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Abstract

Zusammenfassung

Im letzten Jahrzehnt, wurde in der Wissenschaft dem Bereich der Optogenetik immer mehr Beachtung
geschenkt. So wurden zahlreiche Anwendungen entwickelt, von lichtgesteuerten lonenkanalen, tber
Module zur Kontrolle des Proteinlevels, bis zu Modulen um mihygische Prozesse mit Licht zu
steuern. All diese Module basieren auf Proteinen, die als Photorezeptoren bezeichnet werden und als
Sensordomane sensitiv fur Licht bestimmter Wellenlangen sind. Eine weitverbreitete Familie dieser
Proteine sind die LO\Doménen, welche zu den Blaulichtrezeptoren zéhlen und aufgrund ihrer
geringen Grol3e (unter ZDa) von besonderem Interesse fur optogenetische Anwendungen sind. Eine
weitere Proteinfamilie, die immer mehr in das Interesse fur die Optogenetik ruckt, sind die

Cryptochrome, welche ebenfalls zu den Blaulichtphotorezeptoren gezahlt werden.

In dieser Arbeit ist die Entwicklung von optogenetischen Modulen basierend auf deDb@¥ne

des Aureochroms la auBhaeodactylum tricornutum(AuLOV) beschrieben. Daflr wurden
verschedere Mutanten der AuLOVDomane strukturell und proteinchemischarakterisiert. Bei
dieser Charakterisierung konnte eine neue Dimerinteraktionsflache fir die ADlo@¥ne durch
Kristallstrukturanalyse gefunden werden. Diese neue Dimeranordnung wamsehlielend
bioinformatisch charakterisiert. Fir die Entwicklung von einer optogenetischen Applikationnwurde
verschiedene AuLOV Mutanten im p8dodul getestetindeine Domane entwickelt, die das Protein

in Dunkelheit destabilisiert (AuLOXP>*MV349W.cODC1¢4). Diese Doméane wurde mit der
photoaktivierbaren Adenylatcyclase bPAC fusioniert und AuPAC wurde als zweites Modul
geschaffen. AUPAC ist eine synergistische, photoaktivierbare Adenylatcyclase, die gezielt iber den
Proteinkinase A Signalweg zellulare ritionen inS. cerevisiaesteuert. Im Folgenden wurde ein
l6sliches in vivo Konstrukt mChernP2A-AuLOV-cODC1 gereinigt und proteinchemisch
charakterisiert.

Ein weiterer Teil d i e samimaltlike Qryptochromi e faCusishiardtis i ¢ h
(CraCry), welches aufgrund der verschiesleRedoxzustande des Chromophors mdglicherweise
zusatzlich als Rotlichtphotorezeptor fungieren kann. Varianten von CraCry wurden-hogstiauf

das Verhalten unter verschiedenen Lichtbedingung&n aerevisia@ntersucht und bieten somit ein

Potenzial fur eine Vielzahl weiterer optogenetischen Applikationen.



Abstract

Abstract

In the last decade, the field of optogies gained moreand more attention in science. Several tools
were developed, starting with light cooited ionchannels andevicesto control the protein level,

up to the control of physiologi@l processes in living cells. These tools are baseghotoreceptors,
which are lightsensitive proteins for distinct wavelength# protein family frequently usedn
optogeneticare LOV domains. LOV domains are bllight photoreceptors artthve asmall sizeof
under 2kDa. Cryptochromes are another class of Higbt photoreceptors, ich arerecently

getting more attention in the field optogenetics

In this thesis a optogeneticgool was developd based on the aureochrome 1la LOV domain form
Phaeodactylum tricornuturfAuLOV). Therefore, different mutants of the AuLOV domain were
characterizedn vitro, a new dimer interface of the AuLOV domain was identified by crystallization
experiments and was characterized by bioinformalticsrder to create an optogenetic tool, AULOV
was tested in the photosensitive degron modidsd) and adarkness destabilization tag
(AULOVVZ54MV34W_cODCIA) was developedThis tag wasfused to the photoactivadenylag
cyclase bPAQo create AUPACAUPAC is a synergistiphotoactive adenylatyclase, which is able

to control cellular functiosin S.cerevisiaeFurthermore,tiesolublein vivoconstrucmCherryP2A-

AuLOV-cODC1was expressed and characterized.

Another photoreceptorthe Aanimatlike O y pt o ¢ Hrono @er&inhardtii (CraCry), was
characterized in thesdmodule under different light conditions inS. cerevisiaecBased on the
different redoxforms of the chromophoreCraCryis additionallyhypothesizedo set asredlight

sensitivephotoreceptorCraCry has the potential for different optogenetic applications.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Am Anfang befasst sich die Einleitung mit der Optogenetik im Allgemeinen und stellt das Feld kurz
vor. AnschlieRend werden der Ubiquibhdngige unelinabhangige Proteinabbau vorgestellt sowie
synthetische und optogenetischépplikationen die auf diese Proteinabbauwegen berrh
Abschlieend werden die Photorezeptoren (EDdManen und Cryptochrome) sowie die
Adenylatcyclasen vor allem bPAQorgestellt.

1.1 Optogenetik- Ein Uberblick

Optogenetik bezieht sich auf die Anwendung von synthetisdiwrigesteuerten Proteinen zur
Kontrolle von Prozessen in lebenden Zellennd set zt sich aus den V
AGenet i k n.2VonulAWRENEEUNdO 6 B A N Iw@rde der Begriff Optogenetills ein

Feld der Wissenschaft, das sich mit genetisch kodierten lichtgesteuerten Protein besteiifiegt>

Allein zwischen 2006 und 2018 wurden 600 Reviews bezuglich Optogenetik veroffentlicht, was ein
breit gefachertes Feld mit unzahligen Anwendungen und deren Bedeutung fur die Forschung verlauten
lasst® Die Urspriinge der Optogenetik liegen in den 70er Jakikech die Entdeckung der Opsine

und die ersten Ideen z@ntwicklung von lichtgesteuerten lonenkanéalen, meuronaleProzesse

besser zu verstehén Mit zunehmender Zeit kamen Anwendungen auRerhalb der
Neuwowissenscaftenhinzu, wie z.B die Steugungvon Zellfunktionen auf genetischer Ebérdas
Anwendungsgebiet der Optogenetik beschrankt sich seit den letzten zehn Jahren nicht mehr langer
auf neuronale Zellen, sondern erstitesskh auch GibeweitereBereiche des Lebenwie zum Beispiel
Prokaryonten Hefen, Saugerzellerund andereeukaryotischeZellen®® Es gibt eine Fiillevon
verschiedean optogenetische Anwendungen, welche auf deieighen Prinzipien beruhen. Von
PASTRANAwurde das Vorgehen bei optogenetischen Experimenten beschrddi@iaiing 1 A).

An erster Stelle steht die Wahl i®loduls meist einPhotorezeptor in Kombination mit einer
Effektordomané Die Literatur bietet higau eine Vielzahl an bekannten Photorezeptoren, znia

Beispiel LOV-Domanen, @&ptochrome, Phytochromen, ét®ie Wahl des Reportsffallt auch in

diesen Schritf. Als Reporter werden oft fluoreszierende Proteine verwéndat diese mit einer
Vielzahl von Methoden verfolgt werden kénnen. Im nachsten Schritt erfolgt das Einbringen in die
Zielzelle auf Genebene und die Expressios dielproteirs.” AnschlieRed kommt die Wahl der

experimentellerBedingungenzu demauch dag-indender Gesamtbedingungeiirfdas Experiment

1



1 Einleitung

gehort wie zum BeispielWachstums und BeleuchtungsbedingungénSchlussendlich kommt die
Detektion d.h.der EinflusslesModulsauf das System wirdnalysiert. Eine einfache opigenetische
Anwendung konnte wie folgt aussehédiach der Translation der Gene ddsduls welche aus
einem Photorezeptor (Sensor) und einem Effebéstehtwird diese durch einen Lichtreizktiviert
und induziert Uber den Effektor eiReportersignalDas Repdersignal lasst sich anschliel3end
detektierer{Abbildung 1 B). In Dunkeheitkonvertiertdas Modublieder in seinemaktivenZustand

Beleuchtung B Detektion

zurick.

A

Modul +

Reporter

inaktiv aktiv
Licht Induziert Reportersignal
_— e
PfOtelanOSynthy thermisch, Licht
>

Codierende Gene fiir das optogenetischen Modul

Abbildung 1: A: Schematische Ablauf eines optogenetiscimenivo Experiments. Als Erstes steht die Wahl des optogenetischen
Moduls und des Reporters, gefolgt von dem Einbringen in die Zielzelle auf Genebene. Reschiielgt das Finden der idealen
Beleuchtungsbedingungen, abschlieRend steht die Durchfuihrung der Datenerz&igbolgematische Darstellung eines fiktiven
optogenetischen Beispielexperiments. Die Gene des Moduls werden durch die Proteinbiosynthetserttr&es Modul besteht aus

einem Photorezeptor und einem Effektor. Durch einen Lichtreiz, wird das Modul aktiviert, welcher im aktiven Zustandeawischield

ein Reportersignal induziert. Dieses Signal lasst sich anschlieRen detektieren. (Basigraseajaher et af)

Wie bereits erwahnt, gibt es eine Vielzahl von Praeidie ihre Anwendung als Aktoren in der
Optogenetik finden. Bei diesen Proteinen handelt es sich um Photorezeptoren, die meistens aus
Pflan2n oder Mikroorganismen stammemie Photorezeptoren beherbergen &hronophor,

welches bei spezifischen Wellenlangen Licht absorbiert und auf diese Art und Weise akiidiert w

Die bekannten einzelnen Photorezeptoren decken das gesamte Spektrsichttb@senLichtes

2



1 Einleitung

ah3°1%Beliebte Photorezepren sind zB. die blaulichabsorbierenden Flavoprotejneie die LOV
Domaénen, Cryptochrome oder BLUPomanenTabelle 1).> Rhodopsinesind ein beliebtes Ziel fir
die Optimierung von lonenkanalen, um den lonentransportisitieht zu steuern. Abschliel3end
sinddie rotlichtabsorbierenden Phytochromenennen (Tabelle 1). Die folgende Tabelle 1 gibt e2n

Uberblick tber die bekanntesten Photorezeptoren, die in der Optogenetik Anwendund finden.

Tabelle 1: Uberblick (iber die bekanntesten Photorezept¢k€V = light-oxygenvoltage BLUF = bluelight using FAD, OCP =
orange carotenoid proteiRYP =photoactive yellow protein, UVR = U'epair proteinf11.12

Photorezeptor Chromophor |/ Cof Absorptionsberei
LOMom2a@nen FMN /FAD 440- 470

BLUBomM?2 ne FMN /FAD 440- 470

Cryptochr ome FMN /FAD 440- 470

Rhodopsi ne Retinal 400- 600
Bio2Rezeptoren B2 300- 570

OCP p-Carotin 450- 550

PYP p-Hydroxycoumarinsaure 446 (max.)

UVR Tryptophan 280- 320

Phyt ochr ome Biliverdinderivate 620- 690

1.2 Proteinabbau unddessemAnwendungin der synthetischen Biologie

In Eukaryontenkann der Proteinabbau Uber zweerschiedenéNege erfolgen den Ubiquitin-

abhangign bzw. den Ubiquitirunabhangige Abbauweg. Beide Wege unterscheiden sladurch

dassderUbiquitin-abh&ngig Abbaudurch PolybiquitinierungoderderUbiquitin-unabhangig tber
eine Degradationsseguerrfolgt®® wogegen das Ergebnidasselbdst, namlich der Abbau von

Proteinen drch das Proteasofs.

1.2.1Ubiquitin-abhangiger Proteinabbau

Grundlage deblbiquitin-abhéangign Abbats ist dasUbiquitin-ProteasomSystem In diesen System
wird einePolyubiguitinkette am ZielproteialslInitiator fir den Abbau durch das Proteasenannt'*
Ubiquitin ist ein 76 Aminosauren grof3es Protein, welddeposttranslationale Modifikatiotiber

3



1 Einleitung

Ubiquitin-Ligasenan Proteine geheftet wirBurch die Initierung deproteasomian Abbats besitzt
Ubiquitin regulierende Funktiongttwie z.B. dielnvolvierung in dieEndozytoseind die Regulation
von Rezeptoren und TransportéfnFir die Ubiquitinierung von Proteinen ist ATP notwendig
welches zutJbertragungvon Ubiquitin (Ub) auf dadJbiquitin-aktivierende Enzym (EMerbraucht
wird (Abbildung 2). Bei dieser Ubertragung wird ATP zu AMP und Pyroptaspumgesetzt
Ubiquitin bildetibersein terminale Glycin einenThioestemit dem reaktiven Cystein d&biquitin-

aktivierenden Enzym¥!16.17

Proteasom

Deckel
AMF’ AIP |Basns
@ AAA ATPase
Ring
@><@9‘/E@ — # —

Abbildung 2: Ubiquitin-abhangiger Proteinabbau. Unter Verta von ATP wird das Ubiquitin (Ub) auf dakbiquitin-aktivierende
Enzym (E1) Gbertragen. Von E1 erfolgt die Ubertragung aubihésuitin-konjugierende Enzym (E2). AnschlieRend erfolgt durch die
Ubiquitinproteinligase (E3) die Ubertragung des UbiquitinEdas Substrat. Nun erfolgt entweder der Abbau durch das Proteasom
oder es kommt durch das Deubiquitinierungsenzym zur Entfernung des Ubiquitins vom SihtestteTrguth et al** und Finley et

al.’8)

Anschlie3end wird das t@ike Ubiquitin auf dadUbiquitin-konjugierende Enzym (E2) Ubertragen,
welches wieder durch einehioester gebunden wird Abbildung 2).141617 Mittels der
Ubiquitinproteinligase (E3) erfolgt die Auswahl des Substrates. Zusammitedem Ubiquitin-
konjugierenden Enzym (E2) Ubertragt die Ubiquitinproteinligase (E3) das Ubiquitin auf das Substrat.
Dabei wid eine Isopeptidbindung zwischen einem Lysin des Substired dem terminalen Glycin

des Ubiquitins gebildetBei der Polybiquitinerung werden weitere Ubiquitinmolekiie einer
kettenartigen Struktur aneinandergereitds wiederumiberdie Verknipfungnit einemLysin des
Ubiquitins erfolgt(Abbildung 2).}41” Gegenlaufig arbeitet d&euliquitinierungsenzym, welches in

der Lage ist Ubiquitin wieder von dem Substrat zu I6sen sothit Polywbiquitinketten
aufzubrechef®!’ Bei dem Proteasom handelt es sich um einen Komplex aus mehreren
Untereinheitert* 1 Kernstick ist der proteolytische Kefh der fiir die Prablyse der Polypeptidkette

des Substrats verantwortlich ist. Das polyubiquitinierte Substrat wird von derAlAXaseerkannt
4
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(Abbildung 2).}* AnschlieRend wird die Peptidkette in den pobgtischen Kern gezogen und in
Fragmente zerleghpbildung 2).1* Am Deckel des Proteasoms wird #elyubiquitinkettegebunden

und mit Hilfe des Deubiquitinierungsenzyms wieder in monemelbiquitin zuriickgefuhrt*

1.2.2Ubiquitin-unabhéngiger Proteinabbau

Fur denUbiquitin-unabhéngign Proteinabbau ist eine spezifische Brkangsequenz am Protein
notwendigum von dem Proteasom erkannt zu werd@uof3erdem muss eine vollstandige bzw.
partielle Entfaltung des Proteins fur dibdiquitin-unabhangigen Degradationrliegen(Abbildung
3).18

Proteasom

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Ubiquitimabhangigen Proteinabbaus durch das Proteasom. Das Substrat wird direkt
vom Proteasom uber die entfaltete Erkennungssequenz (Degron) erkannt. (BasierEradituét al'#)

Diese speziellen Edanungssequenzen werden auch als Degron bezeichnet. Ein bekanntes Beispiel
ist das ProteinRpn4, welches uber beide Wege abgebaut werden.’Rafir den Ubiquitin-
unabhagigenAbbau ist eine Nerminale Degronsequenz verantwortliétEine der bekanntesteC-
terminalen Erkennungssequeer stammt aus der Ornithindecarboxylaseund besteht ausg7
Aminosairen®®?! Das CysteirAlanin-Motiv, welches 19 Aminosaurenom Gterminus entfernt
lokalisiett ist, wird von dem Antizym erkannt welches die Degradation durch das Proteasom
initiiert.*>2%21 Bei dem Antizym handelt es sich um ein Proteiwelches mit der
Ornithindecarboxylase Habdimere ausbildef Uber die Heterodimere wird die
Ornithindecarboxylasgem Proteasom zugefiiRftDas Antizym selbst wird nicht iiber das Proteasom
abgebaut? Polyamine fiihren zu eindeedbackHemmung de#\ntizym, sodass sich das Antizym

vom Proteasortost??
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1.2.3 Synhetische Proteindegradationssysteme

Basierend auf den beiden vorgestellten Wegen désquitin-abhangign und Ubiquitin-
unabhangign Proteinabbaus wurden einige Systeme entwidkeiltdie Proteinlevelausgewéhlter
Proteine zu kontrollieren. Dazu bediente man sich verschiedener Stimulilie Degradatiorzu
initiieren, wie zumBeispiel Temperatur oder LictBasierencauf dem Ubiquitin-abhangign Abbau
wurde 1994 das temperatursensitive Degron entwi¢kblbildung 4 A).22 Es handelt sich dabei um
ein N-terminales Degronni dem Nterminal die Dihydrofolatereduktasevelches als eigentliches
Degron dientan das Zielprotein fusioniert wurd&?* Niedrige Temperaturen (c23 °C) tragen zur
Stabiligerungdes Fusionskonstrukts bei, da es mur einfachen Ubiquitinierung destBrminalen
Arginins kommt(Abbildung 4 A).142% Bei hoheren Temperaturen (32) wird dieses Ubiquitin
entfernt wodurch es zur Destabilisierung und zur Erkennung der Sequenz durch die
Ubiquitinproteinligase (E3yommt(Abbildung 4 A).1*?* Dies induzert die Polyubiquitinierung der
Dihydrofolatereduktase und das Konstrukt wird dem proteasomalen Abbau zug@ahhidung 4
A).}424Eine weitere Mdglichkeit ist es mit Hilfe von Liganden die Stabilitat eines Zielproteins zu
kontrollieren. as Rapamycanalogn Shield1 wirkt abhéngig vom Zielprotein stabilisierend oder
destabilisierendAbbildung 4 B).24#2°Unter Verwendung einer LHDoméne (LID=ligand-induced
degradation als Zielproteinkommt es in der Anwesenheit von Shidlaum Abbau des Konstrukts
durch das ProteasofAbbildung 4 B).24#*Bei der LID-Doméane handelt es sich um eine Variante des
FKBP12 Proteins, in dessen Rapamyaidetasche die Degronsequenz verborgeff-i8tDurch die
Anwesenheit @n Sheld-1 wird das Degron aus der Tasche verdrdngt und der Abbau
induzier{Abbildung 4 B).2*?*Parallel zum induzierten Proteinabbau durch Skieldirde auchiae
proteinstabilisierende Variante entwickelt. An Stelle der-Dl@méne wurde eine Degrondoméne an
das Zielprotein fusioniertyelche normalerweise fir dgmmoteasomalen Abbasorgt'4?425Bei der
Anwesenheit von Shid-1 kommt es zur Stabilisierung dBegrondoménedies verhindert so den
Abbau durch das Proteasd@bbildung 4 B).1*?425Basierend auf dem von Pflanzen verwendeten
Degradationsweg wurde das Auxinduzierte Degron (AIBDegron) vonKanemakientwickelt
(Abbildung 4 C).1#242Bej Auxinen handelt es sich uame Familie von Pflanzenhormon&tt®Das
Hormon Auxin bindet an das TIRRrotein, welches sich mit deSCFKomplex (bestehend aus den
Proteinen Skpl, Cullin und-Box) zusammenlagert und an das Adlegron bindef{Abbildung 4
C).142426pn diesen Komplex bindet das E2 Enzym aus dem Ubigalilmingigen Proteinabbauweg

an, was zur Poylubiquitinierung und somim Abbau des Zielproteins lei{@bbildung 4 C).14:24.26
6
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Mit sogenannten PROTACS MolekuleRréteolysistargeting Chimeric), welche sich &hnlich wie
das zuvor beschriebene AlBystem verhalten, wird Uber ein chimares Molekil der Abbau
herbeigefuhr{Abbildung 4 D).1*?*Dieses chimare Molekiil hat sowohl zu dem Substrat als auch
zum E3Enzym eine hohdéffinitdt und fuhrt so die Polyubiquitinierung und den Abbau herbei
(Abbildung 4 D).14

A
(Substrat[sbegan} — @ —>
24°C
(o]
B Shield-1 37°C
-@
Gubstrab) DD —
Shield-1

+ @
LID E—

LID

Auxin TIR1

@

AID — >

GubstraD
Gubstra)

PROTAC

Proteindegradation

V00

|
il

. @V

@--- e

é

iGubstrad
[CO=TEV-Schnittstelle
[J=Degron

Abbildung 4: Synthetische ProteindegradationssystemeA: Das temperatursensitive Degron, welches aufgrund der
Temperaturerh6hung ein ubiquidbhangige Degradation einleit&t. Die Shield1l basierten Degradatissystene. Einerseitswirkt
Shield stabilisierend, indem es an @iestabilisierungsequenz bindet (DD) und so die Detaion unterbindetAndererseitswirkt
Shield destabilisierendla esdurch Bindung an die LIBDoméane die Degradatiorom Zielprotein induziert C: Das Auxin basierte
AID-Degron. Auxin rekrutiert TIR1 und den SCRomplex und induziert so den ubiquitibhéngigen AbbalD: Das PROTAC
basierteDegradatiossystem induziert die Degradation aufgrund der Affinitat von PROTAC dem E2Enzym, des ubiquitin
abhangigen AbbauwegeS: Das TIPSystemist abhangig von deFEV-ProteaseDie TEV-Protease legt durch Spaltung der FEV
Schnittstelle die Degradationssequenzen fMachTrauth et al undNatsumeet al)'424
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Eineweitere Moglichkeit die Proteolyse herlzifiihrenist dieVerwendungron Nanobodies, welche
auf dem Prinzip von Antikorpern beruhEhDiese Nanobodies binden an eine spezifische
Proteinsequenader Epitopt* Gleichzeitig ist SCF in der Lage mit ihnen zu interagieren, was ein
Kombination mit dem AlBSystem erlaubt! Ein anderesSystem zur Kontrollgler Proteirmengeist
dasTIPI-System Tobaccoetch virus (TEV) proteaseinducedprotein instability), welchesauf der
Verwendung eines ferminalen und @erminalen Degronbasiert(Abbildung 4 E).1*?4Die beiden
Degradationssequenzen verbinden Substrat und Reporter (iber eirerdtEss-Schnittstellel*2*
Durch die Anwesenheit einer TENrotease, werden die bemdeDegronsequenzen durch
proteolytische Spaltung freigelegt und es kommt zum Abbau Uber das Protgstsimidung 4
E).}*# Die Kombination von Photorezeptoren und Degronsezgrefiihrt zu lichgesteuerten
Degronmodulen. Hier sind das-IBD (blaulichtinduzierte Degron) und das photoseusit

Degronmodul bekanrt:?* Auf Letzteres wirdiin nachsten Abschnitt genauer eingegangen.

1.2.4 Das photosensitive Degronmodul

Das photosensitiveDegronmodul wurde 2013 voRenickeet al in Saccharomyces cerevisiae
entwickelt und basiert auf einer Degronsequeinz mit einer LOVVDomane ljght-oxygenvoltage
fusioniert ist® Bei der Degronsequenz handelt es ich um O&C-like-Degron (cODC1) von
Jungbluthet al?’, welche an die @ e r mi #Halik @er LD\/2Doméne vorArabidopsis thaliana
(AtLOV?2) fusioniert wurdé Die AtLOV2 enthalt ein FMN Chromophor als Cofaktor, was sie
sensitiv fur Blaulicht macht (siehe Kapitel L&omanen). Die Beleuchtung mit Blaulicht fuhrt zu
strukturellen Anderurgn, s o d a s s-Hedixi entfaltetavoderch dd$ Degron freigelegt wird und
es zum proteasomalen Abbau komiblildung 5).° Geestet wurden verschiedene Vatienund

die besta Ergebnssewurden mit einem helixaufbrechenden Btiv vor der Degronsequenz mit einer

Lange von 23 Aminosauren erziglt.

Dunkelheit Blaulicht

LPMSICAQESITSLYKKAGSENLYFQ



1 Einleitung

Abbildung 5: Das photosensiie Degron ist in der Dunkelheit inaktiv, dietCe r mi rHali ist gefalét und entfalteterst unter
Blaulichtbeleuchtung. & wird die DegronsequendurchdasEnt f a | t eHelix anter Bladlitht freigelegt under Abbau des
Proteins erfolgt Ubedas ProteasoniPOl (orotein of ineresy) steht stellvertretend fiir ein beliebiges Zielprotein.

Das fur die Erkennung relevante Cystdilanin-Motiv (CA-Motiv) sitzt wie bei der
Ornithindecarboxylas 19 Aminosauren vom-Terminus entferit(Abbildung 5) und wird durch

das Antizym erkannt und so dem Ubiquitinabh&ngigen Proteinabbau durch das Proteasom
zugefiihr®2! Durch die Mutation dieses GMotives zu einem Alanif\lanin-Motiv lasst sich das
photosensitive Degronmodul inaktivierenin der zweiten Generation dephotosensitiven
Degronmoduls wurde nach Varianten mit einem hoheren Schaltfaktor zwischen Dunkelheit und
Blaulicht gesucht als in der vaRenickeet al publiziertenersten Geeration?® Ziel war es den
blaulicht-aktivierten Zustand weiter zu destabilisief@.on Usherenkeet al wurden in der zweite
Generation des photosensitiven Degronmodutg Varianten derAtLOV2-Doméne mit eine
signifikant besseren Schaltfaktor eugé als in der ersten Gemation. Dazu wurden gezielt
Mut at i on e n -Helixn Regibe sowielzUfallige Mutdionen erzeugt® Die Variante
AtLOV2K2REIS2AEISSG 7aigte die groRte Verbesserung zu demsdul der ersten Generatiéh

Fur die Entwicklung der dritten Geration des photosensitivenDegronmoduls wurden von
HasenjageundTrauthet al dieAtLOV2 durch LOMVDoméanen von anderen Organismen ersetzt und
getestet. Die meisten LOMomanen zeigten ahnliches Verhalten wie die bekaAtit®©V2 im

photosensitiveegronmoduP®

Tabelle 2: Vergleich der verschieden Generatiorn desphotosensitiven Dponmoduls, alle Experimente wurdenSncerevisiae
durchgefiihrt. Die Parameter sind der Publikation MasenjagemundTrauthet al?® entnommen

Schar at e Hal bwer t szei t Publikation
LOMom2ne Dunkel hei tDunkel hBl auliJdJah Autor
[ mi n / mi n
1 AL OV 2 ~ 4 123-24/ 20 -%/ 201 Renickeetal®
2 AILOV2KREISZAEISG 1 102-44/ 12-%/ 201 Usherenketal®
3 AdOvV3 L!DbAl46® 42 4 4 -6+/ 5 -9/, 2 201 Hasenjager und

Trauthet al?®

Eine fUr die Dimerisierung optimierte Variante der LOM@mane vorAvena sativgAd_0OV?2) zeigt
einen sehr hohen Schaltfaktor zwischen Blaulicht und Dunkelheit von einem Faktor GbeB&i0.
dieser Variante handelt es sich kd.OV2' “' PAL 4P der das Alein 146 deletiert wurd®

Anschlieend wurde ein Vergleich der verschiedenen Generationen des photosensitiven

9
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Degronmoduls unter gleichen Bedingungen durchgefiifiabdlle 2). 2° Das photosensitive
Degronmodul in der dritten Generation zeigt eine eindeutige Schaltfaktorverbesserung gegenuber der

zweiten Generatiorir@belle 2).
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1.3 LOV-Domanen

1.3.1 LOVDomanenim Allgemeiren

LOV-Doméanen sind blaulichtsensitiighotorezeptorenDiese zahlen zu derilavoproteinen und
enthalten entweder FMN oder FAD als CofakbttDi e Abk ¢r z un g lightOxyygers t e ht
voltagedi, was sich auf ihre Funktion als blaulichtsensitiver Photorezeptor béZ#eRroteine, die
LOV-Doméanen enthaltenkommen in Pflanzen, Bakterien, Pilzen und Algen ¥orAls
Sensordomane sind sie mit einer Effektordoméane verknipft und so iBighalweiterleitung
involviert.3? Effektordomanen kénnemum BeispielDNA-Bindemotive®*2* oder Kinasen seiff:3!
Funktionen in deren Steuerung LOYomanen involviert sind, sindzum Beispiel der
Phototropismus, die Transkription und dekadiane Rhythmu#>**Von Glantzet al wurden 2016

mittels bioinformatische Methoden (ber 6700neue nicht charakterisierte LOMDomé&nen
vorhergesagt Strukturell gehéren did OV-Doménenmit ihrem strukturell konservierte PAS-
Faltungmotiv (PERARNT-SIM), in demebenfallsein Cofaktorgebunden isder PASSuperfamilie

an®! Das PASFaltungsnotiv besteht aus funf ani p a r aStréingeruadv i eHe IUi c®d$% ( ADb
C D UE tF &G BH Bl B%F7 und ist von einer @erminaenHe |l i x (JU) fl anki er |
Abhangigkeit von Blaulicht entfaltéf>’ In diesem PASFaltungsnotiv ist der FlavinCofaktor
nichtkovalent gebunderDurch Bestrahlung mit Blaulicht kommt esrzAusbildung eines C4(a)
Addukts zwischen dea k onser vi er t en -Mdeixsmitedemn IsoalloxaineReg des U
Flavins33® Die Ausbildung des Thioethe(€4(ayAddukt) lauft bei den meisten LOBoméanen

sehr rasclab, wohingegen die Riickreaktion auf einer ZeitskalaSekunden und Stunden ablaufen
kann(Abbildung 6 A).%® Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Flavins vonnm50
(ungebundeneZustand) zu ~396m (gebundener Zustan@bbildung 6 B).3® Der Photozykls von
LOV-Domaéanen ist literatiiekannt und startet immer im Dunkelzustand (L&) Durch Anregung

mit Blaulicht mit einer Energievon etwa 27&J/mol erfolgt die Uberfiihrung des FMNs in den
angeregten Singulettzustand (*L@¥ (Abbildung 6 C).*® Dieser Singulettzustand gebtirch
Interkanversionsehr schnell in den rotverschoben TriplettzngtéTLOVesesg) (Abbildung 6 C). In
wenigen Mikosekunden bildet sich deichtzustand (LOMoo) aus, in dem etwas mehr als 1&dmol

Anregungsenergie gespeichert s{pdbildung 6 C).38

11



1 Einleitung
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Abbildung 6: Der Flavin-Chromophor in der LOMDoméane.A: Isoalloxain-Ring desungebundenerfrlavincofaktors(1), durch
Anregung mit Blaulicht bildet sich dasC4(a}Addukt (2) aus. B: Exemplarische UV/VISSpektren einer LOMDoméane im
Dunkelzustand (schwarz) mit einem Maximum bei ~460 und im Lichtzustand (rot) mit einem Maximum bei ~390. C:
Energieschema zur Beschreibung einesatiging Photozyklus einer LOADomane. NachLosiund Gartner®).

