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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Ausweitung der Forschung in den letzten Jahrzehnten zur optischen Regulation von
zelluldaren Funktionen flhrte zur Etablierung der Oberbezeichnung ,Optogenetik”. Diese
Arbeit beschéftigt sich mit einem Teilgebiet dieser Forschung, welche auf die Regulation von
genetischen Expressionssystemen zielt. Dazu wurden lichtregulierte Expressionssysteme in S.
cerevisiae entwickelt, die auf dem Einsatz von photolabil geschiitzten Effektormolekiilen,
sogenannten caged compounds, beruhen. Diese photolabilen Verbindungen zerfallen bei
Belichtung und setzen ein spezifisches Effektormolekiil zur Regulation des jeweiligen
Expressionssystems frei. Die angewendeten Expressionssysteme beruhen auf den in S.
cerevisiae haufig angewendeten Promotoren pGAL1, pCUP1 und pMET17. Unter Anwendung
einer caged-Cu®* Verbindung konnte die Induktion von pCUPI-Promotor-kontrollierten
Genen mittels UVA-Belichtung durch Anpassung der Belichtungszeit graduell reguliert
werden. Auf diesem Wege konnte der Einfluss des Induktionszeitpunktes auf die Expression
von pCUP1-kontrollierten Genen charakterisiert werden. Die lichtregulierte Genexpression
zeichnete sich dabei durch eine nichtinvasive Freisetzung des Effektors aus, wodurch eine
Aufrechterhaltung der Sterilbarriere, gleichbleibende atmospharische Bedingungen, ein
konstanter Gastransfer und eine Minimierung von Verdunstung und Verdiinnung
gewadhrleistet werden konnte. Darliber hinaus wurde die optische Repression von pMET17-
Promotor-kontrollierten Genen durch Einsatz einer caged-Methionin Verbindung
demonstriert. Komplexe Schaltungen bis hin zu einer automatisierten Belichtungsregulation
wurden durch die Kombination von optischer Methionin-Freisetzung und zelluldren
Methionin-Abbau erzeugt. Sie ermdglichten die optische Regulation von Expressions-Start, -
Stopp, -Pause und -Rate. Dabei konnte eine hohe Regulationsfrequenz, eine gute
Dosierbarkeit der Effektor-Freisetzung sowie eine leichte Automatisierbarkeit unter
Reduzierung des mechanischen Aufwandes demonstriert werden.

Des Weiteren konnten Vorarbeiten zur lichtregulierten Induktion des pGALI- und zur
Repression des pCUP1-Promotors durchgefiihrt werden. Hierzu wurden die entsprechenden
Reporterstamme charakterisiert und erste caged-Galaktose und caged-EDTA Verbindungen
getestet. Dabei konnten die photolytische Zerfallsgeschwindigkeit von caged-Galaktose bzw.
die Maskierung der Cu*-Affinitat von caged-EDTA als limitierende Faktoren und somit als

Ansatzpunkte fur weiterfihrende Arbeiten identifiziert werden.



Abstract

Abstract

In recent decades, the optical regulation of cellular functions has become a fast
developing field of research. This led to the establishment of "Optogenetic" as generic term.
One part of this research field is the regulation of genetic expression systems. In this thesis,
light-regulated expression systems in S. cerevisiae have been developed, which are based on
the use of photolabile protected effector molecules, so-called caged compounds. These
photolabile compounds release upon illumination a specific effector molecule that regulates
a respective expression system. The expression systems applied were based on the pGALI,
pCUP1 and pMET17 promoters commonly used in S. cerevisiae.

By means of a caged—Cu2+ compound, the induction of pCUP1-promoter-controlled genes
could be gradually regulated by adjusting the UVA exposure time. In this way, the influence
of the induction time on the expression of pCUPI1-controlled genes could be studied.
Thereby, light-regulated gene expression was characterized by a non-invasive release of the
effector, which ensured permanent sterility, constant atmospheric conditions, constant gas
transfer and a minimization of evaporation and dilution.

In addition, the optical repression of pMET17 promoter-controlled genes was
demonstrated by using a caged-methionine compound. Complex circuits up to automated
exposure regulation were generated by the combination of optical methionine release and
cellular methionine degradation. They enabled the optical regulation of expression start,
stop, pause, and rate. Thus, a high regulation frequency, a good dosage of the effector
release as well as an easy automation and a reduction of the mechanical effort could be
demonstrated.

Furthermore, preliminary studies were carried out on the induction of the pGAL1 and on
the repression of the pCUP1 promoter via light-regulation. For this purpose, the
corresponding reporter strains were characterized and first caged-galactose and caged-EDTA
compounds were tested. The photolytic decay rate of caged-galactose and the masking of
the cu?** affinity of caged-EDTA were identified as limiting factors and thus as starting points

for further work.



Einleitung / Kenntnisstand

1 Einleitung / Kenntnisstand

1.1 Zellen als Fabriken der Zukunft

Die folgende Dissertation beschaftigt sich mit der Entwicklung neuartiger biochemischer
Werkzeuge zur optischen Regulation von genetischen Aktivitdten. Diese dienen dazu, die
Konzepte zur Regulation von zelluldren Funktionen zukiinftig zu erweitern. Die Anwendung
dieser optischen Werkzeuge soll also dazu beitragen, eine differenziertere Kontrolle von
zelluldren Produktionsorganismen zu fordern. Sie steht somit im Kontext der gegenwartigen
biotechnologischen Entwicklung, weshalb deren Bedeutung im Folgenden kurz erldutert
wird.

Die industrielle Biotechnologie wendet eine Kombination von biochemischen Prozessen
mit technischen Verfahren zur Herstellung bzw. Umwandlung von chemischen Erzeugnissen
an. Die moglichen Produkte reichen von Energietragern sowie Grund- und Feinchemikalien
Uber Lebensmittelzusatzstoffe bis hin zu Agrar- und Pharmaprodukte. Haufig angewendet
werden dabei Mikroorganismen und Zellkulturen, welche fiir den jeweiligen Einsatz
gentechnisch optimiert wurden. Die Erkenntnisse, die zu den jeweiligen Anpassungen
fihren, stammen meist aus den Forschungsbereichen Systembiologie und synthetischer
Biologie.l’2 Diese beiden Disziplinen beschaftigen sich mit der Aufklarung und Manipulation
von biochemischen Prozessen innerhalb von Zellen und deren Regulationsnetzwerken.
Deren Erkenntnisse werden genutzt, um die zelluldare Produktion einer gewdlinschten
Chemikalie durch gezielte genetische Verdanderung eines sogenannten Wirts- oder
Produktionsorganismus zu erreicht.

Methodisch kdnnen dabei zwei generelle Strategien verfolgt werden, die den
Metabolismus der Wirtszellen genetisch anpassen und daher als metabolic engineering
zusammengefasst werden. Einerseits ist die Anreicherung von zelleigenen Metaboliten zu
erwahnen. Dies kann etwa durch die Unterbrechung eines Biosyntheseweges erreicht
werden, wodurch die weitere Umwandlung eines Zwischenproduktes unterbunden wird. In
E. coli konnte dadurch beispielsweise Acetat mittels Unterbindung der oxidativen
Phosphorylierung und der zyklischen Funktion des Citratzyklus produziert werden.?
Zusatzlich kann die Produktion von limitierenden Ausgangsstoffen und Vorstufen verstarkt

werden, um die Anreicherung des Zielproduktes zu verstarken. Mit dieser Methode wurde
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Einleitung / Kenntnisstand

unter anderem die Bereitstellung der Vorstufe Oxalacetat stimuliert, um die Produktion von
Succinylsaure in E. coli zu verstirken.?

Andererseits ist es auch moglich, artifizielle Biosynthesewege zu generieren, indem
biochemische Prozesse von unterschiedlichen Organismen in einem Produktionsstamm neu
kombiniert werden. In Verbindung mit der gezielten Anpassung einzelner Schliisselgene
kann somit die Vielfalt der méglichen Produkte vergrofRert werden. Die Biotechnologie birgt
somit das Potential, die klassische chemische Industrie in vielen Bereichen zu ergdnzen oder
sogar zu ersetzen. Dabei ermoglicht sie die nachhaltige Produktion von chemischen
Erzeugnissen auf Basis nachwachsender Rohstoffe und unter erheblicher Reduktion des
Bedarfs von fossilen Ressourcen. Daher kommt ihr eine besondere gesellschaftliche Aufgabe
zu, welche insbesondere in einem Wandel der industriellen Wertschépfungskette liegt. Die
Biotechnologie ermdglicht damit einen Strukturwechsel von einer Erdél-basierten zu einer
nachhaltigen auf nachwachsenden Rohstoffen aufbauenden Industrie.

Daneben stellt die Biotechnologie aber auch einen 6konomischen Faktor dar, welcher
durch Senkung des Energiebedarfs, des Rohstoffeinsatzes und der Prozessstufen eine
relevante Kostensenkung verspricht. Auch deshalb hat sich die Biotechnologie zu einer
Zukunftstechnologie entwickelt, welche in den letzten Jahrzehnten rasant gewachsen ist.
Allein im Zeitraum von 2011-2016 stieg der Umsatz deutscher Biotechnologieunternehmen
um 35 % auf einen Wert von 3,5 Mrd. im Jahr 2016. * Dabei nahm die Beschaftigungszahl in
Deutschland im selben Zeitraum um 25 % zu und erreichte ca. 22.000 Mitarbeitern im Jahr
2016." Diese 6konomischen Kennzahlen lassen bereits das Potential der Biotechnologie fir
die Wirtschaft und den Arbeitsmarkt erkennen. Erganzend dazu existiert bereits eine Vielzahl
von pharmazeutischen Produkten, welche durch gezieltes metabolic engineering von
Mikroorganismen produziert werden. Dazu zdhlen unter anderem Antibiotika, Virostatika,
Zytostatika, Antioxidantien, Antiparasitika, kardiovaskulare Medikamente, Hormone und
immunologische Priparate.” Noch deutlicher wird die wirtschaftliche Bedeutung, wenn man
die Top-50 Medikamente mit dem héchsten Umsatz in der Pharmaindustrie betrachtet.®
Davon wurden im Jahr 2015 bereits 25 % mittels mikrobiologischer Methoden hergestellt
(s. Tabelle 1), darunter Antikorper, Proteine, Glykokonjugate, Fusionsproteine, und zyklische
Peptide. Diese wurden in unterschiedlichen Produktionsstammen, welche von einfachen
Prokaryoten (z. B. E. coli) liber eukaryotische Mikroorganismen (z. B. S. cerevisiae) bis hin zu

Saugetier-Zelllinien [z. B. chinese hamster ovary (CHO -Zellen)] reichen, hergestellt.
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Tabelle 1: Biotechnologisch hergestellte Vertreter der Top-50 Medikamente mit dem héchsten Umsatz in der Pharmaindustrie.’

Produktbezeichnung Wirkstoff produziert mit Anwendung Typ

Humira Adalimumab CHO-Zellen Entziindungskrankheiten Antikorper

Enbrel TNF-Rezeptors-2 / Fc-Doméne CHO-Zellen Schuppenflechte, Arthritis Antikorper-

des humanen IgG1 Fusionsprotein

Lantus Solostar Insulin Escherichia coli Diabetes Protein

Novolog Flexpen Insulin Saccharomyces cerevisiae Diabetes Protein

Stelara Ustekinumab Maus Schuppenflechte Antikorper

Prevnar Glycoconjugate Pseudomonas fluorescens, Impfstoff gegen Glycoconjugat

Escherichia coli Streptococcus pneumoniae

Humalog Kwikpen Insulin Escherichia coli Diabetes Protein

Restasis Ciclosporin Tolypocladium inflatum Immunsuppressiva Cyklisches Peptid,
nichtribisomal

Orencia Abatacept CHO-Zellen Arthritis Fusionsprotein

Cimzia Certolizumab Escherichia coli Arthritis Antikorper-PEG-
Konjugat

Levemir Insulin Saccharomyces cerevisiae Diabetes Protein

Prolia Denosumab CHO-Zellen Osteoporose Antikorper

Gardasil rekombinate HPV Proteine Saccharomyces cerevisiae HPV Impfstoff HPV Protein

Simponi Golimumab Maus Arthritis, Antikorper

Entziindungskrankheiten

CHO: Chinese Hamster Ovary
HPV: Humane Papillomviren

pueissiujuuay / Sunyajuig



Einleitung / Kenntnisstand

Die mikrobiologische Produktion beschrankt sich jedoch nicht nur auf das hochpreisige
Segment der pharmazeutischen Praparate. Auch chemische Massenprodukte kénnen bereits
hergestellt werden.” Genannt werden kénnen dafiir etwa Basischemikalien der chemischen
Industrie, insbesondere monomere Grundbausteine fir Polymere, darunter Sauren wie
Milchsdure (1), Succinylsdure (2), Fumarsdure (3), Apfelsdure (4), Itaconsdure (5),
Glucarsdure (6) und 3-Carboxy-cis,cis-muconsdure [7; (1E,3Z)-Buta-1,3-dien-1,2,4--

tricarboxylsaure] (s. Abbildung 1 ).’

(o} (o} 0 o} (o}
\HLOH Ho\n/\)LOH “ONOH HO\[]/\HLOH Ho\n/\n)LOH
OH (0] (o) O OH (0]
1 2 3 4 5
Milchsaure Succinylsdure Fumarsdaure Apfelsdure Itaconsdure

O OH OH fo)

HOJ\./'\('\I(OH Ho)vf\n/OH
OH OH O HO X0 (o]
6 7
Glucarsaure 3-Carboxy-cis,cis-muconsaure

Abbildung 1: Beispiele fiir mikrobiologisch produzierte organische Séuren.”

Die Produktionsverfahren wurden dafiir in den letzten Jahren stets weiterentwickelt.
Succinylsdure etwa konnte mit Titern von 146 g/L, einer Produktivitdt von 3,20 g/L/h und
einer Ausbeute von 0,9 g Produkt / g Zelltrockenmasse in Corynebacterium glutamicum
produziert werden.® Ahnliches gilt auch fir Diamine wie 1,4-Diaminobutan (Putrescin) und
1,5-Diaminopentan (Cadaverin), welche mit Titern von ca. 25 g/L bzw. 103 g/L hergestellt

werden konnten.”*°

Andere Beispiel stellen Polymere dar, wie Polyhydroxyalkanoate (PHA)
und Polymilchsauren (PLA von polylactic acids). Letztere konnten mit bis zu 11 % PLA
Homopolymer pro Gramm Zelltrockenmasse produziert werden.'’ Die massenhafte
Produktion wird besonders am Beispiel der Aminosaduren deutlich, welche unter anderem
durch Fermentation von Corynebacterium glutamicum hergestellt werden. Dabei wurden
bereits 2,5 Mio. Tonnen L-Glutamat pro Jahr hergestellt mit einem berichteten Titer von
120 g/L und Produktivitat von 5 g/L/h. Zusatzlich wurden 1,5 Mio. Tonnen L-Lysin pro Jahr
gewonnen, wobei Titer von 120g/L und Produktivitait von 4g/L/h erzielt werden

konnten.'*1*
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Einleitung / Kenntnisstand

1.2 Biotechnologische Relevanz von S. cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae ist einer der meist verwendeten Produktionsorganismen der
Biotechnologie.® Als ein Hauptanwendungsgebiet ist die Herstellung von Bioethanol und
Biodiesel auf Basis von Raps- und Sojabohnendl mit Produktionsvolumen von 84,6 Mrd. Liter
bzw. 19,0 Mrd. Liter (2011) zu nennen. Hauptsachliche Verwendung finden diese Produkte
als Kraftstoffzusatze. Somit konnten bereits 2,7% der globalen Transport-Energie durch
nachhaltige Produktionsverfahren erzeugt werden.’® Dies verdeutlicht nicht nur den
Okologischen Aspekt, sondern zeigt auch das Potenzial der Biotechnologie als alternative
Produktionsmethode fiir Treibstoffe. Diese sind notwendig, da das weltweit geforderte
Rohdl als Quelle fiir essentiell Synthesebausteine der Chemie und Pharmaindustrie gilt, und
dennoch zu 57 % (Stand 2017) nur zur Produktion von Treibstoffen verwendet wird.*®
Die weltweite Produktion von Bioethanol findet dabei liberwiegend in den USA (62 %; 52,7
Mrd. Liter) und Brasilien (25 %; 21,1 Mrd. Liter) statt. Als Grundlage dient dafiir in den USA
hauptsachlich Getreide und in Brasilien Zuckerrohr. Aufgrund dessen werden diese
Herstellungsprozesse auch als first generation bioethanol bezeichnet. Dabei werden jedoch
potenzielle Nahrungsressourcen fir die Treibstoffproduktion verwendet. In Anbetracht einer
wachsenden Weltbevélkerung und dem damit einhergehenden Nahrungsmittelbedarf sieht
sich diese Methode allerdings einer wachsenden Kritik ausgesetzt.”” Um dem
entgegenzutreten wird jedoch schon an einem weiteren Herstellungsprozess, dem second
generation bioethanol geforscht. Dieser greift auf Lignocellulose als Rohstoff zuriick und
konnte damit Uberschissiges Pflanzenmaterial nutzbar machen, welches bei der

18,19

Landwirtschaft massenhaft anfallt. Neben der Ethanol- und Biodieselproduktion konnte

durch weitere gentechnische Modifikationen von S. cerevisiae auch die Produktion von fort-

schrittlicheren Biokraftstoffen erreicht werden.’® Dazu zihlen 1—ButanoI,“IsobutanoI,zz_24

2526 Bisabolene,”’ Fettsiureethylester (Biodiesel).”® Diese bergen als alternative

Farnesene,
Treibstoffe einige Vorteile gegeniliber Ethanol wie beispielsweise eine héhere Oktanzahl,

eine héhere Energiedichte oder eine verringerte Hygroskopie.”?
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Einleitung / Kenntnisstand

Abbildung 2: Taxol (Paclitaxel)

Akademische Studien habe gezeigt, dass neben den Treibstoffen auch hochpreisige
Pharmaprodukte mittels S. cerevisiae hergestellt werden kénnen.” Eine Ubersicht der
niedermolekularen Produkte mit pharmazeutischem Hintergrund sind in Tabelle 2
dargestellt. Darunter findet sich beispielsweise Taxadien-5a-acetoxy-10b-ol, eine Vorstufe
des bedeutenden Zytostatikums Paclitaxel (8, Taxol), welches besonders zur Behandlung von
Brustkrebs eingesetzt wird.>* Die Herstellungsmengen in S. cerevisiae Kulturen sind fir
industrielle Anwendungen allerdings noch zu gering. Dagegen stellt die Verwendung von
pflanzlichen Eiben-Zellkulturen (Taxus brevifolia) zur Gewinnung von Paclitaxel eine bereits
etablierte biotechnologische Produktion im grofStechnischen MaRstab dar.*® In S. cerevisiae
wurden bereits ein Virostatikum, ein Antiparasitikum, ein Antihypertonikum und diverse

Antibiotika erfolgreich hergestellt.

