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Zusammenfassung

Zusammenfassung

CPD-Photolyasen sind substratspezifische, lichijmne DNA-Reparaturenzyme, die mit der
Energie des Sonnenlichts (300 nm — 500 nm) den ndMdierten Hauptschaden im Erbgut, das
Cyclobutanpyrimidindimer (CPD), entfernen und sodi@& genomische Integritat sicherstellen. Diese
monomeren Enzyme besitzen neben dem katalytisantisfen Kofaktor FAD in der Regel einen

zusatzlichen Antennenchromophor zur Erweiterungshhktionsspektrums. Die Klassifizierung der

CPD-Photolyasen erfolgt anhand von Sequenzhomalogiel spiegelt sich bemerkenswerterweise
auch im differenzierten Auftreten innerhalb der éelsen wider. Wahrend der umfangreich
charakterisierte Klasse | Subtyp auf mikrobiellgg@rismen beschrankt ist, existiert der weitgehend
unerforschte Klasse Il Subtyp ubiquitar in Pflanz&reren, Bakterien, Archaeen sowie in einigen

Viren.

In dieser Arbeit erfolgte die funktionelle als awthukturelle Charakterisierung des Klasse Il Spbty
am Beispiel der Photolyasen aus der archaealerurigaiethanosarcina Diese Enzyme stellen
aufgrund der hohen Sequenzhomologien zu den pitéveri und tierischen Orthologen geeignete
Modelle fir die Untersuchung eukaryotischer, Kldsspezifischer Aspekte dar. Die in dieser Arbeit
geldsten Kristallstrukturen déiethanosarcina mazéthotolyaseNImCPDII) allein und im Komplex
mit doppelstréangiger, CPD-geschadigter DNA liefertie ersten dreidimensionalen Informationen
fur diese phylogenetisch distinkte Gruppe. Dabeaidewdeutlich, dass der durch Gelshift-Experimente
ermittelte geringe Diskriminierungsgrad zwischengescthadigter und geschadigter DNA des
Klasse Il Subtyps auf einen unterschiedlichen DNAdBngsmodus zuriickzufihren ist. Katalytische
Merkmale &hneln zwar dem Klasse | Subtyp funktipnahterscheiden sich aber auf struktureller
Ebene und deuten so auf deren konvergente EvolhiiorSo findet der Elektronentransport wahrend
der Photoreduktion des Kofaktors FAD ebenfallsaglkonservierter Tryptophane statt, nimmt aber
eine neue Route und besteht nicht aus einer Trimelern aus einer Dyade mit mehreren terminalen
Verzweigungspunkten. Vergleichbar mit dem KlasSeilbtyp erfolgt die Stabilisierung des neutralen
semichionoiden ZustandSADH® wahrend der Photoreduktion und der DNA-Reparahegr (ein
Asparagin, das sich allerdings im Klasse Il Subtpmserviert auf einem anderen Strukturelement
befindet. Mit Hilfe ortsgerichteter Mutagenese ubd/Vis-spektroskopischer Methoden war es

moglich, die Funktion und Relevanz dieser KlassspBzifischen Merkmale zu verifizieren.

Die Etablierung eines atrtifiziellen Synthesewegs Bereitstellung des Deazaflavins 8-HDF im
ExpressionswirtEscherichia coliidentifizierte in letzter Konsequenz den anfarglienbekannten
Antennenchromophor deMmCPDII. Die Kristallstruktur desMmCPDIle8-HDF Komplexes
wiederum lieferte detaillierte Einblicke in die Ammnenbindungstasche und ermdglichte
Schlussfolgerungen beziiglich potentieller Antenfigrden gesamten Klasse Il Subtyp, insbesondere
fur die pflanzlichen Photolyasen. Diese Informagionkoénnen einen wichtigen Beitrag zur

Entdeckung des bisher kryptischen Antennenchromsghgflanzlichen Photolyasen leisten.






Summary

Summary

CPD photolyases are substrate-specific, light-dril2dNA repair enzymes which use the energy of
sunlight (300 nm — 500 nm) to remove the predontindv-induced DNA lesion, the cyclobutane
pyrimidine dimer (CPD), for ensuring genomic iniggrThese monomeric enzymes possess usually
two cofactors: the catalytic cofactor FAD cruciar frepair activity and an additional antenna
chromophore which broadens the photolyase’s adpmectrum. Based on sequence identities, CPD
photolyases are classified into subtypes with ggespecific distributions. While the extensively
characterized class | subtype is limited to micablorganisms, the class Il subtype is ubiquitous in
plants, animals, bacteria, archaea and in somesesriHowever, our overall knowledge on the class I

photolyases is lagging behind.

In this work, functional and structural aspectshef class Il subtype were addressed using the eatha
photolyases from the gentethanosarcinaDue to their high sequence identities to plamt animal
orthologs these photolyases are suitable model nemzyo enhance our understanding of
class ll-specific functionalities. The crystal stiwres of theMethanosarcina mazephotolyase
(MmMCPDIIl) alone and in complex with duplex, CPD-contagg DNA provided the first
three-dimensional information for this phylogenalig distinct group. It became clear that the low
discrimination ratio between undamaged and damdddéd of the class Il subtype, which was
determined by gel shift experiments, is due toedi#ht DNA binding modes. Interestingly, while
critical features are functionally similar betwettye class | and class Il subtype, their differenoes
the structural level suggest that they convergestblved. For example, during photoreduction of the
cofactor FAD the electrons are also transferredglmonserved tryptophans, but this pathway takes a
different route and the triad of class| is repthdey a dyad with terminal branching points.
Comparable to the class | subtype, the neutralagnoid FADH® species during photoreduction and
DNA repair is stabilized by an asparagine. Howeirethe class Il subtype, this conserved residses i
located on a different structural element. Finallyse of site-directed mutagenesis and

UV/Vis-spectroscopic approaches verified the fum@i role of these critical features in the clHss

subtyp

Establishment of an artificial metabolic pathway fooviding the deazaflavin 8-HDF in tHe coli
expression system finally enabled the identificatid the previously unknown antenna chromophore
of MMCPDII. The crystal structure of tidmCPDIle8-HDF complex provided detailed insights into
the antenna binding pocket and made it possibtider conclusions regarding potential antennas for
the entire class Il subtype, especially for thenplphotolyases. This information will be a major

contribution for the identification of currentlyygtic antenna chromophors in plant photolyases.






Einleitung

1 Einleitung

1.1 UV-induzierte DNA-Schaden und lichtgetriebene Bparaturenzyme

Das elektromagnetische Spektrum der Sonne umfabstnndem fur das menschliche Auge
wahrnehmbaren Bereich von 400 nm bis 700 nm undldegerwelligen Infrarotbereich, den
wir teilweise als Warme wahrnehmen, ebenfalls keilige, energiereichere Strahlung
zwischen 200 nm bis 400 nm. Diese ultravioletteal8tmg (UV-Strahlung) wird weiter in
UV-C (200 nm-280 nm), UV-B (280 nm-320 nm) und UVE220 nm-400 nm) unterteilt,
wobei der kurzwelligste und energiereichste An{giV-C) durch die Ozonschicht der
Stratosphére absorbiert wirgAbb. 1).

Wellenlange

100 150 200 250 300 350 400 (nm)
\ \ \ \ \

UV-Strahlung Visuelle

X-rays UVC UVB UVA Bereich

Absorption durch Ozon

} Passiert normales Glas ungehindert

Ozon- o Erythemer
produktion Keimtotend o

Abb. 1 Spektrum der UV-Strahlung und deren chemische bimogische Effekte

Die UV-Strahlung im Wellenlangenbereich zwische® 2én bis 300 nm kann in DNA die
Ausbildung von kovalenten Bindungen zwischen bebardien Pyrimidinen durch eine
photochemische [2+2]-Cycloaddition induzieren. Nebdem sog. (6-4)-Photoprodukt
(Abb. 2), das uber ein Oxetan-Intermediat gebildet uncthidinwirkung von UV-B in ein
Dewar-Isomer umgewandelt wird, ist das entstehé&wtdobutanpyrimidindimer (CPD) mit
ungefahr 75% die am haufigsten vorkommende, UV -diette DNA-Schadigurfy(Abb. 3).

0 [ o
(0] O
HN ro uvc/ | HN o OH J\ OH
=T wve | __ W UVB HN
© ’|\j | NH ° l|\l | NH O4J\N /Q\i\’/o O)\N’ /NYO
A X B R
| " e ~ ~
Oxetan (6-4)-Photoprodukt Dewar-Isomer

Abb. 2 Bildung und Photoisomerisierung des (6-4)-Photdpkts’.



Einleitung

UV-B bewirkt dabei die Ausbildung von ungefahr emeCPD-Schaden auf i0Basen
pro J n¥ in zellularer DNA. Durch die [2+2]-Cycloaddition kommt es dabei Ritdung
einer kovalenten Bindung zwischen den C5- bzw. @@wen zweier benachbarter
Pyrimidine, wobei das Thymindimer am haufigsten keonmt. Von den méglichen
Diastereomeren sind in DNA aufgrund sterischer Begstkungen durch das
Desoxyribosephosphatrickgrat nur digrlsomere moglich und in doppelstrangiger B-DNA
ist quasi nur dais-syn Dimer vorhanden. Dagans-synDimer hingegen kann sich in
einzelstrangiger DNA bilder{Abb. 3).

L

ol | 2

trans-anti trans-syn

Abb. 3 Bildung eines Cyclobutanpyrimidindimers am Beisgienachbarter Thymine und dessen mdgliche
Diastereomere

Neben diesen Schadigungen an Pyrimidinbasen kannBU¥ine photochemische
Hydratisierung des Cytosins in ein Cytosinhydratvibkeen, welches wiederum in das
stabilere Uracilhydrat durch eine Desaminierungdgielef (Abb. 4).

NH, NH,
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Abb. 4 Bildung und Desaminierung von Cytosinhydrat

Photoprodukte mit Purinbasen sind zumindest unteteiBgung eines Adenins ebenso
maoglich. So kodnnen durch energiereiche Strahlungvokb zwei unterschiedliche
Adenindimere entstehen als auch ein Adenin-Thynfiat@addukt (Abb. 5).
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Abb. 5 Struktur von zwei Adenindimeren (1, 2) und einesAid-Thymin-Photoaddukts
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Wahrend die Reparatur der UV-induzierten CPD-Schadsd (6-4)-Photoprodukte in den
hoheren  Saugetieren  (Placentalia  bzw. Eutheria) schlisf3lich  tGber die
Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) stattfintietbesitzen alle tibrigen Eukarya bis hin zu
den Beuteltieren (Metatheria) sowie Archaea undtd&&c sog. DNA-Photolyasen, die
substratspezifisch diese DNA-Schaden erkennen umcdHitie von UV-A bzw. Blaulicht
reparieren kénnénAbb. 6). Die erste, indirekte Beschreibung dieser Enzgeschah 1949
durch Alfred Kelner, der beobachte, dass UV-gesgtédbtreptomyces griseusonidien
durch anschlieBende Bestrahlung mit Licht eine teligberlebensrate aufwieSennd fiir
diesen Effekt zusammen mit Max Delbriick den NarRéptoreaktivierunggatd. Wahrend
das Enzym anfanglich nogbhotoreaktivierendes Enzygenannt wurde’, setzte sich der
Begriff Photolyaseerst durch die Erkenntnis durch, dass das Enzyen Rkaktion von
Pyrimidindimeren Zu Monomeren katalysiert und falgl  kovalente
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen spalté?***? Die Notwendigkeit eines effizienten
Reparatursystems fur UV-induzierte DNA-Schaden veiudl struktureller Ebene anhand der
Konformationsanderungen in doppelstrangiger DNA tlddbu Durch die am haufigsten
auftretende UV-Schéadigung, den CPD-Schaden, wiedddppelstréangige DNA um etwa 27°
bis 30° gebogen und zusatzlich um etwa 9° entwuridélf (Abb. 6). Ein Defekt des
NER-Systems und damit eine nicht erfolgende Repadsdr CPD-Schaden &ufiern sich beim
Menschen z. B. in Form der Mondscheinkrankheit @derma pigmentosum), bei der es

letztendlich durch die UV-Strahlung zur Ausbildwan malignen Hautkrebsformen kommt.

Abb. 6 Konformationelle Auswirkungen eines CPD-Schadenf doppelstrangige DNA und lichtabhéngige
DNA-Reparatur durch Photolyasen.
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1.2 Ubersicht tiber die Phr/Cry-Familie

DNA-Photolyasen und Cryptochrome sind Flavoprotaine gehdren evolutionar zu einer
gemeinsamen Proteinfamilie (Phr/Cry-Familie), dex&rtreter in allen drei Doménen des

Lebens vorkommen und untereinander eine hohe Sthukinologie besitzerApb. 7A, B).

Plant Cryptochrome

" | Class Il Photolyase

Class | Photolyase
ssDNA-Photolyase-Related
Cryptochrome

ssDNA-Photolyase

Insect Cry1

(6-4) Photolyase

Insect Cry2
Bilateral
Cryptochrome

'Vertebrate Cry

Key
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Abb. 7 Phylogenetische Analyse der Phr/Cry-Familie. Digjewurzelten phylogenetischen Baume stammen
(A) aus Ozturlet al*® und B) aus Chavest al’.

Trotz der strukturellen Ahnlichkeiten z. B. in Fodar gemeinsamen FAD-Bindungsdomane,
unterscheiden sich jedoch DNA-Photolyasen, DASHu@rghrome und Cryptochrome in
ihren Funktionem*”*® Wahrend pflanzliche Cryptochrome das Wachstum udid
Entwicklung steuerl, sind die tierischen Enzyme firr die Rhythmik décadianen Uhr
zustandi@®. Cryptochrome sind somit Photorezeptoren im kia$sin Sinne, die an der
Signalrezeption  bzw. dessen  Weiterleitung  beteiligsind und  keinerlei
DNA-Reparaturaktivitat besitz&h Photolyasen hingegen sind  substratspezifische
DNA-Reparaturenzyme, die mit Hilfe von Licht die tiNduzierten Schaden in der DNA
reparieren konnén Aufgrund ihrer Spezifitat fir CPD-Schaden bzw-4j6Photoprodukte
werden Photolyasen in den jeweiligen Subtyp klassit, was sich auf phylogenetischer
Ebene ebenfalls anhand der distinkten Clusterbgdzgigt Abb. 7). Eine Ausnahme bilden
hierbei allerdings die Enzyme, die Abbb. 7B mit einem Stern markiert sind. Phylogenetisch
gesehen gehoren diese Vertreter der Phr/Cry-Fastiee zu den Klasse | CPD bzw. zu den
(6-4)-Photolyasen und besitzen deren jeweilige DREparaturspezifitdt. Zusatzlich besitzen
diese Enzyme die Eigenschaften eines Photorezepiwes sie als dual-type

Photolyasen/Cryptochrome definfértEine weitere auRergewdhnliche Gruppe innerhatb de
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Phr/Cry-Familie sind die sog. DASH Cryptochrome, e dimit der strukturellen
Charakterisierung des CryDASH a®ynechocystispec. PCC6803 eingefiihrt wurdén
Anfanglich wurden diese Enzyme aufgrund phylogeceir Analysen und einer nicht
nachweisbaren DNA-Reparaturaktivitat den tierisch@nyptochromen zugeordfét??3
Jedoch konnte in der Folgezeit durch weitere Expemie eine CPD-Reparaturaktivitat
sowohl in einzelstrangiger DNA als auch in Loopstrukturen doppelstrangiger DNA
nachgewiesen werd&h Neuere phylogenetische Analysen zeigten auRerddass
DASH Cryptochrome keinen gemeinsamen Ursprung reit tierischen Cryptochromen
haben, sondern von einem Vorlaufer der CPD-Phatelyabstamméh Aktuell wurde diese
diverse Phr/Cry-Familie noch durch eine neue Grugp€ryptochromen erweitert (hellblau
in Abb. 7B). Der sog. CryPro-Subtyp ist in ProteobakteriedanRegulation der Expression
von Photosynthesegenen beteiligt und zeigt keine AlReparaturaktivitdf*”. Auf
struktureller Ebene ist das CryB @bodobacter sphaeroid¢éR<CryB) nur entfernt mit den
bisher charakterisierten Photolyasen und Cryptaukroverwandt, besitzt aber ebenfalls ein
photochemisch reduzierbares FAD als katalytischefalktor’’. Interessanterweise besitzt die
C-terminale katalytische Doméne zusatzlich eineseliSchwefel-Cluster und ahnelt
strukturell der helikalen, DNA-bindenden Doméane dekaryotischen Primaseuntereinheit
PriL?’, welche wiederum strukturelle Gemeinsamkeiten rdier C-Terminus der
Phr/Cry-Familie aufweiét. Generell wurden in der Vergangenheit sowohl diel&&ion als
auch die phylogenetischen Verwandtschaftsverhakeisinnerhalb der Phr/Cry-Familie
teilweise kontrovers diskutiéft”®*°*! Einen aktuellen Uberblick bieten dabei die aus de

Literatur stammenden ungewurzelten phylogenetis@ieme inAbb. 7*%%

1.3 CPD-Photolyasen des Klasse Il Subtyps

CPD-Photolyasen selbst konnen anhand von Sequdyzandan drei Klassen eingeordnet
werden Abb. 7A). Neben der monophyletischen Gruppe zu der sow@hlKlasse | CPD
Photolyasen als auch die Enzyme des Klasse lllypabtdie eine Schwestergruppe zu den
pflanzlichen Cryptochromen bild&h gehéren, gibt es eine distinkte, phylogenetisaiitiith
entferntere Klasse Il mit Sequenzidentitaten valwésse weit unter 20% zu den Ubrigen
Vertretern der Phr/Cry-Famifié®> Diese phylogenetische Stellung innerhalb der
Phr/Cry-Familie deutet daraufhin, dass es wahresrdedolution der Proteinfamilie friih zu
einer Abspaltung dieses Subtyps von den andereynfiliassen infolge einer Genduplikation
kant®. Die Verteilung der einzelnen CPD-Subtypen istailaehr unterschiedlich und spiegelt
in gewisser Weise die Sonderstellung der Klas€®ID Photolyasen wider. Wahrend die
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Klasse Il bisher nur Bakterien zugeordnet wurdd die Klasse | in Archaeen, Bakterien und
Pilzen vorkommt, ist die Verbreitung des Klass8ubtyps nahezu ubiquitar. Diese
CPD-Photolyasen existieren sowohl in Archd&amd Bakterieff als auch in Viren der
Familien Poxvirida€® und Baculovirida€®, in verschiedenen Algen wie z. B. der Griinalge
Chlamydomonas reinhardtii und in hoheren Eukarya wie z. B. der Acker-Schraak
(Arabidopsis thaliang®, der schwarzbauchigen Tauflieger¢sophila melanogast§¥ oder
einer Art des KaninchenkanguruhBotorous tridactylug?. Eine Klasse Il CPD Photolyase
wurde ebenfalls in dem eukaryotischen, intrazeltrd ParasitenAntonospora locustae
(Microsporidia) gefunden, der zwar entfernt mitzeil verwandt, aber dessen Photolyase
nicht ortholog zu den pilzlichen Klasse I-Enyzmeti®i Eine mégliche Erklarung fiir diese
divergente Verteilung des Klasse Il Subtyps koneite horizontaler Gentransfer sein, der
zwischen den verschiedenen Organismusgruppen eftaitten haf®® Diese Form der
Genibertragung trat wahrscheinlich auch innerhalbkdasse | von Bakterien zu Pilzen auf
und erklart so das singulare Auftreten dieses Pyade-Subtyps in Ascomyceten aber keinen
anderen Eukaryotéh® Neben diesen systematischen Besonderheiten korifiite die
Klasse Il CPD Photolyasen auch auf physiologiscBbene interessante Beobachtungen
gemacht werden, die wiederum neue Fragen bezudieses Subtyps aufwerfen. So wurde
am Beispiel unterschiedlicher Reissorten, die ggiigige Variationen im Photolyasegenotyp
aufweisen, gezeigt, dass deren Sensitivitat gegendbV-Strahlung direkt mit der
Photolyaseaktivitat korrelli€ft** Die direkte Abhangigkeit der Uberlebensrate vasr d
CPD-Reparaturaktivitdt konnte im Vorfeld bereits der A. thaliana Mutante uvr2-1
demonstriert werdéA Im direkten Vergleich zeigten transgene Pflanzemiche die
arteigene Klasse Il CPD Photolyase lberexprimiertegine signifikant geringere
Akkumulation an CPD-Schaden und eine damit verboedgeringere Inhibition des
Wachstums unter Bestrahlung mit UV-B im Vergleichnz entsprechenden Wildfis*
Durch in vivo Experimente mit dePotorous tridactylisKlasse Il CPD-Photolyase konnte
aulRerdem demonstriert werden, dass dieser Subtypigell auch in héheren Saugetieren
eine Reparaturaktivitat ausiiben kann. So wurde Bbawf zellularer Ebene mit dermalen
Fibroblasten transgener Mause die DNA-Reparatwigktti nachgewiesen als auch die
Reduktion akuter Effekte UV-exponierter Haut wieBz.das Auftreten von Erythema an
lebenden Mausen gezéfyt
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1.4 Globale Enzymarchitektur der Phr/Cry-Familie

Alle bisher strukturell charakterisierten Photomasund Cryptochrome sind monomere
Enzyme und besitzen eine uniforme, bilobale Enzghitektut’. Die N-terminale
o/B-Domane  entspricht  strukturell einer Rossmann-Rgltu die héaufig in
Nukleotid-bindenden Enzymen aufttfttIn der C-terminaleng-helikalen Domane befindet
sich der nicht-kovalent gebundene, katalytischeaKwir FAD in einer, fur Vertreter der
Phr/Cry-Familie typischen, U-formigen Anordnung. eDVerbindung zwischen dieser
katalytischen FAD-Bindungsdomane und der N-ternenaPhotolyasedomane erfolgt tber
eine strukturell weniger definierte Loopregion adter LangeAbb. 8).

N-terminale, o/B-Doméne

C-terminale,
a-helikale Doméne

Escherichia coli
DNA-Photolyase (1DNP)

-.;' J

Abb. 8 Globale Enzymarchitektur der Phr/Cry-Familie amdpé@l der DNA-Photolyase auwsscherichia coli
(1DNP). Die U-formige Anordnung des katalytischeof&ktors FAD ist in der vergoRerten Darstellungeigiz
Der Antennenchromophor MTHF ist in der Gesamtahinitfnicht dargestellt.

Von dieser Kernstruktur abweichende Unterschiedd sor allem am N- bzw. C-Terminus
vorhanden. So besitzt das CryDASH afisabidopsis thalianaim Gegensatz zu dessen
cyanobakteriellen, orthologen Enzym aSgnechocystispec. PCC 6833 neben einer

N-terminalen Sequenz fir den Import in die Mitoctioen bzw. Chloroplastéh eine

zusatzliche Erweiterung von 39 Aminosauren am Nviiens®. Dieser Bereich tragt das sog.
DAS-Motiv bestehend aus einem konservierten Aspély einer darauf folgenden sauren
Region (A) und einer Abfolge von Serinen (S). Dgesilotiv ist interessanterweise
charakteristisch fur die C-terminale Erweiterungpitanzlichen Cryptochromen und spielt
hier eine Rolle bei der Lokalisierung und Stahilitler Cryptochrome bzw. wirkt an der

Phototransduktion mit*® Eine &uRerst Uberraschende Entdeckung konntendnHar
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Struktur desDrosophila Cryptochroms mit vorhandener C-terminaler Erweigrgemacht
werdenrt’. Die in diesem Abschnitt ausgebildete terminatelelix positioniert sich in den
Bereich, der normalerweise in Photolyasen fur diadBng der geschadigten DNA als
Substrat zusténdig ist. Das konservierte Tryptoph8b36 wiederum ragt so in das
katalytische Zentrum hinein, dass der Erkennungsim@ines (6-4)-Schadens imitiert wird.
Aufgrund von photochemischen Anderungen des kagalytn Kofaktors FAD konnte es so
zu  konformationellen  Anderungen dieses C-terminaleBereiches kommen.
Interessanterweise  konnten  strukturelle  Verandeming in  Abhangigkeit des
FAD-Redoxzustands ebenfalls bei der phylogenetisemwandten Dunaliella salina
(6-4)-Photolyase CD-spektroskopisch nachgewiesememeund finden dort vermutlich im
Bereich des verlangertern-helikalen C-Terminus statt™> Auch in den bisher
charakterisierten CPD-Photolyasen ist der C-Termimbenfalls eine mitunter variable
Region. So besitzt im Gegensatz zu den Ubrigenskla€PD Photolyasen das Enzym aus

Thermus thermophilusine um ~20 Aminosauren verkiirzte katalytische Brogf.

1.5 Katalytischer Kofaktor und Antennenchromophor

Als katalytischer Kofaktor wurde in allen Proteindar Phr/Cry-Familie ein nicht-kovalent
gebundenes FAD identifiziert, welches generell an direi moglichen Redox-Zustanden

vorkommen kannAbb. 9).

FADH® ®}

i//: jg[ % \ o FADH
\

FAD,,

Hscji\)[
H,C N

Z—3

ci =)
29

z—2
|
[0}

N (0]
*Tl% Kqu
NH
_ e H,C N
FAD®"- Ff 2
Abb. 9 Redoxzustdnde des katalytischen Kofaktors FADédn Bhr/Cry-Familie. FAR): vollstdndig oxidiert,
FADH®: neutrale semichinoide Form, FADanionische semichinoide Form, FADKollstéandig reduziert.

Fur Photolyasen wurde gezeigt, dass dieses FAD die DNA-Bindung und
Reparaturaktivitat essentiell ist, weshalb man iesem Zusammenhang auch von dem
katalytischen Kofaktor sprichit Interessanterweise konnte hierbei demonstriertiere dass
dieser katalytische Kofaktor zumindest in decCPDI durch ein 5-Deaza-FAD mittels
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Rekonstitution der FAD-freien Photolyase ersetztrdea konnte, wahrend dies mit
1-Deaza-FAD nicht mdglich war. Dem vitro rekonstituierte ECCPDIe5-Deaza-FAD

Komplex zeigte aufRerdem eine Bindung an CPD-gesgiegdddNA wies jedoch keine
Reparaturaktivitat adt Abhangig vom einzelnen Subtyp der Phr/Cry-Famditolgt die

Stabilisierung des jeweiligen Redox-Zustands dealy@schen FAD durch eine spezifische
Aminosaure in der naheren Umgebung des Nb5-StidkstoDie unterschiedlichen
Interaktionen der im Folgenden vorgestellten Véetream N5-Stickstoff des katalytischen

Kofaktors FAD sind imMbb. 10 zusammengefasst.

L =

g

D396 AtCry1 (1U3C) o

Abb. 10 Die Stabilisierung der verschiedenen Redox-Zustdtes katalytischen FAD erfolgt in den Subtypen
der Phr/Cry-Familie durch Interaktionen am N5-Sgickf mit unterschiedlichen Aminosauren. Exemplarigst

fur Enzyme mit DNA-Reparaturaktivitat diecCPDI, fir pflanzliche Cryptochrome da$Cryl und fur tierische
Cryptochrome daBmCry gezeigt.

In den Enzymen mit DNA-Reparaturaktivitat stabdisiein AsparaginEcCPDI: N378) die
neutrale semichinoide Form FADHvahrend der Photoaktivierung des Enzyms bzw. der
DNA-Reparatut*. In pflanzlichen Cryptochromen befindet sich aesér Stelle hingegen eine
AsparaginsaureAtCryl: D396), die als Protonendonor fungieren kamodurch es zu einem
Verbleib im neutralen semichinoiden FADHAustand kommt und die beiden Maxima dieser
Redox-Spezies blauverschoben 3in@°’ Im Gegensatz dazu findet die Stabilisierung des
anionischen semichinoiden Radikals FAIM tierischen Cryptochromen durch ein Cystein
statt OmCry: C416), das aufgrund des hoherensfpHertes im Vergleich zu einer
Asparaginsaure nicht in der Lage ist, den N5-Stafksles FAD zu protonieréfi Diese
funktionelle Position des Cysteins C416 konnte Karzem durch die Kristallstruktur des
Drosophila melanogasteEryptochroms bestétigt werd8n

13



Einleitung

Der uniforme Charakter der katalytischen Domane RQ®5101) der gesamten
Phr/Cry-Familie wird ebenfalls durch eine Analyseesd Uberlappungsgrads der
InterPro-Eintrage deutlich (Abb. 11). Einzig die Klasse Il CPD Photolyasen (IPR 008148
zeigen mit 96% nur eine geringe Abweichung in deozentualen Uberschneidung
(Stand 24/06/2012).

IPR005101 (4563 Proteine)

Photolyase_FAD-bd/Cryptochr_C N .
Anzahl der Uberlappenden Proteine

IPR002081 (100%

Cryptochrome/DN(A photoI;a)se, class 1 1653 2910 0
IPR014133 (100%

Cryptochrome DAgH 0) 4253 310 0
IPR014134 (100%) 4415 148 0
Cryptochrome, plant

IPR018394 (100%

Cryptochrome/DN(A photol;:a)se, 2320 2243 0
class 1 conserved site, C-terminal

IPR019947 (100%) 4550 13 0
Deoxyribodipyrimidine photolyase,

8-HDF type

IPR008148 (96%) 4250 313 12

DNA photolyase, class 2

Abb. 11 InterPro-Analyse der FAD-Bindungsdoméne (IPRO051@&r Phr/Cry-FamiliE. Der uniforme
Charakter der katalytischen Domane wird durch ddrem hohen Uberlappungsgrad deutlich. Die link&lZa
(gelb) verdeutlicht, wie viele Proteine aus IPRO@bhicht im jeweiligen analysierten InterPro-Prefirhanden
sind. Wahrend die rechte Zahl (blau) fiir die Anzidl fehlenden Uberschneidungen steht, gibt dittaret rote
Zahl (griin) die Anzahl der tberlappenden Proteimelaraus ergibt sich der prozentuale Uberlappuagsg
(Stand 24/06/2012).

Wahrend der Konservierungsgrad der einzelnen Ardum@en der C-terminalen
FAD-Bindungsdomane relativ hoch ist, gestaltet sitth N-terminale Photolyasedoméne
deutlich variabler in der Primarsequenz. In didBeméane wurden bisher flnf verschiedene
zusétzliche Kofatoren gefunden, die als lichtsamuaelAntenne fungieren kénnéi’. Ein
Uberblick Uber die bisher identifizierten Antenneramophore der Phr/Cry-Familie ist in
Abb. 12 gezeigt.

~ Be, -y REL | g ;5:[ - 58
E. coliKlasse | S. tokodaii Klasse | T. thermophilus Klasse | A. nidulans Klasse | R. sphaeroides
CPD Photolyase (1DNP) CPD Photolyase (2E0I) CPD Photolyase (2J09) CPD Photolyase (1QNF) CryB (3ZXS)

H
“0—P—OR
) oH OH

NH, © Ren
HO,, HO,, HOu,
FAD W)\t["\> FMN " s 8HDF " on DLz on

N\ ? ku/ N OH OH OH
N NH /\G/ HiC. NN O Ho. AN HiC N 0
R= ---P—0' Z Z

N S HiC N Hy N

H 5 )

HO oH

HO Bl MTHF

Abb. 12 Ubersicht der bisher charakterisierten Antennemmlophore in Vertretern der Phr/Cry-Familie.
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Generell wurden bisher zwei unterschiedliche Anésrmhromophortypen indentifiziert: Das
Pterin-Derivat MTHF, welches z.B. in de&cCPDF%®’ aber auch in Cryptochromen
vorhanden isf*® bindet in einem Abstand von 15 A-17 A in der $palwischen der N- und
C-terminalen Domarté Im Gegensatz befinden sich die nukleotidartigesfaktoren wie
FAD®, FMN®*®% 8-HDF°>%%®7%8 bz, das erst kirzlich als Antenne charakterisiert
6,7-Dimethyl-8-ribityl-lumazin (DLZJ’ innerhalb der N-terminalen Domé&ne und werden
durch die Rossmann-Faltung in einem Abstand voraetw A-18 A zum katalytischen
Kofaktor positioniert’. Wahrend der DNA-Reparatur gehen beide Antennencbphortypen
durch die Absorption eines Photons geeigneter \Wéltge in einen angeregten Zustand tber
und ubertragen die Energie durch einen Forster+iesenergietransfer auf das katalytische
FAD. Die Effizienz des Energietransfers untersceeisich hierbei jedoch zwischen dem
Pterin-Typ (MTHF-> FADH,) mit 62% in der ECCPDF® und dem Deazaflavin-Typ
(8-HDF > FADH,) mit 98% in derAnCPDI"® deutlich. Am Beispiel der Klasse Il CPD
Photolyase aus Caulobacter crescentus (CeDIl), die ebenfalls MTHF als
Antennenchromophor besitzt, wurde jedoch gezeigssdder Energietransfer zwischen
MTHF - FADH, auch effizienter (79%) stattfinden kafinin dem Zusammenhang ist es
interessant hervorzuheben, dass sich die einz&8nergietransfereffizienzen auf das neutrale
semichinoide FADH (MTHF - FADH"®), welches wéhrend der Photoaktivierung durch den
Antennenchromophor angeregt wird, nur geringfugigoneinander unterscheiden
(ECCPDI: 92% AnCPDI: >99%,CcCPDIII; 949%)5:0%70

Wéahrend MTHF und die aus dem Umfeld des Riboflddetabolismus stammenden FAD,
FMN und DLZ weit verbreitete Molekile in allen drBoméanen des Lebens sind, ist die
Verbreitung des Deazaflavins 8-HDF restriktiver. aRaflavine sind charakteristisch fur
methanogene Archaea und spielen eine wichtige Rollderen Energiestoffwechsel. Das
8-HDF in der poly-glutamylierten v ist hier ein wichtiger Elektronentbertrager in
verschiedenen biologischen Redox-ProzeSsehllerdings wurden Deazaflavine auch in
Bakterien z. B. der Klasse der Actinobact&riader in der einzelligen Griinal§¥sterococcus
taurii nachgewieséfi., Die besondere Stellung des 8-HDF als lichtsamdeeln
Antennenkofaktor wird zudem dadurch deutlich, dasst durch die Deprotonierung der
8-Hydroxygruppe und der daraus resultierenden [dikdtion des Anions innerhalb des
5-Deazaflavinanteils ein funktionaler Chromophortseeht. Diese Deprotonierung der

)71

8-Hydroxygruppe (pK: 5,8) " erfolgt in den bisher strukturell charakterisiart@hotolyasen

tiber zumindest eine basische Aminos&tfe®(Abb. 13).
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Abb. 13 Deprotonierung der 8-Hydroxygruppe des Deazaflaminden bisher strukturell charakterisierten
Photolyasen zur Bildung des chromogenen, delokaiési Anions.

Die Identifizierung des Deazaflavins 8-HDF Dm(6-4) bzw. TtCPDI als Antenne wirft
allerdings die aul3erst interessante Frage nach Wiesprung des Kofaktors auf, da beide
Organismen nicht in der Lage sind diesen zu prastani Sie besitzen weder die fir die
Synthese verantworlichen Enyzme CofG und CofH ndebsen homologe, bifunktionelle
Variante FbiC®. Wahrend bei den Ergebnissen sowohl de®akings von
TtCPDI-apoKristallen mit 8-HDF als audter in vitro Rekonstitution deDm(6-4) mit dem
Deazaflavin noch von einer artifiziellen Bindungsd€hromophors ausgegangen werden
konnte, so bestatigte die Methode deémvivo Rekonstitution die Funktion als
Antennenchromophor zumindest iD. melanogaster In einem modifizierten E. coli
Expressionssystefh welches in der Lage ist 8-HDF zu produzieren,deutder Einbau unter
kompetitiven Bedingungen nicht nur fir die (6-4)eRilyase bestétigt, sondern auch fur die
Klasse Il CPD Photolyase gezeigt. Interessanteeversolgte jedoch kein Einbau in das
Cryptochrom au®. melanogastéf. Die Herkunft des Kofaktors bleibt dennoch unklaaut
Literatur kdnnte das Deazaflavin in den Organisntea,nicht zu dessen Produktion in der
Lage sind, von Mikroorganismen aus der direkten Elougpg wie z. B. dem Verdauungstrakt

stammef® "

1.6 Photoaktivierung in der Phr/Cry-Familie

Fur die DNA-Reparaturaktivitdat muss der katalytsdkofaktor FAD in den Enzymen als
vollreduziertes FADHvorliegen. Diese photochemische Reduktion (Phdtdtgon), bei der

Elektronen von einem externen Donor auf den Kofakibertragen werden, nennt man
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sowohl bei Photolyasen als auch Cryptochromen Rkateerung und findet entlang einer
konservierten Tryptophan-Triade stdft(Abb. 14).

Abb. 14 Mechanismus der Photoaktivierung in DNA-Reparateyemen der Phr/Cry-Familie. Die
Photoreduktion erfolgt entlang einer konservieifeyptophan-Triade.

Nach Anregung des FAJQ oder FADH durch Absorption eines Photons im
Wellenlangenbereich zwischen 300 nm bis 500 nm kbemzu einer Radikalpaarbildung mit
einem sich proximal befindlichen Tryptophan (zVB382 in ECCPDI). Dieses entstandene
Tryptophanylradikal-Kation TrpH abstrahiert wiederum vom nachstgelegenen, medialen
Tryptophan EcCPDI: W359) ein Elektron und dieser Rest wiederumomv
oberflachenexponierten TryptophafcCPDI: W306), welches durch die Abgabe eines
Protons an das umgebende Losungsmittel unter Bjléumes Trp-Radikal stabilisiert wird.
Wahrend der Elektronentransfer entlang der Trypophriade im Pikosekundenbereich
stattfindet, ist die Deprotonierung des termindleyptophans mit ~200 ns relativ langsam. In
Anwesenheit eines externen Reduktionsmittels kaas Trp-Radikal allerdings reduziert
werden und der Ladungsausgleich wird durch einetdiefende Protonierung hergestféift.

Ein vereinfachtes, zeitlich aufgelostes Schema ampel defEcCPDI ist inAbb. 15 anhand

von Literaturdateff'’" dargestellt.
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Abb. 15 Vereinfachtes, zeitlich aufgeldéstes Schema der d@tktivierung am Beispiel ddEcCPDI. Req ist ein
externes Reduktionsmittel, welches das terminalp’-Radikal reduzieren kann und dabei oxidiert,,JR
Alternativ kann das Elektron auf den katalytisctéfaktor FAD zuriickspringen. Die Zeitangaben stamme
aus der Literatdf”".