Fur die Relaxation in den Dunkelzustand muss eine Barriere von etwa 100 kJ/mol Uberwunden
werden®® Aufgrund der selektiven Blaulichtsensibilitatgeringen GréRe undlem sehr gut
untersuchtehotozyklus, sind LOMDoméanen eirbeliebter Ausgangspunkdr Proteindegjn sowie
fur optogenetische Anwendungdom das Anwedungsspektrum und die Funktionalitat der LOV
Doméanen zu erweitern, wurden vivo, in vitro und in silico mehrere Anséatze verfolgt. Die
Fluoreszenz deAtLOV2 wurde zum Beispiel iiber gerichtete Mutagenesrbessert? Diese so
entstande@ Fluorophor wird als iLOV bezeiclet®® Als Vorteil von iLOV gegeiiber den
herkdmmlichen Fluoreszenzproteinsurde die geénge Molekularmassenter 20kDa genant.® In
silico wurden LOVDoménen erzeugt, dem -Hel¥ mit Resten der ipadoméne ersetzt wurden
um anschlieRendan den Bindungspartner der ipaRomane unter Blaulicht zubindéh.
Strukturbasierte Studien wurdehenfallsvorangetriebenym die DNA-Bindungder Aureochrome
1a und 1@u untersuckn**! Auch Fusionsproteine mitemneurotoxischemotulinumtoxin Typ B
(BoNT/B) wurden auf einen iLID basierteryS§em erzeugum die G und NterminaknHalften des
Toxin in Lichtabhangigkeit zusammenzufiihf@rDies fihrt zur lichtabhangigerFreisetzungvon
Neurotransmitter*?Bei i L1 D h a n d eirhprovedight isduceddimerfifd Dazu wurded
dasSsrA-Peptid in die @erminaleJ Blelix derAd.OV2 Doméane eingebadt Aufgrundder ertbhten

12
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Zuganglichkeit des Pep#sdunter Blaulicht, wurde die Ausbildung von Dimeren mit dem
Interaktionspartner Ssright-abhangigum den FaktoB0 gesteigert®

1.3.2 Die AuLOVDomane vornPhaeodactyluntricornutum

Aureochrome sind Blaulichtphotorezeptoren, innele die LOV-Doméane mit einem DNA
Bindemotiv, einem bZIP asicleucinezipper), verbunden ist. Aureochrome kommen in Algen und
Kieselalgen vorzum Beispiein der Grinalgé/aucheriafrigida undder Kieselalge’haeodactylum
tricornutum¥ 47 P. tricornutumist eire einzellige Alge, welche in den meisten aquatischen Habitaten
vorkommt, wobei sie bevorzugt in nahrstoffreichen Ozeaneriéb®. tricornutumsind vier Typen
von Aurechromen bekannt; Typ 1a, 1b, 1c untf 2n Vergleich zu anderen Proteinen mit LOV
Domanen ist die Anordnung der Doménen in den Aureochromen irdiérsjie Sensordoméane
befindet sicham GTerminus und die Effektordoméane amTérminus(Abbildung 7 A).** DNA-
Bindungsstudien haben eine Affiai des bZIPAULOV Moduls aus demAureochroms la zu
Aureobox und GboxDNA-Sequenzen gezeigit Des Weiterenkonnte mittels SAXS die DNA
Bindung von doppelstrangiger DNgezeigtwerden® Die AuLOV (Aureochrom la LOYDoméne

ist mit 147Aminoséuren und7,9 kDa ein relativ kleines ProteinvelchesFMN als Chromophoimn
derCofaktortascheindef®*+*%und sein Absorptionsmaximum im Dunkelzustand beid#und im
Lichtzustand bei 396m besitzt**444>Wie alle LOV-Doménen besitziuchAuLOV das strukturell
konservierte PAS-altungsnotiv (Abbildung 7 B)%%45 welchedN-t e r mi n al -Welxmnd@Ger AE
t er mi nal -Helig flankigrewird @bbildung 7 B).24%In der Dunkelstruktuvon AuLOV
konntenBanerjeeet al zeigen, dass der @dktor Uber ein Wasserstoffbrickennetzwdtkch die
konservierten Reste (N262, N286, Q291 und Q350) gebund&nzisei Salzbriicke (R288 und
R304) kmrdinieren an die Phosphatgruppe &4Ns3® Hermanund Kottke konnten mithilfeder
GroRRenausschlusschromatographie (SE€igen, dass die AuLOY)omanein Lésung im Dunklen
vorrangigals Monomer vorliegt und unter Blaulichtbeleuchtung als DithéNeiter wurde eine
Dimerisierung bei sehr hohen Konzentration (@2)4) im Dunkeln beschriebefi.Interessanterweise
liegt die Dunkelstrukturder AuLOV-Doméne in einen Dimerzustand vof® Zusétzlich zur
Dunkelstruktur wurde vomeintzund Schlichting auchdie Struktur des Lichtdimersristallisiert*®
wobei hier das C4(a)Addukt zwischen dem Cystein 287 und dem Isoaltox®&ing identifiziert

werden konnté8
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Abbildung 7: Die Aureochrom 1&40V-Doméne aus?haeodactylum tricornutund\: Die Doman@anordnung im Aureochroraist

invers im Vergleich zu anderen Proteinen mit LO@Wmanen Die sensorische LOYWomane ist mit ihrem FMN Cofaktor-@minal
angeordnet, was im Veegch zu anderen LO\Proteinen einzigartig isB: In der Domanenarchitektur der AULOV ist das konseteier
PAS-Faltungsmotivvon der Nt e r mi n a UnelderC{t EA Wi nal en HeC:indem(Phoctbyykifs bdreiwkAulLOV-t . 5
Domane geht diese nach Blaulichtbestrahlung in den Lichtzustand iberfCdd)u kt ) , anschl i eCeddee AEUal t
Helix und es bildet sich das Lichtdimer. Bevor sich dieses ausliatet die angereggul OV-Doméngedochin ihren Dunkelzustand
zuriickfallen. Ausgehend von dem Lichtdimer bricht das CA@gukt wieder auf und es bildet sich wahrend der Duekelrsion ein

Dimer des Dunkelzustandes aus. Das Dimer des Dunkelzustandes zerfallt wieder in den monomeren Dunkelzustand.

Mittels spektroskopischer Methoden uS&EC wurde der Photozyklus der AuLGBMoméane von
Hermanund Kottke beschriebenAbbildung 7 C).*® Durch die Anregung mit Blaulicht, kommt es

zur Ausbildung de3 hioethes zwischen dem C4(&tom des FMNs und dem Cystein 287 und die
AuLOV-Domane geht in den angeregten Singmiettand ibef Im néchsten Schritt entfaltet sich

di eHelixUDi es i nduzi ert d-Heix, vibdurchde!DimerisigrungsféchéreA E U
gegeben wird® In diesem Zustand kann es zu einem Ruickfall in den monomeren Dunkelzustand
kommen, wenn sich kein Lichtdimer ausbil@®Bildet sich das Lichtdimer aus, so kommt es zum

thermisclen Zerfalldesselbigen im Dunkef.Die Thioethebindung bricht alsErstes auf und ein
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Dimer des Dunkelzustandes entstéhtAnschlieRend dissoziiert das Dimer und es kommt zur
Ruckfaltung der flankierten Helic£3Die Riickreaktion wird als Dunkelrexsion bezeichné?.

1.4 Adenylatcyclasen

Adenylatcyclasen sindAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) produzierende EnZyth8ei

cAMP handelt esich um einen sekundaren Botenstoff, Gber dessen intrazelluldares Level viele
Zellfunktionen gesteuertverden**° Die Zellfunkiionen werden uber Proteine gesteyedie
spezifisch auf die Anderung des cAMRvels in der Zelle reagien wie zum Beispieldie
Proteinkinase, Transkriptionsfaktoren und lonenkafti®. Adenylatcyclasen koénnen sowohl
membrangebunden als auch I6slich Ziytosol vorkommenr?® Adenylatcyclasen werden in sechs
Gruppen eingeteil{Abbildung 8), die keine Sequenzidentitdten miteinander teilen und durch
unterschiedliche evolutionare Prozesse entstanderf®sthtdnter den versdbderen Klassen der
Adenylatcyclaseiat die Klasse lll eine besondere Stelluhgnn  si e i st di e esogen
K1 a s*%da @és,sich & Klasse lllum die groRtestrukturell und funktional divergentestdasse
handelt!®>*° Sie lasst sich weiter irdie vier Unterkassen a bis d einteile\bbildung 8).°° Des
Weiteren ist sie die einzige in Tieren vorkommende Gruppe der Adenylatcyclasen und hat

entsprechemhauch eine pharmakologische Bedeuttfhg.

©= Familie Q = Klasse

(O = Gruppe

Abbildung 8: Ubersicht iiber i@ Familie der Alenylatcyclaserdiesebesteht aus sechs Klassen (1 bis VI1). Die dritte Klasse wird auch
als universelle Klasse bezeichnet und besteht aus vier Gruppen (a bis d).

Bei den Adaylatcyclasen der Klasse 1ll handelt es sich um Proteine, die aus mehreren Doménen
bestehetf und nur als Dimer aktiv sintf:>° Durch die Dimerisierung wird eine katalytische Tasche
in der Interaktionsflache gebildet Als Cofaktor werden Magnasinionen (M@*) oder Manganionen

(Mn?*) durch zwei Aspartatreste gebund@f?Durch die Metallionen wird das Triphosphat deEPA
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1 Einleitung

(Adenosintriphosphat) stabilisiert und aetkleophileAngriff der 3~ Hydroxylgruppe der Ribose auf
d i ePhosphorylgruppe des Triphosphates kataly$iéPtDieser Angriff lauft nach einem\3-
ahnlichenMechanismus af?. Nach dem Ringschluss gehen cAMP und Pyrophosphat 4B® der

Reaktion hervof?

1.4.1 Die photoaktivierbare Adenylatcyclasen (P&C

Eine besondere Art von Adenylatcyclasen der Klasse 11l stellen die photoaktivierbaren
Adenylatcyclasen da Die erste photoaktivierbare Adenylatcyclase wurdeEiuglena gacilis
(EUPAC) gefundenr! Als photesensitiveDoméane enthélt diese eiB& UF-Doméane (Sensor oblue-

light using FAD).>? Mit EUPAC konnte das cAM#Revel in Oozyten voXenopus laevisn HEK293

Zellen und inDrosophila melanogastédreeinflusst werde?? Aus de bakteridlen GattungBeggiatoa
wurdedie photoaktivierbare Adenylatcyclase bPAC isoliert, welche eine Fusion aus einer AC und
einerBLUF-Domaneist (Abbildung 9 A, B)>#°6, wohingegen di€uPAC aus insgesamt zwei BLUF
Domanen als auch aus zwei AC Doméanen bestdditildung 9 B).>! Auf Grund der geringen GroRe

von bPAC, wird diese praferiert optogenetischeApplikationenverwendef*

A B
= il AC AC | EuPAC
N
AC
@ bPAC und OaPAC
eS(LoDMEE mPac
BLUF

Abbildung 9: Doméanenstruktur von PAQuit der Adenylatcyclasendoméne in violett undrghotosensitivedDoméane in grinA:

Model der bPAC (PDB5MBB).5" Kette A ist in dunkleren Tomeals Kette B dargestellt. Die BLUBomane (griin) mit dem FMN

wird von blauen Licht angeregt, was die Adenylatcyclase (AC) stimulierd somit Umsetzung voATP in cAMP und Pyrophosphat

auslostB: Verschiedene Domanenanordnungen von einigen literaturbekannterP#ACs.

Strukturell wurde die bPAC vdrindner et al. im Dunket undPseudolichtzustand besadren®’ Bei

bPAC handelt es sich um ein paralleles Homodimer, in deneidie=lnenDomanen antiparallel
zueinander angeordnet sitdbbildung 9A)°>’Al s Di mer i nt er ak t-Hetixderf | 2 ¢t
BLUF-Doméne welche eine intermolekular | nt e r a k t Haixi dermegénibdrieegendens

Kette eingeht! Des Weiteren bindet die BLUF-Domane FMN als CofaktoP’ Die
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1 Einleitung

Adenylatcyclasendoméne interagiert mit B&tJF-Domanehauptséchlich Gber eine zungenahnliche
b-Faltblattregion, welche auch fiir die Offnung der katalytischen Tasche werditth ist>’ bPAC
zeigt eine ahnlich Anordnung wie die zuvor publiziert Struktur der OaPAC aus dem
CyanobacteriumOscillatoria acuminata (Abbildung 9 B).5"®® Neben BLUFDoméanen als
photosensitive®odul sind auchLOV-Domaéanen in PAC gefunden worden, viem Beispielin der
mPAC aus Microcoleus chthonoplastegAbbildung 9 B).%! Eine auf Cyarobakteriochromen
basierenden PA®ariante wurde irMicrocoleus spentdeckt, welche mit Blaulicht aktert und mit
Grunlicht inhibiert werden kannAbbildung 9 B).>8°° Dies wird als Vorteil gegeniiber délavin-
basierten PA€gesehen, die zur Inaktivierung thermisch zerfallen mirgséon Ryuet al wurde
eine synthetischeotlichtsensitive PAC erzeugt, in ddas PCM (PCM=photosensoric core modyle
aus Rhodobacter sphaeroidesit der Adenylatcyclase llaC fusioniert wurdabpildung 9 B).52
Durch das stark expandierende Feld der Optogenatikder synthetischen Biologie kommen PACs
immer mehr in den Fokus der Wissenschifit Hilfe der PACs lassen sich cAM&ohéangige
Prozesse studieren, wie z.B. die Flagellenbeweglng.

1.5Cryptochrome

Cryptochrome gehdren d&uperfamilie der Cryptochrome und Photolyas€@Pf an Bei beiden
handelt es sich um Flapmteine,die einFlavin als Cofaktorbeherbegen deran dieC-terminale
Domaéne nichkovalent gebundeist.*%4Die Familie der Cryptochrome und Photolyasen wurde nach
Scheereret al in folgende Untergruppen aufgeteilt: Klasse | CPD Photolyadeiasse 11 CPD
Photolyasen, Klasse Il CPD Photolyasen, Pflargptochrome, DASH Cryptochrome,
eukaryontischen (@) Photolyasen undierische Cryptochrome sowie prokaryotische-4§6
Photolyasefi* Beiden ist dieblaulichtinduzierte Photoreduktion des FADs geméddabei werden
verschiedea Redoxzustédnde angenommen, wie sliemireduzierte Zustand (FAD- , FADH)ler
der vollreduziere Zustand (FADH ) Abbildung 10 A)..3% Photolyasa sind im vollreduzieren
Zustand in der Lage a@nDNA-Reparatur durchzufihréd® Die zur Induktion der Reduktion
bendétigten Edktronen werdem den meisten Falleaiber einekonserviertelryptophantriade weiter
zum FAD geleitef®>% Neben einer Anregung mit blameLicht wurde auch eine Anregung mit
orangem und roten Licht im semireduzierten Zustantdeobachtet(Abbildung 10 A).6® Als
Antennenchromophor kénnen versgtene Cofaktoren in der Nerminalen Domane gebunden sein,
wie MTHF (5,10Methenyltetrahydrofolatf®’, 8HDF (8Hydroxydeazaflavirff, FMN
(Flavinmononukleotid® oder DMRL (6,7-Dimethyk8-Ribityllumaziny®. Cryptochrome und
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1 Einleitung

Photolyasen ksitzen eine hohe Sequenazitigit und sind struktrell eng verwandt! Beide enthalten

eine Nterminale Antennechromophorbindedoméne, sowie einge@ninale FADBindedom&e

Die Cryptochrome besitzen zusatzlich einete@ninale Verlangerung (CTE diese besitze
unterschiedliche Langeund liegen ohne Interaktionspartner meist ungeordnet®@ryptochrome

sind zum Beispielin die Regulierung des zirkadianen Rhythmus eingebunden und interagieren mit
Interaktionspartnern, wohingegeredthotolyasen UNGchaden in ddDNA in Form von Cyclobutan

Pyrimidin-Dimeren (CPD)der(6-4)-Photoschaden reparen® '

1.5.1Das animatlike Cryptochrom aus Chlmmydomonas reinhardti{CraCry)

BeiCraCryhandel t e sanimatcihk e mC rdya musddcGrimalgeerdinhardtii Wie
alle Vertreter der CPF besit auch CraCry ein FAD Chromophorund fungiert als (&)
Photolyas€”® FAD ist in der Gterminalen Domane gebunden undHBF konnte als

Antennenchromphor identifiziert werdenAbbildung 10B)."?

A B

Absorption

TETETIPETTE ITTTY PR P IR TN PRI N

00 350 400 450 500 550 600 650 704
Wellenlange / nm

Semichinon, semireduzierte Zustand

h

N -N_0O
b o

N

)

FAD*~ FADH®

NH

XX B Xl

L FAUH FADH;

J - . "
Chinon, oxidiereter Zustand ~ Hydrochinon, vollreduzierter Zustand | | | 100 Aminoséuren

8-HDF FAD CTE

Abbildung 10 Das Cr y p taoimdtriokme @r y pQraCry hus 6. meinfardtii A: Darstellung der verscideren
Redoxzustande des FADs uner Horrespondierenden Spektren Cryptochi©raCry. (NachLui et al®). B: Die Struktur vonCraCry
(PDB: 6FN2j2ohne Gterminale Verlangerung (CTE), diet€rminale FADBindedomane ist in blauaggestellt. Das FAD ist in cyan,
katalytische Tetrade zum Elektmmtransfer in braun und der Elektronenfluss durch rote Pfeile dargestellt. Die
Antennenchrormphorbindedoméne ist igelb mit dem AntennenchromophorHDF in orange dargestellt. Eingchematische
Darstellung verdeutlickdie Position der 100 Aminosauren ¢g@mC-terminalen Verlangerung (CTH) der Doméanenanordnung
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Liegt das FAD im semireduzierten Zustand vor, ist auch eine Anregung mit rotem bzw. orangem Licht
moglich/* Von Beel et al wird CraCry als ein Blauund Rotlicht aktivierbares Flavoprotein
beschrieben, da sowohl Raind Blaulicht eine ahnliche CraCGmermittelte Veranderung in der
Genexpression i€. reinhardtii zeigen’* Von Oldenmeyeeet al sowie Nohr et al.konnte gezeigt
werden, dass ein Tyrosinrest (Y373) in die Elektronenweiterleitung involviert ist undGa@ry
eine katalytische Tetrade vorliegAkbildung 10 B).”"® Weitere Studien zeigten e (6-4)
Photolyasektivitat von CraCry, da tUber die @erminak Helix (Abbildung 10 B) DNA gebunden
wurde’? Folgend konntadie Reparaturvon DNA in vivo und in vitro gezeigtwerden’? Die
strukturelle Lage d€l00 Aminosauren langen CTE anaestch mitdemOxidationszustandvasmit
Hilfe des HydrogerDeuteriumAustausch nachgewiesen wurdé Diese Anderung wird
wahrscheinlichdurchdie Bildung des stabilefiyrosinradikas Y373 incuziert/® Dadurch konnten
Ruckschlisse auf dasvivoVerhalten gezogen werden und es wurdeachspostuliert, dass die-C
terminak Verlangerung sich am Tag entfaitkonnteundsichsoderInteraktionspartner vo@raCry
lost, wahrend er im DunkeNacht gebundeist.”® Dieses Postulat geht niit vivo Experimaten zur

Fortpflanzung vorC. reinhardtiieinher, in deanCraCryim Dunkeln mit pCry interagiert.

1.6 Saccharomyces cerevisia¢s Modellorganismus

Der Organismus$accharomyces cerevisiagrd von der Menschheit seit mehreren tausend Jahren
genutzt und ist alsBackerhefebekannt. S. cerevisiaewird zum Brauen @n Bier, in der
Weinherstellung,zum Backen undin der Biotechnologie zum Herstellen von wertvollen
Sekundarmetabolitemerwendet’®’® Bei diesem einzelligen Organismbsndelt es sich um einen
Pilz’®, mit einem Durchmesser einer nicht knospenden &eibn ~5um.”® Das Genom vorS.
cerevisiaewurde 1996 vollstandig sequenziéftin den deiRiger Jahren des letztdahrhunderts
wurden die ersten Studien naier Backerhefeauf genetischeEbere durchgefuhrt®, sodassn den
flinfziger Jahren der meist genutkt@borstamnS288C geschaffen wurd@’®Im Jahr1978verlief

die erste Transformation vo8. cerevisiaanit PlasmidDNA erfolgreich’® AnschlieRend begab
sichder Organismus auf dem Weg zum Modellorganistdager idealen Laborbedinguegteilt sich

S. cerevisiaalle 90 Minuten’ S. cerevisiadesitztzwei Paarungstypema und U, wel c he
Paarung eine diploide Zelle bildéh.Mit der Einfiihrung derBaderhefe GenomDatenbank
(www.yeastgenome.orgist ein Zugriff auf samtliche Informatien bezlglichdes Genoms und der
Hefestamme moglich. In NCBI PubMed finden sitB7929 Publikationseintrédgau S. cerevisiae
wieder(Stand 28.08.2019Pas sind etwa eiDrittel der Eintrégedie zu E. coli zu finden sindDie
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Anwendungen mitS. cerevisiaein Forschung und Biotechnologisind sehr vielseitig. Zur
Untersuchung von Proteininteraktioriarvivow u r d e Yedstm®-hyBrid ASystem entwickelt®8t

Von industrieller und biotechnologischer Seite besteht ein Interesse daran Basischemikalien
herzustellen, ohne auf die Erdoivéte zuriickugreifen®? Daher das S. cerevisiae sehr gut
kultivierbar ist, bietetler Organismusinige Voteile fir die Industie. Erstens hande#issich nach
gentechnischen Richtlinieam einen sichereren Organismusveitens besitzt sie eine gute pH
Toleranz im Vergleich zu Bakterien und drittens eine Toleranz gegeniiber Fermentationsintfbitoren
Somit werdenBasischemikalienwie zum Beispiellsobutanol, Etylen, Milchséaure, Succinsaure,
Resveratrol und Farnesehiotechnologisch irS. cerevisiadergestellf? Ausgehend von deBier-

und Weinproduktion has. cerevisiaemmer mehran Bedeutung fur die Menschhegewonnen,

welchein den nachsten Jahren wahrscheinlich noch zunehmen wird.
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2 Zielsetzungen der Arbeit

Diese Arbeit befassticgh mit der Entwicklung neuer blaulictfabhangiger Moduldasierend auf
Flavoproteinenin vorangegangen Masterarbeit wurde ein neuartiges Schaltverhalten von Mutanten
der AuLOV-Doméane im pséModul in S. cerevisiaggefunden. Wéahrend der Masterarbeit konnte
gezeigt werden, dass dess Schaltverhalten wahrscheinlich abhangig von den

Dimerisierungsverhalten der AuLGMutanten ist?

Erstenssoll die Charakterisierung der Mutanten der AuL@omané® abgeschlossen werdeowie
die Dimeranordnungtruktuell und bioinformatisch untsuchtwerden.Mittels spektroskopischer
undproteinbiochemischer Methoden soll aveitereCharakterisierunder Mutantererfolgen

Zweitenssoll basierend auflen vorangegangen vivo Experimenten der MasterarB€itind derin
vitro Charakterisierung der AuLOWlutanten eine optogenetischApplikation in S. cerevisiae
mithilfe des photosensitiven Degroentwickelte werden.Ziel dieser Anwendung ist e
Abhangigkeit von Blalicht zellulare Prozesse S. cerevisiagusteuernWeiterhin soll ein I6sliches

in vivo Konstrukt aus den Arbeiten 8. cerevisiaenittels proteinchemischer Methoden untersucht

werden.

AbschlieRendsoll Gberprift werden ob mit dem Cryptochrom CraCry aus C. reinhardtii im
photosensitiverDegronmodulein ahnlichesn vivo Verhalten wie mit einer LOMDomane erzielt
werden kannGrundlage dafir bildedie neusten strukturellen und spektroskopischen Kenntnisse
Uber CraCry aus defssenLabor. Ziel ist es grundlegende Erkenntnisse fir die Entwicklung eines

neuartigerrotlichtabhangige Degrors zu erlangen.
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3.9 Plasmide

3.9.1 pET28a(+) Vektor basierte Expressionsplasmide

Plasmide fiir die Uberproduktion von ProteinerEicoli basieren auf da pET28a(+) Vektor von
Novagen(Darmstadt, DeutschlandDer pET28a(+) Vektor enthélt eine Kanamycinresizstasowie

einenfl ori undeinemultiple cloning site Flussaufwartgler Multiple cloning site befindet sich das
lac operon Dadurch kann die Expression der darauffolgenden E3¢4ienz mit
Proteintiberproduktionmit Hilfe von ITPG induzierenwerden®* Des Weiteren gibt es die
Moglichkeit, das Protein Nbozw. Gterminal mit einen Histidin-Tag zu versehen, die-términale

Variante erlaubt es den Histidirag spater durch einen Thrombinverdau zu entfe(Adbildung

11).8% Tabelle3 enthilt die Plasmide die fiir die Proteiniiberproduktion verwendet wurde.

T7 promoter primer #69348-3

pET upstrga?ﬂupnmer #69214-3 T7 promoter lac operator xbal be
AGATCT TCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATT TTAAGAAGGA
Neol His+Tag _Nde| Nhel
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCETGGTGCCGEGCGGEAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
erSerHisHisHisHI ¢ HisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGIinGIn
Eag| thrombin
| _Sall Hindll _ Notl  Xhol
GTCGACAAGCTTGCGGCCGCA GAGCA

— BamH!lEcoR| Sac

His*Tag
\GCTCCGTCGA ] CACCACCACCAC

Bpul102 | T7 terminator

-
T7 terminator primer #69337-3

Abbildung 11: Multiple cloningsiteund dieregulatorischerElemente depET28a(+) Vektorsder zur Uberproduktion von Proteinen
verwendet wurdé&

31



3 Material

Tabelle 3: Plasmide basierend auf den pET28a¢€ktor zur Proteinliberproduktion.

