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i.  Zusammenfassung

Im Jahr2018 wurden zum ersten Malon Zhao et aloptogenetische Module zur Regulation
von biotechnologischen Produktionen verwendet. Mit Hilfe der Optogenetikde
erfolgreich zwischen einer Wachstumsind Produktionsphasdichtinduziert geschaltet.
Diese ersterKonstrukte stellten sich als aul3erst vielversprechetad, fokussiertensich
jedoch hauptséchlich auf eine Kontrolle dbsterologen Biosynthesewesgy Um die
Biotechnologieliickenlos als Anwendungsgebiet der Optogenetidu erschlieRen, fehlten

Stammg@timierungen

In dieser Arbeit wurden optogenetische Schalterf ¢ rMetaBolic Engineering in
Saccharomyces cerevisiaentwickelt und angewente Durch die Kombination einer
lichtinduziertenTranskriptionsregulation und einem photosensitiven Degron,(gstdng es

einen ultrasensitiven Schalter zu generieren. Disgeergistische optogenetischeund
mehrstufigeKontrolle (SOMCo) ermdglicht eine komplette Aktivitdtskontrolle auch bei sehr
geringen Lichtinstensitaten Ein Vergleich mit dem gut charakterisiertédDH1-Promotor
erlaubt es zukunftig noch leichter weitere Anwendungsgebiete zu finden. Zusatzlich wurde
zum ersten Mal die Auswirkung einer lichtregulierten RRKRtivitdt auf heterologe
Biosynthesewege  untersucht.  Hierfurwurden  verschiedene  Konstrukte der
blaulichtregulierten Adenylylcyclase bPAGnd eine Fusion der nativen Adenylylcyclase

Cyrl mit einem phtmsensitiven Degromerwendet und charakterisiert.

Diese unterschiedlichen Regulationsmodwemoglichten eserste heterologe Prozesza
verbesser. Durch Stammoptimierungen mit den entwickelten und charakterisierten
optogenetischen Konstruktekonnte erfolgreich eine erhéhteb-Carotin, Cordycepi und

Betulinsdureroduktionerreichtwerden.

Ein weiterer Teil diesr Arbeit befasst sich mit dei@enerieren eines Gibberellinsdure 4
produzierendenS.cerevisiae Stamnes. Hierfir mussten insgesamt 8 hetegdo Gene
implementiert werdenUm die erfolgreiche Produktiom vivo verfolgen zu kénnen, wurde

ein Reporter, basierend auf der GA abhangige Interaktion AM@Al und AtGid1A,
entwickelt. Um diese Interaktiorzu visualisierenwurden die einzelneKomponenten mit
splitVenusSequenzen fusioniert, welche durch die entstehende Wechselbeziehung
reassembliererMit Hilfe dieses entwickelteAGibberellic Acid VenusiReporters GAVR),

lieRen sich unterschiedliche GA®nzentrationen im Medium bestimmetuséatzlich lieferte



GAVR in demneuenGA4 produzierendelA Pr-of®fr i nci pl efi St amm er st

eine erfolgreiche Produktion.

Wahrend dieser Arbektonnte durch di€ntwicklung vonneuenlichtabhangigerModulen

wie SOMCo, den neuen bPAKonstruken und dem GAReporter der optogenetische
Werkzeugkastererweitert werden. Es konnte erfolgreich die heterologeProduktion von
pb-Carotin aus FPPBetulinsaure aus 2-@xidosqualenund Cordycepina u s 3 érdOMP

und die GA4Produktion aus FPRisualisiert werdenDies wurde durch photosensitive
Proteindegradation, der Steuerung einer zentralen Proteinkinase durch Blaulicht und einem
fluoreszierenden Reporter fir ein spezifisches Produkt ermoglizhich erfolgreiche
Anwendungen dieser optogen@schen Module lieR sich die Biotechnologie als

Anwendungsgebiet der OptogenetikitererschlieRen.



ii.  Summary

For the first timen 2018 Zhao et al applied optogenetic modules to regudateechnological
productionsThese toolsllowedto switchbeween growth and productiorphaseusinglight,

but focused only on the control of the heterologobi®synthesis Until this thesis,
optimizations of heterologous productiowere missing d completely acquire the

biotechnology asptogenetidield of use.

During this thesis optogenetic switches were developed and applieGancharomyces
cerevisiag in context of metabolic engineering. With the combination of light controlled
transcription and photosensitive degradatemmew ultrasensitive switch was generated. This
synergistic optogenetic multistep control (SOMCo) allowelli control over the activity
even under low blue light intensitieShanks to the comparison with thell-studiedADH1
promototr new applicationswill be easy todiscover For the first timethe impact of light
regulated PKA activity on heterologousbiosynthess, was investigated.This was
accomplished byfusing a psd module to the native adenylycyclase Cyridifferent
constructs expressing ta photosensitiveadenylyl cyclasebPAC. Both approaches were

characterizegbrior.

All these different regulatory moduledlowed to improve heterologous processes. With the
help of different optogenetic construcdtsmp r ov e d p r-@acbtere t Cordysepio dnd b

Betulinic acid was achieved.

A different part of this thesis dealt with the generation of a gibberellic a@ducing
S.cerevisiaestrain. Therefag, 8 heterologougienes had tbe implemented To monibr the
production a new in vivo reporterbased on the GA dependent interactionAtBAlI and
AtGID1A, was developed. To track this interactiagach compoeent was fused with a
different splitVenus sequence, which is able to reassenviitetheir fusionpartners irclose
proximity. With the help of this nelw developedAGibberellic Acid Venus Reporte®
(GAVR), different GA3 concentrationscould be detected within the yeast nzedi
Additionally, GAVR lead to the first promising results of successful GA4 production in yeast.

Thanks to the development of new light controlled modubhsring this thesis the
optogenetic toolbox was enriched with t8®MComodule the novel bPAC constructs and

the GA reprter GAVR. An i ncr e as e d -Caroteneranc EPP,oBetuliracf acidb

from 2,3-Oxidosqualene and Cordycepiom 3 6 AMP coul d be r.,geched.

GA4 production wasvisualized All this was made possibléy photosensitive protein
iii



degradationcontrol of a central protein kinase by blue light and a fluorescent reporter for a
specific productThe application of these modules allowacquiring thebiotechnology as
optogenetic field ofpplication



iii.  Abkilrzungen

dH20 entsalztes Wasser

Amp Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

CAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
C-Terminus Carboxyterminus

N-Terminus Aminoterminus

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleotidtrisphosphat
EDTA EthylendiaminTetraessigsaure
et al. Aund andereo
EtOH Ethanol

Gal Galaktose

YFP Ay e |fluooescenp r ot ei nfi
RFP Ar -8udrescenppr ot ei n
PKA Protein Kinase A

min Minute

oD optische Dichte

PAGE PolyacrylamidGelelektrophorese
PCR PolymeraseKettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

pH Potentiahydrogenii

Primer Oligonukleotid

SDS Natrium-Dodecylsulfat

Ub Ubiquitin

GA Gibberellinséaure

ZVPd Zdk1-VP16-3mycpsd?

tRAL HA-tetR-AsLOV2
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1 Einleitung
1.1AMet abol i ¢ \BmSpicmomycdsarayisiae

Die Backer und BrauhefeS. cerevisiaewird schon seit Jahrtausenden von Menschen
alltaglich verwendetum Lebensmittel wie Brot, Bier und Wein herzuste{@®avalieri et al.

2003; Fiechter et al. 1981; McGovern et al. 20@4¢s wird traditionell als eineder ersten
Erfindungen deBiotechnologie bezeichnéWattanovich et al. 2014Purch die Entwicklung

von genetischen Manipulationen 1970 wurde es ermoglibkterologe Prozesse in
Mikroorganismenzu etablieren. Die Gentechnik erlaukdalRerdem Mikroorganismen in
sogenannte AZel |l fabr i ke nwandéingHong brel Nielsem2012p Ch e n
Di eser P r o z MetabolicVEngineering | e ZAei chnet und umf ass
gesamtes Forschungsfeld welches silshZiel gesetzt haginstige Nahrstoffe wie Glukose

und andere Zucker in wertvolle Chemikalien und Biostoffe wmandeln(Abb. 1) (Nielsen

2001; Nielsen und Keasling 2011; Tyo et al. 20@ie Backerhefegehort zu einer der

altesten und meist genutzten Mikroorganismerelche erfolgreich fur dise Art von

Produktion verwendeterden( Ka v g | e k Mattanavich et ak 20145 ;

"Metabolic Engineering”

Abbildung 1: Zi el Metabolic £ngineeringi .Das Zi eMetabulio Engideerinh i s durche s
Manipulationen von Mikroorganismen aus einem gunstigen Ausgangsstoff wie z.B. Glukose, Saccharose,
Galaktose oder Xylose wertvollere Produkte zu generieren. Die verwendeten Mikroorganismen werden als
Zellfabriken gesehen und sollen z.B. Biokrafti&oiGrundchemikalien oder Feinchemikalien herstellen. Durch
dieen Prozess sollen herkdmmliclaif fossilenBrennstoffenbasierende Verfahren ersetzt werden. Abbildung
modifiziert aus(Hong und Nielsen 2012)

Bei der Etablierung neuer Produktionsstamme muissen immer eieheyh Hlrden
Uberwunden werderEs muss eine geeignete Abzweigung ausgehend von &ndogenen
Syntheseweggefunden, ein neuer heterologer Biosyntheseweg implementiert und der
Zellmetabolismus fur die Produktion der Zielsubstanz optimiert welgi@nBeispiel hierfar
ware die Abzweigung ausder endogenenAminosaurenbiosynthesélir die heterologe
Produktionvon Vanillin. Fur die Optimierung dieses Herstellungsverfahsemdendurchin

silico design zwei vielversprechende Knockdile, PDC1 und GDH1, identifiziert Eine

1



Implementierung dieser Modifikation verfinffachte die VaniRroduktion(Brochado et al.
2010)

o Analysé] <> Analytik, metabolische
Molekularbiologie N R Charakterisierung
\ Metabolic >

Herstellung neuer Engineering
Modifikationen

Interpretation der Analysen,
IDesignl]«—> Entwicklung neuer
Verbesserungsansatze

Abbildung 22 Dar st el |l ung des MetatokiEngheeyndi IWilsrend/ demEntiicklung oder
Optimierung eines neuen Produktionsstagammi t t Metaolic &Angineerin we r d e n  sdchrigté Ar bei
mehrmals durchlaufenZu Beginn werden neue Modifikationedurch molekularbiologische Technike
implementiert. Die Auswirkung dieser wird dann durch die Analytik und die Charakterisierung dendenien

Metaboliten analysiert. Anschlielend folgt die Interpretation der erhaétie Analysen. Neue
Optimierungsansatze und weitere EsMoglichkeiten werderentwickelt. Diese missen wieder wie zuvor im

ersten Schritt implementiert werden. Dieser Zyklus wird mehrmals durchlaufen, da mit jedem Durchlauf neue
Erkenntnisse gewonnen wermd und diese fortlaufend zu neuen méglichen Implementationen fihren. Aufgrund

der Komplexitat des Metabolismus gibt es meistens mehrere potenzielle Optimierungen. Modifizierte Abbildung
aus(Nielsen 2001)

Die Etablierung komplexeModifikationen wurde durch die grof3e und standige wachsende
Anzahl an Werkzeugen fur die Manipulation auf chromosomaler Ebene in der Backerhefe
ermoglich. Meiabolic Engineeriny i st ein fortlaufender Z
wissenschaftlichen Erkenntnissenmer wieder neue Optimierungsansatze entdeckt werden
(Abb. 2). Dieser besteht aus der Konstruktion eines rekombinanten &aaden Analyse der
Auswirkungen der neuen Modifikationen im Vergleich zum Ausgangsstamm und des Designs
von neuen weiteren Verberungsansatzen (Nielsen 2001). Letzteres bedeutet nicht nur das
Einfligen weiterer genetischer Manipulationesondern beinhaltet auch den Einsatz von
verbesserten Regulationswerkzeugen fur bereits verwendete ModifikatDieser Zyklus

ist sehr zeitaufendig. Bis ein Produktionsstamm im industriellen Mal3stab zum Einsatz
kommt missen nach der Integration des heterologen Synthesesyegoch mehrere
Optimierungen vorgenommen werden. Es muss unter anderem die Ausbeute, die Produktion
und der Titer des gewulnschten Produitaximiert werden Neue Technologien, die es
ermdglichen diesen Prozess zu beschleunigen, sind daher von groRem Irfeoessy).

Diese beinhalten zum Beispiel neue Genexpresstaugilatoren und schnellere

Integrationstechnikeraber auch neue enzymatische Funktiofkaivoruchko et al. 2011)
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Bendtigte Menge flr eine industrielle Zielstamm
Implementation

Ausbeute, Titer,
Produktivitat

neuartige aktuelle
Technologien Technologien

.‘ ........................................................................................................................................... >. Ze|t
5-10 Jahre Entwicklung (>200 Personenjahre)

Abbildung 3: Darstellung der Entwicklungszeit einer neuen industrielimplementierten Zellfabrik . Die
Entwicklung einer neuen Zellfabrik bendtigt sehr viel Zeit um die Ausbeute, Titer und die Produktivitét eines
A P r -of®fincip | -8tdmms so zu erhdhen, dass es aus finanzieller Sicht mit den urspriinglichen Verfahren
konkurrieren kann. Es ist von groRem Interesse diese Zeit durch die Entwicklung neuartiger Technologien zu
verkirzen. Diese Zeitersparnis wirde sich auch finand@itlich bemerkbar machen. Modifizierte Abbildung
aus(Nielsen und Keasling 2016)

Als AProofof-Principle Stamnii bezeichnet man einen Stamm, der das gewiinschte Produkt
unabhéangig von der Menge herstellt. Es wurden noch keine Optimierungen durchgefuhrt
sonden lediglich der gewinschte heterologe Biosynthesewdglgreich implementiert.
Dadurch soll gezeigt werden, dassgegndsatzlichmdglich ist das gewlinschte Produkt in
dem verwendete®rganismus zu produziereBeispielefur Proofof-PrincipleSttimme in
S.cerevisiaegibt es viele. So konnte zum Beispiel durch die Integration dee Gesilund
cns2aus Cordyceps militariserfolgreich Galaktoseinduziert Cordycepin in der Backerhefe
produziert werderf{Xia et al. 2017)Hierbei handelt es sich ugin Produkt, welches unter
anderem antitumordsentidiabetischeund antibakterielle Effekte aufweisind daher von
grol3en pharmazeutischen Interesse (Siapeng et al. 2014)Cordycepin wird zurzeit
hauptsachlich au€ordycepsmilitaris gewonnenund es wird versucht die Extraktion, die
Kultivierung und den Ausgangsstamm zu optimigi€@hamyuang et al. 2019wufgrund des
steigenden Bedarfs an Cordycepin in der Pharmazie gibt es ein grol3es-wissen
wirtschaftliches Interesse an eineplementierung delProduktion im Industriemalfistab. Dies
wurde durch ein€’roduktion in einem einzelligen Organismus wie der Backerhefe deutlich
vereinfacht werden. Es musste jedoch eine LOsung fur die Toxizitativenproduzierten
Cordycepin gefunden werdé@hamyuang et al. 201Bei dieserbeschriebenefabrikation

handelt es sich umine vergleichsweiseeinfachere Synthese&la lediglichzwei heterologe



Gene integriert werden mussen. Durch die Entdeckung und der Impéimervon CRISPR
Cad9® ist es in den letzten Jahren deutlleichtergeworden mehrere Gene migerlos in das
Hefegenom zu integrieren. Durch diese Methode wirdemsotglicht auch komplexere

Synthesewegm S. cerevisiagu etablieren
1.2 Heterologe Produktion von Terpenoiden aus dem Mevalonatbiosyntheseweg

Der Meval onat bi osynt heseweg der Bietabklie r h e f e
Engineering , da sich aus diesem di e heterol oge
Terpenoide abzweigenasst (Abb. 4) Der hefeeigne Synthesewegbeginnt mit der
Biosynthese von Acetoacetyl Coeznym alis zwei Acetyl CoA Molekilenwelche von

Ergl0 katalysiert wirdDurch eine weitere Reaktion mit einem dritten Acetyl CoA entsteht
mit Hilfe von Ergl3 HMGCOoA, welches durch Hmgl und Hmg2 zu Mevalonat (MVA)
gewandelt wird. Diese Reaktion bendtigt zwei NADPH reduzierende Schritte. Die
darauffolgende Phosphorylierung von MVA zeDfhpospheR-Mevalonat wird durch die
Kinasen Ergl2 und Erg8 durchgeflihBine anschéRende Decarboxylierung unter ATP
Verbrauch lasst mit Hilfe von Mvd1/Ergl9 Isopentenylpyrophosphat (IPP) entstehen. IPP
kann daraufhin durch Idil zu Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) isomerisiert werden
(Kuranda et al. 2009; Vranova et al. 2D18nschlieRend erfolgt eine Katalysation in zwei
Schritten durch Erg20 zu Farnesylprohosphat (FPP). Im ersten Schritt kondensiert Erg20 IPP
und DMAPP zu Geranylpyrophosphat (GPP). Im zweiten Schritt wird ein weiteres IPP
Molekll hinzugefliigt und es ¢steht FPP (Anderson et al. 1989; Kuranda et al. 20@3gses
Produkt des Mevalonatbiosynthesewegs wird anschlielend in 16 weiteren enzymatischen
Reaktionen zu Ergosterol umgewandelt, welches in den Zellen akkumuliert. Dieser Weg wird
durch die Reaktion von FPP zu Squalene durch Erg9 eingeleitet. DurchediegeirReaktion

mit Hilfe von Ergl entsteht zunachst L&idosqualene, welches durch Erg7 zu Lanosterol
katalysiert wird. Die folgenden Reaktionen bis zu Ergosterol werden durch 10
unterschiedlich&€RGGene ermoglichfLeber et al. 2003)
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Abbildung  4: Schematische Darstellung des Mevalonat und des darauffolgenden
Ergosterolbiosynthesewegs mit moglichen abzweigenden heterologenTerpenoids/nthesen. Der
Mevalonatsyntheseweg beginnt mit der Katalysierung von AcetoaCe#ylaus AcetyiCoA und endet mit FPP.

Erg9 leitet mit der Umwandlung von FPP zu Squalen den Ergosterolweg ein. Die PrnodwktfeCarotin und

GA4 verwendet das gleiche Kernintermediat FPP. Die Fabrikation von Betulinsiure hingegendet2,3-
Oxidosqualenln Rot sind die zusétzlichen eingefiihrten Gene fur die heterologen Systeme angezeigt und die
bendtigten Gene fur einen erhdhten metabolischen Fluss in den Mevalonatweg. Nicht dargestellt-ist d#PC2

es nicht direkt Teil des Mevalonatsyntheseggegst. In Blausind die Ziele einer mdoglichen Inhibierung
dargestellt. Dadurch wirden die an dieser Stelle abzweigenden Produktionen erhdht werden.

Aus diesem hefeeegen Syntheseweg lassen sich mehrere heterologe Biesgn von
unterschiedlichen drpenoiden abzweige So konnte unter anderedie Produktion fur
Betulins2ur éAmy i m a-Qacotuhl erfolgfeich aus dem Mevalonatweg
abgezweigt werde(Czarnotta et al. 2017; Madsen et al. 2011; Rico et al0;2¢&n et al.
2012) Di e Produkti on v-Amyrin Bezwendét i zans Baispiel,3 u n d

b



Oxidosqualenals Kernintermediatv 2 h r eQambtin Buf FPP basiert und Linalool aus GPP
hergestellwird.

Der metabolische Fluss zu GunstigsMevalonatwegs lasst sich mit wenigen genetischen
Modifikationen steigern(Ro et al. 2006; Shiba et al. 200Madurch kénnen nach der
Etablierungeines heterologen Biosyntheseweginfacle erste Optimierungen vorgenommen
werden. Diese Modifikationen beinhalten die Uberexpression des Mevalonat
Biosynthesewegs durch zum Beispiel der Integration einer verkirzen Variante von HMG1
(tHMG1), einer zuatzlich Expression des Allels Upd2undeine Aktivitatsverringerung des
weiterfihrenden Ergoster@iosynthesewegs. Fir b-Carotin  zum Beispiel kann die
Aktivitatsverringerung des weiterfihrenden Ergost&iolsynthesewegs durch eine
Destabilisierung vorerg9 oder einer Transkriptionskontrolle hervorgerufen werden. Dadurch
wird der Verbrauch des Kernintermediats FPP deutlich verringert und der metabolische Fluss
zu Gunsten des gewilnschten Prodsikdrhoht sici{Yan et al. 2012; Asadollahi et al. 2008;
Peng et al. 2017Pieserangestrebt&ffekt wurde in der Vergangenheit zum Beispiel durch
eine Fusiorvon Erg9mit dem Gterminus des G1 Cyclin ProteinSI(N2°5S) hervorgerufen

Die dadurch entstandene Destabilisierung von Erg9 fuhrte zu einer Reduzierung der
Proteinmengen auf ca. 30% des Wavels (Peng et al. 2017Durch Modifikationen dieser

Ar t k o n-@GarognPrbduldionfdeutlich gesteigert werden.

Eine weitere Synthesdie sich aus dem Mevalonat/Ergosterolweg abzweigt ermdglicht es

S. cerevisiaalas bereits gegen HIV eingesetzte Triterpenoid Betulinsaurgoduzieren.
(Huang et al. 2012)Hierbei handelt esich um eine Chemikalie, welchmachweislich eine
inhibierende Wirkung auf bestimmte Krebszellen (vatlentina Zuco et al. 2002; Wick et al.
1999; Fulda et al. 1997Xur Zeit beruht die kommerzielle Produktion von Betulinséure (BA)
noch immer auf die traditionelle Extraktion aus Birkenrinde oder der sethetyschen
Produktion aus dem Vorlaufer Betulin, welches in h6heren Mengen aus Pflanzen extrahiert
werden kanf Ren® Csuk et al . 2006 ; Ressmann et al
al. 2003) Da sich @r heterologe Biosyntheseweg der Betulinsdure aus dem hefeeigenen
Mevalonatsyntheseweg abzweigtvurden bereits zuvor beschriebene Optimierungen
durchgefuhriLi und Zhang 2014, 2015; Czarnotta et al. 20Di¢ konkurrierendKatalyse

von 2,30xidosqualen zu Lanosteralurch Erg7wurde durch einen methioninabhéangigen
Promotorinhibiert Es wurden fir diese Synthese auehste Fermeationsoptimierungen

untersuch{Czarnotta et al. 2017)



Eine Mdglichkeit welche bis zu dieser Arbeit noch nicht von der Wissenschaft aufgegriffen
wurde, wéare der GibberellinsduB2osyntheseweg. Dieser zweigich an der gleichen Stelle

w i eCaibtinaus denmMevalonatweg ab und bendtigt die Insertion von 8 heterologen Genen.
Die Expression und Aktivitdt der einzelnen benétigten Gene, welche aus den Pflanzen
Arabidopsis thaliana, Pisum sativuond Cucurbita maximastammen,konnten bereits in
Escherichia cal (AtCPS, CmKS, CmGA200x, PsGAB®&accharomyces cerevisigemKO1,
PsKAO3J oder inPichia pastoris(GA13ox AtCYP714Blntersucht werde(Davidson et al.
2003; Helliwell et al. 2001; Koksal et al. 2014; Langele 1994; Lester et al. 1997; Magome

et al. 2013; Yamaguchi et al. 1996)ie Produktion von Gibberellinséaure ist auRerst lukrativ,
da zurzeit lediglich GA3 unter relativ hohen Kostdurch Fermentation des PilZégsarium
moniliforme zugénglich ist (Rodrigues et al. 2012) Die anderen bioaktiven
Gibberellinsaurederivate wie z.B. GA4 sind nicht direkt in gréReren Mengen verfugbar.
Bioaktive Gibberellinsdure wie GA3 oder GA4 sind Pflaeawachstumshormone und
beeinflussen die Samengermination, das Langenwachstum, die Blitenentwicklung und die
Fruchtbildung der PflanzefBomke und Tudzynski 2009Fur die Optimierungen einer
Gibberellinsaureproduktion kénnte eimnktionaler Assay, beruhend auf der Interaktion von
AtGID1 undAtDELLA in Anwesenheit eines bioaktiven Gibberellinsdurederivaesyickelt
undverwendet werde(Nakajima et al. 2006; Ueguchianaka et al. 2007Diese Interaktion
musste fur die Wandlung in eiReportersystem sichtbar gemacht werden. Hierzu gibt es
bereits verschiedene Ansatze. Zum Beispiel wurde eine-#eéeHybrid dhnliches System
entwickelt, welches unter Anwesenheit von @i auslesbares Signatoduziert.In diesem

Fall wurde die Expresso n  vGalactosimase kontrollieiNakajima et al. 2006)Durch
dieses System kann jedoch die Anwesenheit von GA nur qualitativ bestimmt we&ndene
publizierte in vivo Reporter nutzen die gleiche Interaktion zwiscg@®Al und AtGid1A,

aber induzieren dadurchine Degradation. Fur dieses System wurBi&SAl mit einem
mCherry und einer Ubiquitihnlichen Domane (UbL: uibiquitike Domain) fusioniert
(Wilmington und Matoushek 2016)Diese Chiméare interagiert mit dem Proteasom durch die
UbL-Doméane wird aber nicht von diesem abgebaftGidlA ist mit einem GFP markiert

und dient als Substrat. Durch GAder Zelle findet die bereits beschriebene Interaktion statt
und AtGid1A-GFP wird in die Nahe des Proteasoms gebracht und dadurch abgebaut. UbL
RFP-AtGAI hingegenwird recycelt. Dieses System reagierte erfolgreich auf unterschiedliche
GA3-Konzentrationen in Saugetierzelldnie Degradation eines Reportersignals ist jedoch
sehr anfallig fur falsch positive Ergebnisse. Durch eine fehlerhafte Expression kdnnte von

einer erhohten Produktion ausgegangen werden. Bis zu dieser Arbeit wurde noch nicht das



Prinzip eiffragpsntAPComeli @amentati on Assaysi f¢r
Bei diesem Assay kann ein zuvor geteilter Reporter durch die Interaktion seines fusionierten
Partners reassemblieren. Hierfir konnte ein fluoreszieseRdetein verwendet werden
(Blakeley et al. 2012; Feng et al. 2017)

1.3 Optogenetik

Die Optogenetikbezeichnetein Forschungsgebiet, inlem biologische Prozesse durch
optische Signale in Form von Licht beeinflussd manipulieriverden DieseForschundhat
ihren Ursprung in der Neurobiologie. Durch die Entdeckundicleisengtiven Proteinfamilie

der Channelrhodpsine wurde esrstmalsmaoglich Neuronen temporar, gezialhd mit
minimalen Kreuzauswirkungen auf die Zellem aktivieren(Boyden et al. 2005; Oesterhelt
und Stoeckenius 1971Die genannten Vorteile wurden in den letzten Jahren auch von
anderen Forschungsrichtungere zum Beispiel in der molekulan (Gradinaru et al. 2010)
zellularen(Toettcher et al. 2011ynd der synthetischen Biolog{&chmidt und Cho 2015)
erkanntund entsprechend®odule kommenin diesenbereits regelméalRig zum Einsats
entstehen aktuell auch erste optogenetische Anwendungen in der Biotechmidodigch
Licht gunstig, genau undgehr schnell Prozesse reguliert werden korfdeao et al. 2018)
Dieses breitgefacherte Anwendungsgebiet fihrt dazu, dassgenetische Modulédei
unterschiedlichsten Fragestellungen zum Eingatnmen Seit mehreren Jahren wird sich
hierbei nicht mehausschlief3lich adenin der Natur entstandend&fodulen bedientsondern
ebenfallsneue synthetisch hergestelchmidt und Cho 2015Der daduch immer groRer
werdende AWer k z e u miklaveeileeemd Vidizahl anWadllen. eDieser
Werkzeugkasten muss jedoch aufgrund der wachsenden Anwendungsgebiete und der neuen

Fragestellungen immenehrerweitert und optimiert werden.

Es etabliertersich schon verschiedenste optogenetische Modudiehedurch Licht zelluléare
Prozessekontrollieren, wie zum Beispiel dieProteinaktivitdt durch die Kontrolle der
Proteinstabilitdt(Renicke et al. 2013; Hasenjager et al. 2019b; Hepp et al. ,20R0)
Transkription(Kennedy et al. 2010 die ProteinlokalisierundYazawa et al. 2009; Wang et
al. 2016) ProteininteraktionenWang et al. 2016)den lonentranspor(Hegemann und
Mdglich 2011)und noch vieles mehSie sind meistens modulaufgebaut undestehen aus

einem Phatrezeptor, der an eirt&ffektordoméandusioniert wurdgAbb. 5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von optogenetischen WerkzeugebDiese modular aufgebauten
Schalter bestehen aus einer Fusion eines Lichtrezeptors mit einer Effektordoméne. Die Effektordomane
bestimmt, welche zellulare Funktion mit dem Werkzeug kontrolliert wird. In Dunkelheit befindet sich das Modul
im Allgemeinenin einem inaktiven Zustand. Die Anregung des Photorezeptors mit Licht einer passenden
Wellenlange fiihrt zu einer reversiblen, strukturellen Anderung im Photorezeptor, und die zuvor blockierte
Effektordoméane wird aktivietfHasenjager et al. 2019a)

Von Ersteremhangt abauf welche Lichtwellelinge und wie sensitidas Konstrukawuf das
Signal reagiert. Hierbei gibt es eine grof3e Anzahl an nfighidiRezeptorerdie das gesamte
Lichtspektrum abdecken. Als klassische Blaulichtrezeptoren sind die- L@W BLUF
Domanen aber auch die Cryptochrome zu nen. Fir Rotlicht erwiesen si¢thytochrome
als vielversprechend undliese werden fir die unterschiedlichste optogenetische

Werkzeugererwende{ O 6 Bmund Lawrence 2018)

Von den gewahlten Effektordomé&nen héngt die zu kontrollierende Funktion ab.
Effektordoménenbeinhaltenzum Beispiel: Degradationssequenz@enicke et al. 2013;
Usherenko et al. 2014; Hasenjager et al. 201Bb)A-BindedomaneriKennedy et al. 2010)
TranskriptionsaktivatordomangKennedy et al. 2010)JonenkanaléHegemann und Moglich

2011) AdenylylcyclaserdDoméanen(Stierl et al. 2011Jind RekombinaseriDuplusBottin et

al. 2020) Siewerden letztendlich der gewiinschten Funktion angepasst und deren Aktivitat an
die verschiedenen Konformationen der Photorezeptgpe&oppelt(Schmidt und Cho 2015)

Diese Kopplung entscheidet dartiber wie gut ein Schalter funktioD&stentstehende Modul

kann jedoch nur so gut sein wie das Schaltverhalten des Photorezeptors selbst, da dieser nicht
beliebig gesteigert werden kann. Von einem PuePrincipleWerkzeug zu einem leicht
einsetzbaren sind daher meistens noch mehrere Optimierungen notig. Diese beinhalten eine
verbesserte Kopplung des Photorezeptors mit der Effektordomane oder das verwenden
andereroder verbessertdPhotorezeptoren, da die Eigenschaften dieseh stark Uber das
Verhaltendes Moduls, wie die Dunkelaktivitat, entscheifléhsenjager et al. 2019b)



Als Beispiel fur ein synthetisckeoptogeetisches Modul eignedich der bladichtsensitive
Transkriptiongaktor. Das System basiert auf derhtabhangigerinteraktion zwischen dem
Photorezeptor Cryptochrom 2 (Cry2) und dessen Interaktionspartner CibArahidopsis
thaliana (Kennedy et al. 2010)Als Effektordomanen wurde eine DNBindedomane an
Cry2 fusioniert und eine Aktatordomane an CibfAbb. 6).

Dunkelheit Blaulicht

Promotor Promotor

Abbildung 6: Schematische Darstellung eins auf der CRY2 und CIB1 Interaktion basierendem
optogenetischen Promotorsystem<CRY ist mit einer DNABindedoméne (DNABD) fusioniert und ist daher

Licht unabhéngig an die DNA gebunden. CIB1 liegt frei vor und ist mit dikévatordoméane (AD) fusioniert.

In Dunkelheit interagieren die beiden Partner nicht und es kann keine Tpaioskiitiiert werdenln Blaulicht
hingegen wird die Interaktion ermdglicht und es reassembliert sich ein funktionsfahiger Transkriptionsfaktor
Die Transkription kann eingeleitet werden.