Tabelle 2: Herstellung von niedermolekulare Medikamenten oder deren Vorstufen in S. cerevisiae. Eintrdge
entnommen aus Lee et al.”

Wirkstoff / Vorstufe Anwendung Referenz

Magnoflorin Antibiotikum Minami et al. (2008) **
(S)-Scoulerin Antibiotikum Minami et al. (2008) **
Valencen Krebsmedikament Asadollahi et al. (2008) **
Cubebol Virostatikum Asadollahi et al. (2008) **
Patchoulol Antimikrobiotikum Asadollahi et al. (2008) 32
Artemisininsdure Vorstufe Antiparasitikum 3
(Vorstufe von Artemisinin) (Malaria) Ro et al. (2006)
Taxadien-5a-acetoxy-10b-ol Dejong et al. (2006) **

Vorstufe Krebsmedikament
(Vorstufe von Taxol)

Nicotianamin (sic!) Herz-Kreislauf-Medikament: Wada et al. (2006) »

Antihypertonikum

14



Einleitung / Kenntnisstand

Ein Beispiel von industrieller Bedeutung ist Artemisinin, ein Anti-Malaria Medikament,
welches semisynthetisch hergestellt werden kann. Dabei kann Artemisininsaure fermentativ
in Hefen wie S. cerevisiae hergestellt werden.®®* AnschlieRend erfolgt eine oxidative
Zyklisierung, wobei der benétigte  Singulett-Sauerstoff  photochemisch®®  oder
metallkatalytisch37 gewonnen werden kann. Eine erste Pilotanlage zur grof3technischen
Produktion nach diesem Verfahren wurde bereits 2013 von der Firma Sanofi geplant und soll
die Bereitstellung von bis zu 100 t kristalliner Artemisininsaure pro Jahr als Rohstoff des Anti-
Malaria Medikaments erlauben.®®

Neben niedermolekularen Verbindungen werden in S. cerevisiae besonders
eukaryotische Proteine und Peptide fiur den pharmazeutischen Markt hergestellt. Eine
Zusammenfassung Uber die in der europdischen Union zugelassenen gentechnisch
hergestellten Arzneimittel, welche mit Hilfe von S. cerevisiae produziert werden, findet sich
in Tabelle 3. Dabei bildet die Behandlung von Diabetes das groRte Anwendungsspektrum,
woflr Peptidhormone und ein Fusionsprotein hergestellt werden. Des Weiteren beilhalten
diverse Impfstoffe gegen Hepatitis A, Hepatitis B und humane Papillom-Viren rekombinante
Proteine, welche heterolog in S. cerevisiae produziert werden. AulRerdem kbénnen
Peptidhormone und Gerinnungsfaktoren zur Behandlung von genetisch bedingten

Wachstumsstorungen und Bluterkrankheiten gewonnen werden.
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Tabelle 3: In der Europdischen Union zugelassene gentechnische Arzneimittel, biotechnologisch hergestellt

. .. 39
mittels S. cerevisiae.

Wirkstoff / Vorstufe Anwendung Firma Typ

Albiglutid Diabetes GlaxoSmithKline Fusionsprotein
Insulin human Diabetes Novo Nordisk Peptidhormon
Isulin Aspart Diabetes Novo Nordisk Peptidhormon
Insulin degludec Diabetes Novo Nordisk Peptidhormon
Insulin detemir Diabetes Novo Nordisk Peptidhormon
Liraglutid Diabetes Novo Nordisk verzweigtes Peptid
Glucagon Diabetes Novo Nordisk Peptidhormon

Impfstoff Hepatitis A/B

Impfstoff humane
Papillom-Viren (HPV)

Somatropin

Catridecacog

Hepatitis A/B Pravention

HPV-Infektionen Pravention

genetisch bedingte
Wachstumsstérung

genetisch bedingte
Bluterkrankung

GlaxoSmithKline
Sanofi Pasteur MSD
MCM Vaccine

MSD Sharp & Dohme
Sanofi Pasteur MSD

Chiesi Farmaceutici

BioPartners

Novo Nordisk

Proteine

Proteine

Peptidhormon

Gerinnungsfaktor-
Protein

Die weitere Stammentwicklung mittels metabolic engineering hat zudem gezeigt, dass S.

cerevisiae ebenfalls geeignet ist, neben pharmazeutisch relevanten Produkten eine Vielzahl

weiterer Chemikalien zu produzieren. Eine Auswahl ist in Tabelle 4 dargestellt. Diese

umfassen ein breites Spektrum an Substanzklassen, das unter anderem kleine Amino- bzw.

Hydroxysauren, Fettsduren, Zucker(-Alkohole), Terpene, Polyphenole und polyzyklische

Verbindungen beinhaltet.
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Tabelle 4: Beispiele von fermentativ produzierten Chemikalien in S. cerevisiae. Eintrdge entnommen aus Hong

und Nielsen 2012.%°

Chemikalie

Referenz

1,2 Propandiol
D-Ribose

Ribitol

L-Milchs&dure
Pyruvat
Succinylsadure
beta-Amyrin
beta-Carotin
Amorpha-4,11-dien
Casbene
Zimtsdure-Anthranilsdureamid
Eicosapentaensaure
Geranylgeraniol
Ascorbinsdure
Linalool
Methylmalonyl-CoA
Resveratrol

Vanillin

Methylselenocystein

Lee und Da Silva (2006)""

Toivari et al. (2010)"
Toivari et al. (2010)*
Zhao et al. (2011)"
Maris et al. (2004)44
Raab et al. (2010)45
Madsen et al. (2011)*
Verwaal et al. (2007)"
Westfall et al. (2012)**
Kirby et al. (2010)*
Eudes et al. (2011)50
Tavares et al. (201 1)51
Millis et al. (2003)*
Sauer et al. (2004)53
Rico et al. (2010)54
Mutka et al. (2006)*
Becker et al. (2003)56
Brochado et al. (2010)57

Mapelli et al. (2011)*®

Die Vorstellung dieser vielfaltigen Anwendungen macht die Bedeutung von S. cerevisiae

fir die Biotechnologie deutlich. Eine Vielzahl von chemischen Erzeugnissen wird bereits

heute mit diesem Organismus produziert, wobei zahlreiche wissenschaftliche Publikationen

das Potential zur Erweiterung der Produktpalette bereits aufzeigen. Aus diesem Grund

wurde Saccharomyces cerevisiae als Zielorganismus fir die Entwicklung neuartiger

biochemischer Werkzeuge zur optischen Regulation von genetischen Aktivitdten ausgewahlt.
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1.3 Potential optisch-regulierter Expressionssysteme

Expressionssysteme sind wesentliche Bestandteile rekombinanter Mikroorganismen der
modernen Biotechnologie und ermoglichen die gezielte Regulation bestimmter
Genaktivitdten. Die meisten hadufig verwendeten Expressionssysteme scheinen in ihrer
Komplexitdt jedoch recht eingeschrankt zu sein. Sie zeichnen sich meist durch eine hohe
Robustheit aus, da sie durch wenige Faktoren beeintrachtigt werden. Dadurch reduziert sich
ihre Anfalligkeit gegen storende Einflisse und die Reproduzierbarkeit der Genexpression
wird gesteigert. Als Beispiele flir prokaryotische Expressionselemente sind zum einen der
synthetische tac-Promotor,” das pBAD ®%®! System und das pET-System (Merck, USA) zu
nennen. Zum anderen die etablierten Expressionssysteme Tet—ON/OFF,S’14 GAL4—ER—VP16,62
sowie die Promotoren pGAL1 636 und pADH?2 5657 fir eukaryotische Zellen. Die Robustheit
dieser Expressionssysteme bedeutet meist jedoch auch eine sehr geringe Flexibilitdt. Die
Aktivitdt von Genen kann je nach ausgewdhltem System lediglich einmalig ein- oder
ausgeschaltet werden. Die reversible oder gar multiple Steuerung der Genexpression ist mit
solchen Systemen daher duBerst eingeschrankt bis unmoglich. Auch die Regulation der
Expressionsstarke ist bei den meisten Expressionssystemen nicht moglich. Zudem erfolgt die
Regulation der Genexpression meist Uber die ,manuelle” Zugabe von Induktoren, wodurch
die Sterilitdit und die Regulationsfrequenz aufgrund von mechanischen Operationen
eingeschrankt werden.

Der Bedarf von flexibleren Expressionssystemen ist jedoch vielfach gegeben und bezieht
sich neben der klassischen Biotechnologie auch im Besonderen auf die Bereiche der
funktionellen Genomik (functional genomics), der synthetischen Biologie (synthetic biology)

%871 Die flexible Regulation und

und der Metabolismusoptimierung (metabolic engineering).
Dosierung der Genexpression kdnnte zu einem bei Produktionsverfahren konkret genutzt
werden, beispielsweise zur Koordinierung der Enzymaktivitaten bei in vivo Enzymkaskaden,
zur  Regulation der Wachstumsraten bei  Co-Kultivierungen  unterschiedlicher
Mikroorganismen, oder zur Optimierung der Expression von toxischen oder langsam
faltenden Proteinen. Zum anderen ist ein forschungsbasierter Einsatz zur Aufklarung von
zelluldren Regulationsnetzwerken moglich, um Wirkbeziehung von zelluldren Regulatoren
und deren Schwellenwert besser zu verstehen. Daraus gewonnene Erkenntnisse konnten
wiederum produktionstechnisch angewendet werden. Beispielweise ware eine variable, an

die jeweilige Produktionssituation angepasste, Optimierung des Metabolitflusses (metabolic

18



Einleitung / Kenntnisstand

flux) in mikrobiellen Produktionsstammen moglich. Darliber hinaus konnten die
gewonnenen Einsichten in intrazellulare Regulationen die Entwicklung neuer artifizieller
Regulationsnetzwerke vorantreiben, welche fir die synthetische Biologie von groRtem
Interesse sind.

Die Optogenetik stellt dabei eine duBerst vielversprechende Technologie dar, um dieses
Ziel zu erreichen. Dies wurde bereits durch die Entwicklung einiger lichtregulierter
Regulationssysteme demonstriert. Ein caged-Tetracyclin Derivat wurde in Sdugetierzellen
verwendet, um eine automatisierte Regulation der Genexpression zu gewahrlisten. Mit
diesem Werkzeug wurden oszillierende Expressionsstarken ermoglicht, um unterschiedliche,
anndhernd konstante, Expressionslevel einzustellen.”> Des Weiteren wurde ein
lichtsensitiver Transkriptionsfaktor in S. cerevisiae angewendet, um durch unterschiedliche
Lichtfarben (rot und infrarot) die Genexpression reversibel ein- bzw. auszuschalten.”
Die Optogenetik ist fir die flexible Regulation und Dosierung der Genexpression besonders
vielversprechend, da sie einige Vorteile bietet. Ein hohes MaR an Flexibilitat und Komplexitat
fihrt zwangslaufig zu einer grofRen Anzahl von regulatorischen Schritten. Anders
ausgedriickt, je haufiger die Genexpression einer Kultivierung angepasst werden soll, desto
haufiger muss auf die Kultivierung eingewirkt werden. Dies beinhaltet bei klassischen
Expressionssystemen eine wiederholte mechanische Zugabe von Effektor-Substanzen, was
zu deutlichen Nachteilen fiihren kann. Licht als Regulator ermdglicht hingegen die
nichtinvasive Steuerung in strikt geschlossenen Kultivierungssystemen ohne mechanische
Beeinflussung. Dadurch kann einerseits eine optimale Sterilitat und strikte Kontrolle der
Atmosphédre gewadhrleistet werden, wodurch selbst komplexe Fermentationen unter fest
definierten Gasbedingungen durchgefiihrt werden kénnten. Zum anderen ermdglicht es eine
streng kontinuierliche Durchmischung, welche fiir eine homogene Gas-, Konzentrations- und

Temperaturverteilung von besonderer Bedeutung ist.
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1.4 Caged compounds

Die optische Regulation von zellularen Funktionen entwickelte sich in den letzten
Jahrzehnten immer mehr zum Gegenstand der wissenschaftlichen Forschung. Dies fiihrte zur
Etablierung des Begriffs ,Optogenetik” als zusammenfassende Oberbezeichnung. Ein
Teilgebiet dieser Forschung stellt die Regulation von genetischen Expressionssystemen dar.

Bei lichtregulierten Expressionssystemen spielen insbesondere caged compounds als
lichtsenstive Verbindungen eine wichtige Rolle. Caged compounds sind maRgeschneiderte
chemische Verbindungen, deren biologische Aktivitat mithilfe von Licht kontrolliert werden
kann. Meistens handelt es sich dabei um Effektormolekiile, deren biologische Aktivitdt durch
chemische Modifizierung maskiert wird (s. Abbildung 3). Bildlich gesprochen befindet sich
der Effektor also in einem Kafig (cage) und kann keine Reaktion auslésen. Die Bestrahlung
mit Licht fihrt dann in der Regel zur Freisetzung des urspriinglichen Effektormolekiils,

wodurch es seine biologische Aktivitit zuriickgewinnt.”*

2

—
Gi> UVA-Belichtung Q
caged compound i aktiver
Effektor
Schutzgruppe
(cage)

Abbildung 3:Allgemeines Schema zur Funktionsweise von caged compoundes.

Der Begriff ,,caged” ist dabei jedoch leicht irrefiihrend, da das Effektormolekil in den
meisten Fallen nicht tatsachlichen in eine andere Verbindung eingeschlossen wird. Obwohl
diese Vorgehensweise prinzipiell méglich ist,”’® besteht die Maskierung des Effektors
meisten aus einer simplen kovalenten Verknipfung zu einer photolabilen Schutzgruppe.
Diese strukturelle Verdnderung ist haufig ausreichend, um eine Erkennung durch den
zellularen Sensor (in der Regel ein Protein) zu verhindern. Die Bestrahlung bewirkt dann eine
photolytische Abspaltung der Schutzgruppe, wodurch der Effektor freigesetzt wird. Erste
Arbeiten zu diesem Prinzip wurden von Kaplan et al. (1978) durchgefiihrt. Dabei

verwendeten sie ein caged-Adenosintriphosphat (9), um durch die photolytische Freisetzung
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von Adenosintriphosphat (10) (ATP) (Abbildung 4, A) Erkenntnisse Uber die mechanistischen
Abldufe der Na/K-Pumpe zu erlangen. Als Nebenprodukt wird Nitroso-Verbindung 11
gebildet, fiir das in den verwendetetn Konzentrationen keine toxischen Effekte
nachgeiwesen werden konnte.”’

Eine alternative Strategie wird bei der photosensitiven Maskierung von Metallionen
verwendet und ist in Abbildung 4, B dargestellt. Dabei kommen klassische Chelatoren wie
EDTA (Ethylendiamintetraessigsdaure) zur Anwendung. Diese bilden mehrere koordinative
Bindungen zu Metallionen aus und erzeugen dadurch, wie bei Verbindung 12 gezeigt, stabile
Komplexe, was zur Maskierung der Metallionen fiihrt. Zur photochemischen Regulation wird
das Rickgrat des Chelators an einer bestimmten Stelle mit einer photosensitiven Gruppe
versehen. Dadurch kommt es bei der Bestrahlung nicht zur Abspaltung der photosensitiven
Gruppe, sondern zur Spaltung des gesamten Chelatormolekils, wodurch die Metallionen
freigesetzt werden. Beim gezeigten Beispiel 12 in Abbildung 8 kommt durch die Spaltung des
EDTA-Rickgrates zur Bildung der Nitroso-Verbindung 13 und Immimodiessigsdure (14).

Nahere mechanistische Erlauterungen dazu sind in Kapitel 2.2.3 zu finden.

A
; QH
HO-I?:O HO—I?:O
? ?
HO-P=0 HO-P=0
S NH, o NH,
HO-P=0 NN —h*v o Ho-P=0 NN +
5 ¢ 1 o <l
o NN o NN
11
OH OH OH OH
9 10
B
Ca% h*v
—_— > Ca®* + +
12 13 IDA, 14
Abbildung 4:  Beispielhafte  Darstellung von caged compounds zur Veranschaulichung der

Maskierungsstrategien. (A) Maskierung des ATP durch kovalente Bindung an eine photolabile Schutzgruppe
(Nitrophenyl-Gruppe, grau) und Abspaltung der Schutzgruppe durch Bestrahlung.”” (B) Maskierung von
Ca’*-lonen durch Koordination mit der Chelatoruntereinheit des DM-Nitrophens (EDTA, grau). Bestrahlung

bewirkt die Spaltung des Chelatormolekiils, wodurch die Ca**’lonen freigesetzt werden.”**°
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Besonders zu erwdhnen sind in diesem Bezug die Arbeiten von Kaplan et al. und Ellis-

Davies.’”®"®

Sie entwickelten auf EDTA bzw. EGTA [Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N,N-tetraessigsdure] basierende photosensitive Chelatoren zur Komplexierung von
Calcium- und Magnesiumionen wie beispielsweise 1-(2-Nitro-4,5-dimethoxyphenyl)-1,2-
diaminoethane-N,N,N’,N'-tetraessigsaure (12), das unter dem Handelsnamen DM-Nitrophen

vertrieben wird.”®”®

Mit Hilfe dieser Verbindungen konnten =zahlreiche Studien zur
Untersuchung der synaptischen Signaltransduktion unternommen werden.?!

Die Erfahrungen der letzten Jahrzehnte mit DM-Nitrophen und anderen caged
compounds haben einige Anforderungen aufgezeigt, damit diese erfolgreich eingesetzt
werden konnen. Zundchst einmal sollten die Verbindungen unter den verwendeten
Bedingungen stabil sein, um eine unkontrollierte Freisetzung des Effektors zu vermeiden.
Dabei sind einerseits physiologische Bedingungen wie pH-Wert, Temperatur und
Salzkonzentrationen zu beachten. Andererseits sind auch enzymatische Reaktionen denkbar,
welche zur frihzeitigen Spaltung oder Modifikation der caged compound Verbindung fihren
kann. Daher ist die Anwendbarkeit in jedem Organismus spezifisch zu testen. Eine
ausreichende Loslichkeit der caged compounds in wassrigen Bedingungen des gewlinschten
pH-Wertes sollte ebenfalls vorhanden sein. Dabei wirken sich besonders die verwendeten
photosensitiven Gruppen aus. Diese bestehen meist aus (poly)zyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen und besitzen daher oft eine geringe Hydrophilie, was die Loslichkeit der
urspriinglichen Effektoren stark herabsetzen kann.