Plasmid Konstrukt Herkunft
LovJU AuLOV Ankan Banerjee
SH7.1 AuLOV W34 Masterarbeit Hepp
SH9.2 AuLOVM254 Masterarbeit Hepp
SH10.5 AuLOVM254 W349 Diese Arbeit
VIS1.21 mCherry3mycAuLOV-cODC1 Diese Arbeit

3.9.2 Plasmide fir in vivétudienin Saccharomyces cerevisiae

Die Plasmidedie fur in vivo Studien inS. cerevisiagerwendet wurderbasieren auf den Plasmiden
PRS315 und pRS318 Sietragen eine Ampicillinresistenz uradis AuxotrophiemarkeirLEU2-Gen
(PRS315) oderi URA3-Gen (pRS316)°® Die Plasmide wurden durcin vivo Ligation in der
Backerhefeoder durcleineMutagenesd®CR erzeugtn derTabelle4 sind die Plasmidgelistet.

Tabelle 4: Plasmide fiir dién vivo Studien inS. cerevisiae

Plasmid Konstrukt Herkunft

pRS315 LEU2 ARS209/CEN2

pRS316 URA3 ARS209/CEN2

pDS167 pRS315 Rori-tagRFRAULOV-cODC1 Taxis

pDS178 PRS315 Rori-tagRFRAULOV-cODCIA Taxis

pDS181 PRS316 Roni-tagRFROPAC Taxis

pDS185 PRS315 Rpn1-sSIGFRP2A-mCherry3mycAtLOV2-cODC1 Taxis

pSebl PRS315 Rpni-sfGFRP2A-mCherry3mycAuLOV-cODC1 Masterarbeit S.He[5p

pSeb2 pRS315 Ror1-SIGFRP2A-mCherry3myc-AuLOVY34W.  Masterarbeit S.Hepp
cODC1

pSeb4 pRS315 Ron1-SIGFRP2A-mCherry3mycAuLOVVY?>M- Masterarbeit S.Hep
cODC1
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pSeb7 PRS315PapH1-STGFRP2A-mCherry3mycAuL OV V34W. Masterarbeit S.He5p
cODCIA

pSebs PRS315PapH1-SIGFRP2A-mCherry3mycAuL OV V254M- Masterarbeit S.He/5p
cODCIA

pSebll PRS315PapH1-SIGFRP2A-mCherry3mycAuLQVV234MV3SW, - Diese Arbeit
cODC1

pSeb12 PRS315PapH1-SIGFRP2A-mCherry3myc-AuLQVV23MV3SW, - Diese Arbeit
cODCIA

pSeb19 PRS315 Rpni-tagRFRbPACG-AULOV VMV cODCICA Diese Arbeit

pSeb23 PRS315 Rpni-bPAGAULOV VZ34MV4W_cODC 1A Diese Arbeit

pSH12 PRS315 Rpni-sfGFRP2A-mCherry3mycAuLOV-cODCI4 Masterarbeis.

Hasenjager

pCraCryw1 pPRS315 Roni-sfGFP_P2A_mCherry_3my€raCryw1-cODC1 Diese Arbeit

pCraCryw?2 pPRS315 Rpn1-SfGFP_P2A _mCherry_3my€raCryw2-cODC1 Diese Arbeit

pCraCryw3 pPRS315 Rpn1-sSfTGFP_P2A _mCherry_3my€raCryw3-cODC1 Diese Arbeit

pCraCryWw4 pPRS315 Roni1-sfGFP_P2A_mCherry_3my€raCryw4-cODC1 Diese Arbeit

pCraCryW5 pPRS315 Roni-sfGFP_P2A_mCherry_3my€raCryw5-cODC1 Diese Arbeit

pCraCr\6 pPRS315 Roni-sfGFP_P2A_mCherry_3my€raCryw6-cODC1 Diese Arbeit

pCraCrWw7 pPRS315 Rpn1-sfGFP_P2A_mCherry_3my€raCryw7 Diese Arbeit

pCraCryw8 pPRS315 Rpn1-sSfGFP_P2A _mCherry_3my€raCryWw8-cODC1 Diese Arbeit

pCraCry9 pRS315 Ron1-sfGFP_P2A _mCherry_3my€raCryw3- Diese Arbeit
cODC1I%A

pDS312 pRS316 Ryci-tagRFRbPAC Taxis

pCM80 pFA6a3mCherry::natNT2 Taxis
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3.10 Primer

Prioddre in dieser Arbeit v er weThadbeeblalwgug elfenh r ts.i
Stammkonzentrat ibert r PN dPei merbeitskonOdMntr at
Sel bst entwo miewrrnccennMeh eibbieosnt Eil ht Tei | der Pri me

Pri mer samhdxiashedsé s ommen

Tabelle 5: Liste der verwendeten Primer. Fwd zeigt an, dass es sich um einen Vorwartsprimer und Rev um eine Rickwertsprimer
handelt. Sq zeigt an das er zur Sequenzierung dient. Die bhdptimer enthalten die Information fiir welche Mutation sie dienen, des
Weiteren sind enthalte Schnittstell@ fur den Restriktiongerdau bzw. das Ziglasmidvermerkt.Ein T zeigt andass diese aus den

Taxis Labor stammen.

Pri mer Sequenz

Fwd_AuLOV _V349W AACTTCGTGGGTTGGCAGTGCAAAG

Rev_ AuLOV _V349W CCGATACTTTGCACTGCCAACCCACGAAG
Fwd_ AuLOV _V254M CAAAACTTCGTCATGACCGAT

Rev_ AuLOV _V254M ATCGGTCATGACGAAGTTTTG

Fwd_AuLOV; Ndel CGGCAGCATATGGACTTTAGCTTTATCAAAGC

Rev_tagRFP_bPAC_AuLOV CTGAGCGGTCTGCAGGGCTTTGATAAAGCTAAAGTCCATTTTATCTTTT
CCAGGGTCTG

Rev_tagRFP_bPAC_myc CAAATCTTCTTCAGAAATCAACTTTTGTTCACCTCTAGATTTATCGTTTT
CCAGGGTCTG

Rev_tagRFP_bPAC fir pDS23 TACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACGGATCCCCCCCGGAATGTCTGAA
TTAATTAAAGAAAA TATGC

Fwd_cODC1a fur pDS237 TAGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATGCGCCGGAATTCCTTATTGGAA
GTACAAGTTTTCAG

Fwd_tagRFP_bPA@PDS237 TAGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATGCGCCGGAATTCCTTATTTATCG

TTTTCCAGGGTC
Fwd_bPAC; Ndel CGGCAGCCATATGATGAAACGCCTGGTGTATAT
Rev_bPAC; EcoRI TGCGCCGGAATTCCTTATTTATCGTTTTCCAGGGTCTG

34



Rev_bPAC_sq

Fwd_3myeCraCry

Rev CraCryw1

Rev_CraCryw2

Rev_CraCryw3

Rev _CraCryw4

Rev_CraCryw5

Rev_CraCry6

Rev _CraCrw7

Rev CraCryw8

Fwd_CraCry sq
Rev CraCry sq
rec2seq_sq T
DON1 up_sqT

cODCAurLOVdowre T

Tcycl end rev sqT

3 Material

CAGGTTAATGGTTTTCATGGC

ATTAATCTCAGAAGAAGACTTGAACGGATCATCTAGAGTCATGGCAGG
CGTTAAAAATTCC

GTACAAAGAAGTAATAGATTCTTGTGCACAAGACATTGCTGCTGCCAT
ACGTGC

GTACAAAGAAGTAATAGATTCTTGTGCACAAGACATTGCTAGTGCCAT
ACGTGCAATACATGC

AGAAGTAATAGATTCTTGTGCACAAGACATAGGAAGTGCTGCTGCCAT
ACGTG
AGAAGTAATAGATTCTTGTGCACAAGACATAGGAAGTTT GCTACGACG

ATATGCTGC

GTACAAAGAAGTAATAGATTCTTGTGCACAAGACATTTTGCTACGACG
ATATGCTGC

GTACAAAGAAGTAATAGATTCTTGTGCACAAGACATACGTGCAATACA
TGCTTTGCTTG

GTAAGCGTGACATAACTAATTACATGACTCGAGTTATTTGCTACGACG
ATATGCTGC

GTACAAAGAAGTAATAGATTCTTGTGCACAAGACATATATGCTGCTGC
CATACGTG

GATCCGAGCGCATGGGAA
GTTCTTCAAACACTTCCATACC
GCGTGACATAACTAATTACATG
GCTATACCAAGCATACAATCAAC

ACAAAGAAGTAATAGATTCTTGTGCACAAGACATTGGCAAATCCTCAT
CATCATTCGCTGCG

ATTAAAGCCTTCGAGCGTCC
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mCherry_r T CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGCCGGTGGAG

Myc_aurLOV T ATTAATCTCAGAAGAAGACTTGAACGGATCATCTAGAGTCATGGACTT
TAGCTTTATCAAAGC

tagRFP_Pstl T GTTATATCCAGCTGCAGATGGTGGTTTAGAAGG

myc_lov_up_revl ATGACTCTAGATGATCCGTTC

msn2_s2 T AACAGAATTATCTTATGAAGAAAGATCTATCGAATTAAAAAAATGGGG

TCTATTAATCGATGAATTCGAGCTCG

msn2_s3 T TAGAAGCGATAATTTGTCGCAACACATCAAGACTCATAAAAAACATGG
AGACATTCGTACGCTGCAGGTCGAC

3.11 Stamme

3.11.1 Bakterielle Stamme
Bei den bakteriellenk8mtmeamenehBesdieyV fEsetheears cch i

cobDie in dieserEdodtetimme egsiwrech@ligeenl detrefTabel | e
Tabelle 6: E. coli Stamme die in dieser Arbeit verwendet wurden.

St amm Genotyp Ver wendung Fi r ma
BL20OEGo !l d ompT hsdSg (rBI , mBI)ga| dcm(DE3) Pr ot ei ng¢ be Novagen

DH5 U F ( 8l&cz M1 5 lacZyp-argF)U169 recAl Pl awmirdanehr Invitrogen

endAl hsR17(tc!, mg*) phoA sufE 4 41 the1
gyrA96 relAl

TOP1O F mcA onr-h sRAVSncB C)G 810ZgM1 5 Pl as mi dv er Invitrogen
g & 4 Acla rDal 399 r-lag 0 6gPddlg «I

ar O §)ternAd1n u®

3.11.2 Saccharomyces cerevisiae Stamme
Dig& 2mmeenst wdder Derivate desd, SIS CS tSatnammense sY CEX

der SYCRME , WCG4a (WCLGHA22, WCKEI4A9/ 14) oder DF5
Tabagbl ad di,@di @ d mmai eser Ar beit ver wendet wur
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Tabelle 7: Die in dieser Arbeit verwendetaccharomyces cerevisiS&¢&ammeund ihre Wachstumsbeayung.

Stamm Genotyp Wachstumsbedingung Herkunft
ESM3561 MATa ura353 leu2gpl  hgi2s030 -qd6r3p 30°C Pereiraet al®
WCG4a MATa ura3 leu23,112 his311,15 CaAGal* RT Heinemeyeet
al.8®
WCG11/22 WCG4a preil pre22 RT Gerlingeret
al.%o
YHI29/14 WCG4a preil pre4l RT Heinemeyeet
al.8
JD4T7-13C MATa his3p2 0 0 -3|1E82uy22801 trpt RT Ramoset al®!
p6 3 -62 a3
JD771-1 JD47-13Cu b a 1 p: pR&td6H(®al-ts64  RT / Temperatursensitiv T Palanimurugal
TRPY) et al®?
YCR75 MATU his3 leu2 trpl 30°C Taxis
YCR76 MATa his3 leu2 trpldeltaFA ura3, ho::LYS2 30°C Taxis
YDS465 YCR76 MSN23mCherry:natNT2 30°C Taxis
YJT14 YCR75 cyr1o:: hphNT1, 0,5umol*st*m-2Blaulicht J. Trauti®
YSeb5/6 YCR75 cyrl1o:: hphNT1,5umol*s™m-=2Blaulicht Diese Arbeit
YSebl2 YCR75 cyr1o:: hphNT1,5pumol*s*m=2Blaulicht Diese Arbeit
YSeb18 YCR75 cyr1o::HhphNT1,5pumol*s*m=2Blaulicht Diese Arbeit
3mCherry::natNT2, pSeb23
YSeb38 YCR75 cyr 1ddSN2h p h NT 1, 0,5 umol*s™*m-2Blaulicht Diese Arbeit

3mCherry::natNT2, pDS312
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4 Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden wurden Standardprotokollen enthommeeanmaotig
wie beschrieben angepasst. Di@lekularbiologische Methoden wundelen Standardprotokollen
von Ausube?* entnommen Fiir das Arbeiten irB. cerevisiaavurden noch die Arbeiten vound

ShermafP, Sikorski und Boeké&® Lutz und TaxiS’ und Janke et al® herangezogenDie

Proteinbiochemischen Methoden wurde Bamerjee et at>*°entnommen.
4.1. Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Di e Polymerasekett enreeraukntgi o engubdNdhe eznnu ro demp lziufm
Ei nbringen von MuSeduemzniameB&li gdINA
Zusammenset z uRegaeknt idoenrs gReGR s ¢ T a b @bl h gtedepnrsd ceht e nuche
Standardprogdhammo.t gylkelré efhuf f er -Gwulradlet jdee rn althhA G/C
F¢r r@€CGche Konstr wPkutfd ewewdBn glean &ICB8entlabs ¢
anderen Konstr ukRufef eN&mB el zPuh ugseAroismbhge ut e, wur de
(Tabe)diee Temperat ur Vv erb3%rudernt ,z uum rtedidedoem .Awl m
ver2ndern, awwos dtelBadberll®€CRdas Programm aus

Tabellt em Er zeugemr aggenenDBEAver wendet . Die PCR
Ql Aqui ecAufPEGR ni g@nggeateinomgt oder -Féd |lwumrgd e ne il
Et hanoldOA@eirchgef¢chrt . Di ei REgnaarhes eagenNur gdkee rnpirt

Transfor Hettiedh evaovmmr de das PCR Produkt direkt

Tabelle 8: Zusammasetzung der Reaktionsansatze fiur die PCR.

Mut ag®C&ROIle Ampl i fikation /
Pl as mi d6-DNAD)g / 1 1
Pri memM) (10 2. 5
PrimemM) (10 2. 5
DMSO 1 3
PhusFoby mer ase 1 2
Puffer 10 20
dNTPs 1 2
d HO 32 63
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Tabelle 9: Standardprogramme fiir die PCR.

Schr Mut ag®CREle Ampl i fi&ation |/
1 Pri mer Denaturie3® VYAZS 129 Y AZs
2 Denaturierung 36Y AsS 36Y As
3 Anl agerung 66Y A6 45Y A6
4 Elongati on ~1&6/ kb AC 72 ~1&6/ kb AC 72
20 mal zur ¢ck z 24 mal zur ¢ck z
5 Extension - 6090 YAT2
Pause 4AC 4AC

Tabelle 10: Zusammensetzung des Reaktionsmix fiir die PCR zur Genomveranderufigoeoevisiae*Selbst hergestellt Polymerase
der AG Mdsch.

Me n g&l /
10x Phusion SM buffer 10
dNTP 3,5
Pri memM) (10 6,5
Pri memM) (10 6,5
Matrizen DNA 1
Bet aMp (5 20
d HO 50, 5
TaBl ymer ase* 2

Tabelle 11: Parameter fir defihermocyclebei PCR zur Genomveranderung vBncerevisiae

Schr
1 PriMPenaturieruncl®GY A8
2 Pause f¢r die ZL9&AC
3 Denaturierung 3sY As
4 Denaturierung 45Y A8
5 Anl agerung 435Y A8
6 El ongation 1s/ kb AC68
20 mal zur¢ck zu 4
7 Denaturierung 453Y A8
8 Anl agerung 45Y A8
9 El ongation 1s/ kbpr+o SRunAl@Y 68
10 2@madur @k zu
11 Pause 8AC
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4.1.2 DNAFallung

Zur KonzentrationswuhBdeaubaswaolnu fdmc h enn d¥ n de 51
Et hanol auf genovMmeéeal iunmdaae ttatd,VI&Or set zt. Anschl
30min -bOAG nkubiert und diergenf Figirnh el®ONKAe teigé r t1.3
wur demifgrbéi Raumtemperatur getOddlOkaeft gen amme -

4.1.3 Herstellung von chemisekompetenten E. coli Zellen

Der gew¢c¢nsawhitr@deSzammr -Agaftplea et b BF Nakbbi er t
Anschl i eCeBmnle \WourrkdutMe cuirun()LBi nokul i ert AlOmdd ¢be
200pimnk u.bikirmle HO&uptkdl/ 20r i waoidd3ite@nrd 00Opm bi s 2z
ei Nnegoy OO 0, S nikiud i Rirdwde f Eamild beripd Oll@de &4r nt et .
Anschl i eCerPeeliwnemtl ®8 edna&kFaBliPtud d ergenommeh and Egs
inkubiert . mPeatket eermeloetl@doantld eTI@PBUTf fer r eisru®&pltndi
Aliquot sméni ¢k gtsefl g assnansacidEddQe@ah ager t .

4.1.4 Herstellung von elektrokompetenten E. coli Zellen

Zur Herstellung wdel le¢mkt wokdmp alteeantgeew¢-nscht
Agar pdedttAG ber iNmlkchbifAnmschl i ex6@&mdeVowkrudeduirun()L B
i nokul iert undA@m@&@0 0N khu.lEibeerenl 3@Haupt kul tur w
i nokuhideSiBed 2®0 bi s zdyoeni Mer7 ndklu.d i Rirdwid e d g an
5min beripmOou@edr ntet. AnscPREIiere mh@ e imssktderti d aes
dHO aufgenommen und erneut p evi leateir enrotl .t . D eNra c Wi
Pel | et i er &reliwnentls ee idsak¥a |Gl egerc eXrd n auf genommen. Wu
von ei niemk Kb ioeurtde mSacchhr idtite sveer ei ni gt und erne
wurden di e (eild ka0 @l Mcdauf gd mo@iMeinquot s in f |
Stickstoff schockgkd&h@eh agedtanschlieCend

4.1.5 Transformation von chemisekompetente E. coli Zellen

Die Transformatmb@®IAWu qdie t rkcahmepeeit seenht deunr czheglelfesrh r
Dazu wur de darsg Ab insPd2aDnmihAdt v 6r0s et mi nuadff Er s10n
AnschlieCend fol gtk deg.9BNaczh sckcehm cHi tbzed s c42o ¢ k

I nkubati on eddfenEiwu.r dine azh OdhBMed Cemd & eff gilat z 4 5 0
bei AGhd r2p0m® i nkubiert. Nach der I nkubd&tLiBon wu
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Medi um aufgenommeqarunkRl agaufen L Bni t den ent spr e
ausgeshen. Die Inkubati Af entchgti eCemarACdalyte

4.1.6 Transformation von elektrokompetemt&. coli Zellen
Die Transf or mamb @Al wuwrusbde Kaatimt o eeti enned @ m ¢ h gledl zuin r t
wur de Alai qa@g minsdgP 12& OO Ami( t einem Maxilp®d)vol ur

versetztmundabgr EL® inkubiert. Ansch2&&ICmnd f
Folgendemnwwrt delamifinrEd sb i Rirdewdetleenanschl OeCend
LBMedium vertsebeAQadd2p0m® i nkubiert. Nach der |

Zel |l en pel |IGILBMedi,um nauZ@@®&nommRgaruni@l asgufen L Br
entsprechenden Sel ekt ieonsimkaurbkaeri oau seq e sotlkdit ceh e¢n
anschlwiuerQeennd db eiA Bded tatgesm t .

4.1.7 Plasmigsolation aus E.coli Zellen

Zur Gewi nfluansgNvdo wwur de ei nle. I B8elllaemoduradlggef ¢ h
wurde eine |mheivBedc hmhkmint sgheiechenden Awndrn etozt
Die Kultur wurdeAQGgma rr2phi@h cihntk ulbéier37 Anschl i eC
abzentri frup®nmeirnt) .( 80i0e0 pel |l etierten Zell em wurd
Mi pr 2 pasrsaettQovaojnemr bei t et mPwe Inzh @s daeuf ad&al i sch
abschl i eCenRleadhiNwd ieoh od gt-Bumf érbd sBHBD®E Aqui ck

S piMm #Pir @ p asr sad ti so.n

4.1.8DNA-Konzentrationsbestimmung

Di e Bestdamrmu®RdAzentrati on er FSopl egkiter dommanti eNearn o C
Well enl 26@mdevAadbrs or pti onsmaxi mum f ¢¢r Nuklmemns?2u
von 1 entb@froippletl s8¢ 2ngeéemgeZudDNdmewhang i n Gl ei

&) Ea 00 tu ® A (1)
Zus?2tzIlich wurde rdmeb Adtsiommtt,i omi dbrei al@BOr bi er er

Proteine. Um ¢ber 2dbazsl0Yeomthi2d t Ré isn hveoint Ode r DNA

wel ches ideal erweise zwischen 1,5 und 2,0 | i e
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4.1.9 Restriktionsverdau

Die Eigenschaft von Rersamiikdhems@aqyenene mmnz ps
genut zt, um DNA pn® parmrdtyivere hHan@w@mrealzge tegrhr t
Rest rsivketridganu mi nHe & eAC STab elll =t der fAms atem anal

und patpaen Verdau aufgef¢ghrt.

Tabelle 12: Zusammensetzungen der Reaktionsgemische fiir den Restriktionsverdau.

analytischer Verdpr2parativer Verd

DNA 10 70
Puffer 10 10
Enzym | 1 4
Enzym || 1 4
Enzym | 1|1 1 4
d KO 77 8

4.1.10 In vitro Ligation
Die Ligation winm dz wdeuF rc g éeqthnratmidte r zwi Bgamknyg¢p

Bei supmm eeli n I nsertuinhegrneneYektVor aussetzung f ¢
daWwr hasnaliem von kompat mbheer §c bfngdrt Mesikreebrt elni gat i
wur den Il nserteimmgdnr Féektor si vnon 7:1 mddamdenand:
pr& mtRevset ri kti onsverdau durchgef ¢hrt wurde. De
f¢e¢h ITnkubiert. Anschli eCendg.diZell Tr@arbHfl3dsetmad e ro |
Ansatz des Ligationsmixes aufgef¢ghrt. Al's Kont
angesetzt, um die Eigenligation abzusch?atzen.

Tabelle 13: Ligationsansatz fiir dim vitro Ligation.* abhangig von der Konzentration des Insert und Vektors, das Verhéltnis sollte 7:1
betragen.

Me n g&l /
T4Li gase 1
10x-PT4fer 2
Vektor *
Il nsert *
d HO ad 20
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4.1.11 Gelelektrophorese

Di ese Mdatemadezur Auftre@mu@eaebieorPrBArmacion de.
1%(w/ v) AgBFPausece®APuf Der .-PBEf er wurde verwende
von h©°her evrofheesnt iwgakrei tDbas Gemi sch wurde aufgel
gel ©°st warCeunndd naancshc hddnmne Ak i ¢tOINE ol Gr@én ~BOr set z

Agar@Gesle wurde in einer Gel kammer mi-t Kamm aus
Kamm entf eAqarGetaltxd a®BE f er ¢berschichtetdl Von
aufgetragen, wel che wvorher mi t 5x Lawdregpeaf der
Massruler TMéAMBWE rsvipeardet . Die Auftrennung erf

12V f §r ubsdc had d eCemAgad@eslent e-Li Nt anal ysiert.

4.1.12 DNASequenzierung
Die Sequenzierung vonhbDBA Rucht{t bgkpr t fGAN§Co h gt

Bi otespater ¢(b&mumommas. Gemnomi cs

4.1.13 Praparation von kompetenten Saccharomyces cerevisiae Zellen

Der gew¢gnschte Stamm Vgrde | 2RDeorodearuf S@) nan
kogspondéBRBedinngung A ¢beii 2 k3wWbi Amdchl i eCenmle wur
Vorkultur aNMgédsemzodMedPDmMM und ¢ blel niNalihRir ricee i
50nl Hauptkult wsd .wiurelien gaeusf-6e0 Db ¢A Qu B0 Ofp dinm K Belr t
Di e Zwedrldegmmi i beripnm 0Ppd2amn ewvawaienWaschsaohritt
steriDemndlHS5S®RB 8aer chgahghmliti eCend wur d®&h die
SORBufferOlmdadhsSSIpeA maes u,aap é maiio®f teun-8 QEHI | ager t .
Die saeN&A wurde vmirrhebA@®eih®@Oriert undmiannsch
auf Eis geke¢hl t,

4.1.14 Transformation vorthemischkompetenterSaccharomyces ceresiae Zellen

Ein AliquotHekicermd etne ni@ibdNeA mietr s®t z t und ver mi s
erfolgte di eORFE@Gabkeercomed@i® mhen wurde dmisn Gem
bei Raumtemperatur inkubiektbA@B¢s4dibctluirelLgeat
Die Zellen wdedehbpest ah d edeabsg efnedird @e ® BDienddi u m
gewaschen. Bei der Sel ekt i ohe fgezfeynh e el QAR | b i
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100pm gesche¢ttelt. Abschl iOdYCRmd d ivauunfdgeenn odrinee nZ a

ausplattiert.

4.1.15 In vivo Ligationin Saccharomyces cevesiae

Fe¢riai &i gawdrochem n idneeLi gaeéi onl nsert und ein Ve
ben®°tidgite eUmn z us eatbzzeunsdceh 2Mednegne Veveed Ampuntdi Kaei ol
l ns@pers Agarosegel ¢ bempri¢nfste.r t Dazsu Weerkht2olrt ns ol |y
Anschtwue @en die bei den mAd mg am ¢ nkicadnmepnes thdecriie énide e n

hi gaeben wund di e THeaned fleernmaduromh gedrgunden Ai e
Hetell eneijrewali Imit dem verdauten Vektor und de
TransfowundheainZedh | wn auspldatbteN@ mtOubnerfter 2

4.1.16 Isolation von DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Zur |l sol atiors. vaear rwinNglesiiamess ausrei chende Menge
Selektionsplatte wearom@Bn saBiud fg2e IOIBd asD@O | en
0,25 mmMmmy @uS genomme®IRondpménol500erset zt . Ans

Gemi schmifngraMiol devortex geschg¢gttelt. uDidien Zee il
1300®m fngirn 1pOel | et i er t . Von delle mt2nsosinmegreinn Phas
ReaktionsgefaC mlbewkdighaltt eunn dl OO % ELt hanoilre ivbe r s e
20AC nkubiert dwAnsiéle! iDeRe nX PONOOf pirn 1Pel | et i ert
' bdrasnd ver wor f envonnal 7 0 &e,ltud thdhep @adbaes ni cht resu
er nBa@O0®m MmineRtri fedgi edrewrusrtdaEm dvor f e e Idlngehnidma s

bei Raumt emperatur getrocknet . @lsst cef IdikEeCe n d

auf genommen.

4.1.17 Integration von DNASequenzen in das Genom von Saccharomyces cerevisiae

Feér di e Il nt el-$adq u ®imndeansl @ § eN m, wur de ei ne PC
Reakt ieo nfsamhied@l redle m Programm aus Tabelle 11 dur
daBCRProdukt per Agarkonegealt r kent rwdalnldieaesrctb,h & B1C ¢
kompeHebheld amirtansf or mi edwu.r dAen sacuhfl iaei€e= inSrt teintzi ot
i ntegrier endseenl eKetnikearsts.e tNac h avbugredsechh bdnises e n ena t ¢
auf 1T hre RichtiPLClRe icthedwpregt tei nMea-PllAswtu c g e ®ig lee t
zuest €&Khower danwimPCReakti onsgef 2 Cwaiutkegreedk jodbht e |
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die I ntegration eegrbfealegrRa acta cwhatrs neyi fkouogetthemp d i
Fl uoreszenz -ta@gs Fdkears s@setrepnrzs. ft wur de

4.1.18 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Kulti¥. ecainwagv id®ingade anda+Memd Qifg tiigm elsEM n z me s ¢
oder iMe dYDuFm AoCerid 3O dur chgef ¢hrt. F,orwgrerd en iHa
ander s aaigkogrekbuelnt,ur u mdiigee zloa@gemt kouli teurt . 1 /1200 diires
wur d®.n cer@vimmeaeer zeggund di ar eesuf Genotyps nu
Lichtbedingun®ee wactiBeaiercdseanigibne/lzue ent heh dem.
fol geimadelhsliend di eWegklrwepldtiegenmy KulHteiheiver weag de

wur gdaeunf gef ¢ hrt .