Bei diesem Hef&wei-Hybrid &hnlichem System ist der lichtregulierte Transkriptionsfaktor
in Dunkelheit dissoziiert. Durch die Bestrahlung mit Blaulicht wird die Interaktion zwischen
Cry2 und Cibl induziert under Transkriptionsfaktor reassembliert si@gtennedy et al.
2010; Trauth 2017) Durch diese m@teinfusionen konnte erfolgreich die Aktivitat der

Effektordomé&nen an das Schaltverhalten des Photorezeptors gekoppelt werden.
1.2.1 LOV-Doménen

Es gibt Gber 7000 bekannte L@Mht oxygen voltagePpoméanen. Siesind weit verbreitet

und in Bakterien, Algen, Pilzen und Pflanzen zu fin{8lantz et al. 2016)Zum ersten Mal
entdeckt wurden sie in den Phototropinen. Hierbei handelt es sich um eine
blaulichtaktivierbare Serin/Threonkinase aus Pflanzen und gdn, welche eine wichtige
Rolle im Phototropismus spiglHuala et al. 1997; Christie et al. 1998)

Die LOV-Doménen gehoren zu der PABeriodARNT-Singlemindedl Doméanenfamilie
(Moglich et al. 2009) Diese Doménen bestehen in ihrer Minimalform aus ca. 110
Aminosauren. Das PA§pische Faltungsmotivdsteht aus funf antiparallelénFaltblattern
und vier UHelices ( A-B BC D UE tF G BH Bl Y§Abb. 7) (Crosson und Moffat 2001;

Banerjee et al. 2016aper Kern der LO¥YDomanen wird durch zwei Helices flankieder
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Nt er mi nal en -AE&tUmiumddixeiramdr & al. 2003; Halavaty und Moffat
2007)

LOV Kern

Output

Abbildung 7: Struktur der AsLOV2 -Domane.Dargestellt isder LOV-Kern, welcher den FMN Chromophor

umgibt. Die Effektor bzw. OutputHe | i ces AEU und JU gr eFaltuagsmotivian.Bias kons
A E-Helix befindet sich NTerminalu n d  d-Hetix ath GTerminus.Die modifizierte Abbildung stammt aus

(Losi et al. 2018und basiert auf den Strukturen dtarper et al. 2003; Halavaty und Moffat 2007)

Die photosensorische Funktion der Ldbdmanen wird durch daBinden des spezifischen
FlavinrChromophors ermoglicht. In den meisten Fallen handelt es sich dabei um EVIN
wurden aber auch Proteire beschrieben, di¢AD oder Riboflavin als Cofaktor gebunden
haben(Zoltowski et al. 2007)In Dunkelheit ist der Cofaktor nictkovalent gebunden und
wird durch die Helices eingebettet. Durcha@lichtabsorbtion des Cofaktobildet sich das
C4(ayAddukt zwischen dem konservierten Cystei a u s -Helig und detd C4atoms des
Cofaktors. Diese Adduktformation fiuhrt zu ein®térung der Interaktionen im Kern der
Doméne, wodurch es zu einer Konformationsanderung kommt. Durch die
Interaktionsunterbrechunigsenund entfaltens i ¢ h  du red AdHElx (Harper et al.
2003; Zayner et al. 2012alavaty und Moffat 2007)Der Dunkelzustand regeneriert sich

durch den spontanen Zerfall des Adduktes.
1.2.2 BLUF-Doméanen

BLUF steht f ¢repAbdt uea s iHiegd tRaAdBl® es sich um eine
Proteinfamilie die wie die LOVDomanen durch eine Konformationsanderung Blatilicht

reagiet. Als Cofaktor enthlt sie einen nichtkovalent gebundenen Flavidhromophor. Auch

hier wird das im Kern gebundFfalet bChér-taimeesp hwomrd d
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flankiert. Die BLUFt y pi sche St r ukt deliceb aufseiner Sdite etnassantiz w e i
p ar al -Faltbladgs(Abbb 8) (Yuan und Bauer 2008; Wu und Gardner 2009)

BLUF Kern

Output

Abbildung 8: Struktur der BLUF -Doméane ausKlebsiella pneumoniaeBIrP1. Diese Struktur dient als
Beispiel fur den Aufbau einer BLUBoméne. In griin ist der Kern dargestellt mit dem gebundenen Flavin
Chromophor. Ebenfalls markiert sind die konservierten Aminosauren(in98en meisten BLUBoméanen
befindet sich hier ein W) und M92. AmTerminus befinden sich die Effektdyzw. OutputHelices. Abbildung
stammt augWu und Gardner 2009)

Die Photoreaktiorund der Ursprung ddbomanen unterscheidesich deutlich von dem der
LOV-DomanenDer Mechanismus der Photoreaktigh noch nicht genau geklaith beiden
postulierten Mechanismen wird jedodiie Veranderung des Chromophodsirch ein
konserviertes Glutamiweitergeleitet(Stelling et al. 2007; Gauden et al. 2005; Gauden et al.
2007; Domratcheva et al. 2016; Domratcheva et28D8) Zur Zeit sind ~900 BLUF
Domanen bekannt, welche hauptsachlich aus Protemlmakt Pilzen und Flagellaten

stammer(Finn et al. 2006; Losi et al. 28).
1.2.3 OptogenetischeRegulation der Proteinstabilitat und der Proteinbiosynthese

Fur Pflanzen ist es unverzichtbar auf bestimmte Lichtsignale zu reagieren. Diese Reaktion
beinhaltet oft die Proteolyse von SchlussednskriptionsregulatorefiRenicke et al. 2013)n
Eukaryoten wird der regulierte Proteinabbau durch das UbieRrtteasomeisystem (UPS)
durchgefuhrt. Dieses System nutzt das 76 Aminosaure bestehenddrotein Ubiquitin

(Ub) als posttranslationale Modifikation, welches das Schicksal des Ziels beeinflusst. Es wird
meistens an LyshH®eitenketten gebunden und besitzt selbst 6 Lysine, an die weitere
Ubiquitin-Proteine gebunden wesd konnern(Peng et al. 2003Eine Markierung mit diesem
induziert unter anderem eine Degradation durchRtaseasom. Bei diesem Prozesiseine

EnzymKaskade, welch&etzten Endes zum Abbau des Substratproteins fihrt, beteiligt.
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Diese Kaskade besteht aus einem Ubigtattivierenden Enzym (E1), einem Ubiquitin
konjugierten Enzym (E2) und einer Ubiquitihigase (E3). Ersteres benotigt fir seine
Funktion ATP und bildeeine ThioesteNVerbindung zwischen dem aktiven Cystein des E1
und dem terminalen Glycin von Ub. Dieses aktivierte Ub wird dann auf ein E2 Ubertragen.
Die Ubiquitin-Ligase ist fur die Substraterkennung zustandig und bindet dieses. Zusammen
mit dem E2 wirddann der Transfer von Ub auf das Ziel katalygidershko und Ciechanover
1998; Varshavskyl991; Finley et al. 2012; Trauth et al. 201Bjierbei entsteht in den
meisten Fallen eine IsopeptRindung zwischen dem terminalen Glycin von Ub und der
Seitenkette eines Substlagsins. Weitere UbiquitiFUbertragungen dieser Art fihren zu
einer Ubquitin-Kette, welche als Abbaignal von dem Proteasom erkannt wird. Das
Proteasom besteht aus mehreren Einheiten: dem proteolytischen Kern, eineiTRase

Ring, welcher flr dakntfalten des Substrates verantwortlich ist, und einem DéGrlplex
(Abb.9).

®+ATP AMP+PP; Direkt vom
Proteasom U‘

erkanntes Degron

_/
{‘ Peptide
{Ub
- . © %o

/ :I Basis
AAA-ATPase

; Deckel-Komplex
Rin o
@ DUBs ?
Proteasom

Abbildung 9: Das Ubiquitin -ProteasomSystem Ubiquitin (Ub) wird unter ATPVerbrauch an das Ubiquitin
aktivierende Enzym (E1) gebunden. Dieses &ktig Ub wird auf das Ubiquitkonjugierte Enzym (E2)
UbertragenZusammen mit eém E2 katalysiert die Ubiquitihigase (E3) den Transfer des Ubs an das Substrat.
Mehrere Durchlaufe dieser Kaskade flihren zu einer Ubigitite. Diese wird von dem Proteasom erkannt,
wodurch das Substrat abgebaut wird. Die Ubs werdeni diaibeh den DeckeKomplex undden rekrutierten
deubiquitilierenden Enzymen (DUBS) recycelt. Der AR Pase Ring entfaltet das Substrat und zieht dieses in
den proteolytischen Kern. Dort befinden sich Peptidadiendas Substrat in kurze Peptide spali&bbildung
aus(Trauth et al. 2019, 2020)

X ém><

Letzteres bindet die Polyubiquitiette und rekrutiert ein Deubiquitilierendes Enzym (DUB)

um Ub zurecyceln. Wird eirnpolyubiquitiliertesSubstratprotein an das Proteasom gebracht
entfaltet der AAAATPase Ring dieses und zieht es in den protsclyen Kern. Hier wird

durch die Aktivitdt der Peptidasen das Protein in kleine Peptide gespaltet. Wahrenddessen

werden die Ubiquitine von dem Substrat entfernt. Manche SequemEenum Beispiel der
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C-Terminus der Maus Ornithin Decarboxylase (ODKHnnen auch direkt von Proteasom
ubiquitinunabh&ngig erkannt werdéinley et al. 2012; Inobe und Matouschek 2014; Ravid
und Hochstrasse€008; Hershko und Ciechanover 1998; Takeuchi et al. 2008)

Als Degron bezeichnet man eine kurze, Ubertraglbdiremalsequenz in einem Substrat,
welche direkt von einem EBnzym erkannt wird und zu einer Degradation fuhren kann. In
den meisteriFallen besteht dieses aus zwei Teilen: einer Polyubigdiélsequenz und einer
ungefalteten Region im Substr@iershko und Ciechanover 1998; Ravid und Hochstrasser
2008; Varshavsky 1991)n den lichtregulierten Degradationsmodulen wird eine synthetisch
hergestellteC-terminale Degronssequenz, welche von der Ornithin Decarboxylase (cODC)
aus der Maus abstammt, verwend@ungbluth et al. 2010) Die Aktivitat dieser
Effektordoméne ist an das Schaltverhalten eines blaulichtsensitiven Photorezeptors gekoppelt
(Abb. 10). Es dienen unterschiedliche optimé LOV-Doméanen (light oxygen voltage) als
Blaulichtrezeptor Die Aktivitat des Degrons ist an mehrere Bedingungen gekoppelt. Unter
anderem bendtigt es eine mindestens-ahéhosauraelange unstrukturierte Sequenz
flussaufwarts des CysteAlanin (CA) Motivs. Dies ist nur unter Blaulicht durch das
Ent f al t eHelix degaben,Jwddurch eine blaulichtinduzierte Aktivierung ermdglicht
wurde(Renicke et al2013)

Zielgen photosensitives Degron

L — + o e

S
[ ] Blaulicht
@b’ Qs
S

inaktives Degron
-

@-

proteasomale Degradation

°° °°
@

[+ I8

Abbildung 10: Schematische Darstellung dephotosensitiven DegronsDurch die Fusion des Zielgens mit

dem pseModul kann das Genprodukt blaulichtabhéangig destabilisiert werden. Blaulicht regt den Photorezeptor
LOV2 an, wodur ch e sHelix kommt.EDiesefstuktarallen \(erardierung aktiliert die zuvor
blockiette Degradationssequenz, welche dadurch vom Proteasom erkannt werden kann. Modifizierte Abbildung
aus(Renicke et al. 2013)

Das Schaltverhalten istvon diesem Mechanismus abhéngig. Es gibt mehrere
Optimierungsansatze die versuch&en Photorezeptor modulunspezifisch zu verbessern
(Zayner et al. 2012; Zayner et al. 2013; Zayner und Sosnick 2014duletral. 2012; Guntas

et al. 2015)DieseAnséatzeflossen unter andereim die Entwicklung des psiloduls mit ein.
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In dem ersten entwickelten photosensitiven Degradationsmodul (psd) wurde die-LOV2
Domane audArabidposis thalianades Phototropiis 1 verwendet. Dieses Modul kam bei
mehreren Zielemn der Backerhefeind in weiteren hoheren Eukaryotkeareits zum Einsatz
(Renicke et al. 2013)Aufgrund der vergleichsweise niedrigen Schaltrate una h#hen
Halbwertszeiten (Tabell&) wurden unterschiedliche Optimierunggurchgefihrt. Zum einen
wurdenLOV2-Domanen aus anderen Organismen verwendet und zum arzdéi#ige und
gezielteMutationenzur Manipulation des Photozyklus eingefifigasenjager 2018; Goenrich
2019 Hasenjager et al. 2019b; Usherenko et al. 208d)entstand zum Beispiel durch das
Einfuhren von Mutationeni n d iHelix dieUzweite Generation der psensitiven
DegradationsmoduleDurch dieses Vorgehemildeten sichfunf signifikant verbesserte
Varianten im Vergleich zum urspringlichen Modul. DvMutationen K92R, E132A und
E155Germoglichten esdie Schaltrate von 4 auf 10 zu erhot{edsherenko et al. 2014bas
psdModul mit der AtLOV 2K92R E132A E155Gyird daher auch als photosensitives Degron der
zweiten Generation bezeichnet (psddn die Auswirkungen anderer LOM20méanen zu
untersuchen wurdeviersionenausanderen Organismam Kontext dedDegradationsmodsl
verwendet.Dadurch konnten mehrere natirliche Photorezeptoren der Photet@pi-
Proteinfamilie charakterisiert werden. Diese Doméanen stammten aus unterschiedlichen
Organismen wie zum Beispiekegilops tauschii, Avena sativa, Chlamydomonas reinhardtii,
Cucumis melo, Gossypium reinmonghid Zea maysDie meisten Varianten fuhrten zu einer
ahnlichen Schaltrate wie das gelddul mit derAtLOV2 (Hasenjager et al. 2019ks wurde
zusatzlichaucheine bereitsmodifizierte AL OV2, welche die iLIDMutationen trug (M398

A543 ausAsNPH), verwendetDiese Version wurde entwickelt um eine verbesserte Protein
Proteininteraktion hervorzurufen(Guntas et al. 2015)Jedoch fuhrte auch diese Version
nicht zu dem gewilnschten Ergebnis. Glicklicherweise entstand bei dem Klonierungsprozess
dieses Konstrukts eine Mutante, bei der ein Aldbadon deletiert wurde (A146). Diese
Variante fiihrte zu einer Schaltrate im Kontext des-isduls von Gber 40 und wird als
photosensitives Degron der dritten Generation bezeichnet ((p¢alSenjager et al. 2019b)
Diese enorme Schaltrate kommt durch die hohe destabilisierende Wirkung in Blaulicht
zustande Talelle 1). Die aktuellste Version der vierten Genamatberuht auf dem psd3
Modul. Es wurde jedoch nicht versucht die Schaltrate weiter zu erhdhen oder die
Halbwertszeiten zu verringern, sondern ein lichtsensitiveres System zu erhalten. Dies konnte
durch ene PhotozyklusMutante ereicht werden. Dafur wurde in dehotorezeptor vom

psd3® das Valin 416énit einem Leucin ausgetauscht, wodurch der Photozyklus verlangsamt

wurde. Durch diese Mutation konnte bereits in anderen optogenetischen Modulen die
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Lichtsensibilitat deutlich erhéht werdefWang et al. 2016; Goenrich 2019Die
Implementation dieser in das photosensitive Degronmodul fiuhrte wie erwartet zu einer
deutlichen Erhéhung der Lichtsensibilitat uwitd als Modul der vierten Generation (fd

bezeichnetBastianPook,unpublizierte Daten

Tabelle 1. Vergleich der unterschiedlichen Versionen des photosensitiven DegrorBie Halbwertszeiten
und die Schaltrate wurden immer 8 cerevisiaebestimmtund beziehen sich auf die RFP/GRAtio aus
(Hasenjager et al. 20190r die Halbwertszeiten diente tRFP als Reporter.

psd-Modul Photorezeptor Schaltrate Halbwertszeit [min] Quelle
Dunkel/Blaulicht | Dunkelheit Blaulicht

psd AtLOV2 ~4 123 +£21 | 20 ++1 (Renicke et al|
2013)

psd*s Ad.OV2 ~6 43 7 (Hasenjager
2018)

psd2 AtLOV2K9ZREIS2AEISSG | 10 102 +-41 | 12 ++1 (Usherenko el
al. 2014)

psd3 Ad OV2 LI DAL46® | 42 44 +}-6 5+/-0,2 (Hasenjager e
al. 2019b)

psd* A4 OV2 L! DAVABL® | _40* Nicht Nicht (Goenrich

Bestimmt | Bestimmt | 2019) *Pook,

Bastian;
unpublizierte
Daten

Ein weiteres optogenetischedModul, welchesdie ProteinLevel herabreguliert, ist der
photosensitive Transkriptionsfaktor (psTF). Dieser erlaubt eine Proteinbiosynthese in
Dunkelheit, welche unter Blaulicht jedoch stark reduziert wird. Hierbei wird die Interaktion
der AsLOV2-Doméane mit dem kleinen Peptid Zdark (Zdk) ausgenutzt, welche fir das
LOVtrap-System entwickelt wurdeDer Interktionspartner derAd.OV2-Doméane des
Phototropoins 1 kDisplay$ er ene identiéziefs weden RiftiAdasiert
auf der ZDomane des immundapinbindenden Proteins A a@&aphylococcus aureuPas

Zdk bindet nur spezifisch an den Dunkelzustand AlIOV2 (Wang et al. 2016)Dieses
System wurdeurspringlich als optogenetisch&ekrutierungssystem verwendet ,ugum
Beispie| Proteine in Sdugetierzellaan die mitochondrialen Membrg®hcherbakova et al.
2018; Wang et al. 2016pder die Cytoplasmamembra¥umerefendi et al. 2018)
lichtabhangig zu bringerAls optogenetischesranskriptiosfaktorwurde es erstmalig in der
Backerhefe verwendet. Hierfir wurde der Photorezeptor AsLOV2 an eine - DNA
Bindedomane fusioniert (HAetR-AsLOV2; tRAL) und das Peptid Zdkl an eine
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TranskriptionsaktivateDoméne VP16 mit einem pst#odul (Zdk1l-VP16-3mycpsd;
Z\V/Pd). Dieser photosensitive Transkriptionsfaktor wird als psTF bezeichnettnigglicht
durch seineReassemblierurigin Dunkelheit eine Transkription des Zielgens. In Blaulicht
dissoziiert der Transkriptionsfaktor und die Transkription wgestoppt(Hasenjager et al.
2019b) Es handelt sicthierbei um ein umgekehrtes Schaltverhalten im Vergleich zu dem

bereits beschriebenen Crgdb1 blaulichtsensitivem System.

psTF _. Zielgen photosensitives Degron
— . +

Dunkelheit

Blaulicht

- s o QR

.
L

target

protein

proteasomale

aktives Degron Degradation

Abbildung 11: Schematische Darstellung der synergistischermehrschrittigen-optogenetischen Protein
Level Kontrolle (SOMCo). Der psTF besteht aus einem PhotorezepfslL@V2), an den eine DNA
Bindedoméane (HAetR-AsLOV2; tRAL) fusioniert wurde und aus dem Peptid Zdklan eine
TranskriptionsaktivateDoméne VP16 mit einem psttodul (Zdk1-VP16-3mycpsd3; ZVPd) fusioniert wurde.
Das photosensitive Degron der dritten Generation (psd3) verwendetAdli®v2' t' PAMGt&nte als
Photorezeptor. In Dunkelheit ist der psTF assembliert und daMpddl im nicht aktiven Zustand. Dadurch
liegt das Zielprotein stabil vor. Durch Blaulichtbestrahlung dissoziiert der Transkriptionsfaktor und die
lichtregulierten Degrons werderaktiviert. Das SOMCeéVodul reguliert mittels Blaulicht auf drei
unterschiedlichen Ebenen die Substratproteinverfligbaikeiktivitat des Transkriptionsfaktorsi) Stabilitat
eines Teildes Transkriptionsfaktors uri@) Proteolyse des Substrats. Dudtie Kombination des psTF und des
psdiModuls konnte ein Dunkel/Blaulicigchaltfaktor von tiber 300 erreicht werdetasenjager et al. 2019b)

Durch den psTF konnte ein Schaltfaktor von-2,8rzielt werden. Da dieser an einer anderen
Stelle als die photosensitiven Degrons agiert, waren beide Systeme larbdnir{Abb. 11).
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Die Implementation beider optogenetischen Module filhrte zu esyerergistischen
mehrschrittigen Kontrolleder Proteinmengedurch Blaulicht (synergisitc optogenetic
multistep control; SOMCo0). Diese lichtabhangige Kontrolle der Transkription und
Proteinstabilitat fuhrte zu einem Dunkel/Blauli®t¢haltfaktor von Uber 30(Hasenjager et
al. 2019b)

1.2.4 Die LOV-Doméane aus demPhaeodactylum tricornutumAureochrome la als

optogenetisches Modul

Die Proteinfamilie der sogenannten Aureochrome beinhaltet Transkriptionsfaktoren, welche
aus einer Nerminalen bZIP DNABindedoméne fusioniert an eine-t€minale LOV
Domane bestehenTakahashi 2016; Essen et al. 2017Aurechrome kommen in
photosynthetischerStramenopilien vor (Takahashi 2016) Die LOV-Doménen typische
lichtabhangige Entfaltung einer Helix konnte auch in den Aureochrome-D@¥%&nen
(AuLOV) durch biophysikalische Untersuchungen gezeigt werfléaintz et al. 2016;
Banerjee et al. 2016Banerjee et al. 2016a)m Vergleich zu anderen LOYomanen
tragenden Proteinen ist die Doméanenanordnung in Aurochromen invers. In zum Beispiel dem
Phototropin 1 augrabidopsis thalianaefindet sich die Sensordomaae N-Terminus und

am GTerminusdie Effektordomane. Bei den Aureochromen hingegen befindet sich die
Effektordoméne in Form des bZIPs amlErminus undlie AuLOV-Domé&ne am € erminus
(Herman et al. 2013)Fiur diese Photorezeptoren konnten durch strukturbiologische
Untersuchungen zwei Strukturen im Dunkelzustand gel6st werden. Bei beiden war ein
antiparalleler AuLOVDimer in den Proteinkristallen vorhand@feintz et al. 2016; Banerjee

et al. 2016a)

Basierend auf de LOV-Domane ausdem KieselalgenPhaeodactylum tricornutum
Aurechrome 1l1la wurde erfolgreich in S. cerevisiaeunterschiedliche optogenetische
Werkzeugehergestellt(Abb. 12). Mit Hilfe dieses Photorezeptors konnte erfolgreich ein in
Dunkelheit destabilisierendes und in Blaulicht stabilisierendes optogenetisches Modul
hergestellt werde(Hepp et al. 2020)
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Abbildung 12: Ein in Blaulicht stabilisierendes optogenetisches ModulDas besondere Schaltverhalten der
AuLOV-Domaéane konnte durch d&nfihren der V254M und V349Wiutante erhdht werderies handelt sich
jedoch weiterhin um einen geringeren Schaltfaktor als beim urspriinglicheiquid (AtLOV2-cODC1).
Abbildung augHepp et al. 2020)

Dieses besondere Schaltverhalten wurde durch das Einfuhren von Mutatiornggr in
Dimerisierungsschnittstelleverstarkt. Diese verbesserte Vatia (AULOVV2>4M V349W
erlaubte in Kombination mit einer blaulichtaktivierbaren Adenylylzyklase (bPA&ine
synergistische lichtabhangige Kontrotler PKA(AUPAC) (Hepp et al. 2020)

1.2.5 Optogenetische Manipulation der PKAAKktivitat in S. cerevisiae

Die Proteinkinase A n Saccharomyces cerevisiast ein Tetramer, welches auswvei
regulabrischen undzwei katalytischen Untereinheiten besteht. Die cAMP bindende
regulatorische Untereinheit wird durch das @42\ 1codiert und die katalytischen durch die
GeneTPK1, TPK2und TPK3 (Takashi Toda et al. 1987)n Abwesenheit von cAMP bindet
Bcyl die Tpkswodurch diese inaktiviert werden. Der cAMAKA Signaltransduktionsweg
kontrolliert eine Vielzahl an zellularen Prozessen. Eine aktive PKA inhibiert zum Beispiel die
Sporulation, die Kohlenhydratspeicherung, die Stressantdeme und die Genaler
stationden PhaseZusatzlich aktiviert sie die Expressider Geneder ribosomalen Proteine
und der Ribosomenbiogene&ene(Palecek et al. 2002; Gancedo 2008; Santangelo 2006)
cAMP wird in S. cerevisiaadurch die Adenylylcyclase Cyrl aus ATP synthetis{@idhru
Kataoka et al. 1985) Diese wird hauptsachlichdurch extra und intrazellularen
fermentierbarenZucker indirekt aktiviert(Thevelein und Winde 1999)Es wird davon
ausgegangen, dass extrazellular vorhandene Glukose Uber Gpa2 und intrazellulare Glukose
Uber Rasl und Ras2 die Adenylylcyclase aktiviert. Ersteres wird durgblatgnamembran

gebundenen @®roteirgekoppelten Rezeptor Gprl erkafginbrenz et al. 2000; Rolland et al.
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2000) Gprl interagiert mit Gpa2, wodurch es zu einem Austausch von GDP zu GTP kommt.
Das GTRgebundene Gpa2 aktiviert die cAMBynthase (Rolland et al. 2000) Die
Aktivierung durch intrazellare Glukose findet durch die Proteine Rasl und Ras2 statt.
Hierbei handelt es sich um GTPasen. In ihrer @@Bundenen Form sind sie inak{Broach

1991) In ihrer GTRgebundenen Form aktivieren sie die Adenylylcyclase Cyrl. Der
Austausch von GDP zu GTP und umgekehrt wird durch die &imhukleotid
Austauschfaktoren (GEF) und die GTRa&évierenden Proteine (GAP) reguliert. Als GEFs
agieren Cdc25 und Sdc25. Sie aktivieren Ras1/2 durch Stimulierung des Austauschs von GDP
durch GTP(Boy-Marcotte et al. 1996; Crechet et al. 199Dj)e GAPs Iral und Ira2 hingegen
fuhren zu einer Aktivierung der intrinsischen GTRA&#vitat der RasProteine, wodurch es

zu einer Hydrolyse von GTP zu GDP kom{fianaka et al. 1989; Tanaka et al. 1990)

Die PKA-Aktivitat in S. cerevisiaevurde bereits erfolgreich durch optogenetische Module
reguliert. Hierfur verwendete mamp hot oakti vi erbare Adenylylcy
adenylate cyclase: PAC). Es wundenterschiedliche PACs entdecktir die Anwendung als
optogenetisches Modul erwies sich bPA&E am vielversprechendsten. Im Vergleich zu
anderen PACs ist diese klein, wird effektiver durch Blaulicht kontrolliert und der aktive
Zustand kann langer aufrechterhalten wer(igtnerl et al. 2011)Bei bPACverwendeteine

einzelne BLUFDomane fusioniert an eine Typ HAdenylylcyclase.Sie stammt aus dem
BakteriumBeggiatoaund wurde bereits erfolgreich zur Produktion von cAMP in Bakterien,

Pilzen und héheren Eukaryotemgesetz{Wagner Steuer Costa et al. 2017; Stevzaristein

et al. 2017; Jansen et al. 2015)

A B Gpr1/Gpa2

AuPAC

e

. - !
(Ras)~ | O
ATP—= cAMP cAMP
-— PAC

Al LOVvZSdMV349WCA
bPAC i /LN

‘ Wachstum, Entwicklung, Kohlenhydratspeicherung,.... ‘

Abbildung 13: Aufbau und Auswirkung der verwendeten photosensitiven Adenylylcyclasen. :AAufbau

von AuPAC, eineBlaulicht kontrollierten Adenylylcyclase basierend auf einem Aut€DDC1CA Konstrukt

und bPAC. bPAC besteht aus einetddminalen BLUFDomane, welche als Photorezeptor fungieril é@minal
befindet sich die Adyenylylcyclasendoméane. Um eine spezifischerdrddle der Enzymaktivitét zu erhalten
fusionierten wir das AuLOMKonstrukt an den @erminus von bPACB: Die PACs wurden verwendet um die
endogene Adenylatcyclase Cyrl B cerevisiaezu ersetzen. Dadurch wurde ermdglicht REBhangige
Zellantworten we z.B. Wachstum, Entwicklung und die Speicherung von Kohlenhydraten durch Licht zu
kontrollieren. A und B sind modifizierte Versionen aus Hepp, Trauth et al. 2020 (Hepp et al. 2020).
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Durch die Fusion eines lichtdestabilisierenden optogenetischen Ma@dulOY V2> V349

an die bPAC entstand eine neuartige photosensitive Adenylylcyclase XA4b.Diese wird

durch zwei optogenetische Module an unterschiedlichen aber unidirektionalen regulatorischen
Schritten durch Licht beeinflus@tiepp et al. 2020)AuPAC wurde inS. cerevisia@ntwickelt

und erfolgreich angewendeum PKA-abhangige Prozesse zu manipulieren. Um diese
ausschlief3lich durch Blaulicht zu kontrollieren wurden in dem verwendeten Hefestamm die

naturliche Adenylylcyclase Cyrl deletiert (A8B).
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2 Ergebnisse
2.1 Entwicklung und Charakterisierung eines ultrasensitiven optogenetischen
Schalters

Im Rahmen dieser Arbeit sind mehrere optogenetische Schalter zum Einsatz gekommen. Um
diese an biotechnologisch relevanten Zielen anwenden zu konnemwzurtichst wichtige

fehlende Charakterisierungen und Optimierungen der Module durchgefihrt. Dabei diente
rotfluoreszierendes Protein (RFP) als Reporter, wodurch Fluoreszenzmessungen mittels

Durchflusszytometer als auch WesterntAotalysenmdglich waren

Um einen Eindruck der tatsachlichen Proteinmenge zu erhalten eifolfpégenden Teikin
Vergleich der Proteinmengen im induzierten als auch im nicht induzierten Zustand zwischen
den unterschiedlichen Modulen, d&kBDH1- und einem synthetischen doxycyelbh&ngigen
Promotor. Diesveranschaulichtdie Aktivitdt der verwendeten Promotoren, da fur viele

Anwendungen nicht nur die Schaltrate von gro3em Interesse ist.

Des Weiteren wurde die Kombination einer Transkriptionskontrolle und einer
Proteinstabilitatskatrolle untersuchtDie Sensitivitat der Module ist fir die Anwendung in
der Biotechnologie sehr relevant, weshalb eine Dé&kungsKurve erstellt wurdeDie

daraus resultierenden Ergebnisse simdolgenden Teil beschrieben.

2.1.1 Kombination von chemisch lontrollierter Biosynthese und lichtkontrollierter
Stabilitat

Durch eine Kombination des pshifoduls (iLID ®-cODCc)und einer chemisch kontrollierten
Transkription wurde versucht eine verbesserte Kontrolle der Proteinmengen zu erhalten.
Hierfir wurde einemodifizierte Version des taiff Systems verwendet: der CelPegomotor

des tet®@-Konstrukts wurde durch deBAL1 CorePromotor ausgetauscht, der Tetracycline
Transaktivator (tTA) stand unter Kontrolle d@®H1 Promotors und wurde mit ps@gID *A-
cODCc) fusioniert. Dieses Expressionsmodul wurde verwendet dasFusionsprotein aus
einem RFP (mCherry mit einem psdiag zu kontrollieren(Abb. 14A) und mit dem gut
charakterisierte ADH1-Promotorzu vergleichen
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Abbildung 14: Vergleich des synthetischen doxycyclinabhéngigen Promotors mit de®DHZ1-Promotor
(Hasenjager et al. 2019h)Die RFRFluoreszenz der HefezellenadRi: ESM356 + pSH25; Bos ESM356 +
pDS239) wurde in Anwesenheit und Abwesenheit von Doxycyclin und Blaulicht (465nm; 30uist¥m
bestimmt. Dies diente dazdie Promotorstarken unter den jeweiligen Bedingungen zu charakteriskeren.
Schematische Darstellung des-aétt Systems in Kombination mit dem psilfodul. Der Transkriptionsfaktor

tTA ist mit einem psdModul fusioniert. Durch die Zugabe von Doxycycliissoziiert der TF von der DNA.

Durch Blaulicht wird die Degradation des TFs und RFP induzrtDurchflusszytometenessungender
beschriebenen Bedingungdbie Promotorstédrken ohne Blaulicht und ohne Doxycyclin sind vergleichbar. Die
Zellen wurden 5tunter entsprechenden Bedingungean TC-Flaschenwachsen gelassen bevor sie vermessen
wurden.Dargestellt ist eine Uberlagerung von den Messungen der einzelnen Bedingungen und die dazugehérige
Quantifizierung Diese besteht au® unabhangigen Messungen und der Fehlerbalken stellt den Standardfehler
dar. C: WesternblotAnalyse derin B verwendeten Stammeierbei konnten ahnliche RF¥ignale in beiden
Hefestammen in Dunkelheit und ohne Doxycyclin bestimmt werden. Die Zeliehenunterden angegebenen
Bedingungenin TC-Flaschenfir 5h bevor sie durch eine TGRrazipitation aufgeschlossen wurden. Die
verwendeten Antikdrper waren spezifisch fir mCherry bzw. Tubl. Dargestellt sind 4 unabhangige Messungen
und der Fehlerbalken entgght dem Standardfehler.
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Eine Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie ergab fir beide Konstrakiee
Doxycyclin und in Dunkelheieine &hnliche Fluoreszenz (Ab&B). Durch eine Induktion
desADH1-Konstruktesmit Blaulicht entspractdie gemessen€&luoreszendem Hintergrund.

Die Induktion des modifizierten tetff Systems mit Blaulicht und Doxycyclin resultierte in
einer sehr geringen RFP Fluoreszenz, welche jedoch im VergleichARi-Konstrukt

noch eindeutig tber der Hintergrundfluoreszenz. I|eme WesternbleAnalyse ermoglichte
eine zusatzlichematurierungsunabhangig®uantifizierung der beschriebenen Konstrukte
(Abb. 14C). Diese Messung wird im Vergleich zu den zuvor durchgefuhrten Bestimmungen
der Fluoreszenzintensitat von mCherry nicht dulessen Maturierungszeit beeinflussier
konnten ahnliche RFP Signale in beiden Stammen in Dunkelheit und Dbxyeyclin
bestimmt werdenEine Induktion desADHI1-Konstruktes mit Blaulicht flhrte zu einer
Reduktion des RFP Signals auf knapp (B@%. Durch die Induktion des teiff Systems
mittels Blaulicht und Doxycyclin reduzierte sich das RFP Signal auf unter 5%. Bei beiden
Methoden lieBensich &hnliche RFP Signalstarken fur die beiden Konstrukte nicht

induzierten Zustand messen.

2.1.2 Aktivitdt des synthetischen photosensitiven Transkriptionsfaktors (psTF) im
Vergleich zum ADH1-Promotor

Fur den synthetischen photosensitiven Transkriptionsfaktor wurde die durch Dunkelheit
verstarkte Interaktion zwischen dem PhotorezepfaOV2 und dem Peptid Zdkl
ausgenutzt. Um aus diesen Komponenten einen synthetischen Transkriptionsfaktor
herzustellenfusionierte manan AsLOV2 eine tetR DNMAindedoméne und an Zdkl eine
Aktivierungsdomane VP16Abb. 15A). Zur Verstarkung deRegulation durch Lichtvurde
zusdzlich ein photosensitives Degron (psd®) an die Aktivierungsdonadigebracht Die
dadurch entstandenerfusionsproteine (HAetR-AsLOV2: tRAL; Zdk1-VP16-3mycpsds3:
Z\V/Pd) interagieren in Dunkelheitodurch ein funktionsfahiger Transkriptionsfaktor entsteht.
Unter Blaulicht wird diese Interaktion gestért und zusatzlich ZVPd abgehn#gtund dessen

es zu einer verringerten Aktivitdt des Promotorsystems kommt. Dieser photosensitive

Transkriptionsfaktor wird als psTF bezeichnet.