Die optischen Eigenschaften sind der nachste wichtige Aspekt. Die photolytische
Freisetzung des Effektors sollte bei einer biologisch vertretbaren Wellenldange (UVA,
>315 nm) moglich sein. Dennoch kdnnen bei der Photolyse der caged compounds diverse
Photoprodukte entstehen. Daher sollte der Einfluss der UVA-Bestrahlung untersucht
werden, da neben der direkten Bestrahlung auch die Photoprodukte einen toxischen Effekt
aufweisen kdnnen. Zusatzlich sollte die photolytische Effektorfreisetzung moglichst schnell
und vollstandig erfolgen, um Photoschadigungen zu minimieren und kurze
Regulationsschritte zu ermoglichen. Dazu ist eine moglichst hohe Absorption bei der
gewlinschten Wellenldnge von Vorteil, was durch einen hohen Extinktionskoeffizienten ¢
ausgedrickt wird. Dieser sollte jedoch zudem einhergehen mit einer maoglichst grof3en

Quantenausbeute ¢, was bedeutet, dass ein hoher Anteil des absorbierten Lichtes auch
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82,83

tatsachlich zur einer photolytischen Spaltung flhrt. Ndhere Informationen zur

Bestimmung dieser optischen Eigenschaften sind im Kapitel 5.4.1 und 5.5.1 enthalten.
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1.5 Genregulation mittels caged compounds

Die Entwicklung und biologischen Anwendung von caged compounds wurde in den

84-89

letzten zehn Jahren in diversen Ubersichtsartikeln beschrieben. Besonders umfangreich

89,90

sind dabei die Ausfiihrungen von Mayer und Heckel (2006)™ 82,83

sowie Brieke et al. (2012).
Die caging-Strategie wurde sowohl fiir kleine Molekilen, als auch fiir hohermolekulare
Verbindungen wie Proteine, Peptide und Nukleotide angewendet. Deren Anwendungen
ermoglichte es in den vergangenen Jahrzenten, ein breites Spektrum von biologischen
Funktionen zu untersuchen. Dazu zdhlen wunter anderem neuronale Prozesse,
Signaltransduktionswege, hormonelle Funktionen, (De-)Aktivierung von Proteinen, Peptiden,
Oligonucleotiden und Aptameren sowie Proteinsplicing.83 Auch zur Regulation der
Genexpression wurden diese photolabil geschiitzten Makromolekiile verwendetet.”

Die Etablierung von caged compounds zur lichtvermittelten Regulation der
Genexpression beruht auf der Verwendung von spezifischen Expressionssystemen, welche
durch die Zugabe von kleinen Effektormolekilen reguliert werden kdnnen. Dabei kommt es
zu einer spezifischen Bindung der Effektoren durch zelluldre Biosensoren. Diese regulieren
anschiefend die Expression von spezifischen Genen durch direkte Interaktion mit der
Promotor-DNA oder durch Aktivierung einer zwischengeschalteten Regulationskaskade.
Einige lichtregulierte Expressionssysteme wurden bereits erfolgreich in der Literatur
beschrieben und sind in Tabelle 5 aufgelistet. Sie werden im Folgenden ndher erldutert,

wobei sich die Einteilung anhand der Stoffklassen der caged compound orientiert.

2 4

é/ Sensorprotein
bindet Effektor
@ UVA-Belichtung Q
T —
Zielgen =
inaktiver aktiver

Komplex Effektor

Schutzgruppe

Abbildung 5: Allgemeines Schema zur lichtvermittelten Regulation der Genexpression mittels caged compounds.
Modifiziert nach Kusen et al.”?
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Tabelle 5:Bereits publizierte caged compounds zur Anwendung der lichtregulierten Genexpression.

Expressions-

Caged compound Effektor Wirtszellen Ref.
system
NV-Estradiol Estradiol ER-HRE HEK293T Zellen =
NPEOC -Estradiol Estradiol ER-HRE Arabidopsis thaliana Wurzel o
NPEOC -Dexamethason Dexamethason ER-HRE Arabidopsis thaliana Wurzel i
NV-B-Ecdyson B-Ecdyson EcR-RXR-ECREs HEK293T Zellen »
NV-4-Hydroxytamoxifen 4-Hydroxytamoxifen ~ ER-HRE Hela Zellen %
NVOC-Guanidin- Guanidin-Tamoxifen  ER-HRE Hela Zellen %
Tamoxifen
DMNPE-Doxycyclin Doxycyclin Tet-ON CHO Zellen, Maus, Xenopus 7,98
laevis-Kaulquappen
NVOC-Doxycyclin Doxycyclin Tet-ON 3T3 Zellen »
NV-RAR-Antagonist RAR/Antagonist DR4-HRE Hela Zellen 100
NV-TR-Antagonist TR/Antagonist DR4-HRE Hela Zellen 100
ONB-Toyocamycin Toyocamycin Hammerhead- HEK293T Zellen 101
Riboswitch

NPPOC-GIcN6P
NPip-IPTG

NPip- Glukose
NPip-Galaktose
NPip-Arabinose
NPipMe-Arabinose
NPip-Rhamnose
NPipMe-Rhamnose

Bhc-Anisomycin

GlcN6P
IPTG

Glukose
Galaktose
Arabinose

Rhamnose

Anisomycin

glmS-Riboswitch

Lac-Operator
p7lac/Lacl

pT7lac/Lacl
pT7lac/Lacl
pBAD/AraC

pRhaBAD/RhaRS

Inhibierung des

Retikulozyten-Lysat

E. coli, C. glutamicum

E. coli
E. coli
E. coli

E. coli

HEK293, Hippocampus-

102

103-
106

106

106

106

106

107

. . Ribosoms Neuronen (Rattus
NV-Anisomycin ( )
3T3 Zellen: Standard Fibroblasten-Zelllinie

Bhc: 6-Bromo-7-hydroxy-4-(hydoxymethyl) coumarin

CHO: Chinese Hamster Ovary

DMNPE: 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl

HEK293T Zellen: human embryonic kidney-Zellen, menschliche embryonale Nierenzellen

Hela Zellen:
NPEOC:
NPip-IPTG:
NPipMe:

1(2-Nitrophenyl)ethyloxycarbonyl

1-(Nitropiperonyl)ethyl

(Henrietta Lacks) menschliche Zervixkarzinom-Epithelzelllinie

Nitropiperonyl-Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

NPPOC-GIcN6P: 1-(Nitropropyl)ethyloxycarbonyl-glukosamin-6-phoshat

NV: Nitroveratryl

NVOC:

Nitroveratryloxycarbonyl

ONB: Ortho-nitrobenzyl
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Eine grofle Gruppe von publizierten caged compounds zur Regulation der Genexpression
ldsst sich den Hormonen, also den biochemischen Botenstoffen, zuordnen und ist in
Abbildung 6 dargestellt. Diese Verbindungen wurden ausschlieBlich in Zellkulturen, Pflanzen-
und Sdugetieren angewendet. Die Expressionssysteme sind dabei alle dhnlich aufgebaut. Sie
bestehen aus einem entsprechenden Hormon-Rezeptor, der nach Bindung des Hormons als
Transkriptionsaktivator dient. Er bindet die DNA an einem sogenannten hormone response
element (HRE), einer spezifischen Sequenz des Promotors, und aktiviert damit die
Transkription der nachgeschalteten Gene.

Die Gruppe der Hormone lasst sich weiter untergliedern und beginnt im Folgenden mit
den sogenannten Steroiden. Das erste beschriebene System basierte auf einem
Nitroveratryl-Estradiol-Ether (NV-Estradiol, 15). Mit dessen Hilfe gelang es Cruz et al. bereits
im Jahr 2000, die Genexpression in menschlichen HEK293 Zelllinien durch Belichtung zu
aktivieren.”® Dabei wurde die Expression eines Luciferase-Reportergens reguliert, das unter
der Kontrolle einer entsprechenden Estrogen receptor - hormone response element
Kombination (ER-HRE) stand. Das System wurde spater durch Hayashi et al. auf die
Expression des Luciferasegens in Arabidopsis thaliana libertragen und weiterentwickelt.** Im
Zuge dessen wurde 1(2-Nitrophenyl)ethyloxycarbonyl-Estradiol-Ether (NPEOC-Estradiol, 16)

als alternatives caged-Estradiol etabliert.

Dies bedeutet eine Verlagerung der photolabilen Schutzgruppe vom 3-OH auf das 17-OH
des Steroids. Durch Einsatz von NPEOC-Estradiol (16) konnte die Expression mittels caged
compounds raumlich begrenzt werden. Das Luciferase-Reportergen wurde demnach nur in
dem belichteten Teilabschnitt der Arabidopsis thaliana Wurzel exprimiert. Durch
Verwendung eines dhnlichen Steroids gelang es zudem, eine Anwendung Uber die
Expression eines Reportergens hinaus zu demonstrieren. Dabei ermoglichte die Verwendung
von  1(2-Nitrophenyl)ethyloxycarbonyl-dexamethason = (NPEOC-Dexamethason, 17) in
Kombination mit einer gerichteten Belichtung, das Wachstum der Wurzelhaare von
Arabidopsis thaliana auf einen kleinen Bereich zu begrenzen. Eine noch bessere raumliche
Auflésung der lichtvermittelten Genexpression wurde durch Lin et al. unter der Verwendung
eines caged-Ecdyson Derivats beschrieben.” Hierbei konnte mit Hilfe von Nitroveratryl-B-
Ecdyson-Ether (NV-B-Ecdyson-Ether, 18) die Genexpression in einer menschlichen HEK293T

Zellkultur auf einen Bereich von 0,25 mm? eingegrenzt werden.
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Abbildung 6: Hormon-basierte caged compounds (photolabile Schutzgruppe grau markiert) zur lichtvermittelten
Regulation der Genexpression in Zellkulturen, Pflanzen- und Sdugetieren.
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Neben den Steroiden konnten auch andere Hormone erfolgreich eingesetzt werden, wie
beispielsweise photolabil geschiitzte Derivate von Tamoxifen. Dieser Estrogenrezeptor-
modulator (SERM von selective estrogen receptor modulator) wurde zur Therapie von
Brustkrebs entwickelt, kann jedoch ebenfalls zur Aktivierung von anderen Hormon-
Rezeptoren eingesetzt werden. Shi und Koh gelang es unter Verwendung von Nitroveratryl-
4-Hydroxytamoxifen-Ether (NV-4-Hydroxytamoxifen, 19) die Genexpression eines Luciferase-
Reportergens in Hela Zellkulturen mittels Belichtung zu induzieren.”® Eine Optimierung der
caged compounds fuhrte zur Entwicklung von Nitroveratryloxycarbonyl-Guanidin-Tamoxifen
(NVOC-Guanidin-Tamoxifen, 20) mit einer hoheren Induktionsstarke. Dazu wurde die tertidre
Aminogruppe gegen eine Guanidin-Gruppe ausgetauscht, um die Basizitdt nach der
Photolyse zu erhohen. Dadurch konnte die Diffusion des Effektors aus den Zellen vermutlich
verringert werden, was zu einer starkeren Expression der Luciferase-Reportergens fiihrte.

Eine weitere Gruppe von Hormonen, welche zur lichtvermittelten Regulation der
Genexpression eingesetzt wurden, sind Tetracycline. Sie wurden in Kombination mit dem
Tet-ON System, einem der weitverbreitetsten induzierbaren Expressionssystem der
eukaryotischen Zellbiologie, eingesetzt.108 Die Anwendung von 1-(4,5-dimethoxy-2-
nitrophenyl)ethyl-Doxycyclin-Ether (DMNPE-Doxycyclin, 21) ermdoglichte es, die Expression
von  Fluoreszenz-Reporterproteinen in  CHO  Zelllinien, in  Maus-Embryonen
und -Hippocampus-Querschnitten sowie Xenopus laevis-Kaulquappen mittels UVA-
Bestrahlung gezielt zu induzieren. Dabei konnte eine Aktivierung der Genexpression mit
einer rdumlichen Auflésung auf Einzelzellebene erreicht werden.”””® Dazu wurde eine als
Zweiphotonenaktivierung bezeichnete Methode angewendet. Dabei wird die Probe mit
gebindeltem Licht, dessen Energie bei einfacher Bestrahlung zu gering ist um eine
Photospaltung zu bewirken, aus zwei unterschiedlichen Richtungen bestrahlt. Am
Kreuzungspunkt der beiden Lichtstahlen ensteht allerding ein sehr kleines Volumen in dem
die notige Energie zur Photospaltung des DMNPE-Doxycyclin (21) durch das gleichzeitige
Auftreffen von zwei Photonen erreicht werden kann.

Weiterentwickelt werden konnte dies durch Sauers et al. unter Verwendung eines
dhnlichen Expressionssystems. Sie synthetisierten Nitroveratryloxycarbonyl-Doxycycline
(NVOC-Doxycyclin, 22), wobei die photolabile Schutzgruppe im Gegensatz zu DMNPE-
Doxycyclin nicht am 12-OH, sondern am 5-OH lokalisiert wurde. Sie verwendeten dies, um

die Produktion von Ephrin A5 in 3T3 Zelllinien mittels lichtvermittelter Genexpression zu
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regulieren. Dadurch war es moglich, die Adhdsion von EphA7 Rezeptor-exprimierenden
HEK293T Zellen mittels Bestrahlung ortlich zu regulieren.”

Das letzte Beispiel aus der Gruppe der Hormone ist das HRE-System (hormone response
element) in Kombination mit einem Retinsdurerezeptor (RAR) und einem
Schilddriisenrezeptor (TR, thyroid receptor). In einer Studie von Link et al. wurden dazu
bekannte Liganden von RAR und TR mit photolabilen Schutzgruppen versehen, um eine
lichtvermittelte Induktion der Genexpression zu erm('jglichen.100 Dies modifizierten Ligangen
23 und 24 wurde genutzt, um die Dauer der Genexpression eines Luciferase-Reportergens in
Hela Zellen nach Induktion zu untersuchen. Dabei konnte eine aktive Genexpression beim
TR-System bis zu 35 h, beim RAR-System aber nur bis zu 5h nach Ligandenfreisetzung
beobachtet werden. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Dauer der Expressionsantwort
von HRE-Expressionssystemen nicht nur von der Diffusion des Liganden aus der Zelle
abhangt. Stattdessen missen noch andere Faktoren wie beispielweise die Stabilitdt der
Liganden-induzierten Transkription eine Rolle spielen.

Neben den Hormonrezeptor-HRE Systemen wurden Riboswitch-kontrollierte
Expressionssysteme beschrieben, welche die Genexpression mittels Bestrahlung von caged
compounds ermoglichen. Riboswitches sind kleine strukturbildende Segmente der mRNA,
welche niedermolekulare Verbindungen mit einer sehr hohen Spezifitdt binden, wodurch die
Proteinproduktion beeinflusst wird. In einer Studie von Young et al. wurde ein Toyocamycin-

spezifischer Hammerhead-Riboswitch verwendet.'®*

Dieser bewirkt nach Bindung des
Antagonisten eine autokatalytische Spaltung der mRNA, wodurch die 5’CAP-Struktur
entfernt wird. Infolgedessen wird die gesamte mRNA abgebaut, was ihre Translation
verhindert. Der Hommerhead-Riboswitch wurde in das Gen und damit auch in die mRNA
eines Fluoreszenz-Reporterproteins integriert. Anschieend konnte dessen Translation mit
Hilfe eines photolabil geschiitzten ortho-Nitrobenzyl-Toyocamycin (25, Abbildung 7) in einer
HEK293T Zellkultur durch gerichtete Belichtung lokal gehemmt werden. Eine &hnliche
Strategie verfolgten Wulffen et al. unter Verwendung des glmS-Riboswitches und eines
Nitropropylethyl-geschiitzten Glukosamin-6-Phosphates (NPPOC-GIcN6P, 26, Abbildung
7). Die Hemmung der Translation nach Bindung des photolytisch freigesetzten
Glukosamin-6-Phosphates durch den Riboswitch konnte erfolgreich demonstriert werden,

allerdings ausschlieRlich in Zelllysaten, was vermutlich auf eine geringe Zellpermeabilitdt des

NPPOC-GIcN6P zuritickzufiihren ist.
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Abbildung 7: Caged compounds (photolabile Schutzgruppe grau markiert) zur lichtvermittelten Regulation der
Genexpression mittels Riboswitches.

Ein weniger selektiver Ansatz zur optischen Regulation der Genexpression mittels caged

197 Dabei setzten sie zwei unterschiedliche

compounds wurde von Goard et al. beschrieben.
Varianten eines photolabil geschiitzten Anisomycin (Bhc-27, NV-27) ein, welche in Abbildung
8 dargestellt sind. Anisomycin ist ein von Streptomyces griseolus produziertes Antibiotikum,

19 Dazu blockiert es die

das die allgemeine Proteinbiosynthese in Eukaryoten inhibiert.
Translation der mRNA, indem es die Peptidyltransferase-Aktivitat des 80S Ribosoms hemmt.
Eine selektive Repression eines spezifischen Expressionssystems konnte somit nicht realisiert
werden. Allerdings konnte mit Hilfe von Bhc-Anisomycin (Bhc-27) und NV-Anisomycin (NV-
27) die Proteinbiosynthese in HEK293 Zelllinien und in Hippocampus-Neuronen der Ratte
erfolgreich durch Bestrahlung unterdriickt werden. Hierbei konnte eine raumliche Auflésung
erreicht werden, die es erlaubte, die neuronale Proteinbiosynthese in einem Bereich zu

inhibieren, ohne dabei anderen Neuronen mit einem Abstand von ca. 200 - 500 uM zu

beeinflussen.
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Abbildung 8: Caged compounds zur lichtvermittelten Inhibierung der eukaryotischen Proteinbiosynthese mittels
Hemmung des Ribosoms (photolabile Schutzgruppe grau markiert).
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Neben den Hormonen stellen die Saccharide eine groRere Gruppe von Verbindungen
dar, welche zur lichtvermittelten Regulation der Genexpression eingesetzt wurden. Eine
Ubersicht tber die einzelnen caged compounds ist in Abbildung 9 dargestellt. Innerhalb der
Saccharide stellt Nitropiperonyl-lsopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (NPip-IPTG, 28) dabei
die meist verwendete Verbindung aus dieser Gruppe dar. Erstmals etabliert wurde es von
Young und Deiters im Jahr 2007 unter Verwendung des Lac-Operators zur
Expressionsregulation.103 Dieser beruht auf der Repression des Lac-Promotors durch einen
entsprechenden Lac-Repressor, welcher in Anwesenheit von Laktose oder dessen
stoffwechselresistenten IPTG-Analogon aufgehoben wird. Die Studie konnte zeigen, dass
mittels NPip-IPTG die Genexpression eines Fluoreszenz-Reportergens in E. coli durch

UVA-Bestrahlung induziert werden konnte.
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Abbildung 9: Saccharid-basierte caged compounds (photolabile Schutzgruppe grau markiert) zur
lichtvermittelten Regulation der Genexpression.
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Binder et al. konnten spdter durch Einsatz eines optimierten E. coli Stammes eine
graduelle Regulation der Expressionsstarke (iber die Belichtungsdauer und -Intensitdat mit

* Des Weiteren konnte eine

Hilfe dieses optischen Expressionssystems erzielen.'®
Verbesserung der Homogenitdt beziiglich der Genexpression unter der Anwendung von
NPip-IPTG mit Hilfe von mikrofluidischen Einzelzell-Experimenten demonstriert werden. In
einer anderen Studie von Wandrey et al. konnten die Vorteile einer optischen Regulation der
Genexpression mittel NPip-IPTG bei der Etablierung eines optischen
Hochdurchsatzverfahrens am Beispiel eines Fluoreszenz-Reporters dargelegt werden.'®
Dabei wurde ein Screening System zum effizienten Profiling von Expressionsparametern wie
Induktionszeitpunkt und —starke erstellt. Dieses soll eine kostenglinstigere und einfachere
Automatisierung und Parallelisierung ermoglichen, wobei die Kontaminationsgefahr
gleichzeitig durch eine nicht-invasive Induktion gesenkt werden kann.