Tabelle 14: Verwendetet Wellenlange des Lichtes zur Kultivierung 8ocerevisiae

Licht Wel l enl @2nge
bl au 46mHm undm470
gr ¢n 53mMm
rot 6 3Om

Dunkel heit

4.1.19 Fluoreszenzmessungen von fluoreszenzmarkieResieinen inS. cerevisiae

Um die Menge ars. Prretrzuvmnisae sateidmrermt e n wurden FI
dur chgkdi¢c hbeai.den aufgef¢sihrt€el Menhatden Hvat @ e g
gemessen. Unter VerwendunfjpudesBiEd)@eowurede ewi eSy

vorgegangen: Das Zel l wachsmivin wesdep pti .t MNiad 1
Hetell en ddoeori heenOBprachen, wurden in ein R
( 20rOpOMmmi B) . Der 'berstand sweddet Q@FWMe dienm un
resuspendiert. AnschlieCenrvkl| ér fbd lagtfeg rd edri eT rMen

ver wered emtsda re | | uThagbeehlgled nZdutretMessung der Fl uoresz
wurde das Zyt omleheerrmoAritsuhneer e N3xc@ineqnetti fumcd es wu
vorgegangen: Nach demmM aNa tZreil u meazcihds t giens tnoiptp t1 (
Zell en tweldi lPPdratd6 verde¢gnnt (ca. TRAOGOGEIME i eze | diee
ent sprechenden Systemeinst elH ugneggeeth aFushiCllef glmtu
um einzelne Zell en zu sel eMketane Neawwredliiee agiesmietl te

ausgewertet.
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Tabelle 15: Paraméer fliir die Messungen aRluorimeter.

Par ameter Wer t

Sch¢gttung Medi um, 0, 05 s

LesegeschwindigkeiNor malmsg 100

Datenpunkt e 10

Leseh?®he 8mm
Filtereinheit 1Anregung GFP 48mMm / 17,0

Emi ssion GFP 51®m / 17,0

Optik | barer Pl atte

Gain 120

Filtereinheit 2Anregung mCherry 58m®m / 13,5
Emi ssion mCherry 61mdm / 13,5
Optik ' ber der Pl atte
Verstarkung 140

Tabelle 16: Parameter fir die Messung von einzelnen Zellen am Zytometer.

Par ameter Wer t

Fl uss 1004 mi n
Probenvol umen 2001

Bl auer Laser 488m

Gel ber Laser 56rim

GFP/ YFP Bandpassfilter 530h80

RFP Bandpassfilter 620 hin5

Stop 30 000 Events

4.1.20 Westatblot Analyse

Das Zel |l wdHeltet dmnd evimiMd eNamir tig els@, bipet Menge an Ze
ei negoy @B 1 ecehretns pernt n o mmedna | uknadmilngiePle ef 20 ver set z
einer I nkumabhi aof VEnOII &u rTdCeAn hi Mm@ ugegeben und
10nin auf Eis inkubiert. Anschl iregra,mdinGuumucdcen d
''berstand verewavreitere. GlBEREu0 f er gel °AG cumdMbei
denaturi eOtPr oBbewOSDOFIANGHEel aden wur den, wur den
zentrifugiert (130-PAGHEPME e s3tindingnr. bYed s rI8@DEe f ¢ hr
anschlieCend erfollgei o2 @OmiGMtFrrenmemg Pdioe ®emt r
Gel Nmittr ocel | ul os e mBanpbirearn gienh ¢;Whlatt.maha b e i wur de

keiBheasen zwischen Gel und Me mbreasm , b efaisrsd edni .e |
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gel adenen Proteine aus dem Gel aWPfol dizew gMevianrd &
Die Migratiorh ere¥Mol2g0t 1 x-Buefifhair2e¢ migi eCend wur de
mi t-Odigewaschen und mit 10% u(fw/evh) bMirl cIhSp url pvrne ri |
Nach dem Bl ocken, wur-@éfedli eigiaimbcaenmundTBS8TEcC
l1h beripn? S n( b/ v) Mi | ¢ RPpuuf ihvedrr diemmn BEBST en Anti ko°r
di esem Schritt wiiBB8Fufefrenreuge wlarsecihmeanl. Di e Membr
zwei ten An%(w/Clv)eMiliaonhpwlivyen bDagimpiMBIThRebi 2weéi t ¢
Ant i ki®s pemMd e rdreert t i cf hupse roonxia ednbies,te e #bitaesmthe n a u f d e
Chemol umineszé&pne dem° @Pleit ekt i o ns, e cwhusrfBISHdIif ¢ e Me n
gewaschenmiumdi i ¢fr eLi®sscumegr iEnklubi ert . Anschl i eCe
der We sDeetrenkbtliootn s st wée ii tBenmoezbldart mrkdc¢h er en, wur den
m t dem Stripmingbprepgnm @bntffear n3t0. A and Bl ibeeGe n7dc w
midHO gewabBDcbehmnkubavomBheskbdni bise zur Dbteakt i
beschrieben wieder hollatb.ell7lsendedi mavkef wkegderten

Arbeitskonzentrationen aufgef¢hrt

Tabelle 17: Verwendee Antikorper fir die Immundetektion.

Ver wendung Anti k°rper Konzentration
Er sAnretri k°rper Maus ant. GFP 1: 2000

Hase anti mCherr 1: 1000

Hase anti Tubuli 1:10000
Zweiter Anti k°rpZiege anti Maus 1:3000

Ziege anti Hase 1:3000

4.1.21Wachstumstest S@rgar Platten

Die Zellien WwwndefdHesoveo nOM, 1 ei ngestdel et mahd1a
ver dpabei vwineder VeeriB@Qfnomigen -AghrdPéaBSCen ge
Pl atten wurTdegreAfdgrd 288n gew¢gnschten Lichtbedin
mi ndestens 3 biologische Replikate durchgef ¢ h:

4.1.22 Wachstumstest in Flissigmedium
Von einer Voir&k uHawpt kmulrtdddd odeownfi Oe itMeM Bt er €. nges
AnschlieCeBACwWM®ie umei der nleind hstplreeccihregiuwdregh i n k u |
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wur de der erste Zeitpunkt von der Wad h sd aarms k
Hat@dtuent nom@mdMNaitumazi d 1: 10 ver dwwmdieeuwn@D an s

gemessefmollgerhdemr 8e ¢eStduen dvee i eéiem midemsreemu n Kk t

4.1.23 Verfolgung der Msn2nCherry Lokalisation inS. cerevisiager Mikroskop

Die | e®endenZevlilsesmewur de mit ei nem JZneiits se iAmxd ri
Ha ma m&tasneummd e i n-A&pno cPhl raonma t 6 D07 k4 i WA Im¥ bdbearc h t
flogenfcabrdI&liend di e Filtereinstellungen gelistet
5. ®PrkinsS&itmeade verwendet. Die Biledefbmtaddn
deBberwem O0m6f gen.dinme el head@&mrdas Dunkel bil d
wur,dfe, rmi 3 mi t Blam) i dretl e dBbtOet . Ans ohhi eddeen d
Dmnkel adaptitonwdhlerh aldtien 2Bi | d adkfigemomm®Qu awa n d

und Auswertung wumagb drawe Pd ®tg.r amm

Tabelle 18: VerendeteParameter fur die mikroskopischen Untersuchungen.

Fluorophor Par ameter Wert e

Belichtungszei't 10@s

Verstarkung 255
e GFP Anregungsfilter 47 020 m
Emi ssionsfilter 5252%m
Beamsplitter 4900 m
RFP Anregungsfilter 570H0m
Emi ssionsfilter 62030 m
Beamsplitter 4 8 55n/m

4.1.24 Bestimmung des cAMPevels inS. cerevisiae

Die tHalpur wuneeWOBuUufl eingelstledlB@mAM ficrk ubi e
Anschlie@dnd WeltA®naasfediert upodA@4d hpt uedt d
i berstand verworfen. Das ZdNMd cied mh eitak twegsend é BRe w
cberf ¢ghrt und ppdlICIi4edtn)e.r t1 nf 2r020c0h st en Schritt \
Extraktionsl|l °sung (Acetonitril/ Met hamml /aMQ@ V&
i nkubGedrotl.gaimvealk at iiond&er milD und ledml ether mbf
Anschtiwe€Ce@el | eti ergm,ACB @mDA) und der i ber st anc
ReaktionsgefaC ¢berf¢ghrt . DOEsxeér a%¢ hmintst °wwma
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jedochewdi e | nkApladrn gpan dpeeri . PEIalsertd eBsetsitiicnineu ng  d
Proteinmassen verwendet. Mibege axth@lebamgelr bewm
erneut pelrlpmAC4mtion)l3I®@0 der | bRe asktainaln d qie fed @ ¢
Die Probneorei ii@nsdte Helt f SpeeBpmaengedtrmfocknet . Di e
Proben wuARdker aanc hdiCeor e fineirt niMeedtiazbionliosntihcesn Hoc t
f¢r HPLC/ MS Detektion gesendet. BRBibet HREE€:S M&S A
et beelschrdivebcenngt8% st .get Petweetde O , MORaOH

aufgenommen mundb&@GmE&Eb_iert, anschl i epCelndetwenr
(130@mMO0 AL mi5n)m! bvor st andOlwnt demmé& udlldM miiatOHg 2 , !
1320I6H0 undOlAWR@er set zt. Die Pr obminn wiumldema teir o
pell etiepmmi(@)3owdite 25'0bewwsrt daerrd e sBvred | 9 ®I-bmdtttteo n,

t ranspeareenfti)hr t . Die Absoept i Werbb@ml 8§ e nebesen.
Kdi brat i eoimSdsiteannidead & er s c hKemdzeret r aMi dla OHN g &1 A

wur de.
4.2. Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Proteintberproduktion

Eilh. Kbobn mit dem gewglmasmite nwiExde essioainnwlktud ri
mi t OM2Kanamycin verwendet, di e Vor kruplnt uirn kwubri de
Anschlie@énd-Me@r den OM tKa7n2amy ci n i mi Ve rdhe?rl tVioir &k
i nokul Neehstes Hwuupdtek udi ebi ssogoneDnbr b@BLMd 8 b
90 pmnku.bin&rcthl i eCend wur de d A €h eT eanbpgeersaett uzrt au
Preoitn¢gber produ®@MPIGn i ddueh ed O . Nach ei2n0er b &Mach
1AQndrpm wurden di e ededl Re h Bmi tk (nHiblei@en de iBnp MO
f¢e¢rm2ro pel l etiert. Der i berstand -NWuARdET evrer N
resuspendi8ér@i indurbewei teren Verwendung gel age

4.2.2 Proteinisolation und Proteinreinigung

F¢r Zeelnl auf schl uss, wurde dablLyesnymg/imlioer uted
DNAsfegd rmi3 O auf Ei s inkubiert. AnsclFlrieeP@derscks drefi
10(p6i . Virgsmenrgde vi er maleiwi e/ddrl sad |2tnzdu wgear r aAnutfisec
Die Zelltr¢mmeen twruir fdegii edikd@néRot or s b @im AIGHO0 0
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60nin abgetrennt und das Lysat Tw0r @&) dgidakls? e i n
Ly swautr alef leMARSE uglel aden und mittel s-NTHRud@Breennmn t Gr ¢
ei nem Flmls/smivio ndiQwine rMPa)4R Detektion erfolgte
Detektor bei d e n m,WenBnb, 8 mdns Gi(g@RWd dZ28300m ubnlddm

( MCh&8miyAcu L @VMODC1) . Vor demrd eGr aNiiNe€ A @ ime twu 3
S2ul envo®dh ulermP ug f er B gewaschen um grobe Ver
Abschl waCaredeimmneéem vl wiredr® MNTAuf f erwaBc hgeen. Di

gew¢gnschten Frrveektejiaconfegne iwiu rMoshlk menenwioni d6ECund
(Superdex 200 16/ 6n0o cohdgearlk gSAUNE egmaeb o x | 26 RBrB)sfelf ari e
( Fl umb/ middx, OMP5a0. UDEVYIeRt inom : n3@9300Mn> O( A @ ©O¥r
28Mmundl1Mm ( mChmyAuy @VODC1Di)ee. Frakti onen mit d e
Proweirmkemeut vereiniBitReu mihiekpearz eBADGEEbertp.r ¢f t L
dikonzendwuactiBaddioer d met hode bestvumdlé.e APbrsoctheliinepC
diquoti e8BrtGi@ehdgbet .

4.2.3 SDSPAGE zur Uberpriifung der Reinheit von Proteinen

Die Protei mplr:aien Lvauveebeusfeftezrt mimd bfdyai nd56.bi er t
Anschl i eCend wur deenSDdBAGREBRIf glear aglahb.ed 9wt ddri e

Zusammensetzung der-PAGHRmfgehli ddqe o $rd an EDrSt W
Unstained Prot glimerMaor k¥aivelntv@abhdeltd B ngDi e Pr ot e
wur degitni n b¥nab0Gr°Clas epPRGEuUrridR®2r bel ©°smumg f ¢
auf gekochtmiwmnd nfkaurbi 25 t .-P ADGasu r gdeef 2arbbstcehd S BE8 euwnn dn

Entfaarbel °sung entf2rbtwarleins die Proteinbande
Tabelle 19: Zusammensetzung der SIPAGEs.

Trenngel 10% 12,5% 15% Sammel gel
Trenngel p 2,ntl 2 ,ntl 2 ,ntl Sammel gel puf2, 5 ml
Wasser 3, &b 3, P 2,2 nWasser 5, inb
Acryl ami d3,3 ml 4, inl 5, nol Acryl amid 1, ;b
1% SDS 1001 1001 100l [1® SDS 1001
TEMED 1 @I 1@l 1@l TEMED 501
1® APS 100! 100! 1001 |[1®» APS 100!
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- 450
- 350
25.0
- 184
144
Ge!
Abbildung 12: GroRenstandart fir die SEFFAGE von Thermofischetnstained Protein Markelierce
4.2.4 Proteinkonzentrationsbestimmunmgit der Bradfordmethode
Coomassie BrillianBlue G250 interagiert mit hydrophoben undtionischen Seitenketten des
Proteins was dasAbsorptionsmaximum von 468m zu 595m verschiebt®? Fir die Bestimmung
der Proteinkonzentration, wurden @bbzw. 1pul (abhangig von der Konmé&ration um im linearen
Bereich zubleiben) des Proteins mit 1Q0Mradfordiésung (1x) gemischt und fum&in und bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die Absorption benBO§emesserlJber eine
Kalibrationgeradg/Abbildung 13) wurde ansdhel3end die Proteinkonzentration bestimmit.

12+

f(x) = 0,0508 x + 0,0094
R#=10,9923

Absorption bei 595 nm

0,2

0 5 10 15 20 25
Konzentration / mg/ml

Abbildung 13: BradfordKalibrationsgerade zur Bestimmung d&¥pteinkonzentratian

4.2.5 Analytisch6sEC-Chromatographie

F¢r die abB@uydesdhe Supemnbexchibom@t 8g0a@Ghi sche

(Injekti onsOidollumjeenk tmiomnG z € limil s/smsQ . BRPBa®)V/ VI S

Det ekt inomm,: n389800 4n5,0 Te mp Arfat uAl:s 4mobi | e -PRHd e v
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verwendatPrwneid wurde mit emgéml Kanktzgetragec
Verd¢gmmeurhges wurden folgende Konzent rla2thigéd mén v
006rg/ mjo 3¢/ ml ,Galnéy / &l . Dunkel probédéinn Dminrkced h e v t
i nkubivedatieiht yootbhemmifng rmi3t0 Blnaw, b i 7OmrInMB&St r ahl t
wur deAl s Gr ° Qean sAtbasncdhértdz ungpsdemwd Mo | d Kalb @l@imed e r
gel i Preoetmmtn i hren El utionsvolumen verwendet.

Anhang Wibthe d4ddi e
TabeloGe? Cemd s adedr aS8BLCyti schen

Protein Elutionsvolumen / ml MM / kDa
Conalbumin 9,39 75,0
Ovalbumin 10,39 43,0
Careboanydrase 11,59 29,0
Ribonuclase A 13,82 13,7
Aprotin 15,98 6,5

4.2.6 UV/VIS Spektroskopie

Proteinproben fg¢r die UV/ VIS Bpekht Dboskebnei wk
Konzentration dmg/ nfr,obckeas bRrt ©hwandvlod iuane 8 ¢ R0 t
K¢ecvetctme Die UV/ VIS Sperkm rbeins myvaidd@nltov oSG 0V
669pektrometer aufgenommen. Nach der Auf nahmer
Bl aul i oimt, (74 %% @mob & ke wc hbteeit efruonl Zgeeintdpunkt en e
awfenommens ,2s15s101553060s1,203,006,00,0052 Q00 ds.1800
AnschlieCend wurde dite Dahkpedil edRpgeben beobaaok:
und bei fopgrerkhdem &iem Speks y usin2 @&3yof GH O D, NOB2N0:0 6 (
1830 2370@6 00ds .54mMi0e Auswertung.Alelré oSmakthman Ot
80Mm auwfglesetzt . Di e -Asbpseozripftiisoonmel eFgveNgldlite Zei t
aufgetragen und auf (tdsenhl|SteaGetnwde rwu rndoer nead sh ed een
Mi ttel werdtkallrlietepome Aéeir i kelOrrdenrusntg zur Er mi ttl un

Par ametgernomme n
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4.2.7 KleinwinkelRontgerstreuung (SAXS)

Zur Auf na&ShAndé&Guvvne(emal | -anaygl e c)Amutreddein@m g zu v er mes ¢
Proteinproben zun2cldet gégeri dveer rvieinidnesinsdp; dvketrr u
Nacht di aDiyesiZeusta mmrRurd $metrgdsmrg ddaess Pr ot eigneunotd d
sein, daeesesithamstemt e Me'lhiodeVearachhgdrednungsrei he

ei néom umen-10@Mr 80Verd¢nnung angesetzt. Die Dun
48 in Dunkelheit inkubiert und ndm)e flgirah3vor olde
Messung bel euchtet. Die Experimente wurden ar

Synchrotron durchgef¢hrt. AT@RAugwaemtlialgt eetr f
wurden die KurvemrrmiKoaiz echd rf ingd oshdaim&,mtiZ2n25 mg/ ml
1,13 me/mmlt) el t um esifeferktKamnaserutsrcatl ii erCe n .

4.2.8 Proteinkristdlisation und Strukturlésung

Nach der ProtEKEonzenhrgundgemnundi e Proben f ¢r di
( 50r0pOmA C4 rhiOn) . Proben fg¢r die Kristallisation
Setzen der Kr i sftéarl | ims atdib e nierimrs DpinzZkre | n i nkubi e
SicherheitsdetlaintdHEoitsl ti &lihlei)s at ivooms pdleant tMd i saw ubrec
Mar Xt(Mlasburg Kristallisationsl|l abBomwi,t PHiillfiepp®
KristallisatweRlatthod ed sbAé@nretPédr Li cht ausiserhl us
wur dei tdtaisnMe rdrachpr en v erememdelsa n gBien\ge Vdfrmaokpr ens  wu
die Tropfen h2andisch geset zAICBubide WD ethehm ISLLiSat i
(Villingenges@anhmeBgre di e 8eru-gatuadrwkeSsuegrnaendiDat
Verfeinerung wurde das CCPZDi°PaRmmldyDeir®éeni xi
StruktureRymb’fol gt mit

4.2.9 BioinformatischeAnalysevon Dimerinteraktionsflachen

Die Analyse der Kristallstrukturen erfolgte tber das Onlineprogramm PDBeFOLD auf dem EBI
Servert®® Dazuwurde die Optiorzum individuellenVergleich derKetten ausgeschaltet. Mit Hilfe
dieses Servemurde naclahnlicherDimeranordnungen in der Interaktionsflache mit mindesteér 75

UbereinstimmungyesuchtDie Analyse deinteraktionsflachen erfolgte mit deRiSAServert©®
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4.2.10 Erstellung eineHomologiemodells mit Chimera

Zur Erstelling einesHomologiemodellsvurde das Programm Chimera verwend®ils Sequenz
desHomologiemodellsvurde die Proteinsequenz des gewilnschten Modelles verwendet. An dieser
wurden Sequenzen der PDBintrage,die als Struktunorlage dieen ausgerichtet. AnschlieRend

erfolgt die ErstellunginesHomologiemodellsnit dem Programm Modeller in Chimer&.
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5 Ergebnisse

Im ersten Teil der Ergebnisse wird die proteinchemische und strukturbiologische Charakterisierung
der AuLOV Mutanten beschrieben. Mit Hilfe zweier Kristallstrukturen konnte eine neuartige
Dimeranordnung der AuLOomane gefunden werden, welche anschlidBewinformatisch
untersucht wurde. Im zweiten Teil wurde ein l6sliches mCh&ulyOV-cODC1 proteinchemisch
charakterisiert. Im dritten Teil wurde basieren auf den Daten der vorrangegangen Mastarardbesit
AuLOV-Domane und dem pddodul eine optogenetisch&pplikation entwickelt um das cAMP

Level inS. cerevisiagu kontrollieren. Abschlie3end im vierten Teil wurde CraCry@u=inhardtii

im psdModul getestet um grundlegende Informagoniber CraCry als optogenetisches Modul

zugewinnen.

5.1 Proteinchemische und strukturbiologische Charakterisierungvon AuLOV -Mutanten

Zur Entwicklung von optogeaischen Anwendungen ist das Verstandnis von den verwendeten
Photorezeptoren unabdingbar. In der vorangegangen Masti¢raurden verschiedere Mutanten der
AuLOV-Domane entwickelt und charakterisiert. Die Mutanten Aul&® und AuLOWZM
zeigten in erstein vivo Experimenten die besten Ergebnissie einem neuartigen Schaltverhalten
Von der Mutante AuLOVE**Wwurde sogar eine Kristallstrukterhalten. Ziel in dieser Arbeit ist
daher die Mutanten AuLO¥*®W und AuLOW?*M sowie eine Doppelmutante aus beiden
AuLQVV254MV349W o Istandig proteinchemisch und strukturbiologisch zu charaktensismvie

eine vollstandige Charakterisierung der igtallstruktur Fir ein besseresVerstéandnis der
Dimerisierung, soll eine bioinformatische Analyse der Dimerinteraktionsflachen erfoliggterhin

wurde ein I6sliches vivo Konstrukt charakterisiert.

5.1.1 Reinigung der AuLOVMutanten

Die Reinigung de AuLOV-Mutanten (AuLOW254MV349W - Ayl OVV254M - AuLOVV3*W) und des
Wildtypserfolgte nach einerfriiherenProtokoll vonBanerjee at af®8® Die Reinigungsschritte fiir
die AULOVWZS4MV34W Mytante werden exemplarisch gezedte Reinigung der mit einem HisTag
versehenen AuLOVP*MV3W.pomane erfolgt im  ersten  Schritt  GbetMAC  mittels
ImidazolgradientenDie Elution der Mutanten erfolgte bei 44 Imidazol (100 % = 50&nM)
(Abbildung 14 A). Die anderen Mutanten eluierten bei 40 % bis 50 % Imidazol (100 % mB&00
AnschlieBend wurde die AuLO¥*MV349W Doméane mittels SEC (Superdex 200 16/60) gereinigt

(Abbildung 14 B) und konzentriert. Das Elutionsvolumen fiir die AuLGY¥V34"W.pomane liegt
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bei 72ml (Abbildung 14 B), das Elutionsvolumen der restlichen Mutanten liegt ebenfalls b®i.72
Die gereinigten Mutanten wurden konzentriert und die Reinheit per-FBESE Uberprift

(Abbildung 14 C). Die Verunreinigungerdie noch in den Fraktionen dBWIAC zuerkennen sind,
wurden weitest gehend durch d#=C abgetrennt Abbildung 14 C). Die Mutanten zeigen die
erwartete Molekularmasse von 1kPa; pro Liter Expressionskultur wurden im Mittel g6

gereinigtes Protein erhalten.

A 5000+ B
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5 3000 5_9 5
g e 2
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< il 0 & <
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10004 / |20
ol ‘—/\ 3 0 0+ ‘ ; ; : \
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C Ni-NTA SEC
= =
g g
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2 = s z = s
g & 3 2 % 3
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5 2= 2 = = = = = =
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Abbildung 14: Exemplarische Reinigung der AuLOV Doppelmutaite ! MAC - Chromatogramnaer AuLOW254MV34W Mytante.
Die Elution erfolgte Uber einen linearen Imidazolgradienten, die El@ifoigte bei 4446 Imidazol (100 % = 500mM). B:
Chromatogramm derSEGChromatographie von AuLOY>MV349W' das Elutionsvolumen betragt @#@. C: SDSPAGE der
gereinigten AuLOVMutanten, die vereinigten Fraktionen detAC und derSECwurden aufgetragen. Die Reinheit der Proben wird
durch dieSECerhoht. De Proteinbanden zeigen die erwartete Molekularmasse vork@,9

5.1.2 Bestimmung des oligomeren Zustandésr AuLOV-Mutanten mitelsanalytischerSEC
Um delni goheséeand der Mut anten nach Bel eucht ul
abzusch?a&tzen, WHSELCEmMt ea s alcyhituing e al t daenti e ighiurl eOrvV
Konzentration von Abbmgl/d#lDgdurAiged t;hpt zdi gt
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Abbildung 15: Charakterisierung der AuLOWlutanten mittels analytisch&EC (Superdex 75 30/10crease Pvax: 2,8 MPa, Fluss:
0,5ml/min, Menge: 50Qul) zur Bestimmung des Lichtzustandes n&gHeuchtung mit Blaulicht (456m, 7,6umol*s*m-?) und
Dunkelzustandes in Dunkelheit. Die Konzentration aller Proben betmg/rhl. A: Der AuLOV-Wildtyp eluiert im Lichtzustand
hauptsachlichals Dimer und in Dunkelheit als Monomd: AuLOVV2>*M eluiertim Lichtzustand als Monomer und als Dimer im
Dunkelzustand.C: AuLOVV3*W eluiert im Lichtzustand und im Dunkelzustand als DinBr. AuLOVV254MV349W g|yjert im
Lichtzustand sowie im Dunkelzustand als Dimer.

Die AuLOVV?*M.Mutante eluiert ahnlich dem Wilgb im Lichtzustand als Dimer und im

Dunkelzustand als Monomer, wobei auch hier im Dunkelzustand eine kleine Menge @pezies

zu erkennen istAbbildung 15 B). Jedoch zeigt die AuLOX?>*M-Mutante ein prominenteres Dimer
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im Lichtzustand als auch ein prominentes Monomer im DunkelzusiedMolekularmasse im
Lichtzustand und Dunkelzustand betraggweils 48,6kDa und 28,XkDa (Tabelle 21).
Interessanterweise zeigt die AuL&¥PW-Mutante in beiden Beleuchtungszustanden eindegitig
Dimer (Abbildung 15 C, Tabelle 21) mit apparenteiolekularmassevon 46,9kDa und 48,kDa
(Tabelle 21). Die Doppelmutante AuLOYFS*MV349Wzeigt ein von der V349W Mutation dominiertes
Verhalten und liegt auch im Lichund Dunkelzustand als Dimer voAlgbildung 15 D). Die
Molekularmasse des Lichtzustandes betragt kbDgtund die des inkelzustandes 46KkPDa (Tabelle
21).

Tabelle 21: Elutionsvolumen und Molekularmasse der AuL®Mitanten in den analytisch&ECExperimenten. Die Molekularmasse
wurde mit der Kalibrationsgerade aus Abbildu@gh@stimmt.