Um die Starke des psTFs genauer zu charakterisieren wurde dieser miDéERPromotor
verglichen. Beide Promotorekontrollierten das stabile Fusionsprotein CHPegFRFP.
Dieses besteht aus einem Cylmreszierenden Protein, welches mit einer modifieie
tobacco etch virug¢TEV)-ProteaserErkennungssequenz an das Rot fluoreszierende Protein

mKate fusioniert wurde.
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Abbildung 15: Kontrolle der CFP-TDegFRFP Menge durch den psTF regulierten Promotor im Vergleich

zum ADH1-Promotor (Hasenjager et al. 2019h) Die RFRFluoreszez der Hefeellen (Rpni: ESM356 +
pDS7; Reos ESM356 + pSH32) wurde in Anwesenheit und Abwesenheit von Blaulicht quantifiziert. Dadurch
konnte die Promotorstarke in Abwesenheit des Induktors bestimmt wekde&Sthematische Darstellung des
photosensitiven Transkriptionsfaktors psTF. Dieser besteht aus einer Fusion zwischen dBmBé&boméane

tetR und dem Photorezept&d OV2 und einer zusatzlichen Fusion aus dem Peptid Zdkl mit einer VP16
Aktivierungsdoméane uheinem psdModul. B: Durchflusszytometermessung der beschrieben Konstrukte und
Bedingungen. Hierbei wurde eine 20% reduzierte {RkP@reszenz in den Zellen mit psKenstrukt in
Dunkelheit im Vergleich zumADH1-Promotor beobachtet. Das Experiment wurde w Abb. 14B beschrieben
durchgefuhrt. Dargestellt sind Uberlagerungn von den Messungen der einzelnen Bedingungen und die
dazugehdrige Quantifizierun@iese besteht aus unabhéngigen Messungen und die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler daC: WesternblotAnalyse der beschriebenen Konstrukte und Bedingungen. Hierbei konnte in
Dunkelheit eine 40% reduzierte RSRgnalstarke fur die Proben mit psTF Konstrukt im Vergleich zu den
ADH1-Promotorproben beobachtet werden. Das Experiment wurde wiblin14C beschrieben durchgefihrt.
Dargestellt ist der Mittelwert aus 4 unabh&ngigen Messungen. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.

Messungen mittels Durchflusszytometrie als auch WesterAllalyse zeigten eine deutlich
geringere Aktivitdt ds synthetischen lichtabhangigen Promotors im Vergleich ADid1-
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Promotor (Abb 15B, C). Im Durchflusszytometer konnte selbst in Dunkelheit nur ca. 20% der
RFP Fluoreszenz im Vergleich zuADH1-Promotor gemessen werden. Die Westernblot
Analyse hingegen ergab in Dunkelheit eine RFP Signalstarke von 408@dsPromotors
(Abb. 15C). Dies lasst auf eine 2,%is 5fach geringere Aktivitat des synthetischen
Promotors schlieBen. Bei beiden Methodmfd sich mit Blaulicht die durch denpsTF
kontrollierte Proteinmengeéeutlich reduzieren. Vergleicht man das RFP Signal in Dunkelheit
mit dem in Blaulicht lasst sich eine Reduzierung um einen Faktor-%omebbachten.

2.1.3 Charakterisierung einer synergistischen optogenetischenund mehrschrittigen
Kontrolle durch Licht

Durch die Kombination des psTF mit einarsatzlichen lichtinduziertend3tabilisation des
Zielproteins sollte eine synergistis¢haptogenetischeind mehrsufige Kontrolle (SOMCo)
durch lichtregulierte Module erzielt werdenHierbei reguliert Licht nicht nur die
Transkription oder die Proteinstabilitdbndern beides (AbA6A).

Um die Auswirkungen dieser Kontrolle zu charakterisieren wurde ein@BP Konstrukt
unter Kontrolle des psTF oder desDH1-Promotors gebracht. In Dunkelheit lag die
Produktion von RFPsd3 kontrolliert ~ durch den psTF in den
Durchflusszytometermessunganf 50% (Abb. 16B) und in den Westernblgtnalysen auf
36% des Levels desADH1-PromotorkonstruktAbb. 16C). Durch eine Aktivierung der
Module durch Blaulicht wurden die entsprechenden -Bifhale deutlich reduziertim
Durchflusszytometehob sichdie Fluoreszenz von RHpsd3 unter Kontrolle de#&DH1-
Promotors noch eindeutig vom Hintergrund ab. Die Kontrolle durch SOMCo hingegéa fih
zu Fluoreszenzwerten die deintergrundluoreszenzentsprach Die Immunodetektion von
mCherryergab ein ahnlicheBild. Durch die Induktion mit Blaulicht konnte dabei das Signal
durch das RHi-RFP-psd Konstrukt im Vergleich zur Dunkelheit auf 36% reduziert desr
und durch SOMCo auf ca. 5%.
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Abbildung 16: Kontrolle der RFP-psd® Mengedurch den psTF im Vergleich zum ADHZXPromotor.

A: Schematische Darstellung der Kontrolle von RiS@? durch den psTB: Durchflusszytometermessung der
Konstrukte nach Zellwachstum in Dunkelheit oder Blaulidbie RFRFluoreszenz der Hefezellen AdR1:
ESM356+ pSH25; Rioe ESM356 + pSH33) wurde in Anwesenheit und Abwesenheit von Blaulicht (465nm;
30pmol*nr?*s1) quantifiziert und die Promotorstarken ohne Induktor miteinander verglidtierbei konnte
eine 50% reduzierte RHHuoreszenz in de Proben mitdem psTFKonstrukt im Vergleich zumADH1-
Promotor beobachtet werdeDargestelltsind Uberlagerungnvon den Messungen der einzelnen Bedingungen
und die dazugehdrige Quantifizieruniese besteht au6 unabhangigen Messungen udid Fehlerbalken
entspreben dem StandardfehlerDas Experiment wurde wie iM\bb. 14B beschrieben durchgefihrC:
WesternblotAnalyse der beschriebeneKonstrukte nach Zellwachstum in Dunkelheit oder Blaulicht
Durchfuhrung mit den Stammemd experimentellen Bedingungen wie unBbeschrieberHierbei konnte eine
um 36% reduzierte RFPluoreszenz in den Proben mit psKBnstrukt im Vergleich zumADH1-Promotor
beobachtet werden. Das Experiment wurde wieAbb. 14C beschrieben durchgefuhrt. estellt ist der
Mittelwert aus 4 unabhéngigen Messungen und die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
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2.1.4 Lichtsensitivitat scharakterisierung der optogenetischen Module

Zur Uberprufung der durch das photosensitive Degron (psd3), pdbotosensitiven
Transkriptionsfaktor (psTF) oder der Kombination der beiden Module kontrollierten RFP
Fluoreszenz wurden Durchflusszytometermessungen durchgefuhrt. Dahdanwirdrgleich

zu den einzelnen Moduledurch die Kombination eine synergistiscloptogenetischeind
mehrstufige Kontrolle (SOMCOo) erzielt (Abb7A).
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Abbildung 17: Synergistische mehrstufige Signalweiterleitung mit Blaulich{Hasenjéager et al. 2019h)A:
Schematische Darstellung demterschiedlichen lichtkontrollierten Module i) Photosensitives De@ped?) ii)
lichtsensitiver Transkriptionsfaktor(psTF) iii) Lichtkontrollierte Genexpressiordurch den psTFund
lichtkontrollierte Proteinstabilitatdurch psd?B: DosisWirkungsKurve der optogenetischen Modulevelche
durch die TranskriptionsfaktoraktivitafRAL ZVPdPeiosRFP), der Proteigabilitt (Pxpni-RFP-pscé) oder der
Kombination aus beiden ModulentRAL ZVPd PeiosRFP-psd) reguliert wird Bei den verwendeten
Hefestdmmerhandelt es sich um ES356 mit den entsprechenden Plasmiden pSH32, pSH25 odeDSH33.
Zellen wurdenunter Blaulichtintensitaten von 0 bis 30umol*s™ in 6-Well-PlattenangezogenDargestellt
sind mehr als 6 unabhdngige Messungen und die Fehlerbalken entsprechen dem Standatdfehler.
Semlogarithmische Darstellung dexgerimentellenDaten aus C und deren nichtlineakapassung durch die
Hill-Gleichung. Die Fehlerbalken entsprestier Standardabweichung.

28



Die Auswirkung der 3 Module bei unterschiedlichen Blaulichtintensitaten auf die RFP
Fluoreszenz wurde bestimmt und somit eine DW@gikungsKurve erstellt (Abb. 17B). Die
beiden Module, bei denen das Zielprotein ein psd® trugiden bereits signifikant von
Lichtintensitaten unter 1pmol*is™? beeinflusst. Hingegen bendtigte der psFBnol*m

g1 um eine Reduzierung der RFP Fluoreszenz zu erzielen. Fiir alle 3 Konstrukte reichten 5
10umotm s Blaulicht aus um eine komplette Aktivierung der Module zu erzielen. Im
stationdren Zustand erzielte der psTF eine um 30% reduzierte RFP Fluoreszenz im Vergleich
zum nichtinduzierten Dunkelzustand. Die Degradation durch das psd® ermdglichte eine
Reduktionunter 10% und durch die Kontrolle mit SOMCo sogar unter 5%. Eine Anpassung
der Ergebnisse der DosigirkungsKurve durch die HilGleichung ergab fir das p$diodul

einen HillKoeffizienten von 1.1, fur den psTF einen von 3,8 und fiur SOMCo von 1,6 (Abb.
17C). Dies deutet auf eine ultrasensitive Regulation durch das psitFdem SOMCdodul

hin.

2.2  Charakterisierung und Anwendung eines optogenetischen Tools fur induzierte
Proteinstabilitat
2.2.1 Kinetik ender AuLOV V254MV349W i Mutante

Die LOV-Domane aus denPhaeodactylum tricornutumAureochrome 1l1a fihrt in der
Backerhefe zu einer Destabilisierung in Dunkelheit und einer Stabilisierung in Blaulicht
(Hepp et al. 2020)Dieser Effektder AuLOV-Doméane wurde durcldie Einfihrung der
V254M V349W Mutationen verstarkDie Auswirkung dieser Doméan&urde zuvor nur im
steady state betracht@iepp et al. 2020)Aus diesem Grund erfolgte ei@harakterisierung

der Proteistabilisierungs bzwi degradationskinetik. Dafir wurde ein Cycloheximichase
durchgefuhrt.Mit Hilfe dieses Experiments konnte die Stabilitdt der Zielproteine genauer
untersucht werden, da die Translation in den Zellen durch die Zugabe von Cycloheximid
gestoppt wurdeEs diente ein GFRP2A-mCherryKonstrukt oder nur mCherry als Reporter
um die Proteindegradatiorzu quantifizieren. Zunéchst wurdeas Schaltverhalten von
Blaulicht zu Dunkelheitmittels Immunoblottingvon Konstrukten mit einer &tiven cODC1
Sequenz betrachtéfbb. 18A). Die gleichen Experimente erfolgten auch rdér inaktiven
cODCI*A-Mutante Mit aktivem Degron konnte eineleicht starkee destabilisierende
Wirkung beiBlaulicht-exponierten Zellebeobachtetverden(Abb. 18A).
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Abbildung 18: Charakterisierung der AuLOV -Mutanten. A: Cycloheximidechase vorHefezllen mit dem
mutierten KonstrukiGFP-P2A-3mCherry3mycAuLOW?54M V34WeODCL Die Zellen wurden vor Beginn der

Probenentnahme unte

r B?%s} wdchsenhyelassertubicbnaain der Bnéhahme derersten

Probe (t=0min) ins Dunkle gebracht. Die Graphik stellt den Durchschnitt aus vier unabh&ngigen Messungen dar
(die Fehlerbalken entsprechen dem StandardfelBerycloheximidechase mit einem Konstrukt,elches ein
inaktiviertes Degron tragt QFP-P2A-3mCherry3mycAuLOW?54M V34WeODCI®A). Der Ablauf des
Experiments wurde wie in A beschrieben durchgefi@rtMessung der RFP/GFRatio von Zellen mitGFP-
P2A-3mCherry3mycAuLOW25#M V349WeODC1 Konstrukt nachdem sie von Blaulicht (465 nm; 30pumo¥*s

2) ins Dunkle gebracht wurdemittels DurchflusszytometrieDie erste Probe wurde vor dem Wechsel der

Lichtbedingungen entnommen (t=0min). Die Ergebnisse entstammen 8 unabhangigen Messungen und die
Fehlerbaken stellen den Standardfehler dar.Messung der RFP/GHRatio von Zellen mit einersFP-P2A-
3mCherry3mycAuLOWY?#MV34WeODCIA Konstruktn ac hdem s
Dunkle gebracht wurdemittels DurchflusszytometrieDie Experimentbedingungen entspreclerbargestellt
sind 8 unabhangige Messungen und die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.
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Durch die Inaktivierung des Degrons war Uber den gemessenen Zeitraum kein Unterschied zu
beobachten (Abb. 18B). Verfolgt man das RFP/&&#o der GFHP2A-mCherry Konstrukte

in Zellen, die von Blaulicht in Dunkelheit gebracht wurden mittels Durchflussattaeriiber

3h, verringert sich diese mit aktivem Degron (Abb. 18C) und inaktivem Degron (Abb. 18D)
nur sehr langsamDiese Experimente zeigten, dass kein deutlicher Unterschied in der
Proteinstabilitat zwischen Zellen in Blaulicht im Vergleich zu Zelle®umkelheit wahrend

des Beobachtungszeitraums zu erkennen ist. Zuséatzlich konnten nur sehr langsame
Anderungen in der Proteinmenge durch das Schalten von Blaulicht zu Dunkelheit beobachtet

werden.
2.2.2 Charakterisierung lichtkontrolliert er PKA-Aktivitat in S. ecerevisiaeZellen

Um die Anwendbarkeiin S. cerevisiaeder zuvor charakterisierten AuLOMutante zu
demonstrieren wurde eine synergistische, lichtkontrollierte Adenylylcyclase entwidiesle
besteht aus der lichtsensitiven Adenylylcyclase bPAC und Alg®V V254 V34SW.copDCEA
Konstrukt. Dadurch entstand ein optogenetisches Toolzméi Blaulichtrezeptorendie
unidirektional agiereifAbb. 13A).

Fur die folgenden Charakterisierungen wurde&eicerevisias&stamm verwendetn demdas
endogeneAdenylylcyclasgen CYRL deletiertist. Dies ermdglichte esdie PKA-Aktivitat
ausschlie3lich uber PACs zu kontrollieren, wodurch die damit zusammenh&ngenden
phanotypischen Veranderungen lediglich auf die photokontrollierten Adenylylcyclasen
zuruickzufiihrersind. Die Auswirkungdes Fusionsproteins ab®AC undder AuLOVV2>*M
VIAMW_cODCEA auf das Wachstum sollte im Vergleich zwei unterschiedlichen bPAC
Konstrukten untersucht werdeierfiir wurde bPAC unter Kontrolle zweziunterschiedlich
starker Promotoren verwendet. In einem Konstrukt wurde die Expression durch den starken
ADH1- kontrolliert und im anderen durch den deutlich schwach&#CtPromotor. Die
Auswirkung der unterschiedlich starken Expression von bPAC koradarch untersucht
werden. Edolgte eine Aufnahme eineiWachstumskuwre tber 16h in Flissigmedium und bei
unterschiedlichen Lichtbedingungéfbb. 19). Dabeiwurdelediglich fir das kbri-tagRFR
bPAGKonstrukt ein  geringes  Wachstum in Dunkelheit beobachtet.

Bei 0,5umol*m?*s Blaulicht konnten die Zellen mit den bPAGnstrukten am besten
wachsen wahrendbeim Stamm mit demAuPAC-Konstrukt nur ein geringes Wachstum
auftrat Die Zellen mit dem AuPA@onstrukt zeigten bei Sumol*rts? ihr starkstes
Wachstum. Interessanterweisevurde auch bei W7¥Zellen ein starkeres Wachsturbei

mittleren Blaulichtintensitaten beobachtet (0,5-5umol*m?*s?). 5 und 30umol*n?*s
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Blaulicht fluhrte bei den bPA@xprimierenden Zellen zu einem WachstumsdefBéi der

hochsterBlaulichtintensitat wuchsen al&tamme etwas langsamer.

Dunkelheit Blaulichtintensitat [umol*s™m3]

16

160

8 8 8 12 16 4 8
Zeit [h] Zeit [h] Zeit [h] Zeit [h]

—8— Ppy-tagRFP-AUPAC  —4— Poyes-tagRFP-bPAC P apr1-tagRFP-bPAC  —a— SK1 WT Kontrolle

Abbildung 19: Auswirkungen der PACs auf das Zelwachstum Charakterisierung des Wachstumsverhaltens

der Hefestammaean denen die natirliche Adenylylcyclase Cyrl dueate blaulichtaktivierbar@denylylcyclase
ausgetauscht wurden Vergleich zum WT (Roni-AuPAC ySEBY ySEBG Papni-bPAC yJT14; RycrbPAC

ySEB38; WT: YCR75). In diesem Wachstumstest in flugsiggledium zeigten fast alle Stamme mit
blaulichtsensitiver Adenylylcyclase in Dunkelheit kein Wachstum. LedigliehStamm mit dem fwi-bPAG

Konstrukt zeigteschwaches WachstunBereits geringstd&laulichtintensitatreicht aus um eine Reaktion der
lichtsensitiven Stamme in Form von Wachstum zu erhalten. Hohe Lichtintensitaten verlangsamen bei allen
Stdmmen das Wachstum. Dieses Experiment wurde aufgrund der langen Messzeiten in Zusammenarbeit mit
Sebastian Hepp durchgefllrid ist daher auch Teil seiner Dolddreit (Sebastian Hepp, 2020).

Aufgrund der geringen Aktivitat in Dunkelheit und des vergleichsweise guten Wachstums
unter geringen Blaulichtintensitaten erwies sich dascRagRFRbPAC Konstrukt als
vielversprechendum weitere PKA abhéangige Zatitworten zu untersuchen, weshaitit
diesemStamm eine Je®ampfFarbung durchgefihwurde(Abb. 20.

SK1 ESM356 SK1 SK1 cyr1A ESM356 ESM356

® 0 pmol*s™*m WT Pcyci-tagRFP-bPAC WT Cyr‘]_deAS
1 pmol*s™*m2

Vorher
Vorher

® 30 pmol*s™*m2

Experimentdauer

Nachher
Nachher

<«

Abbildung 20: Auswirkung einer verringerten PKA -Aktivitat auf die Kohlenhydratspeicherung mittels
optogenetischer Module Schematische Darstellung der Wachstumsbedingungen vor dé&adopfFarbung
und die entsprechenden Ergebnigsgwurden immer vor und nach der dodmpfFarbung Fotos von den Zell
Patches gemachDa der Stamm ySEB3& (y r BcwertagRFRbPAQ den groften Unterschied im Vergleich
Dunkelheit zu Blaulichtwachstum aufwies Ph. 19), wurde dieser weitecharakterisiert. Dabei wurde der
Stamm zuné&chst unter geringen Blaulichtintensitaten (465nm; 0,5ur#h) angezogenund anshlieRend
ins Dunkle transferiertim Vergleich zum WT konnte eine deutlich dunkl&é&bung des Zellpatchesch der
JodDamptBehandlung beobachtet werden. Es wurde versucht dieses Ergebnis mit einesdSaMutante
(ySH21) zu replizieren und dieseeMalten lichtabhdngig (465m; 30umol*®is-1) zu ermdglichen. Hierbei
konntenur ein sehr geringeFarbungsunterschied im Véeich zum WT beobachtet werden.

Zusatzlich erfolgte eine Charakterisierung eiogrl-psd*>-Mutante. Diese sollte zu einer
ahnlich reduzierten PKAktivitat fihren, welche jedoch durch Blaulicht reduziert wird. Dies
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wirde eine Erweiterung der Anwendungsmaglichkeiten der optogenetischeiStekarung

darstellen.

Um zu Uberprifen ob eineerringate PKA-Aktivitat hervorgerufen werden konnteurde der
Stamm mit dem bPA®onstrukt zunachst unter geringen Blaulichtintensitat@mgezogen
und anschlieRend srDunkle transferiert Der Stamm mit der modifizierten Cyrl hingegen
wurde durchgehend in starkeBlaulicht inkubiert. Bei beiden Stammen liel3 sich eine
dunklere Farbung im Vergleich zu demntsprechenden Wildtyp beobachten. Dieser

Unterschied war bei debPAC Stammausgepragter
2.3  Anwendung der optimierten Module an biotechnologisch relevanten Zielen

Um die Anwendung von unterschiedlichen pddodulen und dem SOMGCModul an
Okonomischrelevanten Biosynthesewegen ztesten wurden zwei unterscadliche
Zielproteine ausgewahlzum einen das essenzielle und membranstandige Protein Erg9 und

zum anderen dam Zytosol vorliegende nicht essenzielle Gdhl.

Die entsprechenden Gene wurden mit den optogenetischen Degradationsmoduéamem
myc3-Tag versehen und der Proteinabbau mitielsnunoblottingquantifiziert (Abb. 21A).

Die Erg9-3myc-Proteinlevelverringerten sicliiberraschenderweise Blaulicht leicht(Abb.
21B). Die photosensiven DegronModule der zweiten(AsLOV-cODC1) und der dritten
Generation (iLID*-cODC1) verhielten sich &hnlichin Dunkelheit als auch in Blaulicht
wurde eine starke Reduzierung der Proteinmengen beobadahigetVerringerung war in
Blaulichtexponierten Zellen verstatkEs konnte mit den Modulen die Er$®enge auf
~20% derErg9-3mycMengereduziert werden. Eine eindeutige Schaltbarkeit blieb aus. Die
synagistische Kontrolle hingegereigteaufgrund der zusatzlichen Transkriptionsregulation
ein eindeutiges Dunkel zu Blaulicht Schaltverhalten. Ohne die Induktion mit Blaulicht
wurden im Vergleich zur nicht modifizierten Variante erhohte Bvighgen detektiér Eine
Blaulichtbestrahlung reduzierte diese jedoch staKerdings wurden ahnlich niedrige
Proteinlevel wie bei den p9dodulenbeobachtetAlles in allem betrachtet erwiesen sich alle
Module als vielversprechendille getestetenrModule erreichtendurdh die Induktion der

Zielproteindegradatiodeutlich reduzierte Proteinmengen.
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Abbildung 21: Lichtkontrolle der Erg9-Mengen Die Erg9 Verfugbarkeit in den Hefezellevurde durch
verschiedene lichtkontrollierte Module beeinflusst und mit Hilfe des 3fags durch Immunodetektion
guantifiziert (Erg9myc3-psd3: ySH3; Erg8mycpsdS: ySH4; Erg9myc3: yDS527; Synergistische Kontrolle
von Erg9: yJT35)A: Beispieldetektion eineWesternblotAnalyse mit den beschriebenen Hefestammen. Die
Zellen wurden entweder in Dunkelheit oder bei Blaulicht (465nm; 30umdisr) fir 24h angezogerbevor
Proben fur die anschlieBende T®Aazipitation gezogenwurden. Die Immunodetektion erfolgtadurch
spezifische Tublund mycAntikérper. Tubl dient hierbei als LadekontrolB: Quantifizierung derkErg9
Westernblots. Die Erg8myc-Mengein dunkeladaptierten Zellen wurde als Referenz verwendet (10D%)
beiden lichtregulierten Degrons verhaltéchsihnlich undrerringernbereits in Dunkelheit die Erg8lenge Die
synergistische Kontrolle erméglicht eine gute Schaltbarkeit der Proteinmengen. In Dunkelheit wird dabei jedoch
der WT-Level deutlichiberschritten. Durch die verwendeten Module lasseh die Erg9Mengen auf ca. 20%

des Wildtyps reduzieren. Dargestellt sind 3 unabhangige Messungen und die Fehlerbalken dgel
Standardabweichung dar.

Das zweite Zielprotein Gdhllegt im Gegensatz zu Erg9 im Zytoplasma vor und ist daher
leichter zugénglich fur proteasomalerAbbay der durch das pshMlodul induziert wird Im
Kontrastzu Erg9 blieb die GdrBmycMenge in Blaulicht und Dunkelheit gleicAlgb. 22A).
Durch die Regulation mit den p#dodulen wurden die Proteine bereits in Dunkelheit
destabilisiert. Es wurden GdtMengen von 40% fir das pshfodul und 60% fiir das p&e-
Modul des Wildtyps detektiert. Durch die Induktion mit 30umofsi® Blaulicht erhéhte

34



sich die Degradation und es konnten bei beiden Modulen nur noch ca. 8% dep\@idtit¥
Menge detektiert werdgii\bb. 22B).

neg K Synergistische Kontrolle von Gdh1-myc3  Gdh1-myc3-psd®* Gdh1-myc3-psd? Gdh1-myc3
+ - + - + - + - + - + Blaulicht
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anti-tub1
— ---“
T W e ——
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40 |
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Synergistische Kontrolle ~ Gdh1-myc3-psd?® Gdh1-myc3-psd”® Gdh1-myc3
von Gdh1-myc3

Proteinmenge [%

Abbildung 22 Lichtkontrolle der Gdhl-Menge Die Gdhl Verflugbarkeit in den Hefezellen sollte durch
verschiedene lichtkontrollierte Module beeinflusst und mit Hilfe des 3hags durch Immunodetektion
guantifiziert werden (Gdhinyc3-psd3: yDS488; GdhBmycpsdS: yDS487; Gdhimyc3: yJT21;
Synergistische Kontrolle vorGdhl yJT40). A: Beispieldetektion einer Westernblahalyse mit den
beschriebenen Hefestammen. Das Experiment wwwoe in Abb. 17A beschrieben durchgefiihrDie
Immunodetektion erfolgte durch spezifische Tubhhd myeAntikérper. Tubl dient hierbei als Ladekontrolle.
B: Quantifizierung der @hl Westernblots. Die Gdkhyc3 Menge in dunkeladaptieren Zellen wurde als
Referenz verwendet (100%pie beiden lichtregulierten Degrons verhalten sich dhnlich und beeinflbeseits

in Dunkelheit die Gdhl MengeDie synergistische Kontrolle ermoglicht eine gute Schaltbarkeit der
Proteinmengen. In Dunkelheit werden dalGdhl-3mycahnliche Mengen erreicht. Durch die verwendeten
Module lassen sich die GdiMengen auf unter 5% des Wildtyps reduzieren. Dargestellt sind 3 unabhangige
Messungen und die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

Die synergistische Kontrolle er@s sich fir die Gdhl Kontrolle als nahezu optiniaie
detektierten MengemiDunkelheitentsprachen dem Wildtydiveau Durch die Induktion

der Degradation und der reduzierten Promotoraktivitat durch Blaubibdiben nur noch
geringste Mengen a@dhl1ibrig (Abb. 22B).
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2.3.1 Optimierung eines b-Carotin produzierenden Hefestamms mit optogenetische

Modulen

Um die Auswirkungen durch optogenetische Regulationen auf die Produktion eines
heterologen Metabolits zu untersuchevurde die Biosynthese vob-Carotin als Model
verwendet Fir die Implementierungdes Biosynthesewegs mussenlediglich 3 heterologe
Gene in S. cerevisiae exprimiert werden. Der Biosynthesewegzweigt sich dem
Mevalonatsynthesewegsib, dieser ist Ausgangspunktfir die Produktion unzéahliger
biotedhnologischielevante Sekundarmetabolitefitin weiteres Argument fir die Verwendung
von b-Carotin ist die Fluoreszenz dieses Produktes, die eine Massenspektremetrie
unabhangige Detektion ermdglicht.

Zunachst wurdealer Biosynthesewegon b-Carotinin S. cerevisia&ellen mit Hilfe eines
Plasmids (pUDE269) implementiert Anschlieend erfolgten erste b-Carotin
Quantifizierungen mittels Durchflusszytometrie in unterschiedlichen MeHienflr wurden

zwei unterschiedliche Medien verwendet und die Prodokti dieserverglichen.

Das LowFluoreszendMedium (LFM) wird oft fir Fluoreszenzmessungen $1 cerevisiae
verwendet und WMS8 ist ein fir die Fermentation in groBen Volumina optimiertes
synthetisches Medium. Die Fluoreszenz wurde alle 24h fir insgesamt T7aittels

DurchflusszytometrigemesseAbb. 23A).
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Abbildung 23 Ve r g | e i eCarotid Eluoredzenz zwischen Zellen die in LFM oder WM8 gewachsen

sind. A: -ChrotinFluoreszenzauf EinzelZell-E b e n e . -Cadiotire profuzierenden Zellen (ESM356 +
pUDE269) wurden fur 72h in de entsprechende Medium angezogenund alle 24h Proben fur eine
Durchflusszytomete-Messung entnommen. Dargestellt sind 8 unabhéngige Messungen. Die Heaherba
stellen den Standardfehler d&: Vergleich derb-CarotinFluoreszenz zwischen einer Hefekultur die in LFM
bzw. WM8 gewachsen ist. Das Experiment wurde wie in A beschrieben durchgefuhrt. Die Fluoreszenz wurde
mit der Anzahldetektierten Zellemultipliziert. Dadurchwurdedie Fluoreszenz degesamta Kultur berechnet.
Dargestellt sind 8 unabhéngige Messungen. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.
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Nach 24h verhieltsich die b-CarotinFluoreszenz in beiden Medien ahnlich. Nach 48h

errdchte die Fluoreszenz pro Zelle im LFM den hochsten Weihrend sie im WM8 sank.
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Nach insgesamt 72h reduzierte sich die Fluoreszenz im LFM pro Zelle um cawaBgénd

sie im WM8 auf einem konstanten Level blieb. Insgesamt konnte im LFM mehr Fluoreszenz
pro Zelle gemessen werden. Berlcksichtigt man jedoch zusataickahl der Zellteilungen

in den entsprechenden Medien ergibt sich ein anderes Bild. [darddahrstoffreichtum im

WM8 wird ein starkeres und langeres Wachstum ermdéglicht. Berechnet marCdietin
Fluoreszenz pro Kultuwurde im LFM bei allen Zeitpunkternweniger Fluoreszenz im
Vergleich zumwWM8 gemesselfAbb. 23B). Nach 24h haben pro Kultur die Zellen im WM8
bereits deutlich ntg Fluoreszenz. In LFM erreichtdie Kultur nach 48h ihr

Fluoreszenmaximum.

Diese Ergebnisse spiegeln die Erwartungen wieder. VilM8& durch den Né&hrstoffreichtum
zu einer erhdhten ProduktioRur die Charakterisierung zellularer Manipulationen aufbelie
CarotinSynthese auf Einzelzellebene ist LH®Hoch bessergeeignet Aus diesem Grund

wurde fur die folgendeCharakterisierungndasLow-FluoreszendMediumverwendet

23.1JAuswirkungen einer optogeneti scCGamtm- Kontr

Produktion

Fur die Optimierungder b-CarotinProduktion mitoptogenetischen Modulen wurden die
bereits beschriebenen lichtregulierten Modydsd*S (AsLOV2-cODC1), psd?® (iLIDA-
cODC1), und die SOMCeerwendé Zum einenwurde die Aktivitat des konkurrierenden
Ergosterolsyntheseweg  reduziert  Hierbei wird s Schlgselintermediat
Farnesylpyrophosphat (FPP) durch Erg9 in Squalen und dann in weiteren Schritten zu
Ergosterol umgesetzt. Durch Blaulichtkontrollierte Degradation von Erg9 soltlie
Verfugbarkeitvon FPPfir die b-CarotinProduktion erh6hwerden.Zusétzlich wurde eine
verkirze Version vonHMG1 (tHMG1) lichtunablingig exprimiert. Dadurch sollein
Feedback.oop unterbrochen werdender ansonsten deerhéhten FPRKonzentration
entgegenwirken konnt@bb 24A). Bei diesem Loop wird normalerweise dureine erhéhte
FPRVerfugbarkeit Hngl inhibiert. Durch eine Verkirzung dieses Enzyms wird diese
Regulation verhindertDimsterDenk et al. 1994; Burg und Espeadle 2011; Broker et al.
2018)
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Abbildung 24: Optimierung eines b-Carotin produzierenden Hefestamms durch blaulichgesteuerte
Aktivitatsverminderung. A: Schematische Darstellung der heterolofjgarotinBiosynthese irS. cerevisiae

Die Produktion von b-Carotin wird durch das Einfihren der 3 Gene CrtE, Crtl und CrtYB aus
Xanthophyllomyces dendrorhoasmdglicht. Dieser Syntheseweg zweigt sich aus dem Mevalonaitwedurch

die Einfihrung einer laulichtgesteuerten Aktivittsverminderung fur Erg9 soll der Verbrauch des
Schlisselintermediats FPP reduziert werdémsétzlichsoll der Einflusseing verkirzen Version von HMG1
(tHMG1) Uberprift werdenB: Quantifizierung der Fluoreszenz in dbfCarotin produzierende8. cereisiae-
Stamme mittels Durchflusszytometrie. Diéaulichigpesteuerte Aktivitatsverminderung von Erg9 wurde durch
unterschiedliche optogenetische Module hervorgerufen (Esg¥: ySH4, Erg9psd3: ySH3, SOMCo Erg9:
yJT35) und die Produktion vob-Carotin durch ein Plasmid (pUDE269) ermdglicht. Zusatzlich wurde der
Einfluss von tHMG1 auf die Fluoreszenz uberprift (tHMG1: yJT31, tHMG1 + SOMCo Erg9: yJT39).
Dargestellt sind 8 unabhangige Messungen und die Fehlerbalken entsprechen dem Standdbifehler.
beobachteten Unterschienhe Vergleich zum WTerwiesen sich alsehrsignifikant (***= p<0,001).