In einer weiteren Studie konnten Binder et al. die Anwendung des NPip-IPTG (iber ein

1% pabei wurde die bakteriellen

beispielhaftes Reporterprotein hinaus weiterentwickeln.
Produktion eines Aromastoffes am Beispiel des (+)-Valencen optimiert. Dazu wurde die
Expression eines artifiziellen Biosyntheseweges aus insgesamt vier Genen (zwei homologe,
zwei heterologe) Uber die caged-IPTG vermittelte Lichtregulation in Bezug auf
Induktionszeitpunkt und -starke untersucht.

Die Verwendung von weiteren Sacchariden wurde kiirzlich von Bier et al. beschrieben.'®
Dabei konnten die Saccharide Glukose, Galaktose, Arabinose, Rhamnose und Laktose
erfolgreich mit den photolabilen Schutzgruppen NPip bzw. NPipMe versehen werden.
Biologische Untersuchungen in E. coli konnten eine erfolgreiche lichtvermittelte
Genexpression unter Verwendung der caged compounds NPip-Rhamnose (30),
NPipMe-Rhamnose (31), NPip-Galaktose (32), NPip-Arabinose (33), NPipMe-Arabinose (34),
demonstrieren. Dabei zeigten NPip-Arabinose, NPipMe-Arabinose und NPip-Galaktose sogar
eine etwas starkere Induktion als die gleiche Menge an nicht-modifiziertem Effektor.
Dariber hinaus blieben diese caged compounds in vivo stabil und zeigten im Dunkeln nur
eine geringe Basalexpression. NPip-Laktose dagegen zeigte auch im Dunkeln eine deutliche
Induktion der Genexpression. Dies weist vermutlich auf eine verringerte Stabilitat in vivo hin,
welche moglicherweise von einer enzymatischen Hydrolyse durch Glykosidasen herriihrt. Die
Anwendung von NPip-Glukose (29) bewirkte eine leichte Reduzierung der Genexpression,

hervorgerufen durch die Glukose-vermittelte Katabolitrepression. Allerdings konnte dabei
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eine signifikante Verringerung bereits vor Belichtung beobachten werden. In der Studie
wurden die Expressionssysteme p7lac/Lacl fir Glukose, Galaktose und Laktose, pBAD/AraC

far Arabinose, sowie pRhaBAD/RhaRS fiir Rhamnose angewendet.106
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1.6 Ziele dieser Arbeit

Diese Arbeit befasst sich mit der Entwicklung von optogenetischen Methoden, die eine
gezielte Regulation der Genexpressionen in S. cerevisiae mittels Bestrahlung ermoglichen.
Dabei soll eine Strategie untersucht und weiterentwickelt werden, welche auf der
Verwendung von modifizierten Effektormolekiilen als photosensitive Sensoren basiert.

Die Regulation von Genexpressionen mit Hilfe dieser als ,caged compounds”
bezeichneten Effektormolekiile ist in der Wissenschaft noch vergleichsweise gering
verbreitet. Als Grundstruktur der caged compounds sollen dabei klassische Effektormolekiile
dienen, die zur Regulation von genetischen Expressionssystemen in S. cerevisiae eingesetzt
werden, wie beispielsweise Galaktose, Kupferionen und Methionin. Eine chemische
Modifikation, wie beispielsweise die Verknilpfung von photolabilen Schutzgruppen oder das
Komplexieren innerhalb von photosensitiven Chelatoren soll deren biologische Aktivitat
maskieren. Somit soll eine bestrahlungsfreie Kultivierung der S. cerevisiae
Expressionssysteme in Anwesenheit dieser caged compounds ermoglicht werden, ohne die
gewiinschte Genexpression ungewollt zu beeinflussen. Eine definierte Bestrahlung der caged
compounds-haltigen Kultivierung soll anschlieBend genutzt werden, um die Abspaltung der
Schutzgruppen bzw. die Spaltung des Chelators zu bewirken, wodurch die Effektoren
freigesetzt und die Genexpression zielgerichtet gesteuert werden soll.

Ein Vorteil dieser Strategie beruht auf der Modifizierbarkeit von zahlreichen
Effektormolekiilen, wodurch die Adaption von verschiedensten Expressionssystemen

9910311 1y dieser Arbeit soll die caged compound Strategie daher angewendet

moglich ist.
werden, um die in S. cerevisiae haufig angewendeten Promotoren pGAL1, pCUP1 und
pPMET17 fir die optische Regulation der Genexpression verfiigbar zu machen. Dazu sollen
zundchst geeignete Expressionskassetten erstellt werden, welche die Expression eines YFP-
Gens (Yellow Fluorescent Protein) unter Kontrolle des jeweiligen Promotors erlaubt.

Nach Transformation in S. cerevisiae soll die optische Regulation der Genexpression
anhand der Bildung des fluoreszierenden YFP-Proteins charakterisiert werden. Dies soll im
Rahmen einer Kooperation (OptoSys, BMBF, FKZ: 031A167A) mit Hilfe eines durch Dr. Georg
Wandrey eigens konstruierten Screening-Systems und mittels eines durch Dr. Christopher

Probst etablierten mikrofluidischen Kultivierungssystems in enger Zusammenarbeit

durchgefihrt werden.

34



Einleitung / Kenntnisstand

Dazu bendétigt werden spezifische caged-Galaktose, caged—Cu2+ caged-EDTA und caged-
Methionin Derivate. Die Bereitstellung der caged compounds soll im Falle von caged-
Galaktose durch Dr. Claus Bier im Rahmen der erwdhnten Kooperation erfolgen. Fiir caged-
Cu®* caged-Methionin und caged-EDTA sollen einerseits kommerziell erhiltliche Derivate
genutzt und andererseits literaturbekannte und -unbekannte Verbindung selbstdndig
synthetisiert werden. Bei der Synthese des caged-EDTA soll durch den Einsatz von
spezifischen photolabilen Schutzgruppen zudem eine optische Kompatibilitit mit caged-Cu**
erzielt werden. In einem Gemisch beider caged compounds soll dadurch eine separate
Photolyse durch den Einsatz unterschiedlicher Lichtfarben ermoglicht werden.

Vor dem Einsatz aller caged compounds mit den jeweiligen Expressionssystemen sollen

diese noch hinsichtlich Photolyse, Stabilitat, Toxizitat und Maskierung in vitro charakterisiert

werden.
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2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Lichtregulation mittels caged-Galaktose

2.1.1 Das pGAL1-basierte Expressionssystem

Zu Beginn der Arbeiten sollte die lichtregulierte Expressionsregulation mittels caged
compounds zunachst auf das pGALI-basierte Expressionssystem in S. cerevisiae angewendet
werden. Dieses Expressionssystem basiert auf dem pGALI-Promotor und stellt neben dem
pADH-Promotor einen der meist genutzten und starksten Promotoren in S. cerevisiae

F559 Er bietet eine dauerhafte Regulierbarkeit mittels Galaktose als Effektormolekiil und

dar
ist im Gegensatz zum ADH-Promotor nicht auf die Expression in der stationdaren Phase
beschrankt.®

Der Regulationsmechanismus des GALI-Promotors ist in Abbildung 10 dargestellt. Die
Aktivierung des Promotors wird Uber den Transkriptionsaktivator Gal4p vermittelt. Dieser
besteht aus zwei funktionellen Doméanen. Die DNA-Bindedomane sorgt fiir die spezifische
Anlagerung an den GAL1-Promotor (pGAL1). Die Polymerase-Bindedomane dagegen besitzt
eine hohe Affinitat zur Polymerase und dirigiert diese zur kodierenden DNA, wodurch die
Transkription eingeleitet wird. "> unter Galaktose-Mangelbedingungen wird die
Genexpression der pGALI-kontrollierten Gene durch das Repressorprotein Gal80p
reprimiert. Dazu bindet dieses an den Transkriptionsaktivator Gal4p und macht dadurch die
Polymerase-Bindedomadne unzuganglich. In Anwesenheit von Galaktose sorgt das
Regulatorprotein Gal3p jedoch fiir eine Derepression des Promotors und eine Aktivierung
der GALI1-Promotor-kontrollierten Genexpression. Dazu bindet Gal3p an den Repressor
Gal80p. Dies bewirkt die Ausbildung eines DNA-standigen Gal4p-Gal80p-Gal3p Komplexes,
welcher daraufhin eine Konformationsanderung durchlauft. Dadurch wird die Polymerase-
Bindedomaéane zugéanglich, was zur Transkription der GALI1-Promotor-kontrollierten Gene

fihrt,1®

Zusatzlich muss noch erwahnt werden, dass das pGALI-basierte Expressionssystem
einer Ubergeordneten Regulation durch die sogenannte Katabolitrepression unterliegt. Diese
bewirkt bei Anwesenheit von Glukose eine vollstandige Repression des GALI-Promotors,

welche durch Zugabe von Galaktose nicht aufgehoben werden kann.''"!®
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Abbildung 10: Regulation des GAL-Expressionssystems in S. cerevisiae mittels caged-Galaktose. Die Expression
der GAL1-Promotor-kontrollierten Gene wird durch den Repressor Gal80p unterdriickt. Bestrahlung mit UVA-
Licht bewirkt die Abspaltung der Schutzgruppe (cage). Die dadurch freigewordene Galaktose aktiviert den
Regulator Gal3p, welcher nun den Repressor Gal80p bindet und eine Konformationsédnderung des Gal3p-
Gal80p-Galdp-Komplexes bewirkt. Die Polymerase-Bindestelle wird dadurch zugéinglich und die Transkription

des GALI1-Promotor-kontrollierten Gens (GOl von gene of interest) wird aktiviert 1127116 Modifiziert nach

119
Kusen.

Wie in Abbildung 10 verdeutlicht, soll der Wechsel zwischen Mangel- und
Uberschussbedingungen durch die photolytische Spaltung einer caged compound bewirkt
werden. Dabei soll die Bestrahlung einer entsprechenden Verbindung die Abspaltung einer
photolabilen Schutzgruppe bewirken, wodurch Galaktose freigesetzt wird. Nahere

Erlduterungen dazu folgen im Kapitel 2.1.3.

2.1.2 Charakterisierung von S. cerevisiae -AGAL1 -pGAL1-YFP

Die initialen Arbeiten beschéftigten sich zunachst mit der Konstruktion eines geeigneten
Reportersystems, um die Regulation der Genexpression in S. cerevisiae quantifizieren zu
konnen. Daher wurde zunéachst ein Reporterplasmid erstellt, mit dessen Hilfe Starke und
Verlauf der Genexpression verfolgt werden konnten. Diese Grundlagen dazu wurden bereits

wihrend der vorrangegangen Masterarbeit*' zu dieser Dissertation erstellt.
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Zur Konstruktion des Reporterplasmids wurde das Gen des Yellow Fluorescence Protein
(YFP) unter die Kontrolle eines GAL1-Promotors in einen 2u-Shuttle-Vektor integriert, um das
Reporterplasmid pPK_pGAL1-YFP zu generieren. Die Aktivierung des GALI-Promotors fiihrte
somit zur Bildung des fluoreszierenden YFP-Markerproteins. Der Verlauf der Genexpression
konnte somit durch die Quantifizierung der YFP-Bildung anhand von Fluoreszenzmessungen
beobachtet werden. Zur Erstellung eines Reporterstammes wurden Zellen des Stammes S.
cerevisiae YO00000 mit dem Reporterplasmid pPK1_pGAL1-YFP transformiert. Der daraus
resultierende Stamm erhielt in dieser Arbeit die Bezeichnung S.c.-pGAL1-YFP.

Im Zuge der vorrangegangenen Masterarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass zur
Regulation eines GALI-Promotor-basierten Expressionssystems Galaktosekonzentrationen
im millimolaren Bereich mit einer maximalen Induktion bei ca. 50 mM benétigt werden.'*
Die Konzentration des Induktors lag damit jedoch ca. 1000-fach hoher als bei bereits
beschriebenen caged-compound-basierten Expressionssystemen wie etwa caged-IPTG oder
caged-Doxycycline. Diese Systeme bendtigen lediglich Induktor-Konzentrationen im

97120 1m vergleich zu den beschriebenen caged-

mikromolaren Bereich zwischen 25 - 75 uM.
IPTG oder caged-Doxycycline Systemen wirde die Regulation des GALI-Promotor-basierten
Expressionssystems somit die photolytische Freisetzung einer ca. 1000-fach hdheren
Effektormolekil-Konzentration benétigen. Dies wiirde, vorrausgesetzt die Eigenschaften der
caged compounds (Quantenausbeute, etc.) sind dhnlich, auch einen ca. 1000-fach hoheren
Lichteintrag vorraussetzten.

Ein moglichst geringer Lichteintrag in die Zellkultivierungen sollte bei der Entwicklung
von lichtregulierten Expressionssystemen jedoch angestrebt werden, um eine mogliche
strahlungsbedingte Zellschadigung zu vermeiden. Als erster Schritt sollte daher die
Sensitivitdit des Expressionssystems gegeniiber dem Galaktose-Induktormolekiil durch
gezielte genetische Modifikation des Expressionsstammes erhoht werden. Ein Ansatzpunkt
stellte dabei die Unterbindung der Galaktose-Metabolisierung dar. Die Metabolosierung von
Galaktose wird durch dessen Zugabe (bei gleichzeitiger Abwensenheit von Glukose) in S.
cerevisiae aktiviert und sorgt dafiir, dass die Galaktose-Effektorkonzentration abgebaut wird.
Somit nimmt die Stimulation des GALI-Promotors mit der Zeit ab und die Genexpression

wird schwacher. Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass eine Unterdriickung des

Abbaus von Galaktose in einer hoheren Sensitivitdit des pGALI-regulierten
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Expressionssystems aufgrund der gleichbleibenden Verfligbarkeit des Induktors Galaktose

resultiert.
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Abbildung 11: Stoffwechselweg und Transport von Galaktose in S. cerevisiae. Die Aufnahme der Galaktose in die
Hefezellen erfolgt tiber den Transporter Gal2p. Intrazelluldr wird die Galaktose anschliefSend durch die Kinase
Gallp phosphoryliert. Dieser initiale Schritt der Metabolisierung wurde in dem Stamm S. cerevisiae Y3157

(Euroscarf) durch die Deletion des GAL1 Gens unterdriickt (rotes Kreuz). Dadurch kann der Abbau der Galaktose

121,122

. . ., 119
in den Hefezellen verhindert werden. Entnommen aus der vorangegangenen Masterarbeit.

Ausgangspunkt fiir die Unterdriickung der Galaktose-Metabolisierung war das GAL-
Expressionssystem aus S. cerevisiae, welches im Folgen genauer beleuchtet wird. Dabei
handelt es sich um ein Expressionssystem, dass ein Netzwerk von Genen reguliert, welche
zur Metabolisierung von Galaktose bendtigt werden. Eine Ubersicht tber die Funktion
einiger dieser Genprodukte ist in Abbildung 11 dargestellt. Dabei handelt es sich zum einen
um einen Transporter (Gal2p) zur Aufnahme der Galaktose und zum anderen um
stoffwechselrelevante Enzyme (Gallp, Gal7p, Gal5p). Diese dienen zur Umwandlung von
Galaktose in Glukose-6-Phosphat, was die Zufiihrung zur Glykolyse ermoglicht. Der initiale
Schritt der Metabolisierung ist die Phosphorylierung der Galaktose durch die Galaktokinase
Gallp. Die Erhohung der Polaritat verhindert die Diffusion Uber die Zellmembran und
aktiviert das Substrat fiir die nachfolgende Uridylylierung der Galaktose durch das Enzym
Gal7p. Diese Umwandlung ermoglicht erst den anschlieBenden zentralen Schritt, die
Epimersierung der Uridylyl-Galaktose (UDP-Galaktose) zu Uridylyl-Glukose (UDP-Glukose)

mittels der Epimerase Gall0p. AnschlieBend erfolgen noch die Ubertragung der Uridylyl-

39



Ergebnisse und Diskussion

Gruppe (Gal7p) und eine Transposition der Phosphat-Gruppe (Gal5p), um Glukose-6-
Phosphat, das Eingangssubstrat der Glykolyse, zu erhalten.!??2

Eine Voraussetzung fir die Metabolisierung von Galaktose ist also die Phosphorylierung
an der 1-Position durch die Galaktokinase Gallp, da dies fiir die Substraterkennung der
darauffolgenden Enzyme essentiell ist. Eine Deletion des GALI Gens sorgt demnach dafiir,
dass die S. cerevisiae Kulturen die Eigenschaft verlieren, Galaktose als Kohlenstoff-Quelle zu

13124 paher wurde fiir weitere Arbeiten der Stamm S. cerevisiae Y03157

verwenden.
(Euroscarf) ausgewahlt, der eine Deletion des GAL1-Gens aufweist. Dieser wurde mit dem
Expressionsplasmid pPK1 pGAL1-YFP  transformiert, um den Reporterstamm
S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP zu erzeugen.

Im Anschluss daran wurden die beiden Reporterstamme S.c.-pGALI1-YFP und
S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP verglichen, um die Auswirkungen der Deletion des GAL1-Gens auf die
Starke und Sensitivitdt der GALI-Promotor-kontrollierten Genexpression zu untersuchen.
Dazu wurden beide Reporterstamme in parallelen Experimenten in galaktosehaltigem [2 %
(w/v), 111 mM] SC-Medium kultiviert. Als Kohlenstoff- und Energiequelle wurde keine
Glukose, sondern ein Laktose/Glycerin Gemisch [1,6 /0,4 % (w/v)] verwendet, um eine
Beeinflussung durch die glukosevermittelte Katabolitrepression auszuschliefen. Wahrend

der Kultivierung wurde die Starke der Genexpression anhand des YFP-Fluoreszenzsignals

aufgezeichnet. Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Auswirkung der Deletion des GAL1-Gens auf die YFP-Produktion. Kultivierung der beiden
Reporterstimme S.c.-pGAL1-YFP und S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP in galaktosehaltigem Medium [2 % (w/v),
111 mM]. Die Linke und die rechte Grafik zeigen denselben Datensatz mit unterschiedlichen Achsenabschnitten.
Standardabweichungen ergeben sich aus drei unabhdngigen Messungen.
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Der Referenzstamm S.c.-pGAL1-YFP ohne Deletion des GALI-Gens zeigt einen steilen
Anstieg des YFP-Fluoreszenzsignals zu Beginn der Kultivierung. Nach ca. 8 - 10 h flacht der
Anstieg jedoch ab und erreicht sein Maximum bei ca. 25 h. Dies deutet darauf hin, dass der
GALI-Promotor zu Beginn der Kultivierung stark aktiviert wird, was zur Bildung von
YFP-Protein flhrt. Gleichzeitig werden jedoch auch die anderen GAL-Gene flr den
Galaktosestoffwechsel aktiviert. Dies fuhrt mit zunehmender Kultivierungszeit
wahrscheinlich zu einer Abnahme der Galaktosekonzentration, wodurch die GALI-
Promotoraktivierung mit der Zeit abnimmt. Im Vergleich dazu ist beim Reporterstamm
S.c.-AGAL1-pGALI-YFP mit GALI1-Gen-Deletion ein steter Anstieg der YFP-Fluoreszenz zu
erkennen. Bis ca. 8 - 10 Stunden ist der Anstieg vergleichbar mit dem des Referenzstammes,
zeigt danach jedoch kein Abflachen. Dadurch erreicht der Reporterstamm S.c.-AGAL1-pGAL1-
YFP nach 25 h ein ca. 2,5-mal und nach 50 h ein ca. 11-mal héheres Fluoreszenzsignal als der
Referenzstamm S.c.-pGAL1-YFP. Dies deutet drauf hin, dass bei dem Reporterstamm
S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP eine konstante Produktion von YFP-Protein vorliegt, was eine
anhaltende Aktivierung des GALI-Promotors vermuten ldsst. Somit konnte gezeigt werden,
dass die Deletion des GAL1-Gens zu einer dauerhaften Expression und damit zur
Verbesserung der Produktionsleistung von GALI-Promotor-kontrollierten Genen fihrt.