Mutante Elutionsvolumen / ml  Molekularmasse/ kDa Molekularer Zustand
AULOVWT Lichtzustand 10,4 46,9 Dimer

AuLOVWT Dunkelzustand 11,9 27,3 Monomer
AuLOVV#M| jchtzustand 10,3 48,6 Dimer
AuLOVV25*MDunkelzustand 11,8 28,3 Monomer
AuLOVV34W| jchtzustand 10,3 48,6 Dimer
AuLOVV¥#WDunkelzustand 10,4 46,9 Dimer

AuLOV V254MNV349W| jchizustand 10,2 50,4 Dimer
AuLOVV24MNV3W D ynkelzustand 10,4 46,9 Dimer

Basierend auf diesen Ergebnissen lassen sich die Mutanten in zwei Gruppen einteilen. Erstens die
wildtypahnliche Gruppe mit dem AuLGWildtyp und der AuLOV?**-Mutante, die &hnliches
Schaltverhalten zeigemier sind sowohl der Dunkebls auch der Lichtzustand heterogen und ein
dynamisches Verhéltnis liegt bei der Ausbildundes Dimers vor. Zweitens die AuLO@P*W
dominierte Gruppe mit der AuLOY**W- und AuLOW2SMVIMW Mytante, die in  beiden
Beleuchtungzustdnden ein homogenes Dimer zeigen. Basierend auf der entwickelten
optogenetischen Anwendung mit der AuLB¥#MV34WMutante, stellt sich die Frage nach dem
molekularen Zustand bei physiologisch relevanter Konzentration umeg/rhl. Entsprechend

wurden analytisch SEC Experimente mit Verdinnungsreihen der AYEOW34W.Mutante im
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Licht- und Dunkelzustand durchgefuhrt. Bereits bei der hochsten Konzentration der
Verdiinnungsreihe (0,125 mg/ml) zeigt die AuLB¥MV34W_Mytante im Dunkelzustand eine
Aufspaltung in den monomeren und dimeren Zustatb{dung 16), wobei der monomere Zustand
mit 57 % dominiert Anhang Tabelle 29). Ab einer Konzentration von 0,063g/ml nimmt im
Dunkelzustand die monomere Spezies &bbfldung 16). In der zweit hochsten Konzentration ist
mit 51 % knapp die monomere Spezies dominierehese Dominanz nimmt bis zu %0 bei
Konzentration von 0,016g/ml zu @Abbildung 16, Anhang Tabelle 29. Im Lichtzustand nach
Blaulichtbeleuchtung ist jede Konzentration durch den dimeren Zustand domitibridung 16).

In der hdchsten Konzentration betragt der Dimeranteil 1008hgng Tabelle 29). Der Dimeranteil
sinkt im Lichtzustand mit sinkender Konzentration au$®s@b @Abbildung 16, Anhang Tabelle 29).
Durch die Verdiinnungsreihen konnte gezeigt werden, dass die dimere X#t¥\#**"-Mutante

bei niedriger Konzentration in denonomeren Zustand Ubergeht und ein wildtypartiges Verhalten
zeigt. Bei der niedrigsten Konzentration (0,04/ml) lasst sich sowohl im Lichtals auch im
Dunkelzustand ein Gleichgewicht zwischen monomeren und dimeren Zustand erkartiesem

Gleichgewicht hat die dominierende Spezies jeweils einen Anteil von 70%.

Dimer

Monomer

W 0,016 mg/ml

Blaulicht
Dunkelheit

W 0,125 mg/ml
W 0,063 mg/ml
W WO0,031 mg/ml

Absorption

T T T T T T T ¥
6 8 10 12 14 16
Volume / ml
Abbildung 16: Exemplarischenalytische SE€hromatogramme der Verdiinnungsreihen der AuV®&WV34W.Mutanteim Licht-
und Dunkelzustan{Superdex 75 30/1crease Pvax: 2,8 MPa, Fluss: 0,Bnl/min, Menge: 50Ql). Mit abnehmender Konzentration

nimmt die monomere Spezies im Dunkelzustand zu. Der Lichtzustand (Blaulichtn4556umol*s1*m-2) ist weiterhin durch die
dimere Spezies domiert. In Tabelle29ist die Quantifizierungler Triplikate gelistet.
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5.1.3 UV/VIS spektroskopische Charakterisierung der AuL&@utanten

Die Charakterisierung mittels UV/VIS Spektroskopie wurde genuizt Informatioren tber die
Kinetik zur Ausbildung des C4(&ddukts und dessen Zerfall zu gewinrswie zur Bestimmung
desFMN-Besetzungsgradesnhand der Dunkelspektren wurde der mittlEMN-Besetzungsgrad
der AuLOV-Mutanten nachBanerjee et albestimmt®® Dazu wurde das Verhaltnis der
Extinktionkoeffize nt en ( U) v cim uné B8hm bestimmt4Gleithung (2). Es wurden
folgende molare Extinktionskoeffe nt en ( U)  vagrdmWel250EMAM?, FNMNYsonm®

= 18500 M*&m,

— phty (2)

Anschliel3end wurde die Absorption des FMNs bei 280bestimmt. Die Konzentration des FMNs
bei 447nm und 280nm wurden iiber dasAMBERT BEER SCHE Gesetz (3)'? bestimmt und addiert
(FMNGes).

0 w3 MP » = (3)

A = Absorption, ¢ = Konzentration, U = molarer Extinkt

Der Besetzungsgrad wurde tber die Gleichung (4) bestimmt.

"00 § 8 &)

Der berechnet@esetzungsgrad fur Wildtyp und die AuL&@Wutanten liegt zwischen 61 und 98
(Tabelle 22) und damit Gber den Literaturwerten idermanundKottke die zwischen 20 und 3%
argegeben sind*® Zur Beschreibung des Phasithalverhaltens sind die Spektren der
Blaulichtbeleuchtung des AuLGWildtyps exemplarisch gezeighAbildung 17 A). Die Bildung

des C4(a)Addukts lasst sicdurch die Verringerung des Absorptionsmaximums des freien FMNSs bei
447nm erkennen Abbildung 17 A). Bei 390nm nimmt das charakteristische Maximum des
Thioethers (C4(apddukt) zu Abbildung 17 A), sodass sich das Maximum von 4%7 zu 390nm
verschiebt. Fur die Dunkelreversion lasst sich der gedigetéierlauf beobachten. Die Absorption

bei 390nm nimmt ab und das Absorptionsmaximum verschieb sich zu dem des freien FMNs bel
447nm (Abbildung 17 B). In den Spektren lassen sich isosbestische Punkte erkennen, welche das
Resultat der Ausbildung des C4@jidukts Abbildung 17 A) oder dessegderfalls sind Abbildung
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17 B). Isosbestische Punkte geben an, dass entweder zwei Spezies in einem Gleichgeweicht
zueinander stehen odeafass eine Redion zwischen zwei Spezies ablauft, welche zwar Uber ein
Intermediat verlauft, allerdirsjpufgrund der Kinetik, ohne Akkumulation desselb&'Die anderen
Mutanten zeigen auch unter Blaulichtbeleuchtung die Ausbildung des-&didakts @nhang
Abbildung 49). In der Dunkelreversion lasst sich der Zerfall des GAgjukts bei der AuLOVZ>4M.
Mutanteund der Doppelmutante beobachteédmigang Abbildung 49 B, C). Die AuLOVV349W.

Mutante zeigt nach 9in noch keinen ZerfallX\nhang Abbildung 49 D).
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Abbildung 17: Spektroskopische Untersuchungen der AulB\utanten und des Wildtyp#: Exemplarische Spektren des AuLOV
Wildtyps unter Blaulicht (455m, 7,6umol*s*m-2). Mit langerer Blaulichtbeleuchtung bildet sich der charakteristische Peak des
C4(ayAddukts bei 390im aus und der charakteristische Peak des ungebundenen FMNs bei #4vimt ab.B: Exemplarische
Spektren des AuLOV Wildtyps in DunkelheitieDDunlelreversion (DR) zeigt eine Abnahme des charakteristischen Maximums des
C4(ayAddukts bei 390hm und eine Zunahme des charakteristischen Maximums des ungebundenen FMNsbvenddder ZeitC:
Kinetische Auftragung zur Bestimmung der Halbwertszeiten fir die Ausbildung des &¥ddykts unter Blaulicht (456m,

7,6 umol*s™m-2) der AuLOV-Mutanten.D: Kinetische Graphen zur Bestimmung der Halbwertszeiten fir den Zerfall des C4(a)
Addukts der AuLOVMutanten unter Lictausschluss.

Zur Bestimmung der Halbwertszeit wurde die mittlere Absorption bei n#d7flr die

Blaulichtbeleuchtung und die Dunkelreversion gegen die Zeit aufgetragen und eine Funktion
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exponentiellen Zerfalls erster Ordnung durch die Messpunkte gdegildung 17 C, D). Die
Halbwertszeit wurde mit der Gleichung (3) bestimmt.

Der AuLOV-Wildtyp und die AuLOV?**"-Mutante bilden dehioether unter Blaulicht schneller
als die Mutanten aus\bbildung 17 C, Tabelle 22). Dahingegen zeigen die Mutanten AuLG¥W
und AuLOW24MV349Wein ghnliches Verhalten unter Blaulicht und sind um das sbeis eltfache
langsamer als der Wildtyg\bbildung 17 C, Tabelle 22).

Tabelle 22: Halbwertszeiten der AuLOMWutanten und der FMNBesetzungsgrad, berechnet aus den Dunkelspektren.

Halbwertszeit#,/ ACG® s FMN-Besetzungsgrad in %

Blaulichtbeleuchtung AuLOVWT 0,22 ++ 0,004 78+/-4

AuLOVV254M 0,22 ++ 0,06 69 +/- 20

AuLOV V34w 2,52 +/- 1,39 61+/-10

AuLOV V254MIv3aow 1,24 ++ 0,24 63+/-9
Dunkelreversion AuLOVWT 1,70+/- 0,0

AuLOVV254M 3,66 ++ 0,32

AuLOV V34w > 20

Au LOVv254M/V349W > 50

Das C4(a)Addukt des Wildtyps zerfallt in Dunkelheit asohnellsten, gefolgt von der AuLO%P*M-
Mutante in der das C4(ajAddukt im Vergleich zum Wildtyp etwa halb so schnell zerf@hlgildung

17 D, Tabelle 22). Fur de Doppelmutantels auch fir die AuLOY?**"-Mutante konntemur
abgeschatztelalbwertszeiten fur den Zerfall angegeben wer@dbildung 17D, Abbildung 17D,

Tabelle 22), da die Dunkelreversion anscheinend sehr langdami,> 2040° s, von stattergeht
Anhand despektroskopischen Daten lassen sich die Mutanten in zwei Gruppen einteilen. Einmal gibt
es die Gruppe mit dem AuLGWildtyp und der AuLOV?**M-Mutante die beide eine schnelle
Ausbildung des C4(alddukts und einen zlgigen Zerfall zeigen. Dahingegen zegGduppe mit

der AuLOVW**W_Mutante und der Doppelmutante eine langsame Ausbildung des Thioethers und

einen langsamen bis hin zu einem in diesem Aufbau nicht detektierbaren Zerslligen
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5.1.4 Strukturelle Charakterisierung der AuLOV Dimesierungsflache
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A ’ Rotationsachse B

Abbildung 18: Strukturelle Elemente des Dimers des Dunkelzustandes der A#®¥Mutante A: Das Dimer des Dunkelzustandes

der AULOWW_Mutante bestehtus zweiKetten K et t e A = gr ¢n, Kieliex Bi st bil m uBeliXinDé ee m El
dunklerem Ton dargestellt. Durch die Mitte des Dimers verlauft eine Rotationsachse mit elBgm@2trie Die asymmetrische
Einheitszelle enthalt zwei Moléle der AuLOVW34*W-Mutante, zwei Natriumionen, drei Fragmente des Jeffamin@&L3, zwei
Glycerinmolekiile sowie eine MalonatmolekBt Die Sekundarstrukturelemente, die Banerjee et albeschrieben wurdéf) sind

in der dimeren Struktur des Dunkelzustandes der AU¥Y-Mut ant e vor handen. | nsgeHsligemtndent h?a|
f ¢ n$trangeC: Der FMN-Cofaktor(cyan) ist in seiner Cofaktortasche durch die Reste N262, N286, R288, Q291 und R304 (griine
Stabe) gebunden. Das in die FMBihdung involvierte Wasser ist als rote Kugel dargestellt. Das Cystein 287 zeigt eine alternative
Konformation aber keine Bindungum FMN im DunkelzustandD: Die AuLOVV34W-Mutante zeigt eine neue Anordnung der
Dimerisierungsflache, welche von einem hydrophoben Kern dominiert ist. Dieser Kern ist aus den Resten F241, F332 und W349

aufgebaut, dur ch dHelix inRie Bimeridiefudgsflachesetngelblunden. Ri€ERdtationsachse verlauft genau durch
den hydrophoben Kern.

Dieser hydrophobe Kern besteht aus den drei Reat#ildung 18D) , F2 He I (iXxBU - F332
Stang) uneSt wasg) (I Burch das P h eHhelixl emé starkera 2 4 :
Involvierung in die Dimerisierungsflache als in den beiden vorherigen Dunkelstrukturen (5dkk und
5a8b) deAuLOV-Domane®*l n bei den Dunkel strukt urHelixvoa5dkk
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aul3en an dem PABaltungsmotiv an. Nur zwei Reste aus demrbgtoben Kern sind involviert,
F241 -HeAEWk ) u nkatbRB.%% ( HDb

Tabelle 23: Statiken der Datensammlungduider Verfeinerung der Strukturen der AuL®°- und AuLOW?>*-Mutante.

Datensammlung AULOV V34w AuLOVV25M

Roéntgenquelle SLS, PXIX06SA SLS, PXFEX06SA

Raumgruppe P42:2 P&22

ZellmaRe (A /°) a=100,b=100, ¢ = 12a = 168,37, b = 1
90, ¢ €0 90, 2 = 90, ¢ = 90, 2 = 1.

Wellenldange (A) 1,00 1,00

Auflosung (A) 46,51,90 48,61 3,44

Vollstandigkeit (%) 99,96 / 100,0 98,85 / 90,80

Reflexe 98946 22010

Einzigartige Reflexe 49476 11046

Multiplizitat 2,0/2,0 2,0/2,0

Wilson B Faktor (&) 38,84 107,3

Mittleres |/ 0 2451/2,39 8,36/1,29

Verfeinerungsstatistik

Auflésung (A) 1,9681,90 3,56 3,44
Ruwork (%0)/Riree (%0) 15,38/17,48 24,97 /27,84
Durchschnittlicher B Faktol 49,82 115,5

(A?)

Anzahl der Atome 2718 3232

r.m.s.d Bindungsléangen (A) 0,024 0,002
r.m.s.d Bindungswinkel ( °C) 1,82 0,48

65



5 Ergebnisse

Der Abstand zwischen den-T&rmini betragt im Dimer des Dunkelzustandes der Aul&W-
Mutante 56,90 sowie 15,98 zwischen den Nrermini. Der Abstand der Cermini in der
AuLOVV3*W.Mutante unterscheidet sich damit erheblich von dem der AuDOWi&ne im
Dunkelzustand hier sind es 18,A.3¢ Dagegen ist der Abstand zwischen defieNnini in der
AuLOV-Domane im Dunkelzustand mit 1489sehr ahnlich ist® Gelbe hexagonale Kristalle der
AuLOVVZ*M_Mutante wurden in 0,M HEPES pH 7,5, 0,8 NaH:PQs und 0,8M H:KPOQyin der
Abwesenheit von Licht nach circa sechs Monaten erhalten und am \BliSgén, Schweiz
vermessen. Didufldsung der Struktur betragt 34 die Ruor- und RreeWerte betragen 24,97 und
27,84% nach der Verfeinerung. Alle anderen statistischen Parameter Sliadhétie23 gelistet. In
der asymmetrischen Einheitszelle wurden drei Molekile der AU28¥-Mutante und drei
Chloridionen gefundempbildung 19A). Wie die AuLOV3**"“-Mutante geht auch durch das Dimer
der AULOW?>M Mutante eine Rotationsachse mit-Sgmmetrie Abbildung 19 B). Der FMN
Cofaktor ist auf dieselbe Art und Weise wie in der Aul®"-Mutante durch die voBanerjeeet

al. beschriebeneReste N262, N286, R288, Q291 und R304 geburfddbildung 19 C).*® Das
Cystein 287 zeigt keine Ausbildung des C4faldukts wie fur den Dunkelzustand erwartet
(Abbildung 19 C). Die Dimerisierungsflache zeigt eine sehr ahnliche Anordnung wie die der
AuLOVV34W_Mutante mit der Involvierung der Resie2 4 1 -HeA Ei Uk ) , -StraBg3 uhd (340D
( FStrang) (Abbildung 19 D). Das Methionin M254( A-Baltblatt) stabilisiert diese Packung
(Abbildung 19 D). Alle Sekundarstrukturelemente, die in deuLOVV**"W-Mutante gefunden
wurden, sind auch in der AuLO%**M-Mutante vorhandermApbildung 19 E). Durch Superposition
der AULOW?**M-Mutante mit der AuLOV3**W-Mutante l4sst sich eine dhnleBDimeranordnung
erkennen Abbildung 19 E). Sowohl die AuLOV?3***"-Mutante als auch die AuLO¥**M-Mutante
zeigen im Dunkelzustand eine Dimeranordnung, die sich von stark von der des AML@yps im
Dunkelzustand sowie von der Struktur des Lichtzustandstenscheiden. Dies spricht flr eine
konformationelle Heterogenitat der Dimerisierungsflache der Aulvhane. Eine Analyse der
Dimeranordnungen in der AuLGWomane zeigt, dass in der AuLGY®"W-Mutante wie auch in der
AuLOVY®*M.Mu t ant e -Helices stak BrU die Dimerisierungsflache eingebunden sind
(Abbildung 20) . DHebcesJldhkieren das DimeAbbildung 20). Beide Strukturen wurden der
PDB-Datenbank hinterlegt: AuLOX?>*= PDB: 6t73; AuLOW34°= PDB: 6t74.
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Abbildung 19: Strukturelle Analyse der AuLO¥?>*M-Mutante.A: Struktur der AuLOV?>*M-Mutante Drei Molekile wurden pro
asymmetrische Einheitszelle gefunden, zuséatzlich wurde 3 Chloridionen gefunden. (Kette A = pink, Kette B = sandfartzen) C = bl
B: Das Dimer aus Kette A und B enthdlt eine Rotationsachse m8yGfinetrie C: Der FMN Cofaktor isin der Cofaktortasche
gebunden und alle Reste konnten identifiziert werden wie dicBanerjee et albeschrieber® D: In der Dimerisierungsflachersl
dieselben Reste wie in der AuL&#**W-Mutanteinvolviert (V349 =W349).E: Superposition der AuLOY?**W-Mutante(Kette A =

griin, Kette B = Cyan) und AuLO¥>*M-Mutante(Kette A= pink, Kette B = sandfarben) zeigeine dhnlicheDimeranordnung und

alle Strukturelemergaus der AuLOV?234°*W.Mutantewurden in der AuLOVY?>*M-Mutantegefunden

Ein Datenbankabgleiéff hat ergeben, dass die Aureochrom la LDdMméne vonOchromonas
danicaeine dhnlicke Dimeranordnung zeigt wie die beiden AuL@Xutanten Abbildung 20).34 Die
Identitat der Sekundarstrukturelemente betragdir die AuLOV***W-Mutante und 926 fiir die
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AuLOVVZ*M_Mutante @Abbildung 20, Tabelle 24). Im Lichtzustand des AuLOWVildtyps kreuzen

si ¢ h dHelees Aril Qeigerin die gleiche Richtung von der Dimerisierungsflache weg,
wohi ngegen -Heliceshan das €ABaltwhgsmotiv anlagern und in entgegensetzte
Richtungen zeigenApbildung 20). Die bakterielle LOYDoméne YtvAhat in ihren Licht und
Dunkelzustand eine Sekundarstrukturelementidentitat véa B2w. 80% mit dem Lichtzustand der
AuLOV-Domane Abbildung 20, Tabelle 24).3* Im Dunkelzustand flankierenlie Helices die
Dimerisierungsflache der AULOY) 0 m2 n e ,-Helicesezeigénln die gleiche Richtung wéhrend
sie die Dimerisierungsflache ummantekbbildung 20) . Dahi ngegen kHelkkcesz en s

bei der Anlagerung an das PA®&ltungsmotiv und zeigen in entgegengesetzte Richtungen
(Abbildung 20).

OdAu1aLOV5eFMN
AuLOVV9W Dunkelzustand (6i23)

YtvA LOV
Lichtzustand (2pr6)

AfLOV1, phot2
Lichtzustand (2z6d)

Abbildung 20: Analyse der Dimeranordnungen in der AuL@¢mane. Die schematische Zeichnung zeigt die Anordnung der
flankierenden Helices zum PASaltungsmotiv. Die AuLOVS*W-Mutante zeigteine Involvierungd e r -Hgliegd in die

Dimerisierungsflachev® hr endHelkdé ed® fl anki ert . I m Li c ht-Helicestuachzéiged iliel k 1 ) kr
gl eiche Richtung von der Di nHelicéssas ®ARxaltuggsnioliv¥lanktieen uvd éngentgedehsetaten d  d i
Richtungen zeigen. I'm Dunkel zustand (5 a8 b )Helfcdsaaigkni irediegieichel i e He

Ri ¢ ht u n gHelicBsikreuzeh Kidh bei der Anlagerung und zeigen in entgegeng&etetingen. e Literatursucheind PISA
Analyselieferten fur die beschriebenen Dimeranordnungen Beispiele von andererdmanen.
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Der Dunkelzustand der ersten LeEDbmane aus dem Phototropin 1 und 2 Atebidopsis thaliana

besitzt eine Sekundarstrukturelementidentih 95 und 846 mit dem Dunkelzustand der AuLOV
Domaéne Tabelle 24).11*Von den heterogenen Dimerisierungsflachen der Aut@hane und ihren
Analogen aus anderen LGNoméanen wurde eine Analyse beliély der GrolRe der

Di meri sierungsfl2chen und der nder un®ductle r Gi
die Dimerisierung durchgefuhrt. Eine vorhergesagte negative Gibbsenergie geht mit hydrophoben
Interaktionsflachen einher und mit einer Affiitder Interaktionspartnéf® Thermodynamisch
betrachtet handelt es si c'@GWertenklemeér Nullamnehmdfidsh e Re
oG groRer Nullist die Reaktion thenodynamisch unginstig®

Tabelle 24: Ergebnisse der bioinformatischen Analyse der Dimerstrukturen der At@wanen und der iderisierungsflachen
PISA-Serverl®* Ubereinstimmung der Sekundarstrukturelemente.

Name Zustand PDB  Ubereinstimmung */ % Kette Dimerisierungsflache . odG / kcal/mol
A2
AuLOV Licht 5dkl 100 A+B 15229 -27,2
YtvA LOV Dunkel 2pr5 80 A+B 8915 -13,6
YtvA LOV Licht 2pré6 75 A+B 7971 -10,0
AuLOV Dunkel 5a8b 100 A+B 9620 -9,4
5a8b 100 C+D 8941 -6,4
AuLOV Dunkel 5dkk 100 A+B 7757 -4,2
AtLOV1PhL  Dunkel 2z6¢c 95 A+B 1063,4 -19,2
AtLOV1PM™2  Dunkel 2z6d 84 A+B 9846 -22,5
AULOVV34W  Dunkel 100 A+B 870,3 -11,3
OdLOVS™MN  Dunkel 6i23 95 A+B 8551 -12,3
AuLOVV?5M  Dunkel 100 A+B 14373 -8,4
OdLOVS™MN  Dynkel 6i23 91 A+B 8551 -12,3
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Ein Dimer bildet sich IGSaMeroist.Mit-g7t2kcal/malist der dimere k | e

Lichtzustand der AuLOMDomanedas thermodynamisch bevorzugte Dimer und zeigt auch die grofite
DimerisierungsflacheTabelle 24). Die analogen Kristallstrukturen der YtvA LOMomane zeigen
eine wesentlich kleinerDimerisierungsflache und auch eine héhere Gibbsenerglae(le 24). Der
Dunkelzustand der AuLONDomane besitzt eine kleinere Dimerisierungsflache und eine Anderung
der Gibbsenergie zwisched,2 und-9,4kcal/mol abhéangig von der betrachteten Kristallstruktu
(Tabelle 24). Die analogen Dunkelstrukturen der L&Dbmanen aus der dem Photgin 1 und 2
ausA. thalianabesitzereine ahnlich grof3e DimerisieruriiEhe aber eine niedrigere Gibbsenergie
(Tabelle 24). Die neue Dimerisierungsflache des Dunkelzustandes der Att*&¥YMutantebetragt
870,3A%und die Gibbsenergie liegt mitL1,3kcal/mol iiber der des Dunkelzustandes des Wildtyps
(Tabelle 24). Das analoge Dim&dLOV>FMNpesitzt eine dhnlich grefDimerisierungsflache sowie
eine ahnlick Gibbsenergie Tabelle 24). Die Dimerisierungsflache des Dunkelzustandes der
AuLOVVZM_Mutanteist wesentlichgroRer als die des Dunkelzustandes der AuW-Mutante

und in demanalogerDimer OdLOV5Y™N, Die Gibbsenergie ist groRer und entspricht etwa der des
Dunkelzustandes des AuLOWildtyps (Tabelle 24). Die Analyse der Dimerisierungsflachen et
Gibbsenergie zeigt, dass die neue Dimerisierungsflache im Dunkelzustand der %eiMaNMutante

und der AuLOV3***W-Mutantethermodynamisch etwasegiinstigter ist als der Dunkelzustand des
AuLOV-Wildtyps.

5.2 Reinigung und proteinchemische Charakterisierurg einesin vivo Konstruktes

Bisher wurde nur die AuLOADoméne an sich betracht®a diesein vivo als Fusionskonstrukt
verwendet wird, wurde das initiale mCherry3mycAuLOV-cODC1 Konstrukt aus der
vorangegangen Masterarbéberproduziert und gereinigDieses besteht ausrdéuLOV Wildtyp
Doméne welche Gterminal mit dem cODC1 Degron fusioniert ist unegédminaliber einen Mye

Tagals linker Segenz mit eine mCherry verbunden@bbildung 21).

—{mCherry —{ 3myc | AuLOV —{cOBCT |—

Abbildung 21: Schematischer Aufbau des mCheBmyycAuLOV-cODC1 Konstruktes. Die AuLO\Domane(Wildtyp, gleb)ist C-
terminal mit dem cODGDegron (grun) fusioiert. N-terminal ist die AuLOVYDoméne uber einen 3nykag (blau) mit dem mCherry
(rot) fusioniert.
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5.2.1. Reinigung des mChenymycAuLOV-cODC1 Konstruktes

Di e i berprodukt-BogAcud &SOD@GITC h eKrornyst r uk tkEe.s cealfio.l
AnschlieCend fodmgtedadi KomRetimulgtungr ot ei nbi oche
erste AufreinigumMAgLdicdnmr i tetl uiwanr t-FthijdalsacvVONCGETr r y
Konstrukt bei 40 % nrminiAdobgbziolld A g0 0% e= F5 0kt i onen
Proteins wurden vereinigt und konzentriert unc
Nach erneutem Konzetnatgr ideurrecnh weuirndeeh ediehrN aHnhst n b e r
entfernt. Nach dem Thr omdMAlCvemddanenhbghkmgp alnade
unverdaute Mol 8knyicelL &dOD CraC IKKeornrst r ukt es zu ent f
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Abbildung 22: Reinigung des mChern$mycAuLOV-cODC1 KonstruktesA: IMAC. Das Konstrukt eluierte bei 40% Imidazol
(100% =500mM). B: Chromatogramm deSEGChromatographie des mChet8mycAuLOV-cODC1 Konstruktes ohne Hiag, das
Elutionsvolumen liegt bei 6&1l. C: SDSPAGE zurKontrolle der Reinheit des mChefmycAuLOV-cODC1 Konstruktes. Alle
Kontaminationen konnten entfernt werden. Die Grofl3e des Konstruktes entspricht der erwarteten MolekularmasskD@w &7
His-tag und von 52,&Da mit Histag. Eine Bande bei ~4@akonnte nicht abgetrennt werden, hier handelt es sich um ein Spaltprodukt
vom mCherry dies wurde per M&nalyse Uberpruft

Abschl i eCend er tChlrgotmadtipagmeadpahsiueT br S BRI n-3 mpa dei
AuL@&@VWODC1 Konstr uyuhkitdenuizenr t r @ @a s e kolAd(torn U RIB)nlgeDi 6 2
Reinhei't d3ensyAcum CAVODIC Y Konstruktes wur-®aAaGHENI t
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cberprefanr ®i ei YahalKBo matcdn drairt t el s SAB® i d bdguentgr
2Z). Eine Barkdbea Ikeoin nettewan i4cSh Ab b b hAdT)n,g nmite nwiee id eh
es sich um ein Spaltprodukt des mCherries auf
MSAnal yse pDPiber Magbte. der B& mgAeu LAAEVODCIChKongt ru
ent spnecwar det en MAbbébkluRBZNmalbBe nf r das HK-eanstr
tag ukda52 .6 das Koangs.t rAuukst eminte nHiLsi t er EXpr es ¢
er sSe@5g8Protein erhalten, -tnaagcsh udnedr SiEe@tufrzelvesm utne
4,08 erhalten.