Um die Auswirkungen der Modifikationen zu Uberprifen wurde die Fluoreszenz-von
Carotin im Durchflusszytometer quantifiziert. Bei allen Messungen wurde in BladigEht
60% weniger Fluoreszenals in Dunkelheitdetektiert. Im Gegensatzzu den anderen
getesteteodulenwar lediglich fir Erg9-psd? in Dunkelheikeine Erh6hung der Prokition

im Vergleich zum WTzu beobachtenDie hdchste Fluoreszenz wurde in de&stammin
Dunkelheit gemessen, in dem Erg9 dus&MCoreguliertundtHMG exprimiert wird(Abb.
24B). Re | e-CaotirtPeoduklionsveranderungen in Blaulicht blieben aufgrund de
deutlich reduzierten Fluoreszeans dies wurdebei allen Stammen beobachtéuf Grund
dieser blaulichtinduzierten Verringerung derb-CarotinMenge eignet es sichnicht als
optimales Modelprodukt fur die verwendeten Mod{{orgio Scita 1992)Diese Reduktion

kommt vermutlich durch eine Reaktion deklektronensystems vdmCarotin zustande.
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2.3.1.2Auswirkungen einer lichtregulierten PKA-Ak t i vi t 2t auf di-e Pr oc

Carotin
Als nachstes wurde der Einfluss einer blaulichtregulieRE@\-Aktivitat auf die b-Carotin
Produktion untersucht¥/erwendetwurde das Konstruktd?crtagRFRbPACKcyrl, da dieses

in demWachstumstesh flissigem Mediundie beste Regulation der Pkaghdeutete

Zunéchst wurde der vermutete Einfluss der PKA auf fi€arotin Produktion durch
Variationen der PKAAktivitdt getestet Hierfir wurde mit dem genannten Konstrukt und
einem Wildtyp eine DosiswWirkungsKurve mit unterschiedlichen Blaulichtintetigen
aufgenommen (AbR25A). Die verwendeten Intensitaten reichten von 0 bis 30umdtam.
Sobald der Stamm mit der phototregulierten Adenylylcyclase unter Blaulicht wuchs, wurde
eine reduzierte b-CarotinFluoreszenz im Vergleich zum Wildtyp beobachtet.
Blaulichtintensitateroberhalb vorlOumol*m?s fihrten wie erwartebei beiden Stammen

zu einer Reduzierung der gemessenen Fluoreszenz. In Dunkelheit jealutieeine deutlich
erhohte Fluoreszenz in ddaPAC-regulierten Zellen detektiert werdeDiese Bedingungen
fuhrtenbei derJod-DampfFarbung bereitgu einea reduziert@ PKA-Aktivitat (Abb. 20)

Um die Erhoéhung derb-CarotinProduktion bei niedriger PKAAktivitat weiter zu
charakterisieren wurde zusétzlich eipe&CarotinExtraktion mit anschlie@ender HPLC zur
Quantifizierung der Mengen durchgefuhrt. Zusatzlich wurde versucht den gleichen Effekt zu
erzielen indem die naturliche Adenylylcyclase mit einem 45sthg versehen wurde. Damit
solite in Blaulicht die PKAAktivitat verringert werden.Eine HPLC ermdglichte die
Bestimmung deb-CarotinMenge pro Kultur und pro mg Trockenhef&bp. 25B und C).
Der bPAC-exprimierendeStamm zeigte in Dunkelheit wie erwartet eirgeutlich erhéhte
Produktion im Vergleich zum WildtypSo konnten im Durchschnitton den PcycrbPAG
Konstrukt tragenden Zellen ca. 6,5jgCarotin pro mg Trockenhefe extrahiert werden,
wahrend in dem entsprechenden Wildtyp gerade einyajlg pro mg Trockenhefe
nachgewieserwurde Diese Daten bestétigtedie DurchflusszytometeDaten dass me
Verringerung der PKAAktivitat zu einer erhohteb-CarotinProduktionfuhrt.
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Abbildung 25: Auswirkungen der lichtregulierten PKA-A k t i v i t 2 {Caratin Produkiioe . Die PKA-
Aktivitat wurde ent weayréReycrdRERP-bEACQ duld? miCHIIfé sineEpBadRds :an day
endogenenAdenylylcyclase (ySH21cyrl-mycpsd) beeinflusst. Als Kontrolle dienten die entsprechenden
Wildtyp-Stamme ESM356 oder SKA: Vergleich der DosisVirkungsKurve zwischen dem WT und ySEB38.

Die Stammezog manerst fir 2h in TGFlaschen unter 1pmol*if¥s* Blaulicht an um ein gutes Wachsturasd
bPACStammes zu ermdglichen, bevor sie atiVéll-Platten aufgeteilt wurden und fir weitere &hter
entsprechenden Lichtbedingungen wuch&nD ar st e | |-Ganotop Menhgem eirfier 10ml Hefekultur als
Boxplot. Die SK:Stamme wurden zunéchst fiir 2dhter 1umol*m?s Blaulicht angezogetevor sie fiir 24h

in Dunkelheit inkubierten Die ESM356Stamme hingegen wuchsen zuerst fur 24h in Dunkelheit und
anschlieRend 24h unter 30umolr#s? Blaulicht. Auf die HPLC wurde eine 1:10 Verdinnung der zuvor
durchgefuihrten Extraktion aufgetragen. Dargestellt sind immer mindestens 6 unabhangige Messungen. Das
Kreuz zeigt den Mittelwert an,ed Strich hnerhalb derBoxen spiegeltden Median. C: Darstellung
CarotinMenge pro mg Trockenhefe als HBiat. Normierung der inB dargestellten Daten auf das
Trockengewicht. Dargestellt sind immer mindestens 6 unabhéngige Messungen. Das Kreuz zeigt desrtMittel

an, cer Strich imerhalb deBoxen den Median. Die beobachteten Unterschiede erwiesen sgzhradfgnifikant

(***= p<0,M01).

Die blaulichtinduzierte PKAAktivitatsverringerung durch Cyefisd*s fiihrte leider nicht zu

dem erwarteten Effekt. Diese Zellen wurdam das pstf-Modul zu aktivierenin Blaulicht
inkubiert wahrend die Aktivitatsverringerung in yYSEB38 durch eine Inkubation in Dunkelheit
hervorgerufen werden konnte. Vermutlich wird der erwartete Effekt durch den bereits zuvor

beobachteten negativen Einfluss von BlaulichtG@arotin verringert.
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2.3.2 Optimierun g eines CordycepinproduzierendenS. cerevisia&tammes

Die optogenetische Kontrolle der PK&ktivitat erwies sich bei der Produktion vérCarotin

als vielversprechend. Da dieses Produkt jedoch stark durch Licht beeinflusstwanrkisine
klare Entscheidung méglich, ob sich ein Konstrukt wieayid-psd*>Mutantezur Variation

der PKAAKktivitat eignet Aus diesem Grund wurde ein Stamm mit einemderen
heterologen Biosynthesewensr Klarung dieser Frage verwendedterbei handeles sich um

die Biosynthesevon Cordycepin inS. cerevisiaeFur die Etablierung dieses Synthesewegs
sindim Minimalfall lediglich zwei heterologe Gene nétig. Cns2 katalysiert die Reaktion von
3-AMP z-Qarb@ntt3 -Wesoxyadenosin. Dieses wird in eingmiteren Schritt von Cnsl

zu Cordycepin3 -AMP kommt natlrlicherweise in der Backerhefe vor und entsteht durch
den Abbau von mRNA (AbR6A) (Xia et al. 2017) Die Expression von Cnsl und 2 stand
unter der Kontrolle eines blaulichtaktivierbaren Transkriptionsfaktors. Dadurch wurde die
Herstellung dieses toxisahd’rodukts in Dunkelheit verringert und in Blaulicht ermdglicht.
Bei dieser Expression handelt es sich um ein H&fei-Hybrid-ahnliches System, welches
die blaulichtaktivierbare Interaktion zwischen Cry2 und CIB1 n@ry2 ist mit einer DNA
Bindedomane(LexA-BD) fusioniert und Cibl mit einem Transkriptionsaktivator (VP16)
(Trauth 2017)

Der Cnsl und Cns2xprimierende Stammvurde von Bastian Pook im Rahmen seiner
Doktorarbeit hergestelfAbb. 26A). Durch seine Analysen konngr zeigen dasssich der
Grol3teil der produzieren Cordycepinmenge im Medium befindet, weshatleb&lgenden
Untersuclingen nur dies mittels Massenspektrometrgetestetwurde. Zusatzlich wurde
Uberprift ob eia zusatzliche Genkopie ein@sanskriptionsfaktorted (Cib:VP16)zu einer
erhdhterProduktionfuihrt. Damit solltegetestetverden,ob die Verfligbarkeit ddseterologen
Trarskriptionsfaktorteildimitierend flr dieBiosynthesevon Cordycepin ist (Abb26B). Der
Ausgangsstamm und dyri-psd*>=Mutante produziertein Dunkelheitgleiche Mengen an
Cordycepin. Die Induktion mit Blaulicht fuhrte wie erwartet zu einer dewtich
Konzentratioserhohung Hier konnte fur den Ausgangsstamm eine Konzentration von
2,1pumol und fur dieyrl-psd*>Mutante von 2,6umol detektiert werden. Die Modifikation der
Adenylylcyclase und die daraus resultierende verringerte-RKiivitat fuhrte zu eier leicht
erhohten Cordycepinbiosynthese
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Abbildung 26. Auswirkungen einer verringerten PKA-Aktivitdt auf die Cordycepinproduktion. A:
Darstellung des implementierten Cordycepinsynthesewegs. Die Gene Cnsl und Cns2 wurden lichtabhéngig in
den S. cerevisiaeZellen exprimiert. Dies wurde durch das verwdrderomotorsystemberuhend auf der
lichtabhéngigen Interaktion zwischen LexABDy2 urd Cibl-VP16, ermdglicht. Dieser Ausgangsstamm
(yBP03) wurde von Bastian Pook im Rahmen seiner Doktorarbeit herge&ellQuantifizierung der
gemessenen Cordycepinkonzentration im Kulturmedium. Die Zellen wurden entweder fur 24h unter Ausschluss
von Licht angezogen (schwarze Balkesger fir 12h in Dunkelheit und fir weitere 12h unter 30umat*srt

Blaulicht (blaue Balken) Zur Reduktion derPKA-Aktivitat wurde die endogeneAdenylylcyclase aus
S.cerevisiaean einpsd-Modul (psd®) fusioniert Durch Blaulicht konnte daher in diesem Stangheichzeitig

Cyrl destabilisiert und die Expression der fir die Cordycepinproduktion bendtigten GBEsitund CNS2

initiert werden (yBP03 + cyrpsd'S: yJT42). Zusatzlich wurde die Auswirkung eines zusatzlichen
Trankriptionsfaktorteils auf die Cordycepinproduktion in beiden verwendeten Stammen Uberprift. Hierbei
handelt es sich um eine zuséathk Kopie des Gens, welches @iB1-VP16 codiert. Dieses wurde basierend auf
einem Plasmid exprimiert. Dargestellt sind destens 4 unabhéngige Messungger, Fehlerbalken stellt den
Standardfehler dar. Die beobachteten Unterschiede erwiesen sich als sigrtifikea, 05).

Die Stamme mit dem zusatzlichen Transkriptionsfaktorteil zeigten kein eindeutiges
Schaltverhalten zwise&m Dunkelheit und Blaulicht. Es konnte unter Blaulicht keine erhdhte
Konzentration im Vergleich zu den Stammen ohne zusatzlichen Transkriptionsfaktortelil
beobachtet werden. Dies spricht dafir, dass die Cordycepinproduktion nicht durch die
Verfugbarkeit desheterologenTranskriptionsfaktors CIBYVP16 limitiert wird, sondern

maoglicherweise durch die Verflugbarkeit des Préakursors.

2.3.3 Optimierung eines Betulinsaure produzierenders. cerevisia&tamms

Der BetulinsduradBiosyntheseweg wurde von einerKollaborationspartném aus

Aachen/Queensland, Birgitta Eberts, bereits Sn cerevisiaeimplementiert und erste
Optimierungen durchgefihrCzarnotta et al. 2017)Diese Optimierungen beinhalteten
jedoch nicht eineAktivitdtsverminderung des konkuerenden Ergosterolsynthesewegs
sondern das Einfiihren der verkiirzten HMGiriante tHMG1und die Uberexpression der

heterologen Gene
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Der BetulinsduréBiosyntheseweg spaltet sich vom hefeeigenen Meva®yraheseweg ab.
Naturlicherweise wird irs. cerevisia@,3-Oxidosqualerdurch Erg7 zu Lanosterol katalysiert
und spater Uber mehrere Schritte zu Ergosterol. Der BetulinBinsgnthesewegqutzt das
Intermediat 2,30xidosqualen und wandelt dieses mit Hilfe eindreterologen
Oxidosqualenecyclase (OSC) zu Lupeblie anschlielendéJmsetzungvon Lupeol zu
Betulinsdure wird durch die eine Cytochrome P450 Monooxygenase (CYP) und der
dazugehdrigen Cytochrome P450 Reduktase (CPR) katalysiert. Byekexylierungvon
Lupeol fuhrt erst zu Betulindurch Oxidation zunBetulinaldehyd unddurch eine weitere
Oxidation zurBetulinsdure. Um die Verfugbarkeit des IntermediatesCX@losqualen zu
erhohensollte die Synthese von Lanosterol inhibieder stark reduziemverden.Die dafur
bendtigte Destabilisierung von Erg7 (AbB7A) wurde daher im Rahmen dieser Arbeit
realisiert und die Auswirkung autlie Verfugbarkeit der Zwischenprodukte und der

Produktion von Betulinsaure charakterisiert

Hierfur erfolgte eine Fusion von Ergwit einer modifizierten pseNersion (psd4) in dem
Betulinsaureproduzierendea Stamm.Dieses pstiModul tragt die Mutation V416lwodurch
der Photozyklus des Photorezept¢itdD **) verlangsamt wird. In unserem Labor konnte
gezeigt werden, dass diese Mddition die Lichtsensitivitat des Moduyls bei
gleichbleibender Schaltratdeutlich erhéhtBastian Pook, unpublizierte Daterjusatzlich
wurde eir weiteregenetischeVeranderungdurchgefihrt und die Auswirkung Uberprift.
Aufgrund der Datendie Johannes Scheffam Rahmen seiner Doktorarbeit erhalten, hat
wurde Cdc48 mit einem photosensitiven Degron (Celugifi®2R E132AEL5§ yersehen. Durch
eine ahnliche Modifikation konnte eine erhéhte Produktionx@arotin und Cordycepim

S. cerevisiadeobachtet werdermpérsonliche Mitteilungron Johannes Scheffer). Diese zwei
modifizierten Stdmme undder Ausgangsstamm von Birgitta Ebemvurden unter
Blaulichtbestrahlung oder in Dunkelheit inkubiert und anschliel3end Tditerpenoide
extrahiert. Die Quatifizierung der einzelneMetabolitenerfolgte in Queensland von Frau
Ebert(Abb. 27B).
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Abbildung 27: Optimierung eines Betulinsdure produzierendenS. cerevisiaéStammes (yBE4). A
Schematische Darstellung des implementieBetulinsaureBiosynthesewegs, welcher sich aus dem Mevalonat
Syntheseweg abzweigt. Modifizierte Abbildung a@€zarnotta et al. 2017)B: Charakterisierung des
produzierenden Stames mit und ohne Optimierung. Um einen genauen Uleklali erhalten wie stark sich die
verwendeten Modifikationen (yDS378: yBE4+ErgZd3mod; yDS580: yBE4+Cdc4sdS) auf den
BetulinsaureBiosyntheseweg auswirken, wurde nicht nur die Produktion des Endprodukts Ubespmiittrn

auch samtliche Zwischenprodukte und das Schlissatieidiat Squalen. Als Kontrollediente der
Ausgangsstamm yBE4. Die Stamme wurden im Rahmen dieser Arbeit angezogen und die Proben entnommen.
Die Auswertung wurde von einer Kollatationspartnerin Birgitta Ebertan der Universitat vorQueensland
durchgefuhrt. Von dort stammte auch der ausgehende Stamm yBE4, welcher auch 2017 publiziert wurden
(Czarnotta et al. 2017)Dargestellt sind 3 unabhéangige Messungen und die Fehlerbadiprasentieren die
Standardabweichundpie beobachteten Unterschiede erwiesen sich als signifikap&,05**=p<0,01).
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Es wurde dePrakursoiSqualen, die gesamte Menge d@eterpenoide die Zwischenprodukte
Lupeol, Betulin und Betulinaldehyd und ddndprodukt Betulinsdure detektiert und
guantifiziert (Abb. ZB).

Dies ermdglichte eine genauere Untersuchung des metdimii$lusses. Die Squalenmenge
blieb in allen Stammen &hnlich. Die Modifikati@Quc48psd©2R EL32A E1SCf(jhrte nicht zu
einer erh@iten Produktion von Betulinsdure oder eines der Zwischenprodukte. Zwischen
dieser Mutante und yBE4 konnte unter beiden Lichtbedingungen kein signifikanter
Unterschied beobachtet werden. Die yB8dtante mit Erg7psd' hingegen zeigte erhohte
Lupeo}, Betulin- und Betulinaldehyohengen auf. Dies erhfhten Mengespiegeh sich auch

in da Gesamtheit deffriterpenoidewieder (Abb. 27B) Dieser positive Effekt ist jedoch
lichtunabhangig, da keine wesentlichen Unterschiede zwischen Btauposition und
Wachstumin Dunkelheit beobachtet werden konnte. Dies deutet auf eine bereits signifikante
Destabilisierung von Erg@sd® in Dunkelheit hin. Die detektierte Betulinsauremenge
unteischied sich nicht zwischen dgBE4-Mutante mit Erg#psd4und dem unmodifizierten
yBE4-Stamm wodurch ein Engpass der Umsetzung von Betulinaldehyd zu Betulinsaure

offenbart wurde

2.4  Entwicklung, Charakterisierung und Anwendung eines
Gibberellinsaurereporters

2.4.1 Entwicklung und Verhalten eines Gibberellinsaurereporterstamnes

Um einen Sensorzur Detektion von bioaktiven Gibberelin herzustellen wurde die
Interaktion von AtGAI und AtGid1A, die nur durch Anwesenheit von GA ermdglicht wird,
ausgenutztDas Stattfinden dieser Interaktiosollte durch da®rinzip eines Proteifragment
Complemerdtion Assays (PCA3ichtbar und gantfizierbar gemacht werderDafur erfolgte
eine Fusion vonSplit-VenusSequenzen an die Interaktionspartner. Diese inaktiven
Fluoreszenzproteinteile reassembliersrbaldAtGAI und AtGid1A interagieren (Abb28A).

Der daraus resultierende Report wird al&ibberellic Acid VenusiReporter (GAVR)

bezeichnet.

Um das Verhalten dieses vivo Reporters zu chakgerisieren wurden dientsprechenden
Konstrukte inS. cerevisiaZellen exprimiert, welche in Medh mit unterschiedlichen GA3
Konzentrationenangezogen wurderDie Quantifizierung der entstanden Fluoreszenz des
reassemblierten mVenus erfolgte mittdlsirchflusszytometrie und Fluioneter. In der
Durchflusszytometermessurigmen GA3-Konzentrationen von 10bis 10°M im Medium
zum Einsat{Abb. 28B).
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Abbildung 28. Charakterisierung des Gibberellinsaurereporters A: Schematische Darstellung des
AGibberellic Acid Venusi-Reporters (GAVRund dessen GAbhangigeAntwort. Ohne GAkdnnen die Proteine

GAl und Gid1A nicht miteinander interagierewodurch sich die SphHVenusTeile nicht reassemblieren und
daher auch nicht fluoreszieren. Ist jedoch GA vorhanden wird diese Interaktion ermdglicht und die-mVenus
Teile binden einander ieversibel aufgrund der rAumlichen Nahe zueinander. Dadurch entsteht ein
funktionsfahiges Fluoreszenzprotein. Die einzelnen Reporterteile wurden von 2 unterschiedlichen Plasmiden
ESM356 exprimiert(ESM356 + pMB1: Rpni-AtGAIVN + pMB2: Pipni-AtGid1AVC). Dargestellt ist der
Mittelwert aus 4 unabhangigen Messungen und die Fehlerbalken stellen den StandardfehlBr dar.
Quantifizierung der GA abhangigen Verelsioreszenz mittels Durchflusszytometrie. Die Zellen wurden in dem
GA-haltigen Medium fir 5hangezogenC: Quantifizierung der GA abhéangigen Verkisioreszenz mittels
Fluorimeter. Die Zellen wurden in dem @G#altigen Medium fur 5kangezogenEs wird der Mittelwert aus 4
unabhangigen Messungen dargestellt und die Fehlerbalken reprasentieremdardttfaler D: Verhalten der

GA abhéngigen VenuBluoreszenz uber 6h. Die Messung wurde am Durchflusszytometer durchgefihrt. Zum
Zeitpunkt t=0 wurde das Medium miéiner Endkonzentration von #81 GA3 versehenDargestellt ist immer
jeweils der Mittelwertaus 6 unabhangigen Messungen und der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung dar.

Es konnte eine eindeutige Reaktion des Reporters bei allen verwendeten Konzentrationen
beobachtet werden. Hohere GK8nzentrationen flhrten wie erwartet zu einer staker

Antwort. Zu ahnlichen Ergebnissen fuhrte die Fluorimetermessung (Abb. 28C). Hier wurden
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GA3 Konzentrationen von 10bis 103M verwendet. Bei den niedrigen GA3 Konzentrationen
von 107 und 10°M entsprach die gemessene ¥FRoreszenz der Hintergrundéiteszenz.

Ab einer Konzentration von T® GA3 im Medium konnte eine eindeutige Reaktion des
Reporters detektiert werdeBei beiden Messungen liel3 sich eine geringe Fluoreszenz ohne
GA3 beobachten. Um zusatzlich den Reporterstamm (ESM356 mit pMB1 und )pMB2
genauer zu charakterisieren wurde das Verhalberdiesen in Anwesenheit von 1M GA3

Uber 6h untersucht. Die Quantifizierung erfolgte mittels Durchflusszytometrie (/AL). 2

Die Zugabe von GA3 flhrte zu einem schnellen Anstieg der-FEBreszenzNach 3h
erfolgte die starkste Reaktion des Reporters. Ab diesem Zeitpunkt verringerte sich die YFP

Fluoreszenz langsam.

Die Untersuchung der Lokalisationvon GAVR in Hefezellen wurde mittels
Fluoreszenzmikroskopidurchgefihrt Hierflir wurde der Reporteesthm mit und ohne GA3
im Medium angezogen und anschlielR3emder dem Fluoreszenzmikroskégiografiert(Abb.
29). Ohne die Zugabe von GAS3 ist kaum Y:FRioreszenz zu erkennen. Mit GA3 erhielt man
ein schwaches YFP Signah der gesamten Zellemit einerzusatzlichen Akkumulation im

Zellkern

Negativkontrolle GA-Reporterstamm

Abbildung 29: Mikroskopieaufnahmen des GAReporterstamms Als Negativkontrollediente ein Stamm
ohne die Reporterkonstrukte aber mit den ent$eneden Leerplasmiden (ESM35RS313:HIS3 + pRS314:
TRP1). Der GAReporterstamm (ESM356 + pMBLladR1-AtGAIVN + pMB2: Pipni-AtGid1AVC) und die
Negativkontrollewurdenfiir 5Shentweder mit oder ohne #8 GA3 in LFM inkubiert.

Um die Lokalisierung des Reporters genauer zu untersuchen uiaderorifen ob dieser
tatsédchlich im Zellkern akkumulierte, wurdier Reporterin einem Stamm mit mScarlett
markierten Histonen exprimiefies flihrt zu einer roten Fluoreszenz im gesamten Zellkern,

wodurchdieser sichtbawird und eine mogliche Gaokalisierungbeobachtbar isteskonnte
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mittels MikroskopieAufnahmentberprift werden ob das YFHignal des Reporters und das
RFPR-Signal der Histone siclam gleichen Ortbefindg. Hierfir wurden beide Signale
detektiert und anschlkend die entsprechenden Kan&eschmolzerfAbb. 30A).
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Abbildung 30: Lokalisierungsuberprifung des GA-Reporters GAVR. A: Kolokalisierung des GAReporters

und RFPmarkierten Histonenm zu Uberprifen ob der Reporter #ellkern lokalisiert wurde dieser in einem
Stamm mit RFP markierten Histonen (YDS534 + pMB1 + pMB2) exprimiert. Als Kontrolle diente der gleiche
Stamm ohne die Reporterkonstrukeber mit den entsprechenden Leerplasmiden (yDS534 + pRS313 +
pRS314). BeideStamme wurden mit und ohne 3@ GA3 im LFM fir 24h inkubiert. Es wurden die
Lokalisierung des Reporters FP) und die mit mScarlett (RFHR)arkiertenHistone im Mikroskop verfolgtB:
Lokalisierungsvorhersage der Reporterkomponenten durch DeeplLoc. Daéstrbiatische Analyse durch
DeepLoc prognostiziert eine Lokalisierung von &AM im Zellkern und von Gid1A/C in den Mitochondrier
ChloroplastenDa S. cerevisia&ellen keine Chloroplastendsitzt, ist eine Lokalisierungm Zytoplasmaoder
Zellkernwahrscheinlich.
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Die RFRmarkierten Histone fuhrten zu einekneisrunden Signal, welches einen Teil der
Zelle einnahm. Zu einer ahnlichen rdumlichen Verteilung fuhrten die YFP markierten
Proteine. Durch das Zusammenfihren der beiden Fluoreszenzkanale lBestdttigt werden,

dass das Reportersignal im Zellkern akkumuliert.

Eine Lokalisierungsvorhersage durch DeeplLpcognostizierte eine Lokalisierung von
AtGAI-VN im Zellkern und firAtGid1A-VC in den Mitochondrien/Chloroplasten (Abb.
30B). Da S cerevisiaeZellen keine Chloroplasten besd#n ist eine Lokalisierung im
Zytoplasmaoder Zellkernwahrscheinlich Die Vorhersagen durch DeeplLoc #8tGAI-VN
passen sehr gut zu den Mikroskepiefnahmen, da auch hier eine Lokalisierung im Zellkern
beobachtet werden konnte.

2.4.2 Charakterisierung eines Gibberellinsdurereporterextrakts

Es wurde getestet ob diensitivitat des Reportedurch einen Zellaufs¢hss erhéht werden
kann Dadurchliegender Reporter und die Gibberellinsaure, welche nicht erst in die Zelle
diffundieren muss, geldst im Puffer vor. Hierfur wurde der Reporterstamm mit und ohne die
Zugabe von unterschiedlichen GA®nzentrationen angezeq, die Zellen aufgeschlossen
und das Lysat in einem PuffétLyselosungy aufgenommen. Dieses wurde anschliel3end
mittels Fluorimeter gemesseAlb. 31A). Das Verhalten des Reporterextraktes glich stark

den zuvor erhaltenein vivo ErgebnissenAbb. 28C). Eine erhdhte Sensitivitat konnte nicht

beobachtet werden.
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Abbildung 31 Charakterisierung eines GAReporter Extraktes. A: Aufschluss der Zellen aus Abbildung
28C und Quantifizierung der YFHFluoreszenin Lyseldsung. Die Reporterzellen wurden Medium mit den
angegebenen GARonzentrationen fur 5hngezogemnd anschlielRendufgeschlosserDas Zelllysat wurde fur
ca. 1h auf RT inkubiert. Daraufhin folgte eine Quantifizierung der \Musreszenz mitte Fluorimeter.
Dargestellt sind 4 unabhdngige Messungen und die Fehlerbalken repréasentieren den Stand&rdiRieler.
Reporterzellen wurden ohne Zugabe von Ggjezogerund wie in A beschrieben behandelum Zelllysat
wurden103M GA3 zugegebemnd danacherfolgte eine Inkubation fiir ca. 1h bei RRnschlieRend folgtelie
Quantifizierung der VenuBluoreszenz mittels Fluorimeter. Dargelstsind 4 unabhangige Messungeter
Fehlerbalken stellt die Standardabweichung dar.
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Es folgten Untersuchungeob der Reporter auch nach der Zelllyse in dem verwendeten
Puffer auf Gibberellinsaure reagiar&ann. Dafir wurde der Reporterstamm ohne GA3
Zugabe angezogen und erst nach dem Aufschluss GA3 hinzugegeben. Die Quantifizierung
des YFPSignals erfolgte mittsl Fluorimeter. Es konnten keine Fluoreszenzunterschiede

zwischen dem Reporterextrakt mit und ohne GA3 bestimmt werden ABh.

2.4.3 Anwendung des Gibberellinsdurereporters in einem GA4 produzierenden

S. cerevisiaeStamm

Der zuvor charakterisierte GReporterkam in einem S. cerevisia&Stammzum Einsatz
welcher alle nétigen Gene furediProduktion von GA4 exprimierDie Herstellung dieses
Stamnes wurdein Zusammenarbeit mit Johannes Schefferchgefiihrt Dafir mussta alle
bendtigten Gene fir diaeterologeGA4-Produktion in einen ESM356 WT implementiert
werden. Lediglich die Expression vor2 Gena (AtKO, PKAO) erfolgte plasmidkodiert
(pJS4, pJS24wahrend der Rest mittels CRISRRs in das Hefegenoerfolgreichintegriert
wurde Die fur diesen Biosyntheseweg bendtigten Enzgtaenmteraus 3 unterschiedlichen
OrganismenArabidopsis thaliana, Pisum sativwmd Cucurbita maximaDieserzweigt sich
aus dem MevalongByntheseweg an der gleichen Stelle wie fd€rarotinBiosyntheseweg ab
(Abb. 32A). Fur die Herstellung dieses Staesmwurden im Rahmen dieser Arbeit 4 der 8
bendtigten Gene integriert. Die Implementation der restlichen 4 Gene und das

Zusammenfuhreder benotigten Integrationdithrte Johannes Scheffelurch

Um die Expressiorder heterologerenzyme detektieren zu kénnevurden diesemit YFP
fusioniert. Dies fuhrtebereitszu einer starkeriFluoreszenzBei Messung einer erhdhten
Fluoreszenz kann von einer Assemblierung des Reporters und damit der Anwesemheit v
GA4 ausgegangen werddRickschlisse auf produzierte GMengenwaren dadurch jedoch

nicht maglich.

Fir dieCharakterisierungles Stammes wurde dieser mit den Reporeonstruktenoder mit
den entsprechenden Leerplasmideansformiert undim Durchflusszytometeuntersucht
Hierbei konnte eine deutlicerhéhte YFH-luoreszenz in de@A4-produzierendeZellen mit
Reporter gemessen werdéibb. 32B). Dies spricht fir eine Reaktion des Reportans

eing erfolgreiche GA4-Produktion
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Abbildung 32 Charakterisierung des GA4 produzierenden S. cerevisiae Stammes mittels
Durchflusszytometrie. A: Schematische Darstellung des implementierten heterologenBi&&gnthesewegs.
Dieser zweigt sich aus dem MevalofEbsynthesewegs ab. Als Schlisselintermediat wird FPP bzw. GGPP
verwendet und durch 6 enzymatische Reaktionen schlief3lich zu GA4 umgewandelt. Die hierfur benétigten
heterologen Enzyme wurden mittels CRISE&9 in das Hefegenom integriert. Lediglich 2 EneyAtkKO +

PKAQO) wurden plasmidbasiertxprimiert. Alle Gibberellinsaur@iosynthesewegnzyme trugen einen YFP

Tag, wodurch die Expression verfolgt werden konnte. Dieser Stamm wurde in Zusammenarbeit mit Johannes
Scheffer hergestellt (yJS12 + pJS4 + pJSB4 Quantifizierung der GAReporterAntwort in einem GA4
produzierenden Hefestammes mittels Durchflusszytomddee.GA4 produzierende Stamm (yJS123S4+

pJS24 wurde zusatzlich mit de®A-Reporterkonstrukten (pMB1 und pMB2) oder mit den entsprechenden
Leerplasmiden (pRS313 und pRS314) transformiert. Diese Stamme wurden fur 3h Stundenandgzidgen

und anschlieBend im Durchflusszytometer vermesséwfgrund der YFPMarkierungen an den
GibberellinsdureBiosynthesewegnzymen wurdeém Stamm ohne Reporter eine starke Fluoreszenz im- YFP
Kanal beobachtet. Die zusatzlich entstehende VERu®reszenz des Reporters fuhrte zu einer erhdhten
Gesamtluoreszenz.Dargestellt sind immer mindesteri? unabhangige Messungen. Das Kreuz zeigt den
Mittelwert an. Der Strich in den Boxagibt den Median wiedeDie beobachteten Unterschiede erwiesen sich
alsauRerssignifikant (***= p<0,001).

Um die Reaktion des Reporters nochmal genauer in dempeddlizerenden Stamm zu
untersuchen wurdenFluoreszenzikroskopieaufnahmen erstellund das YFFSignal
guantifiziert(Abb. 33). Dabei konnte keine FluoreszenzZellenmit dem Reporter ohne den
GA4-Biosyntheseweg beobachtet werdBie GA4-produzierende S. cerevisiaeZellen ohne

den Reporter zeigten wie erwartet eine deutliche YFP Fluoreszenz, die von den die
YFP-makierten heterologen Enzymstammt (Abb33A). Eine Expression des GReporters

in diesem Stamm fuhrte zu einer erhdhten Signalstarke.
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Abbildung 33: Mikroskopieaufnahmen des GAl produzierenden S. cerevisiaeStammes Der GA4
produzierende Stamm (yJS1204S4+ pJS24 wurde zusatzlich mit dem GReporterkonstrukten (pMB1 und

pMB2) oder mit den entsprechenden Leerplasmiden (pRS313 und pRS314) transformiert. Diese Stémme wurden
fur 24h Stunden in LFMangezogenund anschlieBendilder mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskop
aufgenommenAls Negatikontrolle diente ein ESM35®&ildtyp mit pMB1 und pMB2.A: Beispiehafte
Mikroskopiebilder. Dargestellt sind ein Durchlichtbild und der YFP-Kanal. B: Quantifizierung der
MikroskopieaufnahmenDie aufgenommenen Bilder wurden mittdleageJ quantifiziert. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichubge beobachteten Unterschiedewiesen sich alsiul3erstsignifikant

(***= p<0,®Y).