Neben Tryptophan wurde auch Tryrosin als terminaletrinsischer Elektronendonor in
Vertretern der Phr/Cry-Familie identifiziert. Sorkde in deiXenopus laevigs-4)-Photolyase
mittels transienter EPR-Spektroskopie ein TyrosgtiRal Tyr innerhalb von 100 ns nach
Anregungslaserpuls beobachtet werden, wahrend I&gnal fir ein intermediares
Trp*-Radikal vorhanden wét In der AnCPDI konnte ein Tyrosyl-Radikal hingegen mittels
zeitaufgeldster UV/Vis-Spektroskopie nachgewiesamderi®. Im Gegensatz zu den bisher
bekannten Tryptophan-Triaden aus Photolyasen und/p@ithromen Abb. 14) wurde
anhand eines multiplen Sequenzalignments und éilo@sologiestrukturmodells dedryza
sativaKlasse Il CPD Photolyase ein neuer Elektronenteameg ber ebenfalls konservierte
Tryptophane fiir diesen Photolyase-Subtyp posttflieBowohl die strukturelle Vorhersage
als auch die funktionelle Relevanz der Klasse #zs#iischen Kaskade wurde mit bereits
publizierten Daten dieser Arbeit bewie®erEine andere Art der ,Aktivierung® wurde mit
Proteinkristallen deAnCPDI gezeigt. Durch hochenergetische Synchrotrahking erfolgte
ebenfalls eine Reduktion des katalytischen KofaktéfAD was in denin crystallo
Experimenten durch eine Abnahme der Absorption iell®dlangenbereich um die 450 nm
zu beobachten w¥r Wie anfangs erwéhnt muss der katalytische Kofak@aD fiir die

Reparaturaktivitat der Photolyase als vollstandegluziertes FADH vorliegen. Durch

18



Einleitung

zeitaufgeldste UV/Vis- und EPR-Spektroskopie korfnié das Tryptophan W306 i&. coli
als intrinsischer Elektronendonor identifiziert werf>® Durch Mutagenese wurde diese
Aminosaure als primarer Elektronendonor bestéatds, ECCPDI-W306F unterin vitro
Bedingungen zwar ein normales DNA-Bindungsverhalteigt, aber nicht photoreduzierbar
war und keine CPD-Schaden reparieren kdfin#unachst wurde daher vermutet, dass sich
das Tryptophan W306 in der Nahe des katalytischefalors FAD befindét. Die
Bestimmung der genauen Position an der Proteindobd und die damit verbundene
Beschreibung der Tryptophantriadébp. 14) konnten erst anhand der Kristallstruktur
geschehel. In diesem Zusammenhang stellt sich allerdings @fmge, ob die
Tryptophantriade bei der Photoreduktion und somitder CPD-Reparatun vivo eine Rolle
spielt.  Interessanterweise  konnte  namlich  durcmvivo Experimente  mit
CPD-reparaturdefizientds. coli Stammen, die unterschiedliche Photolyase-Variamtayen,
gezeigt werden, dass auch die Mutarie@PDI-W306F undecCPDI-W382F eine mit dem
Wildtyp vergleichbare Photoreaktivierung aufwieSen

1.7 DNA-Bindung und Reparaturmechanismus der CPD-Ptitolyasen

Die Bindung der CPD-geschéadigten DNA erfolgt ineemlichtunabhangigen Schritt bei dem
der CPD-Schaden aus der Doppelhelix heraus in dist&tbindungstasche hineingedreht
wird. Anhand der Struktur desnCPDIeCPD-DNA Komplexes konnte gezeigt werden, dass
die Biegung der doppelstrangigen DNA sich bei diesElip-Mechanismus* von 27° bis 30°
auf ~50° erholif. Die Bindung des CPD-Schadens als Substrat iseimér Assoziationsrate
von koi=~10' M's* relativ schnell (im Vergleich: Diffusionslimit ~¥®1*s?) und mit
Dissoziationskonstanten vorKD,spez,=~109 M (EcCPDI) zu geschadigter DNA und
KD,unspef~104 M (EcCPDI) zu ungeschadigter DNA sehr spezifischabei gibt es keine
signifikanten Unterschiede zwischen einzel- odgrpédstrangiger DNA Die Stabilisierung
des PheCPD-DNA Komplexes erfolgt durch elektrostatische dhselwirkungen mit dem
Desoxyribosephosphatrickgrat Giber eine Reihe voss@#latoff- und Salzbriicken sowohl mit
dem geschadigten Strang als auch mit dem Gegegst(Abb. 16). Wahrend die
Interaktionen der Photolyase mit dem CPD-Strangrestt an den Phophaten!,PP™, P
bzw. P3 bzw. tiber eine Dipol-Wechselwirkung der Heli& am Phosphat Pstattfinden, ist
das zentrale Phosphat fiicht involviert. Die Ursache hierfiir ist nichtsilEormacetal, welche
als Linker innerhalb des synthetischen Thymindimegesswendet wurde, sondern die
Tatsache, dass sich keine Aminosaure in der urbdten Nahe befind® Dieses

sequenzunabhangige NpT<>TpNpNp-Bindungsmotiv decksich mit den
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DNA-Bindungsstudien, die mit dé&t. coli bzw. derMethanobacterium thermoautotrophicum
Photolyase durchgefiihrt wurdefi’.

A. nidulans Klasse | CPD Photolyase (1TEZ)

N e

+5.0 kTle -5.0 kTle

Abb. 16 Ubersicht der stabilisierenden WechselwirkungemAim@PDIeCPD-DNA Komplex. A) Die Bindung

der doppelstrdngigen DNA erfolgt entlang der pwsiti elektrostatischen Oberflache der Photolyase.
(B) Schematische Darstellufigder verschiedenen Bindungen zwischen dem Enzymdendbeiden Stréangen
der CPD-geschadigten DNA.

Das Thymindimer selbst befindet sich in einer hpthaben Tasche die im Falle denCPDI
aus der L-férmigen Anordnung der beiden Tryptopha286 und W392 bzw. dem
Methionin M353 gebildet wird. Neben diesen Van-Wéaals-Wechselwirkungen existieren
innerhalb der Bindungstasche mehrere WasserstoKbribindungen zwischen den beiden
Thyminen des Schadens und der Photolyase. Daladt spr allem das Glutamat E283 am
5-Thymin eine entscheidende Rolle, da die protdei&eitenkette wahrend der Reparatur
das anionische Radikalintermediat des CPD-Schastslisieren konnf8. Die Relevanz
dieser Aminosaure konnte durch den Austausch dasagnten Glutamats E384 in ein nicht
funktionales Alanin in deBGacchyromyces cerevisi&hotolyase bereits im Vorfeld gezeigt
werden. Diese Mutation in der aktiven Tasche fibawohl zu einer um ~50% verminderten
Affinitat zu CPD-geschadigter DNA als auch zu eingignifikanten Abnahme der
Quantenausbeute der DNA-Reparatur um 80%uf der Seite des 3'-Thymins befindet sich
in der AnCPDI das Asparagin N349, welches ebenfalls H-Brickausbildet. Die
N6-Amidgruppe des Adeninanteils des katalytischexfakiors FAD ist ebenfalls in einer
passenden Entfernung zur Ausbildung von Wasserbriigki den C4-Carbonylgruppen der
beiden Thymine und tragt somit zur Stabilisierures ®®h#CPD-DNA Komplexes bé&f.
Dieses konnte anhand von DNA-BindungsexperimentgraptEcCPDI gezeigt werden, da
diese Kofaktor-freie Photolyase nicht in der Lage WCPD-DNA als Substrat zu binden bzw.

den Komplex zu stabilisiereh
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Die eigentliche Reparatur des CPD-Schadens istletonengetriebener Prozess bei dem ein
zyklischer Elektronentransfer stattfindébp. 17).

pd, D, G
HNNH Resonanz- H %
J @ energietransfer
o)\ N >—< )\ /J\

FADH * FADH

Zykllscher
" \' /K Elektronentransfer

J\@N *\/@% 4\®\|
\_) J\ @J _/

Abb. 17 Schematische Darstellung des Reparaturmechanisen@RD-Photolyasen am Beispiel &&CPDF.

Der katalytische Kofaktor im vollstandig reduziert&ustand FADH (Abb. 17 ®) wird
entweder durch einen resonanten Energietransferamgaregeten Antennenchromophor oder
durch direkte Absorption eines Photons in den awen Zustand FADH (Abb. 17 @)
Uberfuhrt. Im nachsten Schritt wird ein Elektronf aden gebundenen CPD-Schaden
(Abb. 17 ®) Ubertragen wodurch sowohl das neutrale semictnBiadikal FADH als auch
das anionische CPD-Radikal gebildet wird, welchescld den bereits angesprochenen
Glutamatrest stabilisiert werden kankbp. 17 ®/®). Das Aufbrechen des Cyclobutanrings
erfolgt nun in einem asynchronen Mechanismus: trerai ersten Schritt wird die Bindung
C5-C5 (Abb. 17®—->®) gespalten und erst in einem zweiten Schritt konest zur
Aufspaltung der Bindung C6-C6’ Apb. 17®->®). Das entstandende anionische
Thyminradikal Abb. 17 @) Gbertagt nun das Elektron zuriick auf die neutsalmichinoide
Form des katalytischen Kofaktors, wodurch der zgtlie Elektronenstransfer geschlossen ist
und die reparierte DNAAbb. 17 ®) in einem letzten Schritt freigegeben Wifl Durch

in vivo Untersuchungen aB. coli fand man heraus, dass die 16-17 Photolyasemoletiiée
pro Zelle vorhanden sind, diesen Reparaturzyklusdestens 25-mal durchlaufen kénfren
Der katalytische Umsatz der CPD-Reparatur wurdeeidabalteren Publikationen in einem

GroRenbereich von I*'sangegeben und die Quantenausbeute bei der dirékteyung des
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vollreduzierten FADH mit 80% bis 100% bestimmtNeuere Arbeiten zeigten jedoch eine
Umsatzrate vore260 &', die wahrscheinlich nur durch den Vorgang der Satisindung

t° und eine Quantenausbeute der Reparatur von %509 Vorfeld war bereits

limitiert is
bekannt, dass der Elektronentransfer vom angeregtdistandig reduzierten katalytischen
Kofaktor FADH™ auf den CPD-Schaden in 170 ps und der Elektrosktansfer auf das
intermediare FADF (Re-Reduktion des Kofaktors) nach der Reparat&6ih ps stattfindéet.
Desweiteren wurde die Zeit fur den gesamten CPDaRéprvorgang im
Subnanosekundenbereich eingeortfinein einer aktuellen Verdffentlichung konnten nun
samtliche Elektronentransfervorgdnge und damit Kemplette Reparaturvorgang des
CPD-Schadens mit Hilfe von UV/Vis-Spektroskopie Femtosekundenbereich am Beispiel
der EcCPDI zeitaufgeldst analysiert werdén In Abb. 18 ist der vollstandige
CPD-Reparaturzyklus mit Angabe der aktuellen Reaktzeiten der grundlegenden Schritte

dargestelft.

Abb. 18 Darstellung des zeitlich aufgelésten Reparaturzykiner CPD-Photolyase am Beispiel HeEPDI*,

Wiahrend der initiale Elektronentransfer (FADH T<>T) innerhalb von 250 ps ablauft,
findet das Aufbrechen des Cyclobutanrings in zwefesn schnellen Schritten statt. Zuerst
erfolgt die Spaltung der Bindung C5-C5’ innerhalinw10 ps. AnschlieBend geschieht die
Offnung der Bindung C6-C6’ in 90 ps. Der Rucktramsies Elektrons auf den katalytischen
Kofaktor ohne Brechen der zweiten Bindung verlanftzerhéltnismafiig langsamen 2,4 ns,
wodurch der Zyklus in Richtung der vollstandigen pRatur kanalisiert wird. Die
Re-Reduktion des FADHam Ende dieses zyklischen Elektronentransferswistlerum

komplett vom Aufbrechen des Cyclobutanrings entleffpppund findet in 700 ps statt.
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Ausgehend vom anfanglichen Elektronentransfer werd®mit die Produkte dieser
enzymatischen Katalyse, zwei reparierte Thymingwei aufeinanderfolgenden Schritten in
90 ps bzw. 700 ps gebildet.

Diese zeitaufgelosten Untersuchungen an Eleroli Photolyase trugen ebenfalls dazu bei,
dass neue Rickschlusse auf den Elektronentrangfewischen dem vollstandig reduzierten
katalytischen Kofaktor FADH und dem gebundenen CPD-Schaden gezogen werden
konntert* (Abb. 19).

5‘“Thymin

3‘-Thymin

Abb. 19 Darstellung der CPD-Bindung anhand dexCPDIeCPD-DNA Komplexe¥. (A) Relative Anordnung
des katalytischen Kofaktors FAD und der beiden Timgmnachin situ Reparatur. Der Elektronenweg im
Vorfeld der Reparatur ist in rot und der Rucktrensfuf den Kofaktor nach der Reparatur in griin elstejit.
Der unginstige Elektronentransfer durch den Rauer @3 A ist in grau angedeuteB)(Die raumfiillende
Darstelllung dieser Anordnung zeigt, dass der Tean&iber den Adeninanteil des FAD vollstandig Uber
Van-der-Waals-Kontake stattfindet.

Bereits in Abwesenheit einer verfliigbaren Strukineg Ph# CPD-DNA Komplexes wurde
aufgrund von theoretischen Berechnungen postutlegs der Elektronentransfer in Richtung
CPD-Schaden iiber den Adeninanteil des FAD statfik@nri>. Diese Vermutung konnte
anschlieRend durch die Kenntnis der strukturelletalls der Bindungstasche anhand des
AnCPDI*CPD-DNA Komplexes bekraftigt werd®&h Aufgrund der aktuellen Daten ist nun
bekannt, dass der anfangliche Elektronenweg uUberSiekstoff N6 des Adenins auf das
5-Thymin verlauft und somit die ungewohnliche Usfiige Anordnung des Kofaktors einen
funktionalen Sinn besitztApb. 19A). Dieser Adenin-vermittelte Vorwarts-Transfer, gagso
wie der Ruck-Transfer Gber das 3’-Thymin, findetlstindig Gber Van-der-Waals-Kontake
der beteiligten Atome statt Abb. 19B) und besitzt in beiden Féllen eine hohe
Direktionalitaf”.
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1.8 Motivation und Zielsetzung

Im Gegensatz zu den umfangreich strukturell alshabochemisch und funktionell
charakterisierten Klasse | CPD Photolyasen wie. alBE. coli oderA. nidulansgab es zu
Beginn dieser Arbeit fur den Klasse Il Subtyp nuwrdimentédre Informationen. Die
Charakterisierung einzelner Klasse Il CPD Phot@gadeschrankte sich meist auf die
Identifizierung in den jeweiligen Organismen unde danschlielBende spektroskopische
Analyse des nativen bzw. rekombinanten Enzyms adémphanotypische Untersuchungen.
Strukturelle Informationen waren flr diese phyloggsch distinkte Gruppe an
CPD-Photolyasen nicht vorhanden und Homologiemedetinnten aufgrund der geringen
paarweisen Sequenzidentitaten nur bedingt Aufsshiiser strukturrelevante, funktionelle
Aspekte geben. Die exklusive Verbreitung in Tiererd Pflanzen und das experimentell
nachgewiesene Potential zur Erhéhung der Widerstahdkeit gegentber UV-Strahlung
machen die Klasse Il CPD Photolyasen zu einem ®bjdn akademischem und
(agrar-)wirtschaftlich relevantem Interesse. Da diisherigen Erkenntnisse Uber den
Klasse | Subtyp nur sehr eingeschrankt Ubertraghiiad, stellt die Erforschung der
Klasse Il CPD Photolyasen ein derzeit nahezu uhlrssenes Forschungsfeld dar.

Die Wahl der zu untersuchenden Photolyasen figbbieauf die archaealen Vertreter aus der
GattungMethanosarcinawelche mit paarweisen Sequenzidentitaten x46% zu Enzymen
aus mehrzelligen Organismen geeignete Modellpretdarstellen und im Gegensatz zu den
homologen Enzymen aus Pflanzen opportune Eigernechafdahrend der Aufreinigung als
rekombinantes, k. coli hergestelltes Protein zeigten.

Der Fokus dieser Arbeit lag neben der eingehendenhémischen und funktionellen
Charakterisierung der archaealen Klasse Il CPD djade ausMethanosarcina mazei
insbesondere auf der proteinkristallographischeenEp um damit zum strukturbasierten
Verstandnis dieses weitgehend unerforschten Sulaypesn wichtigen Beitrag liefern zu

kdnnen.
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1.9 Terminologie der charakterisierten Photolyasen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Klasse Il CPD1iBlyase audMethanosarcina mazei
ohne Antennenchromophor (,ddonCPDII) als auch mit der Antenne (,hd&mCPDII*)
untersucht. Alternative Schreibweisen fur das Hotyen sind MmCPDIle8-HDF* (in vivo
Rekonstitution) bzw. MMCPDII®8-HDFs.,«" (in vitro Rekonstitution). Die Photolyase im
Allgemeinen wird als MMmCPDII* bezeichnet. Mutanten der Photolyase werde. 2zn der
Form ,MmCPDII-W360F* abgekirzt. Alle weiteren Photolyasenerden wie folgt

bezeichnet:

Photolyase Abkurzung

Methanosarcina barkeri
MbCPDII
Klasse Il CPD-Photolyase

Arabidopsis thaliana
Klasse Il CPD-Photolyase
Anacystis nidulans
Klasse | CPD-Photolyase

AtCPDII

AnCPDI

Thermus thermophilus
Klasse | CPD-Photolyase

Drosophila melanogaster
Dm(6-4
(6-4)-Photolyase (6-4)

TICPDI

Die in dieser Arbeit verwendete allgemeine Abkugdir Photolyasen ist ,Phr“. Erganzend
wird fur die Spezifikation einer Klasse eine jevwgsl Erweiterung, z. B. ,CPDII“, verwendet

oder zur Bezeichnung der Holophotolyasen das Sp#8xHDF"* angehangt.
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2 Materialen

2.1 Gerate

2.1.1 Allgemein

24-vell VDX-Platte
Agarosegelapparatur
Agarosegeldokumentationssystem

AKTA Purifier-System
Box 900
Pumpe P-900
Fraktionskollektor Frac-950
Monitor pH/C-900
Monitor UV-900

Amicon Ultra - 15 (MWCO 30.000)
Amicon Ultra - 4 (MWCO 30.000)
Autoklav HMC HV-110L

Autoklav T-Line

Brutschrank

Digital pH-Meter

Einmalktvetten aus Polystyrol
Elektrophorese-Spannungsquelle EPS 301
Elektroporationsgerat MicroPulser
Elektroporationskivetten (2 mm)
FastPrep24

Feinwaage PC2200

French Press

Gelschuttler 3013

GeneAmp PCR System 2400
Heizblock BT3

High Pressure Homogenizer (Fluidizer)
HisTrap-FF-Saulen
Inkubationsschiittler
Inkubationsschuttler Certomat IS
Kahlzentrifuge 5810 R

Kihlzentrifuge Biofuge 13R
Kahlzentrifuge J2-HS mit JA-10 & JA-20 Rotor
Mikrodialyseknopfe (10 pL, stabférmig)

Hampton Research
Feinmechanik, Marburg
Herolab

GE Healthcare

Millipore
Millipore

HMC

Fedegari
Binder
Sartorius
Sarstedt

GE Healthcare
Biorad

VWR

MP Biomedicals
Mettler

Thermo

GFL

Perkin Elmer
Grant Instruments
Avestin

GE Healthcare
Infors

Sartorius
Eppendorf
Heraeus
Beckmann
Hampton Research
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Ni-NTA Spin Kit

Ni-NTA Superflow

Peristaltikpumpe P-1
PipettenEppendorf research

QIlAcube

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purificaton Kit
Reinstwasseranlage Seralpur Pro90CN
SDS-PAGE Apparatur MightySmall 11 SE250
SnakeSkin Dialysemembran (3,5 kDa)
Spektrometer Ultrospec 3100 Pro
Spritzenvorsatzfilter Filtropur S 0.2
Spritzenvorsatzfilter Filtropur S 0.45
Steritop-GP Filter Unit (0,22 pum)
Superdex200 prep grade
Thermocycler TPersonal

Ultrafree Filter (0,22 pum)
Ultraschallgerat Sonifier 250
Vortex-Genie2

Waage LabStyl 54

Wasserbad NK22

Zentrifuge Biofuge pico

Qiagen
Qiagen

GE Healthcare
Eppendorf
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Seral

Hoefer Scientific
Pierce
Biochrom Ltd.
Sarstedt
Sarstedt
Millipore
Qiagen
Biometra
Millipore
Branson
Scientific Industries
Mettler

Haake
Heraeus

27



Materialien

2.1.2 UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie

Durchlaufkiihler DLK 1002
Einmalkivetten aus Polystyrol
Fluoreszenz-Kivette (10 mm)

high powerLED 385 nm (3,5 mW cifiauf 5 cm)
high powerLED 450 nm (9,7 mW cifauf 10 cm)

Kivettenhalter CUV

Lichtleiter (100 pum, 200 pm, 600 pum)
Lichtquelle DH-2000-BAL

NanoDrop 1000

Peltier-Element ETCS-761
Spektrometer Maya 2000 Pro
Spektrometer Ultrospec 3100 Pro

Fryka

Sarstedt

Hellma

Roithner Lasertechnik
Roithner Lasertechnik
OceanOptics
OceanOptics
Mikropack

Thermo Scientific
Jasco

OceanOptics
Biochrom Ltd.

Spektrometer V-660 Jasco

UV/Vis-Quarzkuvette (10 mm) Hellma
2.1.3 Proteinkristallisation

24-well EasyXtal-Platte Qiagen

24-well EasyXtal-Platte (mitirop guard$ Qiagen

28

24-vell VDX-Platte
CryoCaps (with data matrix)
CryoLoops

CrystalCap HAT

CrystalCap HT Vial
Deckglaser (22 mm)
Headlights mit Rotlicht-LEDs (656 nm)
Honeybee 963
Kristallisationsscreens
Microsys SQ4000
Mikroskop MZ8

MiTeGen MicroMount Loops
MRC2 96-well Platte
VIEWseal

Hampton Research
Molecular Dimensions
Hampton Research
Hampton Research
Hampton Research
Hampton Research
Roithner Lasertechnik
Digilab

Qiagen

Cartesian Technologies
Leica

Jena Bioscience

Jena Bioscience
Greiner Bio-One
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2.2 Chemikalien

Acrylamid (Rotiphorese Gel30)
Agar-Agar

Agarose

Bacto-Trypton & Yeast Extrakt
Bradfordreagenz
Coomassie-Brilliant Blue R-250
Dikaliumhydrogenphosphat
DL-Dithiothreitol

EDTA

Ethidiumbromid

FAD

FMN

Imidazol

IPTG
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycinsulfat

Lysozym

MassRuler DNA Ladder Mix
Molekularbiologische Enzyme
MTHF

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

PMSF

SDS

Streptomycinsulfat

TEMED

Tris

Unstained Protein Marker (SM0431)

Virkon

[3-Mercaptoethanol

Roth

Roth
Invitrogen
Difco
Biorad
Serva
Merck
Sigma
Roth

Roth
Sigma
Boehringer
Merck
Duchefa
Merck
AppliChem
Boehringer
Fermentas
New England Biolabs
Schricks Laboratories
Sigma Aldrich
Merck
Merck
Fluka
Merck
Sigma
Roth

Roth
Fermentas
VWR

Roth

In dieser Liste nicht aufgefiihrte Chemikalien wur@éatweder voirluka, Merck oderSigma

Aldrich bezogen.
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2.3 Chemikalien fur die Proteinkristallisation

Die Chemikalien fir die Proteinkristallisation staen von der Firm&luka

2.4 Kulturmedien (flissig)

Die verwendeten Kulturmedien wurden vor der Verwerglfir 20 Minuten bei 121° C und
1 bar Uberdruck autoklaviert. Verwendete Antibiatikvurden in den entsprechenden

Konzentrationen vor der Inokulation des Mediumshgegeben.

2.4.1 LB-Medium (ysogeny broth)®¢%’

LB-Medium

10g Bacto-Trypton

59 Bacto Yeast Extract
10g NacCl

400 pL NaOH (10 M)

add 1L dHO

2.4.2 TB-Medium gerrific broth)®

TB-Medium

12 g Bacto-Trypton

249 Bacto Yeast Extract
4 mL Glycerin (87%)

add 900 mL dbO

Zur Komplettierung des Mediums wurden 100 mL demest autoklavierten Phosphatpuffers
hinzugefigt.

Phosphatpuffer fur TB-Medium

23¢9 KHPO, (0,17 M)

16,4 g KHPOy*3H,0 (0,72 M)
add 100 mL o], @)
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2.4.3 SOC-Medium guper optimal broth with catabolite repression)®

SOC-Medium

209 Bacto-Trypton

59 Bacto Yeast Extract
0,59 NacCl

add 1L dHO

Zusatzlich wurden dem Medium vor dem Autoklaviel€nmL einer KCI-Lésung (250 mM,
pH 7,0) zugegeben.

2.5 Kulturmedium (fest)

2.5.1 LB-Agar
LB-Agar
10 g Bacto-Trypton
59 Bacto Yeast Extract
10g NacCl
400 pL NaOH (10 M)
1,5% (w/v)  Agar
add 1L dHO

2.6 Stammloésungen
Stammldésung Konzentration
dNTP-Mix 10 mM
DTT 1M
EDTA 100 mM
Glucose 1M
IPTG 1M
Kanamycin 35 mg/mL
Lysozym 50 mg/mL
PMSF 200 mM
Streptomycin 50 mg/mL
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2.7E. coli Stamme

E. coli BL21-Gold(DE3) (Stratagene)
Genotyp:E. coliB F ompT hsd®:~ mg") dem” Tet gal A(DE3) endAHte

Der Expressionsstamm. coli BL21-Gold(DE3) ist fur Plasmidvektoren mit T7-Protar,

wie z. B. pET- und pCDF-Vektoren, geeignet, da deflen eine chromosomale Kopie des
Gens fur die T7-RNA-Polymerase besitzen. Die llggr Brophagen DE3 nach lacZ und dem
lacUV5-Promotor im  Chromosom insertierte  und durclPTG induzierbare

T7-RNA-Polymerase ermdoglicht die kontrollierte Egpsion von Genen unter Kontrolle des
T7-Promotors. Die Transformationseffizienz wird clurden Hte-Phanotyp gesteigert. Der
Bakterienstamm besitzt aul3erdem keine ompT- undRroteasen, welche flir den Abbau
rekombinanter Proteine verantwortlich sind. Dersd-Gen, welches die Endonuklease |

codiert, ist inaktiviert.

E. coli DH5¢q (I nvitrogen)
Genotyp:E. coli F~ ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169recAl endAl hscR17 (&, mk’)
phoA suE44) thi-1 gyrA96 relAl

Der StammE. coli DH5a wurde fur die molekularbiologischen Methoden verdet, da er
sich durch eine hohe Transformationseffizienz alshadurch eine erhohte Stabilitat der

Plasmide wahrend dieser Arbeiten auszeichnet.

2.8 Vektoren
pET-28a(+)-Vektor (Novagen)

Der Vektor pET-28a(+), der eine Kanamycinresistenzrmittelt, wurde als
Standardexpressionsvektor fur samtliche in diesabei untersuchten Photolyasen
verwendet. Dieser Vektor basiert auf einem dereardtiinstlich hergestellten Plasmide
pBR322 und ist eng verwandt mit dem natirlichEincoli vorkommenden Plasmid ColE1.
Der Replikationsursprung(i) pMB1 ist demori ColE1 sehr &hnlich und gehért daher zu der
gleichen Inkompatibilitatsgruppe. Die KopienanzahMon pET-28a(+) liegt nach
Herstellerangaben bei ~40 Plasmide pro Zelle.
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pCDF-Duetl-Vektor (Novagen)

Das Duet-System zeichnet sich durch zwei vorhandauéple cloning sitegmcg und der
vielfaltigen Kombinationsmaoglichkeiten zwischen d@nzelnen Duet-Vektoren aus. In dieser
Arbeit wurde der pCDF-Duetl-Vektor, der eine Stoepycinresistenz vermittelt, fur die
Konstruktion des Kofaktorplasmids verwendet. DassRilid besitzt den Replikationsursprung
CloDF13 und ist somit kompatibel zu den pET-Expiessvektoren. Die Kopienanzahl liegt

nach Herstellerangaben bei 20-40 Plasmide pro .Zelle

2.9 Oligonukleotide

Samtliche verwendeten Oligonukleotide wurden vonr dérma Metabion in der

Reinheitsstufe  ,entsalzt® fir PCR-Ansatze und ,HPg€reinigt" far die

Proteinkristallisation bezogen.

2.9.1 Oligonukleotide fur die Proteinkristallisation

Fur die Kristallisation deSImCPDIleCPD-DNA Komplexes wurde folgendes Oligonukleotid
mit einem zentralen, synthetischen CPD-Schadeniilger ein Formacetal verkntipft ist, von

Andreas Glas aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dionds Carell (Ludwig-Maximilians-

Universitat,

Munchen) zur Verfigung gestellt:

Komplementarstrang wurde verwendet: 5’-TGCGCGAAGRJE3'.

5-BGGCT<>TCGCGCA-3® Als

2.9.2 Primer

Konstrukt Primer Plasmid
5'-CTAGGCCATATG AATCCGAAACGTATCAGG-3' pET-28a-

MmCPDII-WT 5-CCCCTCGAGTACAAAGCTGAATATTTTTC-3' HissMmCPDI|I

MmCPDII-W381F  5-CACGCGCATGTACTTCGCAAAAAAAATTCTAGAATGGAGCG-3' pET-28a-

Xbal

MmCPDII-W360F
Nhd

MmCPDII-W388F
EcoRl

MmCPDII-Y345F
Xbal

MmCPDII-Y380F
Mlul

MmCPDII-N403D
Pvu

5-CGCTCCATTICTAGAATTTTTTTTGCGAAGTACATGCGCGTG-3'

5-CACATGACCCACTCTTCAACGCTAGIAGATGGAACTTC-3’
5-GAAGTTCCATCTGGCTAGGETTGAAGAGTGGGTCATGTG-3

5-GGGCAAAAAAAATTCTGGAATTC AGCGAATCTCCCG-3’
5-CGGGAGATTCGCTGAATTCCAGAATTTTTTTTGCCC-3’

5-GTGAGGAGTCATATCTTCACTCTAGAAGAGTTCGAAGC-3'
5-GCTTCGAACTCTICTAGAGTGAAGATATGACTCCTCAC-3'

5-GCACGGTTACACGCGIRTGTTCTGGGCAAAAAAAATTCTGG-3’
5-CCAGAATTTTTTTTGCCCAGAACATACGCGTGTAACCGTGC-3’

5-GAAATTGCAATCTGCCTGGACGATCGETATGAACTTGACG-3’
5-CGTCAAGTTCATACCGATCGICCAGGCAGATTGCAATTTC-3

HissMmCPDII-W381F

pET-28a-
HissMmCPDII-W360F

pET-28a-
HissMmCPDII-W388F

pET-28a-
HissMmCPDII-Y345F

pET-28a-
HissMmCPDII-Y380F

pET-28a-
HissMmCPDII-N403D
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MmCPDII-N403L  5-GAAATTGCAATCTGCCTGCTCGATCGSTATGAACTTGACG-3’ pET-28a-

Pvu 5-CGTCAAGTTCATACCGATCGAGCAGGCAGATTGCAATTTC-3’ HissMmCPDII-N403L

MmCPDII-N403A  5-GAAATTGCAATCTGCCTGGCCGATCGSTATGAACTTGACG-3' pET-28a-

Pvu 5-CGTCAAGTTCATACCGATCGGCCAGGCAGATTGCAATTTC-3’ HissMmCPDII-N403A

SEDIC 5-GCATTGAATTCGATG ACGACTTCCGCGACCTCC-3' pCDFDuet-
5-GATATTCTCGAGTTA GTCCAGGACCGGCAGCAG-3' HisgSd=biC

ANCPDI 5-GGTTTGCATATG GCGGCTCCGATTCTGTTTTGG-3’ pET-28a-
5-CCAAACTCGAGCTATGAATCGGGCTCAGCCTC-3’ HisgAnCPDI

DM(6-4) 5-GCTTCGCATATG GATTCACAAAGGTCCACG-3’ pET-28a-
5-GCCCGTCTCGA@CAGGTTTCTGATTTCTC-3’ HissDm(6-4)

TICPDI 5-GGAATTCCATATG GGCCCCCTTCTCGTC-3’ pET-28a-
5-CGCGGATACTACCCTCGGGCGAGATCC-3’ HissTtCPDI

Tab. 1 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendetenm@ri Die angegebenen Restriktionsenzyme wurden
fur den jeweiligen analytischen Restriktionsverdanutzt.

2.10 Puffer

Samtliche Puffer wurden mdH,O angesetzt und nach dem Einstellen des pH-Weries m
einem Steritop Sterilfilter Millipore) zur Entfernung von Aggregaten filtriert und

anschliel3end bei 8° C gelagert.

2.10.1 Affinitatschromatographie

Puffer |

50 mM NahPQO,
300 mM NacCl
pH 8,0

Puffer Il

50 mM NahPQO,
300 mM NacCl
500 mM Imidazol
pH 8,0

AtPuffer |

50 mM NaHPO,
500 mM NacCl
20% (v/v) Glycerin
pH 7,4
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2.10.2 Gelfiltration

AtPuffer Il nistidin

50 mM NaHPO,
500 mM NacCl
20% (v/v) Glycerin
150 mM L-Histidin
pH 7,4

AtPUffer I I Imidazol

50 mM NahPQO,
500 mM NaCl
20% (v/v) Glycerin
500 mM Imidazol
pH 7,4

Puffer IlI

10 mM Tris/HCI
100 mM NacCl
pH 8,0

AtPuffer Il

20 mM Tris/HCI
300 mM NacCl
10% (v/v) Glycerin
pH 7,4

2.10.3 Puffer fur die Photoreduktion

Puffer IlI DTT

10 mM Tris/HCI
100 mM NacCl
pH 8,0

50 mM DTT
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3 Methoden

Samtliche in dieser vorliegenden Arbeit durchget@mr Methoden mit gentechnisch
veranderten Organismen (GVOs) wurden nach dem GesgtRegelung der Gentechnik
(GenTG) ausgelbt. Sofern erforderlich wurden dideffen unter sterilen Bedingungen
vollzogen. Die Inaktivierung der GVOs erfolgte eetyer Uber das Autoklavieren oder
chemisch durch die Verwendung von VirkdANR.

3.1 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden wurden, soferithin anders angegeben, nach

,Sambrook, Maniatis & Fritschviolecular Cloning: A Laboratory Manualtiurchgefiihr?.

3.1.1 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte UVéWspektroskopisch am
NanoDrop 1000 Thermo Scientific mittels Absorption bei 260 nm. Eine Absorptionnvo
Abs,s=1 entspricht dabei einer Konzentration von 33 hgdsDNA bzw. 50 ng/uL dsDNR.

3.1.2 Hybridisierung komplementérer DNA

Fur die Hybridisierung einzelstrangiger DNA wurdmee aquimolare Menge der beiden
komplementaren Einzelstrange auf 95° C im Thermem(ppendorf erhitzt und Uber einen

Zeitraum von zwei bis drei Stunden auf Raumtempeiathgekunhlt.

3.1.3 Sequenzierung von DNA-Abschnitten

Zur Verifizierung von spezifischen DNA-Abschnittemurden DNA-Sequenzierungen von der
Firma Qiagen mit den aufgefihrten Primern und der Sanger-Katibruchmethode
durchgefuhrt®®.

Vektor Primer
T7-Promoter

ET-28a )

P T7-Terminator
pACYCDuetUP1

DFDuet (MCS1

pC uet (MCS1) DuetDOWN-1
DuetUP2

pCDFDuet (MCS2)

T7-Terminator
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3.1.4 Amplifikation eines Genabschnitts aus genonuker DNA

Zur Vervielfaltigung eines definierten Genabsclnitaus chromosomaler DNA oder
Plasmid-DNA wurde die Polymerase-Kettenreaktipolymerase chain reactipiPCR) mit
den jeweiligen komplementéaren Oligonukleotiden, .sdgrimern, und der Phusion
DNA-Polymerase Kinnzyme} nach Herstellerangaben durchgeftffirtEine Auflistung der
verwendeten Primer fir die entsprechenden PCR-Aadz#findet sich ifab. 1.

3.1.5 Hydrolytische Spaltung von DNA mit Restriktiosendonukleasen

Restriktionsnukleasen sind sequenzspezifische Eridieasen, die DNA an bestimmten
Stellen, den sog. Restriktionsschnittstellen, siciere In dieser Arbeit wurden verschiedene
Enzyme der Firm&lew England Biolabsowohl fiir analytische als auch praparative Aresatz

nach Angaben des Herstellers verwendet.

3.1.6 Agarosegelelektrophorese

Die Analyse der amplifizierten DNA nach einer PCRdudes DNA-Bandenmuster als
Ergebnis eines hydrolytischen Verdaus als auch pdéparative Auftrennung von DNA
erfolgte durch die Agarosegelelektrophorese (1%)wgarose, TBE-Puffersystem). Dazu
wurden die DNA-Proben im Verhdltnis 1:5 mit 6x DN#ebenpuffer versetzt. Die
Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 11Quxthgefuhrt und die DNA mittels
Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht.

TBE-Puffer (10x)

1M Tris
1 M Borséaure
20 mM EDTA

DNA-Probenpuffer (6x)

0,25% (w/v) Xylenxyanol FF
15% (w/v) Ficoll Typ 400
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3.1.7 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur praparativen Isolierung von DNA wurde nach déuftrennung mittels

Agarosegelelektrophorese das QIlAquick Gel Extractit (Qiagen nach Angaben des
Herstellers verwend&f. Das Protokoll wurde sowohl manuell als auch aatisiert am

QIAcube durchgefthrt.

3.1.8 Isolierung von Plasmid-DNA aug. coli

Zur Plasmidpraparation auk. coli wurde am Vorabend eine Ubernachtkultur (5 mL
LB-Medium) mit einer einzelnen Kolonie inokuliertnd bei 37° C und 225 rpm im
Schuttelinkubator inkubiert. Je nach zu isolierend®asmid wurde das entsprechende
Antibiotikum der Kultur zugefiigt. Am folgenden Tagurden insgesamt 4 mL der UNK in
einem 2 mL Reaktionsgefal3 durch Zentrifugation guiglit (5 min, 16060 g, RT) und der
Uberstand verworfen. Die Plasmidpraparation mitt&lkoholprazipitationt® erfolgte vor
allem im Rahmen der Herstellung ddmCPDII-Mutanten durch ortspezifische Mutagenese

wahrend das QIAgen-Kit zur Isolierung verifizierilasmide zum Einsatz kam.