5.2.2Charakterisierungdes mCherry3mycAuLOV-cODC1 Konstrukées

Im ersten Schritt der Charakterisierung wurden alggomere Zustand und die Molekularmasse
mittels analytischeBEC des mChern8mycAuLOV-cODC1 Konstruktes mit Hitag abgeschatzt.

Der Lichtzustand eluiert bei 918l (Abbildung 23 A); dies entspricht einer Molekularmasse von
72,0kDa. Interessanterweise eluiert der Dunkelzustand benB,(Abbildung 23 A) mit einer
Molekularmasse 78 kDa. Beide liegen dementsprechend in monomerer Form vor, obwohl beide
Molekularmassen wesentlich Uber der erwarteten Masse vokBa liegen. Dies lasst sich nainer
elongierten Form des Konstruktes erklaren, da es nicht so tief in die Poren tesraéerials

eindringen kann, wie ein globulares Protein und somit friiher eluiert

A B

1004 0,254
80+ 0,204

0,154

Absorption
3
Absorption

0,10+

0,054

10+ A
0,004
T

T T T T 1 T T J
0 5 10 15 20 25 300 400 500 800 700
Volumen / ml Wellenlange / nm

— 280 nm Lichtzustand —— 280 nm Dunkelzustand P
—— 450 nm Lichtzustand 450 nm Dunkelzustand Dunkelspektrum 10 min Blaulicht
610 nm Lichtzustand —— 610 nm Dunkelzustand 15 min Dunkelreversion

Abbildung 23: Charakterisierung des mChefylLOV-cODC1 Konstruktes mit Higag. A: AnalytischeSEGChromatographie des
Licht- und Dunkelzustades des mCheruLOV-cODC1 Konstrukts mit Hisag. Das Elutionsvolumen des Lichtzustandes (85

7,6 umol*s*m-?) betragt 9,2nl und das des Dunkelzustandes@|1B: UV/VIS Spektren des mCherAulLOV-cODC1 Konstrukts

mit His-Tag. Diecharakteristischen Absorptionsmaxima der Aul-OD¥méne lassen sich bei 386 und 44Hm erkennen. Durch die
Bestrahlung mit Blaulicht (456m, 7,6umol*s™m-2) kommt es zur Ausbildung des C4didukts und zur Verringerung des
Absorptionsmaximums bei 44¥n, welches sich nach Inkubation in Dunkelheit wieder ausbildet. Das charakteristische
Absorptionsmaximurmron mCherrybei 590nm Iasst sich in allen Spektren erkennen. Ein zweites Maximum von mCherry bren410
wird von dem Spektrum der AuLOV uberlagert.
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Im n&chsten Schritt wurde das mChelylLOV-cODC1 Konstrukt UV/VIS spektroskopisch
charakterisiert. Die charakteristischen Absorptionsmaxima der AuDOMane lassen sich bei
390nm und 44hm erkennen Abbildung 23 B). mCherry zeigt sein charakteristisshe
Absorptionsmaximum bei 590m (Abbildung 23 B).1!® Ein zweites Maximum von mCherry bei
410nm*8wird von dem Spektrum der AULOV uberlagekbpildung 23 B). Durch die Bestrahlung

mit Blaulicht kommt es zur Ausbildung des C4fedukts und zur Verringerung des
Absorptionsmaximums bei 44¥n und zur Zunahme des Maximums bei 8@ Anschlie3ende
Inkubation im Dunkelrfihrt wieder zum 2Zrfall des C4(a)Addukts und das Maximum der AuLOV
verschiebt sich von 39@m zu 447m (Abbildung 23B). Die Sgektren zeigen eindeutig, dass es sich
bei dem mChersBmycAuLOV-cODC1 Konstrukt um ein photoaktives Protein handdig
AuLOV-Doméne mittels Blaulichts in den Lichtzustand uberfihrt werden kann uaphen
Photozyklus mit deDunkelreversiondurchlauft AbschlieRend erfolgten SAXBlessungen des
mCherry3mycAuLOV-cODC1 Konstruktes ohne Htag im Licht und Dunkelzustandum
Informationen uber die Form und Gr63e des Konstruktes zu ermitteln. Die Streukurven der beiden
Zustande weisen keinegsiifikanten Unterschiede aufbbildung 24 A). Die Streukurven wurden
aus Messungen bei verschiedenen Konzentrationen zusammengetegien Strukturfaktr zu
erhalten der abhangig von der Konzentration!fét Im Vergleich zum Formfaktadst diesergering

zu haltent!” Mit dem Programm ATSAS wurden folgenden Parameter aus den Streukurven ermittel
die maximalen Dimension des Partikels (Dmax), der Streumassenradius (Rg), die Intensitat der
Vorwartsstreuungl0) und die Molekularmasse (MM) na&ambo et at!”**8Fiir den Lichtzustand
wurde ein etwas grof3erer Dmditert mit 13,42nm bestimmt als fur den Dunkelzustahier liegt

der DmaxWert bei 13,16im (Abbildung 24 A). Der Streumassenradius (Réert) gibt die
allgemeine GroRe des PartikelsahDer Lichtzustand zeigt wie erwartet den groRereANRgt von
4,45nm; der RgWert des Dunkelzustandes liegt bei 4r2d (Abbildung 24 A). Die Intensitat der
Vorwartsstreuung ist fir den Lichtzustand aufgrund des grofReren Partikels mit eiléent Gon
0,68nm! intensiver als fiir den Duekzustand mit einem #@ert von 0,6Inm* (Abbildung 24 A).

Die Parameter aus den Streukurven zeigen eine Zunahme der Partikelgidgetmnstand Dies
entspricht den Erwartungen undistaufdieblaichit d u zi er t e E-Mef aktHelxd der
in der AuLOV-Doméane des mCher3mycAuLOV-cODC1 Konstruktes zuriickzufiihren. Die
Molekularmasse wurde na&tambo et at!®berechnet uthentspricht mit 51,8Da im Dunkelzustand

der erwarteten Molekularmassen 50,7kDa fur das mCherrdmycAuLOV-cODC1 Konstrukt
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ohne Histag Abbildung 24 A). Die Masse des Lichtzustandes liegt mit 3@ etwas uber der
erwarteten Massé\pbildung 24 A).

14
A B —{mChefry |—{ 3myc |— AuLov |—{T6OBCIN—
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Abbildung 24: SAXS-basierte Charakterisierung des mCh&mycAuLOV-cODC1 Konstruktes ohne Hiag. A: Gemittelte
Streukurven des Lich{455nm, 7,6umol*s™m-?) und Dunkelzustandes des mChe3mycAuLOV-cODC1 Konstruktes ohne His
tag.Beide Kurven zeigen keine signifikanten Unterschiede auf. Basierend auf den Streukurven wurden die Parameter Dmax, Rg, 10 und
die Molekularmasse (MM) ermittelB: Die ab initio Modelle des Lichtund Dunkelzustandesus den gemittelten Streukurve. Rie

initio sind als Kugeln dargestellt, ein Homologiemodell des mCkamycAuLOV-cODC1 Konstruktes wurde zur Veranschaulichung

in das Punktmodel gelegt. DBoméanenarchitektur desCherry3mycAuLOV-cODC1list schematisch dargestellt.

Ein Grund dafur ist di&ntfaltung der flankierenden Helices der AuLd¥méane und die damit
verbundene Volumenzunahme unter Blaulicht. Interessanterweise zeigt der AWLAYp in

diesem Konstrukt ein anderes Verhalten als es von der vorangegangenen Charakterisierung der
einzehen LO\:Doméne zu erwarten war. In dem Konstrukt zeigt der Wildtyp der die AuLOV
Domaéane ein homogenes Verhalten unabhangig vom Belichtungszustand, wohingegen die einzelne
Domaéne ein heterogenes Verhalten zelgisgehend von Streukurven des mChemyycAuLOV -

cODC1 Konstruktes wurde mit dem Programm AT$¥%in ab initio Modell des Licht und
Dunkelzustandes erstellaljbildung 24 B). Bei der Erstellung einesb initio Modells wird eine
monodisperse Losung und ein einheitlicher Kontrast angenoriihBas Modell wird von einem
Algorithmus auf mathematischen Grundlagen berechnet und als Kugelmodell ausdégBbate
Modelle &hneln sich, jedoch zeigt der Lichtzustand ein gro3eres Volukbdidung 24 B). Mit
Chimera'©® wurde ein Homtwgiemodell des Licht und Dunkelzustandes des mChe3myc
AuLOV-cODC1 Konstruktes ohne Hiag, basieresh auf den AuLOV Kristallstrukturen
(Lichtzustand = 5dKP Dunkelzustand = 5a8%) und der mCheyr Kristallstruktut!® erstellt. Das
Homologiemodell wurde in das Kugelmodell gelegt. Beide Modelle kommen im monomeren Zustand
gut Ubereinander zu liegen, die Domanenarchitektur ist schematisch dargabteltiung 24 B).
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Basierend auf den SAXS Daten und den Daten der analytiSIB&Chromatographie lasst sich
annehmen, dass das mChe3mycAuLOV-cODC1 Konstrukt im Licht und Dunkelzustand in
Losung als Moamer vorliegt, obwohl die UV/VIS Spektren eine photoaktive Aul-DdMmane
zeigten und eine Dimerisierung erwartet wurde. Eine Blockierung der Dimerisierungsflache durch das
ungeordnet vorliegende -terminale Degron ware ein moglicher Grund. Finale Klarhellten
Kristallisationsexperimente bringen. Nach zwei Wochen in Dunkelheit wurden Kristalle in
rosdtenartiger Form in den ihabelle25 gelisteten Bedigungen gefundenedoch lag die Auflésung

bei etwa 7A und dariiber. Der strukturelle Beweis &ineDoman@anordnung des mCher3myc

AuLOV-cODC1 Konstruktegonnte somibishernicht erbracht werden.

Tabelle 25: Bedingungerin den Kristallerdes mChernBmycAuLOV-cODC1 Konstruktes im Dunkelzustand gefunden wurden.

Bedingung Zusammensetzung

PACT E2 O,M Natriumbromid, 20% (w/ v) PEG
Core | D5 O,M Lithiumchl(owm/ivg WwPrEdc B®B% 0

Core | E12 O,M MES pH 5,0 und 20% (w/v) PEG
Core |V E12 O,M HEPES pH 7,0 und 30% (w/v) Pl

5.3 Entwicklung einer optogenetischen Anwendung basierend auf der AuLO\Domane in S.
cerevisiae

Ziel dieses Teils ist egine optogenetische Anwendung aus der Aut@mane zu entwickeln und
zur Anwendung irS. cerevisiaezu bringen. DieerstenDaten zu denm vivo Verhalten der AuLOY
Doméaneam photosensitiven Degronmodul aus der vorangegangen Mastéffuhdivorarbeiten aus
dem Taxis Labor, werden dabei berticksichtig den Vorarlkiten zeigte sich, dass die AuLOV
Doméne im Vergleich zuAtLOV2 ein inverses Schaltverhalten zeigt und ein geringes Proteinlevel
im photosensitiven Degronmodul mit aktmeDegron. Im ersten Teil des Kapitels soll dieses

Verhalten Uberprift werden und ébrund fur das niedrige Proteinlevel gefunden werden.

5.3.1 Verbesserung des Schaltverhaltens darLOV-Doméane im pseModul

Die AuLOV-Domane wurde in der vorangegangenen Masterarbeit undlaris Labor im
photosensitiven Degronmodgjetestet Das Konstrukt besteht aumnem GFRtag welches als
Reporter fur das Proteinexpressionslevel dient. Dieses ist Uber einefTag2fit mCherry
verbunden. BsP2A-Tag ist eine virale Sequenz mit einem NPKABtiv, wdcheszur Spaltung der
Proteinsequeng u r gbbsomalskippingifiihrt.?® mCherry ist als Fluoreszenzreporter direkt mit der
LOV-Doméane verbunden und gibt so Aufschliibsrdas Proteinlevel in der Zelle. Abschliel3end ist

75



5 Ergebnisse

die LOV-Doméane Gterminal mit dem cODG-Degron fusioniert Abbildung 25 A). Im Vergleich
zur AtLOV2 zeigt die AuLOVDomane mit aktiven Degronein geringresProteinlevel sawie kein
Schaltverhalten. Durch Inaktivierung des Degrons (CA) zeigt die AuDOWane ein

Sdhaltverhalten im psélodul, welches invers zu debekannten Verhalten isAbbildung 25B).
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Abbildung 25: Die AuLOV-Doméne imphotosensitivebegronmodul A: SchematischeAufbau der Konstrukte, GFP wird durch
Hydrolyse nach der Translation abgespalten und dient als Kontrolle fiir die Proteinexpression. Die-Ban@ve im psdvodul
zeigt mit inaktiven DegronQA) eine Stabilisierung unter Blaulicht (485, 30pumol*s™m-2), wohingegen das aktive Degron sowohl
in Dunkelheit als auch unter Blaulichur geringes Proteinlevel zeigt. Die AtLOV2 Domaéne dient Résitivkontrolle. B: Die
Funktionsweise der AuLODoméne im pseModul ist £hematisch drgestellt, welche eine Proteinstabilitat unter Blaulicht zeigt und
Proteindegradation in Dunkelheft: Ermittlung der Schaltraten der AuLOGMutanten im pseModul. Alle Mutanten zeigen mit
aktivem Degron ein niedrigeresr@einlevel als mit inaktivea Degron (CA). Die Schaltrate fiir die Doppelmutante Aul@XMV349wW

mit inaktivam Degron (CA) ist am grof3ten bei einem hohen Proteinlevel.
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Aus den Daten lasst sich schlussfolgern, dass die AuDOMane unter Blaulicht eihdheres
Proteinlevel als in Dunkelheit zeigt. Dementsprechend findet eine Stabilisierung unter Blaulicht statt
und eine Degradation in Dunkelhe&hbildung 25 B). Aufgrund der Degradation mit inaktivem
Degron ist anzunehmen, dass es sich um eine intrinsische Degradation AuLOV handelt und diese
Ubiquitin-abhangig verlauft. Als Nachstes wurde versudhs Schaltverhalten durch gerichtete
Mutagenese zu verbessern. Die beiden Dimerisierungsfladotanten (AuLOV?>*M und
AuLOVV**™)  aus der vorangegangenen Masterarbeit wurden zu einer Doppelmutante
AuLOVV254MNV34W yeareint und im Hefestamm EMS 356 auir i Schaltverhalten untersucht
(Abbildung 25C). Die Doppelmutante sowie die beiden Einzelmutanten zeigten mit aktivem Degron
ein Schaltverhalten bei gegem Proteinlevel, wie es vom der AuLOV mit inaktivem Degron bekannt

ist (Abbildung 25 C). Durch die Inaktivierung des Degrons (CA), konnte das Pieteherhdht
werden. Die Schaltrate ist flir die Doppelmutante mit 2,6 hoher als die der beiden Einzelmutanten und
des Wildtyps Abbildung 25 C). Alle Mutanten der AuLOV, wie auch diese selbst, zeigen eine
intrinsische DegradatiorApbildung 25 C). Es ist anzunehmen, dass diese intrinsische Degradation
derAuLOV-Domane der Grund fir die niedrigen Proteinlelexr Konstruktenit aktivem Degron ist,

da hier sowohlUbiquitin-abhangig als auchUbiquitin-unabhangig Degradatioswegewirken.

Durch die Inaktivierung des Degrons ist es mdglichUléquitin-unabhéngig Degradation auf3en
vorzulassen und so das Proteinlevel aufpdipsiologischedNiveau anzuhebetdm zu Uberprifen,

ob es sich bei der intrinsischen Degradation umlgliquitin-abhangig oderUbiquitin-unathangige
Degradation handeltwurden derAuLOV-Wildtyp und die Doppelmutaatim psdModul in S.
cerevisiaeStammendaraufuntersuchtAls Erstes wurde ein Stamm mit eméempergursensitven

UBA1 Allel verwendet, so dasslie Aktivitdt des Ubiquitin-aktivierendenEnzyns E1 mittels
Temperatur inhibiert werden kanub@') Die AuLOV-Doméane im psdviodul mit aktiven Degron

zeigt wie erwarteein niedriges Proteinlevel im WildtydD4713C)Stamm als auch imaba'-Stamm
(JD771-1) (Abbildung 26 A). Die Inaktivierung des Degrons der AuL&mane im psdiodul

zeigt imuba'™-Stamm in Dunkelheit und unter Blaulicht eirgaglichenes Proteinlevel,ohingegen

die Kontrolle im Wildypstamm (JD4713C) ein Schaltverhalten zeigtAbbildung 26 A). Die
Doppelmutante mitinaktivem Degron im pseModul, zeigt im uba®™-Stamm (JD771-1) eine
Zunahme ds Proteinlevels, sowie eine Anndherung der ProteinlaveDunkelheit und unter
Blaulicht.
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Abbildung 26: Untersuchungen zur intrinsischen Degramfatier AuLOV-Doméane A: Untersuchung der AuLODoméne im psd

Modul mit aktiven und inaktiven (CA) Degron und deAuLOV-Doppelmutantenit inaktivem (CA) Degron im temperatursstiven
uba's-Stamm(JD7%1-1), in diesem istlie Aktivitat desUbiquitin-aktivierenden Enzyms E1 mittels Temperatur inhibierbar. Sowohl

AuULOV als auch die AuLOMDoppelmutante zeigen eine Zunahme des ProteinlevalbaiStamm Die Konstrukte mit inaktive

Degron (CA) zeigen im ubaStamneine Zunahme des Proteinldgeunter Blaulicht (465m, 30umol*s*m-2) und in Dunkelheit im

Vergleich zum WildtypstamnB: Sowohl die AuLOV mit aktiven Degron als auch die AuLOV Doppelmutante mit inaktivegron

zeigen in derProteasomegeschadigten Stammen (prelper22 (WCG11/12)und prell pre4l (YHI29/14)) eine Zunahme des
Proteinleved im Vergleich zum Wildtypstamm (WCG4apwie einangeglichene®roteinlevel unter Blaulicht (4635m, 30umol*s

¥*m-2) und in Dunkelheit.
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optogenetische Applikati on miun danbdieerteent Pdraost eR

SteudresndProvennlZeetpsoteine

5.3.2 Entwicklung einer AuLOV basierten Anwendung in S. cerevisiae.

Die Test der AuLOV:Mutantenmit photosensitiverDegron zeigten, dass das AuL&AMV349W,
cODCI* Konstrukt als Destabilisierungssequenz im Dunkeln verwendet werdenZahist es nit
ihr eine weitere optogenetischeAnwendung inS. cerevisiaezu entwickeln. Die Idee istdiese
Destabilisierungssequenat bPAC, der photosensitiven Adenylatcyclase aus der Gaieggiatoa
zu fusionieren. bPAC besteht aus eidelenylatcyclase (ACund einer BLUFDoméane bei der
BLUF-Doméane handelt es sich auch um einen Blaulichtphotorezébbirildung 27 A).>* Die
AuLOVV25M\/349W-cODCI** Domane wurde @erminal an die Adenylatcyclastusioniert
(Abbildung 27 A).

A AUPAC

CO-IEN-Eo)—w

An AuL O\/V254MIV349W CA

cAMP

bPAC
B

Gpr1/ Gpa2 ) ]

l
(7o) — [0

{ Gpr1/ Gpa2

v
®-

l cAMP S 2

Wachstum, Entwicklung, Kohlenhydrateinlagerung....

Abbildung 27: Schematisch Darstellung der AUPAC und ihre Applikation . cerevisiaeA: Schematischéarstellung des
Fusionskonstrultder AuLOV-Doppelmutantemit inaktiven Degron nd der bPAC. Die AuLOWRS#MV349W CADoméane wurde €
terminal an bPAC fusioniert, um die Adenylatcyclase (AC) uber Blaulicht mit zwei Photorezgietesminal sowieC-terminal) zu
regulieren. DieseKonstrukt wird als AUPAC bezeichnd: Ziel istes die AUPAC in einer. cerevisia&tamm einzubringen, dessen
nattitiche Adenylatcyclase (Cyrl) deiert wurdeundsomitiiber AUPAC die Zellfunktionen zu steuern.
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Die soentstandene AuPAC ist damit eine synthetische Adenylatcyclase, die sowalkciN C
terminal von einem Blaulichtphotorezeptor kontrolliert wikdbbildung 27 A). Zuséatzlich steht die
AUPAC auch unter der Kontrolle der AuL&?*M\/349W-cODCI“* Doméane, sodass AUPAC im
Dunkeln destabilisiert wird, was zu einem geringeren Proteinlevel in Dunkelheit Hidl der
AUPAC istdie Steuerung desAMP-Levels mit Blaulichumdas Wachstum und die Entwicklung der
S. cerevisiaéStamme zu beeinflussegleichzeitig wird das Proteinlevel von AuPAC durch die
Destabilisierungssequekontrolliert. Daflir wurde in eien S. cerevisia&tamm, dem die natirliche
Adenylatcyclase (Cyrl) fehlt, die AuPAC als photosensitive Adenylatcyclase eingebracht
(Abbildung 27 B). Uber den PKASignalweg kann so in Abhangigkeit von Blaulicht Einfluss auf
Wachstum, Entwicklung und auf weitere Uber den PBignalweg gesteuerte FunktionEmfluss
genommen werde\pbildung 27 B).

5.3.3 AuPAC alsblaulichtabhangigeAdenylatcyclaseén S. cerevisiae

Mit Hilfe von Wachstumstessoll Gberpruft werden, ob es mdéglich ist mit Hilfe der AUPAC lber den
PKA-Signalweg das Wachstumsverhalten v8n cerevisiaezu kontrollieren. Dazu wurde die
natirliche Adenylatcyclase Cyrl durch AuPAC erset¥Wachstumstestauf Agarplatten haben
gezeigt, dass die Stamme mit AuPAGeb56), unter Kontrolle de&DH1-Promotors, in Dunkelheit

kein Wachstum undei hohen Blaulichtintensitaten (@nol*s**m=2 und 30umol*s*m2) ein
gehindertes Wachsturreigen (Abbildung 28 A). Der Stamm mit bPAC, unter Kontite des
schwacherCYCEPromotoryYSeb38) zeig ein ahnliches Verhalten mit starker&vachstum unter

hohe Blaulichtintensitat (1umol*s*m=2 und 30umol*s*m-2) (Abbildung 28 A). Ist bPAC unter
Kontrolle desstarkenADH1-Promotors(YJT14), zeigen die Zellen unter allen Lichtbedingung ein
schwaches Wachstunil§bildung 28 A). Die Wachstumstests auf Agarplatten zeigerss dait
AUPAC (YSeb5/6)die Kontrolle des Wachstums in Abhangigkeit von Blaulicht Uber den-PKA
Signalweg moglich istn flissigem Medium hingegen isach 16 Stunden in Dunkelheit fir keinen

der Stamme mit lichtabhangiger Adenylatcyclase ein messbares Wachstum zu verzeichnen
(Abbildung 28B). Beide bPAC Stamme zeigen bei niedrigen Blaulichtintensitatepu@oss*m-

2) ein schnelleres Wachstum als der AuPAC StamAbbidung 28 B). Bei mittleren
Blaulichtintensitaten zeigen alle Stdmme ein Wachstumsverhalten in vergleichbarer Geschwindigkeit
(Abbildung 28 B). Der AUPAC Stamm zeigt bei einer Blaulichtintensitat vam®I*s*m2 sein

bestes Wachstumsverhaltekbpildung 28 B). Bei sehr hoher Blaulichtintensitét (Bol*s*m2)
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zeigt der AUPAC Stamnein &hnliches Wachstumsverhalten im Vergleich zu den beiden bPAC
StammenAbbildung 28B).
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Abbildung 28: Wachstumstests der Stamme in denen die natirliche Adenylatcyclase durch die blaulichtsensitiven Adenylatcyclasen
AUPAC (YSeb5/6)oder bPAC unteder Kontrolle von zweverschiedeneRromotoren gchwacher Promoter€YC1 (YSeb38)und

starker Promoter=ADH1 (YJT14) erstzt wurde. A: Die Wachstumstest wurden auf @@ar Platten durchgefihrt. Die
Wachstumstests auf Agarplatten zeiggass dieStammePapH1-AuPAC undPcycrbPAC in Dunkelheit kein Wachstuaufweisen

Bei hoheenBlaulichtintensitaten (466m) zeigtder AuPAC Stammein schwéchereg/achstumsverhaltesis defPcycrbPACStamm

Der PapH1-bPAC Stammhingegen wéachst untaflenBeleuchtungsbedinguegschwachB: In fliissigem Medium zeigen alle Stamme

in Dunkelheit so gut wie kein Wachstum. Mit zunehmender Lichtintensitatr@g®immt das Wachstum in delichtabhéngigen
Stammae zu. Der RoH1-AUPAC Stamm zeigt sein bestes Wachstumsverhalten unter 5 phmtsBlaulicht (465nm).
Interessanterweisgeist auch die Kontrolle, der Wildtystamm mit der naturlichen Adenylatcyclase
(Cyrl), eine Wachstumsihangigkeit von den Blaulichtintensitatanf. In Dunkelheit und bei sehr
hoher Blaulichtintensit4B80 pmol*s*m?) weistdie Kontrolleeinleichtvermindertes Wachstuauf
(Abbildung 28B). Dieser Effekt konnte nicht bdemWachstumstest auf den Agarplatten beobachtet
werden. Auch digVachstumstests Flissigmedium zeigen, dass AuPAC in Blaulichtabh&angigkeit
wachst,jedochist das Wachstumsverhalten auf Platied in flissiger Kultur sehr unterschiedlich.
Dieses unterschiedliche WachstumsverhaltenPdattenund in Flissigmedium zeigt sich auch bei
den bPAC Stammen. Schlussendlich war es mit dem Wachstumstest naddiddeigen dass mit
Blaulicht Uber die AuPACEinfluss auf das Wachstumsverhaltéiber den PKA-Signalweg
genommen werden kanrinteressanterweise wurde unter vollstdndigem Lichtausschluss kein
Wachstum beobachteEine Erklarung dafiir ist der Ubergang von deroteinkinase A in die

Ruhephase wie vonde Virgilio beschriebef?® Wie erwartet wurde unter moderaten

81



5 Ergebnisse

Blaulichtintensitaten ein gesteigertes Wachstum beobachtet. H6here Blaulichtintensitat fihrte zu
einem verminderten Wachstum, sodass das Wachstum nicht mit dem AuPAC Proteinlevel korreliert.
Dieses verminderte Wachstum kann auf die Botte et albeschrebene PKAabhangige Hemmung

desanaphasegpromotingKomplexes zuriickgefiihrt werdéff.*?!

Im nachsten Schritt wurde das Proteinlevel der AUPAC unter vedsstenBlaulichtbedingungen
bestimmt.Mit zunehmender Bldichtintensitatnimmt das Proteinlevezu (Abbildung 29 A). Dies
geht mit den vorherigen Untersusigender AuLOV-Domaéne einher, da eine Stabilisierung unter
Blaulicht bzw. Destabilisierung in Dunkelhesrwartet wird (siehe 8.1). Soist zu erwarten, dass
uber das Proteinlevel auch das cAlUével eingestellt werden kann. Uber NMPLC wurde das
cAMP-Level der drei lichtabhéangigen Stamme bestimmt. M@ HPLC Analyse wurde von der

Metabolomics Core Uniler Medizinischen Hochschule Haweo durchgefihrt.
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Abbildung 29: Analyse der Proteinmenge undr@®MP Mengenin dem AuPAC StamnfYSeb5/6 und YSeb12A: Analyse der
Proteinmenge des AuPAC KonstruktesSn cerevisiagYSeb5/6) mittels Immunodetektion, in At#ngigkeit von Blaulicht. Mit
zunehmender Blaulichtintensitat (4681) nimmt auch die Menge an AUPAC in der Zelle zu. Die Menge in Dunkelheit ist signifikant
niedriger als die unter 30mol*s*m-2 Blaulicht mit pO0,05 B: Die cAMP Konzentration im AuPAC Stam(iSeb12)wurde mittels
HPLC-MS bestimmt. Auch hier zeigt sich eine Zunahme des Levels mit steigender Blaulichtintensitamj4aSignifikant
unterschiedlich sind die mit ** markierten Paanit p 00,01.