Zusatzlich trat eine YFRkkumulation im Zellkern auyfsolche YFPSignale waren in dem
Stamm ohne Reporter nicht beobachtbar. Die Quantifizierung der Mikroskopiebilder zeigte
einen deutlichen Unterschied zwischen dem #d@duziernden Stamm mit und ohne
Reporter. Hier wurde eine ca. 40% hohere Fluoreszerdein Zellen mit dem Reporter
erhalten. Dieses Ergebnis stitzt zusatzlich eine erfolgreiche Produktion von GA4 in
S.cerevisiagAbb. 33B).
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3 Diskussion

Im ersten Teildieser Arbeitsollte die Anwendbarkeit deoptogenetische Modulgsd3, psTF,
SOMCq AuLOV®A, bPAC und AuPACf ¢ MetaBolic Engineerinl in Saccharomyces
cerevisiae untersucht werden. Es wurde fehlende, fur die Biotechnologigelevante
Charakterisierungen durchgefih#um einen sollte die tatséchlicleehalteneProteinmenge

eines Reporters, welchdurch die proteindestabilisierenden Module kontrolliert wind,der

des gut untersuchteADH1-Promotos verglichen und zum anderen digchtsensibilitat
dieser Module genau bestimmt werdBies istflr die Anwendung in deBiotechnologie von
groRem Interessdnsbesondere zweiteda hier trotz einer Produktion im grof3en Mal3stab
und einer hohen optischen Dichte eine Aktivierung der verwendeten Module gewahrleistet
sein muss. Ein weiteres BauteiNelches weiter ntersucht wede, war das unter Blaulicht
stabilisierende AuLOWodul. Zuvor erfolgte eine Beobachtungn diesem Schaltverhalten
immer nur imsteady stateind nie Uber einen bestimmten Zeitraum. Diese Information ist fur
zukinftige Anwendungerdie in einer kurzeren dtivierungszeit stattfinden sollemichtig.

Die auf diesem Modul basierende Adenylylcycl#aePAC und diebereits inS. cerevisiae
etabliertebPAC wurdenzuséatzlichuntersucht. Hierbei war insbesondere das Wachstim
fliussigen Medium von groRemInteresse. Es wurde nach der gréf3ten phanotypischen
Veranderung in diesem Kontext gescreent und anschlie3end von dem vielversprechendsten
Konstrukt (RvcrbPAC) der Einfluss auf die PKAktivitat gezeigt

Im zweiten Teil dieser Arbeigalt esdie zuvorcharakterisierterModule im Kontext von
AMletabolic EngineerinijeinzusetzenAls Ziel dienterunteranderem hefeeigene Geueren
Expression in anderen Publikationen durch herkémmliche Modifikationen herabreguliert
wurden. Mit den verwendeten optogenetischen Modulen sollte gezeigt werden, dass diese eine
einfachere Schaltung erlauben und zu &hnlich reduzierten Proteinleveh fivie die
publiziertenModifikationen(Verwaal et al. 2007; Yan et al. 2012; Brochado et al. 2010; Peng
et al. 2017)In einem spateren Abschnitt werden diese genauer beschrilsizlich wurde

der Einfluss der PKAAktivitat auf die Produktion von heterologen Metaboliten in
S.cerevisiaeuntersucht. Hierbei konnterstmalsgezeigt werden, dass eine reduzierte PKA
Aktivitat eine erhdhte Produktion ermdglicht. Diese reduzierte Aktiktiinte durch die
blaulichtregulierte Adenylylcyclase dndurch eine modifizierte Cy¥¥ariarte (Cyrkpsd?)

hervorgerufa werden

AulBerdem erfolgte eine Verbesserung der Ausbeutger b-Carotin, Betulinsdure und

Cordycepinproduzierende S. cerevisiasstamme mit Hilfe derzuvor charakterisierten
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optogenetischen Module. Dies spricht flr die vielseitige AnwendbatleserBausteinam
Ko nt e x MetaboticnEngikeering und ebnet den Weg fiir zukiinftige Anwendungen in
diesemGebiet.

Al's drittes -cdRi il ncS. getewasiacShamm herdestellt werden, der das
Pflanzenwachstumshormon GA4 heterolog herstellt. Dabei handelt es sich um den ersten
S.cerevisiaeStamm mit dieser FahigkeiDie Untersuchung deProduktion dieser Zellen
ermdglichteein selbstentwickelterin vivo Reporter Hierfir wurdedas Prinzip eines Protein
fragment Complementation Assays (PQAd die GAabhangige Interaktiomon AtGAI und
AtGid1A ausgenutzt. Dieser Reporter wurde zunachst genau charakterisiert und anschliel3end
in dem GA4produzierenden Stamnerfolgreich zum Nachweis der GA#®roduktion

eingesetzt.

3.1  Charakterisierung der verwendeten Module

3.1.1 Entwicklung und Charakterisierung eines ultrasensitiven Schalters

Die Aktivitatskontrolle von Protein auf Ebene der Transkription oder durch induzierte
Proteolyse ist eine weitverbreitete Technik. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete psd?
Modul hat , im Vergleich zu anderen optogenetischen Degradationswerkzeugen, einen
deutlich héheren Schaltfakt@asenjager et al. 2019b; Usbeko et al. 2014; Renicke et al.
2013) Dieser entsteht insbesondere durch eine sehr niedrige Halbwertszeit in Blaulicht und
der dadurch einhergehende niedrigen Proteinmenge. Optogenetische Module leideaffedoch
unter einedeutlichenAktivitat in Dunkelheit. Dadurch wird die Dunkel/BlaulieBchaltung
verringert. Durch eine Regulation der Proteinlevel an mehr8ahaltstellenwird dieses
Problem geldstDurch die Kombination einer Transkriptionskontrolle und des-pkutfuls
konnten im nichinduzerten Zustand hohe Proteinlevel erreicht werdesihrend nach der
Induktion nur nahezu Hintergrundmengdreobachtet wurdenFir diese Untersuchung
wurden der synthetischeDoxycyclinrabhédngige Promotound der psTFRverwendet Diese
Module zur Transkriptionskontro# verglich manmit dem bereits gut charakterisierta
ADH1-Promotor(Sun et al. 2012; Xiong et al. 201&)adurch konnte ein Eindruck auf die
tatsachlich hergestellte Proteinmenge erhalten werden. Dies erlaubt eine |&akerelung

der beschriebenen System# andereFragestellungerdanichtlediglich nur derSchaltfaktor

als Charakteristikum ausgemessen wurde

Durch die Kombination desodifizierten tetOff-Systens mit dem psdModul entstand eine
Kontrollimoglichkeit auf mehreren Regulationsebenen durch zweunterschiedliche

Induktoren In Dunkelheit und ohne Doxycyclin werden hier ahnlich hohe

54



Substratproteinmengen (RHRd3) erreicht wie bei eine Kontrolle durch denADHI1-
Promotor Da es sich hierbei um einen starken Promotor haridelng et al. 2018)zeigt

dies auch eine vergleichsweise stafkanskriptionsaktivierungles verwendeten t€dff-
Reportersystemsn uninduzierten Zustandn Durch die Zugabe von Doxycyclin kommt es
zur Bindung dieses durch das t'F%otein, welches daraufhin seine Konformation verandert.
Diese Reaktion fuhrt zu einer Dissoziierung des Transkriptionsfaktors von der DNA, wodurch
eine weitere Transkription unterbden wird(Orth et al. 1998) Durch die Induktion mit
Blaulicht kommt es zu einer Aktivierung der beiden ggdtule, welche sich an dem
Substratprotein und dem tFRrotein befinden. Die Kombination aus Blaulicht und
Doxycyclin fuhrt zu einer distischen Reduzierung der Proteinmendeas duale System
erwies sich durch die Messungen als sefelversprechend. Diese Art der dualen
Proteinkontrolle fihrt im induzierten Zustand durch beide Induktoren zu sehr geringen
Proteinmengen und ohne Induktiordizieren die erhaltenen Ergebnisse eine relativ starke

Transkriptionsaktivierung.

Durch die Immunodetektion des Reporters konnte im  Vergleich  zur
Durchflusszytometermessung bei dé&iH1-Konstrukt eine deutlich hhere RIRenge in
Blaulicht beobachtet werden. Dies lasst sich durch die Maturierungszeit des verwendeten
Fluoreszenzproteins mCherry erklar@e eindeutig detektierbardproteine im Westernblot

sind dadurch zum Zeitpunkt der Durchflusszytometermess@ugneines nicht maturierten

Reporters unsichtbar.

Aufgrund dieser neuen Daten lassen sich leichter Anwendungen auch in andéren
verwandten Hefender bei anderen Fragestellungen finden, da nun die Proteinlevel mit einem
bereits gut charakterisierten Promot@rglichen wurdenDiese Art von System ermdglicht
eine gestaffelte Zellantwgrindem zum Beispiel die Zellen mit Blaulicht bestrahlt werden
bevor es =zur Zugabe von Doxycyclin kommtDiese Stafflung erweitert das
Anwendungsgebiet indenje nach Bedarf einestarke oder geringe Beeinflussung der
Proteinverfugbarkeistattfindet(Hasenjager et al. 20195 0r solch @ dualesSystem ware
es jedoch von grof3em Interesdie teure Induktion mittels Doxycyclin durch eine digpsre
Variante auszutauschebiese musste mit dem pshfodul kompatibel sein. Um zusatzlich
die Vorteile einer optogenetischerRegulation nicht zu verlieren ware eine
Transkriptionskontrolle durch Rotlicht idedflierfir misstedie bereits fur das psdodul
installierte Beleuchtungswachtunglediglich um Rotlicht erweitert werderin der Literatur

lassen sich auch bereits vielversprechende Beispiele eines rotlichtgesteuerten
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Transkriptionsfaktormoduls finden. Diese basieren auf dem Photorezeptor Phytochrom und

konnten bereits in déackerhefe etabliert werdéBhimizuSato et al. 2002)

Fer vi el e Anwendungsgebiete, w i Metabolc u m B ¢
Engineeringi-Ansétze wird nur eine starke Regulation durch einen Induktor bendgtigt, weshalb
der ebenfalls blaulichtregulierte TranskriptionsfakfjesTF) weiter untersucht wurde. Dieser
basiert auf der blaulichtsensitiven Interaktion zwischenfAde©V2, welche mit eier TetR
DNA-Bindedomandusioniert und dem synthetischen Peptid Zdk1, welches mit einer VP16
Aktivatordomane und einem pshifodul fusioniert wurdeDas Zusammenspiel der ASLOV2

und dem Zdklverwendete manrspringlich in einem optogenetischen Lokalisigggystem
(Wang et al. 2016)In Dunkelheit kann dieNechselbeziehungler beiden Komponenten
stattfinden und der funkinsfahige Transkriptionsfaktatie Transkription initiieren. Durch
Blaulichtbestrahlung wird diese Interaktion gestért und der TF dissoZiberch dieses
Modul konnte erfolgreichmittels Blaulichtbestrahlung die Proteinmenge reduziert werden
(Hasajager et al. 2019b)Fur viele Anwendungen sind nicht nur ausschliel3lich die
Schaltraten von groRem Interessendern auch die tatsachlich erhaltenen Proteinmengen.
Um hier einen Eindruck zu erhalten erfolgte daher ein VergleicABiitl-Promotor Hierbei

konnte fir den psTFabhéngig vonder Messmethodein Dunkelheit eine 2,55-fach
niedrigere Proteinmenge detektiert werdBmes spricht noch immer fur eine relativ hohe
Aktivitat, da dieses System nicht fur die Uberproduktion von heterologeryrBiesewegen
eingesetzt werden splbondern umzum Beispiel konkurrierende Synthesezu inhibieren.
Aufgrund der daraus resultierenden ausreichenden Transkription in Dunkelheit und der
erfolgreichen Aktivitatsverringerung in Blaulicht eignete sich dieSgstenmsehr gutum es

mit dem psdModul zu kombinierenEine Aktivierung des psTHRuhrte zu einer Reduzierung
desProteinLevels auf ca. 20% der Menge in Dunkelheiesindizierte, dass die Interaktion
zwischen deAd.OV und dem Zdk1l auch noch unter Blaulicht in einem geringen Maf3e oder
immer wieder fur kurze Zeit stattfinden kann. Eine Moglichkeit dies zu verbessern ware das
Einfihren von PhotozykluSiutationen, die entweder diesen verlangsamen oder ein
schnellere®urchlaufen ermdglichen. Mdgliche Mutationen wurden bereits in der Publikation
des urspriinglichen LOVTrapystems beschriebefWang et al. 2016)Die Mutationen
1427T, VA16T und 1427Mfuhren zu einem schnelleren Photozykties AsLOV2 wahrend

die Mutationen V4161 und V416L diesen deutlich verlangsamen. Diesgatidnen
beeinflussen vermutl i ch aufFgltblattnird deri Nameeder L o k a
Chromophorbindetasche die Bindung des Chromopftéatavaty und Moffat 2007)Diese

beschriebenen Mutationen konnten im Rahmen einer Masterarbeit von Juri Goenrich bereits
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eingefigt und untersucht werden. Er konnte zeigssein schnellerer Photozyklus zu
einen niedrigeen und ein lagsamerer Photozyklus zu eindmiherenSchaltfaktor fuhrt
(Goenrich 2019) Dadurch kannabhangig von der bendtigten Proteinmenget diesem
System eine gewtlnschiganskriptionsfaktoraktivitaeingestellt werdenZusatzlichfihrten
diese Mutationenzu ener drastischen Veranderung daichtsengivitat, wodurch die

Applikation in derMeRbolcEmgiodenmd | ogutel uank &l eilc

Die Kombination des psTF und des pMbduls ermdglicht esan mehreren Stellen durch
einen Induktor Eifluss auf die Zielproteinmengeunehmen Blaulicht fihrte bei diesem
System zu einer starkenProteinmengereduzierung Es konnten Dunkel/Blaulicht
Schaltfaktoren von Uber 300 erreicht werd@gtasenjager et al. 2019bpies zeigtdie
Effizienz der Proeinmengaregulationwenn die Transkription und die Stabilitat gleichzeitigt
beeinflusst wrden Die Kombination der zwei optogenetischen Module implementierte eine
synergistische optogenetischeund mehrsufige Kontrolle (SOMCo). Im Vergleich zum
ADH1-Pramotor wurde die Produktion des RipBd3 Reporters doh die Kontrolle des psTF

auf 50% (Durchflusszytometer) bzw. 36% (Immunoblotting) reduzi@urch die Induktion

mit Blaulicht lassen sich kaum noch Proteine nachweisen und die Signale verschwinden im
Hintergrund.Optogenetische Module leideft untereinergeringen Aktivitat in Dunkelheit,
welche aufgrund deReaktionsmechanismus der natirlich vorkommenden Photorezeptoren
hervorgerufen wird. Dadurch wird die Dunkelheit/Blauli@thaltung negativ beeinflusst,
wodurch die Anwendungsmdglichkeiten von mehreren optogenetischen Modulen limitiert
sind Mdglichkeiten dies zu umgehersind, das Signal des Moduls in einem Netzwerk
einzubauen wodurch ein natirlicher lichtsensitiver Schaltkreis imitiert (Brdsch et al.

2014; Jansen et al. 2015pder einensich selbst verstarkende Zwischenschutl
implementierenwodurch die Hintergrundaktivitat des Photorezeptors wenig Auswirkungen
hat und das eigentliche Signal erst in einem weiteren Schritt amplifizier{@ivéndorf et

al. 2012; Klapper et al. 2016)eidersind diesd_6sungsansétze nicht immezalisierba. Mit
SOMCo konnte das Problem durch eine einfache lineare Schaltung aus zwei lichtregulierten
Schritten umgangen werden. Dies fuhrte zu deutlich hoheren Schaltfaktoren und verbesserte
das gesamte Verhalten der einzelnen Module. Ahnliche Ansatze salibbnfiér andere
optogenetische Module verfligbar sein. So kénnte zum Beispiel auch eine optogenetische
Transkriptionskontrolle  bei lichtkontrollierter Lokalisation zu vielversprechenden

Ergebnissen fuhren.

Eine DosisWirkungsKurve stellte insbesondere fidas SOMCoModul fest dass bereits

sehr geringe Lichtintensitateaausreicherum das System komplett zu aktivieren. Duethe
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folgende Anpassung der experimentellen Daten an die -Hilhktion konnte eine
ultrasensitive Antwort fur den psTF und das SOM@odul gezeigtwerden.Ultrasensitive
Schalter besitzen meistens die Fahigkeit ein kontinuierliches Signal, in diesem Fall Blaulicht,
in eine Art Aalles oder nichtsfi Antwort umz!
auRerst geringZhang et al. 2013)Dieser liegt bei beiden Modulen unter Sumot*hs?
Blaulicht. Die Ultrasestivitat dieser beiden Module sollte die Anwendbarkeit in anderen
Organismen aber auch fir strengere Regulation€eeutlich erleichtern. Dadurch kdénnen
insbesondere bei langeren Belichtungszeiten schadliche Nebenwirkungen der
Blaulichtbestrahlung vermieden werden. Zusatzlich wird dadurch eine leichtere
Implementation dieser Moduléen der Biotechnologie ermdéglicht. Gerade in groReren
Produktionsvolumemind hohen optischen Dichten kénet®sein dassnicht genug Licht die
gesamte Kultur erreichAus diesem Grund bevorzugten bereits publizierte optogenetische
Applikationen in der Bitechnologie eine Produktionsphase in Dunkelheit und einer
lichtinduzierten Wachstumsphagéhao et al. 2018)Sie vermuteten, dass eine ausreichende
Lichtinduktion unter den beschriebenen Bedingungen, mit den von ihnen verwendeten
Modulen, nicht gewahrleistet werden ka®©Mco hingegenbendtigt nurgeringste Mengen
Blaulicht um das Modulollstandig zu aktivieren, wodurch eine lichtinduzierte Produktion

ermdglich wird.

Auch wenn das aktuelle Modul viele dieser Anwendungen bereits erlaubt ist es weiterhin von
groRem Interessel en o pt o g e meduglessctheemfi AnWet Var i azui onen
fullen. Um eine optimaleRegulierung zu ermdglichen gitds leider nichtden Aeinerii
optimalen Bausteinder fiir jede Fragestellung eingesetzt werden kddie bereits zuvor
beschrieberfiihrte das Einfigen von PhotozykkMutationen in der AsLOVder psTFzu

einer deutlicren VerbesserungdGoenrich 2019; Wang et al. 2016)\hnliche Anderungen
konnten auch das psdind das SOMCdodul noch lichtsensiter aufbauen Insbesondere
letzteres konnte dadurcldeutlich mehr Variabilitdt zulassenda es aus mehreren
Photorezeptoren besteht. Jeder einzelne wirde durch Mutationen beeinflusst werden, wodurch
es bei jeder Modifikation zu einem anderen Verhalten gesamten Systemkame
Zusatzlich konntein Austausch delsernpromotos durch starkenmg aber auch schwachere

weitere Versionen entstehen lasseres wird deutlich wenzum Beispiel native schwécher
exprimierte Gene durch Blaulicht inhibiert werdeaber in Dunkelheit Wildtyg@hnlich
vorliegen sollenEin Beispiel hierfir warerg9. Die Anwendung von SOMCo an diesem Ziel
zeigt, dass noch weitere Moedhriationen benétigt werden. Die natirlich schwache
Expression von Erg9 konnte durch SOMCo nichttieni werden. Auf der anderen Seite
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zeigten die Anwendungstests an Gdhl bereits eine nahezu optimale Regulation. Es wird
deutlich, dass fur die meisten Anwendungsziele noch individuelle Maadpd@ssungen
vorgenommen werden mussdburch den Vergleich mit @m ADH1-Promotorlasst sich in
Zukunft leichter prognostizieren ob die aktuelle Version des Moduls die gewlnschte

Regulation inS.cerevisiaenervorruft.

Die wéahrend dieser Arbeit entwickelten und charakterisierten optogenetischen Madate

einen grof3en Teil von mdglichen Anwendungsgebieten erschlossen und gleichzeitig weitere
Maglichkeiten fir Optimierungen und Erweiterungeaufgezeigt Es ist deutlich, dass die
FortfUhrung der Modulentwicklung auch in den kommenden Jahren von grof3em
wissenshaftlichem Interessést. Durch weitegehendeVeranderungerund Anpassungen

werdenneueEinsatzgebiete erschlossen.
3.1.2 Ein optogenetisches Werkzeug fur induzierte Proteinstabilitat

Die AuLOV-Domane ausdiem Phaeodactylum tricornutumureochrome 1la fuhrt in der
Backerhefe zu einer Destabilisierung in Dunkelheit und einer Stabilisierung in Blaulicht
Diese induzierte Proteolyse igthiquitinabhangig und wird nter Blaulichtinhibiert Durch

das Einfihren der V254Mund V349W-Mutationen konnte dieses Schaltverhalten verstérkt
werden. Diese Mutationen befinden sigh der Dimerisierungsoberflachder AuLOV-
Domaéane wodurch dieseém Vergleich zum Wildtypdurch einen hydrophoben Kern im
Dunkelzustand dominiert wirqHepp et al. 2020)Da es sich hierbei um ein neues
optogenetisches Modul handelt war es von groRem InterelseDegradations bzw.
Stabilisierungskinetik genauer zu untersuchen. Jedoch konnte hierdurckide@iikanter
Unterschied in der Proteinstabilitat in Zellen unter Blaulichtbestrahlung im Vergleich zu
Zellen in Dunkelheibeobachtet werden. Ein Umschaltean\Blaulicht zu Dunkelheit fuhrte

auch nur zu sehr langsamen Veranderungen in der Proteinmenge. Diese Ergebnisse lassen
sich vermutlich durch die sehr langsame Dunkelreversion der AYEH/V*W-Mutante
erklaren.Insbesondere in der@ycloheximidchase sind die meisten Proteine wéhrend der
Experimentdauer noch in ihrer lichtinduzierten KonformatioZuvor konnten
Wiedergewinnungszeiten des Dunkelzustandes von Uber 5000s bei den verwendeten
Konstrukten bestimmt werdgiHepp et al. 2020)wahrend das Experiment lediglich 60min
abdeckt. Diese Dunkelzustandsreversion von mehreren Stenldeibt edaher nicht dieses
Modul einzusetzen, wenn ein dynamisches Schalten bendtigt wird. Bei einem Taersfer
Zellenvon Blaulicht in Dunkelheitniissen daher langere Schaltzeiten beriicksichtigt werden.

Ein anderes optogenetisches Modul mit demselben ¥ietde m letzten Jahr fir
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Saugerzellen entwickeltdHi er b e i handel tgeneraizabkeilightnodulated d as
protein stabilization systefin G L | KMelal et al. B19) Es nutzt ein permanent aktives
Degron, welches uber eine LGMomane an das Zielprotein fusioniert wird. Eine FEV
(tobacco etch virg)-Pr ot ease Er kennun g s-seixgeingebaut, salass de i n
diese unter Blaulicht freigesetzt wird. Dieses Signal fuhrt gleichzeitig zum Export der zuvor
im Zellkern lokalisierten TEMProtease in das Zytoplasma. Fur diesen Trangpbras
lichtinduzierteNukleusExportSystem LEXYzum Einsatz gekommefNiopek et al. 2016)

Einen Transfer von GLIMPSe in andere Modelorganismen ist durchaus denkbar. Fur dieses
System muiden jedoch im Vergleich zur AuLOV weitere Komponentavie das TEVY
Proteasd EXY Konstrukt,zuerst in den Zellen etabliert werden. Es handelt sich daher um ein
deutlich komplexeres SystenDie AuLOVVZ*M V34W \wyrde bereits in S. cerevisiae
verwendet um eine  synergistischeund optogenetische  Kontrolle  einer
Adenylylcyclasenaktivitat zu realisieren. Hierférfolgte eine Fusion der blaulichtsensitiven
Adenylylcyclase bPAC mit der AuLOVA/M V349W.Mutante Das daraus entstandene
Konstrukt, genannt AuPAC, konnte erfolgreich verwendet werden um unterschiedliche
zellulare Prozesse, wie zum Beispiel die Lokalisierung von Msn2, zu kontrol{idesp et

al. 2020) In Zusammenarbeit mit Sebastian Hepp wurden wahrend dieser Arbeit die
Auswirkungen unterschiedlichebPAC-Konstrukte auf das Wachstumsverhalten v8n
cerevisiaeZellen in flissigem Medium untersuchDurch die Deletion des Genserd
endogenerdenylylcydase Cyrlkonnte cAMP in diesen Zellen nur noch durch IlRACs
synthetisiert werden. In anderen auf bRB&Sierten Untersuchungen $1 cerevisiaavurde
stattdessen das dominarggativeRAS2Allel (RAS252N) exprimiert um die Cyrl Aktivitat

zu verringen (StewartOrnstein et al. 2017 Dieser Ansatz erlaubt es jedoch nicht die PKA
Aktivitat ausschlie3lich Gber Blaulicht zu regulierem Dunkelheit konnte bei allen
Konstrukten kein bis kaum Wachstum beobachtet werden. Dies lasst sich durch den PKA
abhangigen Ubergang in eine Ruhephase erklamdrindiziert eine reduzierte PKAKtivitat

(Virgilio 2012). Durch eine Induktion debPACs mit geringen Blaulichtintensitaten konnten
offensichtlich physiologisch relevante cAMRvel erreicht werden, da dabei ein Wachstum
ermoglicht wurde. Hohe Blaulichtintensitaten fiihrten jedoch wieder zu einer reduzierten
Zellprdiferation. Dies lasst sich durch die PKabhangige Inhibiton es AAnaphase
promotingc 0 mp | eskiarién (Irniger et al. 2000; Bolte et al. 2003Pen grofldten
phanotypischen Unterschied bei diesem Expent konnte durch dascitrbPAGKonstrukt
hervorgerufen werden, weshalb dies weiter untersucht wide Jod-DampfFarbung

zeigte dass bei Zellen mit diesem Konstrukt in Dunkelheit eine erhohte Menge an
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Speicherkohlehydraten vorliegt. Eineverringerte PKAAKktivitat fuhrt bekanntermal3en zu
diesem Effekt(Francois und Parrou 2001Eine Cyrl-psd*S-Mutante ermoglichte eine
Imitierung dieses Effeks. Dies spricht ebenfallsfiir eine erfolgreiche Verringerung der
PKA-Aktivitat. Dabei fiel jedoch die dunklere Farbungniger intensivaus. Eine Erklarung
dafir ist, dass Cyrpsd™ in Blaulicht lediglich reduziert wird. Diese Reduktion erlaubt es
mehr cAMP zu poduzieren alglie bPAGexprimierenden Stdme. Von Sophia Hasenjager
konnte fir dieses Konstrukt eine Dunkel/BlauliSdhaltrate von lediglich ~2 fir die Cyrl
psd*® beobachtet werderpérsonliche KommunikatignSophia HasenjageAnhang 3. Fir
genauere Assagen ware jedoch ein Vergleich mit den WildBmpteinmengen nétig. Dafir
musste die Cyrlzum Beispiel auchmit einem myc-Tag fusioniert werdenum eine
WesternblotAnalyse zu ermdglicherVor einer biotechnologischen Verwendung von Gyrl
psdS  sollte diese Charakterisierung zum besseren Verstandnis der

Anwendungsmaoglichkeiten durchgefihrt werden

3.2 AMetabolic Engineerini mit | i chtgesteuerten Modul en

3.2.1 Lichtregulierte Proteindestabilisierung von biotechnologierelevanten Beispielen

In den letzten Jahren sind zum ersten Mal genetische Module in diesem Kontext zum Einsatz
gekommen. Es wurde sich jedoch zum Beispiel von Zhao et al. furdemkelinduzierte
Produktionsphasend einer blaulichtinduzierten Wachstumsphastschiedenda vermutet
wurde,dass die verwendeten Genexpressionssysteme nicht lichtsensitiv gen(ghsiodet

al. 2018)

Wahrend dieser Arbeit wurde ein ultrasensitives optogenetisches Modul fur die
Proteinstabilitatskontrolle hergestellt ueine Blaulichtaktivierung auch bei Produktionen im
Industriemal3stab zgewéhrleisten. Dieses Modul und Variationen desMeduls wurderan
biotechnologisch relevantetielen eingesetzHierbei handelte sich um Ziele, deren Aktivitat
zuvor inverschiedeneRublikationen durclandereModulereduziert wurde (Brochado et al.
2010; Peng et al. 201Wie zum Beispiel Erg9welchesmit dem Gterminus des G1 Cyclin
Proteins CLNZES) fusioniert wurde. Die dadurch entstandene Destabilisierung von Erg9
fuhrte zu einer Reduzierung der Proteinmengen al@%. desNT-Level (Peng et al. 2017)

DieseRegulationsollten durch eineoptogenetisch&chaltungerreicht werden.

Erg9 ist Teil des SteraBiosynthesewegs in der Backerhefe und ist fur die Synthese von
Squalen verantwortlicitJennings et al. 1991 ur mehrere Produktionen wird die Aktivitat
von Erg9 inhibiert um den metabolischen Fluss in einen an dieser Stell@igbaden

heterologen Synthesewegs zu lenk@sadolahi et al. 2008; Yan et al. 201 slokalisiert
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im endoplasmatischen Retikulum und in den Mitochond(ituh et al. 208). Aufgrund der
ﬁpositiveinsideﬁRegel wird durch die Histidinund ArgininReste am @erminus indiziert,

dass dieser Teil des Transmembranproteins im Zytosol vo(keggh et al. 2001; Goder et

al. 2004) Die Fusion von Erg9 mit einem photosensitiven Degron fuihrte zu einem &hnlichen
Ergebnis wiedie publizierte PESTtag Variante. In Dunkelheit wurden die Proteinmengen
bereits auf unter 30%eduziert. Die Induktion mit Blaulicht reduzierte diese Menge nur noch
leicht. Die leichte blaulichtvermittelte Destabilisierung konnte jedoch auch bei dem WT Erg9
(Erg9myc3) beobachtet werden, weshalb davon auszugehen ist, dass diese nicht durch die
Aktivitdat des pseModuls hervorgerufen wird.Jene Daten indizieren, dass hier
lichtunabhangig Erg9 deutlich durch die gsdsion destabilisiert wirdEs entstand eine
reduzierteProteinmengen, jedoch ohne eine optogenetische Kontrolle.

Ein anderes Bild lieferte die Regulation mit SOMCo. Henmtstand eine verninftige
Dunkel/BlaulichtSchaltung. In Dunkelheit fihrte die Kontrolle durch den psTF zu einer
erhohten ErgMenge im Vergleich zum WT. Diese konnte jedoch durch eine Induktion mit
Blaulicht auf unter 30% gebracht werdand erreichte dadurch &hnlich niedrige Protein
Level wie in dem bereits publizierten Ansatz ohne Lichtkontr@leng et al. 2017)im
Vergleich zu den einzelnen p8#bdulenermdglichtedie zuséatzliche Transkriptionskontrolle

des SOMCeModuls eine Regulation deErg9-Menge. In Zukunft ware es von grol3em
Interesse weitere Variationen dieses Moduls zu generieren. Ein schwacherer Kernpromotor
kénnte hier zum Beispiel die gesamten Proteinmengen noch weiter reduzieren, wodurch in
Dunkelheit WTFahnliche Mengen erreictwerden und es in Blaulicht fast schon zu einer
konditionalen NuHMutante kommen kénnteZusatzlich muss noch geklart werdeneso

durch die Fusion mit psiflodulen und Erg9 die Lichtregulierbarkeit verloren geht.

Fur andere ERissoziierte Degradation (B®) regulierte Proteine konnte eine Schaltung
beobachtet und nachgewiesen werden, dass der Abbau dieser durch(E®kmittelt wird
(Scheffer et al. 2019) ERAD-C reguliert ebenfalls die Degradation von Em@f
(personliche Miteilung von Johannes SchefferAnhang 3. Warum jedoch die
Blaulichtregulation verloren geht ist aktuell noch unklgme KinetikMessung und ein
Cycloheximidchase wirden zeigeob unter Blaulicht der Abbau schneller ablauft. Es ist
davon auszugehen, dass die Maskierung des Degrons bei dieser Fusion nicht ausreichend ist.
Mutationeni n  d-letix kdnfter zu einerverstarkten Maskierunfjihren Eine Alternative

ware dasVerwenda einer andererDegradationssequenzlie eine leichtere Maskierung
erlaubt. Denkbar wére auch eine photosensitive Modulvarigitefir ERAD reglierte

Proteine optimiert wird Ansonsten ware eine Regulation ausschliel3lich durch eine

62



optogenetische Transftionskontrolle denkbar, da dieselversprechendst. Hierflr sollte
zunachst Erg9 ohne ein pbtbdul unter Kontrolle des psTF gebracht werden um einen
Eindruck zu erhaltenwie sich diese Kontrolle auswirkt. Die PhotozykMarianten von
(Goenrich 2019)kdnnten zu einer so starken Transkriptionsinhibition flhren, dass ein

Nullmutanteré@hnlicher Zustand hervorgerufen wird.

Als leichteres Ziel fur optogenetische Regulation erwies sich Gdhl. Hierbei handelt es sich
um ein durch in silico Modellierung prognostiziertes Knoaut Ziel um die
Vanillinproduktion in S. cerevisiaezu erhdhen. Dies fihrte zu eine Id@&ch hodheren
Produktion, da in Kombination mit einer Uberexpression von Gdh2 der hohe NADPH
Verbrauch des Glutam&ynthesewegs unterbunden werden koriBtechado et al. 2010)

Durch optogenetische Kontrolle sollte daher eik@mock-out dhnliche Zustand von Gdhl
maoglich sein, um somit diesen hohen NADPYArbrauch zu verringern. Die zuvor
charakterisierten Module konnten an Reportern bereits zeigen, dass theoretisch eine so starke
Regulation moglich ist.