3.1.8.1 Plasmidpéaparation mittels Alkoholprazipitaton

Das Pellet der Ubernachtkultur wurde in 250 puL Rffé? resuspendiert, die Zellsuspension
mit 250 pL P2-Puffer versetzt und das Gemisch dieftdnd invertiert. Nach 5 min auf Eis

wurde die Mischung mit 350 uL P3-Puffer neutralisiand erneut fir 15 min auf Eis

inkubiert. Nach Zentrifugation (30 min, 13792 g, @F zur Entfernung des weil3en

Niederschlags (Proteine bzw. Zelltrimmer) wurde tHserstand in ein neues 1,5 mL
Reaktionsgefall Uberfuhrt. Die Plasmid-DNA wurde ndarch Zugabe von 600 pL

Isopropanol gefallt und durch Zentrifugation (3hmil3792 g, 4° C) pelletiert. Der

Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 350 phaBol 70% (v/v) gewaschen und erneut
zentrifugiert (15 min, 13792 g, 4° C). Nach dem sictigen Abpipettieren des Ethanols
wurde die Plasmid-DNA bei 30° C im Heizblock getoet und anschlielend in 30 pL
EB-Puffer aufgenommen. Die Lagerung der Plasmid-Daxfalgte bei -20° C.

P1-Puffer (Resuspensionspuffer)
50 mM Tris/HCI, pH 8,0

10 mM EDTA

100 pg/mL RNaseA
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P2-Puffer (Lysepuffer)

200 mM NaOH
1% (w/v) SDS

P3-Puffer (Neutralisationspuffer)
3 M KAc pH 5,5

EB-Puffer (Elutionspuffer)
10 mM Tris/HCI, pH 8,5

3.1.8.2 Plasmidpraparation unter Verwendung des Qigen-Kits

Die Isolierung und Aufreinigung der Plasmid-DNA leaend auf die spezifische Bindung an
Silicagel bei hohen Konzentrationen von chaotrofaizen® wurde sowohl manuell als
auch automatisiert mit Hilfe des QIACub®i@ger) unter Verwendung des QlAprep Spin
Miniprep Kits @Qiagen nach Protokoll durchgefuhrt. Das Elutionsvolumwmetrug jeweils
30 pL.

3.1.9 Ubertragung freier Plasmid-DNA in dasE. coli Expressionssystem

Im Gegensatz zum gram-positiven ModellorganismBasillus subtillisbesitzt das in dieser
Arbeit verwendete Expressionssystdincoli keine nattrliche Kompetenz, wodurch die
Zellen nicht in der Lage ist, extrazellulare DNAsagder Umgebung aufzunehmen. Da die
verwendetenE. colkStdamme ebenfalls kein Fertilitdtsplasmid (F-Plahnbesitzen, findet
kein horizontaler Gentransfer durch Konjugation sthien einzelnen Individuen statt. Die
Herstellung kompetenteE. coli Zellen erfolgte nach den im Folgenden beschriebene
Methoden.

3.1.9.1 Herstellung kompetenteE. coli Zellen

Fur die Herstellung kompetent&r. coli Zellen wurde zunachst aus einer Glycerinkultur ein
Ausstrich auf einer LB-Agarplatte mit einer Impfdsergestellt, um nach der Inkubation bei
37° C Uber Nacht eine Einzelkolonie zu erhalten. falgenden Abend wurde mit einem
einzelnen Klon eine Ubernachtkultur (50 mL bzw. B inB-Medium) inokuliert und bei
37° C und 225 rpm im Schittelinkubator inkubiert.
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3.1.9.2 Herstellung elektrokompetenteE. coli Zellen'®

Die Ubertagkultur (1 L LB-Medium) wurde mit 10 mled UNK angeimpft und bei 37° C
und 225 rpm im Schuttelinkubator bis zu einersgk),von ca. 0,8 inkubiert. Nach Abkuhlen
der Kultur im Eisbad fir 20 min, wurde die Zellsaapion zentrifugiert (10 min, 4412 g,
4° C) und anschlieRend der Uberstand verworfenailifain wurden die pelletierten Zellen in
450 ml ddHO (autoklaviert, im Eisbad gekihlt) resuspendiert wlie Suspension erneut
zentrifugiert (10 min, 4412 g, 4° C). Dieser Wastitgt wurde wiederholt und ein drittes
Mal mit dem gleichen Volumen 10% (v/v) Glycerin {@klaviert, im Eisbad gekihlt)

durchgefuhrt. Nach dem Zentrifugationsschritt wudasE. coli-Pellet in 2,5 mL 10% (v/v)

Glycerin (autoklaviert, im Eisbad gekuhlt) resuggiert, in Aliquots zu je 50 puL (1,5 mL

Reaktionsgefal3e, autoklaviert) in(N schockgefroren und bei -80° C gelagert.

3.1.9.3 Herstellung chemisch kompetente. coli Zellen'®®

Die Ubertagkultur (50 mL LB-Medium) wurde mit 50Q gder UNK angeimpft und bei 37° C

und 225 rpm im Schuttelinkubator bis zu einer s@R), von ca. 0,6 inkubiert. Nach der
Zellernte (10 min, 3220 g, 4° C) wurde das Petiet5 mL TFBI-Puffer resuspendiert und fir
2 h auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte einiterer Zentrifugationsschritt (10 min,

3220 g, 4° C) und die Resuspension des Pelletsnmh ZFBII-Puffer. Zuletzt wurden die

kompetenten Zellen in Aliquots zu je 50 pL (1,5 mReaktionsgefalle, autoklaviert) in(N

schockgefroren und bei -80° C gelagert.

TFBI-Puffer (steril filtriert)

100 mM RbCI 1,219
50 mM MnCp*2H,0 0,81¢g
30 mM KAc 0,29 g
10 mM CaC§*2H,0 0,15¢g
15% (v/v) Glycerin 17,24 mL (87%)

add 100 mL ddkD
TFBII-Puffer (steril filtriert)

10 mM MOPS 0219
10 mM RbCI 0,12 g
75 mM CaCj}*2H,0 1,13 ¢
15% (v/v) Glycerin 17,24 mL (87%)

add 100 mL ddkD
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3.1.9.4 Transformation elektrokompetenterk. coli Zellen

Da die Transformationseffizienz elektrokompeteniercoli Zellen im Vergleich zu den
chemisch kompetentda. coli Zellen hoher ist, werden diese vor allem verwendenn das
DNA-Material limitierend ist (z. B. nach einer DNKgation) oder eine Vielzahl an
unterschiedlichen Klonen benétigt wird (z. B. nadher Mutagenese-PCHR).

Von einem DNA-Ligationsansatz oder ein®@pnl-Verdau einer Mutagenese wurden 10 pL
fur 60 min gegen 10 mL dd® unter Verwendung einer 0,025 um Dialysemembran
(Millipore) dialysiert. Ein Aliquot (50 puL) der elektrokompeten E. coli Zellen wurde
anschlieend mit 4 puL der dialysierten DNA versdint 1 min auf Eis inkubiert und in eine
vorgekuhlte Elektroporationskivette tberfiuhrt. Wnterwendung des Elektroporationsgerats
MicroPulser Biorad) und des Programms Ec2 wurde die Zellsuspensiamenei

Spannungsstol3 von etwa 2,5 kV flr 5-6 ms ausgesetzt

3.1.9.5 Transformation chemisch kompetenteE. coli Zellen

Die Ubertragung extrazellularer DNA mittels cherhisc Transformation erfolgte in den

Fallen, in denen aufgereinigte Plasmid-DNA vorhanaer®’.

Ein Aliquot (50 pL) der chemisch kompetenténcoli Zellen wurde in der Regel mit 0,2 pL
der entsprechenden Plasmidlésung (~120 ng/uL) tz¢nsed anschlieRend fur 30 min auf Eis
inkubiert. Nach dem 90 s dauernden HitzeschockdBeiC in einem Wasserbad wurden die
Zellen sofort auf Eis erneut abgekihlt. Nach degahe von 950 pL LB-Medium wurde die
Kultur fir 60 min bei 37° C und 225 rpm im Schutiklbator inkubiert. Im Anschluss

wurden jeweils 5% und 95% der Zellen auf einer L&afplatte mit entsprechendem

Selektionsmarker ausplattiert und Gber Nacht beiGBim Brutschrank inkubiert.

3.1.9.6 Co-Transformation chemisch kompetenteE. coli Zellen

Zur Transformation vork. coli Expressionsstammen mit zwei unterschiedlichenniitien
wurde eine modifizierte Methode verwendet.

Die chemisch kompetenten Zellen wurden mit je Q,5der jeweiligen Plasmidlésung
versetzt, fir 30 min auf Eis inkubiert und im Ankds einem 90 s dauernden Hitzeschock
ausgesetzt. Zur Kultivierung der Zellen bei 37°1@ @25 rpm im Schuttelinkubator wurden
650 pL SOC-Medium und 10 pL Glucose (1 M) hinzudpesge Nach 60 min wurden 100%
der Zellen auf einer LB-Agarplatte mit beiden releten Selektionsmarkern ausplattiert und
uber Nacht bei 37° C inkubiert.
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3.2 Proteinbiochemie Methoden
3.2.1 Bestimmung der Proteinloslichkeit

Zur Bestimmung der Proteinldslichkeit der jeweitiggekombinanten Photolyase bei
unterschiedlichen Expressionsbedingungen wurderichst sog. Testexpressionen und im
Anschluss analytische Zellaufschliisse bzw. Protéieaigungen durchgefihrt.

Von einer chemischen (Co-)Transformation mit dewi@reschten Photolyas@db. 2) wurde
eine 5mL UNK (LB-Medium) mit den jeweiligen Antifika versetzt und mit einer
einzelnen Kolonie inokuliert. Die Testexpessioneiolgten in Erlenmeyerkolben (250 mL)
mit 45 mL TB-Medium, 5 mL Phosphatpuffer und denwgdigen Antibiotika bei
verschiedenen Temperaturen. Die 50 mL Testexpmsigidtur wurden mit 1 mL der UNK
angeimpft und fur 24 h bzw. 48 h bei 225 rpm inkwbwéahrend die Genexpression durch die
Methode der Autoinduktidi® gestartet wurde. Nach der Zellernte durch Zergsfion
(30 min, 3220 g, 4° C) wurde das erhaltene Pelletzeitig bei -20° C eingefroren. Fir den
analytischen Zellaufschluss mittels Sonotro@ga(sor) auf Eiswasser oder FastPrep-24
Gerat MP Biomedicals wurde das Pellet in 2 mL Puffer | resuspendiereé Zellsuspension
wurde nach dem Aufschluss zentrifugiert (30 min793g, 4° C) und eine Probe des
Uberstands fiir die analytische SDS-PAGE aufgeatbeilit dem verbleibenden Uberstand
wurde eine analytische NiNTA-Affinitatschromatoghégd®® mit den Ni-NTA Spin S&ulen
(Qiagen am QIlAcube Qiagen bei Raumtemperatur oder manuell bei 4° C durditgefDie
Elution erfolgte in der Regel mit unverdinntem Buff. Von der Elutionsfraktion wurde
ebenfalls eine Probe fur die SDS-PAGE verwendet.

3.2.2 Produktion und Aufreinigung von rekombinantenPhotolyasen

Sowohl fur die heterologe Genexpression deMNapGPDIl und detMmCPDII-Mutanten als
auch der holoPhotolyaséM(nCPDIl®8-HDF) sowie der anderen untersuchten potentiellen
PHRe8-HDF Komplexe wurde der Expressionstar&ncoli BL21-Gold(DE3) Gtratageng
verwendet. Nach erfolgreicher chemischer (Co-)Thansation der kompetenten Zellen mit
den jeweiligen inTab. 2 aufgefiihrten Plasmiden wurde am Vorabend eine tatobtkultur
(50 mL LB-Medium) mit einer einzelnen Kolonie indiart und bei 37° C und 225 rpm
inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Hauptkultum Verhaltnis 1:50 mit der UNK
angeimpft. Die Kultivierung dekE. coli Zellen erfolgte bei den imab. 2 angegebenen
Temperaturen und die Induktion der Genexpressidolgte durch die Methode der
Autoinduktiort®® Nach der Ernte der Zellen mittels Zentrifugati@® min, 6354 g, 4° C,
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JA-10) wurden die Pellets in 20 mL Puffer| je 1HMauptkultur resuspendiert und

anschlief3end die Zellsuspension ig(INschockgefroren und bei -80° C gelagert.

Photolyase-Konstrukt Plasmid(e) Expressionsbedingung
apdVimCPDII pET-28a-HisMmCPDII 25° C (24h)
pET-28a-HisMmCPDII .
holoMmCPDII DCDFDuet-HisSEbiC 25° C (24h)
MmCPDII-W381F pET-28a-HisMmCPDI-W381F  15° C (48h)
MmCPDII-W360F PET-28a-HigMmCPDII-W360F 25° C (24h)
MmCPDII-W388F pET-28a-HisMmCPDII-W388F 20° C (24h)
MmCPDII-Y345F PET-28a-HigMmCPDII-Y345F 20° C (24h)
MmCPDII-Y380F pET-28a-HisMmCPDII-Y380F 20° C (24h)
MmCPDII-N403D pET-28a-HigMmCPDII-N403D 15° C (24h)
MmCPDII-N403L pET-28a-HisMmCPDII-N403L 15° C (24h)
MmCPDII-N403A PET-28a-HigMmCPDII-N403A 15° C (24h)
pET-28a-HisAnCPDI o
holoAnCPDI DCDFDUeLHISSEDIC 21° C (24h)
pET-28a-HigDm(6-4) R
holoDm(6-4) pCDFDuet-HigSd=biC 187 C (24h)
pET-28a-HigTtCPDI R
holoTtCPDI SCDFDUeEt-HiSSEDIC 25° C (24h)
holoAtCPDII PET-28a-HISACPDII 25° C (48h)

pCDFDuet-HigSd-biC

Tab. 2 Expressionsbedingungen zur Produktion der rekoamtén Photolyasen . coliBL21-Gold(DES3).

Fur den ersten Schritt der Proteinaufreinigung eisitNiNTA-Affinitatschromatographt&®
wurden die Puffer | und Il verwendet. Samtliche éitbn fanden bei 8° C im Kidhlraum oder
auf Eis statt. Nach Inkubation der Zellsuspensioit mugesetzten 30 puL Lysozym
(50 mg/mL) fur 10 min bei RT, erfolgte der Aufsckduder Zellen in einem Volumen von
ungefahr 30 mL entweder am Fluidizekvéstir), an der French Pres3hermq oder mit
Hilfe des FastPrep-24MP Biomedicalys in Gegenwart von 0,02 mM PMSF und 0,1 mM
EDTA. Nach Zentrifugation (30 min, 39086 g, 4° @-20) wurde der Uberstand mit einem
0,45 um SpritzenvorsatzfilteSéarstedy filtriert und anschliefiend auf eine selbst gegones
NiNTA-Saule (Saulenmaterial: Ni-NTA  Superflow, Saovolumen: ~5 mL, Qiagen
aufgetragen. Die Elution der gebundenen ProteimehdWerdrangung mit Imidazol erfolgte

anfanglich in Form eines linearen Gradienten bissmer Konzentration von 500 mM am
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AKTA Purifier (GE Healthcarg Im Rahmen der Optimierung der Aufreinigungsmetho
wurde die Peristaltikpumpe P-GE Healthcarg¢ mit HisTrap™-FF-S&ulen (1 mL bzw. 5 mL
Saulenvolumen, Flussrate: 1 ml/mitGE Healthcarg verwendet und die Photolyasen
stufenweise mit den ifab. 3 angegebenen Schritten von der Saule eluiert ur@5mL
Fraktionen gesammelt. Nach Analyse der relevantektiénen anhand der Gelbfarbung
und/oder mittels SDS-PAGE wurden diese vereint drel Proteinldsung gegebenenfalls
ankonzentriert. Vor der folgenden Gelfiltrattdhwurde die Proteinlésung zur Entfernung
von etwaigen Aggregaten durch einen 0,22 um UteaKilter Millipore) filtriert. Als finalen
Aufreinigungschritt wurden Gelfiltrationslaufe amKAA Purifier (GE Healthcarg zur
Absorptionsmessung multipler Wellenlangen mit denupe3dex200-Saulenmaterial
(Saulenvolumen: ~120 mLGE Healthcarg, Puffer Il und einer Flussrate von 1 mL/min
durchgefuhrt. Die erhaltenen Fraktionen wurden wrramhand der Gelbfarbung und/oder
mittels SDS-PAGE analysiert und je nach weitereémdung vereint und ankonzentriert.
Die Lagerung samtlicher Photolyasen erfolgte beC &h Kuhlraum.

Schritt Imidazol
W, 0 mM
W, 25 mM
Elution 250 mM
W3 500 mM

Tab. 3 Stufenweise Elution d&MmCPDII und der anderen Photolyasen.

Geringfugige Abweichungen von dem standardisieReatokoll gab es bei der Aufreinigung
der CPD-Photolyase aus. thaliana Neben der Tatsache, dass fiur &tCPDIl die im
Kapitel 2.10.1 bzw. 2.10.2 aufgefiihrtenAtPuffer verwendet worden sind, erforderte die
Sensibilitat des Proteins gegentber Imidazol eimgege Vorgehensweise bei der Elution
wahrend der NINTA-Affinitaitschromatographie. Aussiem Grund wurde zur Verdrdngung
der Hig-getaggten Photolyase von der HisTrap™-FF-Saulenl(1 Saulenvolumen,
GE Healthcarg¢ die Aminosaure L-Histidin verwendet. Diese Methobatte jedoch den
Nachteil, dass die komplexierten “Nionen aus dem Sé&ulenmaterial herausgewaschen
wurden. Daher wurde das Protein alternativ mit et®a mM Imidazol von der Séaule eluiert
und im Anschluss sofort auf das 4- bis 5-fache Wao mitAtPuffer | verdiinnt. Nach dem
Ankonzentrieren konnte die Gelfiltration wie beseitbeschrieben mitAtPuffer IlI

durchgefuhrt werden.
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3.2.3 Ankonzentrieren der Proteinproben

Sowohl nach der NiNTA-Affinitatschromatographie asch nach der Gelfiltration wurden
die Proteinlésungen mit Konzentratoren (Amicon &lltd mL bzw. 15 mL, 30 kDa cutoff,
Millipore)  ankonzentriert (5min, 3220g, 4°C). Zwischen ndeeinzelnen

Zentrifugationschritten wurde die Proteinlésung medis auf- und abpipettiert, um lokale

Konzentrationsmaxima und damit ein Ausfallen destdtns zu vermeiden.

3.2.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)nLaemmli diente der qualitativen
Proteinanalyse und der Kontrolle des zu reinigen@msteins'’ mit Hilfe eines Standards.
Bei dieser Methode werden die Proteine im Vorfeldrcd das anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat qodium dodecyl sulfate SDS) und das Reduktionsmittel
B-Mercaptoethanol unter Einwirkung von Warme vohsti@ denaturiert und linearisiert.
Durch die stark negative Ladung des SDS wird awdderdie Proteinladung Uberlagert,
wodurch neben einer uniformen, Gehstock-artigenuk®ir alle aufzutrennenden
ProteirrSDS Komplexe ein &hnliches Massen-Ladungs-Verlslbaisitzen und somit nur
Uber ihr Molekulargewicht aufgetrennt werden. DIBSSPAGE wurde mit Gelen einer
Kombination aus 12%-igen Trenngel und 4%-igen Salgehe (Tab.4) in einer
Mighty Small Il SE250 ApparaturHpefer Scientifit mit 25 mA pro Gel durchgefihrt. Als
Standard diente ein Proteinmarker definierter Zumansetzung Hermentay und die
Anfarbung der Proteinbanden erfolgte mit CoomaBsiéiant Blue R-2562

12% Trenngel 4% Sammelgel
Trenngelpuffer 33,4 mL
Sammelgelpuffer 20 mL
dH,O 25 mL 64,5 mL
30% (v/v) Acrylamidlésung 40 mL 13,4 mL
10% (w/v) SDS 1mL 1mL
TEMED 100 pL 100 pL
10% (w/v) APS 500 pL 1mL

Tab. 4 Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele (Gesamtvolub@&nmL).

Zur Analyse wurde in der Regel die jeweilige Prolme Verhéltnis 1:1 mit dem
SDS-Probenpuffer gemischt und anschlieend im Huakb bei 95° C fir 10 min
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hitzedenaturiert. In die Geltaschen wurden 5 pln@&ed bzw. 10 uL der jeweiligen Probe
aufgetragen.

Sammelgelpuffer 0,625 M Tris/HCI, pH 6,8

1,125 M Tris/HCI, pH 8,8

Trenngelpuffer 30% (w/v) Saccharose

62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
15% (v/v) Glycerin

SDS-PAGE o
Probenpuffer 4% (W/V),SDS
Spatelspitze Bromphenolblau
4% (v/v) B-Mercaptoethanol
SDS-PAGE 25 mM Tris
Laufpuffer 200 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

0,25% (w/v) Coomassie R-250
Farber 5% (v/v) Essigsaure
50% (v/v) Ethanol

5% (v/v) Essigsaure

Entfarber
28% (v/v) 2-Propanol

3.2.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt®tpmetrisch mittels Bradford-Tést

(Biorad) bei einer Wellenlange von 595 nm. Als Refererentk eine BSA-Kalibriergerade.

3.2.61n vitro Rekonstitution der apdMmCPDII

Zur Identifikation des Antennenchromophors wurde oMmCPDIlI (53 pM) mit
verschiedenen potentiellen Cofaktoren (FAD, FMN, HF F420 bzw. chemisch

synthetisiertes 8-HDF) in aquimolaren Mengen vetsefls Negativkontrollen dienten
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sowohl apmCPDII ohne zusatzlichen Cofaktor als auch entsgnedér Cofaktor versetzt
mit Puffer Ill. Der experimentelle Aufbau entspragér Kristallisation mittels Mikrodialyse
(Abb. 20). Die stabférmigen Mikrodialyseknopfe mit einem IMmen von 10 pL
(Hampton Researg¢hwurden mit einer SnakeSKinDialysemembran der AusschlussgroRe
3,5 kDa Pierce verschlossen und anschliel3end auf eine gefettete
VDX-Kristallisationsplatten gesetzt. Nach der Dsdygegen 1,5 mL Puffer Il fir 24 h bei
8° C, wurde diein vitro Rekonstitution UV/Vis-spektroskopisch mittels N&mop 1000
(Thermo Scientificanalysiert.

X Schilifffett
Dialysemembran

(I

VDX-

Kristallisationsplatte Mikrodialyseknopf

’ Dialyseansatz
Pufferreservoir (z. B. MmCPDII + 8-HDF)

Abb. 20 Experimenteller Aufbau zurin vitro Rekonstitution von Photolyasen mit Kofaktoren it
Mikrodialyse (modifizierte Abbildung voRlampton Researgh

3.2.7 UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-spektroskopischen Methoden wurden enwveohit dem Spektrometer V-660
(Jascg oder mit dem Maya 2000 Pro SpektrometecganOptics und der DH-2000-BAL
Lichtquelle Mikropack unter Verwendung einer 10 mm Quarzkivettélel(ma)
durchgefihrt. Die Kihlung des Spektrometers V-66folgte Gber den angeschlossenen
Durchlaufkthler DLK 1002 Kryka Kaltetechnik in Kombination mit dem Peltier-Element
ETCS-761 Jascq. Als Referenz wurde Puffer lll bzw. Puffer Il tmientsprechender
Konzentration an DTT verwendet. Die Darstellung bAuswertung der spektroskopischen

Daten erfolgte mit Origin 7driginLab Corporatior).
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3.2.7.1 Aufnahme von Absorptionsspektren

Absorptionsspektren der charakterisierten Photelyabzw. der PHR3-HDF Komplexe
wurden in Puffer Il und den aufgefuhrten Parametait dem Spektrometer V-660gscQ

aufgenommen.

Parameter der UV/Vis-Spektroskopie

Temperatur 8°C
Datenintervall 0,5 nm
UV/Vis-Bandweite 1,0 nm
Ruckmeldung schnell
Geschwindigkeit 1000 nm/min
Akkumulation 3

3.2.7.2 Photoreduktion detMmCPDIIl und der MmCPDII-Mutanten

Die Probenvorbereitung fur Experimente zur Photokédn der Photolyasen erfolgte unter
Rotlicht. Das Enzym wurde im Verhdaltnis 1:1 mit feuflliprr gemischt, um eine
Endkonzentration von 25 mM DTT zu erreichen. Nadaher Inkubation im Dunkeln fir

5 min wurde das erste Spektrurg) @ufgenommen und die Photolyase anschlielRendimeit e
450 nmhigh powerLED (9,7 mW cnif bei 10 cm AbstandRoithner Lasertechnjkin einem
Abstand von 15 cm kontinuierlich belichtet. Fir dpealitative Analyse der Photoreduktion
wurden Spektren nach 2 min bzw. 30 min aufgenomroem.detaillierte Aussagen lber den
Photoreduktionsverlauf treffen zu kbnnen wurdendkpsonsspektren nach 1 min)(t3 min

(t3), 10 min (io) und 30 min @) Gesamtbelichtungszeit aufgenommen. Wahrend der

Aufnahme der Spektren wurde diggh powerLED ausgeschaltet.

3.2.7.3 Bestimmung von Photoreduktionskinetiken

Zur Ermittlung der Photoreduktionskinetiken wurde Absoprtion bei 450 nm in Intervallen
von 1 s uber einen Zeitraum von 30 min bei 8° @GeelUV/Vis-Bandweite von 2,0 nm und
einer kontinuierlichen Belichtung mit der 450 rimgh powerLED im Abstand von 15 cm
aufgezeichnet. Die Messung fir jedes Photolyasestfokt wurde dreimal wiederholt und
die Daten gegen einen exponentiellen Zerfall destear Ordnung mit Origin 7

(OriginLab Corporatior) gefittet.
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3.2.8In crystallo UV/Vis-Spektroskopie

Die in dieser Arbeit dargestellteim crystallo UV/Vis-Spektren wurden an dewnline
cryobenchderEuropean Synchrotron Radiation FaciliizSRF) in Grenoble (Frankreich) mit
einer DH-2000-BAL Lichtquelle Nlikropack und einem HR2000 Spektrometer
(OceanOptick bei 100 K aufgenommen. Fur dim crystallo Photoreduktion wurden
Proteinkristalle de$AmCPDIleCPD-DNA Komplexes in einem Kryopuffer mit zusatihken
10 mM DTT eingefroren. UV/Vis-Spektren wurden sowonhch Belichtung mit der 450 nm
high power LED unter kryogenen Bedingungen als auch nach cBeing bei
Raumtemperatur aufgenommen. Fur letztere Spektremrdenv der Stickstoffstrom
unterbrochendgryo annealiny Zur Untersuchung der strahlungsinduzierten Fieodtdktion
wurdenMmCPDIleCPD-DNA Kristalle ohne DTT im Kryopuffer verwendé®ie Aufnahme
des Spektrums erfolgte nach der Bestrahlung mit cl8wytron-Strahlung
(Flux: ~5,010" Photonen/s) fiir 300 s bei 100 K. Alle crystallo UV/Vis-Spektren wurden
dreimal mit einer Mittelung von drei angrenzendatddpunkten geglattet.

3.2.9 Fluoreszenz-Spektroskopie

Fluoreszenzspektren der mCPDII und desMmCPDIle8-HDF Komplexes in Puffer llI
wurden am Spektroflurometer FP-650@gcq mit einer 10 mm Fluoreszenzklvetkée(lma)
bei 4° C aufgenommen. Die Anregung der Proteingrobdolgte bei 420 nm mit einer
UV/Vis-Bandweite von 3 nm. Die UV/Vis-Bandweite zilretektion der Emission betrug
5 nm. Die Anregung der Referenzen erfolgte mit e8&5 nmhigh powerLED (Roithner
Lasertechnik Die Fluoreszenzspektren wurden mit dem Maya Z0@0 Spektrometer

(OceanOptickaufgezeichnet.

3.2.10 Transiente EPR-Spektroskopie devimCPDII

Mit Hilfe der EPR-Spektroskopieelectron paramagnetic resonancest es maoglich,
Einblicke in die Struktur und die Dynamik paramaigeher Molekile zu
bekommen*1*>* Fir die Untersuchung miissen die Molekiile dahemdesitens ein
ungepaartes Elektron bzw. ein intrinsisch paramiggptees Moment besitzen. In den von
Andreas Schoppach (AG Prof. Weber, Albert-Ludwigsvdrsitat, Freiburg) durchgefihrten
transienten EPR-spektroskopischen Messungen anapevimCPDIlI und der Mutante
MmCPDII-W360F sollte die Radikalpaarbildung zwischextalytischem Kofaktor FAD und

den Tryptophanen des Elektronentransferwegs umferswerden. Die paramagnetischen

49



Methoden

Zustande der Photolyase wurden durch einen kuraserpuls (~6 ns) mit einer Wellenlange
von 460 nm und einer Leistung zwischen 0,2 W uMil ihduziert. Details zur Theorie und
zur Durchfuhrung der EPR-Spektroskopie sind in Digdomarbeit von Andreas Schéppach

zu findert’,

3.2.11 Zeitaufgeltste UV/Vis-Absorptionsspektroskap der MmCPDII

Untersuchungen mittels zeitaufgeloster UV/Vis-Alpgmnsspektroskopie wurden in
Kooperation mit Dr. Klaus Brettel und Dr. Pavel N&iil am Institute of Biology and
Technology SaclafiBiTec-S) am CEA Saclay (Gif-sur-Yvette, Franki®i durchgefihrt. In
den Experimenten wurden der lichtinduzierte Elektyttransfer zwischen katalytischem
Kofaktor FAD wund den elektronenleitenden Aminoséuredie anschlieRenden
Rekombinationen und die damit verbundenen Andeminder Protonierungszustande im
Zeitbereich von 300 ps bis 1 s analysiert. Der arpmtelle Aufbau fir Messungen im
Zeitbereich von 300 ps bis 100 pus entsprach imzRriAbb. 21. Eine Besonderheit dieser
Apparatur ist die Verwendung von Dauerstrich-Lasais Messlichtquellen, wobei das
Messlicht mechanisch gepulst wird (Pulslange: 1d) um die Belastung der Probe durch
das Messlicht zu begrenzen. Die hohe LichtleisegLaser ermoglicht es, bei einer fur die
konventionelle zeitaufgeltste Absorptionsspektrpgkaingewdhnlich hohen Zeitauflosung
(300 ps; begrenzt durch die elektronische Bandbigts Detektionssystems von 2 GHz) und
entsprechend hohem Detektorrauschen noch ein thgeiedes Signal-zu-Rauschen

Verhaltnis zu erzielen. Details sind in der dazugigfen Literatur beschrieb&#,
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Abb. 21  Schematischer Aufbau zur Untersuchung d&ImCPDII mittels hoch-zeitaufgeloster
UV/Vis-Absorptionsspektroskopi&.
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Fur Messungen im Zeitbereich von 1 us bis 1 s waide Gliuhlampe als Messlichtquelle
und ein auf maximal 1 MHz begrenztes Detektionssysverwendét. Untersucht wurden
neben der apgdmCPDII auch die MutanteMmCPDII-W360F undMmCPDII-W388F. Die
Proteinproben befanden sich in Puffer Il in eid®x2x8 mm (LxBxH) Quarzkivette und
hatten fur die jeweiligen Messungen bei 8° C eirenzéntration von etwa ~40 pM. Die
Anregung der Proben erfolgte tber einen Laserlbtz 100 ps Pulsdauer bei 355 nm durch
das 10x8 mm Fenster der Klvette (optischer Wegd&m Anregungsstrahl: 2 mm). Der
Messlichtstrahl verlief im rechten Winkel zum Anuegsstrahl (optischer Weg flir das
Messlicht: 10 mm). Blitzinduzierte Transmissionsé&nohgen wurden von einer Photodiode
detektiert, evtl. verstarkt und durch ein DigitadZloskop als zeitlich aufgelostes
Spannungssignal U(t) registriert. In der Regel warchehrere Anregungen mittels Laserblitz
und die daraus resultierenden SpannungsverlaufétgkmAbsorptionsanderungen wurden
mit folgender Gleichung berechnet, wobegj tlle kurz vor dem Anregungsblitz detektierte

Spannung ist.

Gleichung 1

Im ersten experimentellen Aufbau unter Verwendurgn \WLaser-Messlicht wurde bei
folgenden Wellenlangen detektiert: 562 nm, 457 mah 403 nm. Im zweiten Aufbau, in dem
eine Glihlampe als Messlichtquelle diente, wurdea Absorptionsanderungen unter
Verwendung von Interferenzfiltern bei 610 nm, 56@,n520 nm, 450 nm, 410 nm und

380 nm verfolgt.

3.2.12 Uberpriifung der Reparaturaktivitat und Bestmmung der Affinitat zu DNA

Sowohl die Experimente zum Nachweis der Reparativitt als auch zur Bestimmung der
Affinitat zu ungeschadigter bzw. CPD-haltiger DNAunden von Yann Geisselbrecht
durchgefuhrt und mir freundlicherweise fur dies®déit zur Verfigung gestellt.

Fur den qualitativen Nachweis der DNA-Reparatukatédi der MmMCPDII wurde ein
modifizierter Aktivitatstest durchgefufitf. Fur diesen Zweck wurde die Photolyase (4,6 uM)
mit einem leichten molaren Uberschuss an CPD-Sch#&l@ M), in Oligonukleotid (dT)
induziert, fur 5 min in Puffer 1§+ im Dunkeln inkubiert und anschliel3end mit eineb 8&n
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high power LED (Roithner Lasertechnjk belichtet. Die DNA-Reparaturaktivitat der
Photolyase wurde anhand der Absorptionszunahm2gsenm verfolgt.

Zur Bestimmung der Affinitdt deMmCPDIlI zu ungeschadigter als auch CPD-haltiger
doppelstrangiger DNA wurdeelectrophoretic mobility shift assayEMSA durchgefiihr?.

In diesem Zusammenhang fanden samtliche ArbeiteéniRidye700-gelabelter DNA unter
Granlicht statt, um eine Degradation des Fluorophmur vermeiden. Um eine ungewollte
DNA-Reparatur zu verhindern, wurden die Arbeitendenen zuséatzlich die Photolyase
verwendet wurde, unter Rotlicht ausgefiihrt. Die tBgae des 50mer Oligonukleotids mit
einem einzelnen CPD-Schaden fand nach der in deraltur beschriebenen Methode statt.
Der einzelne Ansatz hatte ein Gesamtvolumen vopl1Qnd enthielt 2 nM doppelstrangige
DNA mit oder ohne CPD-Schaden und ansteigende Karateonen (0 nM, 5 nM, 10 nM,
50 nM, 100 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM, 500 nM, 60@, 800 nM bzw. 1000 nM) an
Photolyase. Nach einer Inkubation fur 30 min au$ En Assaypuffer (10 mM Tris/HCI,
100 mM NacCl, 10% (v/v) Glycerin, pH 8,0) wurde dBsdungsverhalten mittels nativer
PAGE (5%) in TBE-Puffer (25 mM Tris, 25 mM Borsau@®625 mM EDTA, pH 8,4) bei
4° C analysiert. Die fluoreszierenden Banden wuraesthlieend mit de@dyssey Imaging
System(LI-COR Biosciencgsanalysiert und mit der Herstellersoftware quaxigft. Die
Daten aus insgesamt drei Messreihen wurden sowiihginer einfachen Hill-Gleichurtd’
(Gleichung 2 als auch mit einer Formel, in der spezifische wmdpezifische Bindung
bertcksichtigt wurde Gleichung 3, zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten isitte

Origin 7 (OriginLab Corporatior) ausgewertet.

o= [DNAP
K s * [DNAP
Gleichung 2
8=05 [ [DNA] + [DNA]n ”J
Kos*+[DNAl " K +[DNA
Gleichung 3
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3.3 Proteinkristallisation & Strukturanalyse — Gengaelle Aspekte

Die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur einesoteins oder des Komplexes aus
Protein und Ligand kann fir das Verstandnis derkian auf molekularer Ebene einen
wesentlichen Beitrag liefern. Neben Methoden wie Keinwinkelréntgenstreuungsinall
angle X-ray scateringSAXS)?! und der Kryoelektronenmikroskopfé mit denen allerdings
nur die Umhullung eines Proteins bestimmt werdemkaibt es fir die Strukturaufklarung
auf atomarer Ebene die NMR-Spektroskdpiean Proteinen und die in dieser Arbeit
durchgefuhrte Proteinkristallstrukturanalyse. Inr d&trukturanalyse basierend auf dem
Beugungsverhalten von hoch geordneten Proteinkeista bei  Verwendung
monochromatischer Strahlung stellt jedoch der e8sferitt, die Kristallisation des Proteins,

haufig den Engpass dieser Methode zur Strukturbesting dar.

3.3.1 Proteinkristallisation

Da es im Vorfeld nicht mdglich ist anhand der bieeischen und biophysikalischen
Eigenschaften des Proteins oder des Komplexes arseil® und Ligand das

Kristallisationsverhalten zu bestimmen, missen  readfle  unterschiedliche

Kristallisationsbedingungen und -faktoren berldkisgt werden. Das Herausfinden einer
idealen Bedingung zur Kiristallisation von Proteineh daher von empirischer Natur und
hangt von unterschiedlichsten Parametern ab, di@in 5 zusammengefasst sind. Da in der
Praxis neben der Proteinkonzentration und der &lisationstemperatur vor allem chemische
Faktoren der Kristallisationsbedingung relativ feizu beeinflussen sind, hat die Einfihrung
der sog.sparse-matrix-screeh®, in denen eine Reihe unterschiedlichster Fallurisin

Fallungsmittelkonzentrationen, Salze, pH-Werte gtestet werden, und der Einsatz von
Robotik im Hochdurchsatzbetrieb zum erleichtertenffidden geeigneter Bedingungen

beigetragen.

53



Methoden

physikalisch chemisch biochemisch
Temperatur“bzw. pH-Wert Reinheit bzw. Fremdstoffe
Temperaturanderungen
Oberflache Art des Prazipitans Ligand, Inhibitoifektor
Methode zum Erreichen Konzentration Agareqationszustand
des Equilibriums des Prazipitans ggreg
Schwerkraft lonenstarke postt_rans_lanonale

Modifikationen

. Ursprung des

Druck lonenspezifitat Makromolekiils
Zeit Grad der Ubersattigung Proteolyse bzw. Hydsely
V|brat!pnen bzw. Redoxzustand chemische Modifikationen
Erschitterungen der Umgebung
Elektrostatische bzw. Konzentration enetische Modifikationen
magnetische Felder der Makromolekule 9

dielektrische Eigenschaften

des Mediums Metallionen inh&rente Symmetrie

Viskositat des Mediums Crosslinker bzw. Polyionen tab8itat

Detergenzien, Surfactants,

Amphophile isoelektrischer Punkt

Grad des Equilibriums
(homogene/heterogene) nicht-makromolekulare

Kristallisationskeime Unreinheiten Alter der Probe

Tab. 5 Uberblick iiber physikalische, chemische und biodsen® Faktoren, die die Kristallisation von
Makromolekiilen beeinfluss&f.

3.3.2 Das Phasenproblem der Kristallstrukturanalyse

Um das Modell eines Proteins und damit dessen idreitsionale Struktur darstellen zu
konnen, benttigt man die Elektronendichteverteilumgerhalb der Einheitszelle. Wie jede
andere periodische Funktion, kann diese Elektrocbt® o(x,y,z) als Summe einer

Fourierreihe beschrieben werdésigichung 4).

IO(X, y' Z) =£zzz Fhkle—ZﬂK hxtky+1z)
VT
Gleichung 4

Ahnlich wie bei einer eindimensionalen Welle dies aKosinus- oder Sinusfunktion
beschrieben werden kannGléichung 5 bzw. Gleichung 6, ist auch jeder einzelne

Strukturfaktor Fny, der eine vollstandige Beschreibung einer gebeuditelle ist, eine
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periodische Funktion, die durch eine Amplitude eelitequenz und eine Phase charakterisiert

wird.

f (X) = F cos2n(hx+a)

Gleichung 5
f(x) =Fsin2n(hx+a)

Gleichung 6

Um die Elektronendicht@(x,y,z)berechnen zu kdnnen, sind diese Informationen gevid
erforderlich. Da die Frequenz durch die Wellenlange verwendeten monochromatischen
Strahlung bekannt und die Amplitude vd#y proportional zu der Quadratwurzel der
Intensitat (%) eines Reflexes ist, sofern Absorptions- und Rsdtionseffekte zunéchst
vernachlassigt werden, kann dadurch die Strukttofaknplitude direkt ermittelt werden. Es
ist aber nicht méglich, die Phasen anhand der @kffonsbilder direkt zu bestimmen. Mit
anderen Worten, die notwendige Phaseninformation Beschreibung der periodischen
Funktion geht intrinsisch wéahrend der Datensammlwgyloren. Wenn man nun
beriicksichtigt, dass jeder Reflex eine eigene Rimaf®emation besitzt und somit in der
Gesamtheit mehr Information tragt als die leictiebestimmende Intensitdt wird deutlich
wie zentral das Phasenproblem der Proteinkristafage in der Praxis ist. Kevin Cowtan hat
dies in seinenBook of Fouriersehr anschaulich illustriéff. Mit Hilfe eines Farbkreises wird
die Phase eines Reflexes als Winkel zwischen 0°360d codiert Abb. 22). Die Farbe ,Rot*
stellt z. B. einen Phasenwinkel von 0° dar, wahrelw Farbe ,Grin“ ein Winkel von
ungefahr 135° ist. Die Intensitat wiederum wird #igensitat der entsprechenden Farbe
codiert. Somit steht ein ,dunkles Rot* fur eine kdimtensitat bei einem Phasenwinkel von
0°. Auf diese Weise lasst sich ein Reflex vollsigrizkeschreiben.

Abb. 22 Farbkreis zur Codierung der Phase und der Intitresiites Reflexé$.
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Wenn nun von einem beliebigen Molekul, z. B. Etleylbol, mit dieser Codierung eine
Fourier-Transformation berechnet wird, erhalt maolgéndes Bild welches wieder
zurtckgerechnet werden karkbp. 23).

|
‘ >k
—
—

Abb. 23 Fourier-Transformation von Ethylbenzol mit HilferdFarbcodierung’.

Diese Umrechung ist nicht nur mit einem einzelnealédil mdglich, sondern auch mit
einem Cluster periodisch angeordneter Molekile,wse die Situation auch in einem
Proteinkristall gegeben isAbb. 24).

|
‘ >k
—
—

Abb. 24 Fourier-Transformation von einem Cluster periodiacigeordneter Ethylbenzolmolekiile mit Hilfe der
Farbcodieruntf”.

In rontgenographischen Experimenten geht jedochPdeseninformation aufgrund der nicht
maoglichen Fokussierung der gebeugten Strahlen regrlowodurch die experimentell

erhaltenen Diffraktionsbilder mit dem Ergebnis &Abb. 25) gleichzusetzen sind.

X-ray

Abb. 25 In dem vorgestellten Schema kommt der Verlust dersE dem Verlust der Farbinformation gléféh
Es ist nicht mehr mdglich die Struktur zu berechnen
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Mit dieser Darstellungsmethode lasst sich ebenfdiés Tatsache, dass die Phasen einen
hoheren und fur die Strukturlésung wichtigeren tnfationsgehalt besitzen als die messbaren
Intensitaten, anschaulich illustrieren. Abb. 26 sind die nach dem Schema berechneten

Fourier-Transformationen einer Katze und einer HElatgestellt.

o

|
‘ >k
~—
—

[*

Abb. 26 Fourier-Transformation einer Katze und einer EnieHiife der Farbcodierur’g’.

Kombiniert man nun die Intensitaten (Schattierungisr Ente mit den Phasen (Farben) der
Katze, so erhalt man bei der Ruckrechnung einelidewrkennbare Katze und keine Ente
(Abb. 27). Die Phasen enthalten somit tatséchlich mehriné&ionen.

o

Abb. 27 Riickrechnung einer Kombination aus IntensititerEaee und Phasen der KatZe

3.3.3 Losung des Phasenproblems

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Losutigses zentralen Problems der
kristallographischen Strukturaufklarung war die Mete des molekularen Ersatzend].
molecular replacemenMR)'?® Die Idee hinter dieser Methode ist, dass die &hasd somit
die Struktur eines bisher unbekannten Proteins emittden experimentell erhaltenen
Intensitaten und den bereits bekannten Phasen sinddurell &hnlichen Proteins bestimmt
werden kann. Die (strukturelle) Verwandtschaft Besteine untereinander drickt sich neben

einer ahnlichen Funktion vor allem durch die paase&equenzidentitdt aus. Dadurch kann
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davon ausgegangen werden, dass bei Sequenzidemtwaén Uber 30% dasolecular
replacementerfolgreich ist. Allerdings kdnnen auch Suchmaaletlit 20% Sequenzidentitat
zum Erfolg filhref?®. Diese Methode l&sst sich ebenfalls nach der ldeeKevin Cowtan
visualisieren. InAbb. 28 ist eine Katze zu sehen, deren Struktur bekamnEadglich besitzt
die Fourier-Transformation ebenfalls Phaseninfoiom&n was sich in dem farbigen Bild
widerspiegelt.

, o

-

Abb. 28 Fourier-Transformation einer bekannten Katze nilfeHtler Farbcodierurig’.

Die Informationen, die wir aus einem Beugungsexpenit mit einer unbekannten
Katzenstruktur erhalten, enthalten allerdings keRteaseninformationen und sind daher
farblos @bb. 29).

J X-ray -~

Abb. 29 Daten aus Beugungsexperimenten enthalten nur Itdgrs (Schattierungen) aber keine
Phaseninformationen (Farbéff)

Kombiniert man nun die Phaseninformation einer baken Struktur mit den Intensitaten
einer unbekannten Katze, wird das Bild wieder &ahtund die Information, die in den
experimentellen Intensitaten steckt, ist ausreidham die Unterschiede zwischen den beiden
Strukturen sichtbar zu machefbp. 30).

|
‘ >k
~—
—

Abb. 30 Riickrechnung der experimentellen Intensititen efbnten Phasé.
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Generell kann beirmolecular replacementon zwei unterschiedlichen Ansatzen gesprochen
werden. Wenn das unbekannte Protein zu dem Moselthes zur Phasierung herangezogen
wird, isomporph ist, konnen die bekannten Phasemkdigenutzt werden, um die
Elektronendichteo(x,y,z)anhand der nativen Intensitdten zu berech&ai¢hung 7). Dies

ist in der Praxis z. B. beimoakingeines Liganden in bereits analysierte Proteirddiestder
Fall.

Mode\lproem)

—271( hx+ky+lz—a

‘ F Zielproten
>33k

<|k

p(x y,2)=

Gleichung 7

Wenn das Phasierungsmodell (auch: Suchmodelldaligs nicht isomorph ist, stellt sich die
Phasierung mittelamolecular replacemenetwas komplizierter dar: Es existieren sechs
Freiheitsgrade (Rotation um die Winkgl¢ und y bzw. Translation entlang der Achsenb
und c), die die Position der neuen Struktur innerhalls Benheitszelle definieren. Die
Programme zur Phasierung mittelanolecular replacement gehen in zwei
aufeinanderfolgenden Schritten vor. Als erstesdiraine sog. Rotationssuche statt, in der das
Suchmodell um alle drei Raumachsen gedreht wircdscAle3end wird die beste Position in
der Translationssuche in alle drei Raumrichtungemwdgt, um die am besten zu den
experimentell ermittelten Daten passende Positibhestimmen. Zur Evaluierung der jeweils
ermittelten Positionen wird eine Methode verwendet, die mit
maximum-likelihooéAlgorithmen arbeitet und auch in dem verwendeterogRamm
PHASER® aus denCCP4Programmpakét! zum Einsatz kommt. Hierbei ist der ermittelte
z-scoreein Indiz fur die Richtigkeit der Position innelhhader EinheitszelleGleichung §.

Der z-scorewird berechnet aus dem logarithmischielihood gain(LLG,) der eventuellen
Loésung abziglich eines logarithmischdikelihood gain (LLGg) einer willkirlichen
Anordnung unter Berilicksichtigung einer Standardativaeg einer zufalligen Auswahl an
LLG-Werten fmsd c).

LLG, - LLG,
rmsd

Z—Score=

Gleichung 8

Ein weiteres wichtiges Kriterium, auf das auch gr d®raxis desnolecular replacements

eingegangen werden muss, ist die Anzahl der slaghes Als clash bezeichnet man die
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Uberlappung von Atomen in einer Kristallpackung ukehn im Rahmen desiolecular
replacementsdurch eine falsche Losung (= hohe Anzahl dashe$ aber auch durch
Loopstrukturen des Proteins (= geringere Anzahlckshe$ hervorgerufen werden. Aus
diesem Grund kann entweder die Anzahl der tolemectashesfir eine mdgliche Losung
erhoht werden oder das verwendete Suchmodell wardnicht erwarteten Proteinschleifen
bereinigt. Ein abschlielender Punkt bildet in dieséusammenhang die Bestimmung der
Anzahl der Molekile in der Einheitszelle und demdaverbundene Wassergehalt des
Proteinkristalls. Diese Parameter sind fur die Btithrung desmolecular replacement
ebenfalls von groRer Bedeutung und koénnen durch @&enittlung des sog.
Matthews-Koeffizienten bestimmt werdéh

3.4 Proteinkristallisation und Strukturanalyse — Praktische Umsetzung
3.4.1 Verwendung von Sicherheitslicht

Das Zusammengeben vorMmCPDII mit CPD-DNA, das Auspipettieren der
Kristallisationsansatze desMmCPDIIeCPD-DNA Komplexes als auch die folgende
Betrachtung der einzelnen Kiristallisationsbedinggmg die Dokumentation der
Proteinkristalle und das Einfrieren der Proteirtiatle fir die Strukturanalyse erfolgte unter
Rotlicht, um eine lichtinduzierte Reparatur des C&®ifhadens zu vermeiden. Daflr wurden
Headlights mit entsprechenden LEDs (656 mojthner Lasertechnjkmodifiziert. Weitere
Details zur Verwendung von Sicherheitslicht in Beoteinkristallisation sind in der Literatur

zu findert®®

3.4.2 Kokristallisation der MmCPDII mit CPD-DNA

Das einzelstrangige Oligonukleotid (14mer) mit eineentralen, synthetisch Uber ein
Formacetal verkipften Thymindin¥&r wurde mit dem entsprechenden Gegenstrang
hybridisiert, anschlieBend in einem 1,25-fachen retfeuss zu deMmCPDII pipettiert und

far >12 h vor dem Auspipettieren der Kristallisasansétze im Dunkeln inkubiert.

3.4.3 Robotergestiitztes Hochdurchsatz-Screening

Wie im theoretischen Teil bereits beschrieben, hélg Kristallisation von Proteinen von
einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren ab. Unm endglichst groRes Spektrum an
unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen emgir zu untersuchen, wird in der Praxis

ein robotergestitzes Hochdurchsatz-Screening mimnkerziell erhaltlichen Screens
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durchgefuhrt, welche entweder in der Proteinkdisiion bereits zum Erfolg gefuhrt haben
oder bei denen die Zusammensetzung systematisioérizar

Erste Untersuchungen zur Bestimmung einer geeignemteinkristallisationsbedingung
wurden mit Hilfe des Microsys SQ400@4rtesian Technologi¢sbzw. Honeybee 963
(Digilab) Kristallisationsroboters und folgenden, kommdtzehaltlichen Screens der Firma
Qiagendurchgefihrt: Classics, Classics Lite, Cryo, JCSB3SG Core I-IV, PACT, Anions,
AmSO4, MBClass | und MBClass Il. Das Screening lgttoim 96well Format mit MRC2
Kristallisationsplatten Jena  Bioscienge unter Verwendung der sitting drop
Dampfdiffusionsmethode mit 80 uL Reservoirlosungl @90 nl Kristallisationstropfen, die
sich aus 300 nl Proteinlosung und 300 nl Kristatlensbedingung zusammensetzten. Nach
dem Auspipettieren der Kristallisationsplatten warddiese luftdicht mit VIEWseal-Folien
(Greiner Bio-Ong verschlossen und sowohl bei 4° C als auch beiCl&felagert. Die
Betrachtung der einzelnen Kristallisationsbedingamgrfolgte mittels Mikroskod_gica). Im

Fall der Kokristallisation deMmCPDII mit CPD-DNA geschah dies unter Verwendung der
Headlights als Lichtquelle.

3.4.4 Optimierung und Reproduktion von Proteinkristallen

Die Optimierung und die Reproduktion von erstenstaliisationsereignissen erfolgte im
24well Format mit VDX-PlattenHampton Researgloder EasyXtal-PlatterQjagen unter
Verwendung derhanging drop Dampfdiffusionsmethode. Wahrend flir die Reprodurkti
teilweise auch Restvolumina der kommerziellen létistationslosungen verwendet wurden,
setzten sich die jeweiligen Kristallisationsoptimiegen aus selbst angefertigten Losungen
zusammen. Das Reservoirvolumen betrug in der Refifel L und der Kristallisationstropfen
setzte sich aus 1 pL Proteinlosung und 1 puL Kiistlonsbedingung zusammen. Die
Inkubation und Dokumentation der Kristallisationsa@tze erfolgte analog zu dem

Hochdurchsatz-Screening.

3.4.5 Soaking von appmCPDII-Kristallen mit 8-HDF 34

Da durch diein vitro Rekonstitution der Anhaltspunkt gegeben war, ddissMmCPDII
8-HDF als Antennenchromophor bindet, wurden zuntifieierung und fir erste strukturelle
Untersuchungen der Bindungstasche vorhandendMma@®DlI-Kristalle fur 30 min im
Kristallisationstropfen, welcher zusatzlich mit J0M chemisch synthetisiertem 8-HDF

versetzt wurde, inkubiert. Anschlie@Rend wurden djesoakten Kristalle mit einem
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Kryopuffer, der aus der Mutterlosung mit 30% (v/@lycerin bestand, direkt in J{)
schockgefroren.

3.4.6 Datensammlung

Zur Datensammlung wurden die Proteinkristalle miydbops Hampton Researghbzw.
MicroMount Loops {Jena Biosciengein GroéRen von 50 um bis 300 um unter Verwendung
eines Mikroskops und teilweise Sicherheitslicht ader Kristallisationsbedingung
entnommen, die Mutterlauge durch einen Kryopuffeit @lycerin ausgetauscht und
anschlieend in M) schockgefroren. Der Kryopuffer setzte sich aus Matterlauge mit
Glycerin als Kryoprotektant zusammen, das die Biflwon Eiskristallen wahrend des
Einfrierens verhindert. Die Datensammlung fand ukigogenen Bedingungen (100 K) an
denbeamlinesder European Synchrotron Radiation Facili(igSRF) statt. Der Transport der
eingefrorenen Proteinkristalle erfolgte in eineng.sdérockendewarTaylor-Whartor). Nach
automatischer Montierung eines Kristalls auf denniGmeterkopf und der manuellen
Zentrierung in der Synchrotronstrahlung, wurden der Regel zwei Testbilder im
Winkelabstand von 90° aufgenommen. Falls Reflexesebhen waren, konnten mit den
Programmerimosflnt>13® oder EDNA"’ die Raumgruppe und die Zellparameter bestimmt
werden. Gleichzeitig wurde mit diesen Informationeine Strategie zur Datensammlung
berechnet, um einen vollstandigen, madglichst hoithsenden Datensatz aufnehmen zu

kdnnen.

3.4.7 Datenprozessierung

Die Prozessierung der gesammelten Diffraktionsbidolgte mit den ProgrammetDSund
XSCALE®* Der erste Schritt ist die Integration der vorhemeh ReflexeXDS bestimmt
hierbei die Position jedes einzelnen Reflexad)(und ermittelt dessen Intensitif. XDS
optimiert wahrend der Prozessierung ebenfalls eedene Parameter wie z. B. die Position
des Strahls, den Detektorabstand, die Kristallnzatsdioder die genauen Zelldimensionen.
Am Ende dieses ersten Schrittes der Datenprozesgiegrhalt man eine Ubersicht uber
verschiedene Qualitatsparameter und damit UbeQudiglitdt des Datensatzes. Anhand der
Vollstandigkeit des Datensatzes, dem mittlerenatiedn Intensitatsunterschied (&g
zwischen symmetriedquivalenten Reflexen sowie dbsrVerhaltnis von Signal zu Rauschen
(I/o(l)) kdnnen aul3erdem Aussagen uber die RichtigheitRaumgruppe gemacht werden.
Das Zusammenfassen der symmetrieaquivalenten Refied deren Skalierung erfolgte im
zweiten Schritt mitXSCALEbzw. SCALA®*® aus demCCP4Programmpakét’. In diesem
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Schritt wurde ebenfalls die maximale Auflosung d¥etensatzes festgelegt. Dies geschah
anhand der folgenden Informationen, die von dergfaramen ausgegeben werden: In der
hdchsten Auflésungsschale sollte das Verhaltnis Sigmal zu Rauschen @i(l)) einen Wert
von 2 nicht unterschreiten und die Intensitatsdjeaz der symmetriedquivalenten Reflexe
(Rmerge unter einen Wert von 70% liegen. Gleichzeitigltsolder Wilson-Plot, der von
CTRUNCATE" berechnet wird und ein Grad fiir die Ordnung imté&inkristall darstellt,
eine Linearitat ab 3 A hin zur héheren Aufldésundggea. CTRUNCATEkann auRerdem

etwaigegwinningund ein anisotropes Beugungsverhalten des Proisialks analysieren.

3.4.8 Losen des Phasenproblems mittels PHASER

Die Phaseninformationen fir die Photolyasestruktutieser Arbeit wurden allesamt mittels
molecular replacementunter Verwendung des ProgrammBHASER® aus dem
CCP4Programmpakeét' erhalten. Als Phasierungsmodell fir die sipeCPDII-Struktur
wurde ein vorlaufiges Strukturmodell detethanosarcina barkerkKlasse Il CPD Photolyase
verwendet. Fur alle weiteren Strukturldosungen kendann diese benutzt werden. Nach
Berechnung des Matthews-Koeffizienténhmit dem ProgrammMATTHEWS", welches
ebenfalls imnCPP4Programmpaket enthalten ist, und der damit verbnaed Kenntnis tber
die Anzahl der Molekiile in der Einheitszelle undh dmtsprechenden Wassergehalt, wurde
PHASER mit den Standardeinstellungen, aber unteridBsichtigung aller moglichen
alternativen Raumgruppen und einer Aufldsung bsA2, ausgefiihrt. Neben der Tatsache,
dass im Idealfall nur eine einzige Lésung gefundeém, missen zur Validierung im Falle
mehrer Losungen folgende drei Werte genauer bdatachverden: z-score der
Translationsfunktion (TFZ),.og Likelihood GainLLG) und die Anzahl declashesDer TFZ
gibt an wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dasslerechnete Losung korrekt igap. 6).

TFZ Struktur geldst?
weniger als 5 nein

5 bis 6 unwahrscheinlich
6 bis 7 maoglicherweise
7 bis 8 wahrscheinlich
mehr als 8 definitiv

Tab. 6 Ubersicht ber die Wahrscheinlichkeit einer Strdkisung bei entsprechendemm-score der
Translationsfunktion (TF2§2
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Der LLG muss in jedem Fall einen positiven Wert habensalast das Modell der Lésung
schlechter ist als eine Zusammenstellung zusammémfgter Atome. Wenn mehrere
Molekule in der Einheitszelle vorhanden sind, mdesLLG aul3erdem mit jedem Molekdl,
das zur Lésung beitragt, groR3er werden. Etwas safyerr verhalt es sich mit der Anzahl der
clashes die Uberlappungen von Atompositionen in der Kiligackung darstellen. Da die
Anzahl der clashesauch von dem jeweiligen Phasierungsmodell abharsgim kann,

empfiehlt es sich unter gegebenen Umstédnden dieinmdx Anzahl zu erhdhen oder

idealerweise bei bereits signifikanten TFZ-Wert@opbereiche des Modells zu entfernen.

3.4.9 Strukturbau und —verfeinerung

Nach dem Erhalt der Phaseninformationen konntgeeigneter Aufldsung (<2 A) ein erstes
Strukturmodell automatisiert mit Hilfe des Progras#iRP/wARPkonstruiert werdett®. Der
Einbau von fehlenden Aminosduren bzw. Molekilen drel Verfeinerung der Strukturen
erfolgten manuell mit den ProgrammeROOT** bzw. REFMAC3*. Das Programm
REFMACS5basiert auf demaximum likelihooéMethode, bei der sowohl die Position jedes
Atoms der Struktur als auch dessen TemperaturfgBdfaktor), der in gewisser Weise die
Ortsunscharfe darstellt, verfeinert wird. Die Va&iding des Modells erfolgt neben
geometrischen Parametern (z. B Bindungswinkel uméihgen) (ber die sogenannten
R-Faktoren, die ein Indiz daftur sind, wie gut diehand des Modells berechneten
Strukturfaktoramplituden| Fcac | zu den experimentellen Strukturfaktoramplitudessea

| Fobs| (Gleichung 9.

Z | I:obs| - | I:c
Z| Fobs|

alc|

Gleichung 9

Die R-Faktoren unterscheiden sich dabeRjp« und Ryee. WahrendR o mit den fir die in
der Verfeinerung verwendeten Reflexe berechnet,veirfblgt die Berechnung vdRqee Uber

die ausgewéhlten Testreflexe (~1000 Reflexe oderdg&¥Gesamtreflexe), welche nicht fur
die Verfeinerung verwendet wurdéh Die Auswahl der Testreflexe und das Einfiigen des
sog. freeR-flagserfolgten bei einem Molekil pro Einheitszelle Zligamit dem Programm
FREERFLAG**"aus denCCP4Programmpaket oder in Aufldsungsschalen gegliemért
dem ProgramnDATAMAN“®. Die Koordinaten und Strukturfaktoren wurden and&im der
RCSB PDRwww.pdb.org) mit dem erhaltenen Kiirzel hintertéyt
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3.4.10 Darstellung der Strukturen

Samtliche Strukturabbildungen in dieser Arbeit varrdmit dem ProgramnPyMOL*°
erstellt. Zur Darstellung von Sekundarstruktureletar wurde STRIDE®' und fiir die
Berechnung bzw. Visualisierung der elektrostatisobeerflachen wurd&PBS>? verwendet.
Die Analyse der Interaktionsflachen erfolgte milgekndem ServerProtein Interfaces,

Surfaces and Assembli@SA vom European Bioinformatics Institug&BI)*>

3.5 Phylogenetische Analyse

Zur Bestimmung der paarweisen Sequenzidentitdten alch zur phylogenetischen
Einordnung der Klasse Il CPD Photolyasen innerlaibPhr/Cry-Familie und zur genaueren
Analyse derMmCPDII wurde ein multiples Sequenzalignment mitt€kistalW2>* mit
Sequenzen aus der UniProtkB-Datendahkiurchgefithrt. Anhand dieser Daten wurde ein
phylogenetischer Baum (PHYLIP) mit folgenden Par@mekonstruiert:

» Kimura-Korrektur der Entfernungen

» kein Ignorieren von Licken in dem Alignment

« neighbor joiningMethodé>®
Die Visualisierung des ungewurzelten phylogenegéschBaums erfolgte durch die
Verwendung deMEGA4Softwarée®”.
Fur die phylogenetische Auswertung des Klassebkyhis wurden 98 nicht redundante
Sequenzen des Klasse Il-spezifischen InterProlP@di8148° in einem multiplen
Sequenzalignment mKALIGN™® analysiert. Nach der manuellen Korrektur und Entiag
von Lucken wurden die Daten dieses Alignment ebbBnfaur Konstruktion eines
phylogenetischen Baums mit den oben genannten R&amnClustal\W2genutzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Phylogenetische Einordnung deMmCPDII

Die phylogenetische Analyse von mehreren Vertretlsn Phr/Cry-Familie ergab, dass die

Klasse Il CPD Photolyasen eine eigene, distinktep@e bilden(Abb. 31), die sich in ihren
Sequenzidentitdten zum Teil sehr deutlich von destneo charakterisierten Klasse | CPD

Photolyasen mit Sequenzidentitaten unter 16% wtierden(Abb. 33).
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Abb. 31 Ungewurzelter phylogenetischer Stammbaum der PyuF@milie. Die Klasse Il CPD Photolyasen
bilden eine distinkte Gruppe innerhalb dieser Familln Klammern sind die entsprechenden

UniProtKB-Eintrage und gegebenenfalls der vorhard@DB-Eintrag angegeben.

Die Analyse des Klasse llI-spezifischen InterPrdiiRr608148° ergab weiterhin, dass sich in
dieser Gruppe neben den 117 eukaryotischen VarreteB. ausA. thaliang O. sativa

D. melanogasteonderP. tridactylus ebenfalls 91 eubakterielle und sechs archaeateter
dieses Subtyps befinden. Das Dendrogramm eineogémgktischen Einordnung von 98 nicht
redundanten Klasse Il CPD Photolyasen zeigt auerdass die Enzyme aus der archaealen

Gattung Methanosarcinazusammen mit den eukaryotischen Proteinen aufneitiefer

liegenden Knoten clusteripb. 32).
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Abb. 32 Dendrogramm der phylogenetische Einordnung voni€&& nedundanten Klasse || CPD Photolyasen.

Die PhotolyaséVimCPDII aus dem methanogenen Archa&tethanosarcina mazeitellt mit
paarweisen Sequenzidentitaten von 45% bis 48% nuRd®tolyasen der oben genannten
Organismen somit ein ideales Modell fir die eukasphen Enzyme als auch fur den
gesamten Klasse Il Subtyp dabb. 33).
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Abb. 33 Ubersicht der paarweisen Sequenzidentititen vortratern des Klasse | und Klasse Il Subtyps.
Klasse Il CPD PhotolyasenMethanosarcina mazei(MmCPDII), Methanobacterium thermoautotrophicum
(MtCPDII), Arabidopsis thaliana(AtCPDII), Oryza sativa(OsCPDII), Drosophila melanogaste(DmCPDII),
Potorous tridactylus (PtCPDII), Chlorobium ferrooxidans (CfCPDII), Halothermothrix orenii (HoCPDII),
Klasse | CPD PhotolyaseBscherichia col(EcCPDI), Anacystis nidulanAnCPDI).

4.2 Klonierung, heterologe Expression und Aufreinigng der apdVimCPDI|

Das GenMmO0852ausMethanosarcina mazedas dessen Klasse Il CPD Photolyase codiert,
wurde im Vorfeld von Petra Gnau aus genomischer C#plifiziert. Die Umklonierung in
den Expressionsvektor pET-28a und das Auffinderregeeigneten Expressionsbedingung
zur Uberproduktion der N-terminal Higetaggten rekombinanten PhotolyaseEircoli als

|6sliches Protein erfolgte im Rahmen dieser Arldgie DNA-Sequenzierung des codierenden
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Bereichs zeigt eine Transition von Thymin zu Cytosn Position 1130, was eine Mutation in
der Aminosaureprimarsequenz (M377T) zur Folge Hat. Rahmen der strukturellen
Charakterisierung stellte sich jedoch heraus, désser Austausch sich an einer funktionell
nicht relevanten Position befindet. Die Uberprodtwkt der ap®mCPDII in E. coli
BL21-Gold (DE3) Zellen wurde in TB-Medium bei 25° Qurchgefihrt, der Start der
Genexpression durch Autoinduktion eingeleitet une Broteinausbeute betrug nach der
Gelfiltration etwa 50 mg rekombinantes Protein jiter E. coliKultur. Die Elution des
Enzyms in diesem letzen Aufreinigungsschritt et®lgls Monomer mit einem apparenten
Molekulargewicht von 66,2 kDa (berechnet 55,1 kDagl die anschlielende Analyse mittels
SDS-PAGE stellte eine geschétzte Reinheit von >8&f4siehe aucAbb. 45).

4.3 UV/Vis-Spektrum, Photoreduktion und DNA-Reparaur der apoMmCPDII

Die intensive Gelbfarbung der rekombinanten Mp&PDII am Ende des
Aufreinigungsprotokolls deutet auf die Anwesentats katalytischen Kofaktors FAD im
oxidierten Zustand (FAR) hin. Um den exakten Redox-Zustand des FAD zuirhestn,
aber auch um eine Mischung verschiedener Redoxk&pewnder einen etwaigen
Antennenchromophor identifizieren zu konnen, wurden Absorptionsspektrum der
Photolyase aufgenomme@lb. 34A). Das Spektrum deMmCPDII besitzt ausschliel3lich
Maxima bei 362 nm (a) und 377 nm (b) als auch didm (c), 444 nm (d) und 469 nm (e).
Diese Absorptionscharakteristika sind typisch flhotlyase-gebundenes F#4D und
unterscheiden sich deutlich von FADN Losung mit Maxima bei 373 nm und 445 nm. Des
Weiteren deutet das Spektrum nicht auf einen zliddn Antennenchromophor hin, da
relevante Maxima im Bereich von 370 bis 420 nméiinen Folat-Cofaktor bzw. von 430 nm
bis 440 nm fir ein Deazaflavin fehlen, weshalb €liEsrm als apdmCPDII zu bezeichnen
ist. Die Belichtung der Photolyase in Anwesenheiin v25 mM DTT unter anaeroben
Bedingungen mit einer Wellenlange von 450 nm fluhreeh 2 min zu einer sichtbaren
Anreicherung des neutralen semichinoiden Redoxad¥tADH" mit Absorptionsmaxima bei
500nm(f) und 632nm(g). Nach 30min Gesamtbalicgsdauer ist im
Absorptionsspektrum nur noch ein einzelnes Maxintb@n360 nm (h) zu sehen, das fur den
voll reduzierten Zustand FADH charakteristisch ist Abb. 34B). Im modifizierten
DNA-ReparaturaktivitatsteSt konnte anhand der Zunahme der Absorption bei 265 n
qualitativ nachgewiesen, dass diese Klasse Il CPD hotdPase eine
UV-A/Blaulicht-abhangige CPD-Reparaturaktivitat ibzts(Abb. 34C).
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Abb. 34 (A) Absorptionsspektrum devlethanosarcina mazetPD Photolyase mit charakteristischen Maxima
fur gebundenes FAR bei 362nm(a) und 377 nm (b) bzw. 421 nm (c), A#a4(d) und 469 nm (e).
(B) Anaerobe Photoreduktion detmCPDII in Anwesenheit von 25 mM DTT und der Beliamgubei 450 nm.
Der neutrale semichinoide Redoxzustand FADht Absorptionsmaxima bei 590 nm (f) und 632 nihdght
mit zunehmender Belichtungsdauer in den voll regltign Zustand FADHmiIt einem einzelnen Maximum bei
360 nm (h). C) Qualitativer Nachweis der CPD-Reparaturaktivitétt UV-geschadigtem Oligonukleotid (dE)

4.4 DNA-Bindungsverhalten derMmCPDII

Die DNA-Bindungsstudien mittelEMSA (Abb. 35A), welche fir das CryDASH aus
Arabidopsis thaliana etabliert worden sirfd, zeigten, dass dieMmCPDIl ab einer
Konzentration von 200nM mit dem ungeschéadigten &OnOligonukleotid einen
unspezifischen Protein-DNA Komplex ausbildet. Diepezfische Bindung an
CPD-geschadigte, doppelstrangige DNA findet wiederu bereits bei einer
Proteinkonzentration von 10 nM statt. Auch hier katmes mit steigender Konzentration zur
Ausbildung eines unspezifischen Photolyase-DNA Kiexgs, allerdings bildet sich zuvor
eine weitere distinkte Bindungsspezies, die inAlarildung mit einem Stern markiert ist. Die
Quantifizierung der BindungsdateAlb. 35B) ergab fiir die unspezifische Bindung an DNA
eine Dissoziationskonstante vokpns=455+7 NM und eine Kooperativitat, die einem
Verhaltnis von vier Photolyasemolekillen pro Oligkleotid entspricht ri=3,9+0,2). Dies
bedeutet, dass ein Enzym unter Bericksichtigungc#samtlange der DNA ungefahr zwolf
Basen und damit einen Lénge von etwa 42 A abdddi¢. Berechnung der spezifischen
Dissoziationskonstante Kps wurde aufgrund des kompetitiven, unspezifischen
Bindungsverhalten im Konzentrationsbereich zwiscl0 nM und 400 nM mit zwei
unterschiedlichen Gleichungen durchgefiihrt. Wahrehe Verwendung der normalen
Hill-Gleichung einen Wert vonKps=141+15nM (=1,4+0,2) ergab, kamen bei
Berucksichtigung eines spezifischen 1:1-Bindundgsaens und einer weiteren, kooperativen
unspezifischen Bindung folgende Werte heraldg;s=44+12 nM und Kp ng=305+27 nM
(nons=3,7%0,9). Verglichen mit den DNA-Bindungsdaten fir col?, ist im Fall der
MmCPDII die unspezifische Bindung stark&cCPDI: Kp ns=~100 puM), aber die spezifische

Bindung an CPD-geschadigte DNA um zwei Grolenordenon schwécher
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(EcCCPDI:Kp s=~1 nM). Somit ist der Diskriminierungsgrad der &da Il CPD Photolyase
zwischen beiden DNA-Spezies mit einem Wert vpndKps=~10 deutlich geringer
(ECCPDI: KpndKp s=~10).
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Abb. 35 Bestimmung der DNA-Bindungskonstanten mittels Gétdixperimenten. A) Native EMSAPAGE
der Inkubation vorMmCPDII mit IRDye700-gelabbelten Oligonukleotiden.eDCPD-dsDNA besitzt aufgrund
ihrer Synthese genau einen CPD-Schaden pro DNAdxupDie ausgebildeten Komplexe sind jeweils
hervorgehobenB) Quantifizierung der Bindungsdaten zur BestimmdagDissoziationskonstanten.

4.51n vitro Rekonstitution der apdMmCPDI|

Die in vitro Rekonstitution zur Identifizierung des Antennemchophors mit verschiedenen
potentiellen Kofaktoren (FAD, FMN, MTHF, F420 bzwhemisch synthetisiertes 8-HDF)
mittels Mikrodialyse und die anschlieRende UV/\Miektroskopische Analyse zeigte, dass
die apdMmCPDII das Deazaflavin 8-HDF als zusatzlichen Chrphwo bindet Abb. 36).
Wahrend die Negativkontrolle (aplonCPDII plus Puffer lll, schwarze Linie) das typische
Absorptionsspektrum der apionCPDII im oxidierten Zustand aufweist, ist das Spakt der
Positivprobe (ap@mCPDIl  plus 8-HDF, rote Linie) durch das signifikant
Absorptionsmaximum bei 435 nm gekennzeichnet. IngeBsatz zu 8-HDF in Ldsung
(Amax=420 nm, graue Linie) ist das Maximum um 15 nm é@m dRotbereich verschoben, was
somit auf eine Interaktion des Deazaflavins mit Ebptolyase hindeutet. Die Verschiebung
des 8-HDF-Absorptionsmaximums in den langerwelli@emeich ist charakteristisch fur eine
Bindung und damit einer Interaktion des Chromophong der Photolyase. Diese
Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit den Untdrsngen fiir die nativ aufgereinigte
AnCPDF® als auch fiir die mit 8-HDF rekonstituierten EnzyAmCPDE***° und Dm(6-4)°8
welche heterolog inE. coli exprimiert worden sind. Zur weiteren Validierungdu zur
Identifizierung der Antennenchromophorbindungstasaiiurde sowohl einsoaking mit
apaMmCPDII-Kristallen und dem chemisch synthetisiertenr-HBF durchgefihrt
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(Kapitel 4.12.4 bzw. 4.19 als auch ein System zun vivo Rekonstitution inE. coli
entwickelt Kapitel 4.8-4.10.
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Abb. 36 UV/Vis-spektroskopische Auswertung den vitro Rekonstitution mittels Mikrodialyse der
apdvimCPDII mit chemisch synthetisierten 8-HDF.

4.6 Ergebnisse der transienten EPR-Spektroskopie

Die transiente EPR-Spektroskopie zur UntersuchwsrgRhadikalpaarbildung zwischen dem
katalytischen Kofaktor FAD und den Tryptophanen Hesktronenleitwegs in devimCPDI|
fand in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von PrDr. Stefan Weber (Albert-Ludwigs-
Universitat, Freiburg) statt. Die Ergebnisse waBastandteil der Diplomarbeit von Andreas
Schoppach und basierten auf Material, das dafiiVeurfiigung gestellt wurd®’. Fur diese

Arbeit relevante Teile werden hier kurz zusammeagsgt

4.6.1 Radikalpaargenerierung in detMmCPDI|

Der gepulste Laser der Wellenlange 450 nm generigrtder apMmCPDII kurzlebige,
spinpolarisierte Radikalpaare. Die Auswertung ergi@abSpektrum mit einer Signalbreite von
etwa 60 G (6 mT) mit zentralem E/A-PolarisationstausNeben diesen beiden Maxima bei
3442 G und 3452 G gibt es im Bereich zwischen 332130 G bzw. zwischen
3465 G-3475G zu den Hauptmaxima jeweils umgekgiotarisierte Seitenbandeh
(Abb. 37).
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Abb. 37 Spektrum der apdmCPDII-Radikalpaarbildung im zeitlichen Verlauf aebgnd vom katalytischen
Kofaktor FAD im oxidierten Zustand.
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Damit ahnelt das tr-EPR-Spektrum der lsjpaCPDII prinzipiell den bisher charakterisierten
Proteinen, unterscheidet sich aber aufgrund degAfEEPolarisationsmuster z. B. von dem
E/E/A/A-Polarisationsmuster des CryDASH a(enopus laevis’ %% Abb. 38).
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magnetic field / G B,/mT

Abb. 38 Vergleich der tr-EPR-Spektren der 4mCPDII"" (A) und des CryDASH auXenopus laevi§€® (B).
Das Spektrum der apdmCPDII besitzt ein A/E/A/E-Polarisationsmuster unttarscheidet sich damit von dem
A/A/E/E-Polarisationsmuster dedDASH (blaue, durchgezogene Linie). Die griine, dgezmgene Linie ist das
tr-EPR-Spektrum deXIDASH-Mutante, in der das terminale Tryptophan gegienredox-inertes Phenylalanin
ausgetauscht wurde (W324F). Die blaue, gestrichétie zeigt das simulierte Spektrum des Wildtyps.

Der ermittelte isotropey-Wert von gisc=2,0033 £ 0,0012 deutet auf die Ausbildung eines
FAD®...Trp" (W388) Radikalpaars hin und nicht auf ein FADTyr* Radikalpaar’. Im
Gegensatz zu den Messungen mit derMapGPDII ergab die Anregung der Mutante
MmCPDII-W360F kein Signat’ (Abb. 39).
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Abb. 39 Die Anregung der MutantelmCPDII-W360F ergab kein Signal in der tr-EPR-Speditapi¢™’.

Die Ursache fur das nicht vorhandene Signal liegiinscheinlich in der relativ kurzen Dauer
des auftretenden Radikalpaars FADTrpH" (vermutlich W381), das zu schnell

rekombiniert, um den Vorgang mittels tr-EPR zefitlaufzuloseh

4.6.2 Radikalpaargenerierung des agdmCPDII «CPD-DNA Komplexes

Die Anregung der vollreduzierten Photolyase im Kéwrmmit der CPD-DNA (GCT<>TCG)

geschah bei 20 K und nicht bei 273 K, um eine Rapades Thymindimers zu vermeiden.
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Abb. 40 Das tr-EPR-Spektrum des apmCPDIIeCPD-DNA Komplexes besitzt im Vergleich zur
apdVimCPDII keine umgekehrt polarisierten Flifgél
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magnetic field / G

Wahrend die Signalbreite (60 G) und das ZentrumS&igeals (3447 G £ 2 G) vergleichbar
mit der ap®mCPDIl sind, besitzt das Spektrum des Komplexes ekeumgekehrt
polarisierten Fliigét’ (Abb. 40). In diesem Zusammenhang ist ebenfalls interesdans sich
das tr-EPR-Spektrum des &pmCPDIleCPD-DNA Komplexes von dem einer
vergleichbaren Messung mit d&CPDI bei 40 K und verwendetem CPD-(gsl'Hleutlich
unterscheidét’ (Abb. 41).
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T. thermophilus Wildtyp Klasse | Photolyase (reduziert) + CPD-18TT
M. mazei Wildtyp Klasse Il Photolyase (reduziert) + GCT<>TCG
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Abb. 41 Vergleich der tr-EPR-Spektren der untersuchterr@RD-DNA Komplexé'’.

Neben den unterschiedlichen Polarisationsmustéitnvtir allem die im Fall deMmCPDII
nicht vorhandene Asymmetrie der Polarisation “duf Diese Asymmetrie des

Polarisationsmusters détCPDI wird als Triplett-Zustand gedeutet.

4.7 Ergebnisse der zeitaufgeldsten UV/Vis-Absorptisspektroskopie

Durch zeitaufgeloste UV/Vis-Absorptionsspektroskopiurden die Elektronentransfer- und
Rekombinationsvorgange wahrend der Photoreduktes Kofaktors FAD detMmCPDII
untersucht. Leider war es bis zum Zeitpunkt detiggellung der vorliegenden Arbeit nicht
maoglich, sdmtliche Signale im Detail auszuwerteah& sind die im Folgenden dargestellten
Ergebnisse als vorlaufig zu betrachten. Die Absongsspektren der verschiedenen
FAD-Redoxspezies, des Tyrosyl-Radikals und der dyeidProtonierungszustande des
Tryptophanyl-Radikals sind iAbb. 42 skizziert.
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Abb. 42 Skizzierte Absorptionsspektren der verschiedene®-R&doxspezies, des Tyrosyl-Radikals und der
beiden Protonierungszustéande des Tryptophanyl-R&diBie jeweiligen Extinktionskoeffizienten entsphen

in  etwa den Literaturwerten: *FADgy €450 11000 M cmi®;  **TyrO®: 4103000 M* cmi,
85T1p®: €510 n@2300 M cmit, Y5TrpH®": €560 ni@3000 M* e,

Um einen ersten Einblick in den zeitlichen Verldef Vorgange wahrend der Photoreduktion
zu bekommen, wurde der Kofaktor FAD in Abwesenlagiies externen Reduktionsmittels
mit einem Laserblitz bei 355 nm angeregt und Signa¢i verschiedenen Wellenlangen
(380 nm, 410 nm, 450 nm, 520 nm, 560 nm und 610immJeitbereich von 10 us bis 40 ms
detektiert. Es zeigte sich, dass der dominierendazelBs in diesem Zeitfenster eine
Rekombination von FAD und Trg mit einer Zeitkonstante von ca. 200 us Atl. 43).
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Abb. 43 Absorptionsamplituden der ~200 us Phase demamePDIl zur Bestimmung der Natur dieses
Prozesses. Die dargestellten Referenzamplituel&AD*")-e(FAD,)+e(Trp"), normiert auf die Signalamplitude
bei 450 nmstammen aus einer persénlichen Kommunikation mittaus Brettel und Dr. Pavel Miiller.
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Die hohe Absorptionsamplitude bei 380 nm sprichtdié Anwesenheit des FABRadikals

in den ersten 200 ps der Photoreduktion. Die hoReamplitude bei 520 nm im Vergleich zu
dem Wert bei 560 nm wiederum deutet auf die Pradesmeutralen TtgRadikals in diesem
Zeitraum hin. Die Beteiligung eines Tyrosins im Etenentransferweg kann anhand der
vorliegenden Daten ausgeschlossen werden, da disorponsamplitude fir ein
TyrO*-Radikal bei 410 nm zu gering ist. Die dhnliche Aiaple zu dem TrpRadikal kommt
durch den Anteil des FADRadikals bei 410 nm zustande. Zur Bestimmung der
Geschwindigkeit der Protonierung des FARadikals wurden von der apionCPDII bei
520 nm, 450 nm und 380 nm zeitaufgeloste Absorptoderungen in Anwesenheit von
25 mM DTT aufgenommen. Die Zugabe des externen Rexhsmittels DTT erfolgte mit
Puffer lliprt, was eine Verdinnung der ProteinkonzentratiorFolge hatte, die allerdings in
der Darstellung der Daten herausgerechnet wurde Reduktionsmittel war erforderlich, um
das Trp-Radikal schnell genug zu reduzieren, um dessewnmbkation mit FAD zu einem
grofRen Teil zu verhindern. Dies ist daran ersichtlidass ein grol3er Teil des Zerfalls der
Ausbleichung bei 450 nm in Abwesenheit von DTT tiudee Zugabe des Reduktionsmittels
in eine langlebige Ausbleichung Gberfihrt wurdbly. 44A).
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Abb. 44 Protonierung des FADRadikals in der agdmCPDII. (A) Die Unterschiede in der Ausbleichung bei
450 nm fur £DTT zeigen, dass das externe Reduktidted DTT die Reduktion des TtRadikals bewirkt und
so dessen Rekombination mit dem FARadikal verhindert, so dass FAIFADH® langlebig wird
(>100 ms gegeniiber ~200 us in Abwesenheit von DIDiIE.Signale wurden dreimal mit einer Mittelung von
drei angrenzenden Datenpunkten geglati@t.Ourch die Absorptionsanderungen bei 380 nm bZ@ im in
Anwesenheit von DTT konnte die Geschwindigkeit Bestonierung des FADRadikals bestimmt werden.

Die Auswertung der Absorptionsdnderungen bei 38am. 520 nm mittels exponentialen
Fit ergab eine Protonierung des FARadikals mitTsgo n=430,5 ms + 8,3 ms (R0,92)
bzw. Ts20 nm=288,5 ms + 2,0 ms (R0,99), wobei die etwas langsamere Kinetik des Iféis
380 nm am schlechten Signal-zu-Rauschen Verhdiggen kann Abb. 44B). Die Richtung
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der Absorptionsanderungen entspricht den Erwartundgér die Protonierung des
FAD*-Radikals und die Amplitudenverhaltnisse sind kotilqgh Als erste Annaherung lasst
sich somit sagen, dass die Protonierung des ‘FRBdikals wéahrend der Photoreduktion in

Anwesenheit eines externen ReduktionsmittelstrB0O0 ms erfolgt.

4.8 Klonierung der FO-Synthase und Aufreinigung demHolophotolyasen

Das Einfugen des codierenden Gens der FO-Synthas&tr@ptoymyces coelicol¢sd-biC)

in die multiple cloning sitdd des pCDF-Duetl-Vektors erfolgte Uber die Methoas d
TOPO-Klonierund®®. ~ Nach  erfolgreicher  Cotransformation  des  jeweilige
Photolyase-codierenden Expressionsplasmids mit &éssmid zur Synthese von 8-HDF
erfolgte die Uberproduktion der potentiellen #uHDF Komplexe in E. coli
BL21-Gold (DE3) Zellen unter den ihab. 2angegebenen Bedingungen. Die Abtrennung der
N-terminal Hig-getaggten FO-Synthase (EHSd=biC) fand nach der
NINTA-Affinitatschromatographie in der abschlieRewldirchgefihrten Gelfiltration statt.
Exemplarisch fir die Aufreinigung der Holophotolgasist das Elutionsdiagramm des

MmCPDII®8-HDF Komplexes und dessen Analyse mittels SDS-PAGé&hstehend gezeigt
(Abb. 45).

250 -
kDa M AC SEC Hisg-MmCPDII
6.0 e |Hisg-ScFbiC
o 66.2- (96.0 kDa)
T W | Hisg-MmCPDII
P . (55.1 kDa)
E 35.0 -
=
c 150 25.0 -
.0
‘5’_ 18.4 -
o L Hisg-ScFbiC
2 100+
<
—— 280 nm
50 —— 260 nm
—— 435 nm
O-& =
1 | 1 v | |
0 20 40 60 80 100

Elutionsvolumen / mL

Abb. 45 Elutionsdiagramm der Gelfiltration als finaler Aeifnigungsschritt der Holophotolyasen und der damit
verbundenen Abtrennung der FO-Synthase am Beismlet MmCPDIl. Das Gel zeigt den
Aufreinigungsfortschritt nach der NiINTA-Affinitatecomatographie (AC) bzw. nach der Gelfiltration (SE

77



Ergebnisse

4.9 Spektroskopische Charakterisierung der holelmCPDII

Nach erfolgreicher Abtrennung der FO-Synthase withrder Gelfiltration wurde von der
potentiellen holMmCPDII ein UV/Vis-Spektrum aufgenommen, um die Emgebe aus der

in vitro Rekonstitution zu bestétigen. Das Absorptionsspekt der Photolyase zeigte
ebenfalls das ausgepragte Absorptionsmaximum bgind8 wie es bereits in den vitro
Rekonstitution zu sehen wahAlfb. 46, schwarze Linie), wodurch sowohl das System zur
in vivo Rekonstitution etabliert als auch der Charakters d®eazaflavins als

Antennenchromophor d&mCPDII verifiziert wurde.

0.20 - 120
435 nm 467 nm

——  MmCPDII-8-HDF (UVAVis) - 100

——  MmCPDII*8-HDF (A, 420 nm) [
——  MmCPDII8-HDF (Agy, 467 nm) [~ 80
- MmCPDII (hgy 420 nm)

0.15

- MmCPDII (g 528 nm)

0.10 1 - 60

Absorption

- 40
0.05 1
- 20

Relative Fluoreszenz Intensitat

0.00 74— T 0

T T 1 T T T
350 400 450 500 550 600 650
Wellenldnge / nm

Abb. 46 UV/Vis-Spektrum des MmCPDII®8-HDF Komplexes (schwarze Linie) und Vergleich der
Fluoreszenzeigenschaften von apo- und Moh€PDII (rote gestrichelte bzw. rote durchgezogemad)i

Das Fluoreszenzemissionsspektrum der Mo PDII zeigt bei einer Anregung mit 420 nm
ein Maximum bei 467 nm und unterscheidet sich daseiitich von dem Spektrum der
apaVmCPDII, die bei identischer Anregungswellenlangesribreiten Emissionsbereich um
528 nm besitztAbb. 46). Das Emissionsmaximum bei 467 nm des Photolyabesglenen
8-HDF weicht nur geringfuigig von dem des Deazafiami Losung mit 470 nm alApb. 47)
und steht damit in Ubereinstimmung mit den Fluoeegdaten der bisher charakterisierten
PhotolyaserAnCPDFP** und Dm(6-4)°®. Die Fluoreszenzemission der &mCPDII dhnelt
wiederum der Fluoreszenz von freiem FAD mit denmelererwahnten Emissionsbereich um
528 nm Abb. 47).
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_— 470 nm

— 8-HDF (Ao, 385 nm)
—— FAD (Ao, 385 nm)

Relative Fluoreszenz Intensitit

o
8
T

o
~

,II T T T 1 1 T ]

T
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wellenlange / nm

Abb. 47 Fluoreszenzemisionsspektren von freiem 8-HDF uib Bei einer Anregung mit 385 nm.

4.101n vivo Rekonstitution unterschiedlicher Photolyasen

Die Coexpression der verschiedenen Photolya8e@RDI, Dm(6-4), TICPDI undAtCPDII)
und deren Aufreinigung als potentielle Holoenzymende mit den fir dieMmCPDII
etablierten Methoden durchgefihrt werden und riestdtin Sd=biC-freiem Protein nach der
Gelfiltration (Abb. 48B). Die UV/Vis-spektroskopische Analyse der Photebm@m Abb. 48A)
zeigte, dass die Absorptionspektren 4eCPDI (grine Linie) und dedm(6-4) (rote Linie)
prominente Maxima im Bereich zwischen 435 nm un® A% aufwiesen, was auf eine
Bindung des vorE. coli hergestellten 8-HDF als Antennenchromophor zunitikeren ist.
Wahrend das Absorptionsmaxium deSnCPDIe8-HDF Komplexes bei 438 nm in
Ubereinstimmung steht mit der Literatt?*? ist das Maximum de®m(6-4)e8-HDF
Komplexes bei 448 nm im Vergleich zu démvitro rekonstituierten EnzymAf,,=440 nm)
leicht in den Rotbereich verschoBB&nim Gegensatz zu den Ergebnissen idetrystallo
Rekonstitutiofi*, zeigt das UV/Vis-Spektrum deftCPDI (orange Linie) jedoch keine
Anzeichen fir den Einbau des Deazaflavins als Armaohromophor. Das
Absorptionspektrum deAtCPDII (blaue Linie) besitzt ebenfalls kein promitesaMaximum
uber den gesamten Wellenlangenbereich und entsgoohit Photolyase-gebundenem FAD
wie es auch bei der apmnCPDIlI zu sehen ist. Das Spektrum d&CPDII ist somit
vergleichbar mit den Daten der bereits zuvor duetiigrten Charakterisierung desHn coli
produzierten Enzynt&. Anhand der SDS-PAGE kann auRerdem ausgeschlosseten,
dass der nicht stattgefundene Antenneneinbau ine é&r TtCPDI und derAtCPDII am
fehlenden Deazaflavin lag und somit keine Folge woldslichemSd-biC ware.
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Abb. 48 (A) UV/Vis-spektroskopische Analyse dén vivo Rekonstitution der untersuchten Photolyasen.
(B)Das Gel zeigt den Aufreinigungsfortschritt der wegdigen Photolyase nach  der
NINTA-Affinitdtschromatographie (AC) bzw. nach deelfiltration (SEC).

4.11 Proteinkristallisation
4.11.1 Kristallisation der apdVimCPDII

In einem Kristallisationsscreening bei 4° C undeeiRroteinkonzentrationen von 7,7 mg/mL
bzw. 14,8 mg/mL bildeten sich innerhalb von 24 ke dirsten Proteinkristalle in einer
Bedingung mit 0,5M Lithiumsulfat und 7,5% (w/v) B8B000. Die anschlieRende
Optimierung im  24-well Format wunter Verwendung dehanging drop
Dampfdiffusionsmethode brachte intensiv gefarbedbe Proteinkristalle nach 3-5 Tagen bei
einer Proteinkonzentration von 7,0 mg/mL in einedBgung mit 0,5 M Lithiumsulfat und
7,5% (w/v) PEG 6000 Abb. 49). Die Verwendung dieser Kristallisationsbedinguogd
Proteinkonzentrationen zwischen 6 mg/mL und 12 mg¥maren fir die Reproduktion von
apaVimCPDII-Kristallen bei 4° C geeignet. Die Verwenduwugn 35% (v/v) Glycerin als

Kryoprotektant erfiillte die Anforderungen.

Abb. 49 Proteinkristalle der apdmCPDII in (A) der Kristallisationsbedingung undB) montiert in einem
MicroMount Loop wéahrend der Datensammlung.
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4.11.2 Kristallisation desMmCPDIl «CPD-DNA Komplexes

Im Rahmen eines ersten Kristallisationsscreenings B°C wund einer finalen
Proteinkonzentration von 6,2 mg/mL kam es innerhatim zwei bis drei Tagen in drei

ahnlichen Kristallisationsbedingungen zur BilduragnWiikrokristallen Tab. 7).

Bedingung 1 Bedingung 2 Bedingung 3

0,2 M (NH,)-SO, 0,2 M (NHy),SOy 0,1 M LiSQ,

0,1 M NaAc pH 4,6 0,1 M NaAc pH 4,6 0,1 M NacCl
12,5% (w/v) PEG 4000 10% (w/v) PEG 4000 0,1 M Naht4,5

12% (w/v) PEG 4000

Tab. 7 Ubersicht iiber die Kristallisationsbedingungen, ckel zur Bildung von Mikrokristallen des
MmCPDIleCPD-DNA Komplexes fiihrten.

Die intensive Optimierung der Kristallisationsbegling im 24well Format unter
Verwendung dehanging dropDampfdiffusionsmethode zeigte, dass sowohl dieidtian
der Konzentration an PEG 4000 (4-10%) und die Vaduag von Glycerin (5-20%), aber
vor allem die Inkubation bei 18° C zur Bildung vgeeigneten Proteinkristallen fur die
Strukturaufklarung fuhrteAbb. 50).

A

Abb. 50 Proteinkristalle desMmCPDIleCPD-DNA Komplexes in A) der Kristallisationsbedingung unter
Sicherheitslicht undg) montiert in einem MicroMount Loop wahrend der &asammlung.

Ein ideales Raster zur Reproduktion von KristadesMmCPDIleCPD-DNA Komplexes bei
einer finalen Konzentration von ~5 mg/mL und eif@mperatur von 18° C ist ifiab. 8
dargestellt.
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0,2 M AmS0O4
0,1 M NaAc pH 4,6
Glycerin
5% | 10%| 15%

4%
6%
8%

PEG 4K

Tab. 8 Reproduktionsraster fiir Kristalle dsknCPDIleCPD-DNA Komplexes bei 18° C.

4.11.3 Kristallisation der holdmCPDI|

Ein Kristallisationsscreening mit einer Proteinkenization von 6,1 mg/mL bzw.
11,0 mg/mL bei 18° C ergab Proteinkristalle innésheon 48 h in einer Bedingung mit 0,1 M
Lithiumsulfat, 0,1 M Natriumcitrat pH 5,6 und 12%/¢) PEG 6000. Unter Verwendung der
hanging dropDampfdiffusionsmethode im 24ell Format und einer Proteinkonzentration
von 11,8 mg/mL brachte diese Kristallisationsbedmgin der Reproduktion Proteinkristalle
hervor, welche fir die weitere Strukturaufklaruregwendet werden konnteAlb. 51). Zum
Einfrieren wurde Glycerin als Kryoprotektant in eirfinalen Konzentration von 33% (v/v) zu
der Bedingung hinzugefugt.

Abb. 51 Proteinkristalle desMmCPDIle8-HDF Komplexes in A) der Kristallisationsbedingung und)(
montiert in einem MicroMount Loop wahrend der Da@mmlung.

4.12 Strukturlésung und Verfeinerung
4.12.1MbCPDII

Von einem zuvor erzeugten Kristall der Kokristatisn der Methanosarcina barkeri

Photolyase mit einzelstrangiger CPD-DNA (T5-Oligourde ein Datensatz am ESRF
aufgenommen und anschlieBend prozes&ierDer berechnete Matthews-Koeffizient der
erhaltenen trigonalen KristallfornP8;; a=b=119,4 A, ¢=100,3 A) ergab drei Molekiile pro
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asymmetrische Einheitszelle bei einem Solvenzgelalh 50,1%. Die LOsung des
Phasenproblems mittels molekularen Ersatzes warégem ersten Schritt automatisiert mit
dem ProgrammMRBUMP® durchgefithrt. Auf Grundlage dieser Ergebnisse emrdie
endgultigen Phaseninformationen letztendlich mitul8urdaten derAnacystis nidulans
Klasse | CPD Photolyase (1TEZ) und des PrograrRidASERerhalten. Daflr wurde mit
dem ProgrammCHAINSAW™ ein Modell erstellt, bei dem anhand des paarweisen
Sequenzalignments mit dé&MbCPDIl die Seitenketten auf das letzte gemeinsamamAt
gekurzt waren. Der erste Ansatz ergab allerdinggrand einer zu hohen Anzahl atashes
nur eine partielle Losung mit zwei Molekilen pronBgitszelle und folgendemn-scores
RFZ=3,8 TFZ=5,7 (LLG=42) bzw. RFZ=4,3 TFZ=7,9 (LL@3). Ein Strukturmodell dieser
beiden Molekile konnte in einem néchsten Ansatz PHASERunter Verwendung der
Orientierung und Position aus der partiellen Losarggellt werden. AbschlieRend wurde das
fehlende dritte Molekil manuell mittefSOOT an die nicht besetzte Position innerhalb der
nicht-kristallographischen Symmetrie eingebaut. Siriktur deMbCPDII wurde aktuell bei

einer Auflésung von 2,3 A bis zu R-Faktoren von B3% und Ree=22,9% verfeinert.

4.12.2 apdImCPDII

Die Berechnung des Matthews-Koeffizienten der ¢ema&in tetragonalen Kristallform
(P4:2,2; a=b=69,8 A, c=243,1 A) deutete auf das Vorhaneiengon nur einem Molekiil pro
asymmetrische Einheitszelle und einem Solvenzgefualt54,3% hin. Die Bestimmung der
Phasen fir das Modell war mittels molekularen Eesatunter Verwendung eines vorlaufigen
Strukturmodells fur die zuvor geldste Klasse Il CPBotolyase audl. barkeri erfolgreich.
Das ProgramnPHASERermittelte mit Daten bis zu 2,5 A eine einzige Wiy (LLG=2503)
mit z-scoresvon 16,9 fir die Rotations- und 38,5 fiir die Ttatiensfunktion. Nach einem
ersten, automatisch mittel ARP/WARP erstellten Modell konnte die Struktur der
apaMmCPDII bei einer Auflésung von 1,5 A zu R-FaktoresnvR=18,5% und Re=21,0%
manuell verfeinert werden und mit dem Kurzel 2XRY erste Klasse 1l CPD Struktur in der

Datenbank hinterlegt werden.

4.12.3MmCPDIl «CPD-DNA Komplex

Die Anzahl der Molekile des in einer orthorhomb&thRaumgruppe auftretenden
Komplexes P2,2:2:; a=71,7 A, b=116,2 A, c=168,3 A) betrug unter Bdsichtigung des
DNA-Anteils nach Ermittlung des Matthews-Koeffizten zwei Komplexe pro

asymmetrische Einheitszelle bei einem Solvenzgefoalt59,8%. Die Strukturlosung erfolgte
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durch molekularen Ersatz mit den Strukturdaten dpdVmCPDII (2XRY) und dem
ProgrammPHASERmMIt Daten bis zu 2,5 A. Die einzige Lésung (LLG28) hattez-scores
von 21,2 und 17,4 fur die Rotations- bzw. 36,0 @& fur die Translationsfunktion des
jeweiligen Komplexes. Die Verfeinerung der Strukbai einer Auflésung von 2,2 A fiihrte
zu R-Faktoren von R=17,0% undd&=20,8%. Die Koordinaten und Strukturfaktoren wurden
in der Datenbank mit dem Kirzel 2XRZ hinterlegt.

4.12.AMmMCPDI| #8-HDFsoax

Da es sich hierbei um esoakinghandelte und somit die tetragonadMmCPDII®8-HDF;ak
Kristalle isomorph zur apgdmCPDII Struktur war, konnte die Elektronendiclaig,y,z)direkt
mit den experimentellen Daten berechnet werderdidsem Fall wurden die ausgewéahlten
Testreflexe aus dem nativen Datensatz Ubernommes alierdings eine sehr geringe Anzahl
(216 Reflexe; 1,4%) aufgrund der geringeren Aufiiisaur Folge hatte. Die Struktur wurde
aktuell bei einer Auflésung von 2,7 A bis zu R-Fakin von R=20,6% und {8=27,0%

verfeinert.

4.12.5MmCPDII| #8-HDF Komplex

In Kristallen des MmCPDII®8-HDF Komplexes waren nach Ermittlung des
Matthews-Koeffizienten zwei Proteinmolekile pro rasyetrische Einheitszelle und einem
Solvenzgehalt von 57,7% vorhanden. Interessantsengischienen diese Kristalle in einer
neuartigen orthorhombischen Raumgrupp&2:2:; a=79,0 A, b=114,7 A, c=141,4 A) und
waren dehalb nicht isomorph zu denen derMapGPDII bzw. der 8-HDFsoakings Die
Struktur wurde mittels molekularen Ersatzes mit d&wgrammPHASER Daten bis zu 2,5 A
und Strukturdaten der aplmCPDIl (2XRY) geldst. Die einzige Losung (LLG=9060atte
z-scores/on 25,7 und 26,2 fur die Rotations- bzw. 45,9 éad fur die Translationsfunktion
des jeweiligen Proteinmolekiils. Nach der Konstaktides ersten Strukturmodell des
MmCPDII®8-HDF Komplexes mittelARP/wARPfuhrte die weitere manuelle Verfeinerung
bei einer Auflésung von 1,9 A aktuell zu R-Faktoxem R=15,5% und Re18,6%.
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4.12.6 Datensammlung, Strukturlésung und Verfeinerag der MmCPDII-Strukturen

Eine tabellarische Zusammenfassung der wichtigfaten hinsichtlich Datensammlung,

Datenprozessierung und Modellverfeinerung der \&iedken Strukturen ist inTab. 9

dargestellt.

apoMmCPDIlI  MmCPDII eCPD-DNA
MbCPDII MmCPDI| @8-HDFs,ak  MmMCPDII 8-HDF
(2XRY) (2XRZ2)
Datensammlung & -
prozessierung
Strahlenquelle ID14-2 D29 ID14-1 ID23-2 ID23-1
European Synchrotron Radiation FacilifigSRF), Grenbole, Frankreich
Detektor ADSC Q4 ADSC Q315r ADSC Q210 MarCCD 225 SFDQ315r
Wellenlange (A) 0,9330 0,88567 0,93400 0,87260 &rs7
Raumgruppe P3 P432,2 P22,2; P4;2:2 P22,2,
119,41 69,77 71,70 69,89 78,97
Zellparameter 119,41 69,77 116,20 69,89, 114,74
(abcin A)
100,26 243,08 168,30 245,52 141,36
) 51,71-2,30  19,94-1,50 29,48-2,20 30,00-2,70 35 00-1.90
Aufldsung (A) ' !
(2,42-2,30)  (1,58-1,50) (2,32-2,20) (2,85-2,70) (2,00-1,90)
Reflexeal 205222 515668 354320 64763 407726
Multiplizitat 2,9(2,9) 54 (5,4) 4,9 (4,9) 429, 4,1(4,1)
Reflex&inzigartig 71031 95566 72130 15494 99823
Rimerge (%) 7,0 (48,9) 8,5(39,3) 7,9 (68,7) 9,0 (32,0) 5 @#3.3)
Volistandigkeit (%) (1?690) 98,4 (98,8) 99,9 (100,0) 89,3 (84,9) 98,5 (98,7)
1o (1) 11,0 (2,3) 11,8 (4,4) 17,5 (2,6) 14,7 (4,5) 23,23
Mosaizitét (°) 0,230 0,197 0,099 0,166 0,175
Wilson B-factor (&) 41,5 12,6 35,6 38,3 25,6
Verfeinerung
Auflésung (A) 51,3-2,30 15,0-1,50 29,5-2,20 29,22, 34,5-1,90
Riactod Riree (%0) 18,3/22,9 18,5/21,0 17,0/20,8 20,6/27,0 1851
Reflexe
. 70082/897 94089/1416 70962/1094 15081, 216 97TTR, 2
(working/test set)
Vollstandigkeit (%) 99,9 98,3 99,9 88,1 98,1
rmsd-Werte
Bindungslangen (A) 0,012 0,012 0,012 0,010 0,012
Bindungswinkel (°) 1,369 1,378 1,363 1,278 1,308
Anzahl der Atome 10500 4270 8978 3826 8191
meanB value (&) 21,7 11,4 29,7 24,6 22,6

Tab. 9 Zusammenfassung der rontgenographischen Untersgehun
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4.13 Kristallstruktur der Photolyase ausMethanosarcina mazei

Die Gesamtstruktur derMmCPDII &dhnelt den Dbereits strukturell charakterisier
Photolyase-Subtypéh®62¢7171172h7w - Cryptochromeit*®°°13 und spiegelt mit ihrem
bilobalen Aufbau die allgemeine Architektur diegamzymklasse wiederApb. 52A). Die
N-terminale a/f Doméne (M3-S185) besitzt als Supersekundarstrukdime sog.
Rossmann-Faltung in der Dinukleotide als mogliclodaktoren gebunden sein kdnnen und
ist mit der C-terminalena-helikalen Doméane (P232-Y461) Uber einen Linkeriodre
verbunden. Im Vergleich zu den charakterisierteaské | CPD Photolyasen ist dieser Linker
(V186-E231, 46 aa) deutlich langdeaCPDI: 25 aa, TtCPDI: 20 aa,AnCPDI: 36 aa) und
aufgrund seiner erhdohten Flexibilitat teilweisehtistrukturell aufgeldst. Dies &ul3ert sich in
Form von nicht eindeutig definierter Elektronendehwodurch das Proteinmodell in diesem
Bereich eine Lucke zwischen E189-V197 aufweist. Diterminale Doméane, die auch als
katalytische bzw. FAD-bindende Domane bezeichnad venthalt den katalytischen Kofaktor
FAD in der typischen, U-férmig angeordneten Formin Eusétzlicher Cofaktor bzw.
Chromophor im Antennenbereich war in der ersterstélistruktur derMmCPDII nicht

vorhanden, was deren Bezeichnung aldVapGPDII bekraftigt.

Klasse Il CPD Photolyasen
M. mazei (2XRY)

Klasse | CPD Photolyasen
E. coli (1DNP)

A. nidulans (1QNF)

(6-4)-Photolyasen
A. thaliana (3FY4)

D. melanogaster (3CVU) ! &~ rmsd Co-Atome

1DNP 1.779 310
llar 2.077 306
1QNF 1.949 273
2.056 262
3FY4 2416 307
3CVU 2.348 320
2J4D 1.517 280
1.691 282
2124 318

DASH Cryptochrome
A. thaliana (2J4D)

Cryptochrom

Abb. 52 (A) Gesamtstruktur der Klasse Il CPD Photolyase Methanosarcina mazeiDie N-terminale
o/B-Domane ist in blau, die C-terminale, FAD-bindendeméane in grin und der Linkerbereich in grau
dargestellt. Die gezeigte ElektronendichtE{éFca. SigmaA-gewichtet) ist auf & konturiert. B) Strukturelle
Uberlagerung der Mitglieder der Phr/Cry-Familie.eDKlasse Il CPD Photolyase zeigt die gemeinsame
Architektur, besitzt aber einen zusatzlichgsStrang PO) und keine zusatzliche-Helix am C-Terminus
(hellblau hervorgehoben).

Der Vergleich mit den bisher charakterisierten Eneg der Phr/Cry-Familie zeigt die hohe
strukturelle Ahnlichkeit der Proteinfaltung mihsdWerten von <2,5 A bei der Uberlagerung
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der G,-Atome trotz der zum Teil sehr geringen paarweiSequenzidentitaten von z. B. 14%
im Falle derAnCPDI. Neben dem bereits angesprochenen Linkerltegéit es dennoch zwei
weitere Besonderheiten: Zum einen besitzt die RaasAfraltung einen zusatzlichprStrang
am N-Terminus des Enzyms, zum anderen ist der @xhes um ungefahr 50 Aminoséuren
im Vergleich zu den tbrigen PhrCPDI verkiirzt, wadiukeine terminale-Helix vorhanden
ist (Abb. 52B).

4.14 Details der FAD-Bindungstasche

Die strukturelle Umgebung des katalytischen Kofekt®AD in derMmCPDII &hnelt denen
der zuvor charakterisierten Vertreten der Phr/Cayafie: Die Halfte (8/16) der Aminosauren
wie z. B. die Salzbricke zwischen R378 und D40%astserviert. Allerdings gibt es eine
PhrCPDII-spezifische, topologische Anderung desafagins, welches fiir die Stabilisierung
des neutralen semichinoiden FADButands und der DNA-Reparatur von Bedeutundf.ist
Die Uberlagerung der Kristalltrukturen der einzein8ubtypen EcCPDI, Dm(6-4) und
AtDASH) zeigt, dass sich das funktionell analoge N#D8er MmCPDII auf einer anderen
Helix (a16) befindet und an der aquivalenten Position eiyci@ (G415) vorhanden ist
(Abb. 53).

D409 MmCPDII
ol7

%\\ i D422 AfDASH
R378 \\\

R394

Abb. 53 Details der FAD-Bindungstasche. Im Vergleich zu dbrigen Vertretern der Phr/Cry-Familie (orange)
befindet sich das Asparagin (N403), welches fir Stigbilisierung des katalytischen Kofaktors FAD vt

der Photoreduktion bzw. der DNA-Reparatur notweridig auf einem anderen Strukturelemem1g) in der
MmCPDII.
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Im Gegensatz zu den Asparaginen der anderen Enzgame N403 eine zusatzliche
Wasserstoffbriicke zwischen der Amidgruppe der Blegtite und dem O4-Sauerstoff des
FAD ausbilden. Durch diese strukturelle Variatit die Stabilisierung des protonierten
N5-Stickstoffs des katalytischen Kofaktors FAD weitat der Photoreduktion jedoch nicht
betroffen, da der Abstand zu der CarboxygruppeSaétenkette nur geringfiigig (0,1 A bzw.
0,2 A) vergroRert ist.

Zur Uberprifung der Funktionalitat von N403 wurdesg Aminosaure sowohl gegen ein
nicht-funktionelles Alanin NMImCPDII-N403A) als auch ein hydrophobes Leucin
(MmMCPDII-N403L) ausgetauscht. Das Resultat in beidémCPDII-Mutanten war ein
kompletter Verlust oder fehlender Einbau des kétadlien Kofaktors FAD, was anhand des
Absorptionsverhaltnisses 280 nm/450 nm wahrend Q@elffiltrationschromatographie zu
beobachten war. Der Austausch des Asparagins dwicle saure Asparaginsaure
(MmCPDII-N403D) fuhrte hingegen nur zu einer gering@iém Abnahme der Besetzung des
katalytischen Kofaktors FAD auf etwa 70% im Vergleizum Wildtyp. Der Verlauf der
Photoreduktion vorMmCPDII-N403D in Anwesenheit von DTT mit Hilfe von allicht
(450 nm) zeigte jedoch ein Verbleib des Kofaktonn ineutralen semichinoiden
FADH*-Zutands und keine weitere Reduktion in den vollumerten Zustand FADH
(Abb. 54). Interessanterweise sind in dieser Mutante zlicltdie Absorptionsmaxima der
FADH*-Spezies von 590 nm/632 nm in Richtung kirzererl&d&inge nach 550 nm/588 nm
verschoben und es kommt des Weiteren innerhalb 24 zu einem Verlust des
katalytischen Kofaktors FAD.

0.10 0.03 .
— O min
A B = 1min
0.08 1 = 3 min
c c 10 min
go g
2 2
2004 g
0.01 552nm 588 nm
0.02 4 '
N403D
0‘00_1 T T T T T T T T T 0'00_1 T T T T T T T Bl
350 400 450 500 5§0 600 650 700 350 400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange / nm Wellenlange / nm

Abb. 54 Photoreduktion voWmCPDII-WT bzw. MmCPDII-N403D. Wéahrend der Wildtyp (wt) den typischen
Photoreduktionsverlauf zeigt, verhatdmCPDII-N403D im neutralen semichinoiden FADHutand mit
blau-verschobenen Absorptionsmaxima bei 552 nm5&&dnm
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4.15 Der Elektronentransfer inMmCPDII

Die strukturelle Uberlagerung der einzelnen Subtyder Phr/Cry-Familie zeigte ebenfalls
die Unterschiede im Elektronentransferweg zum kasahen Kofaktor FAD wéahrend der
Photoreduktion. Vergleichbar zu den bisher charadiggten Vertretern (orange) existiert eine
Tryptophan-Triade (z. EE. coli  W306>W359>W382) in der MmCPDII
(W388>W360>W381), die sich aber auf anderen Sekundarstrulanrehten befindet
(Abb. 55). Wahrend die Abstande zwischen den einzelnen Tpyatoen in deMmCPDII
mit denen der Ubrigen Vertreter vergleichbar odérzér ist, so ist die Entfernung des
proximalen Tryptophans W381 zum Kkatalytischen KtdakFAD mit 9,6 A groRer
(z. B.E. coli8,5 A).

A & Y345
57A | 4

~

w-
= ‘W38 355
Y380 6-9A: S79A =
mmcpDil | ! “W360 \ =
55A\
69/—\&
""" ’ “ é
9.6A
@z oA
S

! 83A W432 W409 AtDASH

Abb. 55 Vergleich des Elektronentransferwegs in den uoteesllichen Subtypen der Phr/Cry-Familie.

Zur Uberprifung der funktionellen Relevanz dieseiade wurden sowohl die beteiligten
Tryptophane als auch die umgebenden Tyrosine Y348 &380 zu redox-inerten
Phenylalaninen ausgetauscht. ANBNMCPDII-Mutanten, aul3eMmCPDII-W381F mit etwa
30%, zeigten anhand des Absorbtionsverhéltnissas28® nm/450 nm einen zum Wildtyp
vergleichbaren Einbau des katalytischen Kofakt@B kind die UV/Vis-Spektren samtlicher
Varianten entsprachen ebenfalls dem AbsorptionsgpekderMmCPDII-WT mit FAD im
voll oxidierten ZustandAbb. 56A-D).
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Abb. 56 Photoreduktion deMmCPDII-Mutanten mit mdglichem Einfluss auf den Elektentransfer zum
katalytischen Kofaktor FAD.

Im Fall der MmCPDII-W381F sorgt der Austausch des proximalen fappans in ein
Phenylalanin zu einer Blockade des Elektronensieamsund damit zu einem kompletten
Verlust der Photoreduktionsaktivitihbb. 56A). Der Austausch des medialen Tryptophans
(MmCPDII-W360F) fuhrte bereits zu einer 22-fach veglsaimten Photoreduktion
(Abb. 57A) im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 57H) und zeigt wahrend der gesamten
Belichtungsdauer keine nennenswerte Bildung desralen semiquinoiden FAD-Zutands
(Abb. 56B). Im Gegensatz zu diesen beiden im Inneren HBENCPDII liegenden
Tryptophanen, hat das Ausschalten des an der @bkl exponierten W388
(MmCPDII-W388F) eine nur etwa zweifach reduzierte Breduktionsaktivita{Abb. 57V)
zur Folge und die Bildung des voll reduzierten Zusfts FADH ist nicht beeinflusst
(Abb. 56B). Einen noch geringeren Einfluss hat der Austaudes ebenfalls sich an der
Oberflache befindlichen Tyrosins Y345MinCPDII-Y345F) auf die Photoreduktion
(Abb. 56D). Die Restaktivitat betragt fur diese Variante 66&bb. 57@) im Vergleich zu
MmCPDII-W388F mit 46% undvImCPDII-W360F mit 4,6%. Die ebenfalls in diesem
Zusammenhang charakterisierte VariaenCPDII-Y380F zeigt mit einer ermittelten
Halbwertszeit von 1$=74,3s*0,6s eine dem Wildtyp vergleichbare

Photoreduktionsaktivitat.
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Abb. 57 Absorptionsverlauf bei 450 nm wahrend der Photak&dn zur Bestimmung der Halbwertszeiten von
MmCPDII-WT und den Varianten.

4.161n crystallo UV/Vis-Spektroskopie

Zum Nachweis der Photoreduzierbarkeit #mCPDII im kristallinen Zustand und damit
zum Nachweis der Funktionalitdt wurden Proteinktist sowohl mit Blaulicht belichtet
(Abb. 58A) als auch der Synchrotron-Strahlung exponiéibh( 58B). Das in crystallo
UV/Vis-Spektrum des MmCPDIIeCPD-DNA Komplexes entspricht unter kryogenen
Bedingungen dem Spektrum der &puCPDII in Losung Abb. 58A, schwarze Linie). Die
30-sekiindige Belichtung mit 450 nm in Anwesenheih A0 mM DTT im Kryopuffer bei
100 K induziert jedoch keine Photoreduktion der tBlyase (blaue Linie). Eine
Photoreduktion findet dagegen nur bei Raumtempenmatinrend desryo annealingsstatt
und manifestiert sich in der kumulativen Zunahmes deeutralen semichinoiden
Redoxzustands FADHwahrend der weiteren Belichtung (grine, gelbee rbinie). Die
Synchrotron-Strahlung (Flux: ~510'° Photonen/s) induziert innerhalb der 300-sekiindigen
Bestrahlung bei 100 K eine DTT-unabhangige Redukties katalytischen Kofaktors FAD,
was anhand der Abnahme der Absorptionsmaxima zemse®0 nm und 500 nm deutlich
wird (Abb. 58B).
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Abb. 58 In crystallo UV/Vis-Spektren desMmCPDIleCPD-DNA Komplexes. A) Photoreduktion in
Anwesenheit von 10 mM DTT im Kryopuffer mit Belichtg bei 450 nm.R) Strahlungsinduzierte Anderung
des Redoxzustands des katalytischen Kofaktors FAIX{ ~5,010" Photonen/s).

4.17 Struktur desMmCPDIl «CPD-DNA Komplexes

Zur strukturellen Bestimmung des DNA-Bindungsmoduserhalb der Klasse II CPD
Photolyasen wurde diimCPDII mit doppelstrangiger DNA, die zentral eingmthetischen
CPD-Schaden bes¥R erfolgreich kokristallisiert und die Struktur métner Auflésung von
2,2 A gelost Abb. 59A). In den beiden Molekillen der asymmetrischen Eisbelle nimmt
die DNA im MmCPDII*CPD-DNA Komplex die typische B-Konformation und ish
Bereich des DNA-Schadens deutlich gekni@Wlg. 60).

MmCPDII*CPD-DNA
Komplex A

MmCPDII*CPD-DNA
Komplex B

Abb. 59 (A) Gesamtstruktur der Klasse [l CPD Photolyase &lesthanosarcina mazemit gebundener
CPD-DNA. Die Farbgebung entspricht der BpaCPDII-Struktur. Die gezeigte Elektronendichtd={2-F ac,
SigmaA-gewichtet) ist auf @ konturiert. Der CPD-Schaden ist aus dem DNA-Dogipahg in die aktive
Bindungstasche hineingedrehB)(nnerhalb der Kristallpackung kommt es zu eineasi-kontinuierlichen
Anordnung der DNA Uber zwei symmetriedquivalevrmCPDIle CPD-DNA.
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Im weiteren Verlauf wird vom CPD-Schaden ausgeheied5’-Seite der DNA als 5-Arm
und die gegenuberliegende Seite als 3'-Arm bezeichinteressanterweise bilden die
Komplexe im Kristall eine quasi-kontinuierliche Awmung der doppelstrangigen DNA Uber
den jeweiligen 3’-Arm Abb. 59B). In beiden Komplexen ist sowohl der CPD-enthal&en
Strang als auch der Gegenstrang deutlich GberldidgrBnendichte definierbar. Nur am Ende
des jeweiligen 5-Arms sind folgende Nukelotide htiaddefiniert und somit nicht in der
Struktur dargestellt: A1-T2 im Komplex A bzw. A1-@8 Komplex B des CPD-Strangs und
T14 im Komplex B des Gegenstrangs. Die Uberlagemdergbeiden Komplexstrukturen mit
der Struktur der apdmCPDII zeigt, dass durch die Bindung der CPD-DNAnkegrof3en
strukturellen Veranderungen in der Photolyase fstdén. Dies wird bei Betrachtung der
rmsdWerte von 0,43 A (396 @&Atome) fiir Komplex A und 0,41 A (352cGAtome) fur
Komplex B deutlich und entspricht den Beobachtungén den AnCPDIeCPD-DNA
Komplex®. Durch die Bindung der Photolyase an die gesciéddNA wird der Knick, der
bereits durch den CPD-Schaden selbst verursacht, wan etwa 27°-33%'** auf ~50°

erweitert und entspricht damit in etwa dem Ae€PDIeCPD-DNA KomplexesAbb. 60).

CPD-DNA gebunden an

® MmCPDII im Komplex A
@ MmCPDII im Komplex B
® AnCPDI

Abb. 60 Uberlagerung der CPD-DNA aus den beiden KomplexarviinCPDIIeCPD-DNA Struktur und der
AnCPDIeCPD-DNA Struktur. Als Uberlagerungspunkt wurde d&D-Schaden gewahlt und der 5- bzw.
3’-Arm anschlieRend mit doppelstrangider B-DNA @adert.

Anhand der Uberlagerung der CPD-DNA aus Komplexndl ikomplex B wird auRerdem
deutlich, dass sich trotz der sehr hohen strukemehhnlichkeit der Winkel des 3’-Arms in
beiden Komplexen um etwa 11° unterscheidet, waseiaer gewissen Plastizitat der

DNA-Erkennung entlang der Proteinoberflache liegann. Im Vegleich zu der DNA im
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AnCPDIeCPD-DNA Komplex ist der 3'-Arm auf3erdem um weitdff verknickt, was durch
die Drehung um 90° entlang der y-Achse sichtbadwim Folgenden beziehen sich die
Ergebnisse auf Komplex A ddvimCPDIleCPD-DNA Struktur. Durch die Bindung der
Photolyase an die geschadigte DNA wird der CPD-8ehan die aktive Tache hineingedreht
und die doppelstrangige DNA teilweise entwundendwvoh wiederum eine Lucke von
~120 & geformt wird. Das7zstackingder komplementaren Adenine bleibt jedoch dabei
intakt und lediglich der Bereich zu den benachlaRasen ist teilweise beeinflusst. Die mit
dem ServePISA®® ermittelten Interaktionsflachen zwisch®mCPDII und der CPD-DNA
betrugen fiir Komplex A 1241%bzw. fir Komplex B 1354 Aund sind somit groRer als fiir
die Komplexe deAnCPDE® mit 1123 & bzw. derDm(6-4)*"* mit 1182 K. Die Berechnung
der elektrostatischen Oberflachen miPBS>? und einer Konzentration von 0,1 M an
monovalenten lonen und einem Solvenzradius vonAlzeigte eine positiv geladene
Oberflache im Bereich der katalytischen Taschieb( 61A), die auf das Vorhandensein von
basischen Aminosauren hindeutet und somit eleldligshe Interaktionen mit dem

Desoxyribosephosphatriickgrat eingehen k#bb( 61B).

A 3
% _:-
\ +5.0 kTle -5.0 kTle

M. mazei Klasse Il Photolyase (2XRZ)

Abb. 61 Elektrostatische Oberflacheneigenschaften ®4mCPDIlI berechnet mitAPBS®% (A) An der
Gesamtstruktur deSImCPDIleCPD-DNA Komplexes sieht man den postiv geladenereiBle der Oberflache,
der fur die Interaktion mit dem Rickgrat der CPD®Mustandig ist. B) Detailansicht des entsprechenden
Bereichs mit vorwiegend basischen Aminoséurenfididie Interaktionen verantwortlich sind (farbigesise).

4.18 Details der Klasse Il CPD-Bindungstasche

Der hineingedrehte CPD-Schaden ist in der C-terlmm&katalytischen Tasche in einer
ahnlichen Weise gebunden wie in den zuvor chanskteten Komplexen deA. nidulans
Klasse | Photolyad® bzw. des DASH Cryptochroms aus thalian&”. Im Gegensatz zu
diesen beiden Komplexstrukturen ist jedoch der (Gebaden in deMmCPDIleCPD-DNA
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Struktur intakt, was anhand der eindeutig defieierElektronendichte zwischen den Atomen
C5-C5 und C6-C6 des Thymindimers zu sehen Bbb(62). Aus diesem Grund
unterscheidet sich der Winkel um den die beidenmihipasen zueinander verkippt sind mit
34° deutlich von den Winkeln (~13°) der beiden raéen Dimere inAnCPDFP® bzw.
ADASH?,

G375 (MmCPDII)
f N349 (AnCPDI)

Abb. 62 Details der katalytischen Bindungstasche benCPDII mit intakten CPD-Schaden und struktureller
Vergleich mit dem AnCPDIeCPD-DNA KompleX®. Der CPD-Schaden (orange) stammt vom

MmCPDIIeCPD-DNA Komplex. Die gezeigte ElektronendichteF{2F..., SigmaA-gewichtet) ist auf &
konturiert.

Trotz der geringen Gesamtsequenzidentitaten zwiscKéasse Il und Klassel CPD
Photolyasen bzw. DASH Cryptochromen, ist der Koviseungsgrad der Aminoséauren in der
katalytischen Bindungstasche sehr hoch, was anhndstrukturellen Uberlagerung in
Abb. 62 ersichtlich wird und bereits in der Literatur f8SnCPDI undAtDASH beschrieben
wurdeé®>®® Der CPD-Schaden in seiner Gesamtheit ist in MeCPDII von hydrophoben
Aminosauren umgeben. Die beiden konservierten dplpine W305 und W421 bilden eine
L-férmige Abgrenzung und halten zusammen mit demskovierten Methionin M379 den
CPD-Schaden in der aktiven Tasche. Neben diesamakitonen gibt es eine Reihe von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Photolyase Uihgmindimer. So bilden die
C4-Carbonylgruppen der beiden Thymine des CPD-Saismdit der N6-Aminogruppe des
Adenins des katalytischen Kofaktors FAD eine H-B&laus. Das 5-Thymin (T7) wiederum
ist Uber das konservierte Glutamat E301 verbriuekélches einen Einfluss auf die
CPD-Bindungsaffinitat und die Reparaturaktivitasite®®. Eine andere Situation ist gegeben
fur die Interaktionen zwischen Photolyase und CRbBaSen am 3'-Thymin. Wahrend in
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ANnCPDI (N349) bzw. AtDASH (N391) jeweils ein Asparagin Wasserstoffbrirckeit dem
N3-Amid und dem C4-Carbonyl ausbildet, befindethsic MMCPDII an der aquivalenten
Position ein nicht-funktionelles Glycin (G375). &tiessen befindet sich im Bereich zwischen
3’-Thymin und deMMmCPDII einclusteraus sechs Wassermolekilen, von denen ein Wasser
(W6) die Seitenkette des fehlenden Asparagins mimmi (Abb. 62). Damit stellt dieses
Wassermolekil tber H-Bricken nicht nur eine Verbimgl mit dem C4-Carbonyl des
Thymins und dem Ruckgrat des Protein her, sonddmer idas C2'-Hydroxyl der
Ribitylgruppe auch mit dem katalytischen Kofakt@D~ Die finf weiteren Wassermolekile
(W1-W5) sind quadratisch-pyramidal zwischen denirBymin und dem Diphosphat des
FAD angeordnet. Interessanterweise existiert diedester bereits vor der Bindung an
CPD-geschadigter DNA, da diese Wassermolekile abbernfi der ap®imCPDII Struktur
vorhanden sind. Zusatzlich werden zwischen einenséxvierten Asparagin (N257) und dem
3’-Thymin des MmMCPDIIeCPD-DNA Komplexes Wasserstoffbriicken ausgebildaimZ
einen findet dies indirekt mit dem N3-Atom Uber adursterstatt, zum anderen geschieht dies
direkt Gber das C2-Carbonyl. Ein weiterer Rest,idirgR256, der allerdings iAbb. 62 nicht
gezeigt ist, liegt nahe der Oberflache und befirsiighh ebenfalls in einer hinreichend nahen
Entfernung zum 3’-Thymin zur Ausbildung einer H-Bk@.

Eine schematische Zusammenfassung der Interaktiaveischen derMmCPDIl und
CPD-DNA st inAbb. 63 dargestellt. Gezeigt sind sowohl Wechselwirkungetmschen der
Photolyase und dem Desoxyribosephosphatriickgrat RIA als auch die direkten
Interaktionen innerhalb der katalytischen Tascheerb¢i fallt sofort auf, dass die
photolyase-vermittelten Interaktionen mit doppeigiger, CPD-haltiger DNA fast

ausschlief3lich mit dem geschéadigten Strang std#fin
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Abb. 63 Schematische Zusammenfassung der InteraktionenclevisMmCPDIl und doppelstrangiger
CPD-DNA. Wahrend gestrichelte Pfeile fir Wechelwingen mit dem Proteinriickgrat stehen, entspriaft ei
durchgezogener Pfeil einer Interaktion mit der jéigen Seitenkette. Andere Wechselwirkungen sind mi
schwarzen Linien dargestellt. Nicht strukturellgalbste Nukleotide sind verblasst illustriert.

4.19Soaking von apdVimCPDII-Kristallen mit 8-HDF

Das soaking der ap®mCPDII Kristalle mit synthetischem 8-HDF zur struldlien
Charakterisierung der Antennenbindungsstasche sasthite innerhalb von 30 min sichtliche
Veranderungen an den Proteinkristallen in Form R@sen. Ein Verlust der inneren Ordnung
der Kristalle wurde ebenso anhand der geringerdivgung von 2,7 A im Vergleich zu den
apdVmCPDII Kristallen mit 1,5 A deutlich. Trotz allem aiete die Elektronendichte auf das
Vorhandensein des Deazaflavins in der N-terminalfliDomane hin Abb. 64C), obwohl
dieser im Gegensatz zu den Ergebnissen mitTd€PDI schlechter definiert Wit Aus
diesem Grund wurde in der Verfeinerung der Strukine Besetzung von lediglich 70% fur
den Antennenchromophor gewahlt. Interessanterweiae in der MMCPDIl®8-HDFsoax
Struktur eine konformationelle Anderung des LoophsTts zwischen derfi-StrangB2 und
der a-Helix a2 zu beobachten, welche als Folge ohecrystallo Rekonstitution mit 8-HDF
stattgefunden hat. Der Bereich zwischen Glutam&t i@l Alanin A64 wurde daher in zwei
unterschiedlichen Konformationen modelliert und vedildl der Verfeinerung eine Besetzung
von jeweils 50% gewahlt, damit die Temperaturfagtodes Chromophors (18,4) mit denen
der Loops bzw. die Loopbereiche untereinander (LAop4,1 bzw. Loop B: 15,1)

vergleichbar sind. Die weitere Charakterisierungr delolophotolyase und der
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Antennenbindungsstasche wurde jedoch mit der Sftrukter in vivo rekonstituierten
MmCPDII durchgefihrt.

4.20 Struktur desin vivo rekonstituierten MmMCPDII e8-HDF Komplexes

Im Gegensatz zur Struktur deeakingsist die Elektronendichte des Antennenchromophors
im MmCPDII®8-HDF Komplex eindeutig definiert und das Deazafia8-HDF kann ohne
Zweifel mit einer Besetzung von 100% in die N-tamale a/B-Domé&ne modelliert werden
(Abb. 64A, D). Durch die Prasenz des zuséatzlichen Kofaktors egbkeine Anderung an der
Gesamtstruktur der hdldmCPDII was anhand der geringemsdWerte fir Komplex A mit
0,20 A (330 @-Atome) bzw. fur Komplex B mit 0,29 A (3610cAtome) im Vergleich zur
apaVimCPDII  Struktur deutlich wird. Der Antennenchromoph8-HDF befindet sich
innerhalb der N-terminalen Doméne in einer Distaoz 16,7 A zum katalytischen Kofaktor
FAD wund sollte damit in der Lage sein, Energie Ubeinen resonanten
Energietransfer-Mechanismus auf diesen zu Uberitag@e Lage der Antenne in der
a/B-Domane entspricht der Position, an der sowohlRieszaflavin inAnCPDF’, TICPDF*
und Dm(6-4)® als auch das Ribityllumazin in CryB auR.sphaeroidé$ und der
Riboflavinanteil des FAD in de. tokodaiiKlasse | CPD Photolya¥egebunden ist.
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Abb. 64 (A) Angeschnittene Ansicht der Gesamtstruktur NesCPDIle8-HDF Komplexes. Die Farbgebung
entspricht der apdmCPDII-Struktur. Das Deazaflavin 8-HDF befindet siolder N-terminalem/3-Domane in
einem Abstand zum katalytischen Kofaktor FAD, deend Fdrster-Energietransfer mdoglich macht.
(B) Strukturelle Details der Antennenchromophorbirghiasche. Das gebundene 8-HDF induziert eine
konformationelle Anderung in der Chromophorumgebu(@, D) Vergleich der Chromophorbesetzung in
beiden Strukturen durctsoaking von ap®mCPDII-Kristallen bzw. durch die Methode ddn vivo
Rekonstitution irE. coli. Die gezeigte ElektronendichteHR2<F.a, SigmaA-gewichtet) ist auf & konturiert.
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Die in der MmMCPDII®8-HDFsoa Struktur beobachtete konformationelle Anderung des
Loopbereichs zwischen Glutamat E60 und Alanin Agé# durch die vollstandigén vivo
Rekonstitution mit dem Deazaflavin eindeutig in @&ektronendichte definiert und wurde
daher wie inAbb. 64B dargestellt modelliert. Die aromatische Seitergkelits Phenylalanin
F61 befindet sich nun in einer Position, so dassgastackingmit dem aromatischen System
des 8-HDF mdglich ist. Neben dieser konformatiarellAnderung des Loopbereichs
zwischenB2 und a2 findet noch eine zusatzliche strukturelle Anderin Form einer
Reorientierung einer funktionell relevanten Aminasistatt. Die Position des Arginin R411
ist so verandert, dass die basische Guanidiniunpgrapn in der Lage ist Wasserstoffbriicken
mit dem 8-Hydroxyrest des Deazaflavins auszubild2ieses Arginin flhrt in Verbindung
mit dem ebenfalls basischen Histidin H272 zur Daprierung der 8-Hydroxygruppe
innerhalb der Photolyase. Durch die Delokalisaties resultierenden Anions innerhalb des
aromatischen 5-Deazaflavins wird aus 8-HDF sommtatiromogener Kofaktor. Generell ist
die Antennenbindungstasche in der Umgebung desazddavin von aromatischen bzw.
hydrophoben Seitenketten dominiert, die diesen @ekeil des 8-HDF innerhalb der

Antennenbindungstasche positionier@blf. 65).

\ rY69 gl

Abb. 65 Detailansicht der Deazaflavinbindungstasche mihw&epunkt auf den Aminosauren in der
Chromophorumgebung. Das 5-Deazaflavin wird vormalldurch aromatische bzw. hydrophobe Seitenketten
positioniert, wéhrend das Serin S26 Uber Wassébstmken den Ribitylrest ausrichtet.

Ein anderes Bild stellt sich im Bereich des Ribggtes dar. Wahrend auf der Seite der
8-Hydroxyrestes die Hydroxygruppen der C2’- und B8tme des RIbityls indirekt
H-Briicken (ber Wassermolekile mit den umgebendenterketten bzw. dem
Proteinriickgrat ausbilden, befindet sich auf degegéiberliegenden Seite ein zentraler,

polarer Rest, das Serin S26. Die Seitenkette dessSaefindet sich in einer Entfernung, um
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direkte Wasserstoffbriickenbindungen sowohl zu d& @nd C5’-Hydroxygruppen des
Ribityls als auch eine H-Briicke zu dem C2-Carb@augbilden zu kdnnerAbb. 65). Daher
spielt diese Aminosaure wahrscheinlich eine wegdml Rolle in der Bindung und der

Positionierung der gesamten 8-HDF in der Antennemabphorbindungstasche.
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5 Diskussion

5.1 Eine archaeale Photolyase als Modell fur eukaofische Enzyme

Die phylogenetische Analyse macht deutlich, dassRhotolyasen der archaealen Gattung
Methanosarcinaaufgrund der hohen Sequenzhomologien fir den gesallasse Il Subtyp
und somit auch fir die in dieser distinkten Gruppeetretenen pflanzlichen und tierischen

Enzyme ein geeignetes Modell darstellablf. 66).

Ky, &8 5 5505 53 58 B
Q o o o a
A ’ Py Sse t§E5558¢8s% B
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Abb. 66 Zusammenfassung der phylogenetischen Analyse dertreter der Phr/Cry-Familie mit
DNA-Reparaturaktivitat.(A) Die Klasse Il CPD Photolyasen bilden eine diseni@&ruppe zu den Ubrigen
Subtypen(B) Die Sequenzhomologie innerhalb des Klasse Il Sashbist signifikant héher im Vergleich zu den
Klasse | Photolyasen(C) Die archaealeMmCPDII bildet mit den eukaryotischen und viralen $€a Il
Photolyasen eine monophyletische Gruppe (grau rtexgis.

Die geringen paarweisen Sequenzidentitatédob(66B) zwischen den Klasse |l und
Klasse Il CPD Photolyasen zeigen auf, dass der llofumktionell als auch strukturell
intensiv charakterisierte Klasse | Subtyp nicht Mlaf3stab fir samtliche CPD-Photolyasen
genommen werden kann. Strukturelle Vorhersagen rahheon Homologiemodellen auf
Grundlage verfugbarer Klasse | Strukturen, die Rdbkisse auf funktionelle Aspekte liefern
kénnten, sind daher nur unter Vorbehalt zu verwen@ge Bildung einer monophyletischen
Gruppe mit den eukaryotischen bzw. viralen Phosdyainnerhalb des Klasse Il Subtyps
hebt wiederum den besonderen Modellcharakter detoBlasen der archaealen Gattung
Methanosarcinawie z. B. derMmCPDII hervor Abb. 66C). Die Ursache fur die hohen
paarweisen Sequenzidentitaten von lber 45% zwisdiesen archaealen Photolyasen und
den pflanzlichen bzw. tierischen Orthologen liegbghicherweise in einem horizontalen
Gentransfer, der zu einem relativ spaten Zeitpumkter Evolution stattgefunden hat. Diese
Art der Ubertragung von Photolyasegenen zwischeachéedenen Organismusgruppen ist

nicht unwahrscheinlich, da dieser Vorgang ebenfalts Ursache fir die Existenz einer
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Klasse Il CPD Photolyase in einem eukaryotischetnazellularen Parasiten als auch fir das
singuldre Auftreten des Klasse | Subtyps in Ascoetsie angenommen wht**® Das
Sequenzalignment der dréflethanosarcinaPhotolyasen zeigt untereinander eine hohe
Sequenzhomologie mit paarweisen Sequenzidentitéden70% bis 80%. Insgesamt sind
300 Aminosauren in dem multiplen Alignment identig64,7%) und 87 Positionen &hnlich
(18,8%). Die verbleibenden, gering konserviertenP@gitionen (16,6%) befinden sich vor
allem in der variablen LoopregionM(CPDII: V186-E232) zwischen der N-terminalen
Antennendomaéne und der C-terminalen, katalytis¢hAD-BindungsdoméaneAbb. 67).
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Abb. 67 Sequenzalignment der CPD-Photolyasen aus der ealem GattungViethanosarcina Sowohl der
variable Linkerbereich zwischen der N-terminalen dier C-terminalen Doméne als auch zwei Untersehied
der Substratbindungstasche sind rot hervorgehoben.

Trotz des hohen Konservierungsgrads innerhalbMbthanosarcinaPhotolyasen gibt es im
Bereich der Substratbindungstasche zwei VariatiamgnrAminosaureebene, die ebenfalls im
gesamten Klasse Il Subtyp zu finden sif#&bb. 67, Abb. 69). Diese Variabilitat wird in
Kapitel 5.6 anhand der ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit tgtoBIbCPDII-Struktur
genauer betrachtet.

5.2 Photolyaseaktivitat und Struktur der MmCPDII

Die Klasse Il CPD Photolyase aMethanosarcina mazeieigt im UV/Vis-Spektrum nach
der Proteinaufreinigung die Absorptionscharaktiastir Photolyase-gebundenes FADit
Absorptionsmaxima bei 362 nm und 377 nm bzw. bel @@, 444 nm und 469 nm und
unterscheidet sich damit vom Absorptionsspektrum FAD,y in Losung mit Maxima bei
373 nm und 445 nm Da dieses Flavin bisher in allen Vertretern der/@ry-Familie als

katalytischer Kofaktor gefunden wurde und der Crliaus des Klasse Il Subtyps ebenfalls
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aus der universalen, FAD-bindenden Domane (IPRODS)LGebildet wird, war davon
auszugehen, dass auch in nCPDII FAD als Kofaktor vorhanden ist. Den Hinweisf a
einen weiteren Antennenchromophor konnte zu dieZerpunkt weder die UV/Vis- noch
die Fluoreszenzspektroskopie liefern. In Anwesenéieies externen Elektronendonors kann
die Photolyase durch Belichtung (450 nm) aus demlienten Zustand zuné&chst in den
neutralen semichinoiden Zustand FAD&berfihrt werden, der unter andauernder Belichtung
in den vollreduzierten Zustand FADHibergeht. Entsprechende Photoreduktionen des
katalytischen Kofaktors FAD wurden bisher nicht niiir Klasse | CPD Photolyasgn
sondern auch fUAtDASH'* und pflanzliche Photolyasen des Klasse Il SuBifygezeigt.
Neben dieser Photoaktivierung des Kofaktors defemelie Affinitdt zu ungeschadigter bzw.
CPD-geschadigter DNA und die Fahigkeit der DNA-Reapa ein Enzym mit
CPD-Photolyaseaktivitat. =~ Wahrend der qualitativ aothgefihrte Nachweis auf
Reparaturaktivitdat mit dem modifizierten Aktivitédst die sequenzbasierte Einordung als
CPD-Photolyase Dbestatigte, zeigten die Bindungsstudder MmCPDII, dass der
Diskriminierungsgrad zwischen ungeschadigter urstig&digter DNA des Klasse Il Subtyps
(MmCPDII: Kp ndKp,s=~10) im Vergleich Zu Klasse | Photolyasen
(EcCPDI: KpndKp s=~10%)° deutlich geringer ist. Dieser Unterschied und Bgsache, dass
die spezifische Bindung zu CPD-geschadigter DNAefigdgr um zwei Grol3enordnungen
schwacher ist, stellt allerdings kein generellesfiiitedes Klasse Il Subtyps dar. Die
geringeren Enzymkonzentrationen untervivo Bedingungen sind zu limitierend, um ein
kompetitives, kooperativ verlaufendes unspezifiscBendungsverhalten an doppelstréangige
DNA zu ermdglichen.

Die Klasse Il CPD Photolyase aMethanosarcina mazést ein gutes Beispiel, dass zum Tell
erhebliche Unterschiede in der Primarsequenz imfierheiner Proteinfamilie nicht
zwangslaufig eine andersartige Faltung und damite eabweichende Gesamtstruktur
hervorrufen. Trotz Sequenzidentitaten von teilwevse unter 20% zu den tbrigen Vertretern
der Phr/Cry-Familie Abb. 66B) besitzt die MMCPDII die charakteristische, bilobale
Enzymarchitektur und unterscheidet sich strukturelirmsdWerten von <2,5 A bezogen auf
die Co-Atome (Abb. 52, Ergebnissg global nur geringfiigig von den bisher strukturell
charakterisierten Enzymen dieser Proteinfarffilie Das strukturbasierte Alignment
prominenter Verteter der Phr/Cry-Familie mit Phgésleaktivitat zeigt, dass dmCPDII

im Vergleich zu den tbrigen Subtypen einen verlairaE-Terminus besitzt, wodurch keine

zusatzliche, terminale-Helix ausgebildet wirdAbb. 68).
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Abb. 68 Strukturbasiertes Alignment deWimCPDII mit Klasse | CPD Photolyasen aiis coli (1DNP),
A. nidulans (1TEZ) und T. thermophilus (1IQR), dem CryDASH ausA. thaliana (2VTB) und der
(6-4)-Photolyase aud. melanogaster(3CVV). Die C-terminale, helikale Erweiterung ish hellblau
hervorgehoben. Konservierte, funktionelle Elemesited fur die MmCPDII in grin und fir alle anderen
Subtypen in orange hervorgehoben. (1) Tryptophaagf (ler Dyade NImCPDIl) und der Triade (sonstige
Photolyasen), (2) oberflachenexponierte Aminosjudia an der Photoreduktion beteiligt sind (lil€R)
Asparagin zur Stabilisierung des neutralen Radistinds FADH (weil3) und Klasse ll-spezifisches Glycin
(braun), (4) Glutamat am 5°-Thymidin und Asparagin 3"-Thymidin (blau), (5) alternatives Asparagm a
3’-Thymidin MmCPDII N257, gelb) und stabilisierendes ArginMriCPDII R256, gelb). Die Aminoséauren der
katalytischen Bindungstasche sind rot umrandet.

Aktuell konnte anhand der Struktur d&sosophila Cryptochromes gezeigt werden, auf
welche Weise eine solche C-terminale Elongatioa,ailn Sekundarstrukturelement wie z. B.
eine Helix ausbildet, ihre Funktion als Signal-itsgendes Element ausiiben k&nin der
fehlenden helikalen Erweiterung am C-Terminus liegei einem Blick auf die
phylogenetischen Verwandtschaftbeziehung&bb( 7, Einleitung) eine moégliche Ursache,
warum aus dem Klasse Il Subtyp keine Cryptochrome& somit keine Photorezeptoren im
klassischen Sinne abstammen.

5.3 Konservierte Funktionsprinzipien — Strukturelle Unterschiede

Der strukturelle Vergleich des Klasse Il CPD Subtym Beispiel deMmCPDII mit den
ubrigen Vertretern der Phr/Cry-Familie mit Photslgaktivitdt zeigt, dass die beiden
grundlegenden Prinzipien, welche die DNA-Repardtivadt gewahrleisten, funktional
konserviert sind: Die Stabilisierung des katalytme FAD erfolgt durch ein Asparagin und
die Photoreduktion des Kofaktors Uber einen Eleldnweg entlang redoxaktiver
Tryptophane. Anhand der strukturellen Informatioraer MmCPDII als Beispiel fir den
Klasse II-Subtyp konnte gezeigt werden, dass siclerhalb dieser distinkten Gruppe diese
funktionellen  Elemente  allerdings  topologisch  ustheidef. In  einem
Taxa-Ubergreifenden, Klasse llI-spezifischen Secplegrement wiederum wird die
Konservierung dieser einzelnen funktionellen Eletaeleutlich Abb. 69).
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MmCPDII 448 CKRKFDVKLY IEKYSAL: 464
MaCPDII 446 CKRKFNVKLY IAKYSAL- - 462
MbCPDII 446 SKRKFDVKSY IDKYSAL--- - 462
MtCPDII 426 LKRKFRIDEY VDRIRGLMDE - - 445
AtCPDII 454 CKRKFNVDSY ISYVKSLVSV TKKKRKAEEQ LTRDSVDPKI - 496
OsCPDII 466 CKRKFDVDAY ISYVKRLAGQ SKK-RNAEES PNPVVKLSKS - 506
DsCPDII 508 CKGKFDVPAY VAYVESLGRA - 529
DmCPDII 534 CRRKFDVNAF VMRYGGKVHK - 555
XI1CPDII 537 CKRKFDVAQF ERRYHPKKFS - 557
PECEDII 515 CKRKFDVAEF _ 532
CaCPDII 525 CKRKFDVAQF E - 556
EVCPDII 450 SKKKFDVAVE ~ 464
HoCPDII 443 LKRKFKIDLY LKRIHNLEEA S - 466
DACPDII 447 ARSKFDVDGY VAAVAALENH 5 GRRKPAQGLL - 487
CfCPDII 431 CARKFDVARY IARFEEKKSM - - 450
GSCPDIT 434 CRRKFDTDAY ERRVIISP-- ATCA - 461

Abb. 69 Taxa-Ubergreifendes, Klasse ll-spezifisches Sealigmment. Konservierte, funktionelle Elemente
sind entsprechendAbb. 68 farblich hervorgehoben. Klasse Il CPD Photolyasdfhethanosarcina mazei
(MmCPDII), Methanosarcina acetivoran®1aCPDII), Methanosarcina barketiMbCPDII), Methanobacterium
thermoautotrophicunfMtCPDII), Arabidopsis thaliang AtCPDII), Oryza sativa(OSCPDII), Dunaliella salina
(DsCPDII), Drosophila melanogastefDmCPDII), Xenopus laevigXICPDII), Potorous tridactylugPtCPDII),
Carassius auratugCaCPDIl), Fowlpox virus (FvCPDII)Halothermothrix orenii(HoCPDII), Desulfovibrio
desulfuricangDdCPDII), Chlorobium ferrooxidan§CfCPDII), Geobacter sulfurreducef&sCPDII).

5.3.1 Stabilisierung des katalytischen Kofaktors

Die Stabilisierung der unterschiedlichen Redoxatéerfolgt in den bisher charakterisierten
Vertretern der Phr/Cry-Familie mit DNA-Reparaturaitét durch ein Asparagin tUber eine
einzelne H-Briicke zum N5-Stickstoff des katalytemehKofaktors FAD. In deMmCPDII

befindet sich das funktionell analoge Asparagirogdauf einem anderen Strukturelement

mit einer quasi koplanaren Ausrichtung der funkegiten GruppeAbb. 70A).
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Abb. 70 Stabilisierung des katalytischen Kofaktors FAD Mertretern der Phr/Cry-Familie mit
DNA-Reparaturaktivitdt. A) Das Asparagin N403 befindet sich in d®mCPDII auf einem anderen
Strukturelement.R, C) Die MutanteMmCPDII-N403D akkumuliert im Vergleich zum Wildtyp dereutralen
semichinoiden FADMZustand mit blauverschobenen Maxima.

Das Klasse ll-spezifische Alignment zeigt nicht rdie Konservierung des Asparagins in
diesem distinkten Photolyase-Subtyp, sondern adabs das GlycinMmCPDII: G415) an
der &aquivalenten Position auf der Helxxl7 in den Klasse Il Photolyasen ebenfalls
konserviert istAbb. 69).

Durch den Verlust des Kkatalytischen FAD in den Mtea MmCPDII-N403A und
MmCPDII-N403L wahrend der Aufreinigung bzw. in der tdote MMCPDII-N403D
innerhalb von 24 h wird deutlich, dass das Aspar&ii03, welches mit der Amidgruppe eine
weitere Wasserstoffbriicke zu dem O4-SauerstoffFdd3 ausbildet, in deMmCPDII nicht
nur fur die Stabilisierung der Redoxzustande, sondie dieser Orientierung auch fur die
Bindung des Kofaktors essentiell ist. Der Austaudel neutralen Asparagins in ein saure
Asparaginsaure MmCPDII-N403D) bewirkt im Vergleich zum Wildtyp aufdlem die
Akkumulation des neutralen semichinoiden ZustanddDHW* und keine weitere
Photoreduktion zu FADH (Abb. 70B, ). Der Verbleib in dieser Redoxform im
Zusammenhang mit den blauverschobenen Maxima deiclsmoiden Form (hypsochromer
Effekt) ist charakteristisch fur Cryptochrome in laPzen und vermutlich deren
Signalzustan®>’. Durch den Austausch eines Asparagins in eine ragji@saure war es
somit moglich, die photochemischen EigenschaftaerdPhotolyase in die eines pflanzlichen
Cryptochroms zu modulieren. Aktuell konnte in einémversen experimentellen Ansatz
gezeigt werden, dass es ebenso moglich ist, eamzifthes Cryptochrom in eine Photolyase
umzuwandeln. Die charakterisierte MutantdCryl-D396N konnte nicht nur in den
vollreduzierten Zustand FADH uUberfuhrt werden, sondern zeigte auch eine

CPD-Reparaturaktivitat in einzelstrangiger DNA
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Eine Erklarung fir den Verbleib der MutanddmCPDII-N403D und der pflanzlichen
Cryptochrome im neutralen semichinoiden Zustand HADst die negative Ladung der
Carboxygruppe, die eine Folge der ProtonierungNestickstoffs durch die Seitenkette ist.
Die weitere Photoreduktion zu FADIst daher inhibiert, da eine zweite negative Lagdim

unmittelbarer Nahe einen elektrostatisch nicht fesierten Zustand darstéift.

5.3.2 Der Elektronenweg des Klasse Il Subtyps

Die Photoreduktion des katalytischen Kofaktors Fikitlet in der Phr/Cry-Familie entlang
einer Elektronenkaskade statt, der auf strukturdlleene durch konservierte Tryptophane
gebildet wird. Die dreidimensionale Struktur ddmCPDII ermdglichte die Identifizierung
eines neuen, Klasse ll-spezifischen Elektronenvidgs ebenfalls konservierte Tryptophane
und diente zudem als Grundlage fur strukturbasiemgersuchungen dieser spezifischen
Kaskade. Diese strukturellen Informationen bedigtig zudem die aufgrund von
Konservierungsargumenten postulierte Elektronerd@sides Homologiemodells déryza
sativa Photolyas®. Wahrend anfanglich im Klasse Il Subtyp noch agaiu Klasse |
Photolyasen von einer Triade ausgegangen wurdealigndunktionalitat dieser konservierten
Tryptophane nicht bewiesen war, konnte durch Awstiaudieser Reste als auch weiterer
oberflachenexponierter Tyrosine in redox-inerte rBfedanine die funktionelle Relevanz
verdeutlicht werdenAbb. 71).

P Y34
A 2% 345 B 1004
e g
Kf. 7 iwass
W356 80 -
Y380 6-9A: S79A ﬁ/
MmCPDII W360

B wttp=790s+05s

@® Y345F; t4,=1196s+05s
V¥ W388F; t,=170.7s+06s
W360F; t, =1720s £+ 8 s
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Abb. 71 Elektronenkaskade des Klasse II-Subtyps am BéislgieMmCPDII. (A) Der Elektronenweg ist eine

funktionelle Dyade in der das Tryptophan W360 dastrale Element bildetB) Nachweis der funktionellen
Relevanz anhand von ermittelten Halbwertszeitenediter Reste.

In diesem Zusammenhang wurde das proximale Trypiopt381 als essentiell fur die
Bildung des Radikalpaars identifiziert, da die preasheneMmCPDII-W381F Mutante
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keinerlei Photoreduktion zeigtéljb. 56, Ergebniss@ Das mediale Tryptophan W360 zeigte
im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls eine 22-fach méanderte Restaktivitdt von 4,6% und
keine Akkumulation des neutralen semichinoiden @ods. Im Vergleich dazu hat der
Austausch des oberflachenexponierten Tryptophar®3Mar einen geringen Einfluss auf die
Photoreduktion des katalytischen Kofaktors (Resta#it: 46%). Anhand dieser Analyse wird
deutlich, dass die Elektronenkaskade im Klasselbtyp nicht zwangslaufig eine
Tryptophan-Triade ist, sondern vielmehr eine Trpbi@n-Dyade. Diese Aussage wird durch
die verbleibende Restaktivitdt von 4,6% ddmCPDII-W360F Mutante gestitzt, da in
diesem Fall das Tyrosin Y380 diypassund somit als potentieller Elektronendonor fir das
kurzzeitig gebildete Radikalpaar FADMV381™ dienen kann Abb. 71). Die mit dem
Wildtyp vergleichbare Restaktivitdt d&#mCPDII-Y380F Mutante zeigt jedoch, dass diese
Aminosaure nicht essentiell fir die Photoredukitisin Im Klasse Il Subtyp stellt somit das
.mediale* Tryptophan NImCPDII: W360) den terminalen Verzweigungspunkt zun de
oberflachenexponierten AminosaurelngCPDII: W388, Y345, Y380, Y442) dar, die in
diesem Subtyp allesamt hoch konserviert siddb( 69). Allerdings deutet die Restaktivitat
von 46% der MmCPDII-W388F Mutante im Vergleich zu den beiden wuehten
Tyrosin-Varianten darauf hin, dass das Tryptophd&88V der favorisierte, intrinsische
Elektronendonor ist. Dieses Modell einer Tryptopitarade mit Tryptophan W388 als
terminalen Elektronendonor wird durch die Ergebmider transienten EPR-Spektroskopie
und der zeitaufgeldsten  UV/Vis-Absorptionsspektopsk  gestitzt. In  den
EPR-Experimenten war weder ein Tyrosyl-Radikal mamkbar, noch ergab die Mutante
MmCPDII-W360F ein auflosbares EPR-Signal. VergleickbaEPR-spektroskopische
Messungen des CryDASH aifs laevis,in denen allerdings das terminale Tryptophan W324
gegen ein redox-inertes Phenylalanin ausgetausahdey ergaben ebenso kein Signal im
tr-EPR-Spektrum und deuten somit auf die Notweneligkiner Triade in diesem Subtyp
hin'®®. Die zeitaufgeléste UV/Vis-AbsorptionsspektroslkopierMmCPDI!I lieferte ebenfalls
keinen Hinweis auf die Beteiligung eines Tyrosins Elektronentransferweg, wie dies fur
AnCPDI"® und XI(6-4)"® gezeigt wurde. Die Tatsache, dass kein TyRadikal beobachtet
wurde, muss allerdings relativiert werden, da digid@ion des Tyrosins durch Trp

langsamer sein konnte als die Rekombination von FARd Trg.

5.3.3 Evolution der Photolyasenkatalyse

Bei der evolutiondren Betrachtung dieser beidektfanellen Merkmale stellt sich die Frage,

warum im Vergleich zu den anderen Subtypen siclsedim Klasse Il Photolyasen auf
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unterschiedlichen strukturellen Elementen befindBre phylogenetische Analyse liefert
einen ungewurzelten Baum, der sich in einem erstesteringin zwei Gruppen einteilen
lasst, die den groRten Abstand zueinander habessklll CPD Photolyasen und alle tGbrigen
Subtypen. Dies deutet nicht nur auf eine frihe Alispg des Klasse Il Subtyps infolge einer
Genduplikation hin, sondern auch, dass das urspcliegenzym eine CPD-Photolyase war,
da dieser Subtyp in beiden Clustern vorkoAifit Dieses clustering lasst sich
bemerkenswerterweise direkt auf die Verteilung teiden untersuchten funktionellen
Merkmale Ubertragen. Eine Hypothese zur KlarungetieZusammenhangs und damit ein
Ansatz zum Verstandnis der Evolution der Phr/Cryaffia ist in Abb. 72 dargestellt und im
Folgenden beschrieben.

Evolution der Phr/Cry-Familie

P

Abb. 72 Hypothetischer Verlauf der Evolution funktionellderkmale in der Phr/Cry-Familie.

In einer Frihform der Photolyase war die Elektrd@askade zur Reduktion des katalytischen
Kofaktors FAD noch nicht notwendig, da das Enzyrw.hbder Organimus in einer Umgebung
mit reduzierenden, strikt anaeroben Bedingungem.(hydrothermale Quellen) existierte.
Dieses funktionelle Merkmal wurde erst zu einemtes@i Zeitpunkt der Evolution der
Phr/Cry-Familie wichtig, an dem sich der Klass&libtyp bereits abgespalten hatte, und eine
effektive Reduktion (ber einen exogenen Faktor ramfgy oxidierender Bedingungen
essentiell war. In einem solchen Fall wiirde es sicheine konvergente Evolution dieses
funktionellen Merkmals innerhalb der Phr/Cry-Famihandeln. In diesem Zusammenhang
muss allerdings erneut hinterfragt werden, inwiefdrese Elektronenkaskadie vivo eine
Rolle spielt und nicht nur ein Artefakt der durcfigetenin vitro Experimente ist. FUE. coli

und dessen Klassel CPD Photolyase wurde gezeiggss d Stamme  mit
CPD-Reparaturdefizienz eine mit dem Wildtyp vergidiare Photoreaktivierung aufweisen,
wenn diese durch untem vitro Bedingungen inaktiven Photolyasen komplementiert
werder>. Diese Art vonin vivo Experimenten konnte ebenfalls neue Erkenntnisse die

Relevanz dieser Elektronenkaskade im Klasse IIagubtingen. Dieser Ansatz zur Evolution
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der funktionellen Merkmale lasst sich allerdings bedingt auf das Asparagin Ubertragen,
welches den neutralen semichinoiden Zustand FADé$ katalytischen Kofaktors wahrend
der Photoreduktion und DNA-Reparatur stabilisiédsbhand derEcCPDI-N378S Mutante
konnte gezeigt werden, dass diese Aminosaure esséint die Reparatur von CPD-Schaden
sowohl unterin vitro als auchin vivo Bedingungen isf. Unter Beriicksichtigung des
Reparaturmechanimus muss daher eine stabilisierdnugebung fir diesen Redoxzustand
bereits in der Frihform einer Photolyase vorharglamesen sein. Es wére denkbar, dass die
Stabilisierung dieses Redoxzustands in einer frihBmotolyase durch einen
Carbonylsauerstoff des Peptidriickgrats Ubernommardevund erst zu einem spéteren
Zeitpunkt ein Asparagin (bzw. eine Asparaginsauercin Cystein) die funktionelle Rolle
Ubernahm. Ein Beispiel hierfir liefert das Flavorhorus Clostridium beijerinckiiin dem

z. B. der neutrale semichinoide Zustand FMNHber eine H-Bricke zwischen dem
Peptidcarbonyl des Glycins G57 und dem N5-Sticksties FMN stabilisiert wiref*7¢177
(Abb. 73A).

A

C. beijerinckii

1
A 28A
Flavodoxin .
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9\» oW1

D393 |28A

P

(&

Y391

R365
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&‘?6;,
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semichinoid R. sphaeroides
Cryptochrom B

Abb. 73 (A) Im Falle des Flavodoxin a beijerinckiifindet die Stabilisierung des protonierten N5-8ttoffs
des FMN Uber einen Carbonylsauerstoff st&}.I(n Cryptochrom B auR. sphaeroidewird dieser Zustand des
N5-Stickstoffs des katalytischen FAD Uber ein Wassdekil (W1) stabilisiert.

Eine Alternative zu diesem Mechanismus stellt dimbHBsierung Uber ein einzelnes
Wassermolekudl in der unmittelbaren Umgebung desShigkstoffs dar. Dies konnte aktuell
am Beispiel der funktionellen und strukturellen @&mat des Cryptochroms B aus
R. sphaeroidegezeigt werdef! (Abb. 73B).
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5.4 DNA-Bindungsmodus des Klasse Il Subtyps

Durch die erfolgreiche Kokristallisation dMmCPDIlI mit CPD-haltiger, doppelstrangiger
DNA konnten Einblicke in den Bindungsmodus des Béal Subtyps gewonnen und die
Unterschiede zu den Klasse | CPD Photolyasen aspitiderAnCPDI aufgezeigt werden.
Bei der Kiristallisation desMmCPDIIeCPD-DNA Komplexes fiel auf, dass die
Proteinkristalle innerhalb weniger Stunden entstandEine Erklarung fur diesen schnellen
Kristallisationsverlauf kann die quasi-kontinuiee Anordnung der doppelstrangigen DNA
in der Kristallpackung Uber den 3’-Arm zweier symne#quivalenter Molekile sein
(Abb. 59B, Ergebnissg Durch dasrestacking der beteiligten Basen erfolgt ein geotelme
Zusammenlagern der einzelnen Molekile, wodurch éimedie Bildung eines kritischen
Nucleus und somit fir den gesamten Kiristallisafpoozess notwendige Ilokale
Konzentrationserhohung an MmCPDIleCPD-DNA  Komplexen entsteht. Diese
quasi-kontinuierliche und somit rigide Anordnungedenfalls die Ursache flr die eindeutig
definierte Elektronendichte in diesem Bereich deppklstrangigen DNA im Vergleich zum
5-Arm. Anhand der geringen strukturellen Untergdd (msdWerte ~0.4 A) zwischen der
MmCPDII-Struktur und der beideMmCPDIIeCPD-DNA Komplexe wird deutlich, dass
durch die Bindung der geschadigten DNA keine gra@mformationellen Anderungen oder
ein etwaigerinduced fitausgeldst wird. Dies steht im Einklang mit den Bszhtungen fur
den AnCPDIeCPD-DNA KomplexX®. Allerdings kann man anhand der abweichenden
Orientierung des 3-Arms um ~11° in beiden Komplexerkennen, dass eine gewisse
Plastizitat im Bereich der Erkennung der doppetgfigen DNA auf der Oberflache vorliegt.
Trotz dieses Unterschieds in der Ausrichtung de#érBis sind jedoch die signifikanten
Interaktionen zwischen Photolyase und DNA in beid@mplexen vorhanden. Im direkten
Vergleich séamtlicher Interaktionen zwischen derdeeri CPD-Subtypen fallt dabei auf, dass
diese im Falle deMmCPDII im Gegensatz zuknCPDI ausschlief3lich mit dem CPD-Strang
stattfinden Abb. 74).
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Abb. 74 Der schematische Vergleich der Bindungsmodi zwiscder MmCPDII (links) und derAnCPDI
(rechts) illustriert anschaulich, dass die Klag€eRD Photolyase ausschlielich mit dem CPD-Strang
interagiert.

Der Vergleich der elektrostatischen Oberflachenesgkaften mit den tbrigen Vertretern der
Phr/Cry-Familie mit DNA-Reparaturaktivitat zeigtask das positive Potential ddmCPDII
eher raumlich begrenzt vorliegt: ElektrostatischeecWselwirkungen werden zu den
Phophaten B, P?, P? und zu einem geringeren Anteil zu ™3P ausgebildet
(Abb. 74, Abb. 75A). Die canyonartige Oberflachenstruktur démCPDII wird durch eine
sudlich und eine westlich verlaufende Vertiefungrggt, deren Begrenzungen durch die
basischen Aminosauren Arginin R429 und R441 bzwgirhn R450 und Lysin K451
dominiert werdenAbb. 75B), welche sich auf der Loopregion zwischen dendésl17 und
a18 bzw. auf der Helixi18 befinden Abb. 76). Besonders im Bereich, der mit einem gelben
Kreis in Abb. 75B hervorgehoben ist, werden eine Vielzahl von Irkéoaen mit dem

Ribosephosphatriickgrat entlang der grol3en Furcégeaildet.
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A. nidulans Klasse | Photolyase (1TEZ) D. melanogaster (6-4) Photolyase (3CVU) A. thaliana DASH Cryptochrom (2VTB)
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M. mazei Klasse Il Photolyase (2XRZ)

Abb. 75 DNA-Bindungsmodus des Klasse lI-Subtyps am Beispigr MmCPDII. (A) Vergleich der
elektrostatischen Oberflacheneigenschaften denré&tertder Phr/Cry-Familie mit DNA-Reparaturaktitit®ie
Windrose verdeutlicht die canyonartige Struktur &eoteinoberflache.B) Elektrostatische Detailansicht des
Oberflachenbereichs, der fiir die Bindung des Desbagephosphatriickgrats der geschadigten DNA-Sérang
zustandig ist.

Ein interessante Besonderheit des Klasse Il Subsymhe bereits im strukturellen Alignment
angesprochene fehlende C-terminale Erweiterungldase | CPD Photolyasen, wie z. B. der
AnCPDF® oder in (6-4)-Photolyaséff bildet dieser Sequenzbereich eine Art strukturelle
Begrenzung der DNA-Bindungsregion in Form eineri¥jelie in derMmCPDII aber auch im
AtDASH? nicht vorhanden ist. In d&mCPDII wird die canyonartige Oberflache dagegen in
diesem Bereich durch die Loopstruktur zwischen Heficesal7 undal8 begrenzt. Das
Fehlen einer derart ausgepragten Begrenzung deluBgsregion kann moglicherweise den
durch die Gelshift-Experimente ermittelten gerimgeDiskriminierungsgrad devimCPDI|
zwischen ungeschadigter und geschadigter DNA ingeh z. B. zu deEcCPDI erklaren.
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MmCPDII

Abb. 76 Im Gegensatz zu den lbrigen Photolyase-Suptypetetodie MmCPDII keine helikale, C-terminale
Verlangerung. Die canyonartige Oberflache wird iesdm Bereich durch die Loopstruktur zwischen den
Helicesal7 undal8 begrenzt.

Das Fehlen dieser C-terminalen Helix, die in ba&tlen Klasse | CPD Photolyasen ein
wesentliches Element der Bindungsregion fir diepetgirangige DNA darstellt, impliziert
maoglicherweise, dass der Klasse Il Subtyp einerbesserten Zugang zu CPD-Schaden
auRerhalb des Nukleosoms haben k&rftand sich dieser Photolyase-Subtyp daher in
eukaryotischen Organismen durchgesetzt hat. EingengeRegion, in der nennenswerte
elektrostatische Interaktionen mit dem Ribosephasfibkgrat des CPD-geschéadigten
Strangs stattfinden, ist der ibb. 75B mit einem roten Kreis markierte Bereich. An der
Position des Phosphats' Befinden sich die basische Seitenkette des Ardiié4 und die
Amidgruppen des Alanins A160 bzw. des Histidins H16Vergleichbar mit dem
AnCPDI*CPD-DNA KomplexX® erfolgt die elektrostatische Stabilisierung in 84mCPDII
zusatzlich durch die Dipolmomente der Helicgsbzw.al18 (Abb. 74, Abb. 75B.

Trotz der geringen Unterschiede auf Ebene der Gessarktur, finden dennoch
konformationelle Anderungen einzelner Aminosaurem Substratbindungsbereich statt.
Durch das Hineindrehen des Thymindimers in dievakiiasche und das damit verbundene
teilweise Entwinden der doppelstrangigen DNA efitsten Duplex ein Liicke mit ~120%A
(Abb. 77).

114



Diskussion

MmCPDII*CPD-DNA F }

Abb. 77 Signifikante konformationelle Anderungen der Seigten durch die Bindung der CPD-DNA finden
hauptséachlich in der bolzenartigen Region des Satbgtdungsbereichs statt.

Wahrend imAnCPDIeCPD-DNA Komplex dieser Bereich teilweise von deropcegion
zwischen den Helices17 unda18 ausgefiillt wiref, befinden sich inMmCPDIleCPD-DNA
Komplex in diesem Bereich eine Reihe von Aminosduderen Seitenketten sich als Folge
der Substratbindung neu orientiert haben. Das ArdgR429 befindet sich in einer Position,
die sowohl eine Interaktion mit dem N3-StickstoéfsdPurinrings (Adenin A8) als auch ein
Testacking mit den benachbarten Basen ermoglicht smdlie Position des in die aktive
Tasche gedrehten Thymins T7 einnehmen kann. In Keo ist die Indolgruppe des
Tryptophans W431 um ~90° gedreht, so dass diegeHeiBriicke mit dem C2-Carbonyl des
Cyrosin C9 ausbildet. Gleichzeitig dndert die Salzke D428/R411 ihre Position in einer
Weise, dass ein stabilisierendasstacking zwischen dem Arginin R411 und dem
Tryptophan W431 moglich ist. Moglicherweise istaliestrukturelle Anordnung, die wie eine
Art Bolzen in die entandene Licke passt, beim Emden der doppelstrangigen DNA und
beim Flip-Mechanimus notwendig, um der entstehendiersionsspannung entgegen zu

wirken bzw. das Hineindrehen in die aktive Tasaherteichtern.

5.5 Der intakte CPD-Schaden in der Bindungstasche

Obwohl die Substratbindungstasche d&mCPDIlI den beiden bisher strukturell
charakterisiertePANCPDIeCPD-DNA bzw. AtDASHeCPD-DNA Komplexen sehr ahnelt,
besitzt nur deMmCPDIIeCPD-DNA Komplex einen intakten CPD-Schaden in ddivan
Tasche Abb. 78).
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6375 (MmCPDII)
| N349 (AncPDI)
) N391 (AfDASH)

Abb. 78 Vergleich der CPD-Bindungstaschen d4mCPDII (schwarz) mitAnCPDI (grau) undAtDASH (lila).

Das fehlende Asparagin am 3'-Thymin sorgt in Vedoing mit dem stattdessen vorhandenen Wassercluster
(W1-w6) fur eine erhohte strukturelle Flexibilitést der MmCPDII-Bindungstasche und inhibiert dadurch
moglicherweise eine strahlungsinduzierte Reparatur.

Diese Tatsache wurde wahrend der Verfeinerung destaflstruktur anhand der eindeutig
definierten Elektronendichte im Bereich der C5-@bd C6-C6’ Bindungen erkennbar. Einen
Hinweis auf die Unversehrtheit des CPD-Schadetfisrtiau3erdem der Neigungswinkel der

beiden Cyclobutanringe zueinand@bb. 79).

/~5f6>* 1&

3MR4 3MR3 1TEZ, 2VTB

ccbDC
100804

2XRZ

Abb. 79 Ubersicht der Neigungswinkel der beiden Cyclobutaye in strukturell aufgelésten CPD-Schaden
(2XRZ: MmCPDIIeCPD-DNA; CCDC100804: Synthetischer CPD-Schaden; 3MBVIR4: Menschliche DNA
Polymerase®CPD-DNA; 1TEZ:AnCPDIeCPD-DNA; 2VTB: AtDASHeCPD-DNA).

Wahrend in den beiden zuvor veréffentlichten Kompteukturen (1TEZ bzw. 2VTBE?) die
Thymine mit einem Neigungswinkel von ~13° quasinplazueinander stehen, entspricht die
Verkippung von ~34° imMmCPDIleCPD-DNA Komplex (2XRZY) eher einem intakten
CPD-Schaden. Dies wird bei Betrachtung der Kristalktur des synthetischen
CPD-Schadens (CCDC10086% mit einem Winkel von ~57° deutlich und spiegéthsauch
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in einer Reihe von vier Komplexstrukturen der mdéfisben DNA-Polymerasg mit
CPD-DNA in Winkeln zwischen 34° und 56° wietf8r

Die Ursache fur den intakten CPD-Schaden in derdi@ugstasche ist allerdings kein
generelles Defizit an photochemischer Aktivitdit ddmCPDII im kristallinen Zustand.
Anhand derin crystallo Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass in Aemest eines
Reduktionsmittels die kristalline Photolyase beuRéemperatur photoreduzierbar ist bzw.
das katalytische FAD unter kryogenen Bedinugngeabhéangig vom Reduktionsmittel durch
Synchrotronstrahlung reduziert werden kann. Le¢gtavurde bereits zuvor fir denCPDI
gezeigt®. Eine Erklarung fur den intakten CPD-SchaderMmCPDIleCPD-DNA Komplex
konnte in der hoheren strukturellen Flexibilitat @ndungstasche liegen. Durch das Fehlen
des Asparagins am 3’-Thymin in Verbindung mit deesdhriebenen strukturell flexibleren
Wassercluster (W1-W6) ist moglicherweise die stiiesSpannung innerhalb des gebundenen
CPD-Schadens in ddimCPDII-Bindungstasche deutlich geringép. 78). Im Gegensatz
dazu bewirkt das Asparagin ANCPDI undAtDASH eventuell eine Bindung des Substrats in
einer Art und Weise, die das Aufbrechen des Cydhlimings infolge einer
strahlungsinduzierten Reparatur begunstigt.

5.6 Strukturelle Unterschiede innerhalb des Klass#é Subtyps

Trotz der hohen paarweisen Sequenzidentitdten bhesmsaden einzelneMethanosarcina
Photolyasen als auch innerhalb des Klasse Il Glisteigen beide Sequenzalignments
dennoch zwei signifikante Unterschiede im Berei@r &ubtratbindungstaschélb. 67,
Abb. 69). Mit Hilfe der verfugbarerMbCPDII-Struktur konnen diese Variationen genauer
betrachtet werderApb. 80).
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M379 (MmCPDII)
M377 (MbCPDII)
M353 (AnCPDI)

Abb. 80 Vergleich der CPD-Bindungstaschen démCPDII (grin) mitMbCPDII (blau) undAnCPDI (grau).
Das Wassermolekil W6 nimmt in beiden Photolyasens delassell Subtyps die Position der
Asparaginseitenkette deknCPDI ein. Im Gegensatz zWWmCPDII besitzt dieMbCPDII allerdings keine
quadratisch-pyrimidale Anordnung weiterer Wasseekigle (W1-WS5, rot).

Das Tryptophan W305 deMmCPDIIl, welches in der Substratbindungstasche minh de
5-Thymin des CPD-Schadens Uber enmstackinginteragiert, ist sowohl in deMbCPDII als
auch in den pflanzlichen und tierischen KlasseRDPhotolyasen (31/31) ein Arginin. Diese
Variation zeigt jedoch keine Beeintrachtigung inr déatalysé® und sollte keinen
nennenswerten Einfluss auf den InteraktionsmodbsrnaAllerdings kdnnte diese zusatzliche
basische Aminosaure an der Oberflache der Subisttatigstasche die starkere Bindung der
MbCPDII an ungeschadigte DNA erklaféh'®! Der zweite Unterschied betrifft den Bereich
am 3-Thymin. In den bisher strukturell charakteniten Enzymen  mit
CPD-Reparaturaktivitdt befindet sich in der Nahes doereits erwéhnte Asparagin
(AnCPDI: N34§° AtDASH: N39F°), das mit der Seitenkette H-Briicken sowohl zu dem
N3-Amid und dem C4-Carbonyl des Thymins ausbildemrk @bb. 78). Innerhalb des
Klasse Il Subtyps ist an dieser Stelle in den @liahen und tierischen Photolyasen ein
konserviertes Glycin (30/30) wahrend in den prok#isghen Enzymen sowohl ein Glycin
(26/59) als auch ein Asparagin (29/59) oder zunsh@en Serin (3/59) vorkommen kann.
Sowohl in deMmCPDII (Glycin) als auch in devlbCPDII (Serin) nimmt ein Wassermolekdl
(MmCPDII: W6) die Position der Seitenkette des Aspasgein und ist in beiden
Photolyasen bereits im Vorfeld einer Substratbimduworhanden. Der Austausch des Glycins
zu einem Serin in der Substratbindungtasche hatekeidirekten Einfluss auf dieses
Wassermolekul, da die Seitenkette zu der C4-Hydyaxype der Ribityls des katalytischen
Kofaktors FAD gerichtet ist. Die quadratisch-pyritaie Anordnung weiterer
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WassermolektuleMmCPDII: W1-W5) ist in deM™MbCPDII nicht vorhanden. Einige Wasser
befinden sich jedoch auf &quivalenten Positioneth bilden mit dem Wassermolekuil,\Wh

der MbCPDII ebenfalls ein H-Brickennetzwerk. Ein Blickfalie Struktur der pflanzlichen
CPDII-Bindungstasche au®. sativd® (Glycin) zeigt auRerdem, dass ein aquivalentes
Wassermolekul ebenfalls vorhanden ist. Dieses Wastsht somit ein konstitutives Element
innerhalb eines Teils der Klasse Il CPD Photolyas@d sorgt moéglichweise durch die
direkte Interaktion mit dem C4-Carbonyl der 3’-Thys und der tbrigen Wassermolekiile
der Umgebung fur die kurzzeitige Protonierung desTh¥minradikals wahrend der
DNA-Reparatur. Transfervorgange dieser Art kommeB.zn Bakteriorhodopsinen vor, in
denen ein Cluster aus Wassermolekilen die termiAblgabe eines Protons wéahrend des
Photozyklus vermittett®*84

Anhand dieser verfiigbaren strukturellen Informatiokann man sagen, dass es zwar gewisse
Variationen innerhalb der aktiven Tasche des KldsS&ubtyps gibt, diese aber keinen
nennenswerten Einfluss auf grundlegende Funktiohabhen sollten. Somit bleibt der
Modellcharakter der archaealen Photolyasen der u@@gtiMethanosarcinalesfur die

pflanzlichen und tierischen Orthologen erhalten.

5.7 Der Antennenchromophor dertMmCPDII

Da weder die spektroskopischen noch die rontgetakographischen Daten in der heterolog
in E. coli produziertenMmCPDII auf einen Antennenchromophor hindeuteterfft tdie
Bezeichnung “ap@mCPDII” auf diese Form der rekombinanten Photolyase Der
lichtsammelnde Kofaktor ist zwar fiur die Reparaktikatat unter Laborbedingungen wie fur
die MmMCPDII verdeutlicht nicht zwangslaufig notwendig, aBeispiel der Grinalge
Chlamydomonas reinhardtikonnte allerdings gezeigt werden, daswsivo ein Fehlen der
Antenne zum Verlust der Photolyaseaktivitat fihkann. Dieser Zusammenhang wurde am
Stamm C. reinhardtii phrl demonstriert, der keine FO-SynthagehrQ) besitzt und eine
Defizienz in der Photoreaktivierung aufweist. Imesn Komplementationsansatz mit einem
phrl-Genkonstrukt konnte dieser genetische Defekt jedmesgeglichen und die Fahigkeit
zur in vivo Photoreaktivierung wieder hergestellt werden. Bigisekte Abhéngigkeit beweist
somit die essentielle Rolle des 8-HDF als Antenhesrmophor in deiCrCPDII>*8¢ Fijr
eine vollstdndige spektroskopische und funktionellbarakterisierung kann daher die
Kenntnis Uber eine etwaige Antenne von gro3emeésssr sein.

Die Identifizierung des Antennenchromophors BenCPDII erfolgte in einem ersten Schritt

durch diein vitro Rekonstitution mit potentiellen Chromophoren. lar canschlielRenden
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Analyse mittels UV/Vis-Spektroskopie zeigte nur darsatz mit chemisch synthetisierten
8-HDF eine Anderung des Absorptionsspektrums BienCPDII (Abb. 36, Ergebniss
Insbesondere die Rotverschiebung des Absorptionsmiaxs im Vergleich zum 8-HDF in
Loésung verdeutlicht die Einbindung des Deazaflavims die Photolyase als
Antennenchromophor. Dieser bathochrome Effekt, leits von anderen Photolyasen des
Deazaflavin-Typs bekannt f8€%%2%°% konnte durch Ausdehnung des delokalisierten
T-Elektronensystems im Deazaflavinanion entsteheih.Hife der strukturellen Daten l&asst
sich erklaren, dass nur das Deazaflavinanion dukcsbildung einer Salzbricke zur
Seitenkette des Arginin R411 gebunden werden kahh.(64B, Ergebnissg

Eine Analyse der metabolischen Stoffwechselwege Mencoli und der Gattung

Methanosarcinalesinter Verwendung deKEGG PathwayDatabase®” %

machte deutlich,
dass das bakterielle Expressionssystem im Gegermatdem Urprungsorganismus zur
Produktion von 8-HDF nicht in der Lage ist. Auf ske Weise konnte folglich nur
apaVimCPDII erhalten werden. Durch die Etablierung dentBgse von 8-HDF irkE. coli
Uber den imAbb. 81 dargestellten artifiziellen enzymatischen Syntixeggunter Verwendung
eines Kofaktorplasmids, welches die bifunkionale-&F¢hthase aus. coelicolonSd-biC)
codiert, konnte die Methode dervivo Rekonstitution sowohl fur disimCPDII als auch fur

die anderen Photolyasen etabliert werden.

Tyrosin- Riboflavin-
metabolismus metabolismus
HPP o

(0] H2N\
HO
Sbst. 6
Hisg-ScFbiC

(96.0 kDa)

8-HDF + Oxalat
+ Ammoniak
+2e”

Abb. 81 Artifizielle FO-Synthese imE. coli Expressionssystem, welche durch die FO-Synthase au
Streptomyces coelicolgsd=biC) ermdglicht wird.

Eine erfolgreichein vivo Rekonstitution mittels UV/Vis-Spektroskopie wurda den
folgenden Photolyasen nachgewieseMimCPDIl, AnCPDI und Dm(6-4). Das
Absorptionsspektrum dedmCPDIl®8-HDF Komplexes entsprach dabei dem Spektrum der
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in vitro rekonstituiertenMmCPDIl (Amax=435 nm) und die spektralen Eigenschaften des
AnCPDIe8-HDF Komplexes Xma=438 nm) glichen der Literaftf®***° Interessanterweise
zeigte der Dm(6-4)e8-HDF Komplex eine leichte Rotverschiebung des Muaxns
(Amax=448 nm) im Vergleich zu dein vitro rekonstituierten Photolyase\ (=440 nm§®,
Dieser Unterschied im Absorptionsmaximum kann gelhelurch einen Unterschied in der
Chromophorumgebung verursacht werden. Die in dieZaisammenhang durchgefihrte
strukturelle Analyse de# vitro rekonstituiertenDm(6-4)e8-HDF Komplexes ergab eine
konformationelle Anderung eines Loopbereichs urel Riotation eines Tryptophans infolge
der Kofaktorbindung innerhalb der Bindungsta$€hEs ist denkbar, dass durch devivo
Rekonstitution eine geringfiigig abweichende Konfations&dnderung in der Umgebung
verursacht wird, die das Absorptionsmaximum minixaiiert. Eine vergleichbare Anderung
des Loopbereichs zwische2 und a2 fand ebenfalls infolge der Kofaktorbindung im
MmCPDII®8-HDF Komplex statt und fuhrte zu einamstacking zwischen dem Phenylalanin
F61 und dem b5-Deazaflavinanteil des 8-HDF. Das felsmenzemissionsspektrum der
holoMmCPDII enspricht mit dem Maximum bei 467 nm den Faszenzdaten der bisher
charakterisierten hofnCPDF®** bzw. holdm(6-4)°® und weicht nur geringfiigig von dem
Fluoreszenzmaximum des 8-HDF in Losung bei 470 nin (Abb. 47, Ergebnisség
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Daten W&NWis- und der
Fluoreszenzspektroskopie zeigen, dass es sictebdtyebnissen dar vitro Rekonstitution
bzw. dessoakingsvon ap®MmCPDII-Kristallen nicht um ein experimentelles Axkt
handelt, sondern dass Deazaflavin auch unter kotwpeat Bedingungen als Antenne
eingebaut wird. Im Fall deftCPDI erfolgte dagegen der Einbau des 8-HDF untesedh
Umstanden nicht und steht damit in einem gewiss@rekspruch zu den Beobachtungen der
in crystallo Rekonstitutiofi*. Eine mogliche Erklarung fir dieses unterschidmic
Bindungsverhalten ist, dass das Deazaflavin zwaeruexperimentellen Bedindungen die
natirliche Antenne FMN z. B. aufgrund hoherer Koneionen ersetzen kann, aber im
eigentlichen Organismus dieser Kofaktor bevorzugirdw Dies spricht fir eine
nicht-promiskuitive Antennenbindungstasche d¢€PDI und steht im Einklang mit der
Tatsache, dass. thermophiluskeine Enzyme zur Synthese von 8-HDF besitzt. Delddn
eines Antennenchromophors in deMmCPDIl, die im FO-defizienten E. coli
Expressionssystem produziert wurde, deutet ebenfallf die hohe Spezifitat dieser
Bindungstasche fur das Deazaflavin 8-HDF hin. NBtt€EGG Pathway Databaskonnten
die Enzyme CofG und CofH im Methanstoffwechsel (@&80) der Gattun$ylethanosarcina
identifiziert werden, die in den Archaea fir dien§ese von 8-HDF zustandig und homolog
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zu den N- bzw. C-terminalen Bereichen der FO-Sys#hgbiC sind. Auf Grundlage der
experimentellen und der metabolischen Daten kammtsdavon ausgegangen werden, dass
das Deazaflavin 8-HDF der native AntennenchromopleoMethanosarcina?hotolyasen ist.
Die in vivo Rekonstitution deAtCPDII lieferte keinerlei Hinweis auf den Einbau de8IDF

als Antennenchromophor. Das Absoprtionsspektrumspeicht photolyase-gebundenem
FAD,y und ist vergleichbar mit den Daten aus der Litefaf

5.8 FO-Bindungsmuster des Klasse Il Subtyps

Anhand der strukturellen Daten ddsnCPDIle8-HDF KomplexesAbb. 82A) wird deutlich,
dass die Antennenbindungstasche durch mehrere Ndgkndefiniert wird. Die
Deprotonierung der 8-Hydroxygruppe erfolgt Uber de#den in der C-terminalen Domane
vorhandenen, basischen AminosautdmCPDII: H272 bzw. R411), die das Deazaflavin erst
in seinem chromogenen Zustand stabilisieren bzw. Ralle des Arginins fur den
bathochromen Effekt sorgen.

/Fap holoMmcPDl B OH

H277]l o' OH polar

F273
v
‘ o Ho™"

klein

& & & &  8-HDF Synthese
JWMS. L LFxLT (x) ) FxxA(x) 4, ¥xxM. . .HF...R..
WM CEFxLT (x) 9 FxxA(x) 4¥xxL. . .HF...R..
JWMS. L LExLV () 0 FxxA (x) 4yFxxM. . .HF...R..
...WMS...FxLV(x),FxxA (x) ,¥xxM. . .HF...R. nein
OsCPDII ...WML...FxLF(x),LxxA(x),LxxL...HF...R. nein
AtCPDII ...WMF...FxLF(x) ,FxxA(x),LxxM...HF...R. nein
Nuotiv Antennenloop CMotiv

Abb. 82 FO-Bindungsmuster des Klasse Il Subtyps. (A) Stngtle Details der Anntennenbindungstasche der

MmCPDII. (B) Schematische Darstellung des FO-Bindumggters. (C) Sequenzalignment von Photolyasen des
Klasse Il Subtyps mit dem Fokus auf die Bereiche Aletennenbindungstasche. Photolyasen des Klasse I
Subtyps, die 8-HDF als Antenne binden, sind in ghémvorgehoben. Die Nummerierung der Aminosauren

entspricht deMmCPDII.
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Die Umgebung des 5-Deazaflavinanteils ist generefi aromatischen bzw. hydrophoben
Seitenketten dominiert, die sich zum Teil auf eikenformationell flexiblen Loopregion
(MmCPDII: L57-A64) befinden und diesen Teil des Kofakt in der Bindungstasche
positionieren. Die Position des Ribitylrests hingegst vor allem durch eine einzelne polare
Aminosaure KmCPDII: S26) uber H-Bricken fixiert. Ein Sequenzafigent der
MmCPDII-Bindungstasche mit Klasse Il CPD Photolyasde nachweislich 8-HDF als
Antenne binden NItCPDII®®, CrCPDI**8 und DmCPDII'* griin), zeigt, dass diese
Merkmale allesamt vorhanden sinbp. 82C).

Zur genauen Beschreibung der FO-Bindung des KlasSeibtyps wurden sowohl die
Bindungstaschen deMmCPDIlI und der OSCPDII auf struktureller Ebene verglichen
(Abb. 83) als auch ein Sequenzabgleich desCPDII mit der AtCPDIlI durchgefihrt
(Abb. 82C, rot). Die Unterschiede der beiden pflanzlichenotBlyasen sind in den
betrachteten Bereichen nicht relevant, unterschesdash aber deutlich von den FO-bindenden
Photolyasen Abb. 82C, rot). Ein geringer struktureller Unterschied b#tr den
Antennenloop, der in de©sCPDII im Vergleich zu den Uubrigen Enzymen um zwei
Aminosauren verlangert ist. Dies sollte aber keinennenswerten Einfluss haben, da dieser
Proteinbereich generell flexibel scheint. Mit diegeformationen und dem Ergebnis, dass die
AtCPDII in derin vivo Rekonstitution kein 8-HDF als Antennenchromophardet, ist es
maoglich ein FO-Bindungsmuster fur den Klasse Il tgpbabzuleiten Abb. 82B, C). Im
sogenannten My folgt auf die hoch konservierten Aminosauren ,W8ih polarer Rest, der
fur die Interaktionen Uber H-Bricken mit dem Rib#gt essentiell ist. Durch die grol3en
hydrophoben Seitenketten (L bzw. F) in den pflal@n Photolyasen entsteht ein
hydrophoberpatch in der Chromophortasche, der vermutlich eine Bingduerhindert. Das
Cwmotv umfasst die fir die Deprotonierung zustdndigenisibhen Aminosauren, die
unabhangig vom Pty hoch konserviert sind. Diese funktionellen Reste Gyoiivs Sind aber
nicht fur die FO-Bindung spezifisch. Im Bereich deiden Carbonylsauerstoffe des 8-HDF
ist womadglich eine kleine Seitenkett®IftiCPDII: T58) von Bedeutung, die allerdings auch
einen hydrophoben Charakter haben kann. Zumindaegracheiden sich Photolyasen des
Klasse Il Subtyps der héheren Pflanzen an diessleSh Form einer grofRen hydrophoben
Aminosaure. Ein weiterer auffalliger Unterschiedder Bereich unterhalb des 5-Deazaflavins
(MmCPDII: Y69). An dieser Stelle ist fur die Bindung@s Chromophors eine aromatische
Seitenkette von Bedeutunglfb. 82C bzw. Abb. 84).
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pe= /EAD holoMmCPDII
apoOsCPDII

R

Abb. 83 Struktureller Vergleich der AntennenbindungstasdeeMmCPDII (griin) undOsCPDII (rosé). Das
dargestellte 8-HDF ist Bestandteil der HdlmCPDII Struktur.

Die essentielle Bedeutung desidNs mit dem polaren Rest wird indirekt auch dadurch
deutlich, dass bisher in keinen heterolodeircoli produzierten, pflanzlichen Photolyasen des
Klasse Il Subtyps ein Hinweis auf FMN oder DLZ asitennenchromophor gefunden
wurde? 167182189 piese Kofaktoren besitzen ebenfalls einen Ritgst und sind inE. coli
Expressionssystem verfiigbar. Der Austausch derrgmol&omponente in eine zu den
pflanzlichen Photolyasen &quivalente hydrophobe raséure (z. B. Phenylalanin oder
Leucin) kénnte das MW, zusatzlich als determinierenden Bereich der Bigdtasche
verifizieren. Die Aufklarung des Antennenchromoghompflanzlicher Klasse Il CPD
Photolyasen bleibt somit weiter offen, da mit dre&egebnissen und dem ebenfalls bereits im
Vorfeld ausgeschlossenen MTHE' alle bisher bekannten potentiellen Kofaktoren
untersucht wurden. Die Identifizierung eines ne@momophors kann nicht ausgeschlossen
werden, was am Beispiel dBsSCryB durch die Identifizierung des DLZ als Antengezeigt

werden konnt¥.

5.9 Schlussfolgerungen fir den Klasse Il Subtyp

Neben der Tatsache, ob ein Kofaktor Gberhaupt atemenchromophor gebunden werden
kann, stellt sich teilweise die interessante Frageh dessen Herkunft. In den fir das
FO-Bindungsmuster analysierten Photolyasen stamimBt die Drosophila Photolyase aus
einem Organimus, der nicht in der Lage ist, 8-HDOF synthesieren, da die notwendige
FO-Synthase bzw. die homologen Enzyme CofG/CofHefeAbb. 82C bzw. Abb. 84).
Sowohl anhand der eigenenvivo Rekonstitution der (6-4)-Photolyase als auch itteven

Untersuchungéfi™ konnte jedoch demonstriert werden, dass das Deairaf als
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Antennenchromophor generell Brosophila Photolyasen gebunden wird. Eine Analyse der
Photolyasen des gesamten Klasse Il Subtyps ergabrweass das FO-Bindungsmuster in
einer Vielzahl von Photolyasen gefunden werden kaobwohl die entsprechenden
Organismen ebenfalls kein 8-HDF produzieren kénddab. 84). Eine plausible Méglichkeit
fur den Ursprung des Deazaflavins ware entwederAdimahme aus der Umgebung z. B.
uber die Nahrung oder durch einen intrinsischertdfakler ein prokaryotischer Organismus
sein konnte und in der Lage ist, 8-HDF zu proderi®r’> An dieser Stelle muss die
generelle Bedeutung eines Antennenchromophors otoBlasen der héheren Organismen
hinterfragt werden. Die Reparatur von CPD-SchadenhdPhotolyasen kann prinzipiell auch
ohne zusatzlichen Chromophor stattfinden. Die ggzibekannten Daten bezuglich der Rolle
einer funktionalen Antenne fir die UV-Resistenz detsprechenden Organismus sind bisher
nur fur die GriinalgeChlamydomonas reinhardtierichtet wordef¥>% Hier kommt ein
Verlust der Synthese fur 8-HDF einem Verlust deotBlyase gleich. Im Laufe der Evolution
haben sich auRerdem redundante DNA-Reparatusysesveckelt®® bzw. es existieren
Polymerasetypen, die Uber diese Art von UV-induererSchaden des Erbguts hinweg
replizieren konnel?. Unter diesen Umstanden ist eventuell die Notwgkelt einer
lichtsammelnden Antenne verloren gegangen und digevhin vorhandenen Photolyasen
stellen eine Artbackup oder feedbaclkenzym in Fallen starker UV-Exposition dar. Das
FO-Bindungsmuster ware somit in einem Teil der @igraen nur ein rudimentares Merkmal.
Die hoch konservierte Anderung dieses Musters mpfianzlichen Photolyasen des Klasse I
Subtyps Abb. 82Cbzw.Abb. 84) spricht dagegen eher flr eine Anpassung an einen
andersartigen Antennenchromophor in Kombination md#r sessilen, phototrophen
Lebensweise und eine nicht vorhandene Moglichkeit externen Akquirierung des
urspringlichen Kofaktors. Diese Hypothese stehEinklang mit den Beobachtungen an der
A. thaliana Mutante uvr2-1, deren Uberlebensrate unter UV-Strahlung direkt oher
Photolyaseaktivitat korrelliert und somit die Notvdggkeit einer funktionellen Photolyase in
Pflanzen verdeutlicht. Gleichzeitig zeigen transgene Pflanzen, die digeigene
CPD-Photolyase (iberexprimieren, eine erhéhte Totegegeniiber UV-Strahlufif™
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8-HDF Nyoiiv Antennenloop Cotiv
Q8PYK9 + ---WMS---FCLTDEFLEAGIRQYEFM ---HF ---R--- Methanosarcina mazei
Q46F34 + ---WMS --- FCLVDKFLGAIRRQYEFM ---HF ---R--- Methanosarcina barkeri
Euryarchaeota Q8TIS6 + ---WMS---FCLIEGFLGAGRRHYEFM ---HF ---R--- Methanosarcina acetivorans
P12769 + ---WMQ --- FGLTDDFPNANSRHYRFL --—HF - -R--—
Actinobacteria Qi1aY95 + ---WMQ --- FGLTDGYPEANLRHYAFM ---HF ---R--- Rubrobacter xylanophilus
QYXHE2 + ---WMS ---FNLVPAFLGAGARQFGFM ---HF ---R--- Chlamydomonas reinhardtii
AOT3C8 + ---WMS --- FNLVPQFLGAGARSFCFM - --HF ---R--- Dunaliella salina
Chlorophyta | a4rv87 + ---WLS --- FNLLTKFLGAGARQFGFM ---HF ---R--- Ostreococcus lucimarinus
ClE8KO + ---WMS --- FALVPEFANAGARQYCEM ---HF ---R--- Micromonas sp.
Q33BUL + ---WMS---FSLVTEFLGAGARQFGFM ---HF ---R--- Chlorella pyrenoidosa
Embryophyta (Moss) A9sFa1 + ---wMS --- FNLVESFLEARARHFGEM ---HY ---R--- Physcomitrella patens
Embryophyta (Fern) Qéws77 ? ---wWMS --- FNLVDSFLHAEARHFGFM ---HY ---R--- Pityrog austr
Cyanobacteria BOCEA9 (+) --- WMQ --- FGLMADYPGSNLRHYTFM - - - HF ---R--- Acaryochloris marina
s B1LX32 (¥) --- LLQ --- FGLLDGFPEANARHYAFL ---HF -~ -R--- y ium 1
a-Proteobacteria B7KPK7 (+) --- LMQ --- FGLLDGFPEANARHYAFL ---HF ---R--~ Y ium
QO8QWO - ---WMQ --- YGLMDGYPEANVRHYRFL ---HF ---R--- Stigmatella aurantiaca
C8X2G2 - ---WMS---FCLVPSYSGGARRHFDFM ---HF ---R--- Desulfohalobium retbaense
B3EB97 - --- WMS --- FILADGFLGATLRQYGEM ---HF ---R--- Geobacter lovieyi
Q6AK21 - ~---WVS --- FCLVPDYLGAKSSQYLEM - --HF ---R--- Desulfotalea psychrophila
AlAQKO - ---WMS --- FTLAPSFLGATLRQYGFM ---HF ---R--- Pelobacter propionicus
B8DQ15 - --- WMH ---WCLANSFLGATIRQFGFL - --HF ---R--- Desulfovibrio vulgaris
: CTLVR2 - ---WMH --- FCLAPDFAEATAVHFNFL ---HF ---R--- Desulfomicrobium baculatum
8-Proteobacteria AOLNOO - ---WMQ --- FGLTGDYPEANLRHYTFM - -—HF ---R--- Sy fi i
C4XI187 - ---WMS--- FALAPGYPGASLRHYDFM ---HF ---R--- Desulfovibrio magneticus
C6BZW8 - ---WMS---FCLVPSFLGATLRHYDFM ---HF ---R--- Desulfovibrio salexigens
Q317B6 - ---WMH --- FCLVPQFIDAGLRHFHFM ---HF ---R--- Desulfovibrio desulfuricans
D7AMRl - ---WMS --- FCLAPRFLGATARQYRFM ---HF ---R--- Geobacter sulfurreducens
Q2LS17 - ---WMQ --- FGIVDDFPEANERHYFFM ---HF ---R--- Syntrophus aciditrophicus
B8FAV4 - ---WMQ --- FGLTVNYPEANYRHYLFM --- HF ---R--- Desulfatibacillum i
QOYV00 - ---WMS---FTLAPSFLNAPLRHYDFM ---HF ---R--- Chlorobium ferrooxidans
A4SDN8 - ---WMS --- FTLASSFIGATYRQYHFM ---HF ---R--- Prosthecochloris vibrioformis
B3ENU2 - ---WMS---FNLVPSYPEATLRHYDFM ---HF ---R--- Chlorobium phaeobacteroides
Chlorobiaceae | @3B5H5 - ---WMS --- FTLSPSFIGATFRQYDEM ---HF ---R--- Pelodictyon luteolum
Q8KF21 - ---WMS---FTLSPSFLGAPMRHYDFM ---HF ---R--- Chlorobium tepidum
Q3AS84 - ---WMS---FTLAPSFLGAPLRHYDVL ---HF ---R--- Chlorobium chlorochromatii
AlBHU7 - ---WMS --- FALAPSFLDAPFRHYDFM ---HF ---R--- Chlorobium phaeobacteroides
: : ClF868 - ---WMQ --- FSAISNFPHANLRHYVFL ---HF ---R--- Acidobacterium capsulatum
Acidobacteria Q1II03 - ---WMQ---FAPVPFYPHANLRHYAFL ---HF ---R--- Koribacter versatilis
DSEHC7 - ---WMN --- FCLTPHFLSASYRAYHFM ---HF ---R--- Aminobacterium colombiense
D4H6T7 - --- WMN --- FCLIPDYPSARNQHFRFM - -- HF ---R--- Denitrovibrio acetiphilus
Bacteria | p7cwM4 - --- WMQ - - - FGLMDDYPEANARHYAFL - --HF ---R--- Truepera radiovictrix
Q7ULU5S - ---WMH --- HGLSEKYPYASDRHHAFI ---HY ---R--- Rhodopirellula baltica
B2A7J6 - ---WMQ --- FGLYEQFPYASSRHFQFM ---HF ---R--- Natranaerobius thermophilus
Q6F6A2 - --- WML --- FALFPRLLSARRRQLGFL ---HF ---R--- Oryza sativa
Q9SB0O0 - --- WMF --- FNLFDQFLDAKARQLGFM - -- HF ---R--- Arabidopsis thaliana
AS5BUBL - --- WMF --- FNLFDQFLGAKARQLGFM ---HF ---R--- Vitis vinifera
B1B538 - --- WMF --- FNLFHTFLGAKSRELGFM ---HF ---R--- Glycine max
B4F9R2 - --- WML --- FTLFPRLLGAHLRQLGFL ---HF ---R--- Zea mays
Embryophyta BYN3L7 - --- WMF --- FNLFDQFLGAKARQLGFM ---HF ---R--- Populus trichocarpa
BYRBT7 - --- WMF --- FNLFDQFLGAKARQLGFM ---HF ---R--- Ricinus communis
Q71BI8 - --- WML --- FNLFDAFKGAKARHLGFM ---HF ---R--- Stellaria longipes
Q84JX2 - --- WMF --- FNLFDGFKGANARQLGFM ---HF ---R--- Spinacia oleracea
Q9AVI6 - --- WMF --- FNLFDRFLGAKSRQLGFM ---HF ---R--- Cucumis sativus
Metatheria | 028811 - ---WMS --- FCLAPCFLGATIRHYDFM ---HF ---W--- Potorous tridactylus
028464 - ---WMS --- FCLAPCFLGATIRHYDFM ---HF ---R--- Monodelphis domestica
Cephalochordata c3zwy3 - ---WMS---FCLVPKFLDANIRHYGFM ---HF ---R--- Branchiostoma floridae
; Q7SYI9 - ---WMS--- FCLVPKFLDATYRQYAFM ---HA---C--- Danio rerio
Osteichthyes | P34205 - ~---WMS --- FCLVPRYLDATYRQYAFM ---HT ---C--- Carassius auratus
Amphibia 03c2L7 - ---WMS --- FCLVPKFLDATIRHYGFM ---HF ---R--- Xenopus laevis
Reptilia xXP_003227011.1 - ---WMS ---FCLVPKFLEATIRQFGFM ---HF ---R--- Anolis carolinensis
Aves | XP_422729.1 - ---WMC--- FCLVPAFLDATIRHYGFM ---HF ---M--- Gallus gallus
GIN787 - ---WMC---FCLVPTFLDATIRHYGFM ---HF ---M--- Meleagris gallopavo
Crustacea E9HAM9 - ---WMS ---FCLVPTFLGATIRQFGFM ---HF ---R--- Daphnia pulex
Q7JY97 - ---WMS --- FCLVPKFLNATIRHYKFM ---HF ---R--- Drosophila melanogaster
Diptera | Q17kA3 - --- WMS --- FSLVPKFLDATIRHYKFM - -- HF ---R--- Aedes aegypti
Q7Q9T5 - ---WMS --- FNLVPKFLDATIRHFKFM ---HF ---R--- Anopheles gambiae
Lepidoptera GépD06 - ---WMS --- FCLIAKYLDASVRQFHFL ---HF ---R--- Danaus plexippus
HOK9F9 - --- WMF --- FCLISBFLNASIRYYKFL ---HF ---C--- Apis mellifera
Hymenoptera | XP_003398095.1 - --- WMF --- FCIMPSFLNASMRYYKFL ---HF ---C--- Bombus terrestris
XP_001603285.2 - ---WMF --- FCILPKFLDATIRHYKFL ---HF ---R--- Nasonia vitripennis
Hemiptera XP_001949151.1 - ---WTF --- FCRLKQFLDCSLRHYKHI ---HF ---R--- Acyrthosiphon pisum
A5IZQ2 - ---WMS---FCLVTWFCNAGMRQFHFL ---HF ---R--- Spodoptera litura granulovirus
. B3TZ20 - --- WMS ---FCLTSSFLNASLRQFDFL ---HF ---R--- Ampeloy igi leop irus
dsDNA viruses Q4KT08 - --- WMS --- FCMTKSFNNASMRQFHFL ---HF ---R--- Chr deixi: it leop irus
Q9YVK7 - ---WCV--- ICLVPEFLNATIRQFDFM ---HF ---R--- inij p irus

Abb. 84 Ergebnis der Suche nach potentiellen FO-bindemtetolyasen des Klasse Il Subtyps. Zur besseren
Abgrenzung sind ebenfalls Photolyasen gezeigt,ndigh dem FO-Bindungsmuster das Deazaflavin nicht al
Antenne binden kénnen (rot). Die Spalte ,8-HDF" &@®ibt das Vorkommen im entsprechenden Organismus:
+=ja, ?=unbekannt, (?)=ja (im Phylum), -=nein.

Unter der Annahme, dass in Photolyasen hoherer n®fta kein 8-HDF als

Antennenchromophor vorkommt, stellt sich die Fragey welchem Zeitpunkt der
stammesgeschichtlichen Entwickldftder Verlust dieses Kofaktors und die Evolutionegin
differenzierten Antennenbindungstasche stattgefonio@. Interessanterweise zeigt die in
Abb. 84 dargstellte Analyse des Klasse Il Subtyps, das<tiorophyta (Griinalgen), sowohl
das FO-Bindungsmotiv als auch entsprechende EnzzuneSynthese des Deazaflavins
besitzen. Die generell zu den Chlorobionta geh@en@hlorophyta bilden zusammen mit

den Glaucobionta und Rhodobionta (Rotalgen) die dreen, die auf die Entstehung der
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ersten pflanzlichen Zelle vor mehr als zwei Mildlan Jahren durch eine primare
Endocytobiose mit einem photoautotrophen Bakter{@yanobacteriota) zuriickgehen. Die
Chlorophyta, zu denen au€h reinhardtii mit der FO-bindenden Klasse 1l CPD Photolyase
gehort, bilden wiederum eine Schwestergruppe zuStegptophyta, die unter anderem die
Landpflanzen (Embryophyta) enthalten. Unter Beriotkggung der Verbreitung des
Deazaflavins innerhalb der Chlorophyta kann sorartmutet werden, dass zu diesem frihen
stammesgeschichtlichen Zeitpunkt das 8-HDF der icligl Antennenchromophor des
pflanzlichen Klasse Il Subtyps war. In den vor &0 Millionen Jahren auftretenden
Landpflanzen (Embryophyta), zu denen Moose, FameSamenpflanzen (Spermatophytina)
gehdren, findet sich das FO-Bindungsmotiv in deat&ligasen und die Synthese von 8-HDF
noch in der urspriinglichsten Enwicklungslinie, démosen, am Beispiel voRhyscomitrella
patenswieder. In den Photolyasen des FaPityrogramma austroamericankann hingegen
nur noch der Hinweis auf das FO-Bindungsmotiv naghgsen werden. Zu den vor
ca. 370 Millionen Jahren entstandenen Samenpflan&mermatophytina) gehoren die
Bedecktsamer (Angiospermen), die mit mindestens 0@3@rten die bei weitem
artenreichste Pflanzengruppe darstellt und derstmatiges Auftreten durch fossile Funde
auf vor ca. 140 Millionen Jahren datiert wird. Skche in Abb. 84 analysierten Photolyasen
des Klasse Il Subtyps gehdren zu den Angiospermah hesitzen weder Enzyme zur
Synthese des Deazaflavins noch das FO-Bindungsnfativand dieser Daten kann man die
Hypothese aufstellen, dass die Synthese und samci die Funktion des Deazaflavins
8-HDF als Antennenchromophor in pflanzlichen Phagisén im Laufe der
stammesgeschichtlichen Entwicklung zwischen dero©phyta und den Spermatophytina
verloren gegangen ist.

Die Existenz eines andersartigen Antennenchromopélegen allerdings die Aktionspektren
der nativ aufgereinigten Photolyasen aus der Mdtiree bzw. der Gurke. Diese beiden
Enzyme zeigen die hochste CPD-Reparaturaktivitét4b® nmt®® und unterscheiden sich
somit von der heterolog ik&. coli produzierten ap®CPDII, die die hochste Aktivitat bei
366 nm aufweist, was wiederum dem Absorptionsmarmies katalytischen Kofaktors im
aktiven, vollreduzierten Zustand FADIdnstsprichf’. Dieser Unterschied spricht eindeutig
fur einen vorhandenen Antennenchromophor. Das&idesder MTHF noch 8-HDF ist, wird
ebenfalls durch den Vergleich mit den Aktionsspaktder MTHF- E. coli, Ama=~380 nm)
bzw. FO-bindendenA. nidulans Ana=~440nm) Klasse | CPD Photolyasen, deren Maxima in
etwa dem jeweiligen Absorptionsmaxima entsprecheeytliclt. Die Relevanz eines
Antennenchromophor zur Erweiterung des Aktionsspeks der Photolyase wird fur die
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sessile, phototrophe Lebensweise der Pflanzen @anthrch ersichtlich, dass das Sonnenlicht
zwischen 430-450 nm einen zwei- bis dreifach hdhdtieix an Photonen im Vergleich zu
dem Bereich zwischen 370-390 nm besifztDies wiirde fiir eine Photolyase, die nur tber
den katalytischen Kofaktor im aktiven, vollredutésr Zustand FADHverflgt, eine deutlich
schlechtere Photoreaktivierung unter physiologischBedingungen bedeuten. Einen
konkreten Hinweis auf den molekularen CharakterAlgtienne in pflanzlichen Photolyasen
gibt es noch nicht. Bisher konnten nur die ber@itsanderen Photolyasen identifizierten
Kofaktoren ausgeschlossen werden. Wie bereits emnsibllen die Angiospermen nicht nur
die artenreichste, sondern auch die vielfaltigst@n2engruppe dar. Dies spiegelt sich auch in
ihrer Vielfalt an sekundaren Pflanzenstoffen wiederter denen besonders die Flavonoide
zahlreich vertreten sindf. Diese Molekiile sind if. coli nicht vorhanden und kénnten somit
—vergleichbar mit dem 8-HDF — nicht als Antenneoamophor in einer heterolog
produzierten pflanzlichen Photolyase eingebaut amerdie Etablierung eines artifiziellen
Synthesewegs gestaltet sich allerdings hier weiteusiplexer. Die Identifizierung der
lichtsammelnden Antenne kénnte daher auf biochdmis&bene durch die Aufreinigung
nativer Photolyasen und einer anschlieBenden spdkipischen bzw.
massenspektrometrischen Charakterisierung erfolgaiesem Zusammenhang ist allerdings
verwunderlich, dass bisher mit dieser Methodik nkeme aufschlussreichen Hinweise auf
potentielle Kofaktoren gesammelt werden konntemeEUrsache dafir kénnte in der
Instabilitét des Molekils liegen, so dass es fi@sdiArt der Analyse nicht zuganglich ist.
Durch die strukturellen Informationen der Antennediingstasche der archaeaMmCPDI|
und der bekannten Unterschiede zu den pflanzliéhestolyasen kdnnte ein silico Ansatz

in Form des sognolecular dockingerfolgsverspechend sein. Zu diesem Zweck wiirde man
die archaeale Bindungstasche in eine pflanzlichéifmeeren und mit dieser eim silico
screening gegen relevante Biomolekile (z.B. Flavonoide) cltithren. Potentielle
Kandidaten konnten — bei Verfugbarkeit — im Anseblwdurch die Methode den vitro
Rekonstitution oder auf proteinkristallographischiebene zB. durch ein soaking von
apoKristallen weiter analysiert werden. Die Entdegk eines Antennenchomophors
pflanzlicher Photolyasen des Klasse Il Subtyps wéne weiterer Meilenstein in der

Erforschung der Phr/Cry-Familie.
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6 Fazit & Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern piveesentlichen Beitrag zur funktionellen und
strukturellen Charakterisierung des Klasse Il Spbtyder Phr/Cry-Familie. Durch die ersten
Kristallstrukturen einer Klasse Il CPD Photolyaséeia und im Komplex mit doppelstrangiger,
CPD-geschéadigter DNA wurden die Struktur-Funkticgzi@hungen dieser phylogenetisch distinkten
Gruppe aufgeklart und eroffnen somit neue Forscescigverpunkte. Durch Experimente mit
E. coliStammen, die eine CPD-Reparaturdefizienz besitz&bnnte die Relevanz des
Elektronentransferwegs vivo untersucht werden, und die Ergebnisse wirden egkraur Klarung
der Frage nach dem intrinsischen Elektronendonor istdaern.  Vergleichbare
Komplementierungsansatze mit decCPDI deuteten namlich bereits auf Uberraschendelaigse
hin®. Ein spannender Schwerpunkt ist die Untersuchuag Reparatur durch Photolyasen in
eukaryotischen Organismen. Die Hypothese, dassKtksse Il Subtyp aufgrund des fehlenden,
volumindsen C-Terminus einen verbesserten Zugan@RD-Schaden aul3erhalb des Nukleosoms
haben konnte und sich deshalb in den Eukarya desetgt hat, muss in Experimenten bewiesen
werdefi*!"® Ein erster Schritt in diesem Zusammenhang wageEdablierung einer Methode zum
Nachweis der Reparatur von CPD-Schaden in Nukleesodurch Photolyasen. Generell ware die
Aufklarung des gesamten Reparaturmechanismus, wigireden Klasse | Subtyp bereits gezeigt
worden ist®®** ein wichtiger Baustein fiir das Verstandnis demkfion der Klasse Il CPD
Photolyasen, die sich in der Struktur ihrer funkétben Merkmale hervorheben. Aus
biotechnologischer Sicht kann durch die Kenntnis skeukturellen Besonderheiten des Klasse Il
Subtyps und der vermittelten, erniedrigfenzw. erhohtefi***>'*Wwiderstandsfahigkeit gegeniiber
UV-Strahlung die Forschung in zweierlei Richtung hge. Sowohl das Design von
Klasse ll-spezifischen Inhibitoren als auch dievidcklung von UV-resistenteren Agrarpflanzen, wie
es die Natur am Beispiel unterschiedlicher Reissortvorgemacht h&t*, wéare von
(agrar-)wirtschaftlichen Interesse. Das Wissen Ubelie strukturellen Details der
Antennenbindungstasche des Klasse Il Subtyps erohbglul3erdem neue Ansétze zur Identifizierung
des pflanzlichen, lichtsammelnden Kofaktors. Mitfélstrukturbasiertein silico Methoden wie z. B.
dem molecular dockingkann es gelingen, den bislang kryptischen Antecmemophor zu
entschlusseln. Die in dieser Arbeit etablierte Mdehzurin vivo Rekonstitution von Photolyasen mit
8-HDF im Expressionssystei. coli kann nicht nur fir die Untersuchung anderer Medgdr der
diversen Phr/Cry-Familie verwendet werden, sondeetet auch die Mdglichkeit, Flavin-bindende
Photorezeptoren mit Deazaflavinen zu modifizietdierzu kénnte diese artifizielle Biosynthese um
weitere Schritte erweitert werden, um vollkommenaréige chromogene Kofaktoren zu erhalten und
die spektralen Eigenschaften der Flavoproteine matleben modulieren zu kdnnen. Eine geeignete
Plattform fur diese Ansétze ist bereits am BeisgiElin vivo Rekonstitution des Flavin-bindenden

Dodecins bzw. an Photorezeptoren der BLUF- und LE@¥hilie vorgestellt wordéerY.
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Anhang

Anhang

Aminosauren
Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamat
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Verwendete Sl-Prafixe

Mega
Kilo

Centi
Milli
Mikro
Nano
Piko

Femto
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Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
GlIn
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

- o 5 T 3 o
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10°
10
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Anhang

Abkirzungen und Fachbegriffe
8-HDF 8-Hydroxy-5-deazaflavin

A Ampere

A Angstrom (1 A = 100 pm = I8 m)

aa Aminosaurgamino acid

Abb. Abbildung

Ac Acetat

APS Ammoniumperoxodisulfat

bp Basenpaabg@se pai)

C Cytosin

CPD Cyclobutanpyrimidindimer

Da Dalton (entspricht einer atomaren Masseneinhédla = 1.660538921-T0kg)
dd doppelt destilliert

dest destilliert

DLZ 6,7-Dimethyl-8-ribityl-lumazin

DNA Desoxyribonukleinsaure

dsDNA doppelstrangige DNAdpuble-stranded DNA
DTT DL-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FAD Flavinadenindinukleotid

FMN Flavinmononukleotid

g Gramm

G Guanin

h Stunde

K Kelvin

Kan Kanamycin

L Liter

M Molar

m Meter

min Minuten

MTHF Methenyltetrahydrofolat

NTA Nitrilotriessigsaureritrilotriacetic acid)

ODy Optische Dichte bei einer Wellenlange von x nm
PEG Polyethylenglycol

PMSF Phenylmethylensulfonylfluorid

rpm Umdrehungen pro Minutegivolutions per minuje
RT Raumtemperatur

S Sekunde

SDS Natriumdodecylsulfas¢dium dodecyl sulfate
ssDNA einzelstrangige DNAsingle-stranded DNA
Strep Streptomycin

T Thymin

Tab. Tabelle

TEMED  Tetramethylethylendiamin

U units

UNK Ubernachtkultur

\% Volt

viv Volumen pro Volumenvolume per volunje
W Watt

wiv Gewicht pro Volumenwieight per volume

A Wellenlange



Anhang

Exponentieller Fit der Daten der UV/Vis-Absorptionsspektroskopie bei 380 nm.

AAbsorption (mOD)

0,54

Data: A1603129_D
Model: ExpDect
Equation: y = A1*exp(-x/t1) + y0

Weighting

y No weighting

Chi*2/DoF =0.00277

R*2 = 0.92409

yo -0.21799 +0.00354
A1 0.72198 +0.00526
t1 0.43048 +0.00831

-0,5

Exponentieller Fit der Daten der UV/Vis-Absorptionsspektroskopie bei 520 nm.

145

AAbsorption (mOD)

0,5

0,0

-0,5

0,0

| " ey,
Data: A1603128_D
Model: ExpDec1
Equation: y = A1*exp(-x/t1) + yO
Weighting:
y No weighting
Chi*2/DoF =0.00012
RA2 = 0.98943
y0 0.60386 +0.00062
A1 -0.438110.00135
t 0.28847 +0.00196
T T
1,0 15



Anhang

Proteinsequenzer(eigene Expressionsplasmide)

Hise-MbCPDII
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH

70 80
RKI ALEADVP VFWWFCLVDK

130 140
| PDFI EKYG GTLI TDFSPL

190 200
HTFRPKLLRL LPEFLTEYPE

250 260
AGFLPDLALF EAGETAARKV

310 320
VALKVEKAKA DLESKRVFLD

370 380

RSHI FTLEEL ETGRTYDPLW NASQ ELI RK

430 440
YLNDKYELDG RDPNGYAG A

YSAL

Hise-MmCPDI|

10
MGSSHHHHHH

20
SSGLVPRGSH

70
| AKEANVPVWV

80
VWFCLTDEFL

130
RFVKDYNAGT

140
LVTDFSPLRI

190
FRPKLYALLP

200
EFLEEFPELE

250
PLFEPWHFEP

260
GEKAAKKVVE

310
L EVEKAESNP

320
GSKKAFL DEI

370
H YTLEEFEA

380
GKTHDPLWNA

440

430 0
PNGYAG AWS

NDRYEL DGRD

AL
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MASNPKRI RT | LSGKPCGKGP

90
FLGAI RRQYE

100
FMLKGLQEVE

150
Rl KRTWIEKV

160
ASS| KVPFFE

210
LETNLEFPEI

220
AVRSGKAERF

270
MDEFLTNKLD

280
SYSSLRNDPT

330
ELLVRKELAD

340
NFCYYNPFYD
390 400
GKVHSYNRMY

450
I8l GGVHDRA

460
WQEREI FGKI

30
MNPKRI RALK

40
SGKQGDGPW

100
LKGLQELEVS

90
EAG RQYEFM

150
KNQW EKVI S

160
G Sl PFFEVD

210
PNSVTPEL SA

220
GAGWETLSD

270
SFI ADRLDSY

280
GALRNDPTKN

330
LI WKEI SDNF

340
CYYNPGYDGF

390

0 400
SQVELLST&K

MHGYTRMYWA

450
| GGVHDRAWG

460
EREVTGKI RY

VAYWVSRDOR VEDNWALLFA

110 120
ATLARKKI PF FFLQGDPEEK

170 180
VDAHNVWPCW EASKKQEYAA

230
SEVQKSG GT

240
RLPGEFLEKK

290
KDAL SNLSPY

300
LHFGQ SAQR

360
KTLNTHRRDQ

350
SFDGFPDWAK

410
WAKKI LEWSE

420
SPEKALETAI

470
RYMSYEGSKR

480
KFDVKSYI DK

50
YWWBRDQRAE

60
DNWALLFSRA

110
LSRKKI PSFF

120
LRGDPGEKI S

170
AHNVVPCOVEA

180
SQKHEYAAHT

230

0 240
VLETGVKALL

PERALLKNKD

290
M_LSNLSPYLH

300
FGQ SSQRW

360
L NAHRNDVRS

350
ESFPSWAKES

410
KKI LEWSESP

420
EKALEI Al CL

470
MBYEGCKRKF

480
DVKLYI EKYS



Anhang

Hiss-AnCPDI
10 20 30 40 50 60
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MAAPI LFWHR RDLRLSDNI G LAAARAQSAQ LI GLFCLDPQ
70 80 90 100 110 120
| LQSADMAPA RVAYLQGCLQ ELQQRYQQAG SRLLLLQGDP QHLI PQLAQR LQAEAVYWNQ
130 140 150 160 170 180
DI EPYGRDRD GQVAAALKTA G RAVQLWDQ LLHSPDQ LS GSGNPYSVYG PFVKNWQAQP
190 200 210 220 230 240
KPTPVATPTE LVDLSPEQLT Al APLLLSEL PTLKQLGFDW DGGFPVEPGE TAAI ARLQEF
250 260 270 280 290 300
CDRAI ADYDP QRNFPAEAGT SGLSPALKFG Al G RQAWQA ASAAHALSRS DEARNSI RVW
310 320 330 340 350 360
QQELAWREFY QHALYHFPSL ADGPYRSLWQ QFPVWENREAL FTAWIQAQTG YPI VDAANVRQ
370 380 390 400 410 420
LTETGAWHNR CRM VASFLT KDLI | DWRRG EQFFMQHLVD GDLAANNGGW QABASSGVDP
430 440 450 460 470 480
KPLRI FNPAS QAKKFDATAT Yl KRW.PELR HVHPKDLI SG EI TPl ERRGY PAPI VNHNLR
490 500
QKQFKALYNQ LKAAI AEPEA EPDS
Hisg-Dm(6-4)
10 20 30 40 50 60
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MDSQRSTLVH WFRKGLRLHD NPALSHI FTA ANAAPGKYFV
70 80 90 100 110 120
RPI FI LDPG LDWMQVGANR WRFLQQTLED LDNQLRKLNS RLFWRGKPA EVFPRI FKSW
130 140 150 160 170 180
RVEMLTFETD | EPYSVTRDA AVQKLAKAEG VRVETHCSHT | YNPELVI AK NLGKAPI TYQ
190 200 210 220 230 240
KFLGE VEQLK VPKVLGVPEK LKNMPTPPKD EVEQKDSAAY DCPTMKQLVK RPEELGPNKF
250 260 270 280 290 300
PGGETEALRR MEESLKDEI W VARFEKPNTA PNSLEPSTTV LSPYLKFGCL SARLFNQKLK
310 320 330 340 350 360
El | KRQPKHS QPPVSLI GQL MAREFYYTVA AAEPNFDRML GNVYCMQ PW QEHPDHLEAW
370 380 390 400 410 420
THGRTGYPFI DAl MRQLRQE GW HHLARHA VACFLTRGDL W SWEEGQRV FEQLLLDQDW
430 440 450 460 470 480
ALNAGNWWMAL SASAFFHQYF RVYSPVAFGK KTDPQGHYI R KYVPELSKYP AGCI YEPWKA
490 500 510 520 530 540
SLVDQRAYGC VLGIDYPHRI VKHEVVHKEN | KRMGAAYKV NREVRTGKEE ESSFEEKSET
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HiSe-SCFbiC

10
MGSSHHHHHH

70
QARGAHL DAL

130
L RRAGHGVFM

190
VRAVSI RI LE

250
PDKEPAVRLR

310
NFRAKPDTAM

370
GGVSPLTI DH

430
AALADPETGL

490
WGAL REAAAP

550
VRRSWGDDV

610
GAVEVCMQGG

670
AAKEAGL DSV

730
QPRHWLGHLR

790
LLLHPHI PNI

850
AVADAAGRPA
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20
SQDPNSMITS

80
TASAARVRDA

140
SPDEVLDI AR

200
ETGLLPHLNP

260
VLEDAGRSSV

320
RGVPDAEL DE

380
VNPERPVWPQ

440
AREDAVVEGH

500
GVAPERI DTD

560
TYI VTRNI NF

620
| HPDLPGTAY

680
PGTAAEI LDD

740
TLAG QRRTG

800
QTSWKLGTE

860
KPRTTLYGPV

30
ATSGTGPADP

90
GA_EAAGRPGVY

150
KGAAL GCKEA

210
GVMIWIDFQR

270
PFTSG LI G

330
L VAAVAVARH

390
DEL AATSRAA

450
AVQEPDEAFT

510
VRAAL ATAAD

570
TNVCYTGCRF

630
FDI ARAVKER

690
EVRW LTKGK

750
GFTEFVTLPF

810
GAAEM_RSGA

870
PEERQRAARD

40
AGPTENSMRR

100
| TYSKSVFVP

160
LI TLGDKPED

220
LKPVAPSMGM

280
GETYEERAES

340
| MGPSACLQA

400
GFELRERLCV

460
ATGRTDLHAT

520
DPTKL TDDEA

580
CAFAQRRTDA

640
VPGVHVHAFS

700
LPAATW EVI

760
| HTNAPVYLA

820
NDL GGTLMVEE

880
SDGHLPELLP

50
ALKRARDGVA

110
L TRLCRDKCH

170
RWPEAREWL.D

230

60
LDASEAAVL L

120
YCTFVTVPGK

180
AHGYDDTI AY

240

M_ETTATRLW SEPGGPHHGS

290
LFALRRVSRS

350
PPNLVDAEYE

410
YPEFVRRGEP

470
| DTEGRTSDR

530
LALLHAEGPA

590
DAYTLSLDQV

650
PVEVWNGATR

710
ETAHELG RS

770
G ARPGPTLR

830
TI SRVAGSSY

VLD

300
YHG QELI 1 Q

360
RLI GAGI DDW

420
WL DPRLRPHV

480
RDDFDEVYGD

540
LDALCG ADD

600
ADRAQQAVEV

660
TALSI REW.T

720
SSTMWGHVD

780
DNRAVTAVAR

840
GSYKSVKDL