Das cAMRLevel des AUPAC Stamms zeigt wie erwartet eine Zunahme der eddfRentration mit
zunehmender Intensitat des Blaulicht@blfildung 29 A) und eine eindewge Korrelation mit der
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ProteinmengeAbbildung 29 A, B). Die Proteinmenge nimmt etwa um den Faktor 2,5 (Dunkelheit
zu 30umol*s*m2Blaulicht) zu und das cAM#Revel um etwa den Faktor Br dem StamnfYJT14)

mit bPAC unter Kontrolle destarkenADH1-Promotors wurde auckine kontinuierliche Zunahme
des cAMRLevels mitzunehmendeBlaulichtintensitat beobachtefljbildung 46 A). Der Stamm

mit bPAC unter Kontrolle deschwacherCYCZXPromotors(YSeb38) hingegen weigtine geringe
Zunahme bei pimol*s™m2 Blaulicht auf und zusatzlich wurdeeine sprunghafte Zunahme bei
30pumol*s*m-2 Blaulicht beobachte{Abbildung 46 B). Interessanterweisést das cAMPLevels

der bPAC Staame (YSeb38 und YJT14) in Dunkelhenhang Abbildung 46) im Vergleich zum
AUPAC Stamm (YSeb12) bei 30nol*s*m-2 eindeutig hoherDie Bestimmung des cAMPevels
zeigt im AuPAGStamm(YSeb12)eine Korrelation zum Proteinlev@l'Seb5/6) Im Gegenatz dazu
zeigen die bPAGStamme (YSeb38 und YJT14)und der AuPAGStamm (YSebl2) stark
untersciedliche cAMRKonzentratioen sadass ein allgemeiner Rulckschluss zwischen
Wachstumsverhalten und cAMIRevel nicht mdglich istEine eindeutige Erklarung hierfist bisher
nicht moglich.Eine Moaglichkeitkdnnen intrazellulare Prozesse sein, die das cAMP unterschiedlich
stark in den Zellen abbauerEs konnte jedoch gezeigt werden, das$ der Kombination der
AuLOVV2*MA/349W-cODCI“* Doméane und bPAC zu AuPAC eine optogenetische Applikation
geschaffen wurde. So nimmt AuL&%*MV349W-cODCI* Einfluss auf das Proteinleveion

AUPAC, so dass eine Steuerung des cAM¥els mdglich ist.

5.3.4 Kontrolle der Msn2Lokalistion durch AUPAC in S. cerevisiae

Es hat sich gezeigilassichmit AuPACerfolgreich das cAMR.evel inS. cerevisiae Abhangigkeit
von Blaulicht verander lasst Ziel einer optogenetischen Applikation ist es zellulare Prozesse
zusteuern. Beabsichtigt ist dleokalisation des Transkriptionsfaktor Msn2usteuern, da diese
abhangigzon der cAMRKonzentrationist und Msn2airekt Gber den PKASignailveg phosphoryliert
wird (Abbildung 30 A).122123 Mit Hilfe der cAMP-abhangigen Lokalisationon Msn2 ®ll gezeigt
werden, dass AUPAC auf einem phys@schrelevanten Level arbeitet und isovivodie Steuerung
von Msn2 udbernehmen kann. Msn2 wird an dem RR&&iv phosphoryliert, welches mit eine
Export und Importsequenz fiir den Nukleus versehettidst Msn2phosphoryliertsolokalisiert es
im Zytosol Ist esnicht phosphoyliert, so liegt es im Nukleussor (Abbildung 30 A).1?* Unter
Verwendung einer MsnghCherry Fusion wurde die Lokalisation vivo in S. cerevisiaamittels

Fluoreszenzmikroskopigerfolgt (YSeb18). In der Dunkelheit zeigt sich eine Lokalisierung im
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Nukleus Nach 3min Blaulichtbeleuchtung ist das Signal aus dem Nukleus verschwunden und Uber
das Zytosol verteiltAbbildung 30B).
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Abbildung 30: Kontrolle der LokalisatiomlesTranskriptionsfaktors Msnéhit mCherryTag durchAuPACn S. cerevisiagY Seb18)

A: SchematischeDarstellung der Einflussnahme voduPAC auf die MsnZ okalisierung. Das cAMR.evel wird tber PKA
kontrolliert, welche fir die Phosphorylierung von Msn2 zustandig ist. Msn2 liegt phosphoryliert im Zytasblatddie PKA nicht
aktiv ist undMsn2 nicht phosphorylieiist, lokalisiert sichMsn2im Nukleus.B: In Dunkelheit ist Msn2 im Nukleus lokalisiert und
nach 3min Blaulichtbeleuchtung (450m) ist Msn2 Uber das Zytosol verteilt. Mit zunehmemBurkeladaptierung lokalisiert sich
Msn2 wiecer im Zellkern.C: Quantifizierung der Fluoreszenzbilder fur den AUPAC Stamm und der Kontrolle mit der naturlichen
Adenylatcyclase zur MsnRokalisation Der Stamm(Y Seb18)mit AUPAC alsAdenylatcyclaseeigt nach 3nin Blaulicht (450nm),
dass das NuklelBytosotVerhaltnisvon etwa 25 aufinter 10 abgefallen ist. Das Nukleus/Zyte¥erhéltnisbleibt ca. 2min lang in
Dunkelheit konstantnach 8min Inkubation in Dunkelheit steigt es wieder auf 20 an. Die Kontrolle mit nur Msn2 zeigt keine
VeranderunglesNukleus/ZytosolVerhéltnisses.

AnschlieBende Inkubation in Dunkelheit fuhrt nacmi®@ zur Relokalisatiowon Msn2 im Nukleus
(Abbildung 30 B). Die Quantifizierung der Fluoreszenzbilder désiPAC Stammes zeigt eine
Abnahme des Nukleus/Zytos@krhaltnisses von etwa 25 auf &bpildung 30 C). Dieses redrige
Level wurde anschlie3end fur etwan2n gehalten Abbildung 30 C). Nach 2min in Dunkelheit
lokalisiert Msn2 wieder im Nukleus, wasit einem Ansieg desNukleus/ZytosolVerhaltnisses
einhegeht. Nach &nin in Dunkelheit is das Nukleus/ZytoseWerhéaltnis wieder fast auf den
Ausgangswert angestiegefAbpildung 30 C). Die Kontrolle mit der natlrlichen Adenylatcyclase
zeigt keine Veranderung des Nukleus/Zytegerhaltnisses Uber die Zeit, was fir donstantes
CAMP-Level spricht. Mit der Msn2.okalistion konnte gezeigt werdedass AUPAC in der Lage ist
auf zellubrer Eber Prozessen S. cerevisiadiber die Veranderung der cAM&onzentration zu
steuern. Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich sagen, dass es sich bei dennAufi?eC
synthetischelichtabhamige Adenylatcyclaseur Steuerung von cAMBbharmgigen Prozessen in

Abhé&ngigkeit von Blaulicht handeMit der Fusion von AuLOV?%MA\/349W-cODC1“* undbPAC
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konnte gezeigt werden, dass mit der DestabilisienDayaane AuLOV?*My/349W-cODCI* das
Proteinlevel in AUPAC gezielt gesteuert werden kamm Einfluss auf physiologisch relevant

Prozesse zunehmen

5.4 Dasanimal-like Cryptochroms (CraCry) ausC. reinhardtiiim photosensitiven Degronmodul
Strukturelle zeitaufgeloste Untersuchungen dasimatlike Cryptochroms (CraCry) aus C.
reinhardtiiwurdenam SACLA X-FEL (Spring8) des RIKEN Institutes in Japan von Mitarbaitr
AG Essenund einem internationalen Team durchgefiihrt. Es war md@gicit Hilfe der

zeitaufgelosten Kristallografie i@raCry die strukturellen Anderungen von dem oxidierten in den

semireduzierte Zustand zu verfolgen. Wahreaeér Anderung deRedoxzusindes kommt es zur
Entfaltung der Germinalen Helix Abbildung 31). Basierend auf diesen Daten entwicksith die
Idee, das€raCryals eieArt ASu-Ppem? h ®©F f u n ginderdie rRedkxzustantee

mit verschiedeen Wellenlangen Abbildung 10) angeregt werdensodass CraCry in einer

optogenetische Anwendungfungierenkénnte Eine Erste Uberpriifung dieser Hypothese soll mit

CraCryim KontextdespsdModuls erfolgen.

|AAAYRRSﬂ

v
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aCry HB cODC1 Degron

g N CraCryV6: PAPIVDHAVASKACIARMSCAQESITSLYKKAGSENLYFQ
TN CraCryV7: PAPIVDHAVASKACIARNVEEENRRSE

=

Abbildung 31: KristallstrukturvonCraCryp4 96 i m semireduzierten Zustand -tgrmihab)
Helix (pink) liegt im oxidierten Zustand gefaltet vam semireduzierte@ustand ist diese entfaltet und in deistallstrukturnicht zu
erkennenCraCrywird im psdModul mit mCherry als Fluoreszenzreporter und®@¥s Kontrolle fur das Expssionslegl genutzt, fir
die verschiedenen Varianten ist der Ubergang ®maCryzum cODQ Degron dargestellt. Das CysteAlanin Motiv (CA) fir das
aktive psdModul und das AlanikAlanin Motiv (AA; inaktives Degroist in der Degronsequenz in fetten Bataben geschrieben, in
orange ist daslelix-brechende Mtiv, in griin das cODC1 Degron und fimk die Gterminale Helix vorCraCrydargestelltin violett

sind die Aminosauren dargestellt, die am Ubergangr@inale Helix cODC4Degron variiert wurden.
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Dazu wurdenbasierendauf der Kristallstrukturim ersten Schritt acht versedere Konstrukte
entworfen Abbildung 31), in denen mCherry als Fluszenzreporter und GFP zur
Expressionkontrolle dient GFP ist Gber eine P28equenz mit mCherry verbunden wpmhltet die
Protensequenziurchribosomalskipping?® Das KonstruktCraCryv7 ohne Degronsequenz dient als
Negativkontrolle, um eine intrinsische Degradation, gsiebei der AuLOV beobachteturde zu
erkennen. Spater wurde anhand der ersten Messungen ein weiteres Konstrukt mitmria&guen
(CraCryw9) entwafen. Die entworfean Konstrukte besitzen zum Tedin Helix-aufbrechendes
Motiv, um eine vollstandigEntfaltung der Degronsequenz zu gewahrleisten. Fir erste Experimente
mit den Konstrukten soll die Anregung des FARsn CraCryim oxidierterisemichinoiderund im
semieduzierten Zustand erfolgen. awurde Blaulicht (465m) fir den oxidierten Zustand und
Rotlicht (630nm) spezifischfiir den semireduzierten Zustand verwendet. Bestrdolung mit
Grinlicht (530nm) und die Inkubation im Dunkeln wurde zusatzlich Uberprift sowie eine

Kombination aus blaue und roten Licht.

5.4.1 Erste Messungen des animdike Cryptochroms inmphotosensitiverDegronmodul

Fur die ersten Messungen wundBe in Abbildung32 gelisteten Konstrukt€raCryw1 bisCraCryw8
Uberprift. Dau wurdendie S. cerevisia&tammeunter versclederenLichtbedingungnim steady
stateZustand vermessen. Das gdddul der ersten GenratioALOV?2) wurde als Positivkontrolle
verwendet. Die Positivkontrolle zeigt das bekar8thaltverhalten von Dunkelheit zu Blaulicht, aber
wie erwarté keine Anderungunter denandereriichtbedingungenAbbildung 32). Die degrorfreie
Variante 7 verhielt sich wie postuliertDa keine Unterschede zwischen den versodderen
Lichtbedingungerfeststellbar warerfAbbildung 32) und derSchaltfaktoren einbetragt(Tabelle
26), kann eine intrinsische Degradaii derCraCry-Konstrukte ausgeschlossen werden. OiaCry
Varianten vier, funf und acht zeigen kein eindeuti§ebaltverhaltensondern nur ein vangeres
Proteinlevel Abbildung 32). Dies spricht fur eia dauerhafteZzuganglichkeit des Degrons fur das
Proteasom unter allen LichtbedingemgVariante eins bis drei und Variante sechs zeggkennbares
Schaltverhalten zwisen Blaulicht und RotlichtAbbildung 32, Tabelle 26). Auch unter Grinlicht
und in Dunkelheit ist eine Verringerung des Proteinlevels eindniedrigere Schaltfaktor im
Vergleich zum Proteinlevel unter Blaulicht etkennen Abbildung 32, Tabelle 26). Aufgrundder
Schwankungbreiteund dedesten Schaltfaktoia der Messug wurdedie CraCryVariante drei fur
weitere Experimente verwendet. Als Nachstes wurde basierend auf Variant€rd@iY3) ein

Konstrukt mit inaktiven Degron erzeugtGraCryw9).
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Abbildung 32 Erste Messungn der CraCryVarianten im pseéModul-Kontext mit aktiven Degron unter versofderen
Lichtbedingungn (blau= 465nm, griin = 53Gm, rot = 63m, jeweils 3Qumol*s*m-2) und in Dunkelheit. DakOV-basiertepsd
Modul der ersten GeneratioAtLOV?2) dient als Positikontrolle. Variante 7 zeigwie erwarté keinen Unterschied zwischen den
einzelnen Lichtbedingungen bei einem hohen ProteinlBelVariantervier, finf undachtzeigen auch keinen Unterschied zwischen
den einzelnen Lichtbedingungen, jedoch ein wesentlich niedrigeres ProteiNlevele Variantenein bis drei und sechszeigen ein
maoglichesSchaltverhalten.

Tabelle 26: Schaltfaktoren de€raCryVarianten aus der initialen Messung.

Schaltfaktor

Vari ant e Bl aulicht/ RoBlaulicht/ Gr Bl aulicht/ Du
CratCtly 1,50+1 1, 304+1 1, 40;+2
Cratety 1, 60;+2 1, 20+1 1,50;+1
CratCBy 1, 80;+2 1, 30+1 1, 60;+2
CratCdy 1, 20+2 1, 20+1 1, 204+2
CraXthby 1, x0+0 1, 00;+0 1, 20+1
CratCéy 1,50;+1 1, 20+2 1, 40;+2
CratCry 1, 20;+0 1, 00+0 1, 00;+0
Crats8y 1, 20;+1 1, 20+0 1, 20;+1

Die Variante neun(CraCryw9) mit inaktivem Degron wurdeauf ihr Verhalten unterBlaulicht,
Grinlicht, Rotlicht und in Dunkelheit Gberprift. Die Varia@eaCry9 zeigtinteressanterweisgn
ahnliches Verhalten wie die Variant#gaCry3 mit einem hoheren Proteinlevéli{bildung 33 A).
Ein Schaltverhalten zwischen Blaulicht und den andérentbedingung ist weiterhin zu erkennen
(Abbildung 33 A), was auf eine Abbau auch mit inaktive Degron schliel3en lasst. Da Variante
sieben ohne Degmokeiren Abbau zeigt, aber al€raCryp4 9 6 b e somhkeineCGtemninak
Verlangerung besitzt, kann es sein, dass das inaktive Degnenahnliche Funktiomvie die G
terminak Verlangerung tbernimmt.
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Abbildung 33: Uberpriifung derCraCryVariante neun GraCry9), mit den Varianten drei und sieben als Kontrolle unter
verschederen Lichtbedingungn (blau= 465nm, grin = 53Gim, rot = 630m, jeweils 3Qumol*s*m-?) und in DunkelheitA:
CraCryv9 zeigt einahnliches Verhalten wi€raCryw3 nur mit angehobenenProteinlevel.Die Variante CraCryv9 zeigt ein
Schaltverhalénvon Blaulicht zu allen anderen Lichtbedingung@nTest des Einflusses durch gleichzeitige Bestrahlundshaitlicht

und Rotlicht (blau= 468m und rot = 63Gim, jeweils 3Qumol*s'*m-2) auf die Varianten drei, sieben und neun. Die gleichzeitige
Bestrahlung mit Blaulicht und Rotlicht filhrt zu einer Verringerung des Proteinlevels im Vergleicmzbeder Bestahlung mit
Blaulicht Signifikant nicht unterschiedlich sind die Paanit ns = p> 0,05und Signifikant unterschiedlich sind die Paar frit p O
0,05 ** = p 00,01, *** =p 00,00lund**** = p 00,0001

Die resultierenden Schaltfaktoren liegen fiir Wiariante drei(CraCry3) héher als in der initialen
Messung Tabelle 27). Im direkten Vergleich ist das Schaltverhalteon CraCryw3 mit einem
Schaltfaktor von 2,besser alson CraCry9, dessen Schaltfaktor nur 1,6 betréabelle 27). Des
Weiteren wurde das Verhalten der Varianten drei, sieben und neun unter der gleichzeitigen
Bestrahlung mit Blauund Rotlicht untersuch®Apbildung 33 B). Die gleichzeitige Bestrahlung mit
blauen und roten Licht fihrt zu eine schwachene Verringerung des Proteinlevels im Vergleich zu

der Bestrahlung mit blauem LichAl§bildung 33 B).

Tabelle 27: Schaltfaktoren de€raCry-Varianten aug\bbildung33 A.

Schaltfaktor

Variant e Bl aulicht/ RoBlaulicht/ Gr Bl aulicht/ Du
CratCBy 2, -0 +0 2,504#1 3,004+2
Cra@rvy 1, 20+2 1, 20+1 1, 40+5
CratCoy 1, 60;+2 1, 60;+2 1, 90+1

Mittels Immunodetektion wurdedie Variante CraCryw3 und CraCryw9 untersuchtsowie die
Massen der Konstrukte und der Spaltprodaktalysiert Fir beideKonstrukte zeigt die Signalbande
des mCherrys die erwarésVolekularmasse voB89,9kDa (Anhang Abbildung 47 A). GFPwurde
jedoch uwollstandig durcldenP2A-Tag von dem Konstrukt abgespaltéAnhang Abbildung 47
A). Die mCherry und TubulinrSignale wurden quantifizierdghang Abbildung 47 B). Variante
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CraCryw3 zeigtwie die CraCry9 Variante(Anhang Abbildung 47 B) unter Blaulichtund unter
Rotlicht(Anhang Abbildung 47B) ein &hnliches Proteinlevéhteressanterweise z¢idje CraCryw3
alsauchdie CraCry9 Variantekein signifikantes Schaltverhalt¢Anhang Abbildung 47 B) wie in
den Fluoreszenzmessung@&asierend auf den Fluoreszenzmessungen wird im Rdégemit der
CraCny3 Varianteweitergearbeitetdader Westenblot vor allemzur quantitativerlJberprifung der
Konstrukte diente.

5.4.3 Kinetische Untersuchungen deZraCry Variante drei CraCryw3)

Die CraCryw3 Variante zeigt das besfchaltverhalten zwischen blauamd roten Licht im psd
Modul in den Fluoreszenzmessung&nderungndes Proteinlevelsurdeniiber die Zeit beobactite
(Abbildung 34 A). Unter Blaulicht erfolgt eine stetige Zunahnes &roteinlevels innerhalb von zwei
Stunden auf das 3,4 fache des Startlewslbildung 34 A). Die Zunahme des Proteinlevels unter
Blaulicht lauft fir dieCraCry8 Variante schneller ab als der Abbau unter Rotlidinbjildung 34 A).
Nach zwei Stunden ist das Proteinlevel unter Rotlicht um dievBlalfte gesunkerfAbbildung 34
A). Zur Bestimmung von kinetisch&arametm ist es noétigdie Proteintranslation zu stoppen, damit
das abgebaute Protein nichteiterhin produziertwird. Mittels Cycloheximid wurde die
Protentranslation gestoppt und die Proteindegradation unter Rotlichdig£eit von zwei Stunden
beobachtetAbbildung 34 B).
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Abbildung 34: Kinetiken derCraCry3 Variante A: Nach dreistindiger Inkubation unter Blaulicht/Rotlicht (blau= A6% rot =

630nm, jeweils 3Qumol*s™m-?), wurde die Beleuchtung geandert und tber zwei Stunden die Zunahmen bzw. die Abnahme
beobachtet. Unter Blaulicht I&sst sich nach zwei Stunden eine Zunahme um den Faktor 3,4 beobachten. Der Faktor fir #dsnahme un
Rotlicht nach zwei Stunden betragt 2BL. Kinetik der CraCry3 Varianteunter Rotlicht nach Inhibierung der Translation durch
Cycloheximid. Die Verringerung des Proteinlevels Uber 2 Stunden erfolgt auchuralder 2,2. Der Anstieg nach 3fin ist auf die

Reifung des mCherrfluorophores zurtickzufiihren.

Uber diese Zeitspanne wurdasdProteinlevel um den Faktor 2,2 reduziBer beobachtet Anstieg
nach 30min ist auf die Reifung des mCherrys zurtickzufuhfarfgrunddieses Anstiegs ist es nicht

moglich aus den Daten eine exponentielle Zerfallsfunktiorberechnen Um trotzdem die
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Halbwertszeiten abzuschétzen, wurde ein expaglent Zerfall vonCraCry3 unter Rotlicht ohne
Cycloheximid Abbildung 34 A) ermittelt(Anhang Abbildung 48). Die Halbwertszeitvurdedurch
Gleichung B) (siehe 51.3)erhalten und betragtl,5min (++~ 20,7min). Eine ahnlicte Halbwertzeit
lasg sich aus der Cycloheximid Messung abschatadibi{dung 34 B). Die Proteindegradation der
CraCryw3 Variante unter Rotlicht ist um deFaktor 3,5 langsamer als der Abbau desMsduls
der ersten GeneratiolALOV2) unter Blaulich£® Mit der CraCryw3 Variante wurde die erste
rotlichtsensitive Variante dgzhotosensitien Degronmoduls entwickelt, welchenen Schaltfaktor
von etwa zweibesitzt. Der gleichzeitige Einfluss von roteund blauen Licht ist mit der reinen

Blaulichtbestrahlung zu vergleichen.
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6 Diskussion

Die Diskussion befasst sich im ersten Teil wér neuartigen Dimeranordnung in der AuLOV
Doméne und seiner physiologischen Relevanz. Im zweiten Teil der Diskussionasviddzergente
Photoschaltverhalten der AuLO%¥°W-Mutante aufgegriffenAls drittes lefasst sich die Diskussion
mit der intrinsischen Degradation der AuL&6mane im psdModul. Anschlie3end wir als viertes
das optogenetische Modul AuPAC und die Destabilisierungsseduer@V V2>*MV34W.copC 1A

als Applikationen in der Optogenetik genauetelbichtet AbschlieRend befasst sich die Diskussion

im funften Teil mit CraCry und seinem Potential als rotlichtbasierte optogenetische Applikation.

6.1 Physiologischéedeutungder neuen Dimerinteraktionsflache der AuLOV-Domane

In dieser Arbeit wurde eealternative Dimeranordnung fire AuLOV-Doméne gefunden. Diese

neue Dimeranordnung zeigt eine Involvierung deE-Helices in die Dimerinteraktionsflache.
Welche Bedeutung hat diese neue Dimerinteraktionsflache und wie fugt sich diese in die Modelle der
DNA-Bindung des Aureochroms la aBs tricornutun? Fir die DNABIndung sindunabhéngig
voneinanderzwei Modele basierendauf den Strukturen dddunkel und Lichtzustandesntwickelt
worden. Daswappingpartner-Modell wurdevon HeintzundSchlichtingpostuliert. Indiesem Modg

liegt die AuLOV-Doméne im Dunkelzustand diéonomer vor und lagesich an bZIP an, welcke

als Dimer an die DNA angelagert igtibildung 35A) und so die DNABindung inhibiererf® Erst

durch die Anregung der AuLOADomane mit Blaulicht dimeristt diese wodurchdie Affinitat von

bZIP zur DNA erhéhivird.*® Ein weiteresModell, dastilt-twist-Moddl, wurde vonBanerjeeet al
entworfen®3%3 Hier liegt AuLOV im Dunkeln als Dimer vonvodurch die bZIPDoméane eine hoher
Flexibilitat besitzt was im Dunkeln zur DNABindung fiihrt (Abbildung 35 B).3383 Durch die
Anregung mit Blaulicht kommt es zur Elongation des bZIPs und zur verbesserteiBDbidng >33

Wird doppelstrangige DNA gebunden, kommt es zur Verdrillundp@&k. was eine Verdrehung des

bZIP zur Folge hat’®® In diesem Modell wurde das Expressionslevel vom Aureochrom 1la
miteinbezogen. Das Aureochrom la Gen wird unabhangig von dem Belichtungszustand im
zirkadianen Rhythmus transkribiett Die Dimerstrukturen der AuLOWlutanten (AuLOV3**Wund
AuLOVV2*M) Jiefern eine weitere Domanenanordnung der AukDdmane im DunkelzustanBie
Analyse der Dimerisierungsfliche der AuL%f“-Mutante ergab, dass die Struktur

thermodynamisch etwas begtinstigter ist als der Dunkelzustand der ADb@¥ne. De$Veiteren

91



6 Diskussion

konnte duch SEGExperimente gezeigt werden, dass die Aul/éf¥¥-Mutante sowohl im Lichtals
auch im Dunkelzustand als Dimer eluiert.

A B C

.Swapping partner"-Modell Jilt-twist"-Modell Jilt-twist"-Modell
Dunkelzustand Dunkelzustand AuLOV Dunkelzustand AuLOVVY349W

C

bZIP

bZIP

Abbildung 35: DNA-Bindungsmodelle des Aureochrom l1a &udricornutumim DunkelzustandA: Im swapping partneModell
von Heintzund Schlichtingliegt das Aureochrom 1a als Dimer vor, die Dimsierung erfolgt nicht tiber die AuLOXDoméane, sonder
Uber den bZIP8 Die AuLOV liegt als Monomer vor und lagesich an bZIP anes erfolgt keine DNA Binduntf¢3 B: Die AULOV-
Domaneim tilt-twistModell, liegtim Dunkelzustand als Dimer vdpies gibt bZIPFlexibilitdt umlichtunabhagig anDNA zubinden.
C: Die Dimerstuktur der Mutanten AULOVE*YW und AuLOW?**M unterstiitzen dasilt-twistModell. Durch die fastparallele
Anordnungder A E-Helicesist die Flexibilititder bZIRDoméanevor der DNA-Bindung beguinstigtim Vergleich zur der bekannt
Dunkelzustands Struktur der AuLOV v@anerjee et af363

Die AuLOVY®"_Mutante zeigt die gleichen strukturell&igenschaften, jedoch eluiert sie im
Dunkekzustand als Monoer. Aufgrund desElutionsverhaltensler AuLOV***W-Mutante und de
konzentrationabhangigenDimerisierungvon AuLOV,* ist anzunehmen, dass die AuLOV im
Dunkeln bei hoherKonzentratioen als Dimer vorliegt was gegen daswapping partneiModell
spricht. Die dimeren Strukturen der Mutanten (AulGAYY und AuLOV'2>*M) wiirden mit der
paralleen Anordnung de” E-Belices eineFlexibilitat der bZIRDoméane im nicht DNAgebunden
Zustandwie vonBanerjeeet al beschriebeeglnstigenAbbildung 35C). Anschliel3end wirde es
zur DNA-Bindung nach denilt-twist-Modell kommen Die Anordnung deDimerisierungsflachder
AuLOV-Doméneerscheinsehrheterogendaherstellt sich die Frage nach demahren Dunkelimer.
Die beschriebene Anordnurdger Sekundarstrukturelementeler AuLOV-Mutanten wurde auch in
der LOV-Doméne ded&ureochromla vonOchromonas danicgefunded®; bei O. danicahandelt es
sich um eineAlge der FamilieChrysophyta(Goldalgen)-?® Die Ahnlichkeit zu der Struktur vom®.
danica zeigt, dass es sich bei dgtrukturder AuLOVV3***W und AuLOW?**M Mutanteanscheinend
auch um eirphysiologischrelevantes Dmer handeltWeitere Untersuchungen voBanerjeeet al

haben geeigt, dass das bZIPAULOV Konstrukt aus Aureochrom la unabhangig des
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Belichtungzustandes als Dimerin SEGExperimentereluiert®® Unter Einbeziehung deStruktuen
der AuLOV-Mutanten (AuLOV3*W und AuLOVW?**M) |asst sich eirhypothetischesModel zur
DNA-Bindung von Aureochromla basierend auf detilt-twistModell erstellen Abbildung 36).
DiesesModell besteht aus drei Schritten. Im ersten Schritt liegt das Aureochr@urikelheitals
Dimer vor @bbildung 36). Die AuLOV-Domane nimmt die Dimerstruktur der AuLG%°%-
Mutante einDurchdiese Dimerstruktubesitztdie bZIRDomane eine erhohtdexibilitat und kann
so an DNA bnden A@Abbildung 36). Die DNA-Bindung beglnstigt e Verdrehung der
Dimerisierungsflachder AuLOV-Domane im zweiten Schrithpbildung 36); diese nimmt den von

Banerjeeet al3® beschieberenDunkelzustand ein.