Gdhl eignete sich aBeispiel fur ein biotechnologierelevantes Zidla es im Vergleich zu

Erg9 nicht essenziell ist und im Zytoplasma vorliegt, wodurch es deutlich leichter abgebaut
werden kann(Giaever et al. 2002)Durch die Kontrolle von SOMCo lagem Dunkelheit
WT-vergleichbareGdhl-Mengen vor, welche durch Blaulichtbestrahlung zu eimahezu
Knock-out dhnlickem Zustand filhrten. SOMCo konnte erfolgreich der bereits irStdfe
geringen psd® Aktivitdt entgegenwirken und im-State den gewilnschten Effekt der
Proteinmengenregulation verstarken. Fur dieses Ziel erwies sich daher dieses Modul bereits
als ideal. In Zikunft ware es daher von Interesse NAD&bhangige Produktionewie zum
Beispiel die heterologe Vatiproduktion in'S. cerevisiae mit dieser optogenetischen
Regulation zu ergénzen. Im Vergleich zu einem klassischen Kmatckrlaubt die SOMGo
GdhXModifikation ein wildtypahnliches Verhalten der Zellen in Dunkelheit. Diese Art der
konditionalen NuHlMutante erlaubt eine&Zwei-PhaserProduktion. Zundchst kénnten die
gewahlte Zellfabriken zu einer bestimmten OD nahezu ungestort wachbeen eine
Produktiorsphase durch Blaulicht induziert wird. Um dies zu verwirklichen wareiez§ir

wichtig, zunéchst die erhohte NADPWHerfiigbarkeit zum  Beispiel durch
Massenspektrometrie nachzuweisen. Zusatzlich misste die benétigte Uberexpression von
Gdh2 implementiert werden. Hierfur kbnnte auch eine optogenetische Kontrolle zum Beispiel
durch den synthetiben Cry2Cibl1 Transkriptionsfaktor gewahlt werden um dies gleichzeitig

mit der GdhiDestabilisierung zu induzieren. Die erfolgreiche lichtregulierte Destabilisierung
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von Gdhl indiziert, dass SOMCo fir bestimmte biotechnologierelevante Ziele ideal ist und

dient daher als sehr gutes Beispiel fur weitere Applikationen in diesem Gebiet.
3.2.2 Optimierung einesb-Carotin produzierenden S. cerevisia&stammes

Um einenb-Carotinproduzierenden Hefestamm zu verbesseplementierte maxie zuvor
beschriebeen Erg9Reguhtionen in diesenEs wurde sich fir diese heterologe Synthese
entschieden, da sie genau wie der @fdsyntheseweg aus dem Mevalonatweg abzweigt
und aufgrund der Eigenfluoreszenz des Produktes eine leichte Detektion moglicivisie
Publikationen sid Optimierungen fur solch einen Stamm beschrieben. Hauptsachlich
beziehen sich diese auf die Uberproduktion des verkirzten HMG1 (tHMG1) und der
Aktivitatsverringerung von Erg9Yan et al. 2012; Verwaal et al. 2007; Hong und Nielsen
2012) Diese Inhibition wurde durch optogenetische Kontrolle im Rahmen dieser
durchgefuhrt.

b-Carotin erwies sich leider nicht als das ople Modelproduktdaes offensichtlich auf die
Blaulichtbestrahlung reagierte und eine Art BreingsEffekt zu beobachten war (Anhang 5)

Aus diesem Grund kann unter Blaulichtbedingungen keine Aussage uber die Folgen der
Aktivitatsverringerungen gemachierden. In Dunkelheit konnte wie erwartet eine erhdhte
Produktion durch die Uberexpression von tHMG1 beobachtet werden. Interessanterweise
fuhrte auch SOMCo in Dunkelheit zu einer erhéhBen 0 s y n t h-@ason Unter diesén
Bedingungen wird durch dies Modul eine erhdhte Erddenge im Vergleich zum WT
hervorgerufen.Durch einemetabolische FlusBrognose basierend auf Transkriptiaten
Biomassecharakterisierungemd Agr ap h di s t\omS eerevisiaewdrde Idiesg fi
Korrelation vorhergesagt (personliche Kommunikati®r, Zahra Razaghi Moghadaond

Filipp Bezold. Diese mathematische Modellierung wurde von Kollaborationspartnern
durchgef ¢ghrt und d i ggaph Mistante profid) publ@iRtARazaSH (
Moghadam und Nikoloski 2020)Diese Prognose beinhaltet unter anderem eine
Uberexpression von Ergdnd soll zu einer erhéhten FRRrfligbarkeit flihrer(Anhang?2).
Erklaren lie3e sich dies dadurctass obwohl FPP durch Erg9 verbraucht wirduch
gleichzeitigder metabolische Flusaisatzlichin den MevalonaBynthesewegezogenwird.

In weiterenExperimenten misste diese Theorie Uberpruft werden. Hierfir waren Analytik
Daten deZwischenprodukte hilfreiclum den Einfluss der einzelnen Modifikationgenauer
betrachten zu kdnne#usétzlich wéare es von gro3em Interesse die optogenetische Regulation
von Erg9 an einem blaulichtunabhangigen Modelprodukt zu untersuchen. Denkbar wéaren

auch Analysen der produzierten Squdldengen um zu Uberpriferob diese sich wie
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erwartet durch die Inbition verringern.Optimierungen von SOMCo solltenvie bereits
beschriebenzusatzlich zu einer verbesserten Schaltung fuhBie Uberexpression von
tHMG1 und dem heterologen Syntheseweg sollte in folgenden Exgr@em auch unter
optogenetisch&ontrolle gebracht werden um ein wildtypahnliches Verhalten in Dunkelheit
zu garantieren undine Produktionsphase ausschlief3lich in Blaulicht zu erhdies. wirde

auch eine leichtere Implementierungon toxischen Produktionswege ermdglichen
Zielfuhrend kdnnte auch bereits dAsziehender b-Carotinproduzierendefstamme unter
einer verringerten Blaulichtintensitaein um den negaten bleichungsahnlichen Effekt zu
verringern. Da insbesondere SOMCo bereits bei deutlich geringeren Intensitateinsijlst
aktiviert wird sollte dadurch dennoch eine ausreichende Inhibierung gewahrleistet sein.
Denkbar ware auch dagerwenden der beschrielmmPhotozyklusMutanten. Durch eine
Verlangsamungdes Photozykluskénnten auch leichter Lichtintervalle anstelle einer
durchgehendemBestrahlung zum Einsatz kommen, da deutlich geringecatibiensitaten
bendtigtund die verwendeten Module langer aktiv bleiben wirden. In diesem Jahr wurde
auch eine andere optogenetisch Re g u | a-CaratinSynttiese inSbcerevisia&Zellen
publiziert. Verwendetwurde eine lichtinduzierte GiieRekombinaséLiCre) (DuplusBottin et

al. 2020) Durch Blaulichtinduktion kommt es hierbei zu einer gezielten Rekombination
wodurch der heterologe Syntheseweg und tHMG1 exprimiert und gleicheegBgleletiert

wird. Vorteil dieses Vorgehens jistass lediglich eine kurze Induktion mit Blaulicht bendtigt
wird und essomit nichtz u ei ner negat i v eCarotiB dommtnFiirleimes s ung
Anwendung in der Biotechnologie ist dieses System jedochnicht ausgereift, da lediglich
23% der Zellen durch Lichtbestrahlung aktiviert werden kon(DemplusBottin et al. 202Q)
Dieses Problem entsteht durch eine Regulation durch SOMCo BiMtandelt sich jedoch
durchaus um ai s ¢ h pmoata-condepli Beispiel und koénnte durch weitere
Verbesserungen in Zukunft in der Biotechnologie angewendet wefieses aktuelle
Beispiel zeigt jedochdas grof3e Interesseptogenetische Regulatoren in diesem Gebiet

anzuwenden.

Ein weiteres optogenetisches Modul, welches in dieser Arbeit zum ersten Mal im Kontext von
AVietabolic Engineering e i n g e s, isttbRAC. Eamurded exstmalig die Auswirkungen

der Proteinkinase A Aktivitat auf die Produktion verschiedener heterologen dfietab
untersucht. Die hierfir aufgenommene DéalskungsK u r v e -Caretin Flupreszenz
eines bPAC kontrollierteB. cerevisia&Stammduhrte zu ersten Indizien, dass eine reduzierte
PKA-Aktivitdt eine erhdhte Produktion ermdglictEine Extraktion desProdukts und eine

anschlieBendeuantifizierung mittels RLC konnte dies bestatigeiDie Regulation der
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bPAC konnte nicht durch eine Cypbd*S-Modifikation imitiert werden. Hierbei ist jedoch

im Vergleich zu dem bPAGtamm eine Inkubation in Blaulicht mgtum eine reduzierte
PKA-Aktivitdt hervorzurufen wel ¢ he s i c hCamterd/angdavswiratuDiesed i e b
Problem kann in dehPAC-Stammumgangen werden, da hier die Reduktion in Dunkelheit
hervorgerufen wird. Die Inhibition der PKAtiauch starkeda dieséBedingungerzu einem
deutlichrenWachstumsdefizitiihrten(Hepp et al. 2020Es konntenm Rahmen dieser Arbeit
ca. 6 ;Caratig prd mg Trockenhefproduziert werden. In andera Publikationen
produzierteein Hefestamm dertHMG1 und crtl Gberexprimiert5,8mg pro mg Trockenhefe
(Verwaal et al. 2007)Der Vergleich der Ergebnisse untermauert nochmal wie stark die
Biosyntheseerhtht werden konnteWahrend dieser Arbeit konnte eine Methode zur
Erhohung der Biosynthese eines Produktes aus dem MevalonatwegkénerdenEine
Kombination derbeiden Optimierungsanséatkénrte die Produktion synergistisateigern.

Dies wirde zu hoheréusbeute fiihren

Die Proteinkinase A ist ein globaler Regulator und kontrolliert die RibeBmgenese, das
Wachstum, dieStressantwort, den Zellzyklus und Teile déstabolismus(Virgilio 2012).

Ohne weitere Untersuchungekann keine genaue Aussage getroffen werdsglcher
manipulierte Prozess sich letzten Endes positiv aué diTarotinProduktion auswirkt.
Reduktion der PKAAktivitat fih r t i ns ges amt z uCaeiindythesdEirh © h un g
weitere Untersuchungen wére es spannend die einzelnen Prozesse zu manipulieren. Hierfur
konntenAp h o s p h o r y imatiert odler dies Aktivigis dies gesamt&iels durch eine
lichtregulierte Dewbilisierung kontrolliert werderDurch Analysen des gesamten Proteoms
konnte die Phosphorylierunginzelner Proteine im bPAGStammbestimmt werdenDiese
kénnten dann mit einem WT verglichen werden um weitere Indizien zu erhaien.
maogliches Beispidlir dieses Vorgehen ware #berprifenob die Glycogenspeicherung sich
positiv auf die Produktion heterologer Biosynthesewege auswirkt. Wie in dieser Arbeit bereits
nachgewiesen wird die Speicherung von Kahigratenin dem bPACStamm in Dunkelheit
gefordert Die PKA aktiviert die Glycogei?hosphorylase Gphl und inhibiert die Glycogen
Synthase GsyZHardy und Roach 1993; Lin et al. 1996; WingerDessen und Becker

1983) Normalerweise kommt es unter Nahrstoffmangel zu einer Akkumulierung dieses
Kohlenhydrates(Wilson et al. 2002) Es dient unter diesen Hungerbedingungen als
Energiedepot. Eine reduzierte Pkktivitat simuliert dahermucheinen Nahrstoffmangeln

diesem Zustandgind nur noch di notigsten Prozesse aktiv. Heterologe Synthesewege sind
von dieser Regulation vermutlich nicht betroffen, weshalb mehr Energie fur diese zur

Verfugung stehen kénnteEs wéare moglich in Folgeuntersuchungenliesen Effekt zu
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imitieren, indem Gphl lichtabhaiggdestabilisiert und Gsy2 lichtinduziert hergest&litd.

Durch diese Modifikationen kdnnte ebenfalls eine BtbdGlycogenspeicherung erzieibhd
dadurch untersucht werden, ob sich diese positiv auf eine heterologe Produktion auswirkt.
Durch Auftrennungen des gesamten PKmgulierten Netzwerkemit dieserbeschriebenen
Vorgehensweisavare es maogliclgenauerzu klaren welcher PKAregulierte Prozess sich
positiv auf diCarotiPauswitkh kt i on von D

Da es sich uneine so grol3e Auswirkung handektellt sich die Frageob lediglich die

Pr odukt iCaratin positiv bekinflusst wird. Es kdnnte sein, dass die Zellen in eine Art
Produktionsphase tbergehen, in der alle metabolischen Prezbéb¢ée Mengen an Energie
zur Verfugung haben. Diese Ubeschiussige Potenzialvirde normalerweise fir das
Wachstum benotigt werden, welches durch die reduzierte Aktivitat jeshddhiert wird
(Chen und Powers 2006; Jorgensen et al. 2Q045atzlichsind die StressantwoiGene nicht
weiter inhibierf wodurch die Zellen weiterhin Giberleben koni(€ingilio 2012).

Es ist durchaudenkbar, dass diese Modifikation si@hchauf andere heterologe Produktion
positiv auswirkf da die Regulationen produktunspezifisch sin@hne weitere

Untersuchungen handelt es sich dala eine Hypothesalie esin Zukunft zu Uberprién
gilt.
3.2.3 Optimierung eines Cordycepin produzierenderS. cerevisia&tammes

Die lichtabhangige CyrDegradation durch eine Fusion mit dem A¥sMlodul konnte
angewendet werden udie Produktion von Cordycepileichtz u er h° hen. l-m Ver g
Carotin reagiert dieses Produkt nicht auf Blaulicht und eignete sich daher besser fur eine
optogenetische Regulatiomit einem pseModul. Eine Induktion des CryZibl-
Expressionssystemihrte wie erwartetzu eine deutlich erhéhte Produktion. Da es sich
hierbei um ein toxischadolekil handelt, ist eine Regulation dieser Adtwendig(Qin et al.

2019) Durch die licttabhangige Kontrolle der hefenativen Adenylylcyclase konnte die
Produktion leicht erhéht werden. Dissmmt mit der Hypothese Uberein, dasse reduzierte
PKA-Aktivitat nicht nur spezifisch eine erhohBynthesevon b-Carotin ermoglicht, sondern

auch auf andere heterologeBiosynthesen diesen positiven Effekaustiben kann
OptogenetischeDegradationsmdule mit einem hoheren Schaltfakfodie zu geringeren
Proteinnengen unter Blaulichtiihren, kdnnterzu einer Verstarkung dieses Effektgren
Denkbar wée eine Implementation von SOMC#lierfir sollte jedoch ein Vergleich mit den
Wildtyp-Cyrl-Mengen vorgenommen werden, @asonsten bereits im efitatedie Aktivitat

stark beeinflusst werden konnte.
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Moglich ware auch eine lichtabhangige Uberexpression Wiel und Pde2. Diese
Phosphodiesterasdiihren zusatzlichzu einerReduktionder cAMRMengenin den Zellen,
wodurchauchdie PKA-Aktivitat reduziertwird (Namy et al. 2002; Ma et al. 1999; Butcher et
al. 2006) Eine Implementation des lichtaktivierteGordycepinBiosynthesewegs in den
bPACkontrollierten Stamm st leider nichihdglich, da hier Blaulicht die PKAAKtivitat
erhoht.

Aktuell ist der Ausgangsmetabofiir die CordycepirBiosynthese und dessen Ursprung in

S. cerevisiaenoch nichtgenaugeklart. Es wird vermutetdasse s si ch um 36 AMP
welches Ubedie Autophagie der RNAeneriert werdetkann (Xia et al. 217; Huang et al.

2015; Welter und Elazar 2015)Sol | t e es sich um 306AMP h &
Implementierung des Gen¥NS3 eine aktive Herstellung des Ausgangsmetabolits
ermdglichen Cns3katalysiert dieReakt i on von Adenosin zu 306AM
und konnte erfolgreich irs. cerevisiaeexprimiert werden(Xia et al. 2017) Durch eine
lichtabhangig Expressiomlieses Gens sollte es zu einer Verringerungauwor bestehenden

Engpasse kommen. Dieswirde vermutlich weitere Stammoptimierungen erleichtern und

man kanneine deutlich starkere Auswirkung vaveiteren Stammveranderungen erwarten
Alternativ konnte die Nukleotida#eHO8d el et i ert wer den. Phe8 wan:t
NMPs in Nukleoside unmEine Deletion vorpho8f ¢ hrt zu einer -AMPkumul a
und einer Diffusiorvon diesenaus der Vakuole in das Zytoplasifi#uang et al. 2015)Diese

erhohte Konzentratiomles Schllsselintermediates des Cordyc&irsynthsewees kdnnte

zu einer erhdohten Ausbeute fuhrdfine lichtkontrollierte Destabilisierung von Pho8 ware

ei ne M° gl i-AMPHichtreguliettanreichern zu kdnnen.

Eine reduzierte PKAAktivitat fuhrt zu einer erhdhten Autophag{&tephan et al. 2009)

Diese Erhohung entsteht, da normalerweise die PKA die fur diesen Prozess bendtigten
Proteine Atgl ud Atgl3 inhibiert. Da in S. cerevisia&ellen das vermeintliche

Schl ¢sselintermediat 36AMP | edi gl(Huangetalur ch d
2015) ware dies eineusatzlicheErklarung warundie lichtabhangige Degradation von Cyrl

eine erhohte Cordycepinproduktion hervorruliese verringert die PKAktivitat und

ermdglicht dadurch eine erhdhte Autophagie, welche i@ A NErfligbarkeit anheben

kbnnte Zur i berpr¢gfung dieser Hypot hese k°nnte
Atg13 so mutiert werden, dass sie nicht mehr von der PKA erkarhtDies sollte ebenfalls

zu einer erhdhten Aktivitat der beiden Enzyribaren und dadurch die Cordycepinproduktion

er h°hen. Al ternat i v -Mefgennn demZelieén quantfizieand meé¢ 306 AM

einem WT verglichen werden
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Weitere Verbesserungen dieser Art @@osynthesesind von grol3em wirtschaftlicheomd
wissenschaftlicheninteresse Cordycepin wirdzurzeitdurch die Extraktion au€ordyceps
militaris gewonnenWeitereAVietabolic EngineeriniyZyklen dieser Synthese 8 cerevisiae
konnten eine deutlich billigere und einfacherBroduktion ermdglichen Die Realisierung

dieses Vorhabensickt dank dieser Charakterisierungen einen Stick naher
3.2.4 Optimierung eines Betulinsaure produzierenden Hefestames

Wahrend dieser Arbeit konnte erfolgreich ein Betulinsdure produzierender Stamm optimiert
werden. Hierfur wurdelie Aktivitat deskonkurrierenderErgosteroiBiosynthesewegs durch

eine Destabilisierung von ErgVerringert Durch metabolische Analysen der zinen
Intermediate konnte gezeigt werden, dass durch eine Fusion von Erg7 mit einem
photosensitiven Degron der metabolische Ftiitsghden heterologen Synthesewegystarkt

wird. Alle Zwischenproduktewie Lupeol, Betulin und Betulinaldehydvurdenin hoheren
Mengengefundenals in dem Stamm ohne einerg7-Modifikation. Eine eindeutigerhdhte
Betulinsdureproduktion bliebingegeraus.DieseAnalysendecktendaher eine Schwachstelle

des Syntheseweg auf. Offensichtlich ist die Katalyse von Betulinalgel zu Betulinsaure

ein potenzieller Flaschenhatier durch weitere Stammmodifikationkeseitigiwerdensollte
Denkbar ware einaveitere Erh6hung derAnzahl der CYP/CPSGeneum eine effektivere
Umwandlung zu ermdglichemBioinformatische Analyserkénnen mdgliche effektivere
orthologe Geneffenbaren Deutlich aufwandiger waren Strukturanalysen @¥Pund CPR
wodurch potenziell mdgliche Mutationen aufgedeckt werden koénnten, die eine hohere
Aktivitdt ermdglichen Aktuell erfolgt die Katalyse von Lupeol Gbewei weitere Schritte zu
Betulinsdure durch diese beiden Enzyme. Denkbar wére durch Strukturanalysen und
anschlieBender Mutagenese eine Variante der Enzyme zu generieren, die lediglich die
Umwandlung von Betulinaldehyd zu Betulinsdure katalysieren. Didgtanten standen
dadurch ausschlieRlich fur die zurzeit limitierende Katalyse zur Verfugung und das Problem

des potenziellen Flaschenhalses kdnnte geldst werden.

Esbefand sicmocheinehohe Ma&gevon Squalenin der Kultur Eine Akkumulierungdieser

Art entstelhsobald die Glukose im Medium aufgebraucht ist und die Zellen beginnen Ethanol
zu verstoffwechseljCzarnotta et al. 201750bald Ethancébenfallskomplett verbraaht ist

und die Zellen in ihretationérePhase uUbergehemeduziertsich diese Akkumulation wieder
Kulturanalysemach dem Experiment detde auf eine nahezu komplette Verstoffwechslung
von Ethanol und Glukose durch d& cerevisia&ellen hin (personliche Mitteilung von

Filipp Bezold), weshalb es eine andere Ursache flir die Akkumulierung von Squalen geben
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muss Naheliegend ware eine nicht ausreichende Umsetzung von Squalen zu
2,3-OxidosqualenDieser mogliche Flaschenhals konnte durch &iberexpression von Ergl
entfernt werdenlm aktuellen Setup wird Ergdurchseinen naturlichen Promotor reguliert.

Ein Austausch dieseBromotorsdurch einen starkerekonnte bereits zu einer erhdhten
Umwandlung von Squalen zu 2CXidosqualen fuhren. Dieserhéhte Verfugbarkeit des
Schlusselmetabolits des Betulinsaurebiosynthesesv&@nnte eine erhdohte Ausbeute des
Endproduktegrmaoglichen

Eine Induktion der pstfloduledurch Blaulicht beeinflussigie detektierte Metabolitmengen

nicht. Die Modifikation von Erg7 fuhe belichtungsunabh&ngig zu einer erhéhten Produktion,
wodurch eine bereits starke Destabilisierung in Dunkelheit indiziert wird. Dieses bekannte
Problem kénnte durch eine zuséatzliche Transkriptionskontrolle beholrelerwéVie bereits

bei Erg9 beobachtet eignet sich eine Regulation durch SOMCo vermutlich am. [Zésten
ware es in Dunkelheit vergleichbare Efgéngen wie im Wildtyp zu erhalterDadurch
kénnte die Produktion in zwei Phasen geteilt werden: eine Wachstase und eine

Produktionsphas&weiteskénnte durch Blaulicht induziert werden.

Eine blaulichtinduzierte Destabilisation von CDCA48 fiihrte bei der heterologen Produktion
v 0 n-Caifotin und Cordycepin irs. cerevisiaezu einer erhdhterSynthese (personliche
Mitteilung von Johannes Scheffer). Daher lieR sich vermuten, dass durch eine &hnliche
Modifikation eineerhdhteProduktionvon Betulinsdurehervorgerufenwerden kannDurch

die Destabilisierungron CDC48kommt es lichtinduziert zu einer Arretierung deslZ#lus
(Hasenjager et al. 201900r die Ergebnissevon Johannes Schefferurde CDC48 jedoch
durch ein psdModul kontrolliert und nicht wie wahrend dieser Arbeitdurch psé®.
Zusatzlich erfolgte eine Induktion durch Lichtintervalle anstatt einer durchgehenden
Blaulichtbestrahlung. Es ist dahdurchaus mdglich, dass dashoffte Ergebnis aufgrund
dieser Unterschiede ausblieb.

3.3 Entwicklung und Anwendung eines Gibberelinnsaurereporters

Ein weiteres Z i étoofofPanciplefisSmm e Hemustallen, Ader das
Pflanzenwachstumshormon GA4 produziert. Um di@sesvo nachweisen zu kbnnen wurde
ein Reporter entwickelter die GAabhangige Interaktion voatGAI und AtGid1A ausnutzt.
Durch die Fusion idser Proteine jeweils mit eineggegengesetzte®plit-VenusSequenz
konnte erfolgreich das YFReportersignal durch Zugabe von GA33n cerevisiaeZellen
nachgewiesen werdeikine Analyse der Zellen misste in Folgeexperimenten rdéren

wieviel GA3 wirklich in die Zellen diffundiererkonnte In Saugetierzellen kénnen nur
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geringe Mengen diffundiereda GA3 bei neutralen pH negativ geladenWilmington und
Matouschek 2016)GA3 hat einen pKANert von 4, wodurch indiziert wird, dass es bei
einem pHWert von 59 nahezu komplett als Anion vorliegiNational Center for
Biotechnology Information Da Hefemedien leicht sauer sind sollte GAdchter in
S.cerevisiaeZellen eindringen kdnneals in Saugetierzelleiese Mengen reichen aus den

Reporter zu aktivieren.

Des Weieren konnte eine Reportersigi#dtkumulierung eindeutig im Zellkern beobachtet
werden.Es ist davon auszugehen, dass diese demwh erhdhte Reporterkonzentration im
Zellkern zusande kommtda AtGidl in Arabidposis thalianaals Zellkernrezeptor fungiert
(Miyamoto et al. 2012; Murase al. 2008) Lokalisationsvorhersagen der Reporter
Konstrukte mittels DeepLoc bekraftigen diegermutung Durch eine Fusion voAtGid1A

und AtGAI mit unterschiedlichen Fluoreszenzproteinen kdnnte die Lokalisierung durch

Fluoreszenzmikroskopie in folggen Experimenten genau geklart werden.

Die Herstellung eire Reporterextraktes erwies sials nichtzielfhrend.GAVR liel3 sich

nach der Extraktion nicht mehr akeren. Dieser konnte jedodh den Zellenvor einer
Extraktion aktiviert werden und fuhrtedlann nach einem anschlieRenden Zellaufschluss zu
einer Reaktion Daraus lasst sich schlieBen, dass die Fluoreszenzproteine zwar noch
funktionsfahig sind aber in dem gewahlten Puffer nicht nachtraglich maturieren kdnnen.
Durch ein Screening mehrerer Puffgsteme konnteein geeigneteres System gefunden
werden Im Vergleich zu dem induzierten Degradationssystem basierend auf einer
Gibberellinsdure CIOWilmington und Matouschek 2016¢agiertGAVR direkt auf in den
Zellen vorliegende aktive Gibberellinsauier bereitspubliziertein vivo Reporter nutztlie
gleiche Interaktion zwischeAtGAI und AtGid1A, aberinduziet dadurch die Degradation
eines FluoreszenzproteinSir dieses System wurd&GAI mit einem mCherry und einer
Ubiquitin-&hnlichen Domé&ne (UbL: uibiquitiike Domain) fusioniert(Wilmington und
Matouschek 2016)Diese Chimére interagiert mit dem Proteasom durch die-Ridrbhéne

wird aber nicht von diesem abgebaut. AtGid1A ist mit einem GFP markiert und dient als
Substrat. Durch GA3 in der Zelle findet die bereits beschriebene Interaktion statt und
AtGid1A-GFP wird in die Nahe des Proteasoms gebracht und dadurch abgebatdrFBbL
AtGAI wird hierbei nicht abgebaut unekcycelt. Dieses System reagierte erfolgreich auf
unterschiedliche GAKonzentrationen in Saugetierzellen und eignet sich dah&estimmte
Fragestellungerauch als Reporteim Vergleich zu dem Aufbau aus dieserbAit wird
Fluoreszenz durch die Zugaberv GA verringert anstatt erhohies ist jedoch flrdie

Anwendung in eine Gibberellinsdurgroduzierenden Stammcht optimaJ da durch einen
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fehlerhaften Reporter, zum Beispiel durch ein Rekombindfi@ignis, falschlicherweise von

einer stark erhdhten Produktion ausgegangérde Des Weiteren ist fur diesen publizierten
Aufbau die Information nétig, wie viel Fluoreszenz vor der Produktiomameden war um
verninftig Ruckschlisse auf produzierte Mengen schlie3en zu kénnen. Es handelt sich also
durchaus um ein spannendes System, welches jedoch fir die AnweatungA4

Biosynthesereportaricht sonderlich gugeeignet ist.

Die Interaktion vonAtGAI und AtGid1A reagiert deutlich sensitiver auf GA4 aaf GA3
(Nakajima et al. 2006)weshalb davon ausgegangen wurde, dassirdetieser Arbeit
entwickelte Reporter auch geringe Mengen GAMAProof-of-Principlefi-Stamm detektieren
konnte. Dieser Stamm konnte erfolgreich in Zusammenarbeit mit Johannes Scheffer
hergestellt werden. Die Expression der integrierten heterologen legstétigtenentweder
Westernblot oder DurchflusszytometeMessungensowie Proteomanalyselpersonliche
Mitteilung Johannes Scheffer und Filipp BezoldMit Hilfe des entwickelten Reporters
konnte durch Durchflusszytometermessungen und Fluoreszenzmikroskopie eine Reaktion des
Reporters detektiert werden. Dies indiziert durzwei unterschiedliche Methoden eine
erfolgreiche GA4 ProduktionZurzeit gibt es keinen publizierte®.cerevisiaeStamm mit
dieser Fahigkeit. Die Fluoreszenzmarkierung der ®#gbynthesewegenzyme, welche fur
eine Expressionskontrolle bendtigt wurde, ist nicht optimal fur den entwickelten Repdrter.
diese Markierung musste siaelifgrund des Ausfallens eines Koog@nspartners kurzfristig
entschieden werden. Eine einfache Detektion der heterologen Enzyme hatte Prioritat, weshalb
dieser Kompromiss eingegangerurde Da alle Expressionen erfolgreich nachgewiesen
werden konnten wéare es von Interesie Gene ohne dsen Fluoreszerkag zu integrieren.
Alternativ ist die Expressionskontrolle auch durch eine andere Markiemiegzum Beispiel

durch einen mytag mdoglich Es kdnnte auch die SpienusSequenzen durch ein anderes
geteiltes Fluoreszenzprotein ausgetatsverden. Ein rotfluoreszierendes Protein wirde sich
dafr sehr gut eigner{Feng et al. 2017)Durch diesen Austausch muisste sich das
Reportersignal nicht mehr von dem Y-Hitergrund der exprimierten Biosyntheseproteine
abheben. Durch diesem vivo Reporter lieBen sich sehr einfach die Auswirkungen
zukunftige Produktionsoptimierungen untereinandeergleichen Ein Hochdurchsatz
Screening (HTS) in 98Vell-Platten ware realisierbar Die bereits vielversprechenden
optogenetischen Regulationans dieser Arbetind ein sehr guter Anfan@gm ein@ Stamm

mit erhoéhte Produktionzu entwickeln Fir Analysen durch Massenspektromeist die
Entwicklung eines geeigneten Extraktionsverfahrens nétig. Aufgrund der hohen L&slichkeit

von GA4 in Methanol oder Ethylacetat kdonnten diese als organisches Ldsungsmittel
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verwendet werde(\Wu et al. 2015)Zurzeit gibt es nur etablierte Protokolle fur die Extraktion
aus Pflanzenzelle(Shengjie Hou et al. ZB). Ob diese aub. cerevisia&ellen Ubertragbar

sind gilt es zu Gberprifen.
3.4  Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war esoptogenetische Module fir die Biotechnologieentwickeln und
ihre Relevanz zu demonstrieren. Da insbesonderd.idigsensitivitat von optogenetischen
Modulen nicht ausreichend war um eine Regulationsfahigkeit auch bei hoheren optischen
Dichten zu gewéhrleistemurde ein ultrasensitiver Schalter entwickelt. Die Kombination aus
lichtsensitiver Transkriptionskontrollend Proteinstabilitat fihrte zu einem synergistischen
Verhalten welches die zuvtiestandenehachteile dieser Module, wie zum Beispiel eine zu
starke Dunkelaktivitatdrastisch verringegt In dieser Arbeitbeispielhaft durchgefihrten
Regulationen der Bteinstabilitat von biotechnologisch relevanten Zieléa Erg9 und Gdhl
wiesen darauf hindassdas pseModul allein nichtausreichendst um eine optimale Balance
zwischen Dunkelaktivitdt und blaulichtinduzierter Degradation jedes Zielzu erhalten.
Durch die beschriebene Kombinatiaas lichtregulierter Transkription und lichtaktivierten
Degradationund dem daraus resultierenden SOM@aodul konnte gezeigt werden, dass
optogenetische Modulé ¢ MetaBolic Engineerinf g e e i g Weitere ¥ariatickn,
basierend auf dem SOM@&dodul, werden den optogenetischen Werkzeugkasten deutlich
vergroBern, wodurch flviele gewlinschte Proteinaktivitatsregulationerein optimales
Regulationswerkzeug verfligbar sesollte Dies wird durch das wéahrend dieser Arbeit
gelegte Fundament ermoglicidie aktuell verfligbareoptogenetischeodule fiihrten zu
eing erhohte Pr o d u k t i -Gamotiny Betulins@ure und Cordycepibies zeigt die
Relevanz von optogenetischen Modulen dieser Art in der Biotechnologsétzlich warde
zum ersten Mal die positive Auswirkung einer reduzierten k#vitat auf die Produktion

von heterologen Metaboliten 5. cerevisiaegezeigt. Diese konnte erfolgreich durch
optogenetische Kontrolle hervorgerufen werden und flhrte zu gesteigerterProduktion

v 0 n-Caifotin und CordycepinDiese beiden heterologenBiosynthesewegeverwenden
unterschiedlicherAusgangsmetabolit&veshalbdurchaus anzunehmast, dass es sich um
eine produktunspezifische Optimierung handelt. Sollte sich digakunft bestatigtendannte

im Rahmen dieser Arbeit eine neue potenzielle Verbesserung fir viele viteres in der
IndustrieetablierteProzessédentifiziert werden. Es ist noch abschliel3end zu klaren wodurch
genau dieseEffekt zustande kommiUntersuchungen in diese Richtung kdnntzam einer
Verstarkung des gewinschten Verhadtéahren. Spannend warees auch diese Art der

Modifikation in anderen in der Biotechnologie verwendeten Organismen zu t&ktaall ist
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die Optogenetik in der Biotechnolegnoch unterreprasentierufgrund der Vorteile im
Vergleich zu chemischen Induk&sr ist es durchaudenkbar dassdie kostengunstigere
Regulation durch Licht auch im industriellen Maf3stab eingesetzt wird.

Des Weiterergliicktein dieser Arbeit erstmalig eenEtablierung eineGA4-Biosynthesewegs

in S. cererevisiae Der entwickelte in vivo Reporter GAVR bestatigte eine erfolgreiche
Biosynthese Bis zu einer Produktion von GA4nigrof3en Mal3stab ist es noch ein weiter

Weg aber der erste und sehr wichtige Schritie Herstellunge i n e s -offPRrrionocfi pl e i
Stamnes, ist im Rahmen dieser Arbeitnd dank der guten Zusammenarbeit mit Johannes

Scheffergelungen.