Um darliber hinaus Aufschluss (iber die Sensitivitat der Expressionssysteme zu erhalten
wurde im Folgenden die Aktivierung des GALI-Promotors in Abhdngigkeit von der
Effektorkonzentration untersucht. Dazu wurden die beiden Stamme S.c.-pGAL1-YFP und
S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP in parallelen Versuchen unter den gleichen Bedingungen wie im
vorherigen Versuch, aber mit unterschiedlichen Konzentrationen an Galaktose kultiviert. In
Abbildung 13 sind die relativen YFP-Fluoreszenzwerte nach 15 Stunden Kultivierung gegen
die eingesetzte Galaktosekonzentration aufgetragen. Die Daten wurden jeweils auf den
hochsten Fluoreszenzwert eines Stammes normiert, um die zuvor beschriebenen auf der

GAL1-Deletion beruhenden Unterschiede in der absoluten Fluoreszenzstarke auszugleichen.
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Abbildung 13: Auswirkung der Deletion des GAL1-Gens auf die konzentrationsabhdngige Induktion der GAL1-
Promotor-kontrollierten Expression von YFP. YFP-Produktion nach 15 h Kultivierung mit unterschiedlichen
Galaktosekonzentrationen (0-100 mM). Die linke und die rechte Grafik zeigen denselben Datensatz mit
unterschiedlichen Abszissenabschnitten. Standardabweichungen ergeben sich aus drei unabhdngigen
Messungen.

Beide Stamme zeigen einen graduellen Anstieg der Fluoreszenzwerte. Die
Fluoreszenzmaxima werden jedoch bei sehr unterschiedlichen Galaktosekonzentrationen
erreicht. Beim Referenzstamm S.c.-pGAL1-YFP wird das Maximum bei ca. 100 mM Galaktose
erreicht und bei dem Reporterstamm S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP bereits bei ca. 5 mM. Dies zeigt,
dass die notwendige Konzentration zur maximalen Induktion der pGALI1-kontrollierten
Genexpression durch Deletion des GAL1-Gens um das 20-fach gesenkt werden konnte. Somit
konnte die anfangs aufgestellte Hypothese einer AGAL1-bedingten Sensitivitdtserhéhung der
GAL1-Promotor-regulierten Genexpression bestdtigt werden. Bei der folgenden optischen
Regulation mittels caged-Galaktose wurde daher der Reporterstamm S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP
verwendet, um die Induktorkonzentration und damit den notwendigen Lichteintrag

moglichst gering zu halten.

2.1.3 Charakterisierung und Anwendung von NPip-Gal (caged-Gal)

Nachdem die gentechnischen Arbeiten zur Erstellung der Reporterstamme
abgeschlossen wurden, lag der Fokus auf der Charakterisierung der photolytischen
Freisetzung des entsprechenden Effektormolekiils. Die Genexpression sollte durch die
photolytische Freisetzung von Galaktose induziert werden. Dazu sollte ein caged compound

verwendet werden, das nach Bestrahlung mit UVA-Licht das Effektormolekiil Galaktose
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freisetzt. Zur Umsetzung dieses Vorhabens sollte 6-Nitropiperonyl B-D-galactopyranosid

(NPip-Gal, caged-Gal, 35) verwendet werden. Die Synthese dieses caged compounds wurde

110

von Dr. Claus Bier sowohl entwickelt als auch durchgefiihrt™™ und das erhaltene NPip-Gal fiir

die folgenden Experimente zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 14: Photolytische Spaltung von NPip-Gal (Nitropiperonyl-Galaktose) nach dem allgemeinen

Abspaltungsmechanismus von Nitropiperonyl—Schutzgruppen.125_127

Eine Molekilstruktur und die Photolyse der Verbindung sind in Abbildung 14 dargestellt.
Galaktose (37) ist Uber die anomere Hydroxylgruppe mit der photolabilen Nitropiperonyl-
Schutzgruppe verbunden. Eine Bestrahlung mit UVA-Licht bewirkt deren Abspaltung und die
Bildung von ,freier” Galaktose (37) sowie Nitrosopiperonal (38).

Der allgemeine Photolyse-Mechanismus von Nitropiperonyl-Verbindungen verlauft
vermutlich Uber eine Isoxazolidin-Zwischenstufe 38. Diese flnfgliedrige Ringstruktur
entsteht nach der photochemischen Anregung durch die Bindungsbildung zwischen einem
Nitro-Sauerstoffs auf dem benzylischen Kohlenstoff gebildet. AnschlieRend erfolgt der
Bindungsbruch zwischen dem anomeren Sauerstoff und den benzylischen Kohlenstoff, was

zur Freisetzung von Galaktose fiihrt.'>>™%/

Die zuvor beschriebene Freisetzung von Galaktose
sollte nur unter definierten Belichtungsbedingungen stattfinden, um eine Regulation der
Genexpression zu ermoglichen. Daher wurde die Stabilitdt der NPip-Gal in Medium mit und
ohne Zellen untersucht. Dazu wurde NPip-Gal in Medium mit und ohne Zellen des
Reporterstammes S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP (ODggo=2) geldst und die Konzentration mittels
HPLC Messungen Uber 3 Tage lang verfolgt. Abbildung 15 zeigt, dass die Konzentration ber
die gesamte Dauer konstant blieb. Daher kann davon ausgegangen werden, dass NPip-Gal
bei einer Kultivierung mit S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP Zellen (unter Ausschluss von UVA-

Belichtung) stabil vorliegt. Eine ungewollte Freisetzung ohne UVA-Belichtung scheint daher

unwahrscheinlich.
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Abbildung 15: Stabilitdtsuntersuchung von 6-Nitropiperonyl 8-D-Galactopyranosid (NPip-Gal) unter
Kultivierungsbedingungen im Biolector. NPip-Gal-Konzentration nach Inkubation (30 °C) in SC-Medium mit
Zellen des Reporterstammes S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP (grau ) bzw. ohne (schwarz). Bestimmung der NPip-Gal-
Konzentration (iber 72 Stunden mittels HPLC. Startkonzentration 5 mM NPip-Gal und 2 % (w/v) DMSO als
Léslichkeitsvermittler.

Bei den Stabilitatsmessungen zeigte sich bereits eine schlechte Loslichkeit des NPip-Gal
in Wasser. Daher wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) als Loslichkeitsvermittler eingesetzt.
DMSO ist ein wasserldsliches, organisches Losungsmittel, das die Loslichkeit von unpolaren
Substanzen in Wasser verbessern kann. Es ist in geringen Konzentrationen biokompatibel,
weist jedoch bei hoheren Konzentrationen eine gewisse Toxizitdit gegenlber
Mikroorganismen auf. Fiir S. cerevisiae ist beim Einsatz von DMSO dabei insbesondere eine
Wasserstoffperoxid-vermittelte Zellschadigung durch oxidativen Stress beschrieben.'?81?°

Aufgrund dessen wurde die toxische Wirkung des DMSOs auf den Reporterstamm
S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP untersucht. Dazu wurden Kultivierungen des S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP
Reporterstammes mit unterschiedlichen DMSO-Konzentrationen [0-20% (w/v)] im
BiolLector Setup durchgefiihrt, wobei die Entwicklung der Zelldichte aufgezeichnet wurde.
AnschlieRend wurden die Wachstumsraten durch die Zunahmen der Zelldichte Uber die

Kultivierungszeit ermittelt. Zur Auswertung der Ergebnisse sind in Abbildung 16 die

Wachstumsraten gegen die DMSO-Konzentrationen aufgezeichnet.
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Abbildung 16: Untersuchung zur Toxizitdt von DMSO. Dargestellt sind die Wachstumsraten des
S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP Stammes lber 24 h Kultivierung gegen die Dimethylsulfoxid (DMSQO) Konzentration [%

(w/v)] des SC-Mediums. Die dargestellte Ausgleichsberechnung sowie die mittlere effektive Konzentration

130

(EC50) wurden auf Basis der logistischen Funktion nach Verhulst ermittelt ™. Standardabweichungen ergeben

sich aus drei unabhdngigen Messungen mit jeweils unterschiedlichen Vorkulturen.

Die Kurve zeigt einen sigmoidalen Verlauf mit einer mittleren effektiven Konzentration
(ECso) von 4,6 % (w/v) DMSO. Eine deutliche Reduktion der Wachstumsrate kann jedoch
bereits ab einem Einsatz von mehr als 2 % (w/v) DMSO beobachtet werden. Aufgrund dieser
Daten wurde der Einsatz von DMSO bei der Kultivierung des S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP
Reporterstammes auf eine Konzentration von maximal 2% (w/v) begrenzt, um eine
Beeinflussung des Wachstums zu minimieren. Durch den Einsatz von 2 % (w/v) DMSO konnte
die Loslichkeit von NPip-Gal verbessert werden. Die maximale Konzentration von NPip-Gal

im Medium konnte damit auf 5 mM gesteigert werden.

Nachdem die maximal einsetzbare NPip-Gal-Konzentration ermittelt worden war,
konnte die Photolyse des caged compounds untersucht werden. Neben der bereits
bestatigten Stabilitdt im Dunkelzustand, ist eine schnelle und zuverlassige Photolyse des
NPip-Gal unter UVA-Belichtung essentiell fiir dessen erfolgreichen Einsatz. Daher wurde die
Kinetik der Photolyse untersucht. Dazu wurden NPip-Gal Proben gleicher Konzentration
(5 mM) unterschiedlich lange mit UVA-Licht bestrahlt und die Konzentrationsabnahme
mittels RP-HPLC-Messungen bestimmt. AnschlieBend wurde die verbleibenden NPip-Gal

Konzentrationen gegen die Belichtungszeiten aufgetragen, um die Kinetik der Photolyse in
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Abbildung 17 darzustellen. Dabei wurden zwei unterschiedliche Belichtungsquellen
verwendet: Erstens eine stdrkere LED-Lampe (Amax=375nm, Fo=11 mW/cmZ), welche
aufgrund der kompakten Bauweise allerdings nicht fir Kultivierungsversuche geeignet war.
Zweitens eine schwachere Quecksilberdampf-Handlampe (Amax=365 nm, F0=3mW/cm2),

welche auch bei den Kultivierungsversuchen verwendet wurde.
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Abbildung 17: Photolytische Spaltung von 6-Nitropiperonyl-6-D-Galactopyranosid (NPip-Gal, 5 mM) bei
Belichtung in SC-Medium mit (schwarz) und ohne (grau) Zellen (S.c.-AGAL1-pGALI1-YFP, ODgyo =4).
Belichtungsintensitdten: — (A)  Anax=375nm,  Fy=11 mW/cm’; (B)  Amax=365nm, Fp= 3 mW/cm’.
Standardabweichungen ergeben sich aus drei unabhdngigen Messungen.

Die Abbildung 17, A zeigt, dass die vollstandige Photolyse des NPip-Gal mit der LED-
Lampe (Amax=375nm, Fp=11 mW/cmz) erreicht werden kann. Dabei zeigt die Konzen-
trationsabnahme einen sigmoidalen Verlauf mit einer Halbwertszeit von ca. 35 min. Die
Verwendung der Quecksilberdampf-Lampe (Anax =365 nm, Fo=3 mW/cmz) zeigt dagegen
eine deutlich langsamere Abnahme der NPip-Gal Konzentration. Innerhalb der gemessenen
Belichtungszeiten von maximal 120 min konnte keine vollstdndige Photolyse beobachtet
werden. Fir die Daten dieses Zeitraumes konnten lineare Ausgleichsgeraden bestimmt
werden, welche eine theoretische Halbwertszeit von ca. 180 min ergeben. Die Belichtung
mit der LED-Lampe zeigt, dass eine Photolyse des NPip-Gal generell moglich ist. Trotz der
hohen Lichtleistung von 11 mW/cm? liegt die benétigte Belichtungszeit fur die Freisetzung
von 5 mM Galaktose jedoch bei (iber 120 min. Bei der Verwendung des Kultivierungssetups
mit einem schwicheren Lichteintrag von 3 mW/cm? wiirde eine vollstindige Photolyse bei
Annahme eines linearen Trends erst nach ca. 300 min eintreten. Es kann jedoch vermutet

werden, dass bei langeren Belichtungszeiten der Zerfall ebenfalls einen exponentiellen
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Verlauf annimmt, wodurch die bendétigte Belichtungszeit zur vollstandigen Photolyse
vielleicht noch hoher liegt. Der Vergleich von SC-Medium mit und ohne Zellen
(S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP, ODgyp=4) offenbarte keine Unterschiede bei den
Photolysekinetiken, unabhdngig von der verwendeten Lichtquelle. Die photolytische
Freisetzung von Galaktose kénnte daher bei Kultivierungsversuchen vermutlich unabhangig
von der Zelldichte durchgefiihrt werden.

Generell kann zusammengefasst werden, dass die Belichtungszeit fiir die Freisetzung
einer zur Induktion der YFP-Produktion ausreichenden Konzentration von Galaktose mit dem
Kultivierungssetup (Amax =365 nm, Fo=3 mW/cmZ) im Bereich von einer bis fiinf Stunden
liegt. Die Freisetzung von entsprechenden Effektorkonzentrationen wiirde daher relativ
langsam verlaufen. Somit wiirde eine Regulation der Genexpression auf dieser Basis
vermutlich nur mit sehr groBer Verzégerung moglich sein. Die ermittelten Belichtungszeiten
konnten zudem zu einer Belastung fur die Vitalitat der S. cerevisiae Zellen fiihren.

Aus diesem Grund wurde die Toxizitdit der UVA-Belichtung in den folgenden
Experimenten untersucht. Dazu wurden Kultivierungen von S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP zu Beginn
der exponentiellen Wachstumsphase (ca. 5 h Kultivierung) unterschiedlich lange mit UVA-
Licht (Amax = 365 nm, Fo=3 mW/cmz) bestrahlt. Das Wachstum der Kultur wurde anhand der
optischen Dichte bis zum Ende der Wachstumsphase beobachtet. Zur Auswertung wurden
die finalen optischen Dichten nach 30 h Kultvierung gegen die jeweilige Belichtungsdauer
aufgetragen. Diese Daten sind in Abbildung 18 dargestellt und zeigen mit zunehmender
Belichtungszeit eine Abnahme der erreichten Zelldichten. Bereits nach 30 min Belichtung ist
eine signifikante Abnahme des Wachstums um ca. 10 % zu beobachten. Nach 60 min hat sich
die erreichte Zelldichte im Vergleich zur unbelichteten Kultivierung bereits halbiert. Damit
zeigt sich, dass eine UVA-Belichtung tiber 30 min zu einer eindeutigen Beeintrachtigung der
Zellvitalitat fuhrt. Daher sollte diese Belichtungszeit bei der Regulation der Genexpression
nach Moglichkeit nicht Gberschritten werden. Die Versuche zur Photolyse von NPip-Gal
haben jedoch gezeigt, dass Belichtungsdauern von mehr als einer Stunde notig waren, um
ausreichende Konzentrationen an Galaktose freizusetzen. Eine Regulation der Genexpression
mittels NPip-Gal scheint daher nur unter erheblicher Beeintrachtigung der Zellvitalitat

moglich.
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Abbildung 18: Einfluss der UVA-Belichtung auf das Wachstum der S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP Kulturen (BiolLector
Setup, SC-Medium, 30 °C). Parallelisierten Kultivierungen wurden nach 5h Wachstum fiir unterschiedliche
Dauer mit UVA-Licht (Apgy =365 nm, F,= 3 mW/cm’) bestrahlt. Die maximale optische Dichte (ODgy,) wurde nach
30 h gemessen.

Dennoch wurden Kultivierungsexperimente durchgefiihrt, um eine lichtregulierte
Genexpression mittels NPip-Gal zu testen. Dazu wurden Zellen des Reporterstammes
S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP im NPip-Gal-haltigem Medium (SC-Medium, 5 mM NPip-Gal, 2%
DMSO, 30 °C) kultiviert. Zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Kulturen
fir unterschiedlich lange Zeit belichtet (0- 120 min, Ay.=365nm, Fp=3 mW/cmz). Dabei
konnte nach Belichtung jedoch keine Zunahme der YFP-Fluoreszenz und somit keine
Induktion der pGAL1-kontrollierten Gene beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Zudem
zeigten die Wiederholungen dieses Versuches unterschiedlich stark auftretende Wachstums-
probleme der S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP Kulturen. Die Ursache dafiir konnte leider nicht
aufgeklart werden. Es kdnnte moglicherweise aber auf einen summierenden Effekt der
DMSO- und UVA- Toxizitaten zurtickzufiihren sein.

Zusammenfassend kann dargelegt werden, dass bereits weitreichende Untersuchungen
zur lichtvermittelten Genregulation mittels NPip-Gal unternommen wurden. Insbesondere
die Optimierung des Reporterstammes war dabei sehr erfolgreich und ermdéglichte eine 20-
fache Reduzierung der Effektorkonzentration. Dadurch wurde die notige
Galaktosekonzentration fir eine vollstandige Induktion der pGALI-kontrollierten Gene von
100 auf 5mM reduziert. Die Charakterisierung des NPip-Gal hat gezeigt, dass eine
photolytische Freisetzung von Galaktose prinzipiell moglich ist. Allerdings ergab die
kinetische Untersuchung, dass die notigen Belichtungszeiten mit einer Halbwertszeit von ca.

180 min (Amax=365nm, Fo=3mW/cm2) zu einer erheblichen Beeintrachtigung der

48



Ergebnisse und Diskussion

Zellvitalitat fuhren. Die Verwendung von hoheren NPip-Gal Konzentrationen zur
Verringerung der Belichtungszeiten war aufgrund der schlechten Loslichkeit nicht moglich.
Erst der Einsatz von DMSO ermdglichte lGberhaupt, die Loslichkeitsgrenze von NPip-Gal auf
die regulatorisch notwendige Konzentration von 5mM zu steigen. Dabei zeigten
Toxizitatsuntersuchungen zu DMSO allerdings schon leichte Beeintrachtigungen des
Zellwachstums bei Verwendung der notwendigen DMSO Konzentration von 2 %.

Die finalen Versuche zur Genregulation unter Verwendung von NPip-Gal konnten daher
auch keine Induktion der Genaktivitdt zeigen. Zudem konnte eine unkontrollierbare
Beeintrachtigung des Zellwachstums beobachtet werden, welche moglichweise auf eine
Kombination der UVA- und DMSO-Toxizitdten sowie Nebenprodukte der NPip-Gal Photolyse
zurilickzuflihren ist. Dabei fiihrten langere UVA-Belichtungszeiten, welche zur Freisetzung
von regulatorisch wirksamen Galaktosekonzentrationen erforderlich waren, zu einer
Inhibierung des Zellwachstums. Die Verwendung von tolerablen Belichtungszeiten dagegen
ergab keine ausreichende Galaktose-Freisetzung, um eine Genexpression im vorliegenden
Expressionssystem zu induzieren. Folglich konnte keine lichtvermittelte Regulation des

pGALI1-kontrollierten YFP-Gens mittels NPip-Gal erzielt werden.
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2.2 Lichtregulation (Induktion) mittels caged-Cu®*

Die folgenden Ergebnisse dieses Kapitels wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Georg Wandrey
erzeugt und sind in eine gemeinsame Publikation e/'ngegolngen.l‘q’1 Die Experimente zu
Abbildung 21, Abbildung 25 und Abbildung 26 wurden im Rahmen dieser Dissertation
zundchst als Vorversuchen im Biolector Setup durchgefiihrt. Die dargestellten Daten der
Abbildung 21, Abbildung 25, Abbildung 26 und Abbildung 28 beziehen sich auf Experimente,
die anschlieflend im Rahmen einer Kooperation [BMBF, FKZ: 031A167A, Neue Optosensoren
und Photoregulatoren zur lichtvermittelten Steuerung und Analyse molekularer Systeme
(OptoSys)] von Dr. Georg Wandrey mit einem eigens konstruierten Screening-System
durchgefiihrt wurden. Details zur Versuchsdurchfiihrung kénnen der gemeinsamen

Publikation™*' und dem Kapitel 5.3.4 entnommen werden.

Alternativ zum pGALI-basierten-Expressionssystem in Kombination mit caged-Gal
wurden weitere Strategien zur Entwicklung eines lichtregulierten Expressionssystems
verfolgt. Nachdem sich die hohe Effektorkonzentration, die zur Induktion des S.c.-AGAL1-
PGAL1-YFP Expressionssystems notwendig ist, als eines der Hauptprobleme herausgestellt
hatte, wurde dieser Aspekt besonders beriicksichtigt. Als Zielsetzung wurde daher die
Regulation einer CUP1-Promotor-regulierten Genexpression gesetzt, da dieser Promotor
durch deutlich geringere Effektor-Konzentrationen (in diesem Fall Cu®*-lonen) maximal
induziert werden kann. Die angesprochenen Konzentrationen bewegen sich dabei im

132

mikromolaren Bereich (5 - 100 uM).”"* Damit liegen diese ca. 100- bis 1000-fach niedriger als

bei dem zuvor untersuchten S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP Expressionssystems, welches durch
Konzentrationen im millimolaren Bereich (5-100 mM, vgl. Kapitel 2.1.2) voll induziert
werden kann. Dariliber hinaus gewahrleistet ein pCUPI1-kontrolliertes-Expressionssystem
weiterhin die Fokussierung auf biotechnologisch relevante Expressionssysteme. Der CUP1-
Promotor ist neben dem GALI-Promotor einer der meistgenutzten, induzierbaren

66,69

Promotoren in S. cerevisiae und wurde in den Bereichen Proteinproduktion,133 metabolic

134,135 41,136 137

engineering und weille Biotechnologie vielfdltig eingesetzt.”" Somit konnte das
Hauptbestreben, den Einsatz lichtregulierter Expressionssysteme fir die Biotechnologie zu
vereinfachen, weiterhin verfolgt werden.

Neben der Bereitstellung geeigneter Expressionssysteme stellt die Verfiigbarkeit der

caged compounds ein weiteres Hindernis bei der Etablierung lichtregulierter
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Expressionssysteme da. Fortschritte bei der Entwicklung von caged compounds fiuhrten zur
Diversifizierung der Eigenschaften und zur Erweiterung der optogenetischen

Anwendungen.m’138

Der Zugriff auf solche Spezialchemikalien ist jedoch meist von
chemischem Fachwissen und gegebenenfalls komplexen Syntheserouten abhangig. Das
pCUP1-Expressionssystem konnte dieses Problem umgehen, da ein geeignetes caged
compound kommerziell erhiltlich ist. Dieses seltene Beispiel fiir ein industriell hergestelltes
caged compound ist DMNP-EDTA {1-[2-Nitro-4,5-Dimethoxyphenyl]-N,N,N',N'-
tetrakis[(oxycarbonyl)methyl]-1,2-ethandiamine, DI\/I—Nitrophen},78 ein Derivat des
Komplexbildners EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), welches bereits seit mehr als zwei
Jahrzehnten intensiv in der Neurobiologie eingesetzt wird. Dabei wurde es hauptsachlich
genutzt, um Ca**-lonen zu komplexieren und strahlungsbedingt freizusetzen. Beispielsweise
ermoglichte die exakte Freisetzung des Neurotransmitters Ca** die eingehende Erforschung

139 Eine Anwendung zur Regulation von Genexpressionen

der synaptischen Funktionsweise.
wurde vor der Publikation der vorliegenden Arbeiten®®! nicht beschrieben.

Eine Besonderheit von DMNP-EDTA ist, dass die photosensitive Gruppe kovalent an den
Chelator und nicht an das Metallion, den eigentlichen Effektor, gebunden ist. Dadurch ist ein
modularer Einsatz dieses caged compounds fiir weitere Kationen moglich, da das Metallion
erst nach der Synthese des cages hinzugefiigt wird. Somit konnte die Anwendung von
DMNP-EDTA ebenfalls fiir Mg®*, Mn®*, Co**, Sr**, Cd**, und Ba** demonstriert werden.**%**!
Bezogen auf die Komplexeigenschaften der separat betrachteten EDTA-Teilstruktur sollte die
Verwendung des DI\/INP—EDTA—Cu“—KompIexes ebenfalls moéglich sein, obwohl dies zu Beginn
dieser Dissertation noch nicht in der Literatur beschrieben wurde. Grundlage fir diese
Annahme ist die Stabilitatskonstante des EDTA—Cu2+—KompIexes (Stabilitatskonstante Kg:
18)*, welche noch héher st (ca. 1,6-fach) als beim EDTA-Ca’"-Komplex
(Stabilitatskonstante Kq: 11)*2.

Im Folgenden wurde daher die Strategie verfolgt, ein CUPI-Promotor-basiertes
Expressionssystem in S. cerevisiae mittels lichtregulierter Freisetzung von Cu®*-lonen aus
einem DMNP—EDTA—Cu2+—KompIex zu realisieren. Das angestrebte Prinzip der Regulation ist
in Abbildung 19 veranschaulicht. Dabei ist das Expressionssystem zu Beginn inaktiv, da die
Cu®*-lonen vom DMNP-EDTA komplexiert sind. Durch Anpassung der Belichtung (Intensitat /

Dauer) kann nun eine definierte Menge an cage-Cu”?* (DMNP-EDTA-Cu®*) gespalten und eine

entsprechende Menge Cu®*-lonen freigesetzt werden. Dies fihrt zur Induktion des
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Expressionssystems, wobei die Starke der Expression von der Konzentration an photolytisch
freigesetzten Cu®*-lonen abhingig ist. Im Folgenden werden die Ergebnisse im Detail

dargestellt.

YFP %

(375nm)

Fluorezenz

Abbildung 19: Prinzip der photolytischen Regulation des pCUP1-Expressionssystems mittels DMNP-EDTA-CU™".
Die Bestrahlung fiihrt zur Spaltung des DMINP-EDTA und zur Freisetzung der als Induktor wirkenden cu”*-lonen.
Abhdngig von der cu®*-lonen-Konzentration soll eine graduelle Regulation der Expressionsstdrke erreicht
werden.

2.2.1 Das pCUP1-basierte Expressionssystem

Der CUP1-Promotor diente als Grundlage der optischen Expressionsregulierung und ist
Teil der komplexen Kontrolle Gber die intrazellulare Kupferkonzentration in S. cerevisiae.
Daher wird dieser Aspekt im Folgenden genauer erldutert. Die Aufnahme von Kupfer ist
besonders wichtig, da Spuren von Kupfer fiir das Uberleben der S. cerevisiae Zellen essentiell
sind.’ Bedeutende Enzyme des Zellstoffwechsels sind auf Kupferionen als Kofaktoren
angewiesen. Besonders hervorzuheben sind dabei die Superoxiddismutase (H,O;-
Entgiftung), die Cytochrom C Oxidase (Atmungskette), die NADH-Dehydrogenase
(Atmungskette) oder die Aminoxidase (Coenzym A Biosynthese). Die Aufnahme von Kupfer
erfolgt Gber transmembrane Transporterproteine (Ctrlp, Ctr3p, Fetdp). Dabei wird das cu®
vor der Aufnahme durch die zelloberflichenassoziierte Metalloreduktase Frelp zu Cu®
reduziert. Die Regulation dieser Kupferaufnahme wird dabei maligeblich vom

Trankriptionsregulator Maclp gesteuert.'*™*°

Hohere Konzentrationen an Kupfer gelten
jedoch fir viele Mikroorganismen als toxisch. Sie kénnen in sogenannten Fenton-Reaktionen
zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) fliihren. Dadurch
kann es unter anderem zur Peroxidation von Lipidmolekiilen und damit zur Destabilisierung
der Membran kommen. Des Weiteren besitzt Cu® als starke sogenannte weiche Base mit

einer hohen Affinitdt zu Thiolaten das Potential, Eisen-Schwefel-Cluster und Proteine zu

destabilisieren.'® Aus diesen Griinden ist die Begrenzung der intrazelluldren
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Kupferkonzentration fiir S. cerevisiae Uberlebenswichtig. Die Kontrolle der intrazellularen
Kupferkonzentration erfolgt mafigeblich liber die Expressionsregulation des CUP1-Gens. Sie
diente als Grundlage fiir die im Folgenden entwickelte optische Expressionsregulation und ist

daher in Abbildung 20 genauer veranschaulicht.

[ cut )

/flmmplexrerun\a\

Cuplp Acelp YFP

N A !

Abbildung 20: Regulation des pCUP1-Expressionssystems in S. cerevisiae. Nach Zugabe von Kupferionen werden

diese durch den Transkriptionsaktivator Acelp gebunden. Dadurch erhéht sich die Affinitdt von Acelp zum
CUP1-Promotor deutlich und die Expression der pCUP1-kontrollierten Gene wird induziert. Neben dem durch
Transformation eingebrachten YFP-Gen des Reporterplasmids kommt es auch zur Bildung des chromosomal
kodierten Cuplp Metallothionein, welches Kupferionen bindet und speichert. Das Cupl Protein besitzt dabei
eine héhere Affinitét zu den Kupferionen als Acelp, wodurch es diesem die Kupferionen langsam entzieht. Als
Folge wird die Expression des nativen CUP1 Gens in einer Art Autoregulation durch sein eigenes Genprodukt
inhibiert.

Die Expression des Cupl-Gens wird bei Kupferiiberschuss in S. cerevisiae aktiviert. Das
resultierende Protein Cuplp bindet Cu®*-lonen, lagert diese ein und bewirkt dadurch eine
Detoxifikation. Die Aktivierung des entsprechenden CUPI-Promotors wird durch den

145

Transkriptionsaktivator Acelp bewirkt.”™ Dieses Protein besteht aus zwei funktionellen

Untereinheiten: einer Cystein-reichen Metallothionein-artigen Sensordomane und einer
DNA-bindenden Regulatordomane. Die Sensordomdane liegt bei Cu2+—|\/langel zunachst
unstrukturiert vor, bildet aber durch die Bindung von vier Aquivalenten cu®* ein Tetrakupfer-

147,148

Cluster aus. Die damit verbundene Konformationsianderung wirkt sich auch auf die

Regulatordomane aus, wodurch deren Affinitdt zu einer spezifischen DNA Sequenz des

149,150

CUP1-Promotors deutlich steigt. Die anschlieBRende Bindung des Acel Proteins an die

DNA bewirkt die Aktivierung der Transkription von nachgeschalteten Genen. Auf
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chromosomaler Ebene ist dies vor allem das CUP1 Gen, dessen Genprodukt, das Cuplp
Metallothionein, Kupferionen einlagert und speichert.

Die Affinitdt des Cupl Proteins ist dabei hoher als die des Acel Proteins. Es wird daher
davon ausgegangen, dass es zu einer gewissen Autoregulation kommt. Dabei entzieht das
Cupl Protein bei steigender Expression die Kupferionen aus dem Acelp Transkriptions-
aktivator. Dadurch schaltet das Cupl-Protein seinen eigene Expression langsam wieder
ab.®%? Gestitzt wird diese Hypothese dadurch, dass die Autoregulation deutlich
vermindert wird, nachdem die Kupferaffinitit des Cupl Proteins mutationsbedingt

133154 Ahnliche Regulationsmechanismen sind z. B. auch von Zinkfinger-

verringert wurde.
proteinen bekannt. Dabei wird Zink von einem Protein gebunden, dessen Expression durch
einen Zinkfinger-Transkriptionsaktivator reguliert wird. Dies fiihrt zur Inaktivierung des

Transkriptionsaktivators und folglich zum Transkriptionsstopp.*>>*>®

2.2.2 Charakterisierung von S.c.-pCUP1-YFP

Zur Entwicklung und Charakterisierung eine pCUP1-basierten Expressionssystems wurde
ein YFP Gen unter der Kontrolle des CUP1-Promotors™’ aus S. cerevisiage YO0000 in einen
2u-Vektor kloniert. Dazu wurde der GALI-Promotor der Plasmids pPK1_pGAL1-YFP gegen
den CUPI1-Promotor ausgetauscht. AnschlieRend wurden Zellen des Stammes S. cerevisiae
Y00000 mit diesem Vektor transformiert, um den Reporterstamm S.c.-pCUP1-YFP zu
erzeugen. Das YFP Gen sollte dabei als Reportergen funktionieren, um die Genexpression
fluoreszenzbasiert beobachten zu kénnen. Zur biotechnologischen Nutzung wiirde das Gen
des YFP gegen das Gen eines entsprechenden Enzyms oder Proteins ausgetauscht. Die tUber
den CUPI-Promotor und das Cupl-Protein vermittelte Autoregulation sollte dem
Expressionssystem dariiber hinaus die Maoglichkeit einer graduellen Regulation der
Expressionsstarke verleihen. Konkret ist damit gemeint, dass die Starke der Genexpression
iber die Konzentration an Cu**-lonen im Medium reguliert werden kénnte.

Das Expressionsverhalten des erzeugten Reporterstammes S.c.-pCUP1-YFP wurde zu Beginn
der Arbeiten charakterisiert. Dabei wurde auf den Einsatz einer optischen Komponente

zunichst verzichtet und der Promotor der bekannten Literatur®®%*33

entsprechend mit
CuCly induziert. Dadurch sollte eine Referenz erzeugt werden, um die spater folgende
optische Regulation vergleichen zu kénnen. Ein besonderer Fokus wurde dabei auf die

graduelle Regulierbarkeit der Genexpression gelegt. Zusatzlich sollte die Schwellen-
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konzentration an Cu®*-lonen bestimmt werden, ab der die maximale Expressionsstarke
erreicht wird.

Zur Charakterisierung des Reporterstammes wurden mehrere Ansdtze von S.c.-pCUP1-
YFP parallel im Biolector Setup in kupferfreiem SC-Medium kultiviert. Nach Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase (ca. 5h) wurden die Zellen durch Zugabe von
unterschiedlichen CuCl, Konzentrationen (0 - 100 uM) induziert. Wahrend dieser Versuche
wurden sowohl die YFP-Fluoreszenz als auch die Zelldichte in Echtzeit dokumentiert.

In Abbildung 21, A ist die Auswertung dieser Versuche veranschaulicht. Der Anstieg des YFP-
Fluoreszenzsignals nach ca. 5,5 h zeigt, dass es nach der CuCl,-Zugabe zu einer raschen
Induktion der Genexpression mit einer Verzégerung von weniger als 30 min kam. Danach
folgten die Graphen der Fluoreszenzmessungen einem sigmoidalen Verlauf und erreichten
nach ca. 10-13 h Kultivierung ein Produktionsplateau. Dadurch ergab sich eine

Expressionszeit von ca. 5 - 8 h.
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Abbildung 21: Charakterisierung des S.c -pCUP1-YFP Expressionssystems bei Zugabe von unterschiedlichen
CuCl,-Konzentrationen (0 - 100 uM) zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase (nach 5 h). Messung der
Daten von Georg Wandrey. (A) Die Aktivitét des Promotors kann anhand der Bildung des YFP-Proteins verfolgt

werden. (B) Zeitgleich wurde das Wachstum der Zellen mittels Lichtstreuung verfolgt. Modifiziert nach Kusen et

131
al.

Zusatzlich konnte eine graduelle Expressionsregulation beobachtet werden, bei der die
erreichte Endstarke des Fluoreszenzsignals direkt mit der eingesetzten CuCl, Konzentration
korrelierte. Dabei konnte erkannt werden, dass die Hohe der Endsignale auf zwei
verschiedene Ursachen zurlickzufiihren ist. Die maximalen Fluoreszenzsignale unterscheiden

sich hauptsachlich aufgrund unterschiedlicher Steigungen wahrend der quasi-linearen
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Produktionsphase (insbesondere bei 2, 4 und 8 uM CuCly). Ab einer Konzentration von
15-30 uM sind die Steigungen nahezu gleich und die Unterschiede der maximalen
Fluoreszenzsignale sind vorwiegend auf die Dauer der quasi-linearen Produktionsphase
zurlickzuflihren. Eine weitere Steigerung der CuCl, Konzentration von 50 - 100 uM fihrte zu
keiner weiteren Anderung der Signalverldufe bzw. -maxima.

Diese Beobachtung stiitzt die These der Autoregulation durch das CUP1 Genprodukt
(s. Kapitel 2.1.1). Es deutet darauf hin, dass im vorliegenden Expressionssystem bis zu einer
Konzentration von 15 puM genug CUP1-Protein (Cuplp) gebildet wird, um dem Acelp
Transkriptionsaktivator die Kupferionen zu entziehen und damit die Deaktivierung der
pCUP1-regulierten YFP Expression hervorzurufen. Ab einer Konzentration von 30 uM liegen
offenbar so viele Kupferionen vor, dass die Expressionsstiarke des CUPI1-Promotors nicht
mehr ausreicht, um genug Cuplp fiir eine hinreichend schnelle Komplexierung zu bilden.

Des Weiteren kann die Cu?*-Schwellenkonzentration, ab der eine Maximierung der
Expressionsstarke vorliegt, auf eine Konzentration von 50 uM bestimmt werden. Damit liegt
dieser Wert 100-mal niedriger als beim pGALI-basierten Expressionssystem, welches mit
dem optimierten S.c.-pGAL1-YFP Stamm 5 uM Galaktose zur maximalen Induktion benétigt.
Flr die spateren optischen Regulationen mittels des DMNP-EDTA-Cu®* Komplexes wurde auf
Grundlage dieser Daten ebenfalls eine Konzentration von 50 uM komplexiertem Cu®'
festgelegt.

Beziglich des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems erreicht die Basalexpression der nicht
induzierten Kultivierungen (OuM CuCl,) einen Wert von ca. 20% der maximalen
Expressionsstarke. Die tatsdchliche Basalexpression lag jedoch vermutlich geringer, da
biomolekulare Autofluoreszenzen von Stoffwechselprodukten und Zellbestandteilen mit der
YFP-Fluoreszenz interferieren. Somit konnte das tatsdchliche YFP-verursachte
Fluoreszenzsignal durch unmixing Methoden korrigiert werden.81°

Die Wachstumskurve der Zellen zeigte ebenfalls einen sigmoidalen Verlauf (Abbildung 21, B),
wobei das exponentielle Wachstum nach ca. 5 h begann und nach einer Zeit von ca. 11 h
sein Plateau erreichte. Die relativ grofen Unterschiede der Streulichtwerte am Anfang der
Kultivierung rihren von der Messtechnik her und (iberzeichnen deutlich die Unterschiede
der Zelldichte bis zu einer Kultivierungszeit von ca. 5h. Das Streulichtsignal besitzt bei
geringen Zelldichten eine deutlich groRere Schwankung als beispielsweise Messungen der

optischen Dichte. Letzteres konnte jedoch nicht durchfiihrt werden, da die Biolector-
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Technologie eine optische Einwirkung ausschlieflich vom Boden der Multiwellpatten
erlaubt. Die Messung der optischen Dichte setzt jedoch die Bestrahlung von der einen und
die optische Messung von der gegeniiberliegenden Seite voraus. Ab einer Zelldichte mit
einer ODgoo von ca. 0,5 werden die Werte des Streulichts aber hinreichend verlasslich. Somit
ist die Aussagekraft der Wachstumskurven weiterhin gegeben.

Insgesamt verlaufen die Wachstumskurven der einzelnen Kultivierungen unabhangig von der
eingesetzten CuCl, Konzentration sehr dhnlich. Zudem sind die Wachstumsraten der
exponentiellen Phase, also die Zunahme der Lichtstreuung pro Zeit, bei allen Kulturen
nahezu gleich. Beide Faktoren zusammen lassen darauf schlielen, dass die Behandlung mit
unterschiedlich hohen CuCl, Konzentrationen (0 - 100 uM) keinen Einfluss auf die Vitalitat
der Zellen hatte. Ebenso kann vermutet werden, dass die Expressionsstarken eher auf
moderatem Niveau liegen. Ansonsten ware eine negative Beeinflussung der Wachstumsrate
aufgrund der Induktion der Genexpression und der damit verbundenen Verlagerung der
zellularen Ressourcen auf die heterologe Genexpression zu erwarten.'®

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass wichtige Kriterien des S.c.-pCUP1-YFP
Expressionssystems charakterisiert werden konnten, welche einen biotechnologischen
Einsatz sowie eine optische Regulation beglinstigen. Fir die Schwellenwertkonzentration bei
der eine maximale Expression erreicht wird, konnte eine Cu**-Konzentration von 50 UM
bestimmt werden und ist damit 100-fach niedriger als beim S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP
Expressionssystem. Zudem zeigte die Expressionsregulation einen graduellen Verlauf, dessen
maximales Produktionsniveau anhand der eingesetzten Kupferionenkonzentration reguliert
werden konnte. Dabei zeigt die Behandlung mit Kupferionen, welche fiir Mikroorganismen
allgemein als toxisch gelten, bei den eingesetzten Konzentrationen keinen negativen Einfluss

auf die Vitalitat der Zellen.

2.2.3 Charakterisierung von DMNP-EDTA-Cu** (caged-Cu**)

Neben einem geeigneten Expressionssystem galt es die zweite wesentliche Komponente
fir eine optische Expressionsregulation zu charakterisieren. Dabei handelte es sich um ein
caged compound zur photosensitiven Freisetzung von entsprechenden Effektormolekiilen.
Ein Vorteil des pCUP1-basierten Expressionssystems bestand darin, dass ein kommerzieller

Zugang zu solch einer Verbindung bestand.
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Dabei handelte es sich um DMNP-EDTA (39), einem EDTA (Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-
tetraessigsaure)-basierten  Chelator dessen Ethylendiamin-,Rickgrat“ mit einer
photosensitiven 4,5-Dimethyl-2-nitrophenyl-Gruppe (DMNP) verbunden ist (s. Abbildung
22). Die Struktur von DMNP-EDTA (39) unterscheidet somit grundlegend von der
»klassischer” caged compounds, wie den bereits erwdahnten caged-Galaktose oder caged-
IPTG (vgl. Kapitel 1.4). Die kovalente Bindung der photosensitiven Gruppe besteht nicht - wie
sonst Ublich - zum Effektor (wie z.B. Galaktose oder IPTG), sondern zur Grundstruktur eines
Chelators (hier: EDTA). Die Bestrahlung bewirkt dadurch keine Abspaltung der photo-
sensitiven Gruppe, sondern eine Spaltung des gesamten Chelatormolekiils. Zu diesem
Mechanismus kommt es, da an der benzylischen Position ein sekunddrer Kohlenstoff
vorliegt. Somit wird die photosensitive Gruppe nicht wie bei primaren Kohlenstoffen
abgespalten, sondern verbleibt an einem der Bruchstiicke. Bei Bestrahlung kommt es unter
Beteiligung des benzylischen Kohlenstoff und der Nitrogruppe vermutlich zunachst zur
Bildung eines Isoxazolidins und somit zur Zwischestufe 40. Bei der anschliefenden Auflésung
dieser flinfgliedriegen Ringstruktur bildet sich ein Keton an benzylischer Position, wodurch
ein Bindungsbruch zum benachbarten Heteroatom, also zum Stickstoff hin, erfolgt. In Folge
dessen kommt es zur Bildung von Iminodiessigsaure (IDA, 14) und einem N-substituierten
Derivat 13 von IDA. Die Affinitat dieser IDA Komponenten zu Cu**-lonen ist im Vergleich zum
intakten DMNP-EDTA (39) deutlich reduziert, wodurch die biologische Verfligbarkeit der

Metallionen ermoglicht wird.
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Abbildung 22: Mechanismus der photolytischen Spaltung von DMNP-EDTA-Cu™. Abgewandelt nach Kaplan und
Ellis-Davies(1988).”% Modifiziert nach Kusen et al.”**

Die Struktur des DMINP-EDTA ermdglicht den Einsatz von unterschiedlichen Kationen, da
diese erst nach der Synthese des photosensitiven Chelators zugegeben werden, um den

funktionellen Metallkomplex zu bilden. Zu Beginn dieser Doktorarbeit konnte jedoch kein
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Beispiel fiir die Verwendung von Cu®*-lonen in der wissenschaftlichen Literatur gefunden
werden. Aus diesem Grund wurden im Folgenden zunachst absorptionsspektroskopische
Untersuchungen zum DMNP-EDTA-Cu** (39) Komplex durchgefiihrt, um anschlieRend die
Photolyse dieses caged compound zu charakterisieren.

Die Messungen der Absorptionsspektren sollten unter definierten Bedingungen des pH-
Wertes durchgefiihrt werden. Daher wurde der Einsatz von Pufferlésungen favorisiert. Viele
Pufferreagenzien verfligen in der Regel allerdings Gber basische Gruppen zur Aufnahme von
Protonen wie Amine, Carboxylate oder Phosphate. Deren freie Elektronenpaare ermdoglichen
prinzipiell ebenfalls eine Koordinierung von Metallionen, was zur Bildung von farbigen
Komplexen fiihren kann. Deswegen wurde zunachst der Einfluss von unterschiedlichen
Puffern auf die Absorption von Cu®*-lonen untersucht. Dazu wurde CuCl,-Lésungen (100 puM)
in unterschiedlichen Puffersubstanzen mit gleicher Konzentration und gleichem pH-Wert
(10 mM, pH 7) hergestellt und deren Absorptionsspektrum anschlieRend vermessen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 23, A dargestellt und zeigen, dass der verwendete Puffer einen
groflen Einfluss auf das Absorptionsspektrum hat. Generell kann jedoch festgehalten

werden, dass die Absorption bei allen Puffern niedriger ist als im Vergleich zu reinem

Wasser.
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Abbildung 23: Absorptionsspektroskopische Charakterisierung von DMNP-EDTA Komplexen. (A) Einfluss der
getesteten Puffer (10 mM, pH 7) auf die Absorption von CuCl, (100 uM) in Wasser. (B) Absorptionsspektren des
DMNP-EDTA-CU”* Komplexes vor und nach Belichtung (40 min, vollstdndige Photolyse) sowie von reinem DMNP-
EDTA ohne Metallion in gepuffertem Wasser (10 mM MOPS, pH 7). Die Kationen wurden im Uberschuss
eingesetzt, um die Sdttigung des Chelators zu gewdhrleisten (80 uM DMNP-EDTA, 100 uM CuCl,). Modlifiziert
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nach Kusen et al.
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Dennoch ist schon zu Beginn des Messfensters zwischen 250 und 275 nm eine deutliche
Absorption bei allen Puffern zu erkennen. Dabei steigt die Absorption jeweils mit sinkenden
Wellenlangen bis zu einem Wert von 0,28 bei TRIS [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan], 0,22
bei KP; (Kaliumphosphat) und 0,1 bei MOPS [3-(N-Morpholino)propansulfonsaure] an. Die
Kombination mit Kaliumphosphat-Puffer zeigt darlber hinaus noch eine eindeutige
Absorption im Bereich von 275 bis 500 nm.

Die niedrigste Adsorption zeigten Cu®*-lonen in MOPS Puffer. Aufgrund dieser Befunde
wurde der MOPS Puffer fir alle weiteren Charakterisierungen von DMNP-EDTA ausgewahlt,
um so das durch die Absorption der Kupferionen hervorgerufene Hintergrundsignal in den
DMNP-EDTA-Cu®* Spektren moglichst gering zu halten. Dies galt insbesondere fiir die
spateren Photolysekinetiken, bei denen die Cu**-lonen schrittweise freigesetzt wurden. Dies
flhrte zu einem zunehmenden Hintergrundsignal und damit zu einer leichten Verzerrung der
Absorptionsmessungen.

Im Anschluss wurden die Absorptionsspektren des DMNP-EDTA-Cu** Komplexes vor und
nach Belichtung gemessen, sowie zusatzlich das Spektrum des reinen DMNP-EDTA ohne
Metallion (s. Abb. 19,B). Um die vollstindige Photolyse zu gewahrleisten, wurde die
Belichtung solange durchgefiihrt, bis keine Anderung der Absorption mehr festzustellen war
(40 min). Die Sattigung des DMNP-EDTA Komplexes mit Cu®*-lonen wurde durch einen
Uberschuss an CuCl, gewéhrleistet. Dabei wurden 80 uM DMNP-EDTA und 100 pM CuCl,
eingesetzt und in MOPS Puffer (10 mM, pH7) gelost. Der Vergleich der DMNP-EDTA
Spektren mit und ohne cu® zeigt, dass sich die Spektren von 350 nm bis ca. 500 kaum
verandern. Erst bei niedrigeren Wellenlangen von ca. 250 bis 360 nm wird eine deutliche
Erhéhung der Absorption erkennbar. Zusatzlich kommt es zur Ausbildung eines lokalen
Maximums bei 288 nm, dessen Absorption an dieser Stelle ca. 1,7-fach hoher liegt als der
Wert des Chelators ohne Metallion.

Die reine Addition des Hintergrundsignals von CuCl, in MOPS-gepuffertem Wasser kann
fir diese grofle Verdanderung nicht verantwortlich sein. Darauf deutet hin, dass die
Absorption mit maximal 0,1 bei 250 nm zu gering ist und bei 288 nm kein lokales Maximum
besitzt. Deshalb sind diese Verdnderungen wahrscheinlich grofRtenteils auf die
Komplexierung der Cu®*-lonen durch den DMNP-EDTA Chelator zuriickzufiihren. Die
Belichtung des DMNP-EDTA-Cu®* Komplexes bewirkte im Gegensatz dazu deutliche

Veranderungen des gesamten Absorptionsspektrums. Von 250 bis 350 nm und von 400 bis
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450 nm ist eine Erhdhung zu beobachten. Dazwischen, d.h. im Bereich von 350 bis 400 nm,

nimmt das Absorptionssignal deutlich ab.
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Abbildung 24: Photolysekinetiken des DMNP-EDTA-Cu** Komplexes. (A) Darstellung exemplarischer
Absorptionsspektren von DMNP-EDTA-Cu™* (80 uM DMNP-EDTA, 100 uM CuCl,) nach unterschiedlich langer
Belichtung (Amox=375nm, Fy=11 mW/cmz). (B) Absorptionsidnderung von DMNP-EDTA-Cu®*  nach
unterschiedlichen Belichtungszeiten im Vergleich zur unbelichteten Probe (schwarze Linie). (C) Photolysekinetik
von DMNP-EDTA-CU** im Vergleich zu DMNP-EDTA-Ca®* und DMNP-EDTA ohne lon (Anfangskonzentration
jeweils 80 uM DMNP-EDTA, und ggf. 100uM CuCl,), Konzentrationen umgerechnet anhand der
Absorptionsédnderung bei 370 nm. Modifiziert nach Kusen et al.™?

Die charakteristische Absorptionsanderung wurde verwendet, um im Folgenden die
Kinetik der Photolyse zu verfolgen. Dazu wurde DMNP-EDTA-Cu®* (80 uM DMNP-EDTA,
100 uM CuCl,) in MOPS-gepuffertem Wasser (10 mM, pH 7) gel6st und fir unterschiedlich
lange Zeit belichtet (Amax=375nm, Fp=11 mW/cmZ). Im direkten Anschluss wurden die
Absorptionsspektren aufgezeichnet. Die Uberlagerung einiger exemplarischer Spektren ist in
Abbildung 24, A dargestellt. Dabei wird die sukzessive Verdanderung der Spektren vom
unbelichteten DMNP-EDTA-Cu?* (0 min) zum vollstindig photolysierten Komplex (38 min)
deutlich. Zusatzlich dazu sind die Absorptionsanderungen der jeweiligen Belichtungszeit (4,
10, 22, 34, 38 min) im Vergleich zur unbelichteten Probe (0 min) in der Abbildung 24, B

veranschaulicht. Daraus wird ersichtlich, dass die groflte sukzessive Verringerung der
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Spektren bei einer Wellenlange von 370 nm auftrat. Daher wurde die Absorptionsdanderung
bei 370 nm verwendet, um die Kinetik der Photolyse im Weiteren zu charakterisieren. Zur
Analyse der Photolysekinetik wurde die Absorption bei 370 nm in Konzentrationen
umgerechnet (s. Kapitel 5.5) und gegen die Belichtungszeit aufgetragen. Zusatzlich wurde die
Photolyse des DMNP-ETDA Chelators in Komplexierung mit Ca**-lonen bestimmt. Diese
Kombination wird seit mehr als zwei Jahrzenten in den Neurowissenschaften eingesetzt (s.
Kapitel 1.4) und diente somit als etablierte Referenz. Die Daten sind in Abbildung 24, C
dargestellt. Dabei wurden fur die einzelnen Datenreihen exponentielle Ausgleichsfunktionen
berechnet, deren BestimmtheitsmaR ausnahmslos 0,99 betrug. Dennoch sollte beriicksichtig
werden, dass diese spektroskopische Auswertung auf einem einfachen Photolysemodell
beruht. Nebenreaktionen, wie beispielsweise kurzlebige Photoprodukte oder die weitere
Photolyse von initialen Photoprodukten, werden dabei bewusst nicht beriicksichtig, kbnnen

161162 Aus den spektroskopischen Untersuchungen

jedoch nicht ausgeschlossen werden.
(Abbildung 24, B) und den exponentiellen Photolysekinetiken (Abbildung 24, C) konnten
jeweils die Quantenausbeute (P375,m), die Zeit fur die halomaximale photolytische Spaltung
(ty) und der uncaging Index (g375nm x ®) berechnet werden, welche in Tabelle 6 aufgelistet
sind (Ndhere Angaben zur Ermittlung dieser Werte konnen der Methodenbeschreibung in
Kapitel 5.5.1 und 5.5.2 entnommen werden).

Es zeigte sich, dass die Photolyse des DMNP-EDTA-Cu®* Komplexes langsamer verlief, als
die des Ca®*-Komplexes oder des Chelators ohne komplexiertes Kation. Die Zeit fur die
halbmaximale photolytische Spaltung (t;) des DMINP-EDTA-Cu?* Komplexes betrug 519 s und
war damit ca. 16-mal hoher als beim Caz+-KompIex. Ahnlich groRBe Unterschiede ergaben sich
bei der Photolyse-Quantenausbeute (®s75,m) und dem uncaging Index (€375,m x P). Diese

betrugen fir den Cu2+-KompIex 0,01 (P3750m) bzw. 24 (g375nm x @) und lagen damit 18- bzw.

17-mal héher als die Werte des Ca**-Komplexes.

62



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 6: Caged compound Eigenschaften von DMINP-EDTA ohne Metallion und in Komplex mit cu* und ca”*

(80 uM DMNP-EDTA, 100 uM cu” oder C02+), gemessen in gepuffertem Wasser (10 mM MOPS, pH 7).

Modifiziert nach Kusen et al. 1

3 -
€3750m b uncaging Index c
Caged compound 1 - L] t, [s
g Y ™ lem 1] 375nm (€575 X D) % [s]
DMNP-EDTA 2539+8 0,22 +0,02 559 25%6
DMNP-EDTA-Ca* 2295 +5 0,18 (Lit.)* 413 32+2
DMNP-EDTA-Cu** 2461+ 10 0,01+0,01 24 519 +47

2 Molarer Extinktionskoeffizient bei 375 nm (Belichtungswellenldngen)

° Quantenausbeute bei einer Belichtungswellenldange von 375 nm

C

Zeit fiir die halbmaximale photolytische Spaltung bei (Fo = 11 mW/cm?, Amac =375 nm)

* der Literatur entnommen (Kaplan und Ellis-Davies, 1988)78

Trotz dieser Unterschiede verlief die vollstindige Photolyse des DMNP-EDTA-Cu®*-
Komplexes innerhalb eines Zeitfensters von ca. 30 Minuten. Die nachfolgenden biologischen
Anwendungen wurden von Dr. Georg Wandrey in einem eigens konstruierten Screening-
System mit einem 5-fach hoheren Lichteintrag (Fo =53 mW/cmz, Amax =368 nm anstatt
Fo=11 mW/cmZ, Amax=375 nm) durchgefihrt. Somit sollte die Freisetzung von
ausreichender Menge cu®t in wenigen Minuten erreicht werden kdnnen. Die geringfligig
abweichenden maximalen Wellenlangen zwischen der initialen Charakterisierung und den

183 Eine direkte

Versuchen im Biolector Setup konnen dabei vernachldssigt werden.
Charakterisierung der Photolyse unter denselben Lichtverhaltnissen wie fir die biologischen
Anwendungen konnte aufgrund des minimalisierten BiolLector Setups nicht durchgefihrt
werden. Eine regulierte Freisetzung von Cu®*-lonen mittels Bestrahlung von DMNP-EDTA-
Cu®" sollte auf Grundlage dieser Charakterisierung jedoch mit dem zuvor beschriebenen S.c.-

pCUP1-YFP Expressionssystem kompatibel sein.

2.2.4 Optische Expressionsregulation mittels DMNP-EDTA-Cu®** (caged-Cu**)

Nach den Untersuchungen der photolytischen Cu®" Freisetzung aus DMNP-EDTA-Cu?
und der Charakterisierung des S.c.-pCUP1-YFP Expressionsstammes, wurden beide Elemente
kombiniert, um eine lichtregulierte Genexpression zu etablieren.

Der Versuchsablauf wurde analog zur Charakterisierung der kuperinduzierten Expression
des Reporterproteins YFP im Reporterstamm S.c.-pCUP1-YFP durchgefiihrt, wobei jedoch die
CuCl,-Zugabe ausgelassen wurde. Stattdessen wurde 50 uM DMNP-EDTA-Cu®* (52,6 uM
DMNP-EDTA, 50 uM CuCl,) als potentielles Cu®*-lonen Reservoir vor Kultivierungsbeginn
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dem Medium hinzugegeben. Die Induktion erfolgte diesmal durch UVA-Belichtung
(Fo =53 mW/cmZ, Amax =368 nm), wiederum am Beginn der exponentiellen Wachstumsphase
(nach 5 h, vgl. Kapitel 2.2.2). Zur Generierung einer Referenz mit maximaler Induktion (s.
Kapitel 2.2.2) wurde eine parallele Kultivierung zeitgleich zur Belichtung (nach 5h
Wachstum) mit 50 uM CuCl, induziert. Wahrend der gesamten Kultivierungszeit im BiolLector

Setup wurden die YFP-Fluoreszenz und die Lichtstreuung aufgezeichnet (s. Abbildung 25).

A 150 B 50
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— Belichtungszeit [s] PET st — Belichtungszeit [s]
= 0 5 40+ 0
< —20 < —20
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Abbildung 25: Optische Regulation der Genexpression des S.c.—pCUP1-YFP Expressionsstammes mittels DMNP-
EDTA-CU™". Messung der Daten von Georg Wandrey. (A) Entwicklung der YFP-Fluoreszenz nach UVA-Belichtung
(Fp=53 mW/cmZ, Amax =368 nm, 52,6 uM DMNP-EDTA, 50 uM CuCl,) im Vergleich zur einer maximalen

Induktion mittels CuCl,-Zugabe (50 uM, gestrichelte Linie). (B) Wachstum der Zellne, beobachtet durch die

Entwicklung der Lichtsstreuung. Modifiziert nach Kusen et al.™?

Der Verlauf der YFP-Fluoreszenz in Abbildung 25, A zeigte, dass es bei Anwesenheit von
DMNP-EDTA-Cu®" weder zu einer vorzeitigen Induktion der YFP-Expression noch zu einer
Erhohung der Basalexpression kam. Dies weist darauf hin, dass die Stabilitdtskonstante des
DMNP-EDTA-Cu®" hoch genug ist, um eine Extraktion der Cu®*-lonen durch Sensorproteine
(wie z. B. den Transkriptionsaktivator Acelp) oder andere Zell- bzw. Mediumbestandteile zu
verhindern. Zusitzlich kénnten die Cu**-lonen auch durch den Komplex auRerhalb der Zellen
gehalten werden, wodurch sie dem Zugriff der Sensorproteine entzogen wiirde. Dies setzt
voraus, dass der DI\/INP—EDTA—Cu2+—KompIex die Zellmembran nicht iberwinden kann. Dafir
sprechen Untersuchungen zum Calcium-Komplex von DMNP-EDTA (DMNP-EDTA-Ca?"),
welche gezeigt haben, dass spezielle Methoden zur intrazelluldaren Beladung notwendig sind,

164
k.

wie Patchpipetten, Mikroinjektion, oder die Acetyl-Veresterungs-Techni Dies deutet

darauf hin, dass die Membrangingigkeit des Cu**-Komplexes ebenfalls eher eingeschrinkt
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ist. Die Lokalisation bzw. Membrangangigkeit des Komplexes wurde jedoch nicht untersucht,
weshalb Uber diese Vorgange nur nur hypothetische Aussagen getroffen werden kdnnen.

Im Gegensatz zur strikten Maskierung (caging) der Cu**-lonen im unbelichteten Zustand
fihrte eine UVA-Belichtung zu einem unmittelbaren Anstieg des YFP-Fluoreszenzsignals.
Damit konnte eine lichtinduzierte Genexpression mittels DMNP-EDTA in S. cerevisiae
erstmals erfolgreich demonstriert werden. Bei langerer Belichtung wurde eine gesteigerte
YFP-Produktion nachgewiesen, die auf die Freisetzung von héheren Mengen an Cu®* und die
damit verbundene Steigerung der Induktion zuriickzufiihren ist. Die maximale Absorption
konnte nach 150 s Belichtung gemessen werden, bewirkte jedoch nicht vollstandig das YFP-
Produktionsniveau der voll induzierten Referenz (50 uM CuCl,-Zugabe). Eine Verlangerung
dariiber hinaus fuhrte zu keiner weiteren Erh6hung, was auf eine vollstdndige Photolyse des
DMNP-EDTA-Cu®" hinweist. Stattdessen verringerte sich die YFP-Fluoreszenz wieder ab einer
Belichtungszeit von 300s, was auf einen phototoxischen Effekt hindeutet (Daten nicht
gezeigt). Innerhalb des regulatorisch notwendigen, Belichtungszeitraums bis 150 s zeigten
die Kurven der Lichtstreuung (Abbildung 25, B) nur geringe Abweichungen. Diese verliefen
zudem innerhalb der Standardabweichungen, welche in Abbildung 25, B aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nicht angegeben sind. Dies deutet darauf hin, dass eine lichtvermittelte
Induktion der pCUP1-kontrollierten YFP-Expression des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems
unter Verwendung von DMNP-EDTA-Cu®* ohne phototoxische Effekte durch die Bestrahlung

oder potenziell entstehende Photoprodukte moglich ist.
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Abbildung 26: Vergleich der maximalen YFP-Fluoreszenzsignale nach 15 h Kultivierung nach manueller
(0 - 50 uM CuCl,, graue Werte und untere x-Achse) bzw. optischer Induktion (50 uM DMNP-EDTA-Cu”*, 0 - 300 s
UVA, schwarze Werte und obere x-Achse) ab 5h. Die YFP-Fluoreszenzsignale wurden auf den maximal

gemessenen Wert normiert, welcher bei manueller Induktion mittels 50 uM CuCl, erreicht wurde. Modifiziert

131
nach Kusen et al.

In Abbildung 26 werden die beiden Induktionsmethoden der optischen und manuellen
Induktion gegeniibergestellt. Dazu wurden die Produktionsmaxima nach 15 h Kultivierung
gegen die DMNP-EDTA-Cu®* Belichtungszeit (schwarze Abszisse) bzw. die CuCl,
Konzentration (graue Abszisse) aufgetragen. Zusatzlich wurden die YFP-Fluoreszenzsignale
zur besseren Vergleichbarkeit auf den Maximalwert (mit 50 uM CuCl,) normiert. Dabei zeigt
sich, dass die Expressionsstdarke der optischen Induktion nur ca. 70 % der manuellen
Induktion mittels CuCl,-Zugabe erreichte, obwohl nach der vollstandigen Photolyse die
gleiche Cu®"-lonenkonzentration vorliegen sollte.

Dieser Effekt konnte durch die entstandenen Photoprodukte des DMNP-EDTA
hervorgerufen werden. Betrachtet man den Mechanismus der Photoreaktion (s. Abbildung
22) so entstehen dabei Iminodiessigsaure (IDA) sowie ein Derivat dieser Dicarbonsaure,
welche beide iiber drei potentielle Koordinationsstellen fiir Cu**-lonen verfiigen. Fiir IDA und
Cu® kann daher auch eine Stabilititskonstante von 10,6 angegeben werden.’*? Dabei
handelt es sich um eine GroBenordnung, welche vergleichbar ist mit der Affinitat anderer
biologisch verwendeter Metall-Komplexe. Beispielsweise weist der EDTA-Calcium-Komplex

142

eine Stabilitatskonstante von 11" auf und ist damit stabil genug, um die Stimulation von

mit Ca**-lonen regulierten Zellsysteme zu verhindern.>%***
Zur Uberprifung der Hypothese, dass IDA als DMNP-EDTA Photoprodukt die uncaged

Cu®*-lonen teilweise bindet und somit die Wirksamkeit als Effektor verhindert, wurde die
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Verflgbarkeit der Cu®*-lonen bei IDA-Zugabe untersucht. Dafir wurde eine Messung der
freien Cu®*-lonen Konzentration mithilfe einer Cu**-lonen sensitiven Elektrode durchgefiihrt.
Dazu wurde diese zunachst kalibriert, indem das jeweilige Spannungssignal in gepufferten
CuCl,-Loésungen (10 mM MOPS, pH 7) mit unterschiedlichen Konzentrationen aufgezeichnet
wurde. Abbildung 27, A zeigt die graphische Auftragung dieser Daten, wobei die Korrelation
beider Parameter durch eine exponentielle Funktion hinreichend genau bestimmt werden
konnte. Fir die weiteren Experimente wurde eine Konzentration von 90 uM CuCl,
ausgewahlt. Diese liegt etwa im Mittel des annaherungsweise linearen Bereiches der
Korrelationsfunktion und ermoglicht damit eine maoglichst sensitive Messung sowohl der

Erh6hung als auch der Verringerung der freien Cu®*-lonen Konzentration.
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Abbildung 27: Untersuchung der freien cu®*-lonen Konzentrationen mithilfe einer kupfersensitiven Elektrode. (A)
Kalibrierung der Elektrode unter Verwendung unterschiedliche konzentrierten CuCl,-Lésungen (0 - 200 uM). (B)
Freie Cu”* Konzentration (Ausgangskonzentration 90 uM) bei Zugabe von DMNP-EDTA (90 uM) und
anschlieffender Belichtung(F,= 11 mW,/cm®, Amax = 375 nm, 30 min) sowie nach Zugabe von IDA (90 uM).

Im Anschluss daran wurde die freie Cu®*-lonen Konzentration unter verschiedenen
Bedingungen gemessen, um die Auswirkungen von DMNP-EDTA, dessen Belichtung und
einer direkten IDA-Zugabe zu untersuchen. Als Referenz wurde eine gepufferte (10 uM
MOPS, pH 7) CuCl,-Losung (90 uM) vermessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27, B
prasentiert und zeigen, dass die Zugabe von DMNP-EDTA (90 uM) zu einer nahezu
vollstandigen Verringerung der freien Cu®* Konzentration fiihrt. Dies spricht fir die
Ausbildung von stabilen DMNP-EDTA-Cu®* Komplexen. Trotz der anschieBenden Belichtung

(Fo=11 mW/cmz, Amax = 375 nm, 30 min) dieser Losung und des darin enthaltenen DMNP-
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EDTA-Cu®* Komplexes konnte mit Hilfe der Cu®*-lonen sensitiven Elektrode keine messbare
Freisetzung von Cu®"-lonen festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass die
Photoprodukte des DMNP-EDTA weiterhin stabile Komplexe mit Cu**-lonen ausbilden,
welche eine Erfassung durch die Cu**-lonen sensitiven Elektrode verhindern. Darauf folgend
wurde eine CuCl,-Lésung (90 uM) mit der gleichen Konzentration an IDA (90 uM) versehen.
Das Signal zeigt einen vergleichbar geringen Wert wie die zuvor gemessene DMNP-EDTA-
Cu®* Probe nach Belichtung. Dies zeigt, dass IDA ebenfalls stabile Komplexe mit Cu®*-lonen
bildet. Somit kénnte IDA daflir verantwortlich sein, dass nach der Belichtung des DMNP-
EDTA-Cu®* Komplexes keine messbare Freisetzung von Cu**-lonen mit Hilfe der Cu**-lonen
sensitiven Elektrode festgestellt werden konnte.

Es kann also vermutet werden, dass die Photoprodukte des DMNP-EDTA eine immer
noch relevante Affinitit zu den Cu**-lonen besitzen. Dadurch kénnte die Verfiigbarkeit der
Cu**-lonen fur das CUP1-Expressionssystem verringert sein, was die leicht verminderte

Expressionsstarke erklaren wiirde.

2.2.5 Screening des Induktionszeitpunkts mittels optischer Regulation

Nachdem die optische Regulation der Genexpression mittels DMNP-EDTA-Cu?*

erfolgreich etabliert wurde, sollte diese Technologie fiir die automatisierte Charakterisierung
des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems genutzt werden. Dabei wurde das Potential genutzt,
welches die lichtregulierte Genexpression auf dem Gebiet der Automatisierung birgt. Im
Gegensatz zum manuellen Pipettieren kann anstelle von mechanischen Operationen die
Schaltung von stationdren Lichtquellen verwendet werden. Dieser Vorteil wurde durch die
Kombination des optischen Expressionssystems mit dem BiolLector Setup genutzt. Dabei
ermoglichte der Einsatz von individuell regelbaren LEDs die parallele Durchfiihrung von 48
unabhdngigen Belichtungsschemata. Somit konnten alle im Folgenden gezeigten Daten
durch einen einzigen Versuchsdurchlauf mit 48 parallelisierten Einzelkultivierungen
innerhalb von 15 h generiert werden. Dieser Versuchsablauf wurde weiter genutzt, um
mogliche Auswirkungen des Induktionszeitpunktes auf den Verlauf der Genexpression des
S.c.-pCUP1-YFP  Expressionssystems zu  charakterisieren. Dabei wurden alle
Einzelkultivierungen vor Beginn der Kultivierung mit 50 uM DMNP-EDTA-Cu®* versehen.
AnschlieBend erfolgte die Belichtung (Fo=53 mW/cmZ, Amax=368 nm, 100s) zu

unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung.
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Abbildung 28: Einfluss des Induktionszeitpunktes auf die Genexpression von YFP unter Kontrolle von pCUP1 nach
lichtvermittelter Freisetzung des Induktors. Messung der Daten von Georg Wandrey. (A) Entwicklung der YFP-
Fluoreszenz nach optischer Induktion (Fy=53 mW/cmZ, Amax=368n, 100 s) zu unterschiedlichen Zeitpunkten

(0-8h) aus einem zu Beginn der Kultivierung zugegeben DMNP-EDTA-Cu®* Reservoir (50 uM). (B) Parallel

aufgenommenes Streulichtsignal zur Beobachtung der Zelldichte. Modifiziert nach Kusen et al.™!

Abbildung 28, A zeigt den Verlauf des YFP-Fluoreszenzsignals wahrend des gesamten
Versuches fiir ausgewahlte, exemplarische Kultivierungen. Durch den Versuchsdurchlauf
wurden deutlich mehr Induktionszeitpunkte getestet werden, welche der Ubersichtlichkeit
halber aber nicht dargestellt sind. Es zeigte sich, dass die Regulation nur in der mittleren
exponentiellen Wachstumsphase zwischen 5 und 7 h moglich war. In dieser Zeitspanne
flhrte die Belichtung zu einer unmittelbaren Erhéhung des Fluoreszenzsignals. Dabei konnte
die maximale Induktion bei einer Belichtung nach 6 bzw. 7 h Wachstumsdauer erreicht
werden. Dies entspricht einer Erhéhung der YFP-Produktion um 18 % im Vergleich zu 0 h und
5-6 % mehr YFP im Vergleich zum bisher verwendeten Standardbelichtungszeitpunkt (nach
5 h). Belichtungen vor der exponentiellen Wachstumsphase (0-4 h) fihrten zu keiner
friheren Induktion. Die Genexpression startete stattdessen verzogert erst nach 5h. Im
Gegensatz dazu fiihrte eine spatere Belichtung ab 8 h zu keiner Steigerung der YFP-
Produktion im Vergleich zur unbelichteten Probe. Folglich scheint die Induktion der
Genexpression unter den gegebenen Bedingungen nur in der mittleren exponentiellen
Wachstumsphase maoglich zu sein. Die Streulichtdaten in Abbildung 28, B zeigen zudem
allesamt sehr &hnliche Kurvenverldufe, insbesondere in der exponentiellen
Wachstumsphase. Ein Einfluss des Induktionszeitpunktes auf das Wachstum der Zellen

konnte daher nicht beobachtet werden.
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Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass der Induktionszeitpunkt fir die
Ansprechbarkeit des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems von grofler Bedeutung ist und sich
zudem auf die finale YFP-Produktion auswirkt. Eine Regulation des Expressionsstarts war nur
innerhalb der mittleren exponentiellen Wachstumsphase moglich, wobei eine maximale YFP-
Produktion bei einer Induktion nach 6 -7 h erreicht wurde. Somit ermdglichte die optische
Expressionsregulation ein préazises Screening des Induktionszeitpunktes mittels eines
einzigen Versuchsdurchlaufs innerhalb von 15h. Dadurch konnte anhand dieses
Anwendungsbeispiels das Potential der optischen Genregulation zur automatisierten
Optimierung und Charakterisierung von wichtigen Expressionsparametern demonstriert
werden. Neben der vereinfachten Automatisierung erméglicht die optische Schaltung, im
Gegensatz zum mechanischen Pipettieren, die Kultivierung in einem strikt geschlossenen
System. Daher kann wahrend der gesamten Kultivierung eine kontinuierliche Durchmischung
und konstante Abdichtung gewahrleistet werden. Somit konnte das lichtregulierte
Expressionssystem auch weitere Anwendungen finden, bei denen die Aufrechterhaltung
einer definierten Atmospharenzusammensetzung (Sauerstoffgehalt, etc.) von besondere
Bedeutung ist.

Durch den einfachen genetischen Aufbau und die gute kommerzielle Verfiigbarkeit des
caged-compound sind zudem gute Voraussetzungen gegeben, damit das Potential des
lichtregulierten, DMNP-EDTA-Cu®*-basierte S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems zukinftig

eine breite Anwendung finden kann.

2.2.6 Alternatives caged-Cu®* (3Gcage-Cu®*)

Im Zuge dieser Arbeit sollte neben dem kommerziell erhdltlichen DMNP-EDTA (29) ein
weiteres caged compound getestet werden. