Mock 2022.
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PtDPH1 weist eine Bakteriophytochrom-ahnliche Struktur auf mit dem Chromophor Biliverdin IXa und
einer Histidin-Kinase-Effektordomane, die eine fRL-abhdngige Autophosphorylierung induziert
(Fortunato et al. 2016). Knockout-Untersuchungen zeigten eine von PtDPH1 im fRL kontrollierte
Expression von Genen mit meist unbekannter Funktion. Bisher konnten keine Homologe zu bekannten
PHY-Interaktionspartnern gefunden werden.

Die AUREOs PtAUREO1a, -1b und 1c sind nuklear lokalisierte, BL-aktivierte Transkriptionsfaktoren mit
einer N-terminalen bZIP-Domane, die als Dimere die Bindung an Promotoren mit AUREO-
Erkennungssequenzen vermitteln (Schellenberger Costa et al. 2013a). Sie aktivieren BL-abhéngig die
Expression  von  Zellzykluskontrollproteinen  sowie des  Thylakoidmembran-lokalisierten
Lichtschutzkomplexes Lhcx1l und sind damit an der Regulation des Zellzyklus und der
Starklichtakklamation beteiligt (Huysman et al. 2013; Schellenberger Costa et al. 2013b; Banerjee et
al. 2016; Heintz und Schlichting 2016; Mann et al. 2017).

Dem zu den tierdhnlichen Cryptochromen gehorigen PtCPF1 wurde eine duale Funktion als BL-
aktivierte (6-4)-PL und als Photorezeptor nachgewiesen (Coesel et al. 2009). Als
Transkriptionsregulator kann PtCPF1 in COS7-Zellen wie aCRYs Typ Il die CLOCK-BMAL1-aktivierte
Genexpression reprimieren und in P. tricornutum sowohl aktivierend als auch hemmend auf die

Expression von photosynthetischen Lichtsammelproteinen und Pigmentbiosyntheseenzymen wirken.

Erstaunlicherweise konnen in Organismen, die aus der sekundaren Endosymbiose zwischen einem
heterotrophen Eukaryot und einer Rotalge hervorgegangen sind, keine klassischen pCRYs gefunden
werden. Stattdessen weisen Diatomeen Vertreter der neu definierten CPF-Untergruppe
pflanzendhnlicher CRYs auf (Abb. 1.16; Oliveri et al. 2014). Pflanzenahnliche CRYs besitzen etwa 30 %
Sequenzidentitat mit pCRYs, unterscheiden sich von diesen jedoch deutlich in Bezug auf die FAD-
Bindung, den CTE-Aufbau sowie in weiteren pCRY-Schllsselpositionen. Phylogenetisch betrachtet
gruppieren sich pflanzenahnliche CRYs am nachsten zu pCRYs und damit zu CPDIII-PLs (vgl. Abb. 1.5).
Ihre Verteilung ist breit gestreut. Vertreter finden sich in eukaryotischen Einzellern aus dem Bereich
Excavata, Heterokontophyta (darunter zentrische und pennate Diatomeen), Haptophyta, Cryptophyta,
Rhodophyta und Chlorophyta sowie in aquatischen Metazoen der Klasse Actinopterygii
(Strahlenflosser) (Abb. 1.16; Oliveri et al. 2014; Fortunato et al. 2015; Mei und Dvornyk 2015;
Vechtomova et al. 2020; Petersen et al. 2021). Ihre Verbreitung bezieht sich demnach sowohl auf
Vertreter der roten (von Rhodophyta abstammenden) als auch der griinen (von Chloroplastida
abstammenden) Linie und nicht-photosynthetischer Organismen, ist jedoch auf aquatische
Lebensformen beschrankt. So finden sich keine Vertreter in multizellularen Organismen der braunen,
roten oder griinen Linie wie Landpflanzen. Diese phylogenetisch breite Verstreuung lasst vermuten,

dass der Vorlaufer pflanzenahnlicher CRYs bereits im letzten gemeinsamen Vorfahr der verschiedenen,
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heute existierenden, eukaryotischen Lebensformen enthalten gewesen sein  muss.
Evolutionsgeschichtlich miissen die zugehoérigen Gene mehrfach verloren gegangen sein, was zur

heutigen Verbreitung dieser CRY-Untergruppe gefiihrt hat (Oliveri et al. 2014; Fortunato et al. 2015).
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Abb. 1.16: Cryptochrom-Verteilung in ausgewahlten Algenspezies im Vergleich zu Landpflanzen. Die
verschiedenen Cryptochrom-Gruppen sind farblich kodiert, Nummern geben die Cryptochrom-Anzahl im
jeweiligen Genom wider (Petersen et al. 2021).

Fir das pflanzendhnliche Cryptochrom aus P. tricornutum PtCryP (CryP) konnten in vorhergehenden
Untersuchungen bereits grundlegende Informationen zur Chromophorbindung, Lokalisation und
Protein-Interaktionen gewonnen werden (Juhas 2015; Konig 2016). CryP ist ein wasserldsliches Protein
mit einer Masse von 67 kDa. Es wird nach heterologer Expression mit dem Neutralradikal FADH® und
dem Antennenchromophor MTHF isoliert (Juhas et al. 2014). Fluoreszenzmikroskopische Bilder zeigten
eine nukleare Lokalisation des CryP-GFP-Fusionskonstrukts. Mittels eines Pulldown-Assays wurden 18
potentielle CryP-Interaktionspartner identifiziert. Von diesen stehen 10 Proteine mit Ribosomen und
Translation, 6 Proteine mit dem Bereich DNA und Regulation sowie ein Protein mit dem Vitamin-
Metabolismus in Verbindung, wobei einem Protein keine Funktion zugeordnet werden konnte (Konig
2016). In CryP-Knockdown-Mutanten, die mittels RNA-Antisense-Konstrukten gewonnen wurden,
konnte ein regulativer Einfluss von CryP auf die Expression verschiedener Gene aufgezeigt werden.
Einerseits wiesen die Mutanten im Vergleich zum Wildtyp erhohte Proteinlevel der
photosynthetischen Lichtsammelkomplexe Lhcfl-11 und gleichzeitig reduzierte Level an den mit

Lichtschutz verbundenen Lhcx-Proteinen auf (Juhas et al. 2014). Dariber hinaus wurden BL-abhéngige
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Transkriptomanalysen durchgefiihrt (Kénig et al. 2017). Diese deckten sowohl eine aktivierende als
auch eine reprimierende Wirkung von CryP auf Gene unterschiedlichster Funktionen auf. Diese Gene
wurden in Abhangigkeit von der jeweiligen CryP-Wirkung in BL-regulierte, dunkel-regulierte oder BL-
und dunkel-regulierte Gene eingruppiert.

Letztlich konnten bislang keine konkreten Daten zur CryP-Wirkweise in vivo gewonnen werden. Dies
basiert auf der Tatsache, dass im Genom von P. tricornutum und anderen Diatomeen keine homologen
Komponenten zu bekannten pflanzlichen oder tierischen CRY-Signalwegen, wie z.B. der circadianen

Uhr, gefunden wurden.
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1.5 Zielsetzung

Basierend auf bekannten Mechanismen iber die Photoreduktion und Proteininteraktionen von
Photolyasen und Cryptochromen unterschiedlicher Klassen sollte in vorliegender Arbeit die Bedeutung
des FAD-Redoxzustands und der C-terminalen Proteindomane fiir die Wirkweise von CryP aus
P. tricornutum untersucht werden.

Der Fokus lag auf der Untersuchung folgender Fragestellungen:

1) Wie bestimmt die Komposition der FAD-Bindetasche die hohe Stabilitdit des semireduzierten

FADH® gegen aerobe Oxidation?

2) Welche Anderungen in Abhingigkeit des FAD-Redoxzustands und der C-terminalen

Proteindomane konnen beobachtet werden in Bezug auf

- CryP-Strukturanderungen hinsichtlich des Oligomerisierungszustands und der Konformation?
- die CryP-Bindefahigkeit mit bereits identifizierten Interaktionspartnern?

- die CryP-Stabilitat im zellularen Umfeld?

Die Analyse dieser Fragestellungen ermdglicht einen Vergleich der CryP-Wirkweise mit der pflanzlicher
bzw. tierischer Cryptochrome einerseits und Photolyasen andererseits. Ein mit pflanzlichen und
tierischen Cryptochromen vergleichbarer Mechanismus ist mit Strukturanderungen zwischen einer
inaktiven Dunkelform und einer lichtaktivierten Signalform verbunden, die zu differentiellen
Interaktionen mit Faktoren der Proteinexpressionsmaschinerie filhren, wahrend der Photolyase-
Mechanismus auf einem Elektronentransfer auf einen redoxsensitiven Bindepartner nach
Photoexzitation des FAD-Kofaktors beruht.

Hierzu wurden rekombinante CryP-Varianten heterolog exprimiert und isoliert, die Mutationen in fur
die FAD-Reduzierbarkeit entscheidenden Aminosduren oder eine Deletion der C-terminalen
Proteindoméane tragen. Durch die Wahl unterschiedlicher Belichtungsparameter wurde der FAD-
Redoxzustand zwischen den drei Reduzierungsstufen oxidiert, semireduziert oder vollreduziert
variiert.

Mit vorliegender Arbeit werden Erkenntnisse (ber grundlegende Wirkmechanismen der

vergleichsweise unerforschten Klasse pflanzenahnlicher Cryptochrome gewonnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Mikrobiologische und molekulargenetische Methoden

2.1.1 Zellkultivierung von P. tricornutum

Zellen des P. tricornutum-Wildtypstamms UTEX 646 (Heterokontophyta, Bacillariophyceae) sowie alle
daraus mittels ballistischer Transformation hergestellten Stamme wurden in einem taglichen
16 h Licht/ 8 h Dunkel-Rhythmus bei 60 uE*m2*s? und 18 °C in ASP-Medium kultiviert. Die Anzucht
aller gentechnisch modifizierten Stamme erfolgte unter Zugabe von 100 uM Zeocin.

Die Wildtypstamme von Cyclotella meneghiniana, Thalassiosira pseudonana und Chlamydomonas
reinhardtii wurden freundlicherweise zur Verfligung gestellt von N. Herrmann, K. Pieper und

Dr. M. Angstenberger (Goethe-Universitat Frankfurt).

ASP-Medium (nach Provasoli et al. 1957):

Zugabe vor dem Autoklavieren:
86 mM NacCl

21 mM KCI

11,8 mM NaNOs;

8,1 mM MgS04x 7H,0

4 mM Tris

0,58 mM K;HPO,4

0,16 mM H3BO3

pH 7,8 mit H,SO4

Zugabe nach dem Autoklavieren:
2,72 mM CaCl, x 2H,0

0,1 % (v/v) Eisen(lll)-Losung

0,1 % (v/v) Spurenelement-Losung A

Eisen(lll)-Lésung:

12,5 mM EDTA

12,2 mM FeCls
Spurenelementldsung A:

80,6 mM EDTA

20,5 mM MnCl; x 4H,0

8,3 mM ZnCl,

5 % (v/v) Spurenelement-L6sung B

Spurenelement-Lésung B:
1 mM CaCl, x 6H,0

0,5 mM Na;MoOQOg4 x 2H,0
0,35 mM CuCl; x 2 H,0
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Tab. 2.1: Verwendete P. tricornutum- Stamme.

Stamm (Abkiirzung)

Herkunft

Merkmale und Verwendung

UTEX 646 (WT)

Pt-pPHAT_eGFP-CryP mature-5
(Pt_CryP-eGFP)
PteGFP1 (Pt_eGFP)

Isolation aus Segelskar
(Finnland; 1951); erhéltlich von
Culture Collection of Algae at
the University of Texas
Goethe-Universitat Frankfurt
(Jager 2013)

Goethe-Universitat Frankfurt,
M. Fauth, S. Jager

Wildtyp;

CryP-Abbau,

lichtabhangige
Expressionsrhythmen
Expression CryP-EGFP-Fusion,
CryP-Abbau

Expression cytosolisches
EGFP,

Kontrolle fir CryP-Abbau

2.1.2 Zellkultivierung von E. coli

Zellen der Escherichia coli (E. coli)-Stamme XL1 blue und BL21DE3+ wurden, wenn nicht anders
beschrieben, bei 37 °C in lysogeny broth (LB)-Medium bzw. 2xYT-Medium kultiviert. Die Anzucht
erfolgte unter Zugabe von 100 uM Ampicillin (pET303-haltige Zellen), 50 pM Kanamycin (pET24a/b-
haltige Zellen) bzw. 34 uM Chloramphenicol (Stamm BL21DE3+).

LB-Medium: 10 g/l Trypton, 5 g/, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,0
2xYT-Medium: 16 g/l Trypton, 10 g/, 5 g/L Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,0

Tab. 2.2: Verwendete E. coli-Stamme.

Stamm Herkunft Merkmale und Verwendung
XL1 blue Stratagene Amplifizierung klonierter Vektoren
BL21 DE3 codon+ Stratagene Heterologe Proteinexpression

2.1.3 Isolation von Plasmiden

Die Isolation von Plasmiden erfolgte entsprechend den Angaben zum Gene-Jet Plasmid Miniprep Kit

(Thermo Scientific). Die Plasmide wurden in Tris-Puffer geldst und bei -20 °C gelagert.

Tris-Puffer: 10 mM Tris, pH 8,0
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2.1.4 Isolation von genomischer DNA (gDNA) aus P. tricornutum

Das Zellsediment aus 50 ml dicht bewachsener Kultur wurde in fllissigem Stickstoff gefroren und durch
Homogenisieren mit einem Morser aufgeschlossen. Das Lysat wurde mit 700 pl 2x CTAB-Puffer (Kira et
al. 2016) versetzt, anschlieRend 1:1 (v/v) mit Chlorophorm/ Isoamylalkohol (Cl, 24:1 (v/v)) vermischt
und zentrifugiert (16060 g, 5 min). Die obere wassrige, DNA-haltige Phase wurde von der organischen
Phase getrennt, auf 1 ml mit 1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC)- H,O aufgefullt, 1:1 (v/v) mit Phenol/
Chloroform/ Isoamylalkohol (PCI fir DNA-Extraktion, Roth) versetzt und zentrifugiert (16060 g, 3 min).
Die wassrige Phase wurde durch Zugabe von 1 ml Chloroform von Phenolresten befreit und die
enthaltene DNA nach Zentrifugation (16060 g, 3 min) mit 0,1 Vol 3 M Natriumacetat und 1 Vol
Isopropanol Gber Nacht bei -20 °C geféllt. Nach Zentrifugation (16060 g, 20 min, 4 °C) wurde das DNA-
haltige Sediment zweimal in 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und nach Trocknen in 100 pl Tris-Puffer
gelost. Es folgte ein einstiindiger RNA-Verdau bei 37 °C nach Zugabe von 10 pl RNase A (10 mg/ml,
Thermo Scientific). AnschlieBend folgte eine PCI-Fallung mit Chloroform-Aufreinigung und
Prazipitation wie beschrieben. Das DNA-Sediment wurde in 50 ul Tris-Puffer gelost und die

Konzentration photometrisch bestimmt (vgl. 2.1.6).

2.1.5 Isolation von RNA aus P. tricornutum

Das Zellsediment aus 50 ml Kultur wurde nach Zugabe von ca. 0,25 ml Glasperlen (0,1:0,3 mm (1:1))
sowie 0,5 ml Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (PCI fir RNA-Extraktion, Roth) aufgeschlossen
(10 min, 60 Hz, TissueLyser, Qiagen). Das Lysat wurde mit 1 ml 1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H,O
versetzt und zentrifugiert (16060 g, 3 min). Die obere wassrige, RNA-haltige Phase wurde von der
organischen Phase getrennt, auf 1 ml mit DEPC- H,0 aufgefullt, mit 1 ml PCl versetzt und zentrifugiert
(16060 g, 3 min). Die wassrige Phase wurde durch Zugabe von 1 ml Chloroform von Phenolresten
befreit und nach Zentrifugation (16060 g, 3 min) mit 5 M LiCl, im Verhaltnis 1:1 (v/v) Giber Nacht bei
-20 °C gefallt. Nach Zentrifugation (16060 g, 20 min, 4 °C) wurde das RNA-haltige Sediment zweimal in
1 ml 70 % Ethanol gewaschen und nach Trocknen in 42 ul DEPC-H,0 gel6st. Es folgte ein dreistiindiger
DNA-Verdau bei 37 °C nach Zugabe von 5 pl 10x DNase I-Puffer und 3 ul DNase | (RNase-free, Thermo
Scientific). AnschlieBend folgte eine PCI-Fallung sowie Chloroform-Aufreinigung mit LiCl,-Fallung wie
beschrieben. Das RNA-Sediment wurde in 15 pl DEPC-H,0 gel6st und die Konzentration photometrisch
bestimmt (vgl. 2.1.6).
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2.1.6 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration isolierter Nukleinsauren wurde photometrisch bestimmt (Formel 1).

Formel 1: c[pg/ml] = 0D X V X F
(c = Konzentration der Probe; 0D, = Absorption bei 260 nm; V = Verdliinnungsfaktor;
F = Multiplikationsfaktor (40 fir RNA, 50 fiir dsDNA)
(Gallagher und Desjardins 2006)

2.1.7 Reverse Transkription und Quantitative Real-time-PCR (qRT-PCR)

Zur Analyse von Rhythmus und Lichtabhangigkeit der cryp-, ID42612- und bola-Genexpression wurden
P. tricornutum-Zellen des Wildtyps UTEX 646 auf eine anfingliche Zelldichte von 10°%-Zellen/ ml
gebracht und 7 Tage kultiviert. Vor Beginn der Probenentnahme wurden die Kulturen 16 h an
Dunkelheit adaptiert. AnschlieBend wurden die Zellen weiterhin in Dunkelheit oder bei 15 pE*m2*s?
Blaulicht (BL, Amax 466 nm), Rotlicht (RL, Amax 591 nm) bzw. Dunkelrotlicht (fRL, Amax 731 nm)
inkubiert. Es folgte die Ernte von je 50 ml Kultur in einem Zweistunden-Rhythmus (3466 g, 10 min) mit
anschlieBender RNA-Isolation (vgl. 2.1.5). Die Synthese von cDNA aus isolierter Gesamt-RNA erfolgte
entsprechend den Herstellerangaben (M-MulV Reverse Transcriptase, NEB).

Zur Analyse relativer Transkriptmengen wurden quantitative RT-PCRs gemaR den Herstellerangaben
durchgefiihrt (2x Blue S’Green gPCR-Mix versetzt mit 200 nM ROX, Biozym). Zunachst wurden die
Effizienzen der verwendeten Starteroligonukleotide (Primer) durch Messung der Linearitdt der
Standardkurven in einer cDNA-Verdinnungsreihe bestimmt (Tab. 2.3). Die Reinheit der Amplifikate
wurde mit Hilfe von Schmelzkurven Uberprift. Unter Verwendung des Programms MxPro (Agilent
Technologies) zur Ergebnisauswertung wurden die relativen Transkriptmengen anschliefend nach
Schmittgen und Livak (2008) berechnet. Als endogenes Referenzgen diente histon h4 (Siaut et al. 2007,
Sachse et al. 2013). Folgende Parameter definierten den PCR-Ablauf:

Initiale Denaturierung (10 min/ 95 °C), Amplifizierung in 40 Zyklen (Primerannealing bei 60 °C),
Schmelzkurvenmessung (1 min/ 95 °C, 30 sec/ 55 °C, 30 sec/ 95 °C).
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Tab. 2.3: Fiir die Analyse der lichtabhidngigen Genexpression von cryp, ID42612 und bola mittels qRT-
PCR verwendete Primer (5‘—3‘) und deren Effizienzen gemessen an der Linearitat einer cDNA-
Verdiinnungsreihe (R?).

Endogenes Referenzgen h4 (PHATRDRAFT_26896)
h4 fw GGTCCTTCGCGACAATATCC

R?>=0,969
hd rv CGCAGGTCTGCTGTGATTC
cryp (PHATRDRAFT_54342)
cryp S4b fw | CGAGAGCGTTCTTGCAATGA R? = 0.900
cryp S2 rv TTATGCGAGACTTGATGGCAGC
1D42612 (PHATRDRAFT_42612)
exp aaa fw GGCCCAAGATTCTCTCCAGG R? = 0,991
exp aaarv CGCCATAGCCTTATCGGTGA
bola (PHATRDRAFT_14849)

exp bolafw | TCGCCGACGCCATTGTCC R = 0.990
exp bolarv CCACTGGGCCGGTGTTTTG

2.1.8 Restriktion von Plasmid-DNA
Die Restriktion von Plasmid-DNA erfolgte gemaR den Herstellerangaben der verwendeten

Restriktionsendonukleasen (Thermo Scientific).

2.1.9 Auftrennung von DNA-Fragmenten per Agarose-Gelelektrophorese
Der Erfolg von PCR und Restriktion wurde elektrophoretisch auf Agarosegelen liberprift. Dazu wurden
Gele einer Konzentration von 1 oder 2 % Agarose in 1XTAE-Puffer eingesetzt. Die Auftrennung erfolgte

bei 75-100 V fiir 60-120 min.

1XTAE (Tris-Acetat-EDTA): 40 mM Tris, pH 7.5, 20 mM Natriumacetat, 1 mM Na,EDTA

2.1.10 Klonierung von Expressionsvektoren fiir die heterologe Proteinexpression in E. coli

Zur biochemischen und spektroskopischen Analyse von CryP wurden Expressionsvektoren fir
verschiedene CryP-Varianten und Kontrollproteine kloniert. Dies erfolgte auf Basis des pET303/CT-His
bzw. pET302/NT-His-Vektorsystems (Invitrogen). Hierfir wurden in einer Pfu-Polymerase-

katalysierten Polymerasekettenreaktion (PCR) nach Herstellerangaben (Thermo Scientific) unter
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Verwendung genspezifischer Primer die kodierenden Sequenzen amplifiziert, die fiir die Integration in
den restriktionsenzymatisch linearisierten pET303/CT-His-Vektor eingesetzt wurden.

Unter folgenden PCR-Parametern wurden die Amplifikate gewonnen, um die in Tab. 2.4 aufgefiihrten
Vektoren zu klonieren:

Initiale Denaturierung (5 min/ 95 °C), Amplifizierung in 40 Zyklen (Primerannealing bei 60 °C), finale

Elongation (10 min/ 72 °C).

Tab. 2.4: Fir die Klonierung von Expressionsvektoren verwendete Primer (5‘—3‘), Matrizen und
Restriktionsenzyme.

PET303/cryp-phr-his (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cryp-his)
HF_pET303-cryp-woCT fw TAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGTCGAATAGCGACCATGG
HF_pET303-cryp-woCT rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGATCGCCTTCTCATTGCAAG
pET303/cryp-phr-his_korr (pET303/CT-His geschnitten Xbal und Xhol, Matrize pET303/cryp-his)
HF_pET303-cryp-woCT_korr fw | AAGGAGGTCTAGAATGCATCTCATGTCGAATAGCGACCATGG
HF_pET303-cryp-woCT_korr rv GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCGCCTTCTCATTGCAAGAA
pET303/cte-his (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cryp-his)

HF _pET303-cte fw TAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGAGAAGGCGATCGCAAG
HF_pET303-cte rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGATGCGAGACTTGATGGCAGCC
pET303/cte-his_korr (pET303/CT-His geschnitten Xbal und Xhol, Matrize pET303/cryp-his)
HF_pET303-cte fw TAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGAGAAGGCGATCGCAAG
HF_pET303-cryp rv Xhol TGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGAGACTTGATGGCAG
pET303/cpf1-phr-his (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cpf1-his)

HF_cpfl fw TTTAACTTTAAGAAGGAGGTATGGCTAAATCGGAAGAGAA
HF_cpfl-wocte rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGAATCGTACGCTTCCTTCATCC
pET303/cracry-phr-his (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET28a/cracry-his)

HF_cracry fw TTTAACTTTAAGAAGGAGGTATGGCAGGCGTTAAAAATTC
HF_cracry-wocte rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGAACTACCACCTTCACCACCGC
pPET302/8x-his-egfp (pET302/NT-His geschnitten Pmll, Matrize pPhaT/egfp)

HF_egfp fw TGCATCATCATCATCATCACCACCACGTGAGCAAGGGCGAGGAG
HF _egfp rv TCGATCTCGAGCGAATTCACTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC

Die in Tab. 2.5 aufgelisteten Vektoren wurden unter Verwendung von Amplifikaten einer Fusions-PCR
kloniert. Dabei wurden zunédchst Einzelfragmente F1-Fn mit zueinander komplementidren Enden
amplifiziert, gefolgt von einer fusionierenden PCR unter Verwendung der Primer HF1 fw und HFn rv.:
Initiale Denaturierung (5 min/ 95 °C), Fragmentanlagerung in 5 Zyklen ohne Primer (Denaturierung
30 sec/ 95°C, Annealing 30sec/ 55°C, Elongation 1min/ 72 °C), Amplifizierung in 40 Zyklen
(Primerannealing bei 60 °C), finale Elongation (10 min/ 72 °C).
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Tab. 2.5: Fiir die Klonierung von Expressionsvektoren mittels Fusions-PCR verwendete Primer
(5‘—3‘) und Vektormerkmale. Fortfihrung auf folgender Seite.

pPET303/cryp-his_W342F (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cryp-his)

HF_pET303-cryp fw TAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGTCGAATAGCGACCATGG
HF1_W342F rv TTCGTCACCCGTGACGAATTCCGATGCTTCATAG

HF2_W342F fw CTA GTGCTCGAGATGCATTCTAGATGCGAGACTTGATGGCAGCC
HF_pET303-cce rv TGAAGCATCGGAATTCGTCACGGGTGACGAA

pET303/cryp-his_N417C (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cryp-his)

HF_pET303-cryp fw TAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGTCGAATAGCGACCATGG
HF1_N417Crv CCACATCATCGAATGGATCGCGC

HF2_N417C fw GCGCGATCCATTCGATGATGTGG

HF_pET303-cce rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGATGCGAGACTTGATGGCAGCC

pPET303/cryp-his_W231A (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cryp-his)

HF_pET303-cryp fw | TAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGTCGAATAGCGACCATGG
HF1_W231Arv GGCTCATCCGCCTTTGTGGAAGG

HF2_W231A fw CCTTCCACAAAGGCGGATGAGCC

HF_pET303-cce rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGATGCGAGACTTGATGGCAGCC

pET303/cryp-his_Y373A (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cryp-his)

HF pET303-cryp fw AACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGTCGAATAGCGACCATGG
HF1_Y373Arv AACCAGTTGTAGCGAGTTCACGCATCCC

HF2_Y373A fw GGGATGCGTGAACTCGCTACAACTGGTT

HF_pET303-cce rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGATGCGAGACTTGATGGCAGCC
pET303/cryp-his_Y373A/W231A (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cryp-his)
HF_pET303-cryp fw TAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGTCGAATAGCGACCATGG

HF1_W231Arv GGCTCATCCGCCTTTGTGGAAGG
HF2_W231A fw CCTTCCACAAAGGCGGATGAGCC
HF1_Y373Arv AACCAGTTGTAGCGAGTTCACGCATCCC
HF2_Y373A fw GGGATGCGTGAACTCGCTACAACTGGTT

HF_pET303-cce rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGATGCGAGACTTGATGGCAGCC
pET303/cryp-his_E128A (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize pET303/cryp-his)

HF_pET303-cryp fw TAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGTCGAATAGCGACCATGG
HF1_E128Arv CCCTGCTTGCAGGTGTCATCTC

HF2_E128A fw GAGATGACACCTGCAAGCAGGG

HF_pET303-cce rv GTGCTCGAGATGCATTCTAGATGCGAGACTTGATGGCAGCC

pET303/cpfi-his (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrize P. tricornutum gDNA)

HF_CPF1_E1 fw GTTTAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGGCTAAATCGGAAGAGAAAAAAC
CPF1_Elrv TATACAGCCGTGCTTGACGTAAGGACTCAAAGCAGTAGTGCTTGG

CPF1_E2 fw CCAAGCACTACTGCTTTGAGTCCTTACGTCAAGCACGGCTGTATA

CPF1_E2rv ATCATTTTGTCAAAGTTTGGAGTGCTGTATCCGACCAGATAATTGAAGT
CPF1_E3 fw ACTTCAATTATCTGGTCGGATACAGCACTCCAAACTTTGACAAAATGAT

CPF1_E3 rv GGCGAATAGCATCGAAAATACTGATAGAAATGGGCAGTGCAAGAA

CPF1_E4 fw TGGCTTTCTTGCACTGCCCATTTCTATCAGTATTTTCGATGCTATTCGCC

CPF1_E4 rv TTGAACTGAGGCAACCATTTGCGAATGTAATCGCCATTTGGGTCCGTCTTTTTACC
CPF1_E5 fw TTCGGTAAAAAGACGGACCCAAATGGCGATTACATTCGCA

HF_CPF1_E5rv GTGGTGGTGCTCGAGATGCATTCTAGAGTTGCGACGTTGTCGCTTTG
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Tab. 2.5: Fortfiihrung.

pET303/cpf1-cte-his (pET303/CT-His geschnitten Xbal, Matrizen pET303/cpf1-his u. pET303/cryp-his)

HF_CPF1_E1 fw GTTTAACTTTAAGAAGGAGGTCTAGAATGGCTAAATCGGAAGAGAAAAAAC
HF_cpfl-crypCT rv TTCTTGCGATCGCCTTCTGTTGCGACGTTGTCGCTTTG
HF_cpfl-crypCT fw CAAAGCGACAACGTCGCAACAGAAGGCGATCGCAAGAA

HF_pET303-crypCT rv GTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGAGACTTGATGGCAG
Xhol

Die Assemblierung von PCR-Produkt und Vektor erfolgte stets in einer ligase-unabhangigen Hot-
Fusion-Reaktion nach Fu et al. (2014).

Die Verifizierung der klonierten Vektoren erfolgte per Sequenzierung (Eurofins Genomics).

2.1.11 Transformation von E. coli

Fir die Transformation von E. coli wurden chemisch kompetente Zellen eingesetzt (Cohen et al. 1972).
Diese wurden 1:1 (v/v) mit Transformationspuffer versetzt und nach Zugabe von maximal einem
Zehntel des Zellvolumens an Plasmid-DNA bzw. Hot-Fusion-Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock bei 42 °C flir 90 sec wurde der Ansatz kurz auf Eis abgekiihlt und 1:5 (v/v) mit LB-
Medium (E. coli XL1 blue) bzw. 1:1 (v/v) mit SOC-Medium (E. coli BL21 DE3 Codon+) verdiinnt. Der
Transformationsansatz wurde nach 30 min Inkubation bei 37 °C auf LB-Agar-Platten (1,3 % (w/v) Agar)

unter Antibiotikadruck ausgestrichen.

Transformationspuffer: 100 mM CaCl,, 50 mM MgCl,

LB-Medium: 1 % Pepton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl

SOC-Medium: 20 mM Glukose, 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl,
10 mM MgCl,, 10 mM MgS0,

2.1.12 Verwendete Plasmide

Tab. 2.6: Fur die heterologe Proteinexpression verwendete Vektoren. Fortfiihrung auf folgender
Seite.

Plasmid Herkunft Merkmale und Verwendung
pET303/CT-His Invitrogen Klonierung von Expressionsvektoren
pET302/NT-His Invitrogen Klonierung von Expressionsvektoren
pET303/cryp-his Juhas et al. 2014 CryP-His
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Plasmid Herkunft Merkmale und Verwendung
pET303/cryp-ha Neilner 2017 CryP-HA
pET303/cryp-phr-his Diese Arbeit CryP-PHR-His (AS 1-512)
CryP-PHR-His (AS 1-512) ohne
PET303/cryp-phr-his_korr Diese Arbeit klonierungsbedingtes R zwischen PHR und
His-Tag
pET303/cryp-his W342F Diese Arbeit CryP-His mit W—F-Austausch des distalen
W342 der W-Triade
pET303/cryp-his_N417C Diese Arbeit CryP-His mit N—C-Austausch des FAD-N5-
proximalen N417
CryP-His mit W—A-Austausch des
PET303/cryp-his_W231A Diese Arbeit potentiellen MTHF-komplexierenden
W231
pET303/cryp-his_Y373A Diese Arbeit CryP-His mit Y—A-Austausch des
potentiellen MTHF-komplexierenden Y373
CryP-His mit W—A- und Y—A-Austausch
PET303/cryp-his_W231A/ Y373A Diese Arbeit der potentiellen MTHF-komplexierenden
W231 und Y373
PET303/cryp-his_E128A Diese Arbeit CryP-His mit E—>A-Austausch des
potentiellen MTHF-komplexierenden E128
pET303/cte-his Diese Arbeit C-terminale Doméane CTE von CryP (AS
510-585)
C-terminale Doméane CTE von CryP (AS
pET303/cte-his_korr Diese Arbeit 510-585) ohne klonierungsbedingtes R
zwischen CTE und His-Tag
pET303/ptcpf1-his Diese Arbeit PtCPF1-His, vgl. Coesel et al. (2009)
pET303/ptcpf1-phr-his Diese Arbeit PtCPF1-PHR-His (AS 1-520)
pET303/ptcpfl-cte-his Diese Arbeit Fusion PtCPF1 und CTE von CryP
pET28a/cracry-his Beel et al. 2012 CraCRY-His aus C. reinhardtii
pET303/cracry-phr-his Diese Arbeit CraCRY-PHR-His (AS 1-510)
pET303/aaa-his Kbnig 2016 CryP-Interaktionspartner ID42612
pET303/bola-his CryP-Interaktionspartner BolA
pET302/8x-his-egfp Diese Arbeit 8xHis-EGFP

pET24b/ Iv-wscp-his

Takahashi et al.

2013
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2.2 Proteinbiochemische und spektroskopische Methoden

2.2.1 Heterologe Proteinexpression und -isolation

Die Expression der in dieser Arbeit verwendeten Proteine erfolgte im heterologen T7-
Expressionssystem in E. coli BL21 DE3 Codon+ (Invitrogen) durch Induktion der Proteinexpression
mittels Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG). Zur Proteinisolation per Metallionen-
Affinitatschromatographie (IMAC) diente je eine rekombinante Polyhistidinmarkierung (His-Tag)
variabler Lange und Position. Expression und Isolation erfolgten in Anlehnung an Juhas et al. (2014)
(Tab. 2.7).

Flr sdmtliche Proteine erfolgte die Isolation und Handhabe bei 4 °C, tberdies wurden fiir die CRY-
Varianten alle Arbeitsschritte nach IPTG-Zugabe in Dunkelheit durchgefiihrt. Die Zellen wurden mittels
Ultraschall (3x 15 s Puls/ 45 s Pause, Amplitude 45 %, 1/8 Aufsatz, Ultrasonnic Processor FB-505, Fisher
Scientific, auf Eis) aufgeschlossen, das entstandene Lysat bei 22 000 g fiir 15 min zentrifugiert. Die
Proteine wurden mit 150 mM Imidazol eluiert und anschlieBend mithilfe von GroRenausschlussfiltern
(Millipore Amicon Ultra, 10 bzw. 30 kDa Ausschluss) durch aufeinander folgende Verdinnungs- und
Konzentrationsschritte in den Lagerpuffer Gberfiihrt, um eine Prazipitation der Proteine wahrend des
stundenlangen Pufferwechsels in einem Dialyseschlauch zu vermeiden. Die Proteine wurden nach
Bradford (vgl. 2.2.2) quantifiziert und bei -20 °C gelagert. Wenn nicht anders beschrieben wurden alle

experimentellen Ansatze in Lagerpuffer durchgefiihrt.

Tab. 2.7: Expressionsparameter fiir die heterologe Proteinexpression in E. coli. Fortfiihrung auf
folgender Seite.

Protein IPTG-Konzentration Expressions- Expressionsdauer [h]
[uM] temperatur [°C]

CryP-His, CryP-HA
CryP-PHR-His
CryP-His_W342
CryP-His_N417C
CryP-His_W231A
CryP-His_Y373A
CryP-His_W231A/Y373A
CraCRY-His
CraCRY-PHR-His
PtCPF1-His
PtCPF1-PHR-His
PtCPF1-PHR-CTE-His

10 18 20

36



Material und Methoden

Tab. 2.7: Fortfiihrung.

Protein IPTG-Konzentration Expressions- Expressionsdauer [h]
[uM] temperatur [°C]

CTE-His 100 37

ID42612-His 100 37

BolA-His 100 37 4-5

8xHis-EGFP 100 37

WSCP-His 1000 37 20
Lysepuffer: 50 mM NaPi pH7.8, 300 mM Nacl, 20 % Glycerin
Waschpuffer: 50 mM NaPi pH7.8, 100 mM NacCl, 20 mM Imidazol, 20 % Glycerin
Elutionspuffer: 50 mM NaPi pH7.8, 100 mM NaCl, 150 mM Imidazol, 20 % Glycerin
Lagerpuffer: 50 mM NaPi pH7.8, 100 mM NaCl, 20 % Glycerin

2.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Quantifizierung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach Bradford entsprechend den
Herstellerangaben (Roti®Quant, Roth). Hierflir wurde eine Referenzgerade mit Bovinem

Serumalbumin (BSA) zwischen 0 und 20 ug erstellt.

2.2.3 Wechsel zwischen den Flavin-Redoxzustdanden in CryP

Der Wechsel zwischen den FAD-Redoxzustdanden in CryP fur die biochemischen Analysen wurde wie
folgt erreicht:

Unmittelbar nach heterologer Isolation ist der Flavin-Kofaktor gréRtenteils als semireduziertes FADH?
mit einem kleinen Anteil an oxidiertem FADox in CryP-His gebunden. Dieser Anteil wurde durch
Belichtung fiir 15 min bei 15 pE*m™2*s? Blaulicht (BL, Amax 466 nm) in den stabilen, semireduzierten
Zustand Gberfiihrt. CryP mit gebundenem semireduzierten FADH® wird fortan als CryPsemired
bezeichnet.

Die Oxidation des Flavin-Kofaktors wurde durch Zugabe von 20 mM Ks[Fe(CN)]s im Eluat chemisch
beschleunigt. Dieses wurde in den folgenden Filterschritten vor der Lagerung wieder ausgewaschen
(vgl. 2.2.1). CryP mit gebundenem oxidierten FADox wird fortan als CryPox bezeichnet.

Der vollreduzierte FADH-Zustand wurde durch Zugabe von 20 mM Dithiothreitol (DTT) und BL-

Belichtung des Proteins nach 15 min bei 15 pE*m?*s? erreicht. Um diese, im Dunkeln instabile,
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Redoxform zu erhalten, wurden alle folgenden Arbeitsschritte unter BL durchgefiihrt. CryP mit

gebundenem vollreduziertem FADH" wird fortan als CryPfullyred bezeichnet.

2.2.4 Cryptochrom-Belichtung

Die Belichtung der untersuchten Cryptochrom-Varianten erfolgte mit Blaulicht (BL, Amax 466 nm),
Rotlicht (RL, Amax 591 nm) bzw. Dunkelrotlicht (fRL, Amax 731 nm) bei Lichtintensitidten zwischen 15
und 30 pE*m2*s?, Die Uberschneidung der jeweiligen Lichtqualititen mit den Absorptionsbereichen

von CryP mit gebundenem FADH® bzw. FADox ist in Abb. 2.1 dargestellt.
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Abb. 2.1: Fiir die Cryptochrom-Belichtung verwendete Lichtfelder. Die Belichtung erfolgte unter BL (Amax
466 nm), RL (Amax 591 nm) bzw. fRL (Amax 731 nm). (A) Uberlagerung der Lichtfelder mit der Absorption von
CryPox. (B) Uberlagerung der Lichtfelder mit der Absorption von CryPsemired.

2.2.5 Blue Native PAGE

Die native Auftrennung von Proteinen per Blue Native-Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE)
erfolgte in 4-10 %igen Polyacrylamid (PAA)-Gradientengelen. Als Lingenstandard wurde HMW Native
Marker (Scientific Laboratory Supplies) eingesetzt. Der Gellauf erfolgte bei 4 °C mit gefarbtem
Kathodenpuffer bis zur halben Laufstrecke, die zweite Laufhdlfte mit einem ungeférbten
Kathodenpuffer. Nach dem Gellauf waren die Proteine aufgrund des Coomassie-haltigen Laufpuffers
direkt sichtbar. Es folgte eine denaturierende SDS-PAGE in zweiter Dimension (vgl. 2.2.6) oder Western

Blotting und Immunodetektion (vgl. 2.2.8).
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Tab. 2.8: Zusammensetzung der BN-PAA-Gele.

4 % Sammelgel 4 % Trenngel 10 % Trenngel
H20 1,574 ml 1,372 ml 0,152 ml
ROTIPHORESE®Gel 40 (29:1) 0,4 ml 0,4 ml 1 ml
3x Gelpuffer 1 ml 1ml 1ml
75 % Glycerin - 0,2 ml 0,62 ml
10 % APS 10 ul 10 pl 10 ul
TEMED 10 ul 10 pl 10 ul

10x Probenpuffer: 0.5 Vol 2x Bis-Tris ACA, 0,4 Vol Glycerin, 0.01 % (w/v) Coomassie Brillantblau G250

2x BisTris-ACA:
3x Gelpuffer:
Kathodenpuffer:

Anodenpuffer:

1 M 6-Aminocapronsaure, 200 mM Bis-Tris, pH 7.0

1,5 M 6-Aminocapronsaure, 150 mM BisTris, pH 7.0

15 mM Bis-Tris, 50 mM Tricin, (0.01 % (w/v) Coomassie Brillantblau G250), pH 7.0
50 mM BisTris, pH 7.0

2.2.6 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Die denaturierende Auftrennung von Proteinen per diskontinuierlicher Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) erfolgte in 10 oder 12 %igen

Polyacrylamid (PAA)-Trenngelen mit einem Tris-Glycin-Laufpuffer. Als Probenpuffer wurde Roti®-

Load 1 (Roth), als Langenstandard BlueStar PLUS Prestained Protein Marker (NIPPON Genetics) oder

Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas) eingesetzt. Nach dem Gellauf wurden die

Proteine wahlweise mit Coomassie (1 h Farbung, 16 h Entfarbung) oder mittels Western Blotting und

Immunodetektion (vgl. 2.2.8) visualisiert.

Tab. 2.9: Zusammensetzung der SDS-PAA-Gele nach Laemmli.

4 % Sammelgel 10 % Trenngel 12 % Trenngel
H,O 2,46 ml 4,93 ml 4,43 ml
ROTIPHORESE®Gel 40 (37,5:1) 0,6 ml 2,5ml 3ml
Sammelgelpuffer 1ml - -
Trenngelpuffer - 2,5 ml 2,5 ml
25 % SDS 16 pl 40 pl 40 ul
10 % APS 20 pl 40 pl 40 ul
TEMED 20 ul 40 ul 40 ul
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Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris, pH 6.8
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris, pH 8.8

Laufpuffer: 0.038 M Glycin, 0.05 M Tris, 0.1 % SDS
Farbelosung: 0.25 % Coomassie Brillantblau G250 in 10 % Acetat
Entfarber: 10 % Acetat

2.2.7 Zweidimensionale PAGE

Die Auflésung von Proteinkomplexen wurde in zweidimensionaler PAGE mit einer nativen BN-PAGE
(vgl. 2.2.5) in erster und einer denaturierenden SDS-PAGE (vgl. 2.2.6) in zweiter Dimension
durchgefiihrt. Nach erfolgtem BN-Gellauf wurde der proteinhaltige Gelabschnitt ausgeschnitten, 2 min
in Aquilibrierungspuffer inkubiert und auf das Sammelgel eines SDS-PAA-Gels aufgelegt. Dieses wurde
mit 1 % Agarose (in Laufpuffer) tiberschichtet, worauf ein Gellauf nach Laemmli folgte. AnschlieRend

wurden die Proteine mittels Western Blotting mit Immunodetektion (vgl. 2.2.8) untersucht.

Aquilibrierungspuffer: 500 ul Glycerin, 750 pl B-Mercaptoethanol, 2.5 ml 25 % SDS, 3.75 ml Laemmli-

Sammmelgelpuffer, aufgefiillt auf 25 ml mit H,O

2.2.8 Western Blotting und Immunodetektion

Nach erfolgter BN- oder SDS-PAGE wurden die Proteine mittels Western Blotting im semi-dry-
Verfahren (modifiziert nach (Burnette 1981) auf eine Polyvinylidenfluorid (PFDV)-Membran
(Amersham™) tibertragen (1,5 h/ 1,5 mA/cm?). Die Membran wurde blockiert (1 h in 5 % Milchpulver
in PBS) und mit einem Peroxidase-gekoppelten Antikérper (Tab. 2.10; 1 h, 4 °C) inkubiert. Nicht
gebundene Antikdrper wurden durch Waschen mit PBS entfernt. Die Antikdrper-Epitop-markierten
Proteine wurden mittels Chemolumineszenzreaktion auf einem Rétgenfilm (Roth®) visualisiert. Dabei
wird nach einmin(tiger Inkubation der Membran in ECL-Losung die frei werdende Lumineszenz aus
der Umsetzung von Luminol detektiert. Diese Reaktion wird durch das an den Antikorper gekoppelte

Reporterenzym HRP (Meerrettichperoxidase) katalysiert.
Transferpuffer: 25 mM Tris, 150 mM Glycin, 20 % Methanol

PBS-Puffer: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na;HPOg, 1.4 mM KH,PO,, pH 7.4
ECL-L6sung: 100 mM Tris/ HCI pH 8.5, 2.5 mM Luminol (in DMSO), 0.4 mM p-Cumarséure

40



Material und Methoden

Tab. 2.10: Fiir die Inmunodetektion Epitop-markierter Proteine verwendete Antikérper.

Antikorper Hersteller Verdiinnung in
3 % Milchpulver in PBS

Monoklonal Anti-polyHistidine Sigma-Aldrich 1:3000

Peroxidase Antibody

Anti-HA Antibody produced in Sigma-Aldrich 1:2000

rabbit

RbcL, Rubisco large subunit, Agrisera 1:3000

form I and form Il

Goat Anti-Rabbit IgG, H&L Chain | Calbiochem 1:10000

Specific Peroxidase Conjugate

Anti-GFP (Goat) Antibody Rockland 1:5000

Peroxidase Conjugated

2.2.9 Analyse des CryP-Oligomerisierungsverhaltens

Die CryP-Oligomerisierung wurde in zwei Versuchsaufbauten untersucht. Einerseits wurde die CryP-
Oligomerisierung in Abhangigkeit von FAD-Redoxzustand, der C-terminalen Domane (CTE),
lonenstarke, Detergenzien und Kofaktoren mittels BN-PAGE (vgl. 2.2.5) untersucht. Dazu wurden
heterolog exprimiertes und isoliertes CryP-His (vgl. 2.2.1) in den Redoxzustinden FADox und FADH?
sowie das um die CTE verkirzte CryP-PHR-His eingesetzt. Die einzelnen CryP-Redoxformen wurden
durch chemische Oxidation bzw. reduzierende BL-Belichtung gewonnen (vgl. 2.2.3 und 2.2.4). 125-
1000 ng der einzelnen CryP-Varianten wurden ohne weitere Zusatze oder nach Zugabe von 50 mM
DTT, 300 mM NaCl, 0.02 % Triton X-100, 0.016 % B-Dodecylmaltosid (B-DDM), 5 mM ATP, 50 mM
MgCl,, 5 mM Riboflavin oder einem Gradienten von 200 bis 500 mM NaCl bzw. 0.008 bis 0.032 % 8-
DDM 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Zudem wurde ein Ansatz mit DNase | und RNase A (Thermo
Scientific) 20 h bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Das Ansatzvolumen war nicht gréRer als 15 pl. Alle
Ansatze wurden mit 10x BN-Ladepuffer versetzt, die Proteine in einer BN-PAGE aufgetrennt und
mittels Western Blotting und Immunodetektion (vgl. 2.2.8) visualisiert.

In einem zweiten Versuchsaufbau wurde die CryP-Oligomerisierung lber eine Ko-Elution von
immobilisiertem CryP-His mit CryP-HA untersucht. Dazu wurden 500 pg heterolog isoliertes CryP-His
im semireduzierten Zustand und gel6st in 2 ml Lysepuffer (vgl. 2.2.1, mit 500 mM NaCl) 1 h bei 4 °Cim
Dunkeln an eine IMAC-Saule gebunden. Nach einem Waschschritt mit 10 ml Waschpuffer (vgl. 2.2.1,
mit 500 mM NaCl) wurde die Saule 1 h bei 4 °C im Dunkeln mit einem CryP-HA-haltigen E. coli-Lysat
aus der Expression in 11 Kultur wie beschrieben (vgl. 2.2.1) inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit
120 ml Waschpuffer (mit 500 mM NaCl), um ungebundenes CryP-HA zu entfernen. Anschliefend
wurden die Proteine mit 300 mM Imidazol von der Saule eluiert. Die Ko-Elution von CryP-His und CryP-

HA wurde anschlieBend mittels SDS-PAGE und Western Blotting mit Immunodetektion untersucht (vgl.
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2.2.6 und 2.2.8). Als Kontrolle fiir eine spezifische CryP-CryP-Interaktion wurde gleicher Ansatz mit
500 pg WSCP-His durchgefihrt.

2.2.10 Analyse des CryP- Interaktionsverhaltens mittels zweidimensionaler PAGE

Die Interaktion von CryP mit den Proteinen ID42612 und BolA in Abh&dngigkeit vom FAD-Redoxzustand
und der C-terminalen Doméne (CTE) wurde mittels zweidimensionaler PAGE (vgl. 2.2.7) durchgefiihrt.
Dazu wurden heterolog isoliertes CryP-His in seinen drei bekannten FAD-Redoxzustianden, FADox,
FADH® und FADH", sowie das um die CTE verkiirzte CryP-PHR-His einerseits, die Interaktionspartner
ID42612-His und BolA-His andererseits, eingesetzt. Die einzelnen CryP-Redoxformen wurden durch
chemische Oxidation bzw. reduzierende BL-Belichtung gewonnen (vgl. 2.2.3 und 2.2.4). Die einzelnen
vier CryP-Varianten wurden je mit ID42612-His bzw. BolA-His in einem daquimolaren Verhaltnis 30 min
im Dunkeln auf Eis fir gebundenes FADox und FADH® bzw. unter BL fiir das im Dunkeln instabile FADH-
inkubiert. Dazu wurden 200 ng der CryP-Variante in einem Reaktionsvolumen von nicht mehr als 15 pl
eingesetzt. Anschliefend wurde der Proteinkomplex mit 10x BN-Ladepuffer versetzt (vgl. 2.2.5) und in
zweidimensionaler PAGE analysiert (vgl. 2.2.7). Als Kontrolle dienten Ansadtze mit PtCPF1-His, CraCRY-
His bzw. EGFP-His.

2.2.11 Analyse der Interaktion von CryP-PHR mit der CTE mittels zweidimensionaler PAGE
Die Interaktion von CryP-PHR mit der CTE wurde wie unter 2.2.10 beschrieben durchgefiihrt. Als
Kontrolle dienten Ansatze mit PtCPF1-PHR-His, CraCRY-PHR-His bzw. EGFP-His.

2.2.12 Analyse der CryP-Proteinstruktur mittels partieller Proteolyse

CryP-Strukturdnderungen in Abhdngigkeit vom FAD-Redoxzustand und der C-terminalen Domane
(CTE) wurden mittels limitierter Proteolyse mit Trypsin (Promega) durchgefiihrt. Dazu wurde heterolog
isoliertes CryP-His in seinen drei bekannten FAD-Redoxzustianden, FADox, FADH® und FADH", das um
die CTE verkirzte CryP-PHR-His sowie CTE-His eingesetzt. Die einzelnen CryP-Redoxformen wurden
durch chemische Oxidation bzw. reduzierende BL-Belichtung gewonnen (vgl. 2.2.3 und 2.2.4). Da CryP-
PHR-His und CTE-His klonierungsbedingt ein tryptisch sensibles Arginin zwischen PHR-Domane und His-
Epitop aufweisen, wurden fiir beide Proteine um dieses Arginin korrigierte Varianten kloniert. Die
Inkubation der einzelnen vier CryP-Varianten mit Trypsin erfolgte in einem Verhaltnis von 1:200

(mol/mol) Trypsin : CryP bei 18 °C im Dunkeln fir gebundenes FADox und FADH® bzw. unter BL fur das
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im Dunkeln instabile FADH". Die Reaktion wurde durch Zugabe von Roti®-Load 1 (Roth) nach definierten
Inkubationszeiten gestoppt. Das Schnittmuster wurde anschlieend mittels SDS-PAGE (vgl. 2.2.6) und

Western Blotting mit Immunodetektion (vgl. 2.2.8) untersucht.

2.2.13 Analyse des lichtabhdngigen CryP-Abbaus

Der licht- und proteasevermittelte CryP-Abbau in Abhdngigkeit vom FAD-Redoxzustand, der FAD-
Reduzierbarkeit und der C-terminalen Domane (CTE) wurde in zwei Versuchsaufbauten untersucht.

In einem ersten Aufbau wurden P. tricornutum-Zellen der Stamme Pt-pPHAT_eGFP-CryP mature-5
(Expression CryP-EGFP-Fusionskonstrukt) und PteGFP1 (Expression cytosolisches EGFP) eingesetzt. Der
Stamm Pt-pPHAT_eGFP-CryP mature-5, der CryP Uber eine C-terminale Fusion mit EGFP unter
Kontrolle des fcpb-Promotors exprimiert, wurde zur Analyse des CryP-Abbaus mit anschlieBendem
immunologischem Nachweis mittels eines GFP-Antikorpers genutzt. Der Stamm PteGFP1, der
cytosolisches EGFP exprimiert, diente als Kontrolle fiir die Spezifitdt des Abbaus. Kulturen beider
Stamme wurden auf eine anfangliche Zelldichte von 10°%-Zellen/ ml gebracht und 7 Tage in einem
Volumen von 350 ml kultiviert (vgl. 2.1.1). Vor Versuchsstart wurden die Kulturen 16 h an Dunkelheit
adaptiert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet (3466 g, 10 min), in 1ml ASP-Medium
resuspendiert und nach Zugabe von 0,5 ml Glasperlen (0,1:0,3 mm (1:1)) mechanisch aufgeschlossen
(15 min, 60 Hz, auf Eis, Tissuelyser, Qiagen). Nach Zentrifugation des Lysats (16060 g, 5 min/ 4 °C)
wurde der l6sliche Proteinanteil mit ASP-Medium auf 3,5 ml aufgefillt (Konzentrierung der Proteine
relativ zur Ausgangskultur um den Faktor 100). Es folgte eine Inkubation bei 18 °C in Dunkelheit oder
unter 30 pE*m2*s! Blaulicht (BL, Amax 466 nm), Rotlicht (RL, Amax 591 nm) bzw. Dunkelrotlicht (fRL,
Amax 731 nm). Der Abbau wurde durch Zugabe von Roti®-Load 1 (Roth) nach stiindlicher
Probenentnahme gestoppt. Das Abbauverhalten wurde anschlieRend mittels SDS-PAGE (vgl. 2.2.6) und
Western Blotting mit Immunodetektion (vgl. 2.2.8) untersucht.

In einem zweiten Aufbau wurden P. tricornutum-Zellen des Wildtyps UTEX 646 wie fir den ersten
Aufbau beschrieben kultiviert und geerntet. Die Zellen wurden mittels Ultraschall (6x 10 s Puls/ 50 s
Pause, Amplitude 45 %, 1/8 Aufsatz, Ultrasonnic Processor FB-505, Fisher Scientific, auf Eis) in 50 Mm
NaPi pH 7,8) aufgeschlossen. Das entstandene Lysat wurde zentrifugiert (16060 g, 5 min/ 4 °C).
100 pg/ml des l6slichen Proteinextrakts wurden mit 50 pg/ml heterolog isolierten CryPox-His bzw.
CryPsemired-His, CryP-PHR-His, CryP_W342Fox-His bzw. CryP_W342Fsemired-His oder CTE-His wie flr
den ersten Aufbau beschrieben inkubiert und analysiert. Zudem wurde je ein Ansatz CryPsemired-His
mit einem Proteinextrakt aus T. pseudonana, C. meineghiniana bzw. C. reinhardtii untersucht. Als

Kontrolle dienten Ansatze mit EGFP-His.
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2.2.14 Absorptionsspektroskopie
Die Messung von UV-Vis-Absorptionsspektren samtlicher CRY-Varianten wurde mit einem UV-Vis-
Spektralphotometer (V-650, Jasco) zwischen 370 und 750 nm in einem Messintervall von 1 nm

durchgefiihrt. Die proteinhaltigen Proben wurden vor und zwischen den Messungen auf Eis gekihlt.

2.2.15 Fluoreszenzspektroskopie

Die Messung von Fluoreszenzspektren erfolgte bei Raumtemperatur mit auf Eis gektihlten Proben (FP-
6500, Jasco).

Fluoreszenzemissionsspektren wurden zwischen 410 und 700 nm nach Exzitation bei 380 bzw. 450 nm
in einem Messintervall von 1 nm gemessen. Die Response Sensitivity wurde auf 500 V festgelegt.
Fluoreszenzexzitationsspektren wurden zwischen 350 und 550 nm bei einer Emissionswellenlange von
530 nm gemessen. Die Response Sensitivity wurde auf 500V festgelegt. Ein Rhodamin-

Standardspektrum diente zur Korrektur der Spektren.

2.2.16 Bioinformatische Anwendungen

Der Vergleich multipler Proteinsequenzen wurde mithilfe von Clustal Omega (EMBL-EBI) durchgefihrt.
Die in silico Analyse verschiedener CRYs im Hinblick auf die intrinsische Proteinunordnung erfolgte
mittels IUPRED3 (Prediction of Intrinsically Unstructured Proteins) unter Verwendung des Short
disorder-Algorithmus.

Die Berechnung der potentiellen CryP-Tertarstruktur erfolgte mithilfe des Strukturvorhersage-
Programms Phyre2 (Protein Homology/AnalogY Recognition Engine) auf Basis von
Homologievergleichen mit bekannten Strukturen von CPF-Proteinen (Kelley et al. 2015).

Die Tertidrstrukturen von Proteinen wurden mithilfe von UCSF Chimera (Resource for Biocomputing,

Visualization, and Informatics (RBVI), University of California, San Francisco) visualisiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Sequenz- und Strukturvergleich von CryP mit bekannten CPF-Vertretern

Als Mitglied der bisher nicht charakterisierten Gruppe der pflanzendhnlichen CRYs liegen fiir CryP aus
P. tricornutum nur wenige Informationen Uber die FAD-Redoxchemie, das Bindeverhalten,
Konformation und Struktur oder in vivo Funktionen vor. Um médgliche Ahnlichkeiten zu bereits
charakterisierten CRYs und PLs untersuchen zu koénnen, wurden die Primarsequenzen der
konservierten PHR von CryP und ausgewdhlten CPF-Vertretern aller Untergruppen miteinander
verglichen (Abb. 3.1). Die hohe Zahl konservierter und chemisch verwandter Aminosauren (AS) im
positionsgenauen Vergleich spiegelt den homologen Ursprung der CPF-Mitglieder wider. Dabei besitzt
CryP mit den Positionen W342, W398 und W421 wie alle betrachteten CRYs und PLs die konservierte
kanonische Trp-Triade, die als Voraussetzung fiir eine Photoreduktion des FAD-Kofaktors unter in vitro-
Bedingungen betrachtet wird (Kavakli und Sancar 2004; Oztiirk et al. 2008; Li et al. 2011). Dariiber
hinaus sind in CryP auch die konservierten FAD-Bindestellen erhalten, die zusammen mit weiteren,
nicht-konservierten Resten eine FAD-Bindung hauptsachlich tiber elektrostatische Wechselwirkungen
ermoglichen. Die Bildung und die Stabilitat unterschiedlicher FAD-Redoxzustande werden maRgeblich
von der AS gegenliiber der N5-Position des FAD-Isoalloxazinrings beeinflusst (Balland et al. 2009). CryP
tragt an dieser Stelle ein Asparagin (N417) und weist damit groRere Homologie zu PLs, CRY-DASHES,
aCRYs Typ Il und tierdhnlichen CRYs auf als zu pCRYs und Insekten-CRYs, die hier ein Aspartat bzw.
Cystein tragen. Im Gegensatz zur FAD-Bindetasche sind die AS, die eine Bindung des
Antennenchromophors vermitteln, weniger stark bis gar nicht konserviert. Die Zuordnung der
beteiligten Positionen wird zudem dadurch erschwert, dass CRYs und PLs mit verschiedenen oder auch
ganz ohne Antennenchromophore isoliert werden. Die Strukturanalyse der CPDIII-PL aus
Agrobacterium tumefaciens (AgtCPDIII) deckte in diesem Bezug zwei Tryptophane auf, die eine MTHF-
Bindung lber n-m-Wechselwirkungen beidseits des Pterin-Ringsystems ermoglichen (Scheerer et al.
2015). Diese beiden Tryptophane sind in allen bekannten CPDIII-PLs konserviert. Auch CryP weist mit
W231 und Y373 zwei aromatische AS an diesen Positionen auf, die eine MTHF-Bindung liber dhnliche

Wechselwirkungen vermitteln konnten.
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Abb. 3.1: PHR-Sequenzvergleich von CryP und ausgewahlten CPF-Vertretern. Der Vergleich wurde mithilfe von
Clustal Omega (EMBL-EBI) durchgefiihrt. Die Farben der hinterlegten Positionen sind wie folgt codiert: rot
kanonische Trp-Triade, gelb FAD-Bindestellen, tiirkis FAD-N5-proximale Position, blau MTHF-Bindestellen, rote

Buchstaben mogliche alternative aromatische Elektronendonoren.

Punkte und Sterne markieren den

Konservierungsgrad der jeweiligen Position. Agt Agrobacterium tumefaciens, At Arabidopsis thaliana, Cra
reinhardtii, Dm Drosophila melanogaster, Ec Escherichia coli, Mm Mus musculus, Syn
Synechocystis sp. Vollstandiger Sequenzvergleich mit noch weiteren CPF-Vertretern vgl. Anhang Abb. A2.

Chlamydomonas
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Um die aus dem Sequenzvergleich ermittelten Positionen mit Einfluss auf das FAD-Redoxverhalten und
die Chromophorbindung auf die CryP-Struktur zu tibertragen, wurde eine mogliche Tertidrstruktur der
CryP-PHR auf Basis der Homologie zu AgtCPDIIl modelliert (Abb. 3.2). Aufgrund fehlender Homologien
und damit verbundenen fehlenden Strukturdaten ist die CTE von der Strukturberechnung
ausgenommen.

Die CryP-PHR weist den typischen Aufbau bereits charakterisierter CRY-Strukturen auf (Abb. 3.2 A, Park
et al. 1995; Brautigam et al. 2004). Dabei besteht die N-terminale Proteinhilfte aus einer af-
Subdomadne, wobei die C-terminale Subdomane o-helikale Strukturen enthadlt. Beide Subdomanen
werden durch einen variablen Linker, der um die a-Subdomane liegt, miteinander verbunden. Die FAD-
Bindestelle, die sich in den bereits bekannten CPF-Strukturen als besonders konserviert erwiesen hat,
befindet sich in einer Tasche, die von der a-helikalen Subdomane gebildet wird. FAD wird hier in einer
U-Konformation nicht-kovalent gebunden, in der sich die Adenin- und Isoalloxazinringsysteme parallel
gegenlberliegen. Dagegen wird das Antennenchromophor MTHF vermutlich an einer exponierten
Stelle an der Grenzfliche beider Subdoménen gebunden. Mit einem Abstand von 18 A zwischen N10
des MTHF-Pterinrings und N5 des FAD-Isoalloxazinrings wiirden sich beide Chromophore in geeigneter
Distanz flir einen Resonanzenergietransfer befinden.

Die vergroRerte Darstellung der FAD-Umgebung zeigt, dass die Positionen der kanonischen Trp-Triade
W342, W398 und W421 sowie FAD in einer Reihe und mit 15 A, 8 A und 6 A in fir einen
Elektronentransfer geeigneter Nahe liegen (Abb. 3.2. C). Gleichzeitig liegt die Amidgruppe von N417 in
direktem Kontakt zu N5-FAD, an dem die photoinduzierten Redoxreaktionen stattfinden. Dies wiirde
die Bedeutung dieser Position fiir die Bildung und die Stabilitdt verschiedener FAD-Redoxformen
bestarken.

Die Analyse der vermuteten MTHF-Binderegion bestarkt die Annahmen aus dem Sequenzvergleich
(Abb. 3.2 D). Die aromatischen Ringsysteme von W231 und Y373 liegen in paralleler Anordnung und
mit 3,5 A bzw. 4,7 A in optimalem Abstand zum Pterin-Ring, um eine Bindung liber m-Stapelkrifte zu

ermoglichen.
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Abb. 3.2: Struktureller CryP-Aufbau. Die potentielle CryP-Tertidrstruktur wurde auf Basis der Strukturdaten der
Agrobacterium tumefaciens CPDIII-Photolyase (4U63; Scheerer et al. 2015) mittels des PHYRE2 Protein
Homology/ analogy Recognition Engine Servers errechnet und mithilfe von UCSF Chimera visualisiert.
(A) Intraprotein-Aufbau. CryP weist eine N-terminale of-Subdoméne (hellblau) auf, die von einem
Interdoméanen-Linker (schwarz) mit der C-terminalen a-helikalen Subdoméne (grau) verbunden wird. FAD (rot)
wird in einer Tasche in der a-helikalen Subdomane gebunden, wahrend MTHF (griin) an der Grenzflache beider
Domaénen liegt. Aufgrund fehlender Strukturdaten ist die C-terminale Erweiterung (CTE) strukturell nicht
dargestellt. (B) Ubersicht iiber die in dieser Arbeit betrachteten Aminosiuren. Zur Analyse der FAD-
Reduzierbarkeit wurden Punktmutationen an den Positionen N417, W342, W398 und W421 eingefiigt. Die
MTHF-Bindung wurde durch Punktmutationen der Positionen W231 und Y373 analysiert. (C) VergroRerte
Darstellung der FAD-Umgebung. (D) VergroRerte Darstellung der MTHF-Bindestelle.

Zur Analyse der Chromophorbindung und der FAD-Redoxchemie wurden in vorliegender Arbeit mittels

gentechnischer Methoden einzelne Aminosaureaustausche oder Deletionen in die CryP-Sequenz
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eingefiihrt. Dabei wurde das oberflachenexponierte Tryptophan der kanonischen Trp-Triade gegen
redox-inertes Phenylalanin ersetzt (W342F). Die Position in ndchstem Kontakt zu N5 des FAD-
Isoalloxazinrings wurde gegen Cystein ausgetauscht, um eine zu Insekten-CRYs vergleichbare
Redoxumgebung zu schaffen (N417C). Die MTHF-Bindung wurde durch einen Austausch der
aromatischen Aminosduren in nachstem Kontakt zum MTHF-Pterinring gegen Alanin analysiert
(W231A, Y373A). Zudem wurde eine verkirzte CryP-Variante mit Deletion der CTE erzeugt, um die
grundsatzliche Bedeutung dieser Domane fir die CryP-Wirkweise zu untersuchen (CryP-PHR). Tab. 3.1
gibt einen Uberblick Giber die in dieser Arbeit erstellten und untersuchten CryP-Varianten. Diese tragen
eine C-terminale Hexahistidinmarkierung, die in der Nomenklatur der folgenden Arbeit, falls nicht

erforderlich, jedoch nicht weiter erwahnt wird.

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit charakterisierten CryP-Varianten.

CryP-Variante | Merkmale Struktur
CryP Wildtyp-Protein _ wrvr [IECCS o -I GiEl—eHis
1 512 585
CrvP-PHR Deletion der CTE [ @ e ENE TR
y (AS 513-585) ) u

W—F-Austausch des W342F

Cryp_W342F | distalen W342 der Trp- | N I v+F TN < I ce —cHis
Triade

N—C-Austausch des N417C

v
CryP_N417C | FAD-N5 proximalen G - EETEE o B o= v

N417
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CTE von CryP (AS 513-585) | si2 585

3.2 Spektroskopische Charakterisierung von CryP-Mutanten mit Einfluss auf

die FAD-Redoxchemie und das MTHF-Bindungsverhalten

CryP kann als wasserlosliches Protein mit einer molekularen Masse von 68 kDa nach heterologer
Expression in E. coli mithilfe einer rekombinanten C-terminalen Hexahistidinmarkierung per IMAC

isoliert werden (Juhas et al. 2014). Anhand von Absorptionsspektren des frisch isolierten CryP kénnen
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die Chromophore FAD und MTHF nachgewiesen werden (Abb. 3.3 A). FAD liegt dabei hauptsachlich als
semireduziertes Neutralradikal FADH® mit Absorptionsmaxima bei 590 und 636 nm vor. Zudem ist ein
kleiner Teil als volloxidiertes FADox mit Absorptionsschultern bei 450 und 473 nm sichtbar. Die
Absorption von FADox wird dabei stellenweise von der Absorption des Antennenchromophors MTHF
Uberdeckt, das mit einem Absorptionsmaximum bei 380 nm eine héhere molare Extinktion im UV-A-
Bereich als FADox aufweist. Infolge von aerober Inkubation im Dunkeln wird das Neutralradikal Gber
mehrere Tage schrittweise zu FADox oxidiert. Dies wird sichtbar an einer Abnahme der relativen
Absorptionen bei 590 und 636 nm mit einem gleichzeitigen Anstieg der Absorptionen bei 450 und
473 nm. Die FAD-Oxidation kann durch chemische Oxidation mit K3[Fe(CN)]s beschleunigt werden. Die
FAD-Redoxzustdande kdnnen durch unterschiedliche Farbungen voneinander unterchieden werden.
CryPsemired weist eine griinliche Farbung auf, CryPox ist gelb gefarbt (Abb. 3.3 C). Eine Belichtung von
CryP mit BL unter Zugabe eines externen Reduktionsmittels fihrt zur Bildung des vollreduzierten
FADH", was an einer gleichzeitigen Abnahme der Absorption bei 450, 473, 590 und 636 nm gemessen
werden kann.

Um die Redoxchemie des CryP-gebundenen FAD in Bezug auf die Bildung und Stabilitat der einzelnen
FAD-Redoxstufen zu untersuchen, wurden vergleichende Belichtungs- und Oxidationsmessungen am

wildtypspezifischen CryP sowie verschiedenen CryP-Punkt- und Deletionsmutanten durchgefiihrt.
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Abb. 3.3: FAD-Oxidation und -Reduktion in CryP. (A) Frisch isoliertes CryPsemired wurde Uber 28 Tage im
Dunkeln auf Eis inkubiert, um die Stabilitdt von FADH® gegen aerobe Oxidation zu untersuchen. Die Inkubation
erfolgte in Lagerpuffer (50 mM NaPi pH7.8, 100 mM NaCl, 20 % Glycerin). Zudem wurde CryPsemired 5 min mit
Blaulicht (BL, Amax 465 nm, 15 pE*m™2*s?) nach Zugabe von 10 mM DTT belichtet. Die UV-Vis-
Absorptionsspektren (350-750 nm) wurden relativ zur maximalen MTHF-Absorption bei 380 nm normiert.
(B) Absorptionsspektren verschiedener FAD-Redoxformen verandert nach Liu et al. (2010). (C) Frisch isoliertes
CryP enthélt das semireduzierte Neutralradikal FADH® mit einer blaugriinen Farbung (links), wahrend es nach
Oxidation die gelbliche Farbung von FADox aufweist (rechts).
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3.2.1 FAD-Photoreduktion und -Oxidation im CryP-Wildtypprotein und CryP-PHR

Um die biochemischen Eigenschaften der PHR-Domaéne und CTE zu untersuchen, wurde eine verkiirzte
CryP-Variante hergestellt. Diese setzt sich aus der 512 AS umfassenden PHR-Domane mit einer C-
terminalen Hexahistidin-Markierung zusammen und wird fortan als CryP-PHR bezeichnet (vgl.
Tab. 3.1). CryP-PHR enthélt wie das Volllangenprotein CryP alle relevanten Sequenzmerkmale zur
Bindung von FAD und MTHF, weshalb von einer unveranderten Chromophorbindung ausgegangen
wurde. Die heterologe Expression und Isolation von CryP-PHR bestatigte dies jedoch nur zum Teil
(Abb. 3.4). Wahrend beide Varianten mit dem Antennenchromophor MTHF isoliert werden, sind
Unterschiede im FAD-Redoxzustand zu finden. Frisch isoliertes CryP enthalt typischerweise zu einem
GrofRteil das semireduzierte Neutralradikal FADH®, nur eine kleine Menge oxidiert wahrend des
aeroben Isolationsprozesses zu FADox (vgl. Abb.3.3). Im Gegensatz dazu bindet CryP-PHR

ausschlieBlich FADox nach der Aufreinigung.

T — CryP-His
osd oo | CryP-PHR-His|
H
g
2 04
L=
021 Abb. 3.4: Vergleich von CryP und CryP-PHR. UV-Vis-
0 Absorptionsspektren (370-750 nm) von frisch isoliertem CryP
400 450 500 550 s00 650 700 750/ und CryP-PHR. Die Spektren wurden relativ zur maximalen
Wellenlénge [nm] MTHF-Absorption bei 380 nm normiert.

Ob dieser FAD-Redoxunterschied in einer verminderten Resistenz von FADH® gegen aerobe Oxidation
oder in einer beeintrachtigten FAD-Reduzierbarkeit in CryP-PHR begriindet ist, sollte anschliefend in
vergleichenden Belichtungs- und Reoxidationskinetiken absorptionsspektroskopisch untersucht
werden. Dazu wurde CryP entweder direkt nach Isolation, d. h. hauptsachlich mit semireduziertem
FADH® (CryPsemired), oder nach chemischer Oxidation, d. h. mit FADox (CryPox), mit CryP-PHR
verglichen. CryPox, CryPsemired und CryP-PHR wurden zunachst fiir definierte Zeitlangen mit BL
belichtet und anschlieBend im Dunkeln inkubiert, um den Grad von FAD-Reduktion und -Reoxidation
zu vergleichen. Es wurden jeweils Ansdtze ohne Reduktionsmittel bzw. mit 10 mM DTT vermessen. Die

Messergebnisse wurden von Krischer et al. (2022) veroffentlicht.
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Abb. 3.5: Vergleich der blaulichtabhangigen FAD-Reduktion und -Reoxidation in CryPsemired, CryPox und
CryP-PHR ohne DTT: UV-Vis-Absorptionsspektren (430-750 nm) von frisch isoliertem CryPsemired (A) bzw. nach
chemischer Oxidation mit K3[Fe(CN)s] (CryPox) (B) und CryP-PHR (C) nach jeweils 3 bis 15 min BL (Amax 465 nm,
10 pE*m2*s) ohne Zugabe eines Reduktionsmittels. Die Spektren wurden relativ zur Absorption bei 473 nm
normiert. Differentialspektren der Kurven nach Belichtung abziglich der Kurve vor Belichtung fiir CryPsemired
(D), CryPox (E) und CryP-PHR (F). UV-Vis-Absorptionsspektren (430-750 nm) von CryPsemired (G) und CryPox (H)
nach 15 min BL und 60 min Dunkel-Reoxidation. Vergleich der Absorptionswerte A473 und A636 als Mal fir die
relativen Mengen von FADox bzw. FADH® in CryPsemired (1), CryPox (J) und CryP-PHR (K). Die Messwerte stellen
Mittelwerte und daraus abgeleitete Standardabweichungen aus jeweils neun technischen Replikaten dar.

Verandert nach Krischer et al. (2022).

Eine BL-Belichtung von frisch isoliertem CryPsemired ohne Zugabe eines externen Reduktionsmittels

flhrt zur Reduktion des kleinen Anteils an gebundenem FADox zum semireduzierten Zustand (Abb. 3.5
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A und ). Dies ist erkennbar an einem Anstieg der relativen Absorption bei 636 nm als Mal3 fir FADH®
mit einer gleichzeitigen Abnahme der Absorption bei 473 nm als Mal} fiir FADox. Dieser Effekt ist nach
15 min Belichtung gesattigt. Aufgrund des geringen Anteils von FADox an der FAD-Gesamtmenge
erscheinen die errechneten Absorptionsdifferenzen der Kurven nach Belichtung gemessen an der
Kurve vor Belichtung als gering (Abb. 3.5 D). Der vollreduzierte Zustand FADH" wird nicht erreicht.
Gleiches ist fur die BL-Belichtung von per chemischer Oxidation gewonnenem CryPox zu beobachten.
FADox wird sehr effizient zu FADH® reduziert, erkennbar an groRBen Absorptionsdifferenzen (Abb. 3.5
B, E, J). Nach 15 min kann keine weitere Redkution beobachtet werden. Gemessen daran wird fir CryP-
PHR kaum eine FAD-Reduktion beobachtet. Die Reduktion von FADox zu FADH® betragt nur circa ein
Viertel der Effizienz von CryPox (Abb. 3.5 C,F,K).

An CryP gebundenes semireduziertes FADH® ist sehr stabil, innerhalb einer Messzeit von 60 min kann
keine Reoxidation im Dunkeln unter aeroben Bedingungen gemessen werden (Abb. 3.5 G und H). Fir
eine vollstdndige Oxidation von FADH® zu FADox muss CryP langer als 20 Tage in Dunkelheit unter
aeroben Verhéltnissen inkubiert werden (vgl. Abb. 3.3).

Fir CryP-PHR wurden aufgrund der schwachen Reduzierbarkeit ohne Reduktionsmittel keine
Reoxidationskinetiken vermessen.

Nach Zugabe von 10 mM DTT als externes Reduktionsmittel wird FADH® in CryPsemired durch BL-
Belichtung in den zweielektronen-reduzierten Zustand FADH" Giberfiihrt. Dies ist erkennbar an einer
gleichzeitigen Abnahme der relativen Absorptionen bei 473 und 636 nm (Abb. 3.6 A, D und J). Gleiches
ist fir die Blaubelichtung von CryPox zu beobachten. FADox wird lber die Zwischenstufe FADH® fir
Belichtungszeiten ldnger als 3 min zu FADH" reduziert (Abb. 3.6 B, E und K). Im Gegensatz dazu fiihrt
die Zugabe von DTT zu CryP-PHR lediglich zu einer erh6hten Reduzierbarkeit von FADox zu FADH® (Abb.
3.6 C, F und L). Das Ausmal der FADH*-Bildung ist hier vergleichbar mit der BL-Reduktion von CryPox
ohne Reduktionsmittel (Abb. 3.5 B, E und J).

Anders als FADH® ist an CryP gebundenes vollreduziertes FADH" weniger stabil gegen aerobe Oxidation.
Innerhalb einer einstiindigen Dunkelinkubation nach BL-Belichtung mit DTT wird FADH" wieder
vollstandig zu FADH® reoxidiert (Abb. 3.6 G und H). Dabei findet jedoch keine Riickoxidation zu FADox
statt, erkennbar an einem héheren Wiederanstieg der Absorption bei 636 nm im Vergleich zu 473 nm.
Der Wiederanstieg an beiden Messpunkten ist dabei auf die Reoxidation von FADH" zu FADH® zu
erklaren. Anders verhilt sich die Stabilitdt von FADH® in CryP-PHR. Im Gegensatz zu CryP, flir das liber
eine Stunde keine Reoxidation von FADH® zu FADox gemessen wird, ist das Neutralradikal in CryP-PHR

im gleichen Zeitraum sensibler gegenliber aerober Oxidation (Abb. 3.6 | und L).
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Abb. 3.6: Vergleich der blaulichtabhingigen FAD-Reduktion und -Reoxidation in CryPsemired, CryPox und
CryP-PHR mit 10 mM DTT: UV-Vis-Absorptionsspektren (430-750 nm) von frisch isoliertem CryPsemired (A) bzw.
nach chemischer Oxidation mit Ks[Fe(CN)s] (CryPox) (B) und CryP-PHR (C) nach jeweils 3 bis 15 min BL (Amax
465 nm, 10 pE*m2*s) und Zugabe von 10 mM DTT. Die Spektren wurden relativ zur Absorption bei 473 nm
normiert. Differentialspektren der Kurven nach Belichtung abziglich der Kurve vor Belichtung fiir CryPsemired
(D), CryPox (E) und CryP-PHR (F). UV-Vis-Absorptionsspektren (430-750 nm) von CryPsemired (G), CryPox (H) und
CryP-PHR (1) nach 15 min BL und 15 bis 60 min Dunkel-Reoxidation. Vergleich der Absorptionswerte A473 und
A636 als MaR fur die relativen Mengen von FADox, FADH® bzw. FADH" in CryPsemired (J), CryPox (K) und CryP-
PHR (L). Die Messwerte stellen Mittelwerte und daraus abgeleitete Standardabweichungen aus jeweils neun
technischen Replikaten dar. Verdandert nach Krischer et al. (2022).
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Zusammenfassend unterscheiden sich CryP und CryP-PHR sowohl in der lichtabhangigen
Reduzierbarkeit als auch der Stabilitdit gegenlber aerober Oxidation des Kofaktors. Das
Volllangenprotein CryP, das frisch isoliert bereits grofRtenteils FADH® enthélt, kann ohne externes
Reduktionsmittel lichtabhanig den einelektronen-reduzierten Neutralradikalzustand FADH® erreichen,
wahrend eine Belichtung mit Reduktionsmittel bis zum zweielektronen-, vollreduzierten Zustand
FADH- flhrt. Das um die CTE verkirzte CryP-PHR bindet frisch isoliert FADox und kann nur nach Zugabe
eines Reduktionsmittels und Belichtung effizient zu FADH® reduziert werden, der vollreduzierte
Zustand wird nicht erreicht. Wahrend das Neutralradikal in CryP tber Tage sehr stabil gegen Oxidation
ist, startet die Reoxidation in CryP-PHR bereits innerhalb von 60 min. Der nur in CryP induzierbare
vollreduzierte Zustand reoxidiert innerhalb von einer Stunde zu FADH®.

Zur Untersuchung, ob dieser Einfluss der CTE auf das FAD-Reduktions- und Oxidationsverhalten CryP-
spezifisch ist oder auch in anderen CRYs beobachtet werden kann, wurden vergleichbare
Absorptionsmessungen an PtCPF1 und CraCRY sowie deren um die CTE-verkiirzten Varianten PtCPF1-
PHR und CraCRY-PHR durchgefiihrt. PtCPF1 und CraCRY sind tierdahnliche CRYs aus P. tricornutum bzw.
C. reinhardtii und Gben in vivo eine duale Funktion aus, indem sie sowohl als Photorezeptoren als auch
(6-4)-PLs aktiv sind (Coesel et al. 2009; Franz et al. 2018). Mit 55 und 76 AS weisen ihre CTEs
vergleichbare Langen mit der CTE von CryP mit 73 AS auf. Im Gegensatz zu CryP werden PtCPF1 und
CraCRY sowie deren um die CTE verkirzten Varianten nach heterologer Expression gleichermalRen mit
FADox aber ohne Antennenchromophor isoliert (vgl. Anhang Abb. A3 und Abb. A4). Es folgten BL-
Belichtungen und Dunkelinkubationen ohne und mit Zugabe eines externen Reduktionsmittels dhnlich
wie fur CryP und CryP-PHR. Dabei zeigte sich ein dhnliches Reduktionsverhalten von PtCPF1 und
CraCRY wie fiir CryP. Ein groRer Unterschied bildet jedoch die Stabilitat von FADH®, die in PtCPF1 und
CraCRY deutlich geringer ist als in CryP. Im Gegensatz zu CryP und CryP-PHR zeigt der Vergleich von
PtCPF1 und CraCRY mit ihren C-terminal verkiirzten Varianten keine Unterschiede im FAD-Reduktions-
und Oxidationsverhalten.

Demnach sind sowohl die hohe Resistenz des semireduzierten FADH® gegen aerobe Oxidation als auch
die Wichtigkeit der CTE fiir eine effiziente lichtinduzierte FAD-Reduktion und Verldangerung der
FADH®-Lebensdauer als CryP-spezifische Charakteristika zu betrachten.

Neben dem Einfluss der CTE auf die FAD-Reduzierbarkeit und -Oxidationsresistenz wird ihre Bedeutung
im Hinblick auf Proteinkonformation, Interaktionsverhalten und Stabilitdt von CryP in den Abschnitten

3.5, 3.6 und 3.8 erlautert.
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3.2.2 FAD-Photoreduktion und -Oxidation in CryP_W342F

Alle bisher analysierten CPF-Vertreter mit Ausnahme der CPDII-PLs weisen eine konservierte
Tryptophan-Triade auf, die als Voraussetzung fiir eine effiziente FAD-Photoreduktion unter in vitro-
Bedingungen betrachtet wird (Okafuji et al. 2010). In diesem Prozess werden in einer Kette aus einem
distalen, oberflachen-exponierten Trp, einem medialen Trp und einem zu FAD proximalen Trp bis zu
zwei Elektronen auf N1 bzw. N5 des FAD-lIsoalloxazinrings Ubertragen (vgl. Abb. 1.10). Diese
kanonische Trp-Triade ist mit W342, W398 und W421 auch in CryP konserviert. Um die Bedeutung
dieser Triade fur die FAD-Photoreduktion in CryP zu untersuchen, wurden einzelne
Aminosaureaustausche der drei Positionen gegen redox-inertes Phenylalanin eingefligt. Von diesen
drei Punktaustauschen konnte nur CryP_W342F mit einem W-—F-Austausch des oberflachen-
exponierten Trp erfolgreich in E. coli exprimiert und isoliert werden. CryP_W398F und CryP_W421F, in

denen das mediale bzw. proximale Trp ersetzt wurden, konnten nicht exprimiert werden.
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Abb. 3.7: Vergleich der lichtabhdngigen FAD-Reduktion und -Reoxidation in CryP_W342Fox und
CryP_W342Fsemired. (A) und (C) UV-Vis-Absorptionsspektren (350-750 nm) von frisch isoliertem
CryP_W342Fsemired bzw. nach chemischer Oxidation mit Ks[Fe(CN)e] (CryP_W342Fox). Die Messung erfolgte
nach 5 min Belichtung mit BL (Amax 465 nm, 15 pE*m2*s!) ohne oder nach Zugabe von 20 mM DTT. Die Spektren
von CryPox wurden relativ zur Absorption bei 473 nm, die Spektren von CryPsemired zur Absorption bei 636 nm
normiert. (B) und (D) Zum Vergleich der Starke der Photoreduktion unter den einzelnen Belichtungsbedingungen
wurden die relativen Absorptionswerte bei 473 nm und 636 nm als MaR fir FADox bzw. FADH*® dargestellt. (E)
Die Reoxidation von FADH® wurde Gber 60 min beobachtet und anhand der relativen Absorption bei 636 nm
visualisiert. Die Messwerte stellen Mittelwerte und daraus abgeleitete Standardabweichungen aus jeweils drei
technischen Replikaten dar.

Das Absorptionsspektrum von frisch isoliertem CryP_W342F weist dieselben Charakteristika wie CryP

auf, das heillt die Bindung von semireduziertem FADH® und des Antennenchromophors MTHF
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(Abb. 3.7). Wie CryPsemired kann CryP_W342F mittels Ks;[Fe(CN)]s chemisch oxidiert werden. Eine
folgende Belichtung von CryP_W342Fox und CryP_W342Fsemired kann jedoch keine FAD-Reduktion
induzieren (Abb. 3.7 A und C). Dies wurde an einem Vergleich der relativen Absorptionen bei 473 nm
bzw. 636 nm als MaR fiir FADox bzw. FADH® messbar, die tber den Belichtungsprozess unverandert
blieben (Abb. 3.7 B und D). Die Absorption bei 473 nm sinkt im Fall einer FADox-Reduktion, die
Absorption bei 636 nm sinkt im Fall ein FADH®*-Reduktion oder Oxidation. Auch die Zugabe von DTT als
externes Reduktionsmittel dnderte den aktuellen FAD-Redoxzustand in CryP_W342F nicht. Der
Punktaustausch beeintrachtigt jedoch nicht die Stabilitat des semireduzierten FADH®. Wie fir
CryPsemired wird innerhalb von 60 min Messzeit keine Oxidation zu FADox in CryP_W342Fsemired
gemessen (Abb. 3.7 E).

Demnach ist CryP_W342F unter in vitro-Bedingungen nicht reduzierbar.

3.2.3 FAD-Photoreduktion und -Oxidation in CryP_N417C

Die Bildung und Stabilitat einzelner FAD-Redoxformen wird besonders von der AS gegenliberliegend
zu N5 des FAD-Isoalloxazinrings beeinflusst. Die meisten CRYs und PLs, einschlieBlich CryP, tragen an
dieser Position ein Asparagin. Eine Ausnahme stellen pflanzliche CRYs mit Aspartat und Insekten-CRYs
mit Cystein dar. Um die Bedeutung dieser Position fiir das FAD-Redoxverhalten in CryP zu untersuchen,
wurde die Position N417 gegen Aspartat bzw. Cystein ersetzt. Dabei konnte jedoch nur die Variante
CryP_N417C in ausreichenden Mengen in E. coli exprimiert werden, die Variante CryP_N417D wurde
nur schwach exprimiert und war nach dem Isolationsprozess nicht nachweisbar.

Das Absorptionsspektrum von CryP_N417C nach Isolation ist vergleichbar mit CryP-PHR (Abb. 3.8 A).
Neben MTHF ist FAD als oxidiertes FADox gebunden. Analog zu CryP-PHR sollte untersucht werden, ob
dieser FAD-Redoxunterschied zwischen frisch isoliertem CryP und CryP_N417C mit einer verminderten
Resistenz von FADH® gegen aerobe Oxidation oder einer beeintrachtigten FAD-Reduzierbarkeit in
CryP_N417C erklarbar ist. Eine Belichtung von CryP_N417C fihrt jedoch zu keiner FAD-Reduktion. Wie
flr CryP_W342F kann das gebundene FADox weder durch Erhéhung der reduktiven Kraft mittels DTT
noch durch eine verlangerte Belichtungsdauer reduziert werden. Dies wird durch eine unverdanderte
Absorption bei 473 nm in Relation zum dunkeladaptierten Protein messbar (Abb. 3.8. B). Demnach hat
der N417C-Austausch direkten Einfluss auf die FAD-Reduzierbarkeit aufgrund einer Veranderung der
proteinvermittelten Redoxumgebung. Uber die Stabilitdt lichtinduzierter Redoxformen kann keine
Aussage getroffen werden. Die Beobachtung, dass CryP_N417C mit FADox isoliert wird, lasst jedoch

eine verminderte Stabilitdt von FAD®* gegen aerobe Oxidation wie fiir CryP-PHR vermuten.
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Abb. 3.8: Vergleich der lichtabhidngigen FAD-Reduktion in CryP_N417Cox. (A) UV-Vis-Absorptionsspektren
(350-750 nm) von frisch isoliertem CryP_N417Cox nach 5 min Belichtung mit BL (Amax 465 nm, 15 pE*m2*s%)
ohne oder nach Zugabe von 20 mM DTT. Die Spektren wurden relativ zur Absorption bei 473 nm normiert. (B)
Zum Vergleich der Starke der Photoreduktion unter den einzelnen Belichtungsbedingungen wurden die relativen
Absorptionswerte bei 473 nm als Maf fir FADox bzw. FADH® dargestellt. Die Messwerte stellen Mittelwerte und
daraus abgeleitete Standardabweichungen aus jeweils drei technischen Replikaten dar.

3.2.4 FAD-Photoreduktion und -Oxidation in CryP_W231A

Die Isolation von CryP mit MTHF ist ein deutlicher Unterschied zu den bisher charakterisierten pCRYs
und aCRYs, die ohne Antennenchromophor isoliert werden (Todo et al. 1997; Immeln et al. 2007;
Oztiirk et al. 2008). Eine Aufreinigung mit Antennenchromophor wird in der Regel fiir CRY-DASHs und
PLs beobachtet (Park et al. 1995; Song et al. 2006). Im Gegensatz zur FAD-Bindetasche ist die
Bindestelle der Antennenchromophore nur schwach konserviert. Der Sequenzvergleich von CryP mit
AgtCPDIII lieferte mit W231 und Y373 zwei konservierte aromatische AS, die eine MTHF-Bindung in
CryP Uber n-Stapelkrafte ermdglichen kdnnten (Scheerer et al. 2015). Eine alternative, zur E. coli CPDI-
PL homologe Bindestelle kéonnte durch E128 vermittelt werden (Schleicher et al. 2005). Zur
Identifizierung der MTHF-Bindeposition in CryP wurden daher einzelne Aminosdureaustausche der
Positionen W231, Y373 und E128 gegen Alanin in CryP eingefiihrt. Alle der erzielten CryP-Varianten
konnten erfolgreich exprimiert und isoliert werden.

Wie im wildtypspezifischen CryP ist in allen Varianten das semireduzierte Neutralradikal FADH®
gebunden, das mit K;[Fe(CN)]e chemisch oxidiert werden kann (Abb. 3.9 A). Deutliche Unterschiede
sind jedoch in der MTHF-Bindung zu erkennen. Wahrend CryP_E128A eine mit CryP vergleichbare
Chromophorbindung aufweist, ist MTHF in CryP_Y373A deutlich reduziert und in CryP_W231A
Uberhaupt nicht gebunden. Dies ist erkennbar an einer im Vergleich zu CryP gesenkten Absorption bei
380 nm. Diese Unterschiede treten nach chemischer Oxidation, wenn FAD nur noch als FADox
gebunden ist, deutlicher hervor (Abb. 3.9 B). Somit ist fir CryP eine mit AgtCPDIII vergleichbare MTHF-

Bindestelle anzunehmen.
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Abb. 3.9: Absorptionsspektroskopischer Vergleich von CryP und potentiellen MTHF-freien CryP-
Punktmutanten. (A) UV-Vis-Spektren (370-750 nm) von frisch isoliertem CryPsemired, CryP_Y373Asemired,
CryP_W231Asemired, CryP_W231A/Y373Asemired und CryP_E128Asemired. Die Spektren wurden relativ zur
Absorption bei 636 nm normiert. (B) UV-Vis-Spektren (370-750 nm) von frisch isoliertem PtCPF1 sowie CryPox,
CryP_Y373A0x, CryP_W231Aox und CryP_W231A/Y373Aox nach chemischer Oxidation mit Ks[Fe(CN)e]. Die
Spektren wurden relativ zur Absorption bei 473 nm normiert.

Da die Antennenchromophore zum Transfer ihrer Resonanzenergie auf FAD befdhigt sind, wurden
Unterschiede der FAD-Reduzierbarkeit zwischen CryP und CryP_W231A nach Belichtung der oxidierten
bzw. semireduzierten Proteinvarianten erwartet (Abb. 3.10). Die Absorptionsspektren zeigen fiir CryP
und CryP_W231A unter den gewahlten Belichtungsbedingungen jedoch das gleiche Mals an FAD-
Reduktion gemessen an den relativen Absorptionen bei 473 nm und 636 nm (Abb. 3.10 B und D). Auch
eine Belichtung unter geringerer Lichtstarke, um eine gesattigte FAD-Reduktion am Ende der
Belichtungszeit zu vermeiden, deckte keine Unterschiede zwischen CryP und CryP_W231A auf (Daten
nicht gezeigt). Dies wurde durch eine vergleichbare Abnahme der Absorption bei 473 nm als Mal} fur
die FADox-Reduktion bzw. Abnahme der Absorption bei 636 nm als Mal} fiir die FADH®-Reduktion
gemessen.

Die 60minitige Dunkelinkubation in Folge der Belichtung zeigt auch ahnliche Stabilitdten von FADH®
bzw. FADH" in CryP und CryP_W231A (Abb. 3.10 E).
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Abb. 3.10: Vergleich der lichtabhangigen FAD-Reduktion und -Reoxidation in CryP_W231Aox und
CryP_W231Asemired. (A) und (C) UV-Vis-Absorptionsspektren (350-750 nm) von frisch isoliertem
CryP_W231Asemired bzw. nach chemischer Oxidation mit Ks[Fe(CN)s] (CryP_W231Aox). Die Messung erfolgte
nach 5 min BL (Amax 465 nm, 15 uE*m2*s?) mit oder ohne Zugabe von 20 mM DTT. Die Spektren von
CryP_W231Aox wurden relativ zur Absorption bei 473 nm, die Spektren von CryP_W231Asemired zur Absorption
bei 636 nm normiert. (B) und (D) Zum Vergleich der Starke der Photoreduktion unter den einzelnen
Belichtungsbedingungen wurden die relativen Absorptionswerte bei 473 nm und 636 nm als Mal§ fiir FADox,
FADH® bzw. FADH" dargestellt. (E) Die Reoxidation von photoinduziertem FADH® bzw. FADH™ wurde Gber 60 min
beobachtet und anhand der relativen Absorption bei 636 nm visualisiert. Die Messwerte stellen Mittelwerte und
daraus abgeleitete Standardabweichungen aus jeweils drei technischen Replikaten dar.

Da im Vergleich der Absorptionsspektren von CryP und CryP_W231A nach Belichtung demnach kein
Energietransfer von MTHF auf FAD messbar ist, wurden zusatzlich fluoreszenzspektroskopische
Messungen durchgefiihrt. Dabei wurden einerseits CryPox und CryP_W231Aox im nativen Zustand,
sowie andererseits die Chromophoriberstande nach Hitzedenaturierung der Proteine verglichen. Als
Referenz diente freies FAD.

Die Messung von Fluoreszenzemissionsspektren erfolgte jeweils nach Exzitation am MTHF-
Absorptionsmaximum bei 380 nm bzw. am FADox-Absorptionsmaximum bei 450 nm (Abb. 3.11 B, C,D,
G, Hund ).

Fir freies FAD ist nach Anregung bei beiden Wellenlangen eine typische Fluoreszenz bei 529 nm
messbar (Abb. 3.11 B). Dabei ist die Fluoreszenz nach Anregung bei 450 nm hoher als nach Anregung
bei 380nm, das Verhdltnis der Emissionen Em 380nm/ Em450 nm betrdgt 0,6. Das
Emissionsverhalten ist nach Hitzebehandlung (Abb. 3.11 G) unverandert.

CryPox zeigt nach Anregung mit 450 nm eine erwartete FAD-Fluoreszenz bei 529 nm, wahrend die
Anregung bei 380 nm zu einer Emission bei 480 nm mit einer Schulter bei 455 nm fihrt (Abb. 3.11 C).

Die Fluoreszenzschulter bei 455 nm basiert auf der MTHF-Emission, wohingegen die Verschiebung des
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Emissionsmaximums von 529 nm fir freies FAD hin zu 480 nm fiir CryPox mit dem Energietransfer von
MTHF auf FAD zu erklaren ist. Da der Transfer nicht vollstandig ist, (iberlagern sich die Emissionen von
MTHF und FAD, was zu genannter Verschiebung des Fluoreszenzmaximums fihrt. Der hohe MTHF-
Beitrag an der Fluoreszenz nach Anregung mit 380 nm spiegelt sich auch in dem im Vergleich zu freiem
FAD sieben Mal hoheren Em 380 nm/ Em 450 nm-Verhéltnis von 4,1 wider. Zu beachten ist die deutlich
niedrigere Fluoreszenz nach Anregung mit 450 nm von CryPox verglichen mit freiem FAD. Dies ist auf
die Fluoreszenzl6schung des proteingebundenen FAD aufgrund des Elektronentransfers zwischen FAD
und der Trp-Triade innerhalb von CryP zuriickzufiihren, wodurch die Lebensdauer des angeregten
(FADox)* reduziert wird.

Die Emission der freien Chromophore nach Hitzedenaturierung des CryPox-Apoproteins ist in ihrer
Intensitdt und dem Em 380 nm/ Em 450 nm-Verhaltnis mit der Fluoreszenz von freiem FAD
vergleichbar (Abb. 3.11 H). Der Beitrag von MTHF ist an einer Schulter bei 455 nm messbar.

Die Anregung von CryP_W231Aox mit 450 nm fihrt wie erwartet zu einer FAD-Fluoreszenz bei 529 nm
mit einer vergleichsweise zu CryPox dhnlichen bzw. zu freiem FAD niedrigen Intensitat basierend auf
der proteinintrinsischen Fluoreszenzléschung (Abb. 3.11 D). Aufgrund der fehlenden MTHF-Bindung
ist die Emission nach Anregung mit 380 nm ebenfalls auf FAD zuriickzufihren, wobei die Intensitat
wegen der niedrigen molaren Extinktion von FAD bei 380 nm und der proteinbedingten
Fluoreszenzl6schung dhnlich niedrig ist wie nach Anregung mit 450 nm.

Einen zusédtzlichen Nachweis fir den Energietransfer zwischen MTHF und FAD zeigen die
Fluoreszenzexzitationsspektren gemessen an der relativen FAD-Emission bei 530 nm (Abb. 3.11 E).
Waihrend fiir CryPox der Energietransfer von MTHF auf FAD anhand der hohen Emission nach Anregung
bei 380 nm messbar wird, fehlt dieser Beitrag in CryP_W231Aox, was zu einem gleichen
Exzitationsspektrum wie fiir freies FAD flhrt. Nach Hitzedenaturierung der Apoproteine verlauft die
Exzitationskurve der Chromophore aus CryPox aufgrund des fehlenden Energietransfers wie die
Kurven der Chromophore aus CryP_W231Aox bzw. fiir freies FAD (Abb. 3.11J).

Mittels fluoreszenzspektroskopischer Methoden konnte demnach erfolgreich der Energietransfer von
MTHF auf FAD in CryPox nachgewiesen werden, der in CryP_W231Aox aufgrund der fehlenden MTHF-
Bindung fehlt.
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Abb. 3.11: Fluoreszenzspektroskopischer Vergleich von CryPox und CryP_W231Aox. (A) Nach chemischer
Oxidation mit K3[Fe(CN)e] wurden UV-Vis-Spektren (370-750 nm) von CryPox und CryP_W231Aox gemessen. Die
Spektren wurden relativ zur Absorption bei 450 nm normiert. Es folgte die Messung von
Fluoreszenzemissionsspektren zwischen 410-520 nm nach Exzitation bei 380 nm bzw. zwischen 480-520 nm nach
Exzitation bei 450 nm (B, C und D) sowie Fluoreszenzsexzitationsspektren bei 530 nm nach Exzitation zwischen
350-530 nm (E). Sdmtliche Messungen wurden am Chromophor-haltigen Uberstand nach Hitzedenaturierung der
Proteine (10 min, 95 °C) wiederholt (F, G, H, | und J). Als Referenz diente freies FAD in Lagerpuffer (50 mM NaPi
pH7.8, 100 mM NacCl, 20 % Glycerin).

Tabelle 3.2 gibt eine Ubersicht iiber das FAD-Photoreduktions- und Oxidationsverhalten in den

einzelnen betrachteten CryP-Varianten.
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Tab. 3.2: Vergleich der FAD-Redoxeigenschaften von CryP, CryP-PHR, CryP_W342F, CryP_N417C und

Ergebnisse

CryP_W231A.
FAD-Photoreduzierbarkeit ilita *
CryP- FAD-Redoxform SRR AL
. ) . gegen aerobe
Variante nach Isolation ohne mit Oxidation
Reduktionsmittel Reduktionsmittel
FADH®, . FADox — FADH®*— .
CryP wenig FADOX FADox — FADH EADH" hoch (> 60 min)
CryP-PHR FADox - FADox — FADH® gering (< 60 min)
FADH®, i
R >
CryP_W342F wenig FADOX hoch (> 60 min)
CryP_N417C | FADox - - nicht untersucht
FADH®, . FADox — FADH®*— .
CryP_W231A wenig FADOX FADox — FADH EADH- hoch (> 60 min)

3.3 Das CryP-Oligomerisierungsverhalten

Basierend auf bekannten Mechanismen zur Dimerisierung bzw. Oligomerisierung von CRYs wurde das
CryP-Oligomerisierungsverhalten in zwei Versuchsaufbauten untersucht.

In einem ersten Ansatz wurde die Fahigkeit von CryP zur Selbstinteraktion mittels Ko-Elution von
immobilisiertem CryP-His mit CryP-HA untersucht. Dazu wurde heterolog isoliertes CryP-His im
semireduzierten Zustand an eine IMAC-Saule gebunden und mit einem CryP-HA-haltigen E.coli-Lysat
inkubiert. Durch anschlieRende Elution von CryP-His konnte eine Selbstinteraktion durch Ko-Elution
mit CryP-HA aufgedeckt werden (Abb. 3.12 A). Wahrend die Waschfraktionen des Reinigungsvorgangs
frei von Epitop-markiertem CryP waren, 16sten sich in den Elutionsfraktionen gleichzeitig CryP-His und
CryP-HA. Eine unspezifische Wechselwirkung von CryP-HA mit rekombinantem CryP-His oder dem
IMAC-Saulenmaterial konnte durch einen Parallelversuch mit immobilisiertem WSCP-His als
Negativkontrolle ausgeschlossen werden (vgl. Abb. 3.12 B). Hier wurde samtliches CryP-HA im

Waschvorgang von der Saule entfernt.

Daher ist CryP grundsatzlich zur Selbstinteraktion befdhigt.
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Abb. 3.12: Ko-Aufreinigung von CryP-His mit CryP-HA: (A) 500 ug rekombinant aufgereinigtes CryP-His wurde
an eine IMAC-Sdule gebunden. Diese wurde mit einem CryP-HA-haltigen E.coli-Proteinlysat 1 h im Dunkeln
inkubiert. Nach dem Waschen der Saule (W1-2) erfolgte die gemeinsame Elution von CryP-His mit daran
gebundenem CryP-HA (E1-5). (B) Als Negativkontrolle wurde rekombinant aufgereinigtes WSCP-His unter
gleichen Bedingungen eingesetzt. Die einzelnen Fraktionen wurden in einer 10 %igen SDS-PAGE nach Lammli
aufgetrennt. Nach Transfer auf eine PVDF-Membran folgte der immunologische Nachweis von CryP-His und
WSCP-His mit einem His-Antikorper bzw. von CryP-HA mit einem HA-Antikorper. Verandert nach Krischer et al.
(2022).

In einem zweiten Versuchsansatz wurden zur Analyse der CryP-Oligomerisierungsstufe BN-PAGES mit
isoliertem Protein durchgefiihrt. Dabei sollte die Frage nach der Abhdngigkeit der Oligomerisierung
von Proteinkonzentration, lonenstarke, Detergenzien, verschiedenen Kofaktoren, FAD-Redoxzustand
und C-terminaler Domane (CTE) beantwortet werden.

Der immunologische Nachweis zeigte, dass CryP in einer BN-PAGE hauptsdchlich in Form eines
Monomers und eines Dimers erscheint (Abb. 3.13). Durch Auftragen einer steigenden CryP-
Konzentration konnte ein Anstieg des Dimer-Monomer-Verhiltnisses nachgewiesen werden
(Abb.3.13 A). Gleichzeitig traten bei erhohten CryP-Konzentrationen auch hohere
Oligomerisierungsformen wie Tetramere auf. Die Zugabe verschiedener Kofaktoren wie ATP, MgCl,,
Riboflavin oder des CryP-Interaktionspartners BolA |6ste keine Veranderung des Dimer-Monomer-
Verhaltnisses aus (Abb. 3.13 B). Im Gegensatz dazu konnte eine Dimer- und Oligomer-Stabilisierung
gegenilber dem Monomer durch Zugabe der Detergenzien B-DDM bzw. TX-100 beobachtet werden.
Gleichzeitig fihrte eine erhdhte NaCl-Konzentration im Vergleich zu den Standardbedingungen zu
einer Destabilisierung von CryP-Dimeren und -Oligomeren. Diese Beobachtung wurde durch die
Anwendung eines [B-DDM- und NaCl-Konzentrationsgradienten bei gleichbleibender CryP-
Konzentration bestéarkt (Abb. 3.14).

Die Fahigkeit zur Oligomerisierung wurde weder durch den FAD-Redoxzustand noch durch die CTE
beeinflusst (fir eine genaue Charakterisierung der CTE-losen Variante CryP-PHR vgl. Abschnitt 3.4). Die

CryP-CryP-Interaktion erfolgt tiber direkte Protein-Wechselwirkungen. Die Moglichkeit der Interaktion
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Uber koaufgereinigte Nukleinsduren konnte durch Behandlung von CryP mit DNase | und RNase A

ausgeschlossen werden (vgl. Anhang Abb. A5).
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Abb. 3.13: Abhdngigkeit der CryP-Dimerisierung von Proteinkonzentration, lonenstirke, Detergenzien,
Kofaktoren, FAD-Redoxzustand und CTE: (A) 125-1000 ng rekombinant aufgereinigtes CryPsemired wurden
30 min dunkel auf Eis inkubiert. (B) 200 ng rekombinant aufgereinigtes CryPsemired wurde unter Zugabe von
0.016 % B-DDM, 0.02 % TX-100, 300 mM NaCl bzw. 50 mM DTT sowie der Kofaktoren 200 ng BolA-His, 5 mM
Riboflavin, 50 mM MgCl, bzw. 5 mM ATP 30 min dunkel auf Eis inkubiert. Als Referenzwert (R) fir das Dimer-
Monomer-Verhaltnis diente isoliertes CryP ohne weitere Additive (50 mM NaPi pH 7.8, 100 mM NaCl, 20 %
Glycerol). (C) 200 ng rekombinant aufgereinigtes CryPsemired, CryPox bzw. CryP-PHR wurden 30 min dunkel auf
Eis inkubiert. Die einzelnen Ansdtze wurden in einer 4-10 %igen BN-PAGE aufgetrennt. Der immunologische
Nachweis von CryP-His erfolgte mit einem His-Antikdrper nach Transfer auf eine PVDF-Membran. Blau
hervorgehoben sind die elektrophoretischen Laufweiten von CryP-Monomer (M), -Dimer (D) und -Tetrameren
bzw. -Oligomeren (T, O). Verandert nach Krischer et al. (2022).
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Abb. 3.14: Abhdngigkeit der CryP-Dimerisierung von Detergenzien und lonenstarke: 200 ng rekombinant
aufgereinigtes CryPsemired wurde unter steigender B-DDM- (0-0.032 %) bzw. steigender NaCl- (100-500 mM)
Konzentration 30 min dunkel auf Eis inkubiert. Als Referenzwert (R) fiir das Dimer-Monomer-Verhaltnis diente
isoliertes CryP ohne weitere Additive (50 mM NaPi pH 7.8, 100 mM NaCl, 20 % Glycerol). Die einzelnen Anséatze
wurden in einer 4-10 %igen BN-PAGE aufgetrennt. Der immunologische Nachweis von CryP-His erfolgte mit
einem His-Antikérper nach Transfer auf eine PVDF-Membran. Blau hervorgehoben sind die elektrophoretischen
Laufweiten von CryP-Monomer (M), -Dimer (D) und -Tetrameren bzw. -Oligomeren (T, O).
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Zusammenfassend zeigten die BN-PAGES eine CryP-Oligomerisierung mit einem Dimer und einem
Monomer als hauptsachliche Migrationsformen. Die Oligomerisierung erfolgt PHR-vermittelt und
konzentrationsabhangig aber unabhangig vom FAD-Redoxzustand. Die Oligomer-Stabilisierung durch
Detergenzien mit gleichzeitiger Destabilisierung bei erhohter lonenstarke lasst eine Oligomerisierung
Uber elektrostatische Wechselwirkungen der Untereinheiten vermuten.

Der Einfluss von nativen zelluldren Bedingungen wie die natirliche Proteinumgebung, die Anwesenheit
bestimmter Kofaktoren oder Interaktionspartner und posttranslationale Modifikationen auf das

Oligomerisierungsverhalten wurden in diesem Versuchsaufbau nicht untersucht.

3.4 Sequenzcharakterisierung der PHR-Domdne und der C-terminalen

Erweiterung von CryP

CRYs weisen im Gegensatz zu den verwandten PLs neben der konservierten PHR-Domane, die die nicht-
kovalente Chromophorbindung vermittelt, eine C-terminale Proteinerweiterung (CTE) auf. Ldnge und
Struktur dieser Erweiterung variieren stark zwischen den verschiedenen CRY-Klassen. Daher wird der
CTE eine zentrale Rolle bei der Ausiibung der spezifischen Rezeptorfunktion zugeschrieben.

Der Sequenzvergleich von CryP mit strukturell bereits charakterisierten CRYs zeigt neben der 512 AS
umfassenden PHR-Doméne eine CTE aus 73 AS. Damit ist die CryP-CTE langer als die der meisten aCRYs
(z.B. 21 AS flr DmCRY, Zoltowski et al. 2011), jedoch deutlich kirzer als die von pCRYs (z.B. 172 AS fir
AtCRY1, Brautigam et al. 2004). Aufgrund der intrinsischen Unordnung der CTEs konnten flr diese bis
heute keine positionsbezogenen Strukturdaten gewonnen werden. Eine Ausnahme bildet DMCRY aus
D. melanogaster, fur das eine Cryokristallstruktur des Holoproteins dargestellt wurde (Zoltowski et al.
2011).

Als ungeordnet werden Proteinbereiche beschrieben, die keine definierte Tertidrstruktur aufweisen
(lakoucheva et al. 2004). Intrinsisch ungeordnete Regionen sind charakteristisch flir Proteine mit
Regulations- und  Signalfunktion und  durchlaufen oftmals eine disorder-to-order-
Konformationsdanderung in Folge von Proteininteraktionen. Somit enthalten ungeordnete Domanen
oft Bindedomaénen fir Interaktionspartner sowie potentielle Phosphorylierungsstellen.

Mittels bioinformatischer Auswertung wurde analysiert, ob die CryP-CTE eine dhnliche intrinsische
Unstrukturiertheit aufweist. Hierzu wurde die CryP-Primarstruktur mit der Sequenz weiterer CRYs
verglichen. Die in silico Analyse mithilfe von IUPRED3 zeigt die generellen Strukturgemeinsamkeiten
zwischen PLs und den verschiedenen CRY-Gruppen (Abb. 3.15). Die konservierte N-terminale PHR-
Domaéne einer Lange von circa 500 AS weist fir alle untersuchten Vertreter eine geordnete Struktur

auf. Flr einige CRY-DASHs und PLs werden kurze Bereiche intrinsischer Unordnung in der PHR
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vorhergesagt (Abb. 3.15 C und D). Dies ist typisch fiir Interaktionsbereiche, z.B. DNA-Bindestellen
(lakoucheva et al. 2004). Alle analysierten CTEs weisen eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit intrinsischer
Unordnung auf. Kurze geordnete Bereiche verweisen auf Positionen, die wahrscheinlich disorder-to-
order Anderungen in Folge von Proteininteraktionen durchlaufen (Trudeau et al. 2013).

Die Vorhersage der CryP-Struktureigenschaften ist dabei vergleichbar mit denen fiir pCRYs und aCRYs.
Die PHR-Domane lasst auf eine geordnete Tertidrstruktur schlieRen, wahrend die CTE unstrukturiert
erscheint. Dieses Bild kann durch Sequenzanalyse der CTE erklart werden (Abb. 3.16). Die Halfte der
CTE (39 von 73 AS) setzt sich aus AS zusammen, die Unordnung fordern, von der zweiten Halfte sind
nur 20 % (14 von 73 AS) charakteristisch fiir geordnete Strukturen (lakoucheva et al. 2004). Zwei Drittel
der Sequenz (49 von 73 AS) umfassen polare AS, darunter 38 % (28 von 73 AS), die bei physiologischen
pH geladen sind. Zudem sind 15 phosphorylierbare Positionen enthalten. Auffallig sind drei Bereiche,
in denen sich basische Arginine bzw. Lysine mit phosphorylierbaren Serinen, Threoninen und Tyrosinen
blindeln. Es ist denkbar, dass diese Bereiche an der Vermittlung von Konformationsanderungen und
Proteininteraktionen beteiligt sind, indem lichtabhingige Phosphorylierungen zu Anderungen der

elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der PHR und CTE flhren.
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Abb. 3.15: Vorhersage der intrinsischen Unordnung (Disorder Prediction) von CryP und reprédsentativen CPF-
Vertretern mittels IUPRED3. Die Disorder Prediction von CryP wurde mit pCrys (A), aCrys (B), CRY-DASHs (C) und
PLs (D) verglichen. Ein Disorder Score von > 0,5 definiert eine Sequenz als ungeordnet (rote Linie). Der CryP-
Datensatz ist jeweils schwarz hervorgehoben. Agt Agrobacterium tumefaciens, At Arabidopsis thaliana, Cr
Chlamydomonas reinhardtii, Dm Drosophila melanogaster, Ec Escherichia coli, Hs Homo sapiens, Dr Danio rerio,
Syn Synechocystis sp., Xl Xenopus laevis.
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Abb. 3.16: Analyse der Aminosauresequenz der CryP-CTE. Dargestellt ist die 73 Aminosduren umfassende CTE
von CryP. Rot positiv geladene Positionen, blau negativ geladene Positionen, griin phosphorylierbare Positionen,
kursiv Unordnung vermittelnde Positionen. Die Umrahmungen markieren Bereiche, in denen eine hohe Dichte
basischer und phosphorylierbarer Aminosauren zu finden ist.

3.5 Untersuchungen zur Konformation von PHR und CTE

Wie der absorptionsspektroskopische Vergleich von CryP und CryP-PHR zeigt unterscheiden sich beide
Varianten bezlglich der FAD-Redoxform nach heterologer Expression und Isolation. Wahrend CryP
hauptsachlich FADH® bindet, ist in CryP-PHR ausschlieBlich FADox gebunden (vgl. Abb. 3.4). Dies legt
die Vermutung nahe, dass im Volllangenprotein ein Kontakt zwischen PHR und CTE im Bereich der FAD-
Bindetasche besteht, der die Redoxumgebung des Kofaktors beeinflusst.

Um die Fahigkeit von PHR und CTE zu einer spezifischen Interaktion miteinander zu untersuchen,
wurden Interaktionstests mittels zweidimensionaler PAGES durchgefihrt (Abb. 3.17). Dazu wurden die
CryP-Untereinheiten CryP-PHR und CTE einzeln isoliert. Nach separater bzw. gemeinsamer Inkubation
der Untereinheiten erfolgte eine BN-PAGE in erster Dimension zur Auftrennung der
Interaktionskomplexe. Es folgte eine SDS-PAGE in zweiter Dimension zur Dissoziation der
Komplexbestandteile. Wie erwartet zeigte die separate Auftrennung von CryP-PHR eine Dimer-
Monomer-Gliederung. Dies zeigte sich anhand zwei unterschiedlich weit migrierender
Proteinansammlungen in der BN-PAGE, die in der folgenden SDS-PAGE die gleiche, fiir CryP-PHR
typische Laufhohe bei 60 kDa aufwiesen (Abb. 3.17 CryP-PHR). Die Einzelauftrennung der CTE fiihrte
zu einer Proteinansammlung am oberen Gelrand der BN-PAGE, die in der SDS-PAGE bei einer fir die
CTE zu erwartenden Laufhohe von 10 kDa detektiert wurde (Abb. 3.17 CTE). Aufgrund der intrinsischen
Unordnung der CTE (vgl. Abb. 3.15) bildet diese unter nativen Bedingungen Aggregate, die sich am
oberen Gelrand der BN-PAGE absetzen und erst unter der denaturierenden Wirkung der SDS-PAGE
dissoziieren. CryP-PHR und CTE weisen in ihrer jeweiligen Einzelauftrennung unterschiedliche, sich
nicht Gberlagernde Laufstrecken in beiden Dimensionen auf. Dies ist Voraussetzung fiir die Analyse
moglicher Interaktionen mittels zweidimensionaler PAGE.

Die gemeinsame Inkubation und folgende Auftrennung von CryP-PHR und CTE lieferte ein anderes Bild
(Abb. 3.17 CryP-PHR + CTE). Wahrend CryP-PHR wie in der Einzelauftrennung eine Monomer-Dimer-

Gliederung aufwies, wurde fiir die CTE ein breites, horizontales Signal in der SDS-PAGE detektiert.
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Dieses verlief auf paralleler Hohe zum CryP-PHR-Monomer und -Dimer. Aufgrund einer
Wechselwirkung der CTE mit dem PHR-Monomer und -Dimer konnten sich demnach ein GroRteil der
CTE-Aggregate l6sen und simultan mit der PHR in das BN-Gel einlaufen. Dies belegt die grundsatzliche
Fahigkeit zur Interaktion von PHR und CTE und zur Bildung einer geschlossenen Konformation beider
Untereinheiten in CryP.

Um die Spezifitat dieser Wechselwirkung zu belegen, wurden 2D-PAGES unter gleichen Bedingungen
mit der PHR von PtCPF1 aus P. tricornutum (PtCPF1-PHR) sowie der PHR von CraCRY aus C. reinhardtii
(CraCRY-PHR) durchgefiihrt. Wie fiir CryP-PHR wurde fiir die Einzelauftrennungen von PtCPF1-PHR und
CraCRY-PHR eine Monomer-Dimer-Gliederung beobachtet (Abb. 3.17 PtCPF1-PHR und CraCRY-PHR).
Das Dimer-Monomer-Verhéltnis fir PtCPF1 war dabei genauso ausgewogen wie fiir CryP-PHR,
wahrend fiir CraCRY-PHR das Dimer die stabilere Form darstellte. Wie fiir CryP-PHR {iberlagerten sich
die Laufstrecken beider Kontrollproteine nicht mit derjenigen der CTE in den betrachteten
Einzelauftrennungen. Daran anderte auch die gemeinsame Inkubation und folgende zweidimensionale
Auftrennung der Kontrollproteine in Kombination mit der CTE nichts (Abb. 3.17 PtCPF1-PHR + CTE und
CraCRY-PHR + CTE). In beiden Fallen blieben die CTE-Aggregate, die sich am oberen Rand des BN-Gels
absetzen, erhalten. Das bedeutet, dass die CTE von CryP im vorliegenden Versuch nicht mit PtCPF1-
PHR oder CraCRY-PHR wechselwirkt, was die Spezifitat der Interaktion zwischen CryP-PHR mit der

eigenen CTE belegt.
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Abb. 3.17: 2D-PAGE zur Interaktion von CryP-PHR und CryP-CTE. Je 200 ng rekombinant aufgereinigtes CryP-
PHR, PtCPF1-PHR bzw. CraCRY-PHR wurden separat oder mit einer dquimolaren Menge CTE 30 min dunkel auf
Eis inkubiert und anschlieRend in einer 4-10 %igen BN-PAGE aufgetrennt. Es folgte eine 10 %ige SDS-PAGE in
zweiter Dimension zur Auftrennung der Interaktionskomplexe. Nach Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte
der immunologische Nachweis mit einem Histidin-Antikorper. Blau hervorgehoben sind die elektrophoretischen
Laufweiten von CRY-Monomer (M) bzw. -Dimer (D). Gestrichelte Linien markieren die Signaliiberlagerung von
CryP-PHR-Monomer und -Dimer mit der CryP-CTE in der BN-PAGE.
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In einem zweiten Versuchsaufbau wurde mittels partieller Proteolyse untersucht, ob Anderungen des
FAD-Redoxzustands in Folge von Belichtung oder Dunkeloxidation mit einer Anderung der
Konformation der CTE relativ zur PHR einhergehen. Zudem sollten in diesem Ansatz genauere
Informationen Gber den Bindebereich der CTE an der PHR gewonnen werden.

In einer partiellen Proteolyse wird das Zielprotein unter limitierten Bedingungen beziiglich
Reaktionszeit und -temperatur sowie Proteasekonzentration unvollstindig abgebaut. Dabei werden
Schnittstellen an exponierten und flexiblen Regionen bevorzugt angegriffen, wohingegen im
Gesamtprotein verdeckte und in geordneten Sekundarstrukturen befindliche Schnittstellen resistent
gegen den proteolytischen Angriff bei limitierter Reaktionszeit sind (Fontana et al. 2004). Das Ergebnis
ist eine sequenzspezifische Fragmentierung des Zielproteins, die elektrophoretisch analysiert werden
kann. Anhand der GroRe der entstandenen Fragmente und der Verteilung aller bekannten
Proteaseschnittstellen im Zielprotein kdnnen zudem die angegriffenen Schnittstellen eingegrenzt
werden.

Bezogen auf CryP konnen mit dieser Methode Konformationsidnderungen als Folge von
lichtinduzierten Verschiebungen des FAD-Redoxzustands oder der Deletion der CTE durch
differentielle Fragmentierungsmuster visualisiert werden. Daher wurden in diesem Versuchsaufbau
CryPox, CryPsemired, CryPfullyred und CryP-PHR miteinander verglichen.

Einerseits wurde frisch isoliertes CryP, das bereits groRtenteils FADH® bindet, 15 min mit BL belichtet,
um samtliches gebundenes FAD in den semireduzierten Zustand zu Uberfiihren. Andererseits wurde
isoliertes CryP mit K3[Fe(CN)]s inkubiert, um die Oxidation chemisch zu beschleunigen. CryPfullyred
wurde durch 15 min BL-Belichtung von CryPsemired nach Zugabe von DTT gewonnen. CryP-PHR wurde
direkt nach Isolation mit gebundenem FADox eingesetzt. Es folgte ein proteolytischer Verdau, der fir
CryPsemired, CryPox sowie CryP-PHR im Dunkeln und fir CryPfullyred im BL durchgefiihrt wurde, um
die jeweiligen FAD-Redoxformen stabil zu halten. Die entstandenen Fragmentmuster nach 2 min
Inkubationszeit wurden nach elektrophoretischer Auftrennung und immunologischem Nachweis
miteinander verglichen (Abb. 3.18).

Fir alle drei CryP-Redoxvarianten ist eine identische Fragmentierung mit finf Hauptfragmenten und
13 weniger intensiven Fragmenten erkennbar. Der Vergleich von CryP mit CryP-PHR zeigt jedoch
unterschiedliche Fragmentierungen. Unter Beriicksichtigung des GréRenunterschieds zwischen den
Varianten von 8,3 kDa, den die Deletion der CTE hervorruft, sind die betroffenen Schnittstellen von
CryP und CryP-PHR grundsatzlich gleich. In der genauen Analyse der relativen Empfindlichkeiten
einzelner Schnittstellen fiur den tryptischen Verdau unterscheiden sich die Varianten jedoch
voneinander. Die Fragmente 4, 4a und 4b, die fur CryP eine GroRe zwischen ca. 22 und 30 kDa
aufweisen, entstehen auch in CryP-PHR, die Empfindlichkeit der zugehorigen Schnittstellen fir den

proteolytischen Angriff ist jedoch unterschiedlich. Wahrend in CryP Fragment 4 gegeniiber 4a und 4b
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deutlich intensiver ist, erscheinen in CryP-PHR umgekehrt die Fragmente 4a und 4b starker als

Fragment 4. Die zugehdrigen Schnittstellen um diese Fragmente schlieBen die Binderegion der CTE an

der PHR ein.
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Abb. 3.18: Partielle Proteolyse von CryPox, CryPsemired, CryPfullyred und CryP-PHR. Rekombinant isoliertes
CryPox, CryPsemired, CryPfullyred und CryP-PHR wurden fiir 2 min bei 18 °C mit Trypsin in einem Verhaltnis von
1:200 (mol/mol) CryP/ Trypsin inkubiert. Die Inkubation erfolgte fiir CryPfullyred bei 10 pE*m2*s?, fiir die
Ubrigen Varianten im Dunkeln. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Roti®Laod gestoppt. Es folgte eine 10 %ige
SDS-PAGE zur Auftrennung der tryptisch gebildeten Fragmente. Nach Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte
der immunologische Nachweis mit einem Histidin-Antikorper. Die signalstarksten Hauptfragmente sind von 1 bis
5 nummeriert, die zugehdrigen signalschwacheren Fragmente mit Buchstaben von a bis d. Die unterbrochene
Darstellung der einzelnen Fragmentmuster ist auf unterschiedliche Belichtungszeiten einzelner
Membranbereiche zuriickzufihren.

Um den Interaktionsbereich von PHR und CTE in der CryP-Gesamtstruktur zu lokalisieren, wurden die
betroffenen Schnittstellen mithilfe der Trypsinschnittstellenverteilung in der CryP-Primarsequenz auf
die errechnete CryP-PHR-Tertidrstruktur (ibertragen (vgl. Anhang Tab. Al; vgl. Abb. 3.2). Die
Berechnung der CryP-Struktur deckt dabei aufgrund fehlender Strukturvorlagen fiir die CTE nur die

PHR ab. Die Genauigkeit der elektrophoretischen Auftrennung lasst jedoch nur eine Eingrenzung der
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Schnittstellen, keine aminosauregenaue Lokalisation, zu. Durch Abschatzung der GréRen von Fragment
4 (~ 32 kDa), Fragment 4a (~ 28 kDa) und Fragment 4b (~ 23 kDa) und Abgleich mit einem ungefarbten
ProteingréRenstandard wurde die Lage der drei Schnittstellen auf einen Bereich zwischen R294 und
K349 eingegrenzt. Dieser Bereich wurde auf der errechneten Struktur von CryP-PHR dargestellt
(Abb. 3.19). Die dreidimensionale Darstellung zeigt, dass die CTE an einer Region rund um die FAD-
Bindetasche anliegen muss. Diese Annahme wird durch die unterschiedlichen FAD-Reduktions- und

Oxidationseigenschaften von CryP und CryP-PHR bestarkt (vgl. Abschnitt 3.2.1).
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Abb. 3.19: Aus partieller Proteolyse bestimmter Interaktionsbereich von PHR und CTE in CryP: Der Vergleich
der partiellen Proteolyse von CryP und CryP-PHR grenzt einen Proteinbereich differentieller Fragmentierung ein,
der mithilfe der Trypsinschnittstellenverteilung in der CryP-Primédrsequenz lokalisiert werden kann. Dieser
Bereich schlieSt den Interaktionsbereich von PHR und CTE ein. Dargestellt ist die errechnete Struktur der CryP-
PHR auf Basis der Strukturdaten der Agrobacterium tumefaciens CPDIII-Photolyase (4U63; Scheerer et al. 2015).
Griin MTHF, orange FAD, rot C-terminales Ende ohne CTE, blau Bereich differentieller Fragmentierung in CryP
und CryP-PHR zwischen R294 und K349.

Zusammenfassend konnen im direkten Vergleich der partiellen Proteolyse von CryPox, CryPsemired,
CryPfullyred und CryP-PHR keine redoxabhangigen Konformationsunterschiede nachgewiesen, der
Kontaktbereich von PHR und CTE aber auf eine Region um die FAD-Bindetasche eingegrenzt werden.

Da auch die fiir CryP beobachtete Oligomerisierung keine Abhangigkeit zum FAD-Redoxzustand oder
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der CTE zeigt, kdbnnen Auswirkungen auf das differentielle Fragmentmuster der partiellen Proteolyse
infolge unterschiedlicher Oligomerisierung ausgeschlossen werden.

Redoxabhingige Anderungen der konformationellen Ausrichtung von PHR und CTE kénnen dennoch
nicht ausgeschlossen werden, falls diese mit dieser Methode nicht erfassbar sind. Unterschiedliche
Grinde konnen daflir genannt werden. Einerseits konnten nur kleine redoxgetriebene
Umstrukturierungen infolge einer CryP-Belichtung eintreten, fir die sensitivere Nachweismethoden
erforderlich sind. Andererseits kdnnten auRer einer Anderung des FAD-Redoxzustands weitere
lichtinduzierte Mechanismen wie posttranslationale Modifikationen in Form von Phosphorylierungen
oder die Interaktion mit spezifischen Interaktionspartnern nétig fir Proteinumstrukturierungen sein,

die in diesem in vitro-Ansatz nicht nachgestellt wurden.

3.6 Das CryP-Interaktionsverhalten

In vorhergehenden Untersuchungen zur CryP-Wirkweise wurden mittels Pulldown- und
massenspektrometrischen Analysen 18 potentielle CryP-Interaktionspartner identifiziert (Konig 2016).
Davon stehen 10 Proteine in Verbindung mit Ribosomen und Translation, 6 Proteine mit dem Bereich
DNA und Regulation, ein Protein mit dem Vitamin-Metabolismus sowie ein Protein mit unbekannter
Funktion. Auf Basis der Qualitdt der massenspektrometrischen Auswertung wurden drei ausgewahlte
Proteine in einem reversen Pulldown-Experiment als CryP-Interaktionspartner verifiziert. Die in silico-
Analyse des Interaktionspartners 1D14849 zeigte eine Zugehorigkeit zur in Pro- und Eukaryoten
verbreiteten BolA-Familie und in Verbindung damit eine mogliche Rolle als redox-regulierter
Transkriptionsfaktor mit nucleocytoplasmatischer Lokalisation. Der Interaktionspartner ID15211, der
ebenfalls in Pro- und Eukaryoten nachgewiesen werden kann, ist ein potentielles Cold-Shock-Domain-
Protein (CSDP) mit DNA- und RNA-Bindeeigenschaften, was eine regulative Wirkung auf
posttranskriptionaler Ebene durch verdanderliche mRNA-Stabilitditen vermuten lasst. Der dritte
bestatigte Interaktionspartner 1D42612, dem keine bekannte Funktion zugewiesen werden kann, ist
ein Heterokonten-spezifisches Protein, flir das eine ER-Assoziation aufgrund eines N-terminalen
Signalpeptids vermutet wird. Dieser Partner zeigte in den Pulldown- und massenspektrometrischen
Analysen die starkste CryP-Bindung im Vergleich aller betrachteten potentiellen Interaktionspartner.

Auf Basis des Isolationserfolgs nach heterologer Expression in E. coli wurden in dieser Arbeit die
Interaktionspartner ID42612 und ID14849 (BolA) fur CryP-Interaktionsstudien in Abhdngigkeit von der
CTE und des FAD-Redoxzustands eingesetzt. Dies erfolgte in zweidimensionalen PAGEs. Dabei wurden
nach Inkubation von CryP-PHR, CryPox, CryPsemired bzw. CryPfullyred mit dem jeweiligen
Interaktionspartner die Interaktionskomplexe in einer BN-PAGE in erster Dimension vereinzelt. Es

folgte eine SDS-PAGE in zweiter Dimension, um die Komplexe zu dissoziieren. Voraussetzung fir die
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Analyse moglicher Interaktionen mittels zweidimensionaler PAGE sind unterschiedliche, sich nicht
Uberlagernde Laufstrecken der betrachteten Proteine in ihrer Einzelauftrennung. Genaue
Bindungsaffinitditen konnen mit dieser Methode nicht definiert werden. Die Ergebnisse der
Interaktionsstudien wurden von Krischer et al. (2022) veroffentlicht.

Die zweidimensionale Einzelauftrennung der verschiedenen CryP-Varianten zeigte die erwartete
Dimer-Monomer-Gliederung, die bereits fir den PHR-CTE-Interaktionstest beschrieben wurde
(Abb. 3.20; vgl. Abb. 3.17). Diese zeigt sich in zwei Proteinsignalen auf unterschiedlicher Laufhéhe in
der BN-PAGE, die sich in der folgenden SDS-PAGE auf der gleichen, CryP-spezifischen Laufhéhe bei
68 kDa befinden. Dagegen bildet der Interaktionspartner ID42612 Aggregate, die sich in der BN-PAGE
am oberen Gelrand anlagern. Diese dissoziieren in der folgenden SDS-PAGE nicht vollstdandig, sodass
ID42612 als gestrecktes Signal bei 25 kDa detektiert werden kann. Fiir die CTE von CryP wurde eine
ahnliche Aggregation in der BN-PAGE beobachtet (vgl. Abb. 3.17). Diese Aggregation konnte auf die
intrinsische Unordnung der CTE zurlickgefiihrt werden. Im Gegensatz dazu erklart sich dieses Verhalten
bei ID42612 durch seine lipophilen Eigenschaften. Durch die Zugabe der Detergenzien TX-100 bzw. a-
DDM in steigenden Konzentrationen konnen die Aggregate schrittweise gelost werden (vgl. Anhang
Abb. A6). Die Detergenz-Protein-Wechselwirkung fihrt jedoch gleichzeitig zu einer Erhéhung des
apparenten Molekulargewichts von 1D42612 in der BN-PAGE mit der Folge, dass das CryP-Monomer
und 1D42612 auf derselben Laufhohe migrieren. Diese Beobachtung macht eine Auswertung
potentieller Interaktionen mittels zweidimensionaler PAGE unmoglich, weshalb auf eine
Detergenzbehandlung von 1D42621 verzichtet wurde. Gleichzeitig bestdrkt die Beobachtung des
lipophilen Charakters von ID42612 Vermutungen Uber eine ER-Assoziation.

Die 2D-PAGE von ID42612 mit CryPox bzw. CryPsemired zeigt in der ersten Dimension ein fehlendes
CryP-Dimer-Signal (Abb. 2.20 CryPox + ID42612 und CryPsemired + ID42612). Die Auflésung in der
zweiten Dimension bestadtigt dies, nur das Monomer bleibt erhalten. Dagegen ist das 1D42612-
Laufverhalten nahezu unverandert. In der zweiten Dimension der Inkubation mit CryPsemired sind
Proteinansammlungen unterhalb der sonst gewohnten Dimer-Position sichtbar, die der Form von
ID42612 dhneln. Dies lasst den Schluss einer Interaktion von ID42612 mit dem Dimer von CryPox bzw.
CryPsemired zu. Die Ursache des fehlenden Dimer-Signals liegt dabei am wahrscheinlichsten in einer
Aggregation des CryP-Dimers mit ID42612, die das Einlaufen in das BN-Gel und damit einen Nachweis
des ID42612-CryP-Dimer-Komplexes verhindert. Eine mogliche Degradation des CryP-Dimers in Folge
der Inkubation mit 1D42612 kann ausgeschlossen werden, da eine direkte Auftrennung des
Interaktionskomplexes in einer SDS-PAGE ohne vorherige BN-PAGE eine gleichbleibende CryP-Menge
zeigt (vgl. Anhang Abb. A7). Auch ein Zerfall des Dimers zum Monomer ist nicht ursachlich, da die

Monomermenge relativ zur CryP-Einzelauftrennung unverandert ist.
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In der Inkubation von ID42612 mit CryP-PHR bleibt das Dimer erhalten (Abb. 3.20 CryP-PHR + 1D42612).
Ahnlich wie bei CryPox sind unterhalb des CryP-PHR-Dimers in der SDS-PAGE aber
Proteinansammlungen vergleichbar mit der ID42612-Laufform sichtbar. Daher interagiert 1D42612
auch mit dem CryP-PHR-Dimer, jedoch mit deutlich geringerer Affinitat als mit dem CryP-Dimer.

Die Analyse des Interaktionsverhaltens von CryPfullyred muss unter Zugabe des Reduktionsmittels DTT
erfolgen, um den vollreduzierten Zustand FADH" nach Belichtung zu erreichen. Daher mussten auch
mogliche Einflisse des Reduktionsmittels auf das Laufverhalten der Einzelproteine untersucht werden.
Wahrend CryPsemired (DTT-Zugabe ohne folgende Belichtung) und CryPfullyred (DTT-Zugabe mit
folgender Belichtung) weiterhin eine Monomer-Dimer-Gliederung aufweisen, flihrt die Zugabe von
DTT zu ID42612 zu einer Losung der Aggregate dhnlich wie nach Detergenzbehandlung mit der Folge,
dass der Interaktionspartner parallel zum CryP-Monomer und -Dimer migriert. Die gemeinsame
Inkubation von CryPfullyred mit ID42612 flihrt wie fir CryPox und CryPsemired zu einem fehlenden
Dimer-Signal (Abb. 3.20 CryPfullyred + ID42612). Somit interagiert ID42612 auch mit dem CryPfullyred-
Dimer. Eine Interaktion mit dem CryPfullyred-Monomer ist moglich, kann aufgrund der DTT-bedingten
Dissoziation der ID42612-Aggregate und parallelen Laufhéhe zum CryP-Monomer jedoch nicht mit
Bestimmtheit nachgewiesen werden.

Der Interaktionspartner BolA bildet in der BN-PAGE ein Signal unterhalb des CryP-Monomers, das in
der folgenden SDS-PAGE auf der erwarteten BolA-Laufhohe von 10 kDa nachgewiesen werden kann.
Somit Uberlagern sich die Laufformen von CryP und BolA in ihren Einzelauftrennungen nicht.

Die Inkubation von CryPox bzw. CryPsemired mit BolA fihrt zu einer parallelen Migration von BolA mit
dem Monomer und Dimer, erkennbar auf der SDS-PAGE in zweiter Dimension (Abb. 3.20 CryPox + BolA
und CryPsemired + BolA). Folglich interagiert BolA sowohl mit dem CryP-Monomer als auch dem
-Dimer. Im Gegensatz dazu verhdlt sich BolA in der Inkubation mit CryP-PHR wie in seiner
Einzelauftrennung (Abb. 3.20 CryP-PHR + BolA). BolA migriert in der BN-PAGE unterhalb des CryP-PHR-
Monomers ohne erkennbare Signale parallel zu Monomer oder Dimer in der SDS-PAGE. Eine
Interaktion von BolA mit CryP-PHR kann in der 2D-PAGE demnach nicht nachgewiesen werden.

Das BolA-Laufverhalten dndert sich auch durch die Zugabe von DTT nicht. Wie fiir CryPox und
CryPsemired ist fur die Inkubation von CryPfullyred mit BolA eine Interaktion mit dem Monomer und
dem Dimer nachweisbar, wobei die Wechselwirkung mit dem Dimer hier starker scheint.

Um die Bildung eines méglichen Interaktionskomplexes zu untersuchen, erfolgte ein Interaktionstest
in Kombination von CryPsemired, ID42612 und BolA. Die Auswertung der 2D-PAGE wies dabei eine
Interaktion von ID42612 mit dem CryP-Dimer nach, wahrend BolA einen Komplex mit dem CryP-
Monomer bildete. In diesem direkten Vergleich kann demnach eine héhere Bindungsaffinitat zwischen

ID42612 und dem CryP-Dimer verglichen mit BolA und dem Dimer gezeigt werden.
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Eine mogliche Interaktion von 1D42612 und BolA konnte mittels zweidimensionaler PAGE nicht

nachgewiesen werden.
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Abb. 3.20: 2D-PAGE zur Interaktion von CryP-PHR, CryPox, CryPsemired bzw. CryPfullyred mit ID42612 und
BolA. Fortfiihrung auf folgender Seite.
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Abb. 3.20: Fortflihrung. Je 200 ng rekombinant aufgereinigtes CryP-PHR, CryPox bzw. CryPsemired wurden
separat oder mit einer dquimolaren Menge 1D42612 bzw. BolA 30 min dunkel auf Eis inkubiert und anschlieRend
in einer 4-10 %igen BN-PAGE aufgetrennt. Es folgte eine 10 %ige SDS-PAGE in zweiter Dimension zur Auftrennung
der Interaktionskomplexe. Nach Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte der immunologische Nachweis mit
einem Histidin-Antikdrper. Zur Analyse der Interaktion mit CryPfullyred erfolgte eine 15 minitige Dunkel- bzw.
BL-Inkubation mit 10 mM DTT vor Zugabe von 1D42612 bzw. BolA, um die Interaktion mit CryPsemired + DTT
bzw. CryPfullyred + DTT zu vergleichen. Nach anschlieRender 30 minitiger Dunkel- bzw. BL-Inkubation folgte
eine BN-PAGE in Dunkelheit bzw. konstantem BL, um CryPsemired bzw. CryPfullyred stabil zu halten. Es folgte
eine 10 %ige SDS-PAGE und ein immunologischer Nachweis per Histidin-Antikdrper. Gestrichelte Linien
markieren die Interaktion des Monomers (M) bzw. Dimers (D) mit den Interaktionspartnern. Verandert nach
Krischer et al. (2022).

Um die Spezifitat der Interaktionen zu belegen, wurden 2D-PAGES unter gleichen Bedingungen mit
PtCPF1 durchgefiihrt. Wie fiir CryP wurde fiir die Einzelauftrennung von PtCPF1 eine Monomer-Dimer-
Gliederung beobachtet, wobei das Monomer den gréReren Anteil darstellt (Abb. 3.21). Wahrend fir
BolA und PtCPF1 keine Wechselwirkungen nachgewiesen werden kdnnen, interagiert ID42612 mit dem
PtCPF1-Dimer wie im Fall von CryP (Abb. 3.21 A). Da ID42612 damit offenbar nicht nur spezifisch mit
CryP sondern auch mit PtCPF1 und moglicherweise weiteren CRYs interagiert, wurde die Interaktion in
Bezug auf ihre Speziesspezifitdt untersucht. ID42612 ist ein Heterokonten-spezifisches Protein,
weshalb als zweites, artfremdes Kontroll-CRY CraCRY aus der Griinalge C. reinhardtii eingesetzt wurde.
Fir die Interaktionstests mit CraCRY musste der Versuchsaufbau jedoch abgeandert werden. Der
Grund hierfur liegt darin, dass CraCRY trotz der rekombinanten Hexahistidin-Markierung nach
heterologer Expression zwar mittels IMAC isoliert, jedoch nicht mit einem Histidin-Antikdrper
detektiert werden kann. Daher wurde nur eine BN-PAGE gefolgt von einer Coomassie-Brillantblau-
Farbung der Gesamtproteine nach Inkubation von CraCRY mit ID42612 durchgefiihrt. Eine mogliche
Interaktion von ID42612 mit CraCRY kann dann wie fiir CryP an einem fehlenden Dimersignal relativ
zur CraCRY-Einzelauftrennung nachgewiesen werden. Dies wurde fiir die CraCRY-ID42612-Inkubation
jedoch nicht beobachtet (Abb. 3.21 B). Im Gegensatz zu CryP blieb das coomassie-brillantblau-gefarbte
CraCRY-Dimer auch in Kombination mit ID42612 erhalten, was eine mit CryP-vergleichbare Interaktion
ausschlieft.

In Kontrolltests mit isoliertem EGFP (enhanced green fluorescent protein) wurde keine Interaktion

zwischen EGFP und ID42612 bzw. BolA festgestellt (vgl. Anhang Abb. A8).
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Abb. 3.21: BN- und 2D-PAGE zur Interaktion von PtCPF1 bzw. CraCRY mit 1D42612 und BolA. (A) Je 200 ng
rekombinant aufgereinigtes PtCPF1 wurden separat oder mit einer dquimolaren Menge ID42612 bzw. BolA
30 min dunkel auf Eis inkubiert. Es folgte eine 4-10 %ige BN-PAGE in erster sowie 10 %ige SDS-PAGE in zweiter
Dimension zur Auftrennung der PtCPF1-Interaktionskomplexe mit anschlieRendem immunologischen Nachweis
mit einem Histidin-Antikérper. (B) Je 200 ng rekombinant aufgereinigtes CraCRY wurden separat oder mit einer
dquimolaren Menge ID42612 30 min dunkel auf Eis inkubiert. Die CraCRY-Interaktionskomplexe wurden in einer
4-10 %igen BN-PAGE aufgetrennt, gefolgt von einer Coomassie-Proteinfarbung (links) bzw. einem
immunologischen Nachweis mit einem Histidin-Antikdrper (rechts). Rote gestrichelte Linien markieren die
Interaktion des Monomers (M) bzw. Dimers (D) mit den Interaktionspartnern.

Zusammenfassend geben die Interaktionsstudien mittels zweidimensionaler PAGE Aufschluss liber
unterschiedliche Bindeverhalten der beiden betrachteten Interaktionspartner an CryP. Wahrend
ID42612 einen Komplex mit dem CryP-Dimer bildet, bindet BolA sowohl an das Monomer als auch an
das Dimer. Die Interaktion von CryP mit BolA erfolgt Giber die CTE. Im Vergleich dazu erhéht die CTE
zwar die CryP-Bindeaffinitdt zu ID42612, eine Interaktion wird durch die Deletion der CTE jedoch nicht
verhindert. Fir beide Interaktionspartner wurde eine Interaktion mit CryP unabhangig vom FAD-

Redoxzustand nachgewiesen.
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3.7 Diurnaler Transkriptionsrhythmus von cryp und den CryP-Interaktions-

partnern ID42612 und bola

Die Analyse des CryP-Interaktionsverhaltens mittels zweidimensionaler PAGE zeigte keine
Unterschiede in Abhdngigkeit vom FAD-Redoxzustand. Daher ist eine mogliche Regulation der CryP-
Interaktion auf Basis unterschiedlicher, alternierender Expressionsrhythmen von CryP und seinen
Interaktionspartnern maoglich. Zu diesem Zweck wurden Zellen des P. tricornutum Wildtyps an einen
16 h WeiBlicht/ 8 h Dunkel-Zyklus adaptiert. Fir das Experiment wurden die Zellen im Anschluss an die
gewohnte Dunkelphase 10 h in Dunkelheit inkubiert oder mit konstantem Blaulicht (BL), Rotlicht (RL)
bzw. Dunkelrotlicht (fRL) bestrahlt. Der Vergleich relativer Transkriptmengen von cryp, ID42612 und
bola unter den einzelnen Belichtungsbedingungen erfolgte mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-
PCR) relativ zum Histon-Gen h4 (Abb. 3.22).

Die cryp-Transkription wies unabhangig von der folgenden Belichtungsart eine Abnahme gemittelt um
den Faktor 2 innerhalb der ersten 2 Messstunden auf, in denen sich die Zellen gleichermalRen am Ende
der Dunkelphase befanden. Dies zeigt eine Regulation der cryp-Transkription auf circadianer Ebene in
Zellen, die an einen regelmaRigen Licht-Dunkel-Zyklus gewdhnt sind. Abhdngig von der folgenden
Lichtqualitat differenzierte sich das cryp-Transkriptlevel. Innerhalb der ersten 2 h nach BL- oder RL-
Aktivierung konnte eine Abnahme der cryp-Transkription um den Faktor 5 beobachtet werden. Das
Transkriptlevel blieb bis zum Ende der Messzeit konstant niedrig mit Werten zwischen 0,05 und 0,17
relativ zum Ausgangswert von 1. Im Gegensatz dazu konnte bei konstanter Dunkelinkubation oder fRL-
Belichtung keine weitere Abnahme der cryp-Transkription wie im BL oder RL beobachtet werden.
Gegenteilig erholten sich die Werte bis 4 h nach weiterer Dunkelinkubation bzw. fRL-Aktivierung mit
Werten von 0,84 bzw. 0,62 relativ zum Ausgangswert von 1. Bis zum Ende der Messzeit sanken die
Werte wieder.

Wie fir cryp zeigte die ID42612-Transkription eine Regulierung nach BL- und RL-Aktivierung, wobei die
Erhéhung der Transkription um den Faktor 270 im BL und 414 im RL 2 h nach Lichtaktivierung
gegenteilig und deutlich starker ausfiel als fir cryp. Die Belichtung mit fRL wies mit Schwankungen um
den Ausgangswert 1 Uber den gesamten Messzeitraum keine Anderung zum dunkeladaptierten
Zustand auf. Eine Behandlung in konstanter Dunkelheit flihrte im Schnitt zu einer Halbierung der
ID42612- Transkription.

Die Transkription des Interaktionspartners BolA zeigt eine regelmaRige Alternation unabhangig von
den dulleren Lichtbedingungen. Wahrend ein Minimum bis zum Ende der Dunkelphase erreicht wird,
steigt die Transkription innerhalb von 4 h nach Lichtaktivierung bzw. weiterer Dunkelbehandlung auf
ein Maximum, sodass sich die Transkription relativ zum Messstart wieder erholt. Im weiteren

Messverlauf schwanken die Werte um den Ausgangswert 1.
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Abb. 3.22; Diurnaler, lichtabhangiger
Transkriptionsrhythmus von cryp, ID42612 und
bola: Zellen des P. tricornutum WT wurden an
einen 16 h WeiRlicht/ 8 h Dunkel-Zyklus adaptiert.
In der exponentiellen Wachstumsphase wurde
die diurnale Expression der Gene cryp, ID42612
und bola mittels qRT-PCR unter verschiedenen
Lichtbedingungen analysiert. Dazu wurden die
Zellen unter konstanter Dunkelheit (D) oder je
15 uE*m2*s? Blaulicht (BL, Amax 465 nm),
Rotlicht (RL, Amax 591 nm) bzw. Dunkelrotlicht
(fRL, Amax 731 nm) inkubiert. Die Probenahme
erfolgte anfangend bei 2 h vor Belichtung (-2)
Uber 12 h in einem 2 h-Takt. Die Expression der
betrachteten Gene wurde relativ. zum
Referenzgen Histon h4 (ID26896) normiert und
zum Messstart auf einen Wert von 1 festgelegt.
Die Messwerte und daraus berechnete
Standardabweichungen stellen Mittelwerte aus
drei technischen Replikaten dar (n=3). Grau
hinterlegte  Bereiche stellen die spéte
Dunkelphase dar, in denen sich alle Zellen
gleichermalien in Dunkelheit befanden.

Zusammenfassend konnen fir die diurnale Transkription von cryp und seinen Interaktionspartnern

ID42612 und bola verschiedene Regulationsmechanismen in getakteten P. tricornutum-Zellen

nachgewiesen werden. Relativ zu einem 16 h Tag/ 8 h Nacht-Zyklus erreicht die cryp- Transkription zu

einem Zeitpunkt in der Dunkelphase, der hier nicht genau erfasst wurde, ihr Maximum. Es folgt eine

Herunterregulation der cryp- Transkription zu Tagesbeginn, die sowohl circadian als auch BL- und RL-

abhangig ist. Die Transkription von ID42612 erfolgt rein lichtabhangig, wobei Belichtungen mit BL und

RL zu einer starken Hochregulierung gegenteilig zur cryp-Transkription fiihren. BolA folgt einem

circadianen Transkriptionsrhythmus mit maximalen Werten am Tagesbeginn.
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3.8 Lichtinduzierte CryP-Degradation

In vorhergehenden Untersuchungen zur CryP-Wirkweise wurde fiir CryP eine lichtinduzierte,
proteasevermittelte Degradation beobachtet (Radev 2016). Auch in anderen aCRYs und pCRYs, wie
DmCRY aus D. melanogaster und AtCRY2 aus A. thaliana, konnte ein lichtinduzierter Abbau lber den
Proteasomweg nachgewiesen werden (Guo et al. 1999; Busza et al. 2004). In diesem Zusammenhang
sollte die fir CryP beobachtete Proteolyse in Anhangigkeit zum FAD-Redoxzustand und der CTE
spezifiziert werden.

In einem ersten Versuchsansatz wurden Zellen des P. tricornutum-Stamms Pt_CryP-eGFP eingesetzt,
die CryP mit einer C-terminalen EGFP-Fusion exprimieren (Jager 2013). Der gleiche Stamm war bereits
zuvor erfolgreich zum Nachweis der nuklearen Lokalisation von CryP eingesetzt worden (Konig 2016).
Das wasserlosliche Proteinlysat dieser Zellen wurde Gber 5 h in Dunkelheit oder BL, RL bzw. fRL
derselben Intensitat inkubiert. Die CryP-Stabilitat unter den verschiedenen Belichtungsbedingungen
wurde nach elektrophoretischer Auftrennung mittels immunologischer Detektion verglichen
(Abb. 3.23). Die CryP-EGFP-Menge blieb wahrend der Beobachtungszeit in Dunkelheit und fRL
konstant, wohingegen nach 2 h Inkubation in BL oder RL nahezu kein CryP-EGFP mehr detektierbar
war. Um die Spezifitdit des CryP-Abbaus nachzuweisen, wurde das EGFP-haltige Proteinlysat aus
Pt_eGFP unter gleichen Inkubationsbedingungen untersucht. Im Gegensatz zu CryP-EGFP blieb die
Menge an EGFP sowohl in Dunkelheit als auch nach BL-Inkubation konstant.

In diesem in vivo-nahen Versuchsaufbau konnte demnach eine lichtvermittelte CryP-Degradation
beobachtet werden. Unbeantwortet bleibt jedoch, ob dieser Abbau autokatalytisch oder
proteasevermittelt ist und welche Abhangigkeiten zum FAD-Redoxzustand und der CTE bestehen. Zu
diesem Zweck wurden heterolog isoliertes CryPsemired bzw. CryPox, CryP-PHR, CryP_W342F und die
CTE ohne oder mit dem wasserldslichen Proteinlysat aus Zellen des P. tricornutum-Wildtyps inkubiert

und unter sonst gleichen Belichtungsbedingungen untersucht (Abb. 3.24).
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Abb. 3.23: Lichtabhdngiger CryP-Abbau in vivo. Nach Zelllyse des P. tricornutum-Stamms Pt_CryP-eGFP wurde
das wasserlosliche Proteinlysat im Dunkeln (D), unter Blaulicht (BL, Amax 465 nm), unter Rotlicht (RL, Amax
591 nm) bzw. unter Dunkelrotlicht (fRL, Amax 731 nm) je 0-5 h bei 20 pE*m2*s! und 18 °C inkubiert, um den
lichtabhdngigen CryP-Abbau zu induzieren. Der CryP-Nachweis erfolgte mit einem GFP-Antikérper nach
Auftrennung in einer 10 %igen SDS-PAGE nach Ldmmli und Transfer auf eine PVDF-Membran. Als Ladekontrolle
diente der Proteinnachweis mit einem RuBisCO(RbcL)-Antikorper. Als Abbaukontrolle wurde EGFP aus Pt_eGFP
unter sonst gleichen Bedingungen untersucht.

Die Inkubationsansatze der isolierten Proteine in Lagerpuffer ohne das Proteinlysat zeigten fir alle
getesteten Varianten eine gleichbleibende Proteinmenge wahrend der Beobachtungszeit unabhangig
von der gewahlten Belichtungsart, weshalb eine autokatalytische Degradation ausgeschlossen werden
kann (vgl. Anhang Abb. A9). Demnach muss der beobachtete CryP-Abbau durch einen proteolytischen
Mechanismus ausgel6st von Bestandteilen des Proteinlysats vermittelt werden. Diese Vermutung wird
durch die Inkubation der isolierten Proteine mit dem P. tricornutum-Proteinlysat bestatigt (Abb. 3.24).
Wie fir CryP-EGFP aus Pt_CryP-eGFP zeigte der Inkubationsansatz von CryPsemired mit dem
Proteinlysat eine BL- und RL-vermittelte schrittweise Abnahme der Proteinmenge, sodass nach 5 h
Belichtung kein CryPsemired mehr nachweisbar war. Im Gegensatz dazu blieb die Proteinmenge nach
Dunkel- bzw. fRL-Behandlung konstant. Die gleiche BL- und RL-abhdngige Degradation war fiir CryPox
nachweisbar. Dies stellt eine direkte Abhangigkeit zwischen FAD-Redoxzustand bzw. FAD-
Reduzierbarkeit und CryP-Abbau in Frage, da das in CryPox gebundene FADox RL nicht absorbieren und
folglich weder angeregt noch reduziert werden kann. Die gleiche Frage gilt fiir den Inkubationsansatz
von CryP_W342Fox, dessen Proteinmenge ebenfalls BL- und RL-induziert abnimmt, obwohl sich dieses
Protein unter in vitro-Bedingungen als nicht reduzierbar erwiesen hat (vgl. Abb. 3.7). Demnach besteht
keine direkte Abhdngigkeit zwischen CryP-Reduzierbarkeit und CryP-Degradation.

Wie fir CryP konnte auch fiir CryP-PHR ein BL- und RL-abhangiger Abbau gezeigt werden, wobei dieser
bereits nach 2 h und damit schneller als fir CryP abgeschlossen war. Dies ist mit der grundsatzlichen

Instabilitat von CryP-PHR verglichen mit CryP unter den gewahlten Versuchsparametern zu erklaren,
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da auch die proteinlysatfreien Inkubationsansatze einen schrittweisen CryP-PHR-Zerfall Gber 5h
aufzeigen (vgl. Anhang Abb. A9). Die Degradation ist jedoch nicht nur PHR-vermittelt, da die CTE unter
den gewahlten Testbedingungen das gleiche lichtabhangige Abbauverhalten zeigt.

In einem Kontrollansatz wurde fir isoliertes EGFP keine Degradation festgestellt.
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Abb. 3.24: Lichtinduzierter, proteasevermittelter CryP-Abbau. Rekombinant aufgereinigtes CryPox,
CryPsemired, CryP-PHR, CryP W342F bzw. CTE wurden mit einem Proteinlysat aus P. tricornutum im Dunkeln (D)
oder unter 20 pE*m2*s? Blaulicht (BL, Amax 466 nm), Rotlicht (RL, Amax 591 nm) bzw. Dunkelrotlicht (fRL,
Amax 731 nm) inkubiert, um den lichtabhdngigen proteasevermittelten Abbau zu induzieren. Die Proben nach 0-
5 h Inkubation wurden in einer 10 %igen SDS-PAGE nach Lammli aufgetrennt. Der CryP-Nachweis erfolgte mit
einem Histidin-Antikorper nach Transfer auf eine PVDF-Membran. Als Ladekontrolle diente der Proteinnachweis
mit einem RuBisCO(RbcL)-Antikorper. Als Kontrolle wurde EGFP mit einem Proteinlysat aus P. tricornutum unter
sonst gleichen Bedingungen untersucht.
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Um die Spezifitat des CryP-Abbaus einzugrenzen, wurde isoliertes CryPsemired mit dem Proteinlysat
aus T. pseudonana bzw. C. meneghiniana unter sonst gleichen Bedingungen inkubiert (vgl. Anhang
Abb. A10). Im Vergleich zur Inkubation im P. tricornutum-Proteinlysat war der CryP-Abbau im
T. pseudonana-Lysat deutlich verlangsamt und im C. meneghiniana-Lysat Uberhaupt nicht zu
beobachten. Demnach wird der CryP-Abbau spezifisch von Komponenten des P. tricornutum-Lysats
vermittelt, die teilweise auch in T. pseudonana erhalten sind, jedoch nicht in C. meneghiniana.

In einem parallelen Kontrollansatz, in dem isoliertes CraCRY-PHR mit dem Proteinlysat aus
C. reinhardtii inkubiert wurde, war in Ubereinstimmung mit bekannten Untersuchungen kein CraCRY-
PHR-Abbau nachweisbar. Diese Beobachtung bestarkt die Spezifitat des Versuchsaufbaus.
Zusammenfassend ist fir CryP eine proteasekatalysierte, BL- und RL-induzierte Degradation ohne
direkte Abhangigkeit von der FAD-Reduzierbarkeit zu beobachten, die sowohl von der PHR als auch

der CTE vermittelt wird.
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4 Diskussion

4.1 Cryptochrom-Signaltransduktions-Modelle

Die CRY-Forschung ist von einer grundlegenden Kontroverse Uber die Art der primaren FAD-
Photochemie als Ausloser der Photorezeptoraktivierung gepragt. Dies basiert darauf, dass bislang
auBer fir DmCRY keine Kristallstrukturen der CRY-Volllangenproteine gewonnen werden konnten, die
die Bindungskrafte zwischen PHR und CTE abbilden (Zoltowski et al. 2011). Die intrinsische Unordnung
der CTE erschwert solche Strukturanalysen. Die FAD-Redoxchemie wird von der spezifischen
Aminosaurezusammensetzung der FAD-Bindetasche und zellularen Komponenten, wie der
Anwesenheit bestimmter Interaktionspartner, Metabolite und Reduktionsmittel sowie dem zelluldren
Redoxpotential und der Sauerstoffkonzentration beeinflusst (Spexard et al. 2014). Daraus resultiert
eine CRY-spezifische und veranderliche Redoxumgebung im nativen Umfeld, die mit
spektroskopischen Methoden in vitro nicht erfasst wird. Die FAD-Redoxformen in isolierten CPF-
Proteinen sind demnach nicht mit dem realen Dunkel- bzw. Ruhezustand des Photorezeptors in vivo
gleichzusetzen. Zudem ist die Aktivitat von CRYs, wie die aller Photorezeptoren, abhdngig von
Regulationen auf posttranslationaler Ebene (Mehra et al. 2009). Vor diesem Hintergrund werden
grundsatzlich zwei Modelle zur CRY-Signaltransduktion diskutiert (Abb. 4.1).

Aufgrund der gemeinsamen evolutiondren Abstammung entspricht das erste Modell einer universellen
CRY-Photoaktivierung in einem Photolyase-dhnlichen Mechanismus (Kao et al. 2008b). Dieser basiert
auf einem Elektronentransfer zwischen FAD und einem Akzeptormolekil, wie einem Bindepartner, der
CTE oder ATP, der keine Anderung des FAD-Redoxzustands infolge einer Photoreduktion voraussetzt
(Song et al. 2007; Oztiirk et al. 2008; Liu et al. 2010; Liu et al. 2011b; Liu et al. 2013; Karki et al. 2021).
Das Photolyase-Modell beinhaltet die Fahigkeit zur Bildung eines langlebigen FAD-Anregungszustands
mit hohem Redoxpotential als Elektronendonor, der aufgrund der schellen Fluoreszenzléschung von
(FADox)* und (FADH®)* nurin (FAD*)* und (FADH')* gegeben ist (Kao et al. 2008a).

In einem zweiten Modell wird der gleiche Aktivierungsmechanismus fir alle photosensorischen CRYs
in einem Phototropin-Modell angenommen (Oztiirk et al. 2008). Dieser beinhaltet eine Ubertragung
lokaler lichtinduzierter elektrostatischer Effekte um FAD in globale Proteinkonformationsanderungen,
die eine Anderung der relativen Ausrichtung von PHR und CTE einschlieRt (Miiller und Bouly 2015).
Dabei besteht jedoch keine Einigkeit iber die Notwendigkeit einer FAD-Photoreduktion. Einerseits
wird eine Photoreduktion als Voraussetzung fir elektrostatische AbstoRungen in der FAD-Bindetasche
infolge der Bildung von FAD*- bzw. Asp™-Anionen betrachtet, andererseits wird die FAD-Exzitation mit
folgendem intramolekularem Elektronenaustausch zwischen dem lIsoalloxazin- und Adeninring als

primare Photochemie angesehen (Zeugner et al. 2005; Kondoh et al. 2011; Ozturk et al. 2011; Vaidya
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et al. 2013; Ozturk et al. 2013; Ma et al. 2020; Lin et al. 2022). Ein weiterer Diskussionspunkt ist die
Wichtigkeit der Identitdt von FAD-Ruhe- und Signalform. Diesbeziiglich sei die Definition bestimmter
Ruhe- und Signalformen bedeutsam, da nur der Wechsel zwischen zwei definierten Redoxformen
bestimmte Protonentransfers, Neubildungen von Wasserstoffbriicken oder elektrostatische und
hydrophobe Effekte sowie Konformationsdanderungen zulasse (Procopio et al. 2016; Franz-Badur et al.
2019). Andererseits konnte die CRY-Aktivierung zwischen zwei beliebigen FAD-Redoxformen wechseln,
da die primire Photochemie grundsatzlich auf einer plétzlichen Anderung der elektrostatischen
Umgebung des FAD in der Bindetasche beruhe (Ozturk et al. 2014; Wang et al. 2021).

Die CRY-Funktionsweise sollte grundsatzlich vor dem Hintergrund der evolutiondren Diversifizierung
gesehen werden. So sind pCRYs und aCRYs aus verschiedenen Photolyase-Vorldufern hervorgegangen
und auch die dualen CRY-DASHs und tierdhnlichen CRYs sind jeweils zu verschiedenen
Photolyasegruppen naher verwandt (vgl. Abb. 1.5). Trotz des hohen Konservierungsgrades der PHR
zwischen den verschiedenen CPF-Gruppen folgt der evolutiondren Substitution einzelner,
entscheidender Positionen der FAD-Bindetasche eine Variation der FAD-Photochemie in Bezug auf die
Bildung und Stabilisierung verschiedener Redoxformen.

Im Folgenden werden strukturelle Einflussfaktoren in Bezug auf die FAD-Redoxchemie, die
Konformation und das Interaktionsverhalten von CryP analysiert, um daraus die méglichen FAD-Ruhe-
und Signalzustdnde abzuleiten und Rickschluss auf die spezifische CryP-Photorezeptorfunktion zu

gewinnen.

Cryptochrom-Signaltransduktion

v v
‘ licht-abhangig ‘

[
v v v

intframol Elektronentransfer,| kein Elektronentransfer, (intermol Elekironentransfer,
FAD-Photoreduktion keine FAD-Photoreduktion | keine FAD-Photoreduktion

+—k—+

abh. von
W-Triade

licht-unabhangig

unabh. von
W-Triade

Phototropin-Modell Photolyase-Modell

(lichtinduzierte Konformationsanderungen infolge {lichtinduzierter

neugeordneter Wasserstoffbriicken, fonischer oder
hydrophober Interaktionen)

pCRY, aCRY Typ |,
CRY-DASH, duale CRY

Elektronentransfer auf AS,
CTE oder Partnerprotein)

CPD-PL, (6-4)-PL,
CRY-DASH, duale CRY

aCRY Typ Il

Abb.4.1: Cryptochrom-Signaltransduktions-Modelle. Wahrend aCRYs Typ |l aufgrund der fehlenden FAD-
Bindung lichtunabhangig wirken, ist die primdre Photochemie in CRYs zur Photorezeptoraktivierung nicht
letztlich geklart. Diskutiert wird ein Photolyase- sowie ein Phototropin-Modell.
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4.2 Die CryP-Struktur

4.2.1 Die oligomere CryP-Struktur ist ahnlich zu pCRYs und unabhangig vom FAD-
Redoxzustand
Fiir das pflanzendhnliche CryP wurde nach heterologer Expression und Isolation mittels Ko-Elution von
CryP-HA mit immobilisierten CryP-His, zweidimensionalen PAGEs und partieller Proteolyse die
Fahigkeit zur Bildung PHR-vermittelter Dimere und Tetramere sowie die Bindung der CTE an die PHR
unabhangig vom FAD-Redoxzustand nachgewiesen (vgl. Abb. 3.12, Abb. 3.13, Abb. 3.17, Abb. 3.18).
Dabei bildeten das Monomer und Dimer die hauptsachlichen Migrationsformen in der nativen PAGE
(vgl. Abb.3.13). Der Bindebereich der CTE konnte auf einen Bereich um die FAD-Bindetasche
eingegrenzt werden. Ebenfalls unabhéngig von der FAD-Redoxform bindet der Interaktionspartner
BolA an die CTE des CryP-Monomers und Dimers, wahrend ID42612 mit dem CryP-Dimer interagiert.
Auch fir pCRYs wurde die Bildung von Dimeren und Tetrameren beobachtet, die in direkter
Abhéangigkeit zur BL-induzierten Photorezeptoraktivierung steht (Sang et al. 2005; Shao et al. 2020).
AtCRY1 bildet lichtunabhdngig Dimere, wie in vivo und in vitro Untersuchungen mittels Yeast-two-
Hybrid-Assays, Size-Exclusion-Chromatographie (SEC) und Koimmunoprazipitationen (ColP) gezeigt
haben (Sang et al. 2005; Liu et al. 2020). Dagegen ist die Di- und Tetramerisierung von AtCRY2
lichtabhangig (Wang et al. 2016; Liu et al. 2020). Die Nachweisbarkeit der Oligomere wird von der
gewahlten Methode beeinflusst. Fiir AtCRY2 konnten mittels SEC, Dichtegradientenzentrifugation oder
nativen Gelen keine Oligomere nachgewiesen werden (Yu et al. 2007b). Darliber hinaus wurde fir
AtCRY2 eine BL-induzierte Formierung von Photobodies im Nukleus beobachtet (Rosenfeldt et al. 2008;
Yu et al. 2009; Zuo et al. 2012; Ma et al. 2020). Im Gegensatz dazu sind PLs und die lichtunabhangigen
aCRYs Typ Il als Monomere aktiv, wahrend Dimere in aCRYs Typ | wie DmCRY entweder nicht oder nur
mit schwacher Interaktion auftreten (Rosato et al. 2001; Czarna et al. 2013; Zoltowski et al. 2011; Liu
et al. 2020).
Einflussfaktoren auf die CryP-Oligomerisierung aus dem nativen zelluldren Umfeld, wie die natirliche
Proteinumgebung, die Anwesenheit bestimmter Kofaktoren oder posttranslationale Modifikationen,
wurden nicht bericksichtigt. Fir AtCRY2 wird die BL-induzierte FAD-Reduktion unabhangig von
biochemischen Proteinmodifikationen als Ausldser fiir die Tetramerisierung betrachtet. Dies wird mit
der Geschwindigkeit der Photobodybildung und der Unfdhigkeit einer in der FAD-Bindung
beeintrachtigten Substitutionsmutanten zur Tetramerisierung begriindet (Zuo et al. 2012; Shao et al.
2020).
Fiir CryP ist daher eine Oligomerisierung unabhangig von einer lichtinduzierten FAD-Reduktion oder

Phosphorylierungen vergleichbar mit AtCRY1 anzunehmen, sodass der CryP-Aktivierungsmechanismus
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keine Anderung der Oligomerisierungsstufe beinhaltet. Dabei kann die dominierende in vivo CryP-
Oligomerisierungsstufe jedoch nicht mit Bestimmtheit definiert werden, da die Verteilung von
Monomer, Dimer und Tetramer durch die native Gelauftrennung beeinflusst wird. Es ist anzunehmen,
dass das CryP-Tetramer oder -Dimer im natirlichen Umfeld die dominierenden CryP-Formen
darstellen, die sich wahrend des nativen Gellaufs zum Grof3teil in das stabile Dimer und Monomer
auftrennen. Auch flir AtCRY2 ist die Dimer-Interaktionsflache im Vergleich zur Tetramergrenzflache
stabiler (Shao et al. 2020; Palayam et al. 2021). In diesen kiirzlich veréffentlichten Kristallstrukturen
wurde die Stabilisierung der Monomer-Untereinheiten im AtCRY2-Tetramer (iber ionische
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken an der konservierten Dimergrenzflache dargestellt. Da die
Beobachtungen aus der nativen PAGE auch fiir CryP eine Wechselwirkung der Untereinheiten (iber
elektrostatische Wechselwirkungen aufzeigen, ist eine CryP-Dimerstruktur vergleichbar zu AtCRY2

denkbar (vgl. Abb. 3.14).

Durch Kombination der Beobachtungen zur Konformation von PHR und CTE sowie dem CryP-
Interaktionsverhalten und unter Verwendung der kalkulierten CryP-Tertiarstruktur kann die mogliche
CryP-Dimerstruktur abgeleitet werden (Abb. 4.2).

Fir die CTE konnte eine Bindung an die PHR in einem Bereich um die FAD-Bindetasche mittels partieller
Proteolyse nachgewiesen werden (Abb. 3.18). Dabei bindet die CTE sowohl an die monomere als auch
die dimere PHR (Abb. 3.17). Dies bedeutet, dass die CTE dem Lésemittel zugewandt ist, nicht im CryP-
Dimer verdeckt wird und damit kein Teil der CryP-Dimerisierungsflache darstellt. Bestarkt wird dies
durch die Bindung des Interaktionspartners BolA an die CTE des Monomers als auch des Dimers
(Abb. 3.20). Somit ist fir CryP eine Dimerisierung lber die gleiche Kontaktfliche wie fiir AtCRY2
wahrscheinlich, obwohl die beteiligten AS aus AtCYR2 in CryP nicht konserviert sind (Abb. 4.2 A;
Palayam et al. 2021). In diesem zugewiesenen Kontaktbereich weist CryP sowohl negative als auch
positive Oberflachenpolaritdaten auf, was eine Dimerisierung lber elektrostatische Wechselwirkungen
ermoglicht. Die Beobachtung, dass der Interaktionspartner ID42612 ausschlieBlich an das CryP-Dimer
bindet, verleiht der dimeren Struktur eine funktionale Relevanz.

Die frei an der PHR anliegende CTE ermdglicht Anderungen der Konformation oder des
Interaktionsverhaltens infolge einer FAD-Reduktion wie es fiir pCRYs und aCRYs Typ | beobachtet
wurde (Partch et al. 2005; Kottke et al. 2006; Vaidya et al. 2013; Berntsson et al. 2019; Chandrasekaran
et al. 2021; Goett-Zink et al. 2021). Dabei weist die Oberflachenpolaritdt um die zugewiesene CTE-
Bindestelle auf der CryP-PHR gréRere Ahnlichkeiten zu PLs als zu pCRYs oder aCRYs auf (Abb. 4.2 B). In
PLs und CRY-DASHSs hat die Oberflache um die FAD-Bindetasche aufgrund eines Clusters basischer AS

eine positive Polaritat, was die Bindung des DNA-Substrates stabilisiert, wahrend pCRYs und aCRYs in
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diesem Bereich eine negative bis neutrale Polaritat aufweisen (vgl. Anhang Abb. A11; Park et al. 1995;

Brautigam et al. 2004; Huang et al. 2006; Klar et al. 2007; Pokorny et al. 2008; Czarna et al. 2013).

Abb. 4.2: Das CryP-Dimer. Die potentielle CryP-PHR-Tertidrstruktur wurde auf Basis der Strukturdaten der
A. tumefaciens CPDIlI-Photolyase (4U63; Scheerer et al. 2015) mittels des PHYRE2 Protein Homology/ analogy
Recognition Engine Servers errechnet und mithilfe von UCSF Chimera visualisiert. Oberflachenpotentiale wurden
mit dem Electrostatic Surface Coloring Tool kalkuliert. (A) In der potentiellen CryP-Dimerstruktur sind die
Untereinheiten Kopf an Kopf mit einer frei an der PHR anliegenden CTE ausgerichtet. (B) Der mittels partieller
Proteolyse ermittelte CTE-Bindebereich an der PHR weist eine positive Oberflachenpolaritat auf. Zur besseren
Ubersicht ist die schematische CTE in der Darstellung (B) nicht enthalten. Blau positives Oberflichenpotential,
rot negatives Oberflachenpotential.

4.2.2 Die C-terminale Erweiterung von CryP bindet unabhangig vom FAD-Redoxzustand
an die PHR

Fir die CTE von CryP wurde mittels in silico Analyse eine intrinsische Unordnung vorhergesagt und
anhand der Bildung von Aggregaten in nativer PAGE bestatigt (vgl. Abb. 3.15, Abb. 3.17). Das Fehlen
einer geordneten Sekundarstruktur ist charakteristisch fiir die CTEs aller CPF-Gruppen und fir
Proteine, die an Signaltransduktionsprozessen beteiligt sind, da ein flexibles Proteinriickgrat variable
Proteininteraktionen ermoglicht (Fontana et al. 2004; lakoucheva et al. 2004; Partch et al. 2005;
Trudeau et al. 2013). Mittels CD-, NMR- und FTIR-spektroskopischer Messungen konnte gezeigt
werden, dass in den CTEs von pCRYs und aCRYs Typ I, wie AtCRY1, AtCRY2 und DmCRY1, sowie den
lichtunabhangigen HsCRY1 und MmCRY1 eine a-helikale Faltung infolge der spezifischen Interaktion
mit der jeweiligen PHR induziert wird (Partch et al. 2005; Kottke et al. 2006; Kondoh et al. 2011; Czarna
et al. 2013; Parico et al. 2020). Mit DmCRY ist bislang nur eine Kristallstruktur eines CPF-Proteins in
voller Lange bekannt, in der die Wechselwirkung der PHR und der vergleichsweise kurzen CTE von 21
AS erfasst wurde (Zoltowski et al. 2011). In dieser bindet die CTE in einer Grube zum Zugang der FAD-
Bindetasche analog zum DNA-Substrat in CPD-PLs. Auch fir die CryP-CTE ist die Bindung an die eigene
PHR spezifisch (vgl. Abb. 3.17). Aufgrund des Einflusses der CTE auf die FAD-Redoxchemie liegt fiir CryP
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eine dhnliche Bindung der CTE im Kontakt zur FAD-Bindetasche und eine damit verbundene CTE-
Strukturierung vor (vgl. Abb. 3.5, Abb. 3.6).

Sowohl pCRYs als auch aCRYs Typ | andern lichtabhangig und groRrdumig ihre Konformation, was als
Mechanismus zur Photorezeptoraktivierung betrachtet wird (Partch et al. 2005; Kottke et al. 2006;
Kondoh et al. 2011; Vaidya et al. 2013; Thoing et al. 2015; Berntsson et al. 2019; Goett-Zink et al. 2021).
Dies beinhaltet einen dunkeladaptierten, geschlossenen Ruhezustand, in dem die CTE durch Bindung
an die PHR stabilisiert wird, gefolgt von einer lichtinduzierten sequentiellen Dissoziation und order-to-
disorder-Transition der CTE. Fir das lichtunabhangige HsCRYI wurde eine vergleichbare Dissoziation
der CTE von der PHR infolge der Bindung des PER-Interaktionspartners beobachtet (Parico et al. 2020).
Die Konformationsdnderungen in allen CPF-Gruppen werden durch Phosphorylierungen,
hauptséachlich im Bereich der CTE, unterstltzt (Shalitin et al. 2003; Yu et al. 2007b).

Die Anderung der relativen Ausrichtung von PHR und CTE kontrolliert die Photorezeptoraktivitit,
wobei die CTEs aus pCRYs und aCRYs verschiedene regulative Wirkungen besitzen. In aCRYs Typ | und
Typ Il kommt der CTE eine autoinhibitorische, cis-regulative Funktion zu, die die Zugéanglichkeit von
Interaktionsflaichen auf der PHR fiir nachgeschaltete Signaltransduktionskomponenten reguliert
(Trudeau et al. 2013; Parico et al. 2020). Dies verdeutlichen die konstitutiv aktiven DmCRYACTE und
HsCRY1A11, in denen die CTE ganz oder teilweise deletiert ist (Ceriani et al. 1999; Rosato et al. 2001;
Busza et al. 2004; Dissel et al. 2004; Peschel et al. 2009; Ozturk et al. 2013; Parico et al. 2020). Im
Gegensatz dazu vermittelt in pCRYs nicht die PHR, sondern die CTE eine konstitutive Rezeptorantwort,
sodass die CTE von pCRYs als Effektordomane betrachtet wird (Yang et al. 2000; Yu et al. 2007b).

Im Gegensatz zu DmCRY oder AtCRY1 und AtCRY2 konnten fiir CryP mittels partieller Proteolyse jedoch
keine grofRraumigen Konformationsdnderungen nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.18). Die CTE ist
unabhangig vom FAD-Redoxzustand mit der CryP-PHR assoziiert. Dabei stellen mit den Bindepartnern
ID42612 und BolA sowohl die PHR als auch die CTE Interaktionsflachen bereit, sodass fir die CryP-
Domanenstruktur keine klare Sensor- und Effektor-bezogene Einteilung getroffen werden kann. Falls
CryP lichtinduzierte Konformationsdanderungen eingeht, sind diese entweder nicht ausschlieRlich
redoxabhangig oder umfassen kleinere Rearrangements von Struktureinheiten.

Der beobachteten lichtabhangigen Dissoziation der CTE von der PHR in pCRYs und aCRYs Typ | gehen
stets intermedidre Umstrukturierungen innerhalb der PHR, wie die Auflésung von B-Faltblattern oder
Neuordnung von a-Helices und Random Coils, voraus (Vaidya et al. 2013; Thoing et al. 2015; Sommer
et al. 2017; Berntsson et al. 2019; Goett-Zink et al. 2021). In CPD- und (6-4)-PLs treten licht- und
redoxunabhangige, substratinduzierte Rearrangements von a-Helices in der PHR infolge der DNA-
Bindung auf (Wijaya et al. 2013; Yamada et al. 2016). Fir das tierdhnliche CraCRY mit dualer Funktion
wurden mittels Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR)- und Wasserstoff-Deuterium-

Austausch-Massenspektrometrie (HDX-MS)- Messungen auf die PHR limitierte
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Konformationsdanderungen mit einer Umpositionierung der CTE ohne Dissoziation infolge einer BL-
oder RL-Belichtung festgestellt (Spexard et al. 2014; Oldemeyer et al. 2016; Oldemeyer et al. 2019;
Franz-Badur et al. 2019). Ahnliche Umstrukturierungen innerhalb der PHR sind auch fiir CryP
wahrscheinlich, die mittels partieller Proteolyse nicht erfasst werden konnten. Zudem koénnte eine
redoxunabhangige Loslosung der CTE von der PHR aufgrund fehlender biochemischer Modifikationen
oder Bindepartner in der Versuchsanordnung verhindert worden sein. Wie die Sequenzanalyse der
PHR gezeigt hat, biindeln sich in der CTE basische und phosphorylierbare AS, die die Bindung zwischen
PHR und CTE Uber elektrostatische Wechselwirkungen oder AbstofSungen beeinflussen. Die CTE von
AtCRY1 weist eine ahnliche AS-Komposition auf, die die elektrostatische Anziehung sowie AbstolRung
nach lichtinduzierter Phosphorylierung unterstitzt (Miller und Bouly 2015).

Die flir CryP moglichen Wege der primdren FAD-Redoxchemie als Ausloser der

Konformationsanderungen werden in Abschnitt 4.3.2 erlautert.

4.2.3 CryP bindet MTHF in einer Bindetasche vergleichbar zur CPDIII-Photolyase aus
Agrobacterium tumefaciens
CryP weist nach heterologer Expression und Isolation eine spezifische Chromophorzusammensetzung
auf. Neben dem katalytischen FAD, das zum GroRteil als semireduziertes Neutralradikal FADH® vorliegt,
wird das Antennenchromophor MTHF gebunden (vgl. Abb. 3.3; Juhas et al. 2014; Krischer et al. 2022).
Das an CryP gebundene MTHF zeigt eine maximale Absorption im UVA-Bereich bei 382 nm basierend
auf der 5,10-Methenylbriicke, die das Pteridin mit p-Aminobenzoat verbindet (Moldt et al. 2009). Die
Wechselwirkungen zwischen dem Apoprotein mit der positiven Ladung der Methenylgruppe und die
hydrophoben Interaktionen mit dem Pterinring bewirken eine Rotverschiebung der Absorption im
Vergleich zu freiem MTHF in wassriger Losung (Sancar 2003). Dabei weist das Folat einen deutlich
hoheren molaren Extinktionskoeffizienten an seinem Absorptionsmaximum im UVA bei 380 nm als
FADox bei 450 nm auf (Liu et al. 2010; Vechtomova et al. 2020).
Die Antennenchromophore von CPF-Proteinen werden in einer exponierten, wenig konservierten
Tasche zwischen der a-helikalen und ap-Subdomane nicht-kovalent gebunden und wurden bislang
hauptsachlich in CPD-PLs und CRY-DASHs nachgewiesen (Park et al. 1995; Klar et al. 2007). Aufgrund
dieser wenig affinen Bindetasche und haufig fehlenden Synthesewegen in heterologen Wirten spiegeln
die in vitro Daten zur Antennenbindung nicht immer die in vivo Chromophorbindung wider (Damiani
et al. 2009; Franz et al. 2018).
Die meisten CRY-DASHs und CPD-PLs von Eukaryoten und einigen Prokaryoten binden, so wie CryP,
MTHF. Dazu zdhlen die CRY-DASHSs aus A. thaliana (AtCRY3), C. reinhardtii (CrCRY-DASH1), X. laevis (XI-

CRY-DASH), D. rerio (DrCRY-DASH) und O. tauri (OtCPF2), sowie die CPD-PLs aus E. coli (EcCPDI) und
91



Diskussion

A. tumefaciens (AgtCPDIII) (Jorns et al. 1987; Johnson et al. 1988; Park et al. 1995; Daiyasu et al. 2004;
Huang et al. 2006; Song et al. 2006; Klar et al. 2007; Biskup et al. 2009; Brazard et al. 2010; Biskup et
al. 2013; Wijaya et al. 2013; Scheerer et al. 2015; Gobel et al. 2017; Rredhi et al. 2021). Neben MTHF
ist das Flavin-Derivat 8-HDF ein haufig gebundenes Antennenchromophor in Prokaryoten und niederen
Eukaryoten wie der PL aus Anacystis nidulans (AnCPDI) oder dem tierdhnlichen CraCRY aus
C. reinhardtii (Tamada et al. 1997; Franz et al. 2018). Dariber hinaus bindet die PL aus Sulfolobus
tokodaii FAD und aus Thermus thermophilus FMN (Ueda et al. 2005; Fujihashi et al. 2007). Zudem
wurde 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin (DMRL) in den prokaryotischen (6-4)-PLs aus Agrobacterium
fabrum und Rhodobacter sphaeroides nachgewiesen (Geisselbrecht et al. 2012; Zhang et al. 2013). Im
Gegensatz zu CRY-DASHs und CPD-PLs wurden die bisher charakterisierten pCRYs, aCRYs Typ |,
tierdhnlichen CRYs und die meisten (6-4)-PLs ohne Antennenpigment isoliert. So konnten in DpCRY1
aus Danaus plexippus und CrCPHI aus C. reinhardtii nur substéchiometrische Mengen MTHF gefunden
werden, wiahrend DmCRY, CraCRY, PtCPF1 und die (6-4)-PLs aus A. thaliana, D. melanogaster, O. tauri
und X. laevis keine Antenne aufweisen (Todo et al. 1997; Zhao et al. 1997; Li et al. 2006; Immeln et al.
2007; Song et al. 2007; Hitomi et al. 2009; Usman et al. 2009; Kiontke et al. 2011; Ozturk et al. 2011).
AtCRY1 und AtCRY2 werden ebenfalls ohne zusatzliche Chromophore isoliert, obwohl Strukturanalysen
eine mogliche MTHF-Bindetasche aufzeigen (Brautigam et al. 2004; Ma et al. 2020). Die Messung von
in vivo Aktions- und Exzitationsspektren lassen eine Bindung von MTHF vermuten (Ahmad et al. 2002;

Hoang et al. 2008b).

Die CPF-Antennenchromophore erfiillen alle nétigen Voraussetzungen fiir einen effizienten
Resonanzenergietransfer auf das katalytische FAD. Dies beinhaltet eine geeignete raumliche Ndhe und
Ausrichtung der Transitionsdipolmomente sowie eine spektrale Uberlappung von Fluoreszenz und
Absorption des Donor- bzw. Akzeptor-Pigments (Jorns et al. 1990).

Auf Basis der berechneten Tertidrstruktur und des Absorptionsverhaltens erfillen die Chromophore in
CryP diese Anforderungen. Der Abstand von 18 A zwischen dem MTHF-Pteridin und der N5-Position
des FAD-Isoalloxazinrings von CryP ist vergleichbar mit Distanzen von 15-18 A in bekannten CPF-
Strukturen (Park et al. 1995; Brautigam et al. 2004; Zoltowski et al. 2011). Der FAD-Isoalloxazinring und
der MTHF-Pteridinring liegen in einem nahezu rechten Winkel zueinander. Dies ist charakteristisch flr
MTHF-bindende CPF-Proteine und schrankt die Effizienz des Energietransfers ein. Fir EcCPDI liegt die
Transfereffizienz bei 70 % (Payne und Sancar 1990). Im Gegensatz dazu betragt die Effizienz in AnCPDI
100 % bedingt durch die eher parallele Anordnung der Isoalloxazinringe von FAD und 8-HDF (Kim et al.
1992).

Der Abgleich der Fluoreszenz und Absorption von MTHF und FAD in CryP belegt die spektrale
Uberlagerung von Donor und Akzeptor (vgl. Abb. 3.11). Die MTHF-Fluoreszenz zwischen 450 und
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480 nm ermoglicht einen Resonanzenergietransfer auf FADox mit Absorptionsmaxima bei 450 und
473 nm, was zur Exzitation vom Grundzustand So in den ersten Anregungszustand S; fiihrt. Auch ein
Energietransfer auf semireduziertes FAD®*" oder FADH® ist moglich, die in diesem Bereich
Absorptionsnebenbanden aufweisen. Ein direkter Energietransfer von MTHF auf FAD konnte mittels
Fluoreszenzexzitations- und Fluoreszenzemissionsspektren nachgewiesen werden. Dabei wurde das
intakte CryP-Holoprotein mit dem Chromophoriiberstand nach Hitzedenaturierung des Apoproteins
sowie der MTHF-freien Variante CryP_W231A verglichen (vgl. Abb. 3.11). Die MTHF-Bindung und der
Energietransfer haben jedoch keinen Einfluss auf die CryP-Redoxeigenschaften und die Stabilitat des
semireduzierten FADH®. Dies zeigt der Vergleich des CryP-Wildtypproteins mit CryP_W231A (vgl.
Abb. 3.10). Beide Varianten werden mit FADH® isoliert und zeigen eine gleich effiziente Photoreduktion
und gleiche Oxidationskinetiken. Moglich ware eine beeintrachtigte Photoreduktionseffizienz in CryP-
W231A im Vergleich zum Wildtypprotein aufgrund des fehlenden Energietransfers von MTHF auf FAD
gewesen. Auch fir AnCPDI und SynCRY-DASH konnte kein Einfluss der Antenne auf die FAD-
Redoxeigenschaften festgestellt werden (Damiani et al. 2009).

Daher stellt sich die Frage, ob die Bindung eines Antennenpigments Einfluss auf die Photorezeptor-
Funktion nimmt. Fir die E. coli-PL EcCPDI wurde gezeigt, dass das Fehlen von MTHF weder die Bindung
von CPD-Photoprodukten noch deren katalytische Reparatur beeintrachtigt (Schleicher et al. 2005; Liu
et al. 2013). Mit pCRYs und aCRYs Typ | durchgefiihrte in vitro Funktionstests zum lichtabhadngigen
Bindeverhalten von Interaktionspartnern oder proteasom-gesteuerten Abbau, in denen heterolog
isolierte Proteine ohne Antennenpigment eingesetzt wurden, zeigten keine Unterschiede zu
vergleichbaren in vivo Untersuchungen (Rosato et al. 2001; Busza et al. 2004; Ozturk et al. 2011; Vaidya
et al. 2013; Ozturk et al. 2014; Wang et al. 2016; Ma et al. 2020; Shao et al. 2020). Daher muss die
Funktion des Antennenchromophors im Kontext von natiirlicher zellularer Umgebung und Habitat
betrachtet werden. In freilebenden P. tricornutum-Zellen sind die Photoreduktionsbedingungen fir
Photorezeptoren  aufgrund  der  aquatischen Lebensweise  sowie  der  zelluldren
Pigmentzusammensetzung nicht optimal (vgl. Abschnitt 1.1). Als Sensorpigmente liegen CRYs im
Gegensatz zu den photosynthetischen Lichtsammelpigmenten nur in geringer Konzentration vor.
Damit fangen Chlorophylle und Fucoxanthine einen GrofRteil des blauen Lichts, bei dem FADox maximal
absorbiert, ab (Abb. 4.3). MTHF weist im Vergleich zu FAD eine blauverschobene Absorption sowie
einen héheren molaren Extinktionskoeffizienten im UVA-Bereich auf. Daher kommt MTHF unter
natirlichen Bedingungen eine groRere Bedeutung fir die CryP-Exzitation als unter in vitro-

Bedingungen zu.
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Abb.4.3: Vergleich der Absorption von CryP mit isoliertenThylakoiden aus P. tricornutum. UV-Vis-Spektren
(350-750 nm) von CryPsemired (in Lagerpuffer) und isolierten Thylokoiden (in 25 mM Tris, 2 mM KCl, 0.03 % B-
DDM, pH 7.4) aus P. tricornutum UTEX646. Die Spektren wurden auf das MTHF-Maximum bei 382 nm bzw. das
Chl c-Maximum bei 441 nm normiert. Das Spektrum isolierter Thylakoide wurde freundlicherweise von
T. Bulatovic (AK Biichel, Uni Frankfurt) zur Verfligung gestellt.

Neben dem Nachweis des Energietransfers auf FAD gibt die MTHF-freie Variante CryP_W231A zudem
strukturelle Informationen (iber die Antennenbindung. Die Kristallstruktur von AgtCPDIIl, auf deren
Basis die potentielle CryP-Struktur berechnet wurde, stellt die oberflachen-exponierte MTHF-
Bindetasche zwischen der a-helikalen und aB-Subdomane dar (Abb. 4.4 A und C; Scheerer et al. 2015).
Dabei erfolgt die MTHF-Bindung hauptsachlich Giber n-n-Wechselwirkungen zwischen dem Pteridinring
und zwei Tryptophanen (W196, W336), die parallel zueinander angeordnet sind. Zudem wird das
Pteridin Giber Wasserstoffbriicken mit Carbonylgruppen des Proteinriickgrats (L335, D370, T371) sowie
hydrophoben Interaktionen (A50, F200, G339) stabilisiert. Diese Positionen sind in den bekannten
CPDIII-PLs sowie CryP konserviert (Abb. 4.4 E). In CryP binden die Positionen W231 und Y373 das
Pteridin Uber m-m-Wechselwirkungen. Dies belegt der Aminosadureaustausch dieser Positionen in
CryP_W231A und Y373A, wobei die MTHF-Bindung in W231A komplett unterdriickt und in Y373
eingeschrankt ist (vgl. Abb. 3.9). Dies wurde bereits von Scheerer et al. (2015) im Vergleich von CryP
mit AgtCPDIIlI vermutet.

In EcCPDI und AtCRY3 fiihrt der Aminosdureaustausch E109A bzw. E149A zum Verlust der MTHF-
Bindung (Klar et al. 2007; Zirak et al. 2009; Liu et al. 2013). Der zu diesen Positionen homologe
Austausch E128A in CryP hat dagegen keinen Einfluss auf die MTHF-Bindung (vgl. Abb. 3.9). Der CryP-
Sequenz- und Strukturvergleich zeigt, dass die Positionen E128 und W231 bzw. Y373 an zwei
gegeniberliegenden Bereichen liegen. Dies verdeutlicht, dass die Antennenbindung in EcCPDI und
CRY-DASHSs einerseits und CPDIII-PLs andererseits Gber verschieden gelegene Bindetaschen vermittelt
wird. Die Berechnung der CryP-Struktur auf Basis von AtCRY3 zeigt, warum die MTHF-Bindung in CryP

in dieser Tasche nicht moglich ist (Abb. 4.4 E und F). Die in AtCRY3 an der Bindung beteiligten AS, die
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ein Wasserstoffbriicken-Netzwerk zu MTHF ausbilden, sind in CryP nicht konserviert. Einerseits besetzt
die Seitenkette von K327 (AtCRY3 N341) die potentielle Bindetasche, andererseits bilden die
Positionen P127 und A412 keine Wasserstoffbriicken mit dem Pteridin (AtCRY3 S147, Y423).
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Abb. 4.4: Vergleich der MTHF-Bindung in AgtCPDIII, AtCRY3 und CryP. (A) A. tumefaciens CPDIII-Photolyase
(AgtCPDIIl, 4U63, Scheerer et al. 2015). (B) A. thaliana CRY3 (AtCRY3, 2J4D, Klar et al. 2007). (C) MTHF-
Bindetasche in AgtCPDIII. (D) MTHF-Bindetasche in AtCRY3. (E) Potentielle MTHF-Bindetasche in CryP auf Basis
von AgtCPDIII berechnet mit PHYRE2. (F) Potentielle MTHF-Bindetasche in CryP auf Basis von AtCRY3 berechnet
mit PHYRE2. Griin MTHF, orange FAD, blau n-m-Wechselwirkungen vermittelnde AS, tiirkis H-Briicken
vermittelnde AS, pink hydrophobe Interaktionen vermittelnde AS, gelb nicht konservierte AS in CryP im Vgl. zu
AtCRY3.
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Die CryP-Struktureigenschaften spiegeln demnach dessen phylogenetische Einordnung zwischen
pCRYs, CRY-DASHs und CPDIII-PLs wider (vgl. Abschnitt 1.4; Juhas et al. 2014). Wahrend die CryP-
Oligomerisierung vergleichbar zu pCRYs ist, verhalt sich CryP in Bezug auf die CTE-Konformation wie
CRYs mit dualer Funktion und mit der positiven Oberflachenpolaritdt und MTHF-Bindung wie CPDIII-
PLs.

4.3 Die CryP-Redoxchemie

4.3.1 Die FAD-Redoxchemie in CryP ist dhnlich zu CPD-Photolyasen und wird von der
FAD-N5-proximalen Position sowie der CTE reguliert
Nach heterologer Expression und Isolation bindet CryP den katalytischen Kofaktor zum Grof3teil als
semireduziertes Neutralradikal FADH®, ein kleiner Anteil ist im Zuge des aeroben Isolationsprozesses
zu FADox oxidiert (vgl. Abb. 3.3; Juhas et al. 2014; Krischer et al. 2022). Bei BL-Belichtung ohne
externem Reduktionsmittel kann FADox zu FADH® reduziert werden, nach Zugabe eines
Reduktionsmittels bis zum vollreduzierten FADH". CryP zeichnet sich durch die hohe Resistenz von
FADH®* gegen aerobe Oxidation aus. Eine vollstandige FADH®-Oxidation wird erst nach 28 Tagen
Dunkelinkubation oder Behandlung mit einem chemischen Oxidationsmittel erreicht (vgl. Abb. 3.3,
Abb. 3.5). Dagegen ist das vollreduzierte FADH" deutlich instabiler, indem es innerhalb von 60 min zu
FADH® unter aeroben Bedingungen reoxidiert (vgl. Abb.3.6). Eine CryP-spezifische Eigenschaft ist die
Wichtigkeit der CTE fiir eine effiziente FAD-Reduktion und die FADH®-Stabilitdt gegen aerobe Oxidation
(vgl. Abb. 3.4, Abb. 3.5, Abb. 3.6).
Die beschriebene FAD-Redoxchemie von CryP weist groRe Ahnlichkeiten zu CPD-PLs und CRY-DASHs
auf. Nach Expression in einem heterologen System werden EcCPDI aus E. coli und AnCPDI aus
A. nidulans sowie die CRY-DASHSs aus X. laevis (XICRY-DASH) und D. rerio (DrCRY-DASH) wie CryP mit
einer Mischung aus FADH® und FADox isoliert (Jorns et al. 1987; Li et al. 1991; Tamada et al. 1997;
Schleicher et al. 2005; Daiyasu et al. 2004; Biskup et al. 2013). Die CRY-DASHSs aus A. thaliana (AtCRY3),
O. tauri (OtCPF2) und Vibrio cholerae (VcCRY-DASH) enthalten dariber hinaus anteilig auch das
vollreduzierte FADH", wahrend CrCRY-DASH aus C. reinhardtii den FAD-Kofaktor ausschlieBlich als
FADH bindet (Song et al. 2006; Brazard et al. 2010; Sokolowsky et al. 2010; Gindt et al. 2021; Rredhi
etal. 2021). Ausnahmen dazu bilden das CRY-DASH aus Synechocystis sp. PCC 6803 (SynCRY-DASH) und
die CPDIII-PL aus A. tumefaciens (AgtCPDIIl), die FADox nach der Aufreinigung binden (Brudler et al.
2003; Damiani et al. 2009; Scheerer et al. 2015).
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Auch die in vitro CryP-Redoxkinetiken sind vergleichbar zu EcCPDI und AnCPDI. Wie fiir CryP wird das
vollreduzierte FADH™ in EcCPDI und AnCPDI effizient in Folge von BL-Belichtung und Zugabe eines
Reduktionsmittels unter aeroben Bedingungen gebildet, eine Reoxidation zu FADH® ist innerhalb
weniger Stunden zu beobachten (Jorns et al. 1987; Malhotra et al. 1992; Damiani et al. 2009). Dagegen
ist das Neutralradikal fir Wochen unter aeroben Bedingungen stabil. Auch in CRY-DASHSs erweist sich
das Neutralradikal als verhaltnismaRig stabil, eine vollstandige Oxidation ist innerhalb von Stunden fir
SynCRY-DASH, VcCRY1 und AtCRY3 messbar (Brudler et al. 2003; Worthington et al. 2003; Daiyasu et
al. 2004; Zikihara et al. 2008; Damiani et al. 2009; Gindt et al. 2021).

Die FAD-Redoxchemie von CPD-PLs und CRY-DASHs steht im Kontrast zu pCRYs (AtCRY1, AtCRY2,
CrCPH1), aCRYs Typ | (DmCRY, DpCRY) und tierdhnlichen CRYs mit dualer Funktion (PtCPF1, OtCPF1,
CraCRY), die ausschlieRlich mit FADox isoliert werden (Banerjee et al. 2007; Berndt et al. 2007; Immeln
et al. 2007; Song et al. 2007; Oztiirk et al. 2008; Burney et al. 2009; Coesel et al. 2009; Langenbacher
et al. 2009; Heijde et al. 2010; Beel et al. 2012). In in vitro Reduktions- und Oxidationsmessungen sind
die semireduzierten FAD-Redoxformen in pCRYs und aCRYs Typ | weitaus weniger stabil als fir CPD-
PLs, CRY-DASHs und CryP. In CrCPH1 oxidiert FADH® innerhalb von 5 min, in AtCRY1 und AtCRY2
innerhalb von 2 bis 4 min (Banerjee et al. 2007; Berndt et al. 2007; Immeln et al. 2007; Song et al. 2007;
Oztiirk et al. 2008; Burney et al. 2009; Coesel et al. 2009; Langenbacher et al. 2009; Heijde et al. 2010;
Beel et al. 2012). Fiir die aCRYs Typ | DmCRY, DpCRY1 aus D. plexippus, AgCRY1 aus Anopheles gambiae
und ApCRY1 aus Antheraea pernyi wurde eine FAD*-Rickoxidation in 1 bis 12 min nachgewiesen
(Berndt et al. 2007; Song et al. 2007; Oztiirk et al. 2008; Ozturk et al. 2011; Ozturk et al. 2014; Vaidya
et al. 2013). Durch den Ausschluss von Sauerstoff, die Zugabe von ATP oder Messungen in einem
zelluldren in vivo Umfeld wird die Redoxumgebung verandert und damit die Stabilitat des
semireduzierten FAD®* bzw. FADH® sowohl in pCRYs als auch aCRYs Typ | auf Gber 1 h erhoht (Berndt
et al. 2007; Bouly et al. 2007; Hoang et al. 2008a; Herbel et al. 2013; Vaidya et al. 2013; Miiller et al.
2014; El-Esawi et al. 2015; Hense et al. 2015; Xu et al. 2019; Goett-Zink und Kottke 2021). Dagegen ist
die FADH®-Stabilitat in CryP unabhangig von ATP und der Sauerstoffkonzentration und wird einzig von
der CryP-spezifischen Struktur bestimmt.

ACRYs Typ Il wie HsCRY1 und HsCRY2 aus Homo sapiens oder MmCRY1 und MmCRY2 aus Mus
musculus, die als lichtunabhangige Transkriptionsrepressoren innerhalb des Kern-Oszillators der
circadianen Uhr wirken, werden komplett ohne Chromophore als Apoprotein isoliert (van der Horst et
al. 1999; Vitaterna et al. 1999). Griinde dafir liegen in der Struktur der FAD-Bindetasche, die die FAD-
Bindeaffinitat im Vergleich zu aCRYs Typ | herabsetzt, weshalb aCRYs Typ Il unter Berlicksichtigung der
zellularen Konzentration an freiem FAD als kofaktorlos angesehen werden (Czarna et al. 2013; Xing et

al. 2013; Kutta et al. 2017).
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Abb. 4.5: Stabilisierung der FAD-Redoxformen in Abhéngigkeit von der N5-proximalen Aminosaure. (A) In den
meisten CPF, einschlieRlich Photolyasen und CRY-DASHs, wirkt die Aminogruppe eines konservierten Asn als H-
Briickendonor fur N5 in FADox, wahrend die Carbonylgruppe als H-Briickenakzeptor fiir N5H in FADH® und FADH"
dient. Die Notwendigkeit eines externen Protonendonors bzw. -akzeptors zur N5(H)-(De)Protonierung und einer
konformationellen Rotation der Amin- und Carbonylgruppen in Asn bewirkt eine kinetische Stabilisierung von
FADH® im Vgl. zu pCRYs. In pCRYs wirkt die Carboxylatgruppe eines Asp als H-Briickendonor bzw. akzeptor fiir N5
bzw. N5H und gleichzeitig als Protonendonor fiir die N5-Protonierung beim Ubergang von FADox zu FADH®, was
im Vgl. zu Photolyasen zu einem niedrigeren Redoxpotential von (FADH®/ FADH") und einer beschleunigten
N5(H)-(De)Protonierung fiihrt. Das vollreduzierte FADH" wird durch die negative Ladung des Asp destabilisiert. In
aCRYs Typ | wird FAD*" durch die Thiolgruppe eines Cys stabilisiert, was eine weitere Protonierung von N5
aufgrund des hohen pKs(Cys) verhindert. (B) Asn als N5-proximale AS erhoht das FAD-Redoxpotential im Vgl. zu
Asp. Zudem wird FADH*® aufgrund der Notwendigkeit einer Asn-Rotation und eines externen Protonenakzeptors
bei der Oxidation kinetisch stabilisiert. hg vollreduzierter Zustand, sq semireduzierter Zustand, ox oxidierter
Zustand. Verdndert nach Damiani et al. (2011).
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Maligebend fir die Ausbildung verschiedener FAD-Redoxformen ist die CPF-spezifische FAD-
Bindetasche. Diese reguliert die kinetische und thermodynamische Stabilitdt der FAD-Redoxformen
durch den Zugang zu Protonendonoren bzw. -akzeptoren, die Variation der relativen pKs-Werte von
FAD und den umliegenden AS sowie der Redoxpotentiale der (FADox/ FAD®* bzw. FADH®)- und (FADH®/
FADH’)-Redoxpaare mittels veranderlichen Polaritaten, elektrostatischen Effekten,
Wasserstoffbriicken und nm-Wechselwirkungen (Gindt et al. 2005; Damiani et al. 2009; Sokolowsky et
al. 2010). Der groRte Strukturfaktor zur FADH®-Stabilisierung ist die zu FAD-N5 proximal gelegene AS,
in der sich die verschiedenen CPF-Gruppen unterscheiden (Abb. 4.5, vgl. Abschnitt 1.3.1).

Der Vergleich der AS, die die strukturell konservierte FAD-Bindetasche bilden, zeigt fiir CryP die gleiche
Konservierung an fiinf Positionen wie fiir die Gbrigen betrachteten CPF-Proteine (Abb. 4.6). Darunter
sind R383 und D411, die unter Ausbildung einer Salzbriicke essentiell flir die FAD-Bindung sind, sowie
$278, R315 und D413. In Bezug auf die nicht-konservierten Positionen weist CryP die gréRte Ahnlichkeit
zu CPD-PLs auf. Die Ribityl- und Phosphatgruppen von FAD werden durch ein Wasserstoffbriickennetz
mit Y261, T274, S275, Q276, S278, R315, Y377 und Q380 stabilisiert. Der Isoalloxazinring wird sowohl
durch hydrophobe Interaktionen mit M384, A387, L409, M420 und A412 als auch elektrostatische
Wechselwirkungen mit R383, D411 und D413 gebunden. Wasserstoffbriicken zwischen der 3'OH-
Gruppe des Adenosins und dem Diphosphat sowie zwischen N1 des Isoalloxazinrings und der 3’OH-
Gruppe des Ribityls stabilisieren die U-Konformation des FAD.

Homolog zu PLs, CRY-DASHSs und tierdhnlichen CRYs ist in CryP N417 die zu FAD-N5 proximal gelegene
AS. Asn stabilisiert das semireduzierte FADH® thermodynamisch durch eine Erhéhung des (FADH®/
FADH’)-Redoxpotentials verglichen mit (O2/ 0,*) sowie kinetisch durch die Notwendigkeit eines
externen Protonenakzeptors und einer konformationellen Rotation der Amin- und Carbonylgruppe des
Asparagin wahrend der FADH®-Oxidation (Abb. 4.5; Balland et al. 2009; Damiani et al. 2009;
Sokolowsky et al. 2010; Damiani et al. 2011). In pCRYs ist FADH® weniger stabil, da das konservierte
Aspartat proximal zu FAD-N5 als proteinintrinsischer Protonenibertrager wirkt und damit einen
schnellen Wechsel zwischen N5H und N5 ermdglicht. Die Senkung des (FADH®/ FADH)-
Redoxpotentials stellt ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal bei der Evolution von CRYs aus PLs
dar und ist entscheidend fir die unterschiedlichen Funktionen von CRYs als Photorezeptoren und PLs.
In PLs ist ein hohes (FADH®*/ FADH")-Redoxpotential zum Schutz vor aerober Oxidation und eine
kinetische Barriere gegen die FADH®-Deprotonierung essentiell fir die Stabilisierung des
(FADH®/ CPD*)-Intermediats und effiziente CPD-Reparatur. Dies zeigte die unterdriickte in vitro und in

vivo Katalyseaktivitdt von EcCPDI_N378S (Xu et al. 2008).
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DmCERY FZ249 P263 K264 S265 M266 S267 L270 1308 Q311 rR315 w375 H3TE
PLCPF1 F262 T277 T278 RZ79 L2830 85281 v284 L3317 Q320 BR324 W383 H3E¢
CraCRY F235 T250 T251 V252 1253 8254 1257 1288 Q291 R3%5 W354 H357
Dm(e-4)-PL F267 T281 T2B2 V283 L2884 5235 LZ88 L319% Q322 R3Z6 W385 w388
X1(6-4)-PL FZ234 T248 T24% V250 LZ51 5252 V255 LZE85 Q288 RZ292 W35l H354
DpCRY1 FZ260 Q274 T275 G276 L2777 8278 1281 1311 Q314 R318 W377 H3B0
HsCRY¥2 Y274 P288 TZ2E89 G290 L2%1 529%2 L2955 L3266 Q329 R333 W3592 H39:5
HsCRY1 FZ234 P248 T24% G250 L251 8252 L2855 1286 Q289 RZ2%3 W352 H35S
MmCRY1 F234 p2485 T24% 3250 L251 5252 L2555 L2286 Q289 R253 W3E2 H3GE
CryP Y261 T274 S275 Q276 L277 8278 L281 F308 R311 R315 ¥377 Q380
BtCRY3 T31e 3329 T330 K331 F332 5333 L336 V3ige E369 R373 F432 N435
DrCRY-DASH Y239 3252 T253 K254 F25L5 5256 L25% V2B9 EZ2%2 RZ2%6 F355 N353
SynCRY-DASH Y236 3245 5250 K251 F252 5253 L2566 L2286 EZ8% RZ2ZS3 F352 N35S
EcCPDI Y243 TZ55 825¢ R257 LZ258 3255 L2662 W292 EZ2S5 RZ299 W335 N34z
AnCPDI Y228 T240 5241 G242 L2243 5244 1,247 WZB0 EZ83 RZ287 W346 N349%
AgtCPDIII Y226 T238 8239 L2240 L241 S242 L245 F274 EZ77 RZ281 T340 N343
CrCPHI1 F233 T245 5246 R247 L2488 5249 I252 F287 Q25%0 R2%4 W353 N356
AtCRY1 Y235 T247 5248 F2495 L2250 3251 L1254 F2890 52%3 R2Z5%7 W35e D35S
BAtLCRYZ Y232 T244 35245 L2246 L247 8248 L251 F287 G2%0 R2%4 W353 N35e
- . * - *
g
DmCRY E381 N38Z2Z R385 L4088 D410 A411 D412 V415 C4lé
PtCPF1 R38%9 H390 A393 L4l16 D418 A419 D420 1423 wN424
CraCRY E36e0 H3I6l AZe4 L3E7 D389 039%0 D391 L394 N35S
Dm(6-4)-PL, R3%1 H392 A395 L4188 D420 Q421 D422 L1425 N426
X1(e-4)-PL E357 H358 A3el L3584 D386 A387 D388 L3391 w39z
DpCRY1 E383 H384 AZE7 L410 D412 A413 D414 V417 w413
HsCRY2 R358 H399% A402 L425 D427 A428 D429 V432 N433
HsCRY1 B35B8 H355% A362 L385 D387 A388 D38S% 1392 N353
MmCRY 1 R358 H359% A362 L38B5 D387 A388 D389 1392 N353
CryP R383 M384 A387 L409 D411 A412 D413 1416 N417
BtCRY3 R4328 0439 C442 L4cd D4co Y467 D468 5471 w472
DrCRY-DASH R361 Q362 A365 L3B7 D389 H3%0 D391 5354 W35S
SynCRY-DASH R358 Q359 A362 L384 D386 Y387 D388 5351 m352
EcCPDI R345 M34¢ A349% L371 D373 G374 D375 AR3T78 N3ITS
AnCPDI R352 M353 A35¢ L378 D380 G381 D382 A385 N3S5e6
AgJEtCPDIIT R346 M347 A350 L372 D374 A375 D376 85379 N380
CrCPHI1 R359 v360 A363 Q385 D387 A388 D389 C352 D353
ALCRY1 E362 V363 8366 L3688 D35S0 A391 D392 53595 D3%6
BtCRYZ R359 w360 S363 L3855 D337 A389 D390 <383 D3%4
* kel *

Abb. 4.6: Aminosaurevergleich der FAD-Bindetasche von CryP mit ausgewahlten CPF-Vertretern. Der Vergleich
wurde mithilfe von Clustal Omega (EMBL-EBI) durchgefiihrt. Die Farben der hinterlegten Positionen sind wie folgt
codiert: griin fur die FAD-Bindung notwendige AS zur Bildung der konservierten Salzbriicke, blau FAD-N5-
proximale AS, rot fiir CryP-einzigartige AS. Umrahmte Buchstabencodes unter einzelnen Positionen geben die
Ahnlichkeit von CryP zu den jeweiligen CPF-Gruppen an mit 6 (6-4)-PL, C CPD-PL, D CRY-DASH, P pCRY, A1/2 aCRY
Typ I/ 1l, AL animal-like CRY. Agt Agrobacterium tumefaciens, An Anacystis nidulans, At Arabidopsis thaliana, Cra
Chlamydomonas reinhardtii, Dm Drosophila melanogaster, Dp Danaus plexippus, Dr Danio rerio, Ec Escherichia
coli, Hs Homo sapiens, Mm Mus musculus, Pt Phaeodactylum tricornutum, Syn Synechocystis sp., X|I Xenopus
laevis.

Nicht jede Substitution der N5-proximalen Position flihrt jedoch zwangslaufig zu einer Konversion der
FAD-Redoxchemie, wie fiir CPF-Proteine aller Gruppen gezeigt wurde (vgl. Anhang Tab. A2; Holub et

al. 2019). Hierbei sind die relativen pKs-Werte von FAD-N5 und der proximalen AS sowie die
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Erreichbarkeit von externen Protonendonoren bzw. -akzeptoren entscheidend, was von der
Gesamtheit der FAD-Bindetasche bestimmt wird (Schleicher et al. 2005; Miiller et al. 2016).

Die Substitution in CryP_N417C, die eine zu aCRY Typ | vergleichbare Redoxumgebung schaffen sollte,
flhrte nicht wie erwartet zur photoinduzierten Bildung des Anionradikals FAD®" (vgl. Abb. 3.8). Diese
Beobachtung ist vergleichbar mit der Substitution in CrCPH1_D393C, in der FAD* nur transient (10 us)
gebildet wurde (Hense et al. 2015). Auch fiir CryP_N417C ist eine transiente FAD*-Bildung, die in der
Versuchsapparatur nicht erfasst werden konnte, denkbar. In DmCRY wird die negative Ladung von
FAD* an N1 des FAD-Isoalloxazinrings durch ein Arginin stabilisiert (Berndt et al. 2007). In CryP ist diese
Position mit R382 zwar konserviert, die Seitenkette ist jedoch von FAD weggerichtet, was eine
Stabilisierung erschwert und eine transiente FAD*-Bildung erkldaren wiirde. Zudem konnten
unerwartete Wasserstoffbriicken zwischen C417 und der restlichen FAD-Bindetasche das (FADox/

FAD® bzw. FADH®)-Redoxpotential beeinflussen und damit eine Reduktion erschweren.

Neben dem N5-proximalen N417 wird die FADH®-Stabilitdt und Photoreduktionseffizienz in CryP
entscheidend durch die CTE erhoht (vgl. Abb. 3.5, Abb. 3.6). Dies ist CryP-spezifisch. In pCRYs wie
AtCRY1 und CrCPH1, a CRYs Typ | wie DmCRY und dem tierdhnlichen CraCRY hat die CTE keinen Einfluss
auf die FAD-Photoreduktion oder -Oxidationskinetik (Ozturk et al. 2011; Miiller et al. 2014; Oldemeyer
et al. 2016; Goett-Zink et al. 2021). Messungen zur FAD-Oxidationskinetik in PtCPF1 und CraCRY sowie
deren um die CTE verkirzten Varianten haben dies in vorliegender Arbeit bestatigt (vgl. Anhang Abb.
A3, Abb. A4).

Diese Beobachtung muss auf Basis einer spezifischen Interaktion zwischen FAD bzw. der Bindetasche
und der CTE erklart werden. Im Gegensatz zu CryP wird in CryP-PHR das semireduzierte FADH® nur
nach Zugabe von DTT photoinduziert, das vollreduzierte FADH™ wird nicht gebildet (vgl. Abb. 3.5,
Abb. 3.6). Dies bedeutet, dass die Deletion der CTE zu einer Senkung des (FADH®/ FADH)-
Redoxpotentials fihrt. Diese Wirkung der CTE erinnert an den substratinduzierten Anstieg des
Redoxpotentials in PLs und CRY-DASHSs. In beiden Gruppen bewirkt die Erh6hung des (FADH®/ FADH')-
Redoxpotentials durch die CPD-Bindung eine Stabilisierung von FADH® fir eine effiziente Katalyse
(Gindt et al. 2005; Gindt et al. 2015; Gindt et al. 2021). Dies wird durch ein verandertes
Wasserstoffbriickennetz um FAD-N5 und -N3 des Isoalloxazinrings sowie eine Abschirmung vor
exogenen Protonenakzeptoren ausgelost. Fir CryP-PHR und die CTE ist ein dhnlicher Effekt denkbar.
Wie die Ergebnisse der partiellen Proteolyse und der zweidimensionalen PAGE gezeigt haben, bindet
die CTE spezifisch um die FAD-Bindetasche der CryP-PHR (vgl. Abb. 3.17, Abb. 3.18). Dies kann sowohl
die Wasserstoffbriicken um FAD als auch die Zuganglichkeit zu exogenen Protonen beeinflussen. Dabei
bleibt jedoch weiterhin fraglich, warum die FAD-Redoxchemie in anderen CPF-Proteinen im Gegensatz

zu CryP durch eine CTE-Deletion nicht verandert wird. Eine Erklarung hierfiir kann die CryP-spezifische
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FAD-Bindetasche geben. Diese unterscheidet sich mit R311 von den ubrigen verglichenen CPF-
Proteinen, die an homologer Position Glutamat oder Glutamin tragen (Abb. 4.6). In der errechneten
CryP-Tertiarstruktur bildet R311 mit Q380, einer weiteren in den verglichenen CPF-Proteinen nicht
konservierten AS, eine polare Interaktion am Eingang der FAD-Bindetasche (Abb. 4.7). Die Seitenkette
von R311 ist zwischen dem Adenin- und Isoalloxazinring des FAD positioniert. Es ist moglich, dass R311
an der CTE-Bindung beteiligt ist. In Folge einer CTE-Deletion wiirde R311 anstelle mit der CTE starker
mit dem Adeninring interagieren und damit die Elektronen vom Zentrum des Isoalloxazinrings in
Richtung Adenin und dem Ausgang der FAD-Bindetasche zum Losemittel delokalisieren. Diese
Delokalisation und eine gleichzeitige Bindung von Wasser an R311 durch die erhohte
Losemittelzuganglichkeit beschleunigt eine FADH®-Deprotonierung und -Oxidation, wie es in CryP-PHR
beobachtet wurde. Damit wiirde die CTE die Polaritdt, die Elektronendichteverteilung und die
Erreichbarkeit von externen Protonenakzeptoren in der FAD-Bindetasche durch Interaktion mit R311
beeinflussen. Der Sequenzvergleich von CryP mit weiteren annotierten pflanzendhnlichen CRYs zeigt
eine Konservierung der positiven Ladung an der Position von R311 in Form von Arginin oder Lysin in

13 von 14 verglichenen Sequenzen (vgl. Anhang Abb. A12).

A w421 : d B

—
o A3IBT

L409 -:a\gSSE

Abb. 4.7: FAD-Bindetasche von CryP. Die potentielle CryP-Tertidrstruktur wurde auf Basis der Strukturdaten der
A. tumefaciens CPDIlI-Photolyase (4U63; Scheerer et al. 2015) mittels des PHYRE2 Protein Homology/ analogy
Recognition Engine Servers errechnet und mithilfe von UCSF Chimera visualisiert. (A) In direktem Kontakt zum
FAD-Isoalloxazin liegen W421 der Trp-Triade und N417 als FAD-N5-proximale AS. Die Salzbriicke zwischen R383
und D411 ist essentiell fiir die FAD-Bindung. (B) Die Oberflachendarstellung zeigt, dass die polare Interaktion
zwischen R311 und Q380 am Eingang der FAD-Bindetasche positioniert ist.
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4.3.2 Die FAD-Redoxchemie in CryP ermdglicht eine duale Funktion in einem Photolyase-
oder Phototropin-dhnlichen Modell

Da die Stabilisierung bestimmter FAD-Redoxformen auf Basis der spezifischen Bindetasche in direktem
Zusammenhang mit der Funktionalitdt als Photolyase oder Photorezeptor steht, hat die FADH®-
Stabilitat auch in CryP eine funktionale Bedeutung. Unter in vivo Bedingungen ist daher anzunehmen,
dass CryP entweder vergleichbar zu PLs permanent als CryPfullyred mit dem vollreduzierten FADH"
vorliegt, oder in einem Mechanismus ahnlich zu dualen CRY-DASHs bzw. tierdhnlichen CRYs eine
Photoreduktion zwischen FADH® und FADH" eingeht (Kavakli und Sancar 2004; Beel et al. 2012; Nohr
et al. 2016). Dies steht im Kontrast zu pCRYs und aCRYs Typ |, fiir die in vivo ein lichtinduzierter Wechsel
zwischen FADox und dem semireduzierten FADH® bzw. FAD®* beobachtet wird (Ahmad et al. 2002;
VanVickle-Chavez und van Gelder 2007; Hoang et al. 2008a; Hoang et al. 2008b; Procopio et al. 2016).
Aufgrund der hohen, vom Sauerstoffangebot unabhangigen FADH®-Stabilitat liegt CryP im zelluldren
Umfeld nie mit gebundenem FADox vor.

Falls die CryP-Redoxchemie in vivo auf der Photoreduktion von FADH® zu FADH basiert, konnte das
Auftreten einer negativen Ladung an FAD-N1 die polare Interaktion zwischen R311 und Q380
verandern und damit die Bindung der CTE an der FAD-Bindetasche lockern. Diese Lockerung wiirde
eine folgende komplette Dissoziation der CTE auf Basis elektrostatischer AbstoRungen nach
Phosphorylierungen der CTE oder einer Bindung an Partnerproteine unterstitzen. In diesem Modell
ware die CryP-Aktivierung durch Konformationsdnderungen nicht ausschlielich von Licht bzw. einer
Anderung des FAD-Redoxzustands abhingig, was die redoxunabhingige Assoziation von PHR und CTE
in der partiellen Proteolyse erklaren wiirde (vgl. Abb. 3.18). Bestarkt wird diese These durch qRT-PCR-
Messungen im P. tricornutum Wildtyp und CryP-Knockdown-Mutanten (Juhas 2015). Diese belegten
einen Einfluss von CryP auf das Transkriptlevel von lhc-Genen im Blau-, Gelb- und Rotlicht, was die
Prasenz von FADH* als Dunkelform voraussetzt.

Falls CryP wie PLs in vivo permanent FADH" bindet, kénnte R311 durch Delokalisation der Elektronen
vom Imidazolring in Richtung Adeninring die negative Ladung an N1-FAD stabilisieren, die sonst von
D411 als Teil der konservierten Salzbriicke abgestofRen wird. Auch in PLs muss die negative Ladung des
FADH- stabilisiert werden, was durch Wasserstoffbriicken innerhalb des U-formigen FAD erreicht wird
(Berndt et al. 2007). In diesem PL-dhnlichen Modell wiirde die CryP-Wirkung auf einem lichtinduzierten
Elektronentransfer auf die CTE, einen Bindepartner oder ein Nukleinsduresubstrat basieren. Eine
Delokalisation der Elektronen in Richtung Ausgang der FAD-Bindetasche wiirde eine folgende
Elektronenibertragung erleichtern. Dabei wiirde sich CryP wie PLs und aCRYs Typ Il permanent in einer
aktiven Konformation befinden, was die redoxunabhangige Assoziation von PHR und CTE in der
partiellen Proteolyse ebenfalls erklaren wiirde. CryP bindet DNA eher unspezifisch, eine PL-Aktivitat
wurde bislang nicht nachgewiesen (Konig 2016). Ein PL-Funktionsnachweis muss wie fir alle bisher
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charakterisierten PLs und dualen CRYs auch fir CryP empirisch erfolgen, da auBer der Fahigkeit zur
FADH®-Stabilisierung und einer positiven Oberflachenpolaritdt um die FAD-Bindetasche keine durch
alle PL-Gruppen konservierten katalytischen AS oder Substratbindestellen bekannt sind. Eine CryP-PL-
Aktivitat erscheint jedoch unwahrscheinlich, da im Gegensatz zu bekannten PLs die hochsten cryp-
Transkriptmengen in der Dunkelphase nachweisbar sind und sowohl das Transkript- als auch
Proteinlevel lichtinduziert herunterreguliert werden (vgl. Abb. 3.22, Abb. 3.23). Ein Elektronentransfer
auf einen anderen Akzeptor als ein DNA-Substrat, wie die CTE oder einen Bindepartner, wurde bislang
fiir kein CRY gezeigt und wiirde demnach eine neue CRY-Funktionsweise mit CryP aufdecken.

Die Hypothese zur Bedeutung der Interaktion von R311 und Q380 fiir die CryP-Wirkung wird durch
Untersuchungen zur lichtinduzierten Konformationsanderung in DmCRY untermauert. In DmCRY wird
der zu Q380 homologen Position H378 eine regulierende Funktion bei der CTE-Bindung an die PHR
sowie deren lichtabhadngigen Dissoziation zugeschrieben (Zoltowski et al. 2011; Ganguly et al. 2016;
Berntsson et al. 2019; Chandrasekaran et al. 2021). Im Ruhezustand bindet die CTE Uber das FFW-
Motiv dhnlich zum DNA-Substrat in PLs an die FAD-Bindetasche, wobei H378 tiber Wasserstoffbriicken
mit der CTE verbunden ist. Infolge der FAD-Photoreduktion wird H378 protoniert und die Bindung an
FAD geschwacht, sodass H378 aus der Bindetasche Richtung FFW-Motiv ausriickt und die CTE gegen
die PHR stabilisiert. Genau wie fir das beschriebene CryP-Modell ist H378 nicht essentiell fur die CTE-
Dissoziation, wirkt jedoch regulativ. Die primdre FAD-Photochemie, die zu globalen
Konformationsdanderungen und damit zur Rezeptoraktivierung fiihrt, beruht in diesem Modell auf
einer plétzlichen, lokalen Anderung der elektrostatischen Zusammensetzung der FAD-Bindetasche
infolge der FAD-Photoreduktion. Durch die negative Ladung von FAD* wird die konservierte Salzbriicke
zwischen D410 und R381 aufgebrochen, sodass kontaktierende Helices verschoben, neue
Wasserstoffbriicken geschlossen und die Interaktion zwischen H378 und dem WWF-Motiv der CTE
geschwacht wird (Wang et al. 2021). Zudem tragt die positive Ladung am terminalen W394H** der Trp-
Tetrade zur Verschiebung oberflachenexponierter Helices bei (Kutta et al. 2018).

In pCRYs wird die pl6tzliche negative Ladung am FAD-N5-proximalen Aspartat als Ausléser zur
Neubildung von Wasserstoffbriicken betrachtet (Hense et al. 2015; Immeln et al. 2010). Diese
Annahme ist jedoch fraglich, da CrCPH1 _D393C in FTIR-Messungen die gleichen

Konformationsdanderungen wie das Wildtyprotein eingeht.
Auf Basis der phylogenetischen Ndhe von CryP zu CPD-PLs und CRY-DASHs, gemeinsamer

Strukturmerkmale und einer dhnlichen FAD-Redoxchemie ist fiir CryP auch eine duale Wirkweise in

einem Photolyase- und Phototropin-dhnlichen Mechanismus moglich.
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4.3.3 Die kanonische Trp-Triade ermoglicht eine schnelle FAD-Photoreduktion und ist
wichtig fiir die Stabilitdt von CryP

Alle CPF-Proteine, mit Ausnahme von CPDII-PLs, weisen eine konservierte Tryptophan-Triade auf, die
das Protein vom FAD (proximales Trp), Gber das Innere (mediales Trp) zur Oberflache (distales Trp)
durchspannt und als proteinintrinsische Elektronendonorkette flir FAD nach Photoexzitation wirkt
(Okafuji et al. 2010). Diese ist in (6-4)-PLs, aCRYs Typ | und tierahnlichen CRYs zu einer aromatischen
Tetrade erweitert (Muller et al. 2015; Nohr et al. 2016; Kutta et al. 2018; Lacombat et al. 2019). Das
Ergebnis des Elektronentransfers ist ein raumlich separiertes Radikalpaar aus semireduziertem FAD
und dem distalen Tryptophan-Kation (FAD®*/ W3,H®*; vgl. Abschnitt 1.3.1). Um das Radikalpaar gegen
proteinintrinsische Elektronenrekombination zu stabilisieren und damit die Lebensdauer des FAD-
Photoprodukts fiir eine effiziente Bildung des Signalzustands zu erhohen, wirken verschiedene
Mechanismen, die auch in CryP aktiv sind.

Die Photoreduktion mittels einer Trp-Triade anstelle eines einzelnen Trp erhdht die rdumliche Distanz
zwischen FAD®* und W;;H®**, sodass die Geschwindigkeit des Elektronenriicktransfers von
Pikosekunden auf Nanosekunden verlangsamt wird (Kao et al. 2008b; Liu et al. 2013). In CryP sind FAD
und das proximale W421 6 A voneinander entfernt, wihrend die Distanz zwischen FAD und dem
distalen W342 27 A betragt (Abb. 4.8). Bedingt durch die jeweilige Proteinumgebung weisen die
einzelnen Tryptophane der Triade verschiedene chemische Umgebungen auf (Aubert et al. 2000;
Biskup et al. 2013; Liu et al. 2013). Das distale Tryptophan ist oberflachenexponiert und von polaren
AS umgeben, was das W3,H**-Kationradikal energetisch stabilisiert und eine Deprotonierung durch
das Losemittel und eine Reduktion durch exogene Reduktionsmittel (Glutathion, Thioredoxine,
NAD(P)H) fiir eine weitere Stabilisierung ermdglicht. Die aromatische Seitenkette von W342 in CryP ist
in das Losemittel gerichtet und in Kontakt mit E341 und E347. Auch das mediale W398 befindet sich
mit D330, S332, D397, T399 und Q422 in einer polaren Umgebung, dies jedoch mit weniger
Interaktionsflache zum Ldsemittel, was eine Deprotonierung und damit Stabilisierung von W398H**
erschwert. Das zu FAD proximale W421 liegt im Proteininneren und im nachsten Kontakt zu den
Seitenketten der hydrophoben AS A402 und F405. Somit nimmt die freie Energie sowie das
Reduktionspotential des WH**-Kationradikals von W421 (ber W398 zu W342 ab, was die Lokalisation
des Kations an W342 am wahrscheinlichsten macht. Dies wurde ebenfalls fiir ECCPDI und XICRY-DASH
festgestellt (Aubert et al. 2000; Biskup et al. 2009; Biskup et al. 2013). In pCRYs wird eine
Deprotonierung zudem durch eine erhéhte Histidin-Dichte um das distale Trp erleichtert, was auf CryP

jedoch nicht zutrifft (Immeln et al. 2007).
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Abb. 4.8: Die kanonische Tryptophan-Triade in CryP. Die potentielle CryP-Tertidrstruktur wurde auf Basis der
Strukturdaten der A. tumefaciens CPDIII-Photolyase (4U63; Scheerer et al. 2015) mittels des PHYRE2 Protein
Homology/ analogy Recognition Engine Servers errechnet und mithilfe von UCSF Chimera visualisiert. Die AS der
Trp-Triade durchspannen das Protein vom FAD bis zur Oberflache. Das distale W342 ist in polarer Umgebung aus
Losemittel und den flankierenden E341 und E347. Das mediale W398 ist von den polaren AS D330, S332, D397,
T399 und Q422 umgeben, wahrend das proximale W421 in einer hydrophoben Tasche im Proteininneren mit
A402 und F405 liegt. Die Abstdande zwischen den einzelnen Trp und FAD sind angegeben. Orange FAD; griin
MTHF.

Zur Analyse der Bedeutung der Trp-Triade fir die CryP-Photoreduktion sollten die
Substitutionsmutanten CryP_W421F, CryP_W398F und CryP_W342F untersucht werden. Da
CryP_W421F und CryP_W398F in E. coli nicht exprimiert werden konnten, wurde nur die Variante
CryP_W342F mit einem Austausch des distalen Trp analysiert. Der Austausch W342F hat keinen
Einfluss auf die Stabilitat von FADH®, CryP_W342F ist unter in vitro Bedingungen unabhéangig von der
Belichtungsdauer und externen Reduktionsmitteln jedoch nicht reduzierbar (vgl. Abb. 3.7). Der gleiche
Effekt wurde fiir eine Trp—Phe bzw. Trp—Ala-Substitution des distalen Trp in ECCPDI, den aCRYs Typ |
DpCRYI und DmCRY, dem CRY-DASH AtCRY3 und dem dualen CraCRY beobachtet, wahrend dieser
Austausch in den pCRYs AtCRY1 und AtCRY2 sowie der PL AgtCPDIIl die Photoreduktion lediglich
verlangsamte (Li et al. 1991; Kavakli und Sancar 2004; Song et al. 2007; Hoang et al. 2008a; Oztiirk et
al. 2008; Moldt et al. 2009; El-Esawi et al. 2015; Scheerer et al. 2015; Gao et al. 2015; Li et al. 2011;
Nohr et al. 2016; Lin et al. 2018). Ein Austausch des proximalen und medialen Tryptophan fihrt in
diesen CPF-Proteinen ebenfalls zu einer eingeschrankten oder inhibierten Photoreduktion. Tabelle A3
(vgl. Anhang) gibt eine Ubersicht iber die in vitro und in vivo Effekte auf die Photoreduktion und
Rezeptorfunktion der jeweiligen Trp-Substitutionen.

Die Notwendigkeit einer Trp-Triaden-gesteuerten FAD-Photoreduktion fiir die in vivo Photorezeptor-

und Photolyase-Funktion wird grundsatzlich in Frage gestellt. Dies wird mit Beobachtungen zu
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alternativen Trp-Elektronentransfers und Untersuchungen mit Trp-Triaden-Mutanten, die trotz
fehlender in vitro Photoreduktion eine lichtabhangige Aktivitat in vivo zeigen, begriindet (Li et al. 1991,
Kavakli und Sancar 2004; Song et al. 2007; Hoang et al. 2008b; Oztiirk et al. 2008; Li et al. 2011;
Engelhard et al. 2014; El-Esawi et al. 2015; Gao et al. 2015). Fiir XICRY-DASH, AgtCPDIIl, DmCRY sowie
AtCRY1 und AtCRY2 wurde eine FAD-Photoreduktion Uber alternative aromatische AS, d.h. tber die
redox-aktiven Tryptophane und Tyrosine, postuliert (Oztiirk et al. 2008; Liu et al. 2010; Biskup et al.
2011; Engelhard et al. 2014; Scheerer et al. 2015). Die fir SynCRY-DASH und AtCYR1 bzw. AtCRY2
angenommenen alternativen distalen Tryptophane sind in CryP (K400) nicht konserviert. Dagegen sind
zwei weitere aromatische AS, die neben der kanonischen Trp-Triade in den meisten CPF-Proteinen
konserviert sind, mit W355 und Y377 auch in CryP erhalten (vgl. Abb. 3.1; Gao et al. 2015). Zudem
weist CryP mit W404 die gleiche Konservierung einer aromatischen AS wie pCRYs, CRY-DASHs und CPD-
PLs auf. Welche dieser konservierten oder welche der sonstigen in CryP enthaltenen Tryptophane und
Tyrosine als potentielle, zur kanonischen Trp-Triade als alternative Elektronendonoren wirken
kénnten, muss anhand der Position in der CryP-Struktur beurteilt werden.

Wie fir EcCPDI kdnnen alle in CryP enthaltenen Tryptophane und Tyrosine in eine erste, zweite und
dritte Schicht mit zunehmendem Abstand zum zentralen FAD unterteilt werden (Liu et al. 2013). Als
potentieller, alternativer, distaler Elektronendonor in der duRersten Schicht kdnnte Y337 dienen, das
mit 6,2 A einen nur halb so groRen Abstand zum medialen W398 als das kanonische W342 aufweist
und sich mit S340 und T344 in einer polaren Umgebung befindet (vgl. Anhang Abb. A13 A). Die fir eine
Deprotonierung notwendige Zugdnglichkeit zum Losemittel ist jedoch eingeschrankt, da die
Seitenkette von Y337 ins Proteininnere zeigt und vermutlich von der nicht in der Struktur abgebildeten
CTE Uberdeckt wird. Die kiirzere Distanz von Y337 relativ zu W398 im Vergleich zum kanonischen W342
wird somit durch die hohere Losemittelzuganglichkeit und damit verbundene Stabilisierung des
W342H**-Kationradikals von W342 liberkompensiert, ein Effekt, der auch fiir das distale Trp in SynCRY-
DASH festgestellt wurde (Brazard et al. 2010; Biskup et al. 2011).

Als alternative mediale Elektronendonoren unter Einbezug des kanonischen proximalen W421 kénnte
das in allen CPF-konservierte W355 oder W404 mit Distanzen von 7,7 und 10 A relativ zu W421 wirken
(vgl. Anhang Abb. A13 B). Fir beide wéren die nachst gelegenen und tber einen Elektronentransport
frei erreichbaren Elektronenilbertrager Y373 oder Y407, die jedoch an der MTHF-Bindung (iber m-mt-
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken beteiligt sind (vgl. Abb. 4.4).

Als zum proximalen W421 alternativer Elektronendonor kdnnte W314 wirken, das mit 9 A Distanz zu
FAD-NS5 jedoch weiter entfernt ist als W421 (vgl. Anhang Abb. A13 C). Dabei kénnten Y156 bzw. Y320
und W172 als mediale und distale Elektronendonoren aktiv sein, wobei W172 jedoch weniger

oberflaichenexponiert ist.
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Die genannten alternativen aromatischen Elektronendonoren in XICRY-DASH oder AgtCPDIIlI werden
zur Erklarung der beibehaltenen in vivo Photoaktivitdten von Trp-Triaden-Mutanten herangezogen.
Dabei wird der zellularen Umgebung eine hohe reduktive Wirkung durch die Erreichbarkeit von
Metaboliten, wie Glutathion oder Thioredoxinen, oder CPF-Interaktionspartnern zugeschrieben,
sodass auch alternative, energetisch weniger favorisierte Elektronentransferwege aktiv sein kénnen
(Hoang et al. 2008b; Liu et al. 2010; Engelhard et al. 2014; El-Esawi et al. 2015). In diesem
Zusammenhang |6st eine ATP-Bindung in pCRYs eine lichtunabhangige Konformationsverschiebung
aus, was die Flexibilitdit des Apoproteins erhéht und damit die relative Orientierung alternativer
aromatischer AS fir einen Elektronentransfer verbessert (Burney et al. 2009; Engelhard et al. 2014;
Sommer et al. 2017). Die fur AtCRY1 strukturierte ATP-Bindetasche ist in CryP jedoch nicht konserviert
(Brautigam et al. 2004). Im Gegensatz zu vergleichbaren Messungen an AtCRY2 konnte die
Lichtsensitivitat in CryP_W342F durch zugeflihrtes ATP nicht erhoht werden (vgl. Anhang Abb. A14;
Engelhard et al. 2014).

Neben der FAD-Reduktion wird der konservierten Trp-Triade eine stabilisierende Funktion fir die
strukturelle Integritat von CPF-Proteinen zugeschrieben (Liu et al. 2013). So weisen aCRYs Typ Il trotz
der fehlenden Chromophorbindung ebenfalls eine kanonische Trp-Triade auf (Czarna et al. 2013; Xing
et al. 2013; Kutta et al. 2017; Michael et al. 2017a). Auch fir PLs wird eine stabilisierende Wirkung
angenommen, da entsprechende Mutanten von EcCPDI trotz fehlender in vitro Reduktion
uneingeschrankt katalytisch wirksam sind (vgl. Anhang Tab. A3; Li et al. 1991; Kavakli und Sancar 2004).
Dagegen weisen CPDII-PLs keine kanonische Trp-Triade oder sonstige konservierte AS an den
homologen Positionen auf, sondern eine alternative, nur in CPDII konservierte Trp-Triade (Okafuji et
al. 2010).

In CryP besitzt die klassische Trp-Triade eine strukturstabilisierende Funktion, da die
Substitutionsmutanten CryP-W421F (proximal) und CryP_W398F (medial) in E. coli nicht exprimiert
werden konnten. Auch fir DpCRYI fiihrte der Austausch des proximalen und medialen Trp zur

Proteindestabilisierung (Song et al. 2007).

Demnach stellt die FAD-Reduktion tber die kanonische Trp-Triade in CryP unter in vitro Bedingungen
und energetischer Betrachtung die stabilste Elektronenkaskade, erkennbar an den proteinvermittelten
Distanzen und Redoxumgebungen der einzelnen Positionen, dar. Zudem dient die Trp-Triade der
strukturellen Stabilitdt von CryP. Ob die fiir CryP beschriebenen alternativen Elektronentransferwege
FAD-W421-W398-Y337 und FAD-W421-W355/ W404-Y373/ Y407 realistische Alternativen zur FAD-
Reduktion liber die konservierte Trp-Triade darstellen, muss tber in vivo Fluoreszenzexzitations- oder

EPR-Messungen beantwortet werden.
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4.4 Ebenen der CryP-Regulation

Weder die CryP-Oligomerisierung noch die Konformation zwischen PHR und CTE oder das
Interaktionsverhalten zeigten eine Abhédngigkeit vom FAD-Redoxzustand. Eine géanzlich
lichtunabhangige Funktion wie flr aCRYs Typ Il ist aufgrund der stabilen Chromophorbindung fiir CryP
jedoch nicht anzunehmen. Dies bedeutet, dass die CryP-Aktivitat nicht ausschlieBlich iber Licht und
eine damit verbundene Photoreduktion reguliert wird. Daher muss die CryP-Wirkweise im nativen
Kontext unter Beriicksichtigung von (post-) transkriptionellen und (post-) translationalen
Modifikationen sowie differentiellen Lokalisationen und Bindeaffinitaten zu Interaktionspartnern
betrachtet werden. Ein langlebiger Signalzustand als Basis fiir eine wirksame Signaltransduktionskette
kann in CRYs oftmals erst durch biochemische Modifikationen und Bindung von Signalkomponenten

gebildet werden (Herbel et al. 2013).

4.4.1 Die CryP-Transkriptmenge und -Proteinmenge werden lichtabhangig reduziert

Die Transkription von cryp folgt, wie die der meisten Photorezeptoren, einer Rhythmik mit maximalen
Transkriptmengen in der spaten Dunkelphase (Oliveri et al. 2014). Dabei ist CryP das einzige CPF in
P. tricornutum, das im Dunkeln exprimiert wird. Dieser Rhythmus wird sowohl circadian als auch
lichtabhangig reguliert (vgl. Abb. 3.22). Bereits etwa eine Stunde vor Beginn der gewohnten Lichtphase
wird die cryp-Transkription halbiert, eine folgende Belichtung mit BL und RL reguliert die Transkription
auf nahezu null herunter, wahrend eine fRL- oder Dunkelbehandlung keine weitere Reduktion des
Transkriptniveaus bewirkt. Die Wellenldngen des hier verwendeten BL und RL liegen im
Absorptionsbereich von FADH®*, was die Moglichkeit einer autoregulativen, negativen CryP-
Transkriptions-Translations-Riickkopplung unter der Voraussetzung gibt, dass CryP in vivo im Dunkeln
FADH®* bindet. Auch aCRYs Typ Il wirken durch Inhibierung des CLK-BMAL1-
Transkriptionsaktivatorkomplexes negativ auf die eigene Transkription, dies jedoch lichtunabhangig
als Teil des zentralen Oszillators (Griffin et al. 1999). Die circadian und lichtgesteuerte Reduzierung der
cryp-Transkription erinnert mehr an die Expressionsregulation von DmCRY (Ceriani et al. 1999;
Stanewsky 2002). Die DmCRY-Expression unterliegt einem circadianen Rhythmus, wobei DmCRY als
Input-Photorezeptor regulativ wirkt. Dies geschieht wie fiir aCRYs Typ Il nicht durch direkte Bindung
an Promotoren, sondern durch Interaktion mit Transkriptionsfaktorkomplexen. Fir CryP ist ebenfalls
eine regulative Wirkung auf Transkriptionsfaktoren anstelle einer direkten Promotorbindung aufgrund
der unspezifischen DNA-Bindefahigkeit am wahrscheinlichsten (Kénig 2016).

In CryP-Knockdown-Mutanten wurde ebenfalls eine BL-induzierte Reduzierung der cryp-Transkription
festgestellt (Konig 2016). Zudem blieb in diesen Mutanten auch die BL-Induktion der Transkription des

CryP-Interaktionspartners 1D42612 in gleicher Starke erhalten. Dies macht eine alleinige Beteiligung
109



Diskussion

von CyP an der Transkriptionsregulation von ID42612 unwahrscheinlich und setzt die Wirkung eines
weiteren Photorezeptors bei der Transkriptionsregulation von cryp und ID42612 voraus. In diesem
Zusammenhang wurde die Wirkung von PtCPF1 in einem regulativen Netzwerk mit CryP in Betracht
gezogen, da CryP reprimierend auf die ptcpf1-Transkription wirkt und durch CryP sowie PtCPF1 im BL
regulierte Gene identifiziert wurden (Coesel et al. 2009; Konig et al. 2017).

Der cryp-Transkriptionsrhythmus korreliert mit dem Proteinexpressionsrhythmus des Phytochroms
PtDPH, was auch ein gemeinsames Regulationsnetzwerk mit CryP wie flir AtCRY1 bzw. AtCRY2 und PHY
in A. thaliana zuldsst (Ahmad und Cashmore 1997; Ahmad et al. 1998; Casal und Mazzella 1998;
Mockler et al. 1999; Fortunato et al. 2016). Diese mogliche Ko-Regulation bezieht sich jedoch nicht auf
die lichtabhéngige Transkription von cryp und ID42612, die im fRL nicht beeinflusst wird (vgl.
Abb. 3.22).

Uber welchen Mechanismus CryP die Transkription reguliert muss durch Promotor-Interaktionsstudien
und die Identifizierung circadianer Transkriptionsaktivator- und Inhibatorkomplexe analysiert werden.
Die Elemente der circadianen Maschinerie mussen fir P. tricornutum separat identifiziert werden, da
keine Homologien zu bekannten circadianen Komponenten bekannt sind und keine E-Box-Enhancer in

Promotoren gefunden wurden (Coesel et al. 2009).

Genau wie fiur die Transkriptanalyse lassen die CryP-Abbauversuche auf eine lichtinduzierte Reduktion
der Proteinmenge durch Proteolyse schlieRen (vgl. Abb. 3.23, Abb. 3.24). CryP wurde sowohl im BL als
auch RL durch eine im P. tricornutum-Proteinextrakt enthaltene Protease abgebaut, im fRL und
Dunkeln blieb die Menge stabil. Eine dhnliche lichtabhdngige Degradation (iber das 26S-Proteasom
wurde fiir AtCRY2, CrCPH1 und DmCRY beobachtet, wihrend AtCRY1 im Licht stabil ist (Lin et al. 1998;
Lin et al. 2001; Shalitin et al. 2002; Reisdorph und Small 2004; Yu et al. 2007b; Liu et al. 2016). Auch
PHYA aus A. thaliana wird im RL abgebaut (Ahmad et al. 1998; Batschauer 1998). Voraussetzung fiir
den proteasomalen Abbau sind lichtinduzierte Phosphorylierungen, gefolgt von Ubiquitinierungen
(Koh et al. 2006; Ozturk et al. 2013). Im zelluldren Umfeld unterliegen CPF-Proteine sowie viele ihrer
Interaktionspartner rhythmischen Phosphorylierungen durch proteinspezifische, teilweise mehrere
Kinasen (Eide et al. 2002; Sanada et al. 2004; Harada et al. 2005; Kurabayashi et al. 2010; Liu et al.
2017). Auch aCRYs Typ Il werden entsprechend der circadianen Rhythmik lichtunabhéangig
phosphoryliert (Keesler et al. 2000; Vielhaber et al. 2000; Lee et al. 2001). Phosphorylierungsstellen
finden sich in MmMCRY1 und MmCRY2 sowohl in der PHR als auch der CTE (Harada et al. 2005;
Kurabayashi et al. 2010; Hirano et al. 2014). In AtCRY2 wurden die meisten Phosphorylierungen in
einem Serincluster in der CTE gefunden (Tan et al. 2013; Wang et al. 2015). Obwohl keine
Sequenzhomologien zu bekannten Kinasemotiven bestehen, besitzen AtCRY1, CrCPH1 und HsCRY1

eine lichtabhingige bzw. -unabhidngige Autokinaseaktivitat (Bouly et al. 2003; Shalitin et al. 2003;
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Zeugner et al. 2005; Ozgir und Sancar 2006; Immeln et al. 2007). Phosphorylierungen tragen durch
elektrostatische AbstoRung mit der vornehmlich negativ geladenen Oberflache um die FAD-Tasche von
pCRYs und aCRYs zu Konformationdnderungen und Stabilisierung des Signalzustands bei (Bouly et al.
2003; Yu et al. 2007b). Dies erhoht die Affinitat zu CRY-spezifischen F-Box-Proteinen, die als Teil des
SCF-Komplexes (Skp, Cullin, F-box containing complex) eine Ubiquitinierung Gber E3-Ligasen und damit
die Markierung fiir den proteasomalen Abbau vermitteln (Ozturk et al. 2013; Xing et al. 2013; Liu et al.
2016). Die rhythmische Degradation von CPF-Proteine tragt zum Erhalt der Transkriptions-
Translations-Riickkopplungsschleifen bei (Eide et al. 2002).

In heterolog exprimiertem CryP wurden mittels PhosTag-PAGE mehrere Phosphorylierungsstellen
nachgewiesen, die bislang jedoch nicht lokalisiert und auf homolog exprimiertes CryP Ubertragen
wurden (K6nig 2016). Wie bereits in Abschnitt 4.2.2 erlautert, weist die CryP-CTE dhnlich wie AtCRY1
ein Cluster von basischen sowie phosphorylierbaren AS auf, das infolge lichtinduzierter
Phosphorylierungen zur CryP-Konformationsianderung beitragen und CryP fir folgende
Ubiquitinierungen markieren kann (vgl. Abb.3.16, Miller und Bouly 2015). Dabei sind eine
Photoreduktion oder lichtabhdngige Strukturdnderungen fiir den CryP-Abbau jedoch nicht
entscheidend, da auch CryP_W342F im BL und RL sowie CryPox im RL, wo diese Varianten jeweils nicht
angeregt werden, abgebaut werden (vgl. Abb.3.24). Dies schlieBt die Beteiligung weiterer
Photorezeptoren bei der CryP-Degradation ein.

Auf Basis des Aktionsspektrums fiir den CryP-Abbau zwischen 400 und 600 nm und bekannter
Photorezeptor-Expressionsrhythmen sind PtCPF1 und PtDPH mogliche Photorezeptoren fir die
Wirkung in einem regulativen Netzwerk mit CryP. PtDPH weist maximale Proteinmengen am Ende der
Dunkelphase auf, wenn auch CryP exprimiert wird (Oliveri et al. 2014; Fortunato et al. 2016). PHYs sind
bekannt flr ihre Kinaseaktivitat, die auch PtDPH besitzt, und Wirkung in Phosphorylierungskaskaden
(Rockwell et al. 2006). Obwohl PHYs als RL-Rezeptoren definiert werden, deckt das breite
Absorptionsspektrum von PtDPH in der Pr-Form mit Maxima im BL bei 400 nm und im RL zwischen 600
und 750 nm den Bereich ab, in dem ein CryP-Abbau beobachtet wurde. PtDPH absorbiert jedoch auch
im hier verwendeten fRL-Bereich bei Wellenldangen groRer als 700 nm, in dem CryP stabil ist. Dies
schrankt eine Beteiligung von PtDPH1 bei der CryP-Degradation ein.

Die Transkriptionsrhythmik und das daraus anzunehmende Proteinlevel von PtCPF1 ist im Vergleich zu
CryP um etwa 3 h in Richtung Beginn der Lichtphase verschoben (Oliveri et al. 2014). Fir PtCPF1 wird
das semireduzierte FADH® als Ruheform in vivo angenommen, was sich mit dem Aktionsspektrum des
CryP-Abbaus deckt (Coesel et al. 2009). Neben der (6-4)-PL-Aktivitdt und dem BL-abhdngigen Einfluss
auf die Genexpression wurde flir PtCPF1 jedoch bisher keine weitere regulative Wirkung in der

Signaltransduktion wie fur PHYs aufgedeckt.
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Weder PtDPH noch PtCPF1 wurden als direkte CryP-Interaktionspartner identifiziert (Konig 2016). Falls
diese in einem Netzwerk mit CryP wirken, sind weitere Signalkomponenten beteiligt. Ein mogliches
Bindeglied ist der CryP-Interaktionspartner ID42612, der neben CryP auch PtCPF1 binden kann (vgl.
Abb. 3.21).

Die Herunterregulation der CryP-Transkript- und Proteinmenge in Abhangigkeit vom &duReren
Lichtangebot verdeutlicht eine eher lichtbezogene als circadiane Funktionsweise von CryP. Aus der
maximalen cryp-Transkriptmenge am Ende der Dunkelphase folgt eine zeitverschobene maximale
CryP-Proteinmenge zu Beginn der Lichtphase und eine rasche Proteolyse. Dies erlaubt eine CryP-
Wirkung in einem engen Zeitraum basierend auf der vorhandenen Schwellenmenge an aktivem
Protein. Damit verbunden ist die differentielle Regulation der Genexpression durch CryP beim
Ubergang von der Dunkel- zur Lichtphase, jedoch nicht beim antrainierten Ubergang von Nacht zu Tag.
Diese zeitlich zwischen Dunkel- und Lichtphase getaktete Aktivitat erklart die Beobachtung zur
Transkriptomanalyse von P. tricornutum, bei der CryP die Genexpression sowohl in Dunkelheit als auch

BL beeinflusst (Konig et al. 2017).

4.4.2 Spezifische Proteininteraktionen bestimmen die CryP-Wirkung

Im Gegensatz zu Aureochromen wirken CRYs nicht als direkte Transkriptionsfaktoren, sondern
entfalten ihre Wirkung durch differentielle Interaktionen in einem regulativen Netzwerk. Neben der
Bildung von aktivierenden oder reprimierenden Signalkomplexen hat die spezifische, getaktete CRY-
Proteininteraktion zudem Einfluss auf die CRY-Konformation und -Stabilitdt sowie subzellulare
Lokalisation (Lee et al. 2001; Zuo et al. 2012).

Da fiir CryP das Tetramer oder Dimer die aktive Form in vivo darstellt, jedoch keine Anderung der
Oligomerisierung und Konformation der CTE in Abhdngigkeit von Licht bzw. des FAD-Redoxzustands
festgestellt wurde, besteht die Moglichkeit einer substrat- oder binderpartner-induzierten CryP-
Strukturanderung. Die Dimerisierung und damit verbunden die Aktivitat von AtCRY2 wird durch eine
BIC2 (BL inhibitor of cryptochrome 2)-Bindung unterdrickt (Wang et al. 2016; Ma et al. 2020). Eine
Reduzierung des Dimer-Monomer-Verhaltnisses von CryP in der nativen PAGE wurde durch Interaktion
mit 1D42612 beobachtet (vgl. Abb. 3.20). Dies beruht jedoch nicht wie im Fall der AtCRY2-BIC2-
Interaktion auf einer Monomerisierung der CryP-Dimere, sondern auf einer spezifischen Interaktion
von 1D42612 mit dem Dimer. Eine mit BIC2 vergleichbare CryP-Inhibierung basierend auf einer
Monomerisierung ist fiir ID42612 daher nicht anzunehmen.

Da die Dimerisierung PHR-vermittelt ist, kann die CryP-Aktivitdt durch Heterodimerisierung mit
anderen CRYs reguliert werden. Diese Moglichkeit der Aktivitatsregulation wurde auch fiir AtCRY1 und
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AtCRY2 in Betracht gezogen und ist fiir PHYA und PHYB aus A. thaliana nachgewiesen (Rockwell et al.
2006; Herbel et al. 2013). Die These beruht auf der Beobachtung, dass zur AtCRY-Aktivierung der
Kontakt der beiden CTEs im Homodimer notwendig ist, was im Heterodimer jedoch ausbleibt (Yang et
al. 2000; Yu et al. 2007b). Aufgrund der zeitlich eng getakteten Expressionen, besteht fur CryP die
Moglichkeit zur Heterodimerisierung mit PtCPF1. Wie bereits erldutert bestarkt die Interaktion von
ID42612 mit CryP als auch mit PtCPF1 diese Moglichkeit, auch wenn PtCPF1 nicht als direkter CryP-
Interaktionspartner identifiziert wurde (Kdnig 2016).

Wahrend eine Dissoziation der CTE von der PHR in pCRYs und aCRYs Typ | Voraussetzung fir die
lichtinduzierte Interaktion mit nachgeschalteten Signalkomponenten ist, trifft dies nicht auf die
redoxunabhangige Interaktion der CryP-CTE und BolA zu (vgl. Abb. 3.20; Partch et al. 2005; Kottke et
al. 2006; Vaidya et al. 2013; Berntsson et al. 2019; Chandrasekaran et al. 2021; Goett-Zink et al. 2021).
Falls die CTE mit einer hoheren Affinitat an BolA als an die PHR bindet, kann die BolA-CTE-Interaktion
eine Loslosung der CTE von der PHR bewirken. Damit werden Kontaktflichen zu weiteren
Signalkomponenten freigegeben und die Bildung groRerer Signalkomplexe ermdglicht. Kompetitive
Bindungen und Verdrangung von Bindepartnern regulieren vor allem die Aktivitdt der
lichtunabhangigen aCRYs Typ Il.  MmCRY1 durchlauft eine Bindepartner-induzierte
Konformationsdanderung, indem mPER aufgrund einer héheren Bindeaffinitdt die CTE von der PHR
verdrangt und damit die Interaktion mit dem CLK-BMAL1-Transkriptionsaktivatorkomplex erleichtert
(Parico et al. 2020). Zudem konkurrieren MmCRY1 und CBP (coactivating binding protein) um die
gleiche Bindestelle in BMAI1, was die Reprimierung bzw. Aktivierung des Aktivatorkomplexes
bestimmt (Xu et al. 2015; Michael et al. 2017b). Unterschiedliche Affinitaiten von MmCRY1 und
MmCRY2 zu CLK kénnen durch die selektive Bindung kleiner chemischer Metabolite nahe der FAD-
Bindetasche allosterisch ausgeglichen werden (Fribourgh et al. 2020; Miller et al. 2020).

Auch 1D42612 und BolA binden mit unterschiedlicher Affinitdt an CryP (vgl. Abb. 3.20). In der
zweidimensionalen PAGE bindet ID42612 mit hdherer Affinitat als BolA an das CryP-Dimer, das die
stabile Form unter physiologischen Bedingungen darstellt. Unter Berlicksichtigung der lichtinduzierten
Expression von ID42612 sowie der konstitutiven Expression von BolA, bindet CryP im Dunkeln den
Transkriptionsfaktor BolA, der nach Ubergang zur Lichtphase von 1D42612 verdriangt wird. Die
kompetitive Bindung bezieht sich auf einen Teil der CTE, der sowohl von 1D42612 als auch BolA
gebunden wird. Dieses Beispiel verbildlicht den generellen CryP-Regulationsmechanismus (ber
kompetitive Bindungen, der auch die Wechselwirkung zwischen CryP und weiteren bisher nicht
identifizierten oder charakterisierten Interaktionspartnern bestimmt. In diesem Zusammenhang kann
die lichtabhdngige CryP-Proteolyse durch die Bindung von Signalproteinen verzégert werden. Auch die
Bindung zwischen MmCRY1 und mPER verlangsamt deren proteasomalen Abbau durch Verdrangung

der jeweils spezifischen Kinasen und E3-Ubiquitin-Ligasen (Eide et al. 2002; Nangle et al. 2014).
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Da dem Interaktionspartner BolA eine Funktion als redoxsensitiver Transkriptionsfaktor zugeschrieben
wird, kann eine Verdrangung von BolA von der CryP-CTE auch durch einen lichtabhangigen
Elektronentransfer von (FADH")* auf BolA in einem PL-Modell reguliert werden (vgl. Abschnitt 4.1 und
4.3.2). Dies setzt die Stabilisierung von FADH" in CryPfullyred im zelluldren Umfeld voraus. Durch
Wechselwirkung mit den nuklearen Redoxsystemen (Glutathion/ GSH, Thioredoxine/ Trx) kann CryP
dabei als Sensor des nuklearen Redoxpotentials wirken (Go und Jones 2010). Infolge eines reduzierten
GSH- und Trx-Pools bei oxidativem Stress liegt CryP als CryPfullyred vor, das lichtabhangig Elektronen
auf Interaktionspartner wie den postulierten Transkriptionsfaktor BolA (ibertragen kann und somit die
Transkription als Antwort auf oxidativen Stress reguliert. In diesem Zusammenhang wiesen CryP-
Knockdown-Mutanten eine verringerte Toleranz gegenlber Kalte- und Salzstress sowie

Stickstoffmangel auf (Konig 2016).

Letztlich wird die CRY-Aktivitat durch die subzellulare Lokalisation bestimmt, die sowohl infolge
biochemischer Modifikationen als auch Proteininteraktionen variieren kann. In MmCRY1 und MmCRY1
bewirken die Heterodimerisierung mit mPER sowie die Freilegung von NLS in PHR und CTE infolge
phosphorylierungsabhadngiger Konformationsdnderungen eine circadian getaktete, nukleare
Translokation (Lee et al. 2001; Eide et al. 2002; Zhu et al. 2003; Sakakida et al. 2005; Chaves et al.
2006). Wahrend AtCRY2 konstitutiv im Nukleus lokalisiert ist, wechseln AtCRY1 und CraCRY
lichtabhangig zwischen Cytoplasma und Nukleus (Cashmore et al. 1999; Guo et al. 1999; Kleiner et al.
1999; Yang et al. 2001; Franz et al. 2018). CRY-DASHs wie AtCRY3 und CrCRY-DASH1 werden auch in
Mitochondrien und Chloroplasten gefunden (Kleine et al. 2003; Huang et al. 2006; Klar et al. 2007;
Rredhi et al. 2021).

CryP befindet sich aufgrund einer in der CTE gelegenen NLS im Licht im Nukleus, wobei eine mogliche
differentielle Lokalisation in Dunkelheit nicht untersucht ist (Kénig 2016). In diesem Zusammenhang
konnte der Interaktionspartner 1D42612 Einfluss auf die subzellulare CryP-Verteilung nehmen.
Strukturanalysen sagen fiir ID42612 am N-terminalen Ende eine potentielle Transmembranhelix
hervor, was die beobachtete Loslichkeit mit Detergenzien erklart (TMHMM Prediction of
transmembrane helices in proteins; vgl. Anhang Abb. A6). Die Vorhersage wird durch eine Deletion der
betreffenden N-terminalen AS in ID42612A1-25, die 1D42612 wasserloslich macht, bestarkt (vgl.
Anhang Abb. A14). Gleichzeitig zeigen erste fluoreszenzmikroskopische Bilder eine ER-bezogene
Lokalisation von 1D42612 (unverd6ffentlichte Daten Dr. M. Schmidt; Goethe-Universitat). Durch die
Interaktion mit ID42612 im Licht kann CryP in den Randbereich des Nukleus zum ER verlagert werden,
wodurch CryP neben der Transkription auch die Translation regulieren kann. Diese Annahme wird
durch die Beobachtungen bestarkt, dass CryP mit RNA koisoliert wird und die Expression von LHCs

lichtabhangig auch auf Proteinebene beeinflusst (vgl. Anhang Abb. A5; Juhas et al. 2014). Zudem wird
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dem dritten identifizierten und bestatigten CryP-Interaktionspartner CSDP eine Funktion als
Translationsfaktor in Stresssituationen zugeschrieben (Konig 2016). Auch einige CRY-DASHs binden
RNA und haben gréRere regulative Wirkung auf translationaler als auf trankriptioneller Ebene (Rredhi
et al. 2021). Ein Nachweis zur ER-Assoziation von CryP muss durch einen in vivo Interaktionsnachweis

von CryP und ID42612 erfolgen.

4.5 Modell zur CryP-Wirkweise

Auf Basis der in vorliegender Arbeit erzielten Beobachtungen kann fiir die CryP-Wirkweise folgendes
Modell dargestellt werden (Abb. 4.9):

Die CryP-Proteinkonzentration in P. tricornutum-Zellen ist zwischen dem Ende der Dunkelphase und
frihen Lichtphase maximal. Die lichtunabhangigen CryP-Dimere oder Tetramere sind im Nukleus
lokalisiert und binden im Dunkelzustand FADH® oder FADH". Im Fall von FADH® ist CryP sensibel fir
UVA-, Blau-, Gelb- und Rotlicht, bei FADH" fiir UVA- und Blaulicht. Die CTE ist mit der PHR assoziiert,
wobei die Konformation bindepartnerinduziert variieren kann. Durch Interaktion mit verschiedenen
Transkriptionsfaktorkomplexen reguliert CryP die Expression von drei Genkategorien: Kategorie 1: nur
im BL reguliert, Kategorie 2 im BL und Dunkeln reguliert, Kategorie 3: nur im Dunkeln reguliert (Kénig
et al. 2017). Zur Transkriptionsaktivierung kann CryP entweder direkt aktivierend wirken, indem ein
aktivierender Transkriptionsfaktorkomplex gebildet wird, oder indirekt aktivierend, indem ein
Transkriptionsdeaktivatorkomplex durch die CryP-Bindung inhibiert wird. Auf gleiche Weise kann die
Transkriptionsdeaktivierung erfolgen. Sobald Licht einwirkt, kann CryP abhédngig von der FAD-
Ruheform entweder in einem Photolyase-Modell Elektronen von (FADH’)* auf die CTE, einen
Bindepartner bzw. ein Substrat Ubertragen, oder in einem Phototropin-dhnlichen Modell
Konformationsanderungen infolge einer FADH®*-Photoreduktion eingehen. Dies fihrt dazu, dass sich
CryP von den zuvor im Dunkeln gebundenen Komplexen 16st und neue lichtabhdngige Interaktionen
schlieBt. Auf diese Weise reguliert CryP die Transkription von Genen der Kategorie 1 und 3. Zudem
wird das Interaktionsverhalten Gber kompetitive Bindungen von Bindepartnern mit verschiedenen
Bindeaffinitaten reguliert. Das konstitutiv exprimierte BolA, fir das eine Funktion als
Transkriptionsfaktor angenommen wird, bindet redoxunabhangig an die CryP-CTE. Infolge der
Belichtung wird die Expression von 1D42612 induziert, das mit hoherer Affinitat als BolA an das CryP-
Dimer bindet. Die Bindung von ID42612 und Verdrangung von BolA oder weiterer bisher nicht
charakterisierter CryP-Bindepartner treten zeitlich verzégert zum Lichtstart ein, sodass die
transkriptionsregulierende Wirkung von BolA und anderen Faktoren langsam abklingt. Auf Basis eines
solchen kompetitiven Mechanismus werden Gene der Kategorie 2 reguliert. Die angenommene ER-

Assoziierung von I1D42612 kann eine Verschiebung der CryP-Lokalisation zum Ubergang von Nukleus
115



Diskussion

und ER fihren, wo CryP im Komplex mit Translationsfaktoren wie CSDP die Translation von z.B. Lhcx
und Lhcf lichtabhangig reguliert. Die Menge an aktivem CryP wird zligig nach Lichtstart durch eine
Herunterregulation der cryp-Transkription sowie einer lichtinduzierten Proteolyse unter Beteiligung
weiterer Photorezeptoren wie PtCPF1 oder PtDPH reduziert. Dabei kénnen Phosphorylierungen an der
CTE einen proteasomalen Abbau einleiten.

Demnach wirkt CryP basierend auf einer transkriptionellen und proteolytischen Regulation der CryP-
Konzentration in einem schmalen Zeitraum zwischen Ende der Dunkel- und Start der Lichtphase. Dies
erlaubt eine Differenzierung der Genexpression zur Umstellung des Metabolismus von der Dunkelheit

zum Licht.

Nukleus

FADH'J FADH”
FADH FADH

Kompetitive
Bindung

FADH*f FADH+f Photolyase-Model
FADH- FADH Y ET durch FADH- auf

! CTE, Bindepariner,

Substrat

Phototropin-Modell
Photoreduktion
FADH+* — FADH-

T _envp

Abb. 4.9: Modell zur CryP-Wirkweise. Das CryP-Dimer bindet in Dunkelheit FADH® oder FADH". Nach Lichtstart
Ubertragt CryP in einem Photolyase-Modell Elektronen von (FADH")* oder @ndert in einem Phototropin-dhnlichen
Modell infolge einer Photoreduktion die Konformation, sodass wechselnde Interaktionen mit
Transkriptionsfaktoren eingegangen werden. Uber kompetitive Bindungen werden weitere Gengruppen
kontrolliert. Eine lichtinduzierte Herunterregulation der cryp-Transkriptmenge und Proteolyse begrenzen die
CryP-Wirkung auf einen engen Zeitraum zischen Ende der Dunkel- und Start der Lichtphase. Kat 1 nur im BL
regulierte Gene, Kat 2 im BL und Dunkeln regulierte Gene, Kat 3 nurim BL regulierte Gene, ER Endoplasmatisches
Retikulum, K Kinase, P Phosphorylierung, R Ribosomen, X und Y aktivierende oder reprimierende
Transkriptionsfaktoren (-komplexe).
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5 Zusammenfassung

Mitglieder der ubiquitar verbreiteten Cryptochrom-Photolyase-Familie sind Blaulicht-absorbierende
Flavoproteine mit hoher Sequenzhomologie aber diversen Funktionen. Photolyasen katalysieren die
Reparatur UV-Licht-induzierter DNA-Schaden. Cryptochrome (CRYs) wirken als lichtunabhangige
Transkriptionsrepressoren innerhalb des Kern-Oszillators der circadianen Uhr oder als primare
Photorezeptoren zur Synchronisation dieser mit dem duReren Tag-Nacht-Rhythmus und steuern durch
Regulation der Genexpression Wachstum und Entwicklung. Gemeinsames Strukturmerkmal aller CPF-
Vertreter ist die Photolyase- homologe Region (PHR), die das Chromophor Flavinadenindinukleotid
(FAD) bindet, das lichtabhdngig zwischen den Redoxformen oxidiert (FADox), semireduziert (FAD*
bzw. FADH®) und vollreduziert (FADH’) wechseln kann und damit die CRY-Konformation und -Aktivitat
beeinflusst. Unterscheidungsmerkmale sind die spezifische C-terminale Erweiterung (CTE) sowie die
Komposition der FAD-Bindetasche, die unterschiedliche FAD-Redoxformen stabilisiert. Die
Mechanismen der CRY-Photosignaltransduktion sind nicht vollig erforscht.

CryP ist eines von vier CRYs in der Diatomee Phaeodactylum tricornutum und gehort zur bislang nicht
charakterisierten Gruppe pflanzenahnlicher CRYs. In vorhergehenden Untersuchungen wurde fiir CryP
eine nukleare Lokalisation und damit verbunden eine blaulicht- sowie dunkelabhéngige Regulation der
Transkription unterschiedlichster Gene gezeigt. Zudem reguliert CryP das Proteinlevel
photosynthetischer Lichtsammelkomplexe. CryP interagiert mit bisher nicht charakterisierten
Proteinen aus dem Bereich DNA und Regulation sowie Ribosomen und Translation. Heterolog
exprimiertes und isoliertes CryP stabilisiert das Neutralradikal FADH® und das Antennenchromophor
Methenyltetrahydrofolat (MTHF).

In vorliegender Dissertation wurde die Bedeutung des FAD-Redoxzustands und der C-terminalen
Proteindomane fiir Strukturanderungen hinsichtlich der Oligomerisierung und Konformation sowie fir
das CryP-Interaktionsverhalten untersucht. Hierzu wurden rekombinante CryP-Varianten heterolog
isoliert, die Mutationen in fir die FAD-Reduzierbarkeit entscheidenden Aminosduren oder eine
Deletion der CTE tragen.

Die Analyse der CryP-Oligomerisierungsstufe und Konformation erfolgte mittels Ko-Prazipitation,
nativen und zweidimensionalen PAGEs sowie partieller Proteolyse. Dabei wurde heterolog isoliertes
CryP in seinen drei Redoxformen oxidiert (mit FADox), semireduziert (mit FADH®) und vollreduziert
(mit FADH) sowie das um die CTE-verklrzte CryP-PHR verglichen. Fir CryP wurde eine
redoxunabhangige, PHR-vermittelte Di- und Tetramerisierung liber elektrostatische Wechselwirkung
der Monomere beobachtet. Die CTE bindet spezifisch und redoxunabhangig an die PHR in einem
Bereich um die FAD-Bindetasche. Dies schlieft eine groRraumige Konformationsanderung zwischen
PHR und CTE infolge einer FAD-Photoreduktion wie fir pflanzliche und viele tierische CRYs als

Aktivierungsmechanismus fir CryP aus.
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Interaktionsstudien mittels zweidimensionaler PAGE gaben Aufschluss (iber unterschiedliche
Bindeverhalten der beiden betrachteten Interaktionspartner an CryP. Sowohl BolA, ein potentieller
redoxregulierter Transkriptionsfaktor, als auch ID42612 mit unbekannter Funktion interagieren mit
CryP unabhangig von der FAD-Redoxform. Dabei bindet BolA an die CTE des CryP-Dimers und
-Monomers, wahrend ID42612 einen Komplex mit dem CryP-Dimer bildet.

Mittels in vitro Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie wurde die FAD-Redoxchemie von CryP und
CryP-PHR verglichen. Die beiden Varianten unterscheiden sich in der FAD-Photoreduzierbarkeit und
-Oxidationskinetik. Das Volllangenprotein CryP kann ohne externes Reduktionsmittel zum
semireduzierten FADH® phototreduziert werden, das im Gegensatz zu bekannten CRYs lber Tage im
Dunkeln stabil gegen aerobe Oxidation ist. Eine Belichtung mit Reduktionsmittel fihrt zur Bildung des
vollreduzierten FADH", das innerhalb von Minuten zu FADH® riickoxidiert. Das um die CTE verkirzte
CryP-PHR kann nur mit externem Reduktionsmittel zu FADH® photoreduziert werden, der
vollreduzierte Zustand wird nie erreicht. Die Stabilisierung von FADH® gegen aerobe Oxidation im CryP-
Holoprotein ist vergleichbar zur FAD-Redoxchemie von Photolyasen. Verglichen mit sonstigen
charakterisierten CRYs ist die Wichtigkeit der CTE fir eine effiziente FAD-Photoreduktion und FADH®-
Stabilisierung eine CryP-spezifische Charakteristik.

Neben der CTE tragt die zu FAD-N5 proximal gelegene Position zur FADH®-Stabilisierung bei, wie
Absorptionsmessungen an CryP_N417C zeigten. CryP weist mit Asparagin die gleiche Konservierung
an dieser Position wie Photolyasen auf und unterscheidet sich damit ebenfalls von klassischen CRYs.
Analysen zur cryp-Transkription mittels gRT-PCR zeigten eine rhythmische Expression mit maximalen
Transkriptmengen in der Nacht und eine rasche photoinduzierte Herunterregulation der Transkription.
Das CryP-Protein wird lichtabhangig im zellularen Umfeld degradiert, die verantwortliche Protease
konnte nicht identifiziert werden.

Zusammenfassend liegt CryP in der Zelle permanent als Dimer oder Tetramer vor, wobei die CTE an
der PHR anliegt. Aus der maximalen cryp-Transkription am Ende der Dunkelphase folgt eine
zeitverschobene maximale CryP-Proteinmenge zu Beginn der Lichtphase und eine rasche Proteolyse.
Dies erlaubt eine CryP-Wirkung in einem engen Zeitraum beim Ubergang von der Dunkel- zur
Lichtphase. Damit verbunden ist die differentielle Regulation der Genexpression durch CryP auf Basis
wechselnder Proteininteraktionen. Verschiedene CryP-Aktivierungsmechanismen sind denkbar. Falls
CryP in vivo FADH" bindet, ist aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten eine Photolyase-dhnliche
Wirkweise basierend auf einem photoinduzierten Elektronentransfer auf einen unidentifizierten
Akzeptor moglich. Alternativ, im Fall einer in vivo FADH®-Stabilisierung, ist eine Aktivierung durch
kleinrdumige, hier nicht erfasste, Strukturanderungen infolge einer Photoreduktion von FADH® zu

FADH moglich.
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Abb. Al: Photorezeptoren in Diatomeen. Spezies-Abkirzungen und Quelle der angegebenen Sequenzen: Tp
Thalassiosira pseudonana, JGI; To Thalassiosira oceanica, GenBank; Cyclotella cryptica, http://genomes.
mcdb.ucla.edu/Cyclotella/download.html; Pt Phaeodactylum tricornutum, Ensembl Genomes; Fragilariopsis
cylindrus, GenBank; Sr Seminavis robusta, https://bioinformatics.psb.ugent.be/orcae/overview/Semro; Pme
Pseudonitzschia multiseries, JGI; Pmu Pseudonitzschia multistriata, GenBank; Fs Fistulifera solaris, GenBank; Sa
Synedra acus, http://www.lin.irk.ru/sacus/index.php?r=site/page&view=downloads. Verdndert nach Jaubert et
al. in Falciatore und Mock (2022).
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Abb. A2: PHR-Sequenzvergleich von CryP und ausgewahlten CPF-Vertretern. Der Vergleich wurde mithilfe von
Clustal Omega (EMBL-EBI) durchgefiihrt. Die Farben der hinterlegten Positionen sind wie folgt codiert: rot
kanonische Trp-Triade, gelb FAD-Bindestellen, tiirkis FAD-N5-proximale Position, blau MTHF-Bindestellen, rote

Buchstaben mogliche alternative aromatische Elektronendonoren.

Punkte und Sterne markieren den

Konservierungsgrad der jeweiligen Position. Agt Agrobacterium tumefaciens, An Anacystis nidulans, At
Arabidopsis thaliana, Cra Chlamydomonas reinhardtii, Dm Drosophila melanogaster, Dp Danaus plexippus, Dr
Danio rerio, Ec Escherichia coli, Hs Homo sapiens, Mm Mus musculus, Pt Phaeodactylum tricornutum, Syn

Synechocystis sp., XI Xenopus laevis. Fortfihrung auf folgenden Seiten.
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Abb. A3: Vergleich der blaulichtabhdngigen FAD-Reduktion und -Reoxidation in PtCPF1 und PtCPF1-PHR. UV-
Vis-Absorptionsspektren (370-750 nm) von PtCPF1 bzw. PtCPF1-PHR nach 5 min BL (465 nm, 10 pE*m2*s?) direkt
nach lIsolation mit oxidiertem FAD (PtCPFlox bzw. PtCPF1-PHRox) oder nach 15 min Vorbelichtung, um
semireduziertes FADH® zu induzieren (PtCPF1semired bzw. PtCPF1-PHRsemired). Die Belichtung erfolgte ohne
oder nach Zugabe von 10 mM DTT. Es folgte eine 60-minitige Dunkel-Reoxidation. Die Spektren wurden relativ
zur Absorption bei 473 nm normiert. Zum Vergleich der beiden CPF-Varianten wurden die Absorptionswerte
A473 nm und A641 nm als MaR fiir die relativen Mengen von FADox, FADH® bzw. FADH dargestellt. Die
Messwerte stellen Mittelwerte und daraus abgeleitete Standardabweichungen aus jeweils drei technischen

Replikaten dar.
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Abb. A4: Vergleich der blaulichtabhingigen FAD-Reduktion und -Reoxidation in CraCRY und CraCRY-PHR. UV-
Vis-Absorptionsspektren (370-750 nm) von CraCRY bzw. CraCRY-PHR nach 5 min BL (465 nm, 10 uE*m2*s)
direkt nach Isolation mit oxidiertem FAD (CraCRYox bzw. CraCRY-PHRox) oder nach 15 min Vorbelichtung, um
semireduziertes FADH® zu induzieren (CraCRYsemired bzw. CraCRY-PHRsemired). Die Belichtung erfolgte ohne
oder nach Zugabe von 10 mM DTT. Es folgte eine 60-minitige Dunkel-Reoxidation. Die Spektren wurden relativ
zur Absorption bei 473 nm normiert. Zum Vergleich der beiden CraCRY-Varianten wurden die Absorptionswerte
A473 nm und A633 nm als MaR fiir die relativen Mengen von FADox, FADH® bzw. FADH™ dargestellt. Die
Messwerte stellen Mittelwerte und daraus abgeleitete Standardabweichungen aus jeweils drei technischen
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Abb. A5: Abhangigkeit der CryP-Dimerisierung von gebundenen Nukleinsduren. 200 ng rekombinant
aufgereinigtes CryPsemired wurde 1 h bei 18 °C mit bzw. ohne DNase bzw. RNase inkubiert. Als Kontrolle von
CryP unabhangig aufgereinigten Nukleinsduren diente eine Proteinaufreinigung nach Induktion und Expression
des pET303/CT-His Leervektors (VK) unter gleichen Bedingungen wie fiir CryP. Die einzelnen Ansatze wurden in
einer 4-10 %igen BN-PAGE (A) bzw. auf einem 2 %igen Agarosegel (B) aufgetrennt. Nach elektrophoretischer
Auftrennung erfolgte der Proteintransfer auf eine PVDF-Membran sowie der immunologische Nachweis mit
einem His-Antikorper (A) bzw. die Detektion von Nukleinsduren mittels Ethidiumbromid nach Exzitation bei
254 nm (B). (-) Inkubation ohne Enzym, (+) Inkubation mit Enzym. Blau hervorgehoben sind die
elektrophoretischen Laufweiten von CryP-Monomer (M) bzw. -Dimer (D).

Tab. Al: Trypsin-Schnittmuster fiir CryP-His (68,2 kDa). Fortfiihrung auf folgenden Seiten.

Position der | Resultierende Peptidsequenz Peptidmasse von Schnittstelle
Schnittstelle bis Histidinmarkierung [Da]
9 MSNSDHGGK 931.976
11 OR 302.333
36 ILAPAVQAHSLSRPAVVLFGTHDIR 2669.125
68 IHDNEALLLACHHNHVLPVFLWQVPVHHWGAR 3760.342
76 GALQVVLK 827.035
109 EALHQLSLQLSQESINLPLVCGNTADSVSELCK 3541.006
123 IASEIGASAVYWNR 1536.707
130 EMTPESR 848.926
134 EMER 563.626
136 HR 311.344
141 ATSLK 518.611
160 QLDIAAVACQSALLYDVEK 2050.354
179 LELDEGFHGGHWGTLMPFK 2171.458
180 R 174.203
184 ACEK 449.522
196 QLGKPDRPILMK 1395.726
213 ESLACLYSVAPPPQDCK 1821.093
230 SVPIEELGFETVPPSTK 1830.065
236 WDEPIR 814.896
238 ER 303.318
248 FPMIHYLAQR 1275.534
249 R 174.203
256 LDHFLIK 885.074
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Tab. Al: Fortfiihrung.

Position der | Resultierende Peptidsequenz Peptidmasse von Schnittstelle
Schnittstelle bis Histidinmarkierung [Dal]
265 GLPLYESDR 1049.148
267 SR 261.281
282 ADMEYATSQLSVYLR 1746.953
289 IGIISPR 754.928
294 ELYWR 765.867
305 IEDSSLSPEAK 1175.258
306 K 146.189
310 TFAR 493.563
311 R 174.203
315 LIWR 586.735
327 ELAYYQLFCFPK 1521.794
329 MR 305.395
331 DR 289.291
334 SIR 374.440
335 K 146.189
349 HYEASEWVTGDEEK 1679.717
351 GR 231.255
356 FNAWK 664.762
357 R 174.203
370 GLTGYPLVDAGMR 1349.568
383 ELYTTGYLTQSVR 1530.698
395 MVVASFLVEYLR 1426.737
400 VDWTK 647.729
426 GAEWFHYTLADADSAINSMMWQNAGR 2943.217
451 SGIDQWNEFVLSPENASQDPYGEYTR 2874.029
452 K 146.189
477 WVPELSPLPLQYLQRPWQTFEGDLR 3069.513
490 MAGIVLGETYPHR 1443.684
496 IVQODLK 714.860
499 GER 360.370
501 QK 274.320
510 SVESVLAMR 991.171
512 RR 330.390
516 SQEK 490.514
538 NDENGYDLIDLPSGIETVVETK 2439.658
539 K 146.189
542 EYR 466.494
545 IDR 402.451
548 LGK 316.401
555 VLQGKPK 768.955
562 TATSTVK 706.794
563 R 174.203
564 R 174.203
565 K 146.189
567 TK 247.294
568 R 174.203

151




Tab. Al: Fortfiihrung.

Position der | Resultierende Peptidsequenz Peptidmasse von Schnittstelle
Schnittstelle bis Histidinmarkierung [Da]
571 TTK 348.400

575 TDGR 447.448

576 R 174.203

577 K 146.189

579 NR 288.307

593 LPSSLALEHHHHHH 1651.807

a-DDM-Konzentration TX-100-Konzentration
(%) (%)

cryP AAA cryP

o1 0,21 008004 R 005 01 0,15 0,15

2

Abb. A6: BN-PAGE zur Interaktion von CryP und ID42612. 200 ng rekombinant aufgereinigtes 1D42612 und
CryPsemired wurden unter steigender a-DDM (0-0.1 %) bzw. steigender TX-100 (0-1.5 %) -Konzentration in einer
4-10 %igen BN-PAGE aufgetrennt. Als Referenzwert (R) flr das ID42612-Laufverhalten diente isoliertes ID42612
ohne weitere Additive (50 mM NaP, 100 mM NaCl, 20% Glycerol, pH 7.8). Nach Transfer auf eine PYDF-Membran
erfolgte der immunologische Nachweis mit einem Histidin-Antikorper.

&
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" eonsesamapawe < CryP
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Abb. A7: SDS-PAGE zur Analyse des Einflusses von ID42612 auf die Stabilitit von CryPsemired. Nach
heterologer Expression und Isolation von 1D42612 und CryPsemired erfolgte eine Inkubation fir 6 h unter
denselben Bedingungen wie in Abb. 3.20 beschrieben. Es folgte eine 10 %ige SDS-PAGE und ein immunologischer
Nachweis per Histidin-Antikorper.
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1. Dimension: BN-PAGE
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Abb. A8: 2D-PAGE zur Interaktion von EGFP mit 1D42612 und BolA (Kontrolle). Je 200 ng rekombinant
aufgereinigtes 1D42612 bzw. BolA wurden separat oder mit einer dquimolaren Menge EGFP 30 min dunkel auf
Eis inkubiert und anschliefend in einer 4-10 %igen BN-PAGE aufgetrennt. Es folgte eine 10 %ige SDS-PAGE in
zweiter Dimension zur Auftrennung der Interaktionskomplexe. Nach Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte
der immunologische Nachweis mit einem Histidin-Antikorper.
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Abb. A9: Lichtabhingige Stabilitidt von CryP in Lagerpuffer. Je 50 pg/ml rekombinant aufgereinigtes CryPox-His,
CryPsemired-His, CryP-PHR, CryP W342F bzw. CTE wurden im Dunkeln (D) oder unter 20 pE*m2*s! Blaulicht (BL,
Amax 466 nm) bzw. Rotlicht (RL, Amax591 nm) inkubiert, um einem madglichen lichtabhingigen,
autokatalytischen Abbau zu induzieren. Die Proben nach 0-5 h Inkubation wurden in einer 10 %igen SDS-PAGE
nach Ldmmli aufgetrennt. Der CryP-Nachweis erfolgte mit einem Histidin-Antikérper nach Transfer auf eine
PVDF-Membran. Als Kontrolle wurde EGFP unter sonst gleichen Bedingungen untersucht.
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Abb. A10: Lichtinduzierter, proteasevermittelter CryP-Abbau. Je 50 ug/ml rekombinant aufgereinigtes
CryPsemired wurde mit 100 pg/pl Proteinlysat aus P. tricornutum (P. t.), T.pseudonana (T.p.) bzw.
C. meneghiniana (C. m.) im Dunkeln (D) oder unter 20 uE*m2*s? Blaulicht (BL, Amax 466 nm) inkubiert, um den
lichtabhédngigen proteasevermittelten Abbau zu induzieren. Die Proben nach 0-5 h Inkubation wurden in einer
10 %igen SDS-PAGE nach Lammli aufgetrennt. Der CryP-Nachweis erfolgte mit einem Histidin-Antikérper nach
Transfer auf eine PVDF-Membran. Als Ladekontrolle diente der Proteinnachweis mit einem RuBisCO(Rbcl)-
Antikorper. Als Abbaukontrolle wurde CraCRY mit einem Proteinlysat aus C. reinhartdii (C. r.) unter sonst gleichen
Bedingungen untersucht.
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CryP-PHR

EcCPDI

Abb. Al11: Elektrostatisches Oberflaichenpotential um die FAD-Bindetasche in verschiedenen CPF-Proteinen.
Die Oberflachenpotentiale um die FAD-Bindetasche von CryP-PHR (berechnet auf Basis der A. tumefaciens CPDIII-
Photolyase 4U63; (Scheerer et al. 2015)), EcCPDI (1DNP, Park et al. 1995), AtCRY3-PHR (2J4D, Klar et al. 2007),
CraCRY-PHR (6FN3; (Franz et al. 2018)), AtCRY1-PHR (1U3C, (Brautigam et al. 2004)) und MmCRY1 (4KOR, (Czarna
et al. 2013)) wurden mittels des Electrostatic Surface Coloring Tools in UCSF Chimera visualisiert. Blau positives
Oberflachenpotential, rot negatives Oberflachenpotential.

Tab. A2: Auswirkungen auf die FAD-Redoxchemie durch Substitution der FAD-N5-proximalen
Aminosaure in verschiedenen CPF-Proteinen.

Austausch

lichtinduzierte FAD-Redoxform

Eigenschaften

Referenz

EcCPDI N378S

EcCPDI N378D

AnCPDI N386D

CrCPH1 D393N

CrCPH1 D393C

DmCRY C416N

DmCRY C416D

AgCRY1 C413D

AgCRY1 C413N
ApCRY1 C402N

FADox — FADH"

FADox — (FAD®* - D378)

FADox — FADH"

keine Photoreduktion

FADox — FADH?® fiir D393N/ L378E
FADox — FAD*" (transient)

FADox — FAD*
FADox — FADH* fiir C416N/ LAOSE

FADox — FAD*

FADox — FAD*

FADox — FADH*®

wie WT, katalytisch inert wegen
fehlender FADH*-Stabilisierung
keine FAD*"-Protonierung durch D,
da pKs(FAD*") > pKs(D)

wie pCRY, schnelle Oxidation zu
FADox (Stunden) wegen fehlender
FADH*®-Stabilisierung

L378 blockiert Losemittel-
zuganglichkeit fiir N5-Protonierung
wie aCRY Typ |, aber fehlende

FAD* -Stabilisierung

L405 blockiert Losemittel-
zuganglichkeit fiir N5-Protonierung
keine FAD*-Protonierung durch D,
da pKs(FAD*") > pKs(D)

keine FAD*-Protonierung durch D,
da pKs(FAD*") > pKs(D)

wie CRY-DASHSs, Oxidation zu FADox
(Stunden) durch FADH®-
Stabilisierung
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(Xu et al. 2008)
(Mdiller et al. 2016)

(Damiani et al.
2011)

(Xu et al. 2019)

(Hense et al. 2015)

(Chandrasekaran et
al. 2021)

(Oztiirk et al. 2008)
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Abb. A12: Sequenzvergleich von CryP und weiteren pflanzendhnlichen CRYs. Der Vergleich wurde mithilfe von
Clustal Omega (EMBL-EBI) durchgefiihrt. Die Farben der hinterlegten Positionen sind wie folgt codiert: rot
hinterlegt kanonische Trp-Triade, gelb hinterlegt FAD-Bindestellen, tiirkis hinterlegt FAD-N5 proximale Position,
rot homologe Positionen zu CryP R311 und Q380. Punkte und Sterne markieren den Konservierungsgrad der
jeweiligen Position. Die Proteine sind entsprechend der Eintragungen der GenBank- oder UniProt-Datenbank
angegeben. Cm Cyanidioschyzon merolae, Dr Danio rerio, Eh Emiliania huxleyi, Fc Fragilariopsis cylindrus, Gt
Guillardia theta, Mc Micromonas commoda, Ni Nitzschia inconspicua, Pd Platynereis dumerilii, Tp Thalassiosira

pseudonana, Tr Takifugu rubripes.
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https://www.uniprot.org/taxonomy/280699
https://www.uniprot.org/taxonomy/2903

Tab. A3: Auswirkungen auf die in vitro und in vivo FAD-Redoxchemie durch Substitutionen in der
kanonischen Trp-Triade in verschiedenen CPF-Proteinen. In den blau angegebene Referenzen wird
die Trp-Triade als nicht essentiell, in den griin angegebenen Referenzen als essentiell fir die in vivo

Funktionen betrachtet. Fortfiihrung auf folgender Seite.

in vitro in vivo
Austausch Referenz
Photoreduktion | Funktion Photoreduktion | Funktion
Proximales Trp
- . Ja (Song et al. 2007;
DpCRYI W402F | Destabilisierung ja (Degradation) Oztiirk et al. 2008)
Nein
DmCRY . . (Degradation, .
Lin et al. 2018
W420F/A eingeschrankt Konformation, (Lineta )
TIM-Bindung)
eingeschrankt (Lietal. 2011);
AtCRY2 W397A | nein ja N & ot (Engelhard et al.
(Degradation) 2014)
Ja (Hypokotyl, | (El-Esawi et al.
i a j ipti 2015; G t al.
AtCRY1 eingeschrankt ja Transkription, aoeta
WA400A/F Anthocyane) 2015)
nein Nein (Phospho) Nein (KO- (Zeugner et al.
P Phaenotyp) 2005)
CraCRY W399F | eingeschrankt (Nohr et al. 2016)
AgtCPDIII . .. (Scheerer et al.
W384F eingeschrankt 2015)
Mediales Trp
DpCRYI W359F | Destabilisierung (Song et al. 2007)
Ja (Oztiirk et al
. Zturk et al.
ja f(Degfradatl?n, 2008; Hoang et al.
on qrmatlon, 2008b)
DmCRY JET-Bindung
W397F/A Nein
D .
eingeschrankt ( egradatlgn, (Lin et al. 2018)
Konformation;
TIM-Bindung)
. (Hoang et al.
AtCRY1 W400F ja 2008a)
eingeschrankt (Lietal 2011;
AtCRY2 W374A | nein ja D dati Engelhard et al.
(Degradation) 2014)
Ja (Hypokotyl,
AtCRY1
te eingeschrankt Transkription, (Gao et al. 2015)
W377A/F
Anthocyane)
CraCRY W376F | eingeschrankt (Nohr et al. 2016)
AgtCPDIII . . (Scheerer et al.
W361F eingeschrankt 2015)
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Tab. A3: Fortfiihrung.

in vitro in vivo
Austausch Referenz
Photoreduktion | Funktion Photoreduktion | Funktion
Distales Trp
(Lietal. 1991;
EcCPDI W306F | nein nein Ja (Katalyse) Kavakli und
Sancar 2004)
Ja (Song et al. 2007;
DpCRYI W328F | nein b dati Oztiirk et al.
(Degradation) 2008)
Ja (Hoang et al.
nein ja b dati 2008b; Oztiirk et
(Degradation) al. 2008)
o
eingeschrankt (Degradatu')n, (Lin et al. 2018)
Konformation,
TIM-Bindung)
eingeschrankt (Lietal. 2011;
AtCRY2 W321A | eingeschrankt ja & . Engelhard et al.
(Degradation) 2014)
) Ja (Hypokotyl, (Kondoh et al.
eingeschrankt Nein ja Tarafng/lfri t(i)o»rg 2011; El-Esawi et
AtCRY1 & (Konformation) J Anthoc zne) ’ |al. 2015; Gao et
W324A/F v al. 2015)
. . Nein (KO- (Zeugner et al.
nein Nein (Phospho) Phaenotyp) 2005)
CraCRY W322F nein (Nohr et al. 2016)
. (Moldt et al.
AtCRY3 W356F | nein 2009)
AgtCPDIII . .. (Scheerer et al.
W308E eingeschrankt 2015)
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Abb. A14: Lichtabhangige FAD-Reduktion in
CryP_W342Fox. Nach chemischer Oxidation mit
Kz[Fe(CN)s] folgte eine BL-Belichtung (Amax 465
nm, 15 upE*m?*s!) wvon CryPox und
CryP_W342Fox fir 30 min ohne oder nach
Zugabe von 20 mM DTT und 4 mM ATP. Die
Messwerte der unbelichteten Proben wurden

relativ zur Absorption bei 473 nm auf 1
normiert. Zum Vergleich der Starke der
Photoreduktion unter den einzelnen

Belichtungsbedingungen wurden die relativen
Absorptionswerte bei 473 nm als MaR fir die
vorhandene Menge FADox dargestellt. Die
Messwerte stellen Mittelwerte und daraus
abgeleitete Standardabweichungen aus jeweils
drei technischen Replikaten dar.
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Abb. A13: Potentielle alternative aromatische Triaden in CryP. Die potentielle CryP-Tertiarstruktur wurde auf
Basis der Strukturdaten der A. tumefaciens CPDIII-Photolyase (4U63; Scheerer et al. 2015) mittels des PHYRE2
Protein Homology/ analogy Recognition Engine Servers errechnet und mithilfe von UCSF Chimera visualisiert. Die
AS der kanonischen der Trp-Triade (rot) durchspannen das Protein vom FAD bis zur Oberflache. (A) Alternativer
Reduktionsweg FAD-W421-W398-Y337. (B) Alternativer Reduktionsweg FAD-W421-W355/W404-Y373/Y407. (C)
Alternativer Reduktionsweg FAD-W314-Y156/Y320-W172. Die Abstdnde zwischen den einzelnen Trp und FAD
sind angegeben. Orange FAD; griin MTHF.

1. Dimension: BN-PAGE

ID42612 ID4261241-25
3 s
kDa
75—

25~ "- D

2. Dimension: SDS-PAGE

Abb. A14: 2D-PAGE zum Loéslichkeitsverhalten von 1D42612 und 1D42612A1-25. Fir den CryP-
Interaktionspartner 1D42612 wird eine N-terminale Transmembranhelix vorhergesgt, die die Loslichkeit von
ID42612 in Detergenzien erkldaren kann. Diese wurde durch Deletion der N-terminalen 25 Aminosauren in
ID42612A1-25 entfernt. Je 200 ng rekombinant aufgereinigtes ID42612 bzw. ID42612A1-25 wurden ohne Zugabe
von Detergenzien in einer 4-10 %igen BN-PAGE aufgetrennt. Es folgte eine 10 %ige SDS-PAGE in zweiter
Dimension. Nach Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte der immunologische Nachweis mit einem Histidin-
Antikorper. Wahrend ID42612 am oberen Rand des BN-Gels festgehalten wurde, konnte ID42612A1-25 aufgrund
einer besseren Wasserl6slichkeit in das Gel einlaufen.
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