In Zukunft muss nun die genau produzierte Menge bestimmt unBrdauktionmaximiert
werden. Ausgehend von di eMewbolicEnhgmeennddyldeh.gen nu
Zu Beginn kdnnen die wahrend dieser Arbeit beschriebenen Modifikationen, die eine erhdhte
b-CarotinProduktionermdglichen angewandt werdeisobalddie YFRMarkierungen an den
heterologen Genen entfernt wurden, lassieh durch den entwickelten GReporterauch

Screens im grofRen MalR3stab durchfiihren und schnell zielfiihrende Klone isolieren

Durch diese Forschungkonnte der optogenetisch&Verkzeugkasten urfiir Biotechnologie
relevant@ Module erweitert werden.rgte Applikationenbestatigterdie Anwendbarkeit und
die Vorteile von Licht als Induktor fir Prozesse dieser. ¥feitereOptimierungenn diese
Richtung erméglichen esn Zukunft durch lichtgesteuerte Regulatoren ganze Prozasse
kontrollieren Und anstellevon teurer Induktiordurch die Zugabe vo@hemikalienbendtigt

es nur die Betétigung eines Lichtschalters
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4 Material
4.1 Chemikalien
4.1.1 Nahrmedien

Tabelle 2: Verwendete Nahrmedien zur Kultivierung von Mikroorganismen

Name Zusammensetzung
LB 1% (w/v) Pepton aus tryptisch verdautem
(Lysogeny Broth) Casein
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl
YPD 2% (w/v) Pepton aus tryptiscrerdautem
Casein
1% (w/v) Hefeextrakt
2% (w/v) Glucose
LFM 10% (v/v) LFM-SalzStammldsung

(ALow Fluoresc

0,1% (v/v)LFM-Spurenelement8&tammiésung
0,1% (v/v)LFM-Vitamin-Stammlésung

0,2% (w/v) Aminosauréix

2% (w/v) Glucose

LFM-SalzStammldsung

5% (w/v) Ammoniumsulfat
1% (w/v) KH2POu

0,5% (w/v) MgSQ

0,1% (w/v) NaCl

0,1% (w/v) Ca2Cl

LFM-Spurenelemente
Stammlésung

0,05% (W/v) HBO4
0,004% (w/v) CuS®
0,01% (W/V) KI
0,02% (w/v) Fed
0,086 (w/v) MnSQ

LFM-Vitamin-Stammlésung

0,0002%6 (w/v) Biotin

0,04% (w/v) Calcium Pantothenat
0,2% (w/v) Inositol

0,04% (w/v) Niacin

0,02% (w/v) Paraamino Benzoat
0,04% (wi/v) Pyridoxin HCI

0,04% (w/v) Thiamin HCI

AminosaureMix

20g aller Standardaminoséauren

+/- Uracil, Leucin, Tryptophan unkiistidin (je Mix)
2g pAminobenzoat

5g Adenin

WM8

10% (v/v) 10x WM8SalzStammldsung

1% (v/v) 100x WM8Spurenelement&tammldsung
1% (v/v) 100x WM8Vitamin-Stammlésung

0,2% (w/v) Aminosaurévix

5% (w/v) Glucose

1% (w/v) Natriumglutamat
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10x WM8-SalzStammlésung | 1% (w/v) KH.PQu
0,25% (w/v) MgC} 6H,O
0,01% (w/v) NacCl
0,01% (w/v) CaGl
2,8% (w/v) NHCI

100x  WMB8-Spurenelementg 0,01% (w/v) HBO4
Stammldsung 0,004% (w/v) CuS®@5H.0
0,003% (w/v) CoCk6H-0
0,001% (W/V) KI

0,035% (w/v) FeS®7H.0O
0,02% (w/v) MnC# 4H.0
0,005% (w/v) NaMoO4 2H.0O
0,0625% (W/v) ZnS@7H.0

100x WMS8-Vitamin- | 0,0255%(w/v) Biotin
Stammldsung 0,51% (w/v)Calcium Pantothenat
0,001%(w/v) Myo-Inositol
0,11%(w/v) Nicotinsaure
0,002%(w/v) p-Aminobenzoesaure
0,26%(w/v) Pyridoxin HCI
0,11%(w/v) Thiamin HCI

4.1.2 Puffer und Lésungen

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Loésungen und Puffer
aufgefuhrt. Diese wurdesoweit nicht anders vermerkh deionierstem Wasser angesetzt.

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Losungen

Name Zusammensetzung

DNA-Probenpuffer (6 x) 10mM TrisHCI pH 7,6
0.03% (w/v) Bromphenolblau
0.03% (w/v) Xylencyanol FF
0.15% (w/v) Orange G

60% (v/v) Glycerin

60mM EDTA

ECL-LAsung 100mM TrisHCI pH 9,2

2,5mM 3Aminophtalhydrazid (Luminol)
0,45mM pCumarsaure

5,4mM H202

LIPEG 1mM EDTA

100mM LithiumAcetat
40% PEG4000

10mM Tris

auf pH 8,0 mit Essigsaure
sterilfiltriert
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LISORB

1mM EDTA

100mM LithiumrAcetat
1M Sorbitol

10mM Tris

auf pH 8,0 mit Essigsaure
sterilfiltriert

pfu-Puffer (10 x)

200mM Tris HCI pH 8,8
100mM KCI

100mM (NH4)2S04
20mM MgSO4

1% Triton X100
1mg/ml BSA

1X OneTag® Standard Reaktionspuffer

20mM TrisHCI

22mM NHA4CI

22mM KCI

1.8mM MgCI2

0.06% IGEPAL®CA-630
0.05% Tween® 20

(pH 8.9 @ 25°C)

10x SM Phusion Puffer

200mM TrisHCI pH 8,8
100mM KCI

100mM (NH4)2S04
40mM MgS0O4

1% (v/v) Triton X100
1mg/ml BSA

SDSPAGE-Elektrophoresepuffer

25mM TrisBase
192mM Gilycin
1% (w/v) SDS

TransferPuffer

25mM TrisBase
192mM Glycin
20% (v/v) Methanol

TBST

1,4M NaCl

200mM Tris Base
pH 7,6

0,1% (v/v) Tween 20

8 M Harnstoffpuffer (HUPuffer)

0,03% (w/v) Bromphenolblau
1,5% (w/v) Dithiothreitol
0,1mM EDTA

8M Harnstoff

200mM Phosphakuffer pH 6,8
5% (w/v) SDS

Lysel6sung

20mM TrisHCL, pH 7,8
200mM NacCl

2mM EDTA

5% Glycerin

1mM PMSF
IXxcOmpl et eE
(Roche)

Proteas
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Breaking Buffer

2% TritonX 100

1% SDS

100mM Tris Base, pi8
1ImM EDTA

AlkalischerLyse Puffer

2M NaOH
7,5% 2Mercaptoethanol

4.1.3 Antibiotika

Tabelle 4: Verwendete Antibiotika

Name Stammldsung Endkonzentration Herkunft

Ampicillin 100mg/ml 100pg/ml Carl ROTH GMBH
& CO KG
(Karlsruhe, F)

Kanamycin 35mg/ml 35ug/ml Carl ROTH GMBH
& CO KG
(Karlsruhe, k)

ClonNat 200mg/ml 100pg/ml Carl ROTH GMBH

(Nourseothricin)

& CO KG
(Karlsruhe, [E)

Gentamicin 200mg/ml

200pg/ml Th. Geyer GmbH &
Co. KG
(Renningen, DE)

Hygromycin B 300mg/ml

300pg/mi neoFroxx GmBH
(Einhausen, DE)

Doxycyclin 50mg/ml

50ugl/ml Carl ROTH GMBH
& CO KG
(Karlsruhe, DE)

Cycloheximid 100mg/ml

100pg/ml Th. Geyer GmbH &
Co. KG
(Renningen, DE)

4.1.4 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete priméar und sekundar Antikdrper

Name Verdinnung Herkunft

Mouse antMYC 1:5000 CELL SIGNALING (Danvers,
MA, USA)

Rabbit antiTubl 1:2000 Abcam (Cambridge, UK)

Rabbit aniGFP 1:5000 OriGene Technologies, In

(Rockville, USA); originally
produced by Torrey Pine
iolabs, Inc. (New Jersey
USA)
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Rabbit anttRFP 1:2000 EVROGEN JOINT STOCK
COMPANY (Moskau, RU)

Rabbit animCherry 1:1000 BioVision (San Francisca
USA)

Goat antirabbit 1:3000 SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGIES (Sants
Cruz, USA)

Goat antimouse 1:2000 Jackson Immuno Research

(Pennsylvania, USA)

4.2 SaccharomyceserevisiaeStamme

Tabelle 6: VerwendeteS. cerevisiaeStamme

Name Genotyp Referenz

ESM356 S288C PEREIRA et al. 2001
MATa ura3-53 leu2d his3y200
trplgb

ESM357 S288C PEREIRA et al. 2001
MAT Uura3-53 leu2yd trplg63

YCR75 SK1 Stammsammlung
MATa ho::LYS2 his3 leu2 trafi-A | C. Taxis
ura3

YBE4 Cen.PK Stammsammlungnd
MATa ura352 trp1-289 leu23,112 | Beschreibung des Genotyps von
hi s3 @8C 3EP2ZH B. Eberts Universitét
tHMGLi TADH1::Ppgkil AacheriQueensland
MTR(AtATRZ2)TCYC1:KILEUZ2,
integrated witlKILEU2 marker
gene intochromosome XPpgkli
OEW TCYCZ: Prerdl CYP716A1B
TADH1::KIURAS, integrated with
KIURA3marker gene into
chromosomes XIPpgki OEW
TCYCL: Prerdl CYP716A15
TADH1::DpHIS3, integrated with
SpHIS3marker gene into
chromosomes XI|

YDS487 ESM357 Stammsammlung
gdh1-3mycLOV2K92R E132A B155G C. Taxis
cODC1::kanMX6

YDS488 ESM357 Stammsammlung
gdh23myciLIDA-cODC1::kanMX | C. Taxis

YDS527 ESM356 Stammsammlung
erg9-3myc::kanMX6 C. Taxis

YDS534 ESM3561 Stammsammlung
HTB2-mScarlettl::kanMX4 C. Taxis

YSH3 ESM356 Stammsammlung
erg9-myciLlDdeltaA- C. Taxis
cODC1::kanMX6

YSH4 ESM356 Stammsammlung
erg9-mycAsLOV C. Taxis
cODC1::kanMX6

YSH21 ESM356 Stammsammlung

cyrl-mycAsLOVcODC1::kanMX6

C. Taxis
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Y SEB5/6

YCR75

cyr 1ea: : PSEBLBFchL;
tag R FP_bPAc_AuLOVV254M V349w
cODCIALEU2

Stammsammlung
C. Taxis

YSEB12

YCR75

cyrlae:hphNTL pSEB23 Paphi-
bPAGAULOW2S4MV34W cODCA
LEU2

Stammsammlung
C. Taxis

YSEB19

EMS356

cyr 1ea: : pSEBLRPhL:-
GFP-P2A-mChery-
AuLOV_V254MV349W
cODC*ALEU2

Stammsammlung
C. Taxis

YSEB20

EMS356

cyr 1ea: : pSEBLNPL:-
GFP-P2A-mCherryAuLOW?54M
V34W.ecODCLEU2

Stammsammlung
C. Taxis

YSEB38

YCR75 Background
cyrlae:hphNT], pDS312: Rya-
tagRFRbPAC LEL2

Stammsammlung
C. Taxis

YBPO1

ESM356
HIS3:hphNTL1:Papn1-VP16
CIB1::HIS3
URA3::natNT2::PapHi-LexABD-
Cry2::URA3

LEU2:: P examyCitrine
Cns2:1LEU2

Stammsammlung
C. Taxis

YBPO3

H|S3::hthT1:PADH1-VP16-
CIB1::HIS3
URA3::natNT2:Papr1-LexABD-
Cry2::URA3
LEU2::PLexamyCitrine
Cns2::LEU2pDS261:P exa
myCitrineCnsl1, URA3

Stammsammlung
C. Taxis

YJS12

ESM356

911b:: Tdit: GA30X-YFP-PLexa-
Spacer PLexs® YFP-GA200x-
Tdit1::911b

LEU2:: TdittATR2YFP-PLex0
Papri-LexAEDLL::leu2

URAS3:: Tdit: KS-YFP- PLexa-
Spacef PLexa-YFP-CPS-
Tditl::URA3

Stammsammlung
C. Taxis

YJT14

YCR75
cyr lo: ;,pDSIBNT 1

Stammsammlung
C. Taxis

YJT21

ESM356
gdhl-myc::kanMX6

Diese Arbeit

YJT30

ESM356
LEUZ2::PexamyCitrineNADPH
reductaseTditl Papni-Lexa-
EDLL::LEU2

Diese Arbeit

YJT31

ESM356
URAS3::PLexsxmyCitrine KS Tdit1
PLexa-myCitrine CPSTdit1::URA3

Diese Arbeit

YJT32

ESM356 x yBE4

Prerd tHMG1i TADH1.::Ppgkal
MTR(AtATR2)TCYCL1::KILELR,
integrated witlKILEU2 marker
gene into chromosome X

Diese Arbeit
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YJT33

ESM356 x yBE4

Prerd tHMG1 TADH1::Ppgkal
MTR(AtATR2)TCYCL1::KILEU2
erg9-myciLlDdeltaA-
cODCl1::kanMX6

Diese Arbeit

YJT34

ESM356
MA T Erge::natNT2+ pJT20
(HA-tetRAsLO\2 Zdk1VP16psd3
Preto-Erg9-psd*S TRP1)

Diese Arbeit

YJT35

ESM356

Mataerg%e:natNT2+ pJT20 HA-
tetRAsSLOV2 ZdkdVP16psd3
Pieto-Erg9-psd*S TRP1)

Diese Arbeit

YJT36

ESM356 x yBE4

MA T Breed tHMGTLi
TADH1::Prckii MTR(AtATR2)
TCYC1::KILEU2

Diese Arbeit

YJT37

ESM356 x yBE4

MATa Prerd tHMGIi
TADH1::Prckil MTR(AtATRZ)
TCYC1:KILEU2

Diese Arbeit

YJT38

ESM356 x yBE4

MATa Pregil tHMG i
TADH1::Prckil MTR(AtATR2)
TCYC1::KILEUZ integrated with
KILEU2 marker gene into
chromosome Xrg9ae:NatNT2
+pJT20 HA-tetRASLOV2 Zdki
VP16 psd3Peic-erg9-psd*s TRPL)

Diese Arbeit

YJT39

ESM356 x yBE4

MA T Breril tHMG1i
TADH1::Prckil MTR(AtATR2)
TCYCL1:KILEU2
erg9ze:NatNT2+pJT20 HA-tetR
AsLOV2 ZdkaVP16psd3Peio-
erg9-psd*S TRPL)

Diese Arbeit

YJT40

ESM356 x yBE4
MATa gdhlze+ pJT15

Diese Arbeit

YJT41

ESM356 x yBE4

Presil tHMG1i TADH1.::Ppgkil
MTR(AtATR2)TCYCL1::KILEU2
erg9-mycAsLOV
cODC1::kanMX6

Diese Arbeit

YJT42

ESM356
cyrl-mycAsLOVcODC1::kanMX6
HIS3::hphNT1: PapHi-VP16
CIB1::HIS3
URA3::natNT2::PapHi-LexABD-
Cry2::URA3

LEU2:: P examyCitrine
Cns2:1EU2

pDS261 PexxrmyCitrineCnsl,
URA3

Diese Arbeit
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4.3 Escherichia coliStamm

Tabelle 7: Verwendeter Escherichia coliStamm

Name Genotyp

Referenz

TOP10 Amp / F mcrA g mrr-hsdRMS-mcrBC) t 80lacZgM15

@ lacX74 recAl araD139 g araleu)7697 galU galK
rpsL (StrR) endAl nupG

INVITROGEN (Life Technologies
GmbH, Darmstadt, D)

4.4 Verwendete Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide. Alle Plasmide trufmis kein KanGen

angegeben wurddasAm@*-Gen alsE. coli Selektionsmarker.

Tabelle 8: Verwendete und hergestellte Plasmide wéhrend dieser Arbeit

Name Genotyp Referenz
pRS313 CEN6 ARSH4 HIS3 Plasmidsammlung
C. Taxis
pRS314 CEN6 ARSH4 TRP1 Plasmidsammlung
C. Taxis
pRS315 CEN6 ARSH4 LEU2 Plasmidsammlung
C. Taxis
pRS316 CEN6 ARSH4 URA3 Plasmidsammlung
C. Taxis
pPET28AtGid1A AtGid1A Kan Biocat AG Heidelberg
pET28GAI GAI Kan Biocat AG Heidelberg
P414 Prerr-Cas9Tcycl TRP1 (DiCarlo et al. 2013)
pUDE269 Prons-crtYB-T2AZXcrtl-T2A2crtE- | (Beekwilder et al. 2014)
tTEF URA3
pDS7 Papn1-yeCFRTEVdegF-SF3B Plasmidsammlung
MKATE TRP1 C. Taxis
pDS23 Paon1-myeCFRTEVdegF-SF3B Plasmidsammlung
MKATE HIS3 C. Taxis
pDS232 VC::kanMX6 Plasmidsammlung
C. Taxis
pDS233 VN::kanMX6 Plasmidsammlung
C. Taxis
pDS239 PuisstTA-ps PepsgacoremMCherry | Plasmidsammiung
pscd TRP1 C. Taxis
pDS261 PLexa YFP-CNS1Tditl URA3 | Plasmidsammlung
CEN6 ARSH4 C. Taxis
pDS275 gRNAURAS3 KILEU2 Plasmidsammlung
C. Taxis
pDS280 gRNALEU2 KIURA3 Plasmidsammlung
C. Taxis
pDS312 PcvcrtagRFRbPAC LEU2 Plasmidsammlung
C. Taxis
pDS319 Papri-LexABD-EDLL  Plexx YFP- | Plasmidsammlung
pTEVLEU2 C. Taxis
pSH25 Papni-mCherryiLIDA-cODC1 Plasmidsammlung
LEU2 C. Taxis
pSH32 PcvcrHA-tetRASLOV2 PyiszZdkl:- | Plasmidsammlung
VP16pst Peiorgaicors CFP-TDegF | C. Taxis

mKate TRP1
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pSH33 PcvcrHA-tetRASLOV2 PyiszZdkl:- | Plasmidsammlung
VP16pstF PretorgaicosMCherrypsd?| C. Taxis
TRP1
pSEB11 PapH1-GFP-P2A-mCherry Plasmidsammlung
AuLOW?5MV34SW.eQDCL LEU2 C. Taxis
pSEB12 Papn1-SfGFRP2A-mCherry Plasmidsammlung
aurLOVmutcODC1 LEU2 C. Taxis
pSEB19 PapHi-tagRFRbPAGAULOW2*M | Plasmidsammlung
V34SWeODCIPALEU2 C. Taxis
pSEB23 PapHi-bPAGAULOW?54M V349W | plasmidsammlung
cODC*ALEU2 C. Taxis
pJS4 PLexa YFP-KO-Tditl URA3 Plasmidsammlung
C. Taxis
pJS8 PLexa YFP-ATR2Tdit1 URA3 Plasmidsammlung
C. Taxis
pJS9 PLexa YFP-KS Tditl URA3 Plasmidsammlung
C. Taxis
pJS10 PLexa YFP-CPSTditl URA3 Plasmidsammlung
C. Taxis
pJS24 PLexaa YFP-KAO-Tditl Le2 Plasmidsammlung
C. Taxis
pMB1 Papri-GAI-VN HIS3 Diese Arbeit
pMB2 Papr1-AtGid1AVC TRP1 Plasmidsammlung
C. Taxis
pJT15 PriszZDK1-VP16 Pretosgalicore | Diese Arbeit
GDH1-mycpsd3TRP1
pJT20 PcyerHA-tetRASLOV2 Py is3Zdkl1- | Diese Arbeit
VP16ps  Pretorgaicors Erg9-psds
TRPL
pJT21 PcyerHA-tetRASLOV2 Py is3Zdkl1- | Diese Arbeit
VP16ps  Pretorgaicors Erg9-psd?
TRPL
pJT23 PcycrHA-tetRASLOV2PyiszZdkl:- | Diese Arbeit
VPleSdS RetO?gaIcoreGDH 1-
psdASTRPL
pJT24 PcycrHA-tetRASLOV2PyiszZdkl:- | Diese Arbeit
VPlG-pSOB PtetO?gaIcoreGdhl'deB
TRP1

4.5 Verwendete synthetische Oligonukleotide

Die in der folgenden Tabelle aufgelistetenmerwurden flr Sequenzierungen, Polymerase

Kettenreaktionen und zkdlonierungvon Plasmiden verwendet.

Tabelle 9: Verwendete synthetische Oligonukleotide

Name Sequenz

Erg9_sl CGTATACACGTCACATATCACACACACACAATGCGTACGCTGC
AGGTCGAC

Erg9_ko GAGCGTGTCCCGGTGG

Gdhl_sl TAACAGTTAGGAGACCAAAAAGAAAAAGAAATGCGTACGCTG
CAGGTCGAC

Gdhl_ko GCTGTTATCAGCTGCTGC

tetR4C_S4 downrev

CATCGATGAATTCTCTGTCGTCCGGAATAGGCCACTAGTTATA

GTTTTTTC

sacl_tetR4C_up

TTGTAATCGAGCTCTGTAATAGCTCGAGTTTACCAC

pJS9int_test rev

TTTGGAAATTGATGTCCATCG
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pJS10int_test fw

CAAGTCTATGGAAAAGGAAATG

pJS10int_Seq_rev

GTCATTATAGAAATCATTACG

pJS9int_seqfw

AATGTAGCGCTCTTACTTTAG

Padhl_AtGid1A_fw

AAGCATACAATCAACTCCAAGCTGGCCGCTCTAGAACTAGTAT
GGGCAGCAGCCATCATC

Ter-VenusC_rev

AAATTCGCTTATTTAGAAGTGGCGCGCCTTGTACAGCTCGTCC
ATGC

VC-AtGId1A_rev

ACCCGGGGATACCGTCGACCTGCAGCGTACGACATTCAGCGTT
AACAAAAGC

VenusC_fw CGTACGCTGCAGGTCGAC
pDS23(padhHGAI_fw TACAATCAACTCCAAGCTGGCCGCTCTAGAACTAGTATGGGCA
GCAGCCATCATC

pDS23_tetVenusN_rev

TAAGAAATTCGCTTATTTAGAAGTGGCGCGCCTACTCGATGTT
GTGGCGG

VenusN_fw

CGTACGCTGCAGGTCGAC

VenusNGAI_rev

ACCCGGGGATACCGTCGACCTGCAGCGTACGGTTGGTAGACA/
CTTCCAAGC

GDH1_dg fw

GGCCGGCTTCTTGTTAAGC

GDH1 _dgrv

AGCCTGGTGTCCAATCGATG

GDH1_repair oligo fw

TATTCTAATATAACAGTTAGGAGACCAAAAAGAAAAAGAAAT
AGTCTAAAAGAAAGAAAAGAGGAAAGTTCATAAAAAG

GDH1_repair oligo rv

CTTTTTATGAACTTTCCTCTTTTCTTTCTTTTAGACTATTTCTTTT
TCTTTTTGGTCTCCTAACTGTTATATTAGAATA

GDH1_targetRNA FW

GTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATGATCTAATATCG
CAAGTTTCATCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATA
AGG

GDH1_targetRNA RV

CCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTGATGAAACT
TGCGATATTAGATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAGTTTCGAA
C

PTETO_GDH1_INT_FW

GAAGAATATACTAAAAAATGAGCAGGCAAGATAAACGAAGGC
AAAGGCCGCAAATTAAAGCCTTCG

PTETO_GDHZ1_INT_REV

CACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGT
CACGTCCCAAAACCTTCTCAAG

PcyctErg9_fw ATCAATTCGGGGGATCCGTTTATCAGATCCACTAGTGGCCTAT
ATGGGAAAGCTATTACAATTGG

ter_psd3_rev AATCATAAGAAATTCGCTTATTTAGAAGTGGCGCGCTTATTGG
AAGTACAAGTTTTCAG

PlexA-mCherry CTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAAAAACGGATCCCCCCCGG
AATGATGCGTAGAGATCTGATG

Tdit_pde2_fw CGATAAGCTTGATGCGCCGGAATTCCTATTGTGGTTTCTTGTGT]

TTC

PLexA_pde2_downrev

AGGAGAAAAAACGGATCCCCCCCGGAATGTCCACCCTTTTTCT
GATTG

PErg7_PpDS241_rev

GAACCATGATAATTTCTAGCTTTCTCTCCACCTCGAGTTTACCA
CTCCCTG

Erg7_PpDS241_fw

ACCGATTGTGTCAGAATAAAATTCTGTCATATAGGCCACTAGT
TATAGTTTTTTC

SI-Erg7 CGTCGCCCACAAAGAAAGTACAAAACAGATGCGTACGCTGCA
GGTCGAC

S2-Erg7 AGCCTCTAACAACACTTATAAATAAAACTTAATCGATGAATTC
GAGCTCG

S3Erg7 GTACAGCAGGGCATATGAAACACATACGCTTCGTACGCTGCAG
GTCGAC

S4-Erg7 GTAGACCGATTGTGTCAGAATAAAATTCTGTCATCGATGAATT

CTCTGTCG

Padh_pDS319int_seq rev

AGCATACAATCAACTCCAAGC

P_pJS8int_seqfw

ATCAACAAAAAATTGTTAATATACC
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pJS8int_P_seq rev

CATCACCTTCACCTTCACCG

pDS319int_Padhl_seqfw

AGATCAAACACCTCTTGTTGC

pJS8_intseq_rev

TCCATTTTGTAATTTCGTGTCG

Erg9pJT9_primer

AGAAAAGTGAAAGTCGAGGTAGGCGTGTACGGTGGGCAGAGA
AAAGTGAAAGTCGAG

Erg9-PtetO_seq

TCAAAGCTGCCTTCATCTCG

PtetGerg9_seq

CAGAGAAAAGTGAAAGTCGAG

pJT9_ERGAL

TCTCGACCGGATGCAATGCCAATTGTAATAGCTTTCCCATTCG
GTGGGAGGCCTATATAAG

PtetO_Gdhl_seqrev

ACCTCTATACTTTAACGTCAAG

Ter_GDH1_seqgfw

GGTATCGATAAGCTTGATTACAC

GDHIINT_fw

GCCTTGGCTTCTTCACCGCTGACTTCATTTTGG

GDHL1INT _rev

CCAAAATGAAGTCAGCGGTGAAGAAGCCAAGGC

INTGDH1_pSH32_fw

ATGACAGAGCAGAAAGCCCTAGTAAAGCGTATTACCCAAAAC
CTTCTCAAGCAAG

INTGDH1_pSH32_rev

ATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGTCTTAAAGC
CTTCGAGCGTCCC

GDH1_in_HIS_sedw CGGCATTAGTCAGGGAAGTC

GDH1_in_HIS_SEQ_rv ATGGAGCAAAAGTACATTTAGG

Erg9_CYCcore_seq CGTGGACTGATCATAGATGG

pMB1-2_seq_up ATCAACTCCAAGCTGGCCG

pMB1-2_seq_down TTAATAATAAAAATCATAAATCATAAG

AtGAI-VN_up CTTGTCCATACTTGAAGTTCG

Gid1A_seq CTTGGTTGAAGTCCAAGAAGG

Erg9psd_seq GGTTTTATCTATCATCTTGTCC

CYR1-S2 ATGAAACGAGTAACAGGGTGGTACATAATTTACGAACAGAAC
TCAATCGATGAATTCGAGCTCG

CYR1-S3 GACGAACTTTTACAAATGGTTAAGAACGCAAAGGATTTATCAA

CTCGTACGCTGCAGGTCGAC
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5 Methoden
5.1 Kultivierung von Mikroorganismen

5.1.1 Kultivierung von E. coli

Die verwendeterk. coli-Zellen wurden in LBMedium bzw. auf LBPlatten tber Nacht bei
37° inkubiert. Dem Medium wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 100ug/ml

zugegebeffalls die Zellen ein Plasmid trugen.
5.1.2 Kultivierung von S. cerevisiae

Die verwendeters. cerevisiaellen wurde entweder abhgig vom Experiment in YPDH

SG, WM8 oderLFM-Medium bzw. aufden entsprechenden Platten bei 30°C fur zwei bis 4
Tage inkubiert. Fir Messungen wurden die Zellen zunaatisteiner Platte aum einer
sogenannten Vorkultur Gber Nacht bei 30°C in Flissigmedium angezogen. Am nachsten Tag
erfolgt das Umsetzen dieser Kultur zu einer Hauptkultur. Dabei ewrdrleil der Vorkultur

1:20 mit frischen Medium verdinnt. Dies ermogleshtiass wahrend désxperiments nur
junge Zellengemessen wurdewmnd sie je hach Experiment sich noch in der logarithmischen
Wachstumsphase befindddie Hauptkultur wurde dann abhéangig vom Experiment weitere 5
72h bei 30°Cschiittelndinkubiert. Bei allen Experimenten, bei denen ein&ubation unter
bestimmten Lichtbedingungdrmendtigt wurde, wurden die Kulturen in J&laschen oder in
6-Well-Platten inkubiert.Die verwendeten Lichtverhaltnisse werden bei jedem Ergebnis
genauer beschriebenWurde eine spezifischere Kaultivierunglurchgefihrt wird im

Ergebnisteidarauf hingewiesen
5.1.3 Anlegen von Dauerkulturen

Um eine langfristige Lagerung zu ermdglichen wurdeauerkulturen der verwendeten
Mikroorganismen hergestellt. Diese wurden b&0°C gelagert. Fudie E. colrStamme

wurden 800ul einer Gber Nachtkultur mit 200ul 50% Glycerin gemischt. Beicerevisiae
hingegen erfolgte zunachst ein Ausstrich des gewtinschten Stammes auf eine entsprechende
Platte fur 24 Tage unter den fur den Stamm bendtigten Bedingungéon dieser Platte

wurden dann die Zellen abgekratzt und in 1ml 15% Glycerin resuspenaierauf-80°C

gelagert

5.2 DNA Préaparation

5.2.1 Isolation von PlasmidDNA ausE. coli

Die DNA- aus E. coli wurde mit Hilfe desQIAprep Spin Miniprep Kitund einer

Tischmikrozentrifuge isoliert Dabei werden die Zellen mit einer alkalischen Lyse
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aufgeschlossen und die DNA spater an einer SMeanbran gebunden. Zu Beginn wunde
1,5ml tUber NachKultur der gewlnschten Zellen in einem Mikroreaktionsgefggrntet.
Diese wurden daraufhin in 250rRIL resuspendiert. Durch die Zugabe von 250ul P2 wurde
dann die Lyse eingeleitet und das Gemisd@mal invertiert. Daraufhin wurde der Puffer N3
dazu gegeben und wieder mehrmals vorsichtig invertiert. Es folgte eine Zentrifugation fur
10min bei 13000rpnDer Uberstand wurde dann auf die Quiaprep 2.0 spin Saule gekippt. Um
das Gemisch Uber die Membran zu spilen folgte ein Zentrifugationsschritt von 1min bei
1300Gpm. Der Durchfluss wurde verworfen und die Membran mit 750utPREer
gewaschen. Daraufhin wae fur 1min bei 1300@m die Saule trockenzentrifugieie Saule
wurde dann in ein neues Mikroreaktionsgeg@Btellt, mit 50ul dHO oder EBPuffer beladen

und fur eine Minute ruhen gelassen. Danach erfolgte eine letzte Zentrifugation von 1min bei
13000pm um die isolierte DNA von der Membran zu waschen und in dem neuen Gefal3

aufzufangen.
5.2.2 Isolation der gesamten DNA ausS. cerevisiae

Die DNA ausS. cerevisiaavurde mit Hilfe von Rotiphenol isoliert. Daftir wumleunéchst

die gewlnschten Zellen von einer Platte abgekratzt und in 300pD didsuspendiert.
Daraufhin erfolgte eine Zugabe von 400ul Breakifuffer, eine Menge Glasperlen die 200ul
entspechenund 300ul RotiphenolDieses Gemisch wurde dann fir 40s Bebm/sim
AFast-P4 €lpsSic Insttme nt f (MP Biomedicals) geschy
aufzubrechenDaraufhin erfolgte eine Zentrifugation bei 13000rpm fir min. 500ul der
wassrigen Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt. Eine Zugabe 1©9%m|
Ethanol und eine Inkulian bei-20°C ermdglichte das usfallen der DNA. Eine 10 min
Zentrifugation bei 13000rpm diente dazu die DNA zu pelletieren. Es wurde dann vorsichtig
1ml 70% Ethanol hinzugefugt ohne das Pelleresuspendieren. IderselberOrientierung

wie zuvor wurde dann das Reaktionsgefal3 1min bei 13000rpm zentrifugiert untiefesth

der Uberstand verworferDas DNAPellet wurde dann fir réin trocknen gelassen und

anschlieend in 50pl di® aufgenommen.

5.3 Manipulation von DNA
5.3.1 PolymerasenKettenreaktion (PCR)

Die Polymeraseikettenreaktion dient dazugezielt gewlnschteDNA-Abschnitte zu
amplifizieren. Dafir werden spezifische Oligonukleotide bendétigt. Diese miussen
komplementér zum’3Ende oder revers komplementar zurrEbide des gewlnscht&@NA-

Bereichs sein. Als TempkNA wurde PlasmieDNA oder die gesamte DNA von
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S.cerevisiaeverwendet. Die bendtigte Temperatiir flen HybridisierungSchrittim PCR
Programm musste an den GCH&Ehalt der Primer angepasst werden. Die Primer wurden
falls moglich sadesignt dass eine Hybridisierung bei 60A@glich war DesWeiterenwurde
darauf geachtet, dassch am 3-Ende der Primer ein Cytosin (C) oder @ uanin (G)
befindet.Falls mdglich wurde die in unserer AG hergestellte PhuBimlgmerase verwendet,
da diese die Eigenschaft besitzt Korrektur zu lesen. Lediglich fur-P@Rt wurde die
OneTagPolymerase verwendet, dadiesen Ansétzenu viel nicht bentigte DNA vorliegt.

Die PhusioAPolymerase besitzt eirmisatzliche dsDNAindende Proteindomane und wirde
sich daher zu stark an falsche DN¥bschnitte binden. Diebattebei der Verwendung von

derGesamiDNA zu falschen Amplifikationen flihrekdnnen

5.3.1.1PCR mit Hilfe der Phusion-Polymerase

Mit Hilfe dieser StandarfPCR wurden unkomplizierte und bis zu 4kb grol3e Fragmente von
Plasmiden amplifiziert. Diese dienten meistens Klonierung neuer Plasmide oder um

gezielt einzelne Mutationen in einen DN¥boschntt einzuflgen.

Zusammensetzung des PCR PCRProgramm

Ansatzes:

10ul 10x Phusion SM buffer 98°C 10~ Denaturierung

3.5ul dNTPs (10nM) 98°C Pause Zugabe der Polymerase
6.5ul Primer 1 (10nM) 98°C 3 Initial Denaturierung
6.5ul Primer 2 (10mM) 98°C 20~ Denaturierung

1l Template DNA 30x 60°C 45" Hybridisierung

3ul DMSO 72°C  307/kb Elongation

68.5ul  dHO 8°C b Aufbewahrung

2ul PhusionPolymerase
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5.3.1.2PCR mit Hilfe der OneTag-Polymerasen

Um Integrationen, Deletionen oder chromosomiadggings zu Uberpriufen wurde eine Test
PCR durchgefiuhrt. Der verwendete Puffer und die Polymerase stammten von NEB. Mit dieser

PCR wurden meistens nur kurze Fragmente direkt vom-8kfemosom amplifiziert.

Zusammensetzung des PCR PCRProgramm

Ansatzes:

5ul 10x NEB OneTaq Puffer 98°C 107 Denaturierung

0.5ul dNTPs (10nM) 98°C Pause Zugabe der Polymerase

0,5ul Primer 1 (16nM) 98°C 30” Initial Denaturierung

0.5ul Primer 2 (10mM) 98°C 30~ Denaturierung

1l Template DNA 30x 60°C 30”7 Hybridisierung

18ul dH0 68°C 1'/kb Elongation

0,1ul OneTag® DNA 68°C 5% Finale Elongation
Polymerase 8°C b Aufbewahrung

5.3.1.3pYM-PCR

Dieses Protokoll entstand urspringlich um die tag§ilagmide der pYMReihe zu
amplifizieren. Um langere PCRFragmente herzustellen wurde im Laufe der PCR die
Elongationszeit erhoht. Mit Hilfe dieser PCR wurden Integratiori3eletions und
Taggingkassetten amplifiziert, um dieseSncerevisiagu integrieren. Die daflr bendtigten
homologen Bereiche befamiesich meistens auf den Primern und flankierten dadurch das

PCRFragment.
Zusammensetzung des PCR PCRProgramm
Ansatzes:
10ul 10x Phusion SM buffer 98°C 10~ Denaturierung
3.5ul dNTPs (10nM) 98°C Pause Zugabe der Polymerase
6.5ul Primer 1 (10nM) 98°C 3 Initial Denaturierung
6.5ul Primer 2 (10mM) B 98°C 45~ Denaturierung
1ul Template DNA 10x— 60°C 45" Hybridisierung
20l Betaine () | 68°C 1'/kb Elongation
50.5u1  dHO | 9g°C 45~ Denaturierung
2l PhusionPolymerase 20x— 58°C 45~ Hybridisierung

| 68°C 1'/kb +57/Zyklus Elongation

8°C b Aufbewahrung
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5.3.2 Restriktion von DNA

PlasmidDNA wurde in einem 20ul Ansatz verdaut. In diesénsatz wurden 0,3pul. der

bendtigten Restriktionsenzyme, 2ul des entsprechenden Puffers und 8ul der agmid
gemischt. Das Volumen wurde mit ebl auf 20ul aufgefullt. Die Inkubation fand bei einer
fur das Enzym laut Hersteller optimalen Temperatur 3igrih statt.

5.3.3 Invivo Ligation in S. cerevisiae

Mit Hilfe der in vivo Ligation konnt@ enzymfreie DNA-Fragmente zusammengebaut werden.
Dies geschieht direkt in der Hefe und funktioniert durch HomeRegeombination. Die daftr
bendtigter25-35bp langerhomologen Bereiche wurden durch eine P@iRHilfe der Primer

an das gewunschte Insert angebradfegnn ein Plasmid Teil dieser Ligation war, wurderes
dem Zielbereich aufgeschnitten. Es konnten mehrere Fragmente gleichzeitig
zusammengefuhrt werden. Vden zu ligierenden DNAragmenten wurden-55ul direkt in
kompetenteS. cerevisia&ellen transformiert. Aus den daraus entstandenen Kolonien wurde
die DNA isoliert und 2pl in elektrokompetentE. coli transformiert. Die nach der
Elektroporation entstandenE. coliKolonien enthielten dagewiinschte Plasmid.

5.3.4 Fallung von DNA mit Ethanol

Die DNA wurde durch Einsatz von Ethanol gefallt. Daftirussdie zu fallende DNA mit
2,5Vol. 100% Ethanol gemischt urmki -20°C fur 20min inkubiertverden Anschliel3end

folgte eine Zentrifugation bei 13000rpm fir 10min. Von dem daraus entstandenen DNA
Pellet wurde vorsichtig das Ethanol abgegossen und mit 1ml 70% Ethanol bedeckt. Das
Reaktionsgefa? wurde nochmals in derselben Orientierung fur 1min bei 18000rp
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das-Ballat fir 510min getrocknet.

Die DNA wurde dann in 50ul d¥D aufgenommen.

5.3.5 DNA-Analysen
5.3.5.1Sequenzierung

Zur Vorbereitung der Sequenzierung wurden 2,5ul DNA, 2,5ul Oligonukiddgtsiing
(10mM) und 5ul dH2O gemischt. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma GATC (spéater

Eurofins).
5.3.5.2Gelelektrophorese mittels Agarosegel

Um die GrofRe von DNAragmenten zu bestimmeaine PCR oder eineanzymatischen

Verdau zu Uberprifen wurde eine Gelelektrophorese mittels Agarosegel durchgefiihrt. Dafur
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wurde eine Gelkammer mit 1XTAE Puffer gefillt und das 1% Agarosegel, welches auch mit

TAE Puffer angesetzt wurde, hineingegeben. Die Proben wurden vor der Beladuéyg mit
Ladepuffer gemischt. AGen&r RGérs EaDiNaAr d adider
FERMENTAS. Das Gel lief fir 30min bei 130V. Anschliel3end erfolgte eine Inkubation in

einem Wasserbad mit GelRed (700mCH+ 70pl GelRed) fir 15min. Nach einer Entfanigu

in einem Wasserbad ohne GelRed wurden die EB&%den mit einem UM ransilluminator

bei einer Wellenlange von 254nm sichtbar gemacht und mit einer digitalenK@@Bra

fotografiert.

5.4  Transformationstechniken
5.4.1 Transformation von elektrokompetentenEscherichia coli

Fur die Transformationen wurde dé&r.coli-Stamm TOP10 verwendetUm die Zellen
kompetent zu machen wumdéml einer tber Nach®ultur in 210ml vorgewgintes LB
Medium gegeben undhidinkulert bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte eine Inkiudatftr
30min auf Eis Die weiteren Schritte wurden ebenfalls auf Hisrchgeflhrt Nach der
Zellernte in einem 50ml Reaktionsgefald bei 5000rpm fir 5min folgten drei Waschschritte mit
2,5Vol. gekuhlten d&ED und einen mit eiskalten 10%Glycerin Anschlie3ed wurde das
Zel |l pel |l e Gl ycdOOB|l rdQuspendiert . Die Zel l s
aufgeteilt uncbei-80°C gelagert

Ein Aliquot elektrokompetenteZellen wurde mit 12¢ | P I-GIN#& gemascht und 5 min

auf Eis inkubiertDieses Gemisclvurde in eine gekihlte Elektroporationskivette Gberfuhrt
und anschlieRend in die Elektroporationsmaschine gedetzivurde eineSpannungvon

2,5V, einvonWi der st an kineKépazgatvan & ceirgestellt Die Zeitkorstante

lag zwischen 4,8 bis &ns. Nach der Elektpmration wurden die Zellen inmdl LB-Medium
aufgenommen und fir eine Stunbdei 37°C regeneriert Die Zellen wurden danach bei
5000rpm fur inin pelletiert und nach dem dekantieren in ca. 200ul -B&@stmedium
resuspendiertAnschlieRendvurde die Transformation auf LB+Arplatten ausplattiert und
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.4.2 Transformation von chemischkompetenterk. coli

Fur die Transformation von chemischkompeteniencoliZellen wurde ein 50ul Aliquot
kompetenter TOP1@ellen zunachst auf Eis aufgetaut. AnschlielRend wurdepl Plasmid

DNA hinzugegeben und der Ansatz vorsichtig durchmischt. Nach einer 15 minitigen
Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock auf 42°C fur 45s. Anschlielend wurden die

Zellen fur weitere 5mm auf Eis ruhen gelassen und in 1ml LB ohne Antibiotikum
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resuspendiert. Es folgte eine Regenerationszeit von bis zu 1h auf 37°C bevor die Zellen fur
3min bei 8000rpm pelletiert wurden. Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und die
Zellen in ca. 200plLB resuspendiert. Anschlie3end erfolgte eine Ausplattierung auf LB

Platten mit dem gewunscht&elektionsmarker
5.4.3 Transformation von S. cerevisiagZellen

Eine S. cerevisiadolonie wurde, abhangig vom Stamm, entweder in 2ml YPD oder LFM
Uber Nacht bei 30°@nter den bengtigten Lichtbedingungen angezogen. Am nachsten Tag
erfolgte einer Verdinnung mit 48ml des entsprechenden Mediums und eine weitere
Inkubation fur ~6h. Danach wurden die Zellen in 50ml ReaktionsgefaRen bei 2000rpm flr
4min geerntetEs folgtenzwei Waschschritte mit 2,5Vol. @@ und einem mit 5ml SORB
Puffer.Die Zdlen wurden dann in 450ISORBPuf f er auf genommen wund
bei 100C aufgekochte, Heringsspermi®NA (10 mg/ml) zugegeben. Die kompetenten
Hefezellen wurden in 504Aliquots bei-80°C aufbewahrt.

Fir die Transformation wurdenr®ul PCRFragment bzw. B5ul PlasmidDNA und 300pl
PEGPuffer zu den Zellen gegeben und gut durchmischt. Nach einer 30min Inkubation bei RT
erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C in einéifasserbad fur 15min. Anschliel3end wurden die
Zellen bei 2000rpm fur 3min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Wurde durch die
Transformation eine neue Resistenz in die Zellen eingebracht, erfolgte eine Regeneration tber
Nacht bei 30°C in YPD. Ohne Bistenzintegration konnten die Zellen direkt mit YPD
gewaschen werden und anschlieBend auf den entspdechétatten ausplattiert werden.

Nach 24 Tagen konnte der Erfolg der Transformation Gberprift werden.

5.5 Integration des heterologen GA4 Biosynthesewe@s S. cerevisiae

Die Integration des GABiosynthesewegs in S. cerevisiaewurde durch CRISPas9
ermdglicht. Zunachst wurden die bendtigten Integrationskassetten durch eindP@RM
amplifiziert. Diese dienten spater als DMNReparatwTemplat. Es erfolgte eine
Transformatn der gewilnschtenS. cerevisia&ellen mit den GuideRNA-Plasmiden
(pDS275 oder pDS280). Durch diese GuiRlgAs wird angegeben an welcher Stelle die Cas9
die DNA schneidet. Eine weitere Transformation dieser Zellen mit dendarajtlifizierten
Kassetterund dem Cas®lasmid (P414) ermoéglichte eine Integratiorden LEU odetURA

Lokus. Die Cas9 fuhrt an dieser Stelle einen Doppelstrangbruch ein, der durch homologe

Rekombination mit den Integrationskassetten repariert (Aioth. 34).
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Einfihren eines Doppelstrangbruchs mittels CRISPR/Cas

Cas9 Cas9

— N LEU-Lokus - ! N URA-Lokus —

Integration der heterologen Gene durch homologe Rekombination

YFP-ATR2

LEU-Lokus ] LEU-Lokus A URA-Lokus I URA-Lokus e

Kreuzen der entstandenen Stamme um die Integrationen zu vereinen

VFP-ATRZ YEP-ATRZ

yJT30 X yJT31

Abbildung 34: Schematische Darstellung der Integrationen des GABiosynthesewegs.Durch die
Expression von Cas9 und den entsprechenden &RiNkes wurde ein Doppelstrangbruch in dem gewiinschten
Lokus eingefiuihrt. DieseBruch wurde durchden endogenen ReperaturmechanismitsHilfe einerfolgenden
homologem Rekombination repariert. Dabei kommt es zur Deletion des zuvor geschnittenen
Auxotrophiemarkergens. Eine weitere homologe Rekombination verknipft die zwei integhietéznlogen

Gene am jeweiligen Anfang des Promotors. Die folgenden Kreuzungen und Tetradendissektionen der
entstandenen Stdmme wurden von Johannes Scheffer durchgefuhrt um den heteroloBé&s@Adeseweg zu
vereinen.

Der Erfolg dieser Methode konnte durch eine anschlieRendePTGast Uberprift werden.
Durch dieses Verfahren wurden immer zwei heterologe Gene Riicken an Ricken in einen
Stamm integriert. Anschlieendihrte Johannes Scheffemehrere Kreuzungen und
Tetradendssektiorendurch,wodurchdergesamtésA4-Biosyntheseweg vereint wurde

5.6  Protein-Analyse

5.6.1 Herstellung eines Proteinextrakes ausS. cerevisiae

Um ein Proteinextrakt auS. cerevisiaenerzustellen wurde eine Zellsuspension mit einer
OD600 von 1 mit 150ul alkalische Lysis-Puffer gemischt und fir 10min auf Eis inkubiert.
Danach erfolgte eine Zugabe von 150ul (w/v) TCA und einer erneuten Durchmischung mit
anschlieBender Inkubation aufsHEilr weitere 10min Dieses Gemisch wurde dann bei
13000rpm fur 10min zentrifugiert. Die dadurch pelletierten Proteine und Zellreste wurden in
50ul HU-Puffer aufgenommen. Um die Proteine von den Zellresten zu trennen erfolgte eine
Erhitzung auf 65°C fur 1@in. Durch eine anschlielende Zentrifugation fir 3min bei
13000rpm bildet sich ein Pellet der Zellreste und die Proteine befinden sich weiterhin in

LOsung.
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5.6.2 SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSPAGE)

Fur die SDSPage wurden selbstgegossene 10% -&B® verwendet die mit einem

Sammelgel mit Taschen Ubergossen wurden. Die Proteine wurden nach ihrer relativen

Molekularmasse unter denaturierenden und diskontinuierlichen Bedingungen aufgBlieennt.

Elektrophorese erfolgte in einer mit ElektrophorBséfer geflllten Mini Rotean 3 Apparatur
(BIORAD). Es wurden selbst hergestellte 10§¢ SDSGele verwendet.

Tabelle 10: Herstellung 10%-iger SDSGele

Reagenz Trenngel (10%) Sammelgel

Tris/HCI 3,75ml 1M Tris/HCI pH 8.8 | 2,5ml 0,5MTris/HCI pH 6,8
H20 2,6ml 6,2ml

Rotiphorese Gel 30 3,4ml 1,3ml

10% SDS 100pl 100pl

TEMED 50pl 20l

10% APS 100yl 100l

Total 10ml 10ml

Es wurden 10ul Proteinextrakt aufgetrageéds GroRenstandard wurde3pl Pager ul er E

Prestained Protein Ladder von FERMENTAS verwen@é¢ Elektrophoreseerfolgte bei

einerSpannung von 200flr ca. 1h

5.6.3 Western-Blot

Die zuvor wahrend einer SBDBAGE aufgetrennten Proteine wurden auf eine Membran

Uberfuhrt. Dies ermdglictginen Mengennachweis bestimmter Proteine. Es wurde eine Tank

Blot-Apparatur von BIORAD fur den Transfer der Proteine aus dem Gel auf die

NitrocelluloseMembranverwendet. Der Blot wurde folgendermalRen aufgebaut:
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Der Blot wurde in die Apparatur eingespannt und mit 1l BlotBugfer Gbergossen. Das
Blotten erfolgte bei 20V fur 12h und wird durch eine Kuhleinheit ruhrend temperiert.
Anschliel3end wurde die Membran mit TBST mehrmals gewaschen. Um freie Bindungsstellen
auf der Membran zu blockieren folgte eine Inkubation in TBST mit 5% (w/v) Milchpulver far
30min. Nach einem weiteren Waschschritt mit TBST konnte der Blot mit einem TBST+ 3%
Milchpulver + Primarantikbrper Gemisch furdh bei RT oder tber Nacht bei 4°C inkubiert
werden. Es folgten mehrere Waschschritte mit TBST und einer anschlieBenden Imkubatio
mit dem TBST + 3% Milchpulver + Sekundarantikbérper Gemisch fur 1h bei RT. Nach
weiteren Waschschritten mit TBST wurde die Membran entwickelt. Dafir wurde die
Membran in der ECIL6sung fur 1min inkubiert und anschlielend auf eine reflektionsarme
Platte géegt. Das Abdecken der Platte mit einer Folie verhinderte den Kontakt mit der Luft.
Die Chemolumineszenz wurde mit einer Chemostar Professional Apparatur (INTAS
SCIENCE IMAGING INSTRUMENTS GMBH, Gottingen, D) detektiert. Die
Expositionszeit korrelierte mitler Signalstarke. Die Signalstarken wurden mit Hilfe der

Software ImageJ quantifiziert.

Um weitere Detektionen von derselben Membran zu erméglichen folgte nach mehreren
Waschschritten in TBST eine 1h Inkubation bei 70°C in Strippiatfer. Dadurch konnte

die verwendeten Antikérper von den Proteinen auf der Membran gel6st werden. Die
Membran inklusive Proteine konnte nach mehreren Waschschritten mit TBST fur weitere

Immunodetektionen verwendet werden.
5.6.4 Cycloheximidchase

Die Hauptkultur derS. cerevisiae&stamme wurden LFM-Medium unter Blaulicht oder in
Dunkelheit fur ca. Shwachsen gelassemis sie in der logarithmischen Wachstumsphase
waren. Dann wurdealie erste Probe (t = Oh) entnommen und der Translationsinhibitor
Cycloheximid mit einer Endkonzentrah von 100ug/ml zu der restlichen Kultur
hinzugegebenum die Proteinsynthese zu stoppen. Die entnommene Zellmenge entsprach
einer ORoo von 1 und wurde mit Natriumazi(Endkonzentration 10mMpehandelt und
anschlielend auf 4°C in Dunkelheit gelag@®te Kultur wurde weiterhin in denflr das
Experiment bendétigtehichtbedingungen inkubiert. Bei den spateren Zeitpunkten wurde die
gleiche Menge an Zellen entnommen. Die Analyse der Proben erfolgte mittels
Durchflusscytometerie oder Westdsiot.
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5.7 Analyse vonS. cerevisiae€Zellen

5.7.1 Einzelzellanalyse mittels Durchfluszytometrie

Mit Hilfe des Durchflusszytomteres Attune Nxt von Thermofisher wurden Einzelzellanalysen
von S. cerevisia&ulturen durchgefuhrt. Fir diese Analyse wurden die Zellen in eire 96
Well-Plate abh&ngig von der Kultur bis zu 1:20 verdinnt und mit Natriumazid behandelt.
Durch die Verdinnung wurde die Chance verringert, dass mehrere Zellen gleichzeitig die

Laser passieren und somit groRtenteils Einzelzellevents vermessen (AldeB5)

A All Events - F11 B R1- Fi1 C R2 - F11
T ———————r 177
1000 1000
150
) -
< <
g g ngo
dl:500 <IﬁEIC 8
Q O
a 3 so| [R3: 285
0.001 0.001-% 0
0.001 500 1000 0.001 500 1000 10° 10' 10° 10" 10 10° 10°
FSC-A (1073) SSC-H (1073) mCitrine-A

Abbildung 35: Beispiel Einstellung fir das Durchflusszytometer Attune NxT A: Dot-Blot der gesamten
gemessenen Events (SidewaS8tsatterArea/ForwardScatterArea). Es wurden SSQund FSCGLaser starken
gewahlt, sodass sich die Ereignisse gut sichtbar in der Mitte dieses Blots verteilen. Mit dem Gate R1 wurde der
Groliteil der gemeagnen Zellen, die Hauptpopulation, marki@t. Dot-Blot der Zellen die sich im Gate R1
befinden (SidewardScatterArea/SidewardsScatterHeight). Mit dem Gate R2 wurden die Einzelzellereignisse
markiert. Diese haben eine lineare Korrelation zwischen dteightSignal und dem Are8&ignal. C:
HistogramBlot der Einzelzellereignisse die sich im Gate R2 befinden. In diesem Beispielblot wurde eine
Negativkontrollevermessen. Die entsprechende Laserstarke wurde so gewahlt, dass der Grof3teil der Population
eineSignalstarke zwischen 102 und 103 hat. Im Falle dieser Kontrolle handelt es sich dabei ausschlie3lich um die
Autofluoreszenz der Zellen. Wurde etwas Fluoreszierendes in den Zellen hergestellt, konnte eine Verschiebung
der Signalstarke beobachtet werdenedDermdglichte es Unterschiede in der Produktion von fluoreszierenden
Molekilen innerhalb der Zellen genau zu charakterisieren. Die durchschnittliche Fluoreszenz der Ereignisse im
Gate 3 wurde von der Attune NXT Software berechnet und fir spatere Anaseendet. Anhand dieses

Wertes lie3en sich Kulturunterschiede bestimmen. Die gewahlten Laserstarken und gesetzten Gates wurden fur
jedes Experiment neu eingestellt um eine optimale Messgenauigkeit zu gewahrleisten.

Abhangig vom Experiment wurdenFluoreszenzprotein markierte Proteine oder
fluoreszierende Metaboliten beobachtet. Diese konnten dank ihrer Fluoreszenz mit dem
richtigen Laser und Detektor pro Zelle quantifiziert werden. In der Abbilddngil an

einem Beispiel die Einstellung des Diflasszytometers beschrieben (Abb. 35).

5.7.2 Fluoreszenzmikroskopie

5.7.2.1Zellpraparierung fur die Fluoreszenzmikroskopie
Zur Mikroskopie von Hefezellen wurden Hefezellen dem Experiment entsprechend inkubiert.
Es wurden fur die Mikroskopi&ulturschalen mit Glasbodeverwendet. Zuerst wurde ein

Tropfen 0,5%iger Concanavalin A.6sung auf den Glasboden der Kulturschale gegeben,
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nach finf Minuten entfernt und mit dH20O gewaschenschlielendvurdeein Tropfen einer
S.cerevisiaeKultur auf den Boden aufgetragen. Naghigen Minuten Absetzzeit wurde der
Tropfen entferntDie Schalen wurden mit LFNMedium gewaschen und zum Schluss 2 ml

LFM in die Kulturschalen gegeben.

5.7.2.2 Bildaufnahme

Bei der mikroskopischen Untersuchung der praparierten Zellen wurde das iAv&rseirto v e

200 MA Lichtmikroskop (Carl Zeiss AG, - Ober k-
Objektiv und einer Digitalkamera (Hamamatsu, Herrsching, D.), eingesetzt. Einstellungen des
Mikroskopes und der Kamera wurden tber das Programm Volocity (Improvisiorer@y,

UK) vorgenommen. Es wurdeBilder im Durchlicht und Fluoreszenzfilter erstellt. Fur die

weitere Auswertung wurden die Bilder als dfatei aus Volocity exportiert und mit der

Software ImageJ bearbeitet.
5.7.3 Wachstumstest

Die ODsooder Hauptkultur wurdauf 0,1 in einem gesamt Volumen von 10ml LiA&dium
eingestellt. Um eine Beleuchtung der Zellen zu ermoghchurden die Kulturen in TC25
Flaschen Uberfuhrt. Die Inkubatiomurde bei 30°C, 90rpm und den entsprechenden
Lichtbedingungen durchgefihriNach 7h wurde mit der Aufnahme der Wachstumskurve
begonnen9 Stunden lang wurdeefle Stunde 100ul der Kulturen entnommen und digo®©D
gemessen Dadurch konnte eine Wachstumskurve Uber den Zeitraum des gesamten

Experiments erstellt werden.
5.7.4 Jod-Dampf-Farbung von S. cerevisia&Zellen

Fur die JoeDampfFarbung wurde eine Vorkultur, in fur den verwendeten Stamm
entsprechendes Medium, Gber Nacht in einem Rollinkubator bei 30°C inkubiert. Von dieser
Vorkultur wurde zunachst die OD600 bestimmt und anschlieRend eine OD600 von 0,1
entnommen od mit N&dhrmedium auf 1ml aufgefullt. Von dieser Verdinnung wurden 10pl

auf eine AgafPlatte desselben Typs getropft und fiB Z'age bei 30°C inkubiert. Die
verwendeten Lichtbedingungen wurden an den zu untersuchenden Hefestamm angepasst. Fur
die Jodfarbng wurde kugelférmiges, resublimiertes Jod) 99, ,p.&., ACS, resublimiert;

CARL ROTH GMBH & CO KG (Karlsruhe, D)in den Deckel der Agarlatten Petrischale
gegeben und die Zellen so lange Uber die entstehenden Joddampfe gehalten, bis es zu einer
deutlichen Gelb bzw. Braunfarbung gekommen ist. Die Platte wurde vor und nach der

Jodfarbung fotografiert.
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5.8 Tetradendissektion

Die Tetradendissektion wurde durchgefuhrt um aus diplo&learevisiaeStamnen haploide
Sporen zu isoliererSie dient des Weiteren dafur die Verteilung der molekularen Marker zu
Uberprién Fur die Tetradendissektion wurddiploide Zellen zunachst auf SRBlatten mit
1% KOAc fur 29 Tage bei 30C inkubiert. Um die Zellwand zu verdauen wurdeie d

sporulierten 2llen in einer Mischung aus 11 Q@ Hun d 1 0 e-Loésungymiiti c as e

50QUnits/ml (SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim, D) fiur X@in bei 30°C
inkubiert Die Sporen werden aufgrund ihrer Zellwandbeschaffentielit beenflusst. 1@ |

der angedauten ZellamurdenanschlieBen@uf eine YPDPlatte getropfund leicht gekippt

bis sich die Zellen in einem waagrechten, schmalen Streifen uerteil Fir die
Tetradendissektion wurde das Mikroskop ECLIPSE 50i (NIKON), mit einem montierten
Mikromanipulator  benutzt. Der Mikromanipulator tragt eine Glasfasernadel
(SCHUETTLABORTECHNIK, Géttingen, D), mit deren Hilfe die vier Sporen einer Tetrade
auf der YPD-Platte in einem Abstand vorwenigencm ausgelegt wurden. AnschlieRend
wurde diePlattebei denflr denverwendeten Stamm optimalen Bedingungen inkubioest

aus den einzelnen Sporen gut erkennbiodonien entstanden. Zur Uberprufung auf
molekulare Marker wurden die Kolonien auf entsprechende SelektionsplatiteRlilfe von

SamtTuchern Gberstempelt

5.9 Extraktion und Quantifizierung von sekundaren Metaboliten inS. cerevisiae
5.9.1 b-Carotin-Detektion mittels HPLC

Fir die Isolation der Carotinoide wurde dteoduktionskultur zunachst bei 13000rpm fur
5min sedimentiert und einmal mit dBl gewaschen. Nach einer erneu@entrifugation
wurden die Zellen mit flissigem Stickstoff eingefroren uadschlieend in einer
Gefriertrocknungsanlage tUber Nadiophilisiert. Von den getrockneten Zellen wurde dann

die Masse bestimmt. AnschlieRend folgte der Zellaufschluss. Dafir wurde das getrocknete
Zellpellet in einem 2ml Eppendorfcup mit 200ul Glasperlen und mit 1ml Acetenitril

Methanol (50:50y/v) zusammengefihrDurchei ne 45s | angen Be-hand]l

u

24 Classic Instrumenti (MP Biomedical s) bei

AnschlieRend wurde dieser Aufschluss fur 5min bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert, die
orange gefarbte organische Phase in ewmes Reaktionsgefald tberflihrt und wieder mit 1ml
Acetonitri-Methanol (50:50, v/v) aufgeflllt. Dieser Schritt wurde so lange wiederholt bis das
Zellpellet keine starke gelb/orange Farbung mehr aufwies. Die entnommenen Extrakte

wurden zusammengefihrt ungivon 200pl in Glasvials gegeben und fir die Quantifizierung
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mi t t heghserforfance liquid chromatograghylurchgefiihrt Fir die Analyse deb-
CarotinExtrakte wurde ein Agilent 1260 HPLSystem (Agilent Technologies), bestehend
aus Entgaser, marerPumpe, Saulenofen und MWDetektor eingesetzt und die Trennséule
EC 250/4 NUCLEOSIL 10® C18 (MachereNagel) verwendet. Die Auftrennung der Probe
erfolgte isokratisch mit 50% v/v Methanol, 50% v/v Acetonitil als Latteh bei einer
Flussrate von rhL/min. Das Injektionsvolumen betrug 25puL und die Trennsaule wurde
wahrend der Analyse auf 25°C temperiert. Die Proben wurden in Triplikaten vermiessen,
Carotin bei eier Wellenldnge von 450 nm detekt und mittels Standards quantifiziert. Die
erhaltenen Chmatogramme wurden mit der Software OpenLab CDS ChemStation Edition

(Agilent Technologies) ausgewertet

5.9.2 Gibberellinsaure

Fur die Extraktion von Gibberellinsduren wurden 10ml einer Produktionskultur in einem 15ml
Falcon bei 5000rpm fiir 5min pelletiert. Debé&tstand wurde bis auf 200pl verworfen. Das
Zellpellet wurde im restlichen Medium resuspendiert und in ein 2ml Eppendorfcup Uberfuhrt.

Es folge eine Zugabe von ca. 200ul Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,5mm und
800ul Essigsaureethylester. Durch ei@min Behandlung bei 6,5m/s iMAFast-P4 epE

Cl assic Il nstrumentfiAi (MP Biomedical s) wur den
folgte eine Zentrifugation bei 13000rpm fur 10mimodurch eine Trennung der Phasen
entstand. Die obere Phase wurde in einclfigs Eppendorfcup Uberfuihrt und in einer
SpeedVac innerhalb von 30min evaporiert. Das entstandene Extrakt wurde abhangig vom
darauf folgenden Experiment entweder in frischem Medium oder in einem Ldsungsmittel

resuspendiert.

5.9.3 Terpenoide

Fur die Quantifizierung der Terpenoide wurden 800ul der Produktionskultur in ein frisches

2ml EppendorReaktionsgefal Uberfuhr. Fir den Zellaufschluss und der Extraktion der
Terpenoide wurden 200ul Glasperlen mit einem Durchmesser von 0,5mm, 80ul 1M HCL und
800ul eines 80:20 Chloroform:Methan@emischs zu den 800ul der Kultur hinzugegeben

und in eine2¥ ACGlasdPirepEnstrumentida (MP Bi ome
behandelt. Das Reaktionsgefal? wurde danach fir 20min bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert

und anschlieBend 500ul von der unteren organischen Phase in ein neues 2ml Eppendorfcup
Uberfuhrt. Das organische Losungsmittel wurde daraufhin in einer SpeedVac innerhalb 30min
evaporiert. Die getrockneten Terpenoidgerten bei-80°C. Die Quantifizierung migds

HPLC wurde vorKollaborationspartner aus Aachen/Queensla(iG Ebert)durchgefuhrt.
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5.9.4 Cordycepin

Fur die Quantifizierung der Cordycepinkonzentration im Kulturmedium wurden 2ml der
Cordycepin produzierendeKultur bei 13000rpm fir 5min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues 2ml Eppendorfcup uberfihrt und anschlie3end fir bBn86°C erhitzt.

Nach einer 18minutigen Ruhezeit konnte das abgekihlte Kulturmedium 1 zu 10 in HPLC
Phiolen verdinnt werden. DientsprechenderStandards wurden ausgehend von einer
300pmol Cordycepinldsung in ddB hergestellt um eine anschlieBende Quantifizierung zu
ermdglichen.Die Analyse selbst wurde von der Serviceabteiliagssenspektrometrie und
Elementanalytik (MarMass: Smal Molecules) mittels LC/MS durchgefuhrt. Fur eine
anschlieBende Quantifizierung wurde eine Eichgerade durch die vermessenen Standards

angefertigt und somit die produzierte Cordycepinkonzentration bestimmt.
5.10 Anpassungder Ergebnisse der DosiWVirkungs-Kurve durch die Hill -Gleichung

Die Anpassungler DosisWirkungsKurve durch die HilGleichungwurde mit eér Software
Dr Fit durchgefuhri{Di Veroli et al. 2015) Es wurden Standardeinstellungen verwendet u

die experimentellen Daten an die Hilinktion anzupassen.
5.11 Lokalisierungsvorhersage durch DeepLoc

Mit Hilfe von DeepLoc lasst sich die Lokalisierung von Proteinen anhand der Proteinsequenz
vorhersagerfAlmagro Armenteros et al. 201 Mit diesem OnlineTool wurden Vorhersagen
fur die Komponenten des GReporters gemacht. Es wurden Standardeinsngen

verwendet.
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7 Anhang

Anhangl: Vergleich degsd induzierten Abbaus von Erg9 in einem sd&8tamm und einem Wildtypstamm.

Anhang2: Ergebnisse der mathematischen Modellierung des Hefemetabolismus. Beschriebene Regulationen sollen zu einer erhéhten
FPP Verfugbarkeit fuhren.

Systematischer Beschreibung Regulation
Genname

YILO78W threonine-tRNA ligase THS1(THS1) down
YDR341C argininetRNA ligase(YDR341C) down
YDRO37W lysine-tRNA ligase KRS1(KRS1) down
YPRO033C histidine--tRNA ligase(HTS1) down
YBR121C glycinetRNA ligase(GRS1) down
YBLO76C isoleucinetRNA ligase ILS1(ILS1) down
YGR264C methionine-tRNA ligase MES1(MES1) down
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