Aa Aa

AuLOV Rotation Blaulicht
» —_—

DNA
bZIP bzIP

DNA

bZIP

1 2 3

Abbildung 36: Hypothetischedodd| zur DNA-Bindung desAureochromla,in drei Schritten, basiereralf dentilt-twistModell
unter Enbeziehung der neuen Dimeranordnung der Mutanten (AYESY und AuLOW?25M), In Schritt 1 liegtdas Aurechromim
Dunkelzustandils Dimer nicht anDNA gebundenvor. Die AuLOV-Doméanenimmt dieDimerstruktur der Mutanten (AuLO*49W

und AULOW?5*M) ein, Die bZIPRDomane isflexibel und kann so an die DNA binden. Durch die Bindung an die DNA kommt es zu
einerVerdrehung deDimerisierungsflacheler AuLOV-Doméne im Schritt 2. Die AuLODoméanenimmt die vonBanerjeeet al
beschriebeaDimeranordnung arDurch Blaulichtbeleuchtungjehtdie AuLOV-Domé&neim Schritt 3in das Lichtdimer Gber und es
kommt zurVerdrillung der DNA und zur Verdrehung des bZIPs wietitirtwistModell beschriebes® 62

Im dritten Schritt kommt es durch Blaulichtbeleuchtung zur Ausbildung des Lichtdimers und zu
Verdrillung der DNA, sowe zur Verdrehung des bZIP ititt-twist-Modell (Abbildung 36).2353Aus
diesem Dimer des Dunkelzustandes ist der Ubergang zu dem Lichtdimeginaitweniger
strukturellen Reorganisation verbunden, da sich dieA E-Belices nicht meh in der
Dimerisierungsflachesingebettet befindewie bei der AuLOVV3**W-Mutante Diese modifizierte
Version des tilt-twistModells berlcksichtiy die beiden bekannten Dimerstrulgar im
Dunkelzustangdie von Banerjeeet al beschriebédunkelstruktut® unddie der AuLOV-Mutanten

(AuLOVV3*W und AuLOW'?>*M) aus dieser ArbeitWeitehin beriicksichtiy das Moddl die
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Heterogenitatler Ausrichtung debimerisierungsflache den LOV-Doméanen deAureochronsund
spticht beiderDimeren im Dunkelzustand eine Bedeutung &lolekulardynamische Simulationen,
wie sie zur Erstellung deflt-twistModels genutzt wurdefd® konntenmit Hilfe der Struktur der
AuLOV-Mutanten dieses Mode verifizieren und einentieferen Einblick in die Struktur der

Dimerisierungsflacheder LOV-Domanen in deureochromergeben

6.2 Das divergente Photschaltverhalten der AuLOV V349W-Mutante

Die spektroskopischen Untersuchungen der Aubl@Manten zeigten ein divergentésrhalten der
AuLOVV¥*W.Mutante beiiglich des phaichemischen Verhaltendie Ausbildung des C4(a)
Addukts, der AuLOV3**W-Mutanteundder AuLOW?>*MV34W \ytanteist wesentlicHangsameim
Vergleich zum Wildtyp und der AuLOW?**M-Mutante Dies betrifft auch denzerfall des C4(a)
Addukts da de Dunkelreversion der AuLOW**W-Mutante in dem gewahlten experintellen
Aufbau nichtdetektierbamwar. Diesdeutetauf eine besondere Stellung deygptophans W34%hin,
welches anscheinend eén Einfluss auf den Photozyklus nimmt. In der Literahgkommt die
Deprobnierungdes N5Stickstoffes de Flavinseinebesonder8edeutungzugeschrieberda diese
als dergeschwindigkeitsestimnendeSchritt angesehen wif#12® Weiterhinkonnteaufgrund seiner
Basizitat Imidazol als Katalysatorfur einen schnellereiZerfall des C4(apddukts identifiziert
werden®®4* Anderungen im Wasserstoffbriickennetzwsdkvie die Zuganglichkeit deglavins fiir
andereMolekile wie zum BeispieMWasseoder andere lonen, spielen eRelle fir die Kinetik der
LOV-Domaner?®126 Um die Zuganglichkeitdes FMNs in der AuLOVDoméane abzuschiatzen und
eineeventuellé/erkleinerung der FMMBindetasche durch dé349W-Mutation zu erkennerwurde
die GroRe der FMMBindetasche mit dem CASTp 3.0 Server bestirtfit.

Tabelle 28: Losungsmittelzugénglichkeisglvent acessbility (SA) derFMN-Bindetasche in den Strukturen der AuL@dmaren
Die Bestimmungder Volumererfolgte mit dem CASTp 3.0 Servéf!

Volumen (SA)

Kette A / Kette B

AuLOV Lichtzustand (5dkl) 122,6 /1 93,6
Dunkelzustand (5a8b) 130,6 /124,8

AuLOVV25M Dunkelzustand 126,9/126,9

AuLOV V34w Dunkelzustand 131,3/128,4
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Dies erfolgte auch fur den Wildtyp im Lichtsdkl)*® und im Dunkelzustand (5a8B)owie fur die
AuLOVVZ*M ynd AuLOV**W Mutante. InTabelle28 sind die abgeschatzten Volumina aufgefiihrt.

Nur der Lichtzustand der AuLOYooméne zeigt einen Unterschied zu dem Dunkelzustand,
wohingegen die Mutanten (AuLO%"*™ und AuLOV3**W als auch deDunkelzustand der AuLOV

Domaéane keinen grof3en Unterschied in der Grof3e der Cofaktortasche aufweisen. Daraus lasst sich
schlie3en, dass eine Verkleinerung der FBIiNdetasche aufgrund von strukturellen Veranderungen

und ein damit verbundener schlechteregaiuy des FMNs nicht der Grund fur das divergente
Photoschaltverhalteder AuLOW3*W-Mutante ist. Um dies abschlieRend zu klaren, wéare eine

Struktur der Mutanten im Lichtzustand von Noten.

Fir die LOV-DomanedesAureochrom 1lausO. danicia(OdLOV), welche eineatrukturelle Identitat
von 95% mit der AuLOW3*W.Mutante besitzt, wurden zwei verschidere Lichtzustamle
beschrebende r ASwi ngid und 3dRerA FAFR |pifip iZ uZsdesaN&8tickistaffz i e h t
des FMNSsfiir die Ausbildung des C4(s3ddukts mit ein3* wohingegeres mASwi ngi Zust a
keiner Ausbildung von Wasserstoffbrickemhingenzu demisoalloxazinRingsdes FMNs kommt

Dieser wurdeals Ubergansgustand zwischen Dunkaind Lichtzustand postulieft'

FMN % FMN
“

W
’, /,

Blaulicht

‘ F331 -< :
T alige A Dunkelheit
< = N30

§Q350

.

N251

1 2

Abbildung 37: Mdgliches Wasserstoffbriickeetzwerkim Dunkelzustand (1) der AuLOY)oméane (grin) und des AuLO%W
(gelb). Die Beleuchtung mit Bléioht fihrt zu einerVeranderung dedVasserstoffbriickennetzwerks in der AuL@@méaneim
Lichtzustand(2). Die Lange der Wasserstoffbriickém der AuLOV:-Domaneliegt, zwischen 3,0 und 3,4 undist damit relativ lang
flir Wasserstoffbriickemormalerweise 1,5 bis 2,5 A38Die Netzwerke wurden (iber den Vergleich der AuLOV Strukturen derL OV
Domane aus dem Aureochrdravon O. daniciagefunder?? Zusétzlich zeigt das Phenylalard31 eine struktutke Anderung, in dem
es vollstandig untedenlisoalloxazinRingsdes FMNs klappt.
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Im Dunkelzustand der AuLO%**“-Mutante und der AuLOMDoméne (5a88% konnte das
Wasserstoffbrickennetzwenkie von Kalvaitis et al.beschrieben identifiziert werdeAlgbildung
37).2*Der Lichtzustand weistdWa s s er st of f br ¢ckennet z Walvaiisetd e s
al. auf (Abbildung 37). Die AuLOV'**W.Mutante zeigt hier keine Abweichung von dem
Dunkdzustand (5a88% (Abbildung 37). Der Lichtzustad der AuLOVDomaéne (5dkH zeigt die
vondemAF | i p i b&ansté Anordnunder OdLOV-Domane Abbildung 37). Es lasst sich
postulieren, dass die AuLGBomane wieauch dieOdLOV-Doméne einetlbergangustand wie de
von Kalvaitis et al beschrieberA Swi n g i 3 Zushildera kahjedoch fehlt der strukturelle
Beweis fur die AuLOV-Domane Interessanterweiseeigt dasPhenylalann 331 (F331) in der
AuLOV-Domane auch eine struktureMerénderung bei der Ausbildung deghtzustandesn dem
es eine andere Rotami€onformationeinnimmt uncunter das=-MN-Chromophoklappt(Abbildung
37). Sowohl imDunkel als auch im Lichtlichtustandiegendie Abstande in der GroRenordnuiig
aromatischenteraktionenbis ca. 6,58,12° sodasszum Beispel eine " - -Interaktion denkbar wére.
Das PhenylalaninF331 liegt in direkter Nachbarschaftu demPhenyélanin F332, welche in der
AuLOVV¥#*W_Mutante indenhydrophobe Kern eingebundeiist und samit dem Typtophan W349
Uberhydroplobe und aromatiscHateraktionwechselwirken kanriur die Interaktiorzwischen dem
hydrophoberKern und FMN liegen keinexperimentella Daten vor Mit dem eMAP Servelasst
sich eineVorhersagerbeziglich deElektranentransferwege zwischdmyptophanw349 und FMN
treffen (Abbildung 38 A, B).'** Dieser hypothetische Elektranentransferwegschlie3t das
Phenylalam 331 mit ein, welches in der Lichtatktur eine andere Konformation einninabm
(Abbildung 37, Abbildung 38 A, B).

A e e B gn JN RS

F241(B)
W349(B)
F332(B)

(F331(BD
R — /\ )

CFMN400(B) >

Abbildung 38 HypothetischerElektronertransferweg vm Tryptophan W349 zun FMN in der AuLOW3%%“-Mutante. A:
Vorhergesagt Elektronentransfekarte deseMAP-Servers:3® B: Ubertragen des orhergesagtenwWeges auf die Struktur der
AuLOVV3W.Mutante.Die Pfeile stellen dehypothetschenweg der Elektronen dar.
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Uber diesehypothetischeElektronentransferkette wiirde es zur erneuten Anrggdes FMNs
kommen nactdem das @(a)-Addukt in der Dunkelreversion zerfallen ist. Caagyeregt FMN bildet
erneut eine Thioethebindung aus unddie AuLOVV3***"W-Mutante bleibt im Lichtzustand.Die
BereitstellunglerElektrone n er f ol gt ¢ bHEektror@mystemadelydrophoigptKerns.
Dies fuihrtzu einedangsamererusbildung des C4(aAddukisin der AULOW3*W-Mutante da der
hydroplobe Kern und der FMN-Cofaktor bei der Photonenalsppon in Konkurrenz
zueinanderstehenDieses Moddl zeigt, dasses sich bei der AuLOV3***“W-Mutante um ein
photochemisch sehr komplexeS/stem handél und sich dasexperimentell beobachte
PhotoschdVerhaltenmit demstatus qualerexperimentellefiaten nicht klaren lassfufgrundder
strukturellenCharakterisierungler OdLOV-Doménevon Kalvaitis et al. und den Vergleicken mit
den AULOV-St r ukt ur en, | 2sst si ch gustandi Mh odteonz yAH luisp fi¢
AuLOV-Domane postulieren. Digedochliefert keine Erklarung fir daBhotoschaltverhalteder
AuLOVV¥*W.Mutante Auch die Zuganglichkeitdes FMNCofaktoss fiir ardere Mokkiile, was in
anderenLOV-Doman@ das Photoschaltverhalteteeinflusst liefert hier keine Erklarung®1?
AbschlieRed lasstsich tiber AuLOV***W-Mutante sagen, dasss sich umeine photochemisch
komplexeVersion der AuLOVYDomane handelt und der Einfluss deyptophanW349 auf den
Phobzyklusbisher nicht BschlieRend klaren lasst

6.3 Einordnung der intrinsischen Degradationder AuLOV -Domaéane

Die  AuLOV-Domane hat eine int)gsche  Degradation  welche in den
Fluoreszenzreporterexperintem mit inaktiven cODC4Degron gezeigtverden konnteln weiteren
Experimenterkonntegezeigtwerden, dass es sich um eligiquitin-abhangig Degradatiorhandelt.
Interessanterweisgurde dese intmsischeDegradatiorfir AtLOV und andere LOYDomaéanen, die
im photosensitivenDegronmodul getestet wurdenicht beobachtét?®2° Dies deutet auf eine
Aureochromspezifisché=unktion detAuLOV-Domaéne hin. BetlenAureochronenhandeltees sich
um Blaulichtphotorezeptoren, die bZIP disterminak Effektordoméne und eine LOBomane als
Sensordomane bes#z und so eine inverse Doméanenanordnung zu anderen Rt LOV-
Doménen besiten34° Die Funktion des Aureochrarla ausP. tricornutumist auf struktureller
Ebere geklart®348 jedochist sie auf dephysiologische Ebere weitestgehend unerforscht Von
Huysmanet al wurde beschriebendassAureochromendie Expression deBiatomspezfischen
Proteins Cyclin 2 steuet®® und im Zellzyklus sowie der Zellteilung involviert sind**® Von

Schellenberger Costat al wurde eine Involvierung de&ureochroms in die Anpassung an die
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Lichtverhaltniss€Photoaklinatation)und die Photoprotektian P. tricornutumvorgeschlageff Die
Involvierung der Aueochromein die Anpassungn die Lichtverhaltnissanter Blaulichtwurdeauch
vonMannet al bekraftigt!3! Interessanterweisgurde auch ei@Anpassung an Rotlichtbedingungen
vonMannet al beschriebenwelcte nicht so stark wie unter Blaulicht verlig! Eswurde postuliert,
dass Aureochrom 1a aBstricornutumeineblaulichtunabh&ngigéunktion besitztwelche aber noch
aufgedeckt werdemuss!3! Unter AnnahmedieserHypothesekdnnie die intrinssche Degradation
der AuLOV-Domaéne die in S. cerevisiadeobachtet wurdeiese Funktion seinUnter Blaulicht
wirdees zu einm erhohte AULOV-Domane Level irs. cerevisia&kommen.Jedoch lasst siched
intrinsischenUbiquitin-abh&ngigerDegradation zurzeit keinghysiologische Relevanz zusprechen,
da diese bis jetzt num S. cerevisiadeobachtet wurde. Daheére es vornteressejeneauch inP.
tricornutumnachzuweisenSo lasst sich . tricornutumauf derin vivo Eben keine Erklarung fur
dieses Verhalten finderkin Vergleich dein vitro Daten mit de in vivo Daten zeigein divergentes
Verhalten Die Mutanten (AuLOV3*W, AuLOVV254MV349W iegen bei hohen Konzerationen im
Dunkeln sowie im Lichtzustand als Dimer ward besitzen ein sehr langsames PBolalterhalten
im Vergleich zum Wildtyp und der AuLOX#>*M-Mutante Die Doppelmutante AuLOX#>4MV349Wist

interessanterweise die Mutante, die in dervivo Experimenten das grof3te Schaltverhalten zeigt.

Durch die Verdiinnungsreihe dieser Doppelmutante AUYNWV349Wwurde ersichtlich, dass sie im

Dunkeln bei niedriger Konzentration als Monomer vorliegt.

Abbildung 39: Superpogion der AuLOW3*W-Mutante(Kette A = griin, Kette B = Cyan) und AuLO%*M-Mutante(Kette A= pink,
Kette B = sandfarben) zeigt eine gleiche Di mer an o4Heixund g
stabilisiert die Dimerisierurgflache.
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Dies lasst darauf schliel3en, dass auch bei niedrigen Proteinkonzentratieirerm Dunkelzustand
die Doppelmutartals Monomer vorliegt. Durch die Struktur der AuULE¥PW- und AuLOW?>4M.
Mutante lasst sich eine Heterogenitat der Dimerisiefilici®e der AuLOVDomaéne erkennen, da
sich die neuen Strukturen von den bekannten Strukturen der AdRa@dvane unterscheidéh?®Die
Strukturen dieser Mutanten weisen beide eine hohe Strukturidentitdt zu deDbo@&ne des
Aureochroms la vo®. danicaauf* In der dimeren Struktur der AuLO¥P*M-Mutante interagiert
der M254 Re sHelix (Abbtidund 89 und\siahilisiert die Dimerisierungsflache. Durch
die Superposition miler AuLOVV34W-Mutante wird ersichtlich, dass auch hier der M254 Rest mit
d e r -Hali Uhteragieren wirde Apbildung 39). Es ist wahrscheinlich, dass sowohl der
hydrophobe Kern als auch der M254 Rest eine Stabilisierung des Lichtdimers begunstigen, da die
LOV-Doméne des Aureochroms 1a v@ethromonas danicam Lichtzustand6i22)** eine @hnliche
Dimeranordnung wie die AuLO#**W- und AuLOW?**M-Mutante aufweistAbbildung 40). Daher
lasst sich fur den Lichtzustand der AuL@Xutanten sowieflr die Doppelmutante die gleiche

Dimeranordnung wién derOdAuLOV-Doméne (6i22) postulierefi.

Abbildung 40: Superposition der AuLOX?**W-Mutante(Kette A = griin, Kette B = Cyan), AuLO¥%**M-Mutante (Kette A= pink,
Kette B = sandfarben) und der L&@Ymane des Aureochroms la v@n danicaim Lichtzustand6i22)3* (Kette A= violett, Kette B

= Magenta) zeigerine&hnliche Anordnung in deDimerstruktur.

Die strukturbasierten Daten deuteten auf eine Heterogj@nidén Dimeren der AuLOANDomane im
Dunkelzustanchin. Verstarkt wird diese Annahme durch drevitro Experimente mitmCherry
AuLOV-cODC], welche im Widerspruch zu den vitro Daten der AuLOVMutanten steherAls
eine Erklarung fldasin vivoVerhalten lasst sich eineribergehende Homogenitdr gebildeten
Dimere unter Blaulicht postulieren Dies vortbergehende Homogenitat lasst sich durch die

blaulichtinduzierte Dimerisierung erreichddiese Homogenitat hdtir den Proteinabbadurch die
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intrinsische Degradatiorvon AuLOV-cODC** eine Bedeutung So filhrt eine Erhéhung der
Homogenitdt dazu, dass aufgrund der Verringerung der Konformationswechsel weniger
Angriffsflache fur die Ubiquitinproteinligase bietemd so nicht durch debbiquitin-abhangigen
Abbauweg abgebaut werdeiBo zeigen die Mutanten AuLO%P*M, AuLOVV**W und die
Doppelmutante gegeniber dem Wildtyp ein besseres Schaltverhalten im \deo Experimenten
aufgrund einer h6heren Homogenitat im Lichtzustém@duPAC liegt aucbPAC im aktiven Zustand

als Dimer vor’ was diesen Effekt der Homogenisierung verstarken konnte

6.4 AUPAC, eine AuLOVV4MN349W_cODCICA basierte Applikation in S. cerevisiae

Die Fusionvon AuLOVVY23#MV34W_ coDCICA, als Destabilisierungssequenz im Dunkeln, an bPAC
fuhrt zu der neuartigen photoaktivierbaren Adenylatcyclase AyRBs®ptogenetische Anwendung

In diesem Konstrukist die Adenylatcyclase €und N-terminal mit einem Blaulichtphotorezeptor
fusioniert BLUF-AC-AuLOVV25*MV34W_coDCICA). Als Anwendung fiir AUPAC wurde auf eine
blaulichtabhangige Steuerung des cAlME&vels inS. cerevisiaanvisiert. Mittels Wachstumstests
konnte gezeigtverden, dass AuPAC ein physiologisch relevantes cAM¥el produziert, da der
AuPAC Stamm, in dem die naturliche Adenylatcyclase Cyrl durch AUPAC ausgetauscht wurde, ein
blaulichtabhangiges Wachstumsverhalten zeigt. Expergfiertonnte eine Zunahme des
Proteinlevels und des cAMBevelsunter Blaulichtfir denS. cerevisia&tammmit AUPAC gezeigt
werden Abbildung 41 A). Interessanterweise wurde unter vollstandigem Lichtausschluss kein
Wachstum beobachteEine Erklarung dafiir ist der Ubergang von der Proteinkinase A in die
Ruhephase wie vonde Virgilio beschriebed?® Wie erwartet wurde unter moderaten
Blaulichtintensitaten ein gesteigertes Wachshanbachtet. Hoherer Blaulichtintensitat fuhrten zu
einem verminderten Wachstum, sodass das Wachstum nicht mit dem AuPAC Proteinlevel korreliert.
Dieses verminderte Wachstum kann auf die Botte et albeschriebene PK&Aabhangige Hemmung
desanaphasepromotingkomplexes zuriickgefiihrt werdéff:?!Die Bestimmung des cAMPevels

in S. cerevisiaé&stammen mit bPAC unter Kontrolle des starkddH1 und des schwachedYC1
Promotors lieferte keine eindeutige Korrelation zwischen Wachstum und 4&V#. Eine
eindeutige Erklarung hierfur isisher nicht méglich. Es ist zu bedenken, dass die Adenylatcyclase
unter der Kontrolle von zwei Blaulichtphotorezeptoren steht. Bei der BDbiRane, welche der
photoaktive Teil von bPAC ist, handelt es sich um eine féAhalten Photorezeptor, der die CAMP
Produktion von bPAC in Abhangigkeit von Blaulicht kontrolligtt® Uber das Zusammenspiel der
BLUF und der AuLOVDoméne in AUPAC ist wenig bekannt, sodass Uber gegenseitigen Einfluss der
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beiden Photorezeptoren nur spekuliert veartann. Auch die Hefezelle an sich kann ein Grwesl d
divergenten cAMHA_evels sein, moglich wéare eine unterschiedlich starke Adaption der Zelle an den

Lichtzustand.

A S. cerevisiae B
Dunkelheit Blaulicht

Metabolismus und Zellzyklus

Stressantwort -€—— —> \Wachstum

Ribosomale Biogenese

Abbildung 41: Die blaulichtsensitive Adenylatcyclase AUPACS. cerevisiaeA: Unter Blaulicht ist das Proteinlevebn AUPAC
Proteinievels von AUPAC. Utar Blaulcht wesenich noher s in DurkeBakuPAG nimmt dirckien Eflsse auf die Proteinie
Ain S. cerevisiaeso kénnen relevante Zellfunktionen gesteuert wégfen.

Unabhangig davon konnte gezeigt werden, dass AuPAC in der LageasstcAMRLevel in
Abhangigkeit von Blaulicht zu regulieren. Dies wurde durch Beobachtung der Lokalisation des
TranskriptionsfaktordMsn2 gezeigt. Hierbei handelt es sich auch um eine validierte Methode zur
Bestimmung von cAMP gesteuerter PKA AktivitdtAuf das cAMPLevel wirkt durch AuPAC eine
synergistische Regulation, da es durch zwei Komponenten beeinflusst wird. Erstens die
blaulichtabhéangige cAR-Produktion von bPAE und zweitens die Stabilisierung des Proteinlevels
unter Blaulicht bzw. die Verringerung des Prolevels im Dunkeln. Mit diesen zwei Stellschrauben,
bietet AUPAC die Mdglichkeit der synergistischen Regulation des cABRIs. Uber die direkte
Regulation der PKA bietet AUPAC neben der Lokalisation des Transkriptiongakso2 und dem
Wachstum, noclveitere Mdglichkeiten zellulare Funktionenn cerevisiagu steuerrfAbbildung

41 B).!1?° Uber den PKASignalweg werden, neben der Stressantwort durch Msn2 abhangiger
Transkription weitere Zellfunktionen beeinflusétbpildung 41 B).120134135 Ein wichtiges Ziel der

PKA in der Stressantwort ist die RimPsoteinkinasé?®34Auch zytosolische Proteine werden liber
den PKASignalweg stimuliert, wiezum Beispiel die Pyruvatkinase 1 und 2 und die
Phosphofructokinas&® So kann z.B. mit Hilfe von AuPAC Einfluss auf den Metabolismus und die
Glykolyse genommen werdeAlgbildung 41 B).12%134 Durch die Phosphorylierung von Pop2 und

die indirekte Kontrde von CIn3 durch die PK® |asst sich auch tiber AUPAC der Zellzyklus
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beeinflussenAbbildung 41 B). Die Involvierung der PKA in die ribosomale Biogenese ist bekannt
aber nochicht vollstandig verstanden. Jedoch ist anzunehmen, dass PKA einen Einfluss auf den
RNA-Polymerase Il Repressor Mafl und somit auf die Transkription Aabildung 41 B).12°
AUPAC stellt abschlieRend eine neuartige photoaktivierbare Adenylatcyclase dar, die im Vergleich
zu den bekannten PACs die Mdglichkeit bietet durch synergistische Regulation des Bratelas
CAMP-Levels durch Blaulicht, direkten Einfluss auf eine Vagikvon regulierbaren Zellfunktion tber

den PKASignalweg zu nehmen. Dies macht AUPAC zu einem starken regulatorischen Instrument um
das cAMRLevel zu beeinflussen. Dieses Instrument kénmeiterhin dafir genutzt werden die
Signalwege der PKR&° (Abbildung 41 B) besser zu verstehen und daraus Anwendungen zu

entwickeln, in denen unter Blaulicht gezielt einzelne Signalwegedsr abgeschaltet werden.

Neben AuPAC mit AuLOW?5*MV34W.cODCICA als Destabilisierungssequenz im Dunkelorde

von Mondal et al fir Saugerzellen GLIMPSeayéneralizable lightmodulated protein stabilization
system als unter Blaulichtstabilisierte optogenetische Anwenduagtwickelt die sogleich im
Dunkeln destabilisef® Auch hier ist eirzZielprotein miteiner LOMDom2 ne f usi oni er t .
Helix der LOV ist das Zielprotein ®rminal mit einer TEVSchnittstelle und debegronsequenz
verbundent®1 n Dunkel heit kommt es zu Proteindegrad
Helix und die TEV-Proteaseschnittstellevird freigelegt'®® Die TEV-Protease kann an der
Schnittstelle angreifeund die Degronsequenz abspalten, dies fuhrt zur Stabilisierung des Zielproteins
unter Blaulichtt® Fir die Funktionalitat dieser optogenetische Anwendsinusatzlich ein TEV
Proteasd EXY -Konstrukt notig, sodass die TERfrotease blaulichtabhédngig aus dem Kern
ausgeschleust wirf® Dieses zusatzlice Konstrukt macht GLIMPSe zu  einm
Zweikomponentensystem iwergleich zu AUPAC. Beide Anwendungerkbnnen als erganzend
argesehen werden, jedoch liegt der Vorteil VanPAC darin, dasss auf einer Komponentder
destabilisierenden AuLO¥**MV3#W.cODCI®A Doméane beruht Mit AuPAC konnte gezeigt
werden, dass basierend auf der AulBMVI4W.cODCI* Doméne das Proteinlevel
posttranslational gesteuert werden kann und so die Konzentration von physiologisch relevanten
Stoffen gestreute werden karklgemein bietet die AULOV Doméne aufgrund ihddsterogenen
Dimerisierungsverhalten die Mdglichkeit mit gezielten MutationeneinRimerisierungsflache die
Homogenisierung zu beeinflussen. Diese macht die AwWcOWCI* Domane zu einer

optogenetischen Anwendumdje Potenzial fuweitere ApplikationennebenAuPAC besitzt
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6.5 CraCry als optogenetischeAnwendungin S.cerevisiae

Das animatlike Cryptochrom (CraCry) au€. reinhardtii, besitzt Aufgrund seineverschiedean
RedoxZustande die Eigenschaft rotes und blaues LichalzsorbierenAbbildung 42).%° Diese
verschieden RedeXustande bieten das Potenzial firesoptogenetische Anwendung, die sich
sowohl mit blauem als auch mit roten Licht steuern lasst. Weiterhin ist strukturelitdren{Dale
Hel i x von Cr &€y vergleichbar, dheneusteh Ergebnisse BesEN Gruppe eine
Entfaltung im semichinaden Zusand zeigen und im oxidierten Zustand eine gefaltete Helix.

Basierende auf diesErkenntnis wurden versatere Konstrukte von CraCry im psellodul getestet.

Abbildung 42 Absorptionspektren undDarstellung dewverschiedenen Redagustidnde des FADdesanimatlike Cryptochrom
CraCry. NachLui et al®%). CraCry absorbiert als blaues Lidht oxidierten Zustand rotes Lichtim semichimiden Zustand Diese

verschederen RedoxZusténde bieten das Potenzial fir eine optogenetische Anwendung, welch@tsiotem und blauem Licht
steuern lasst.
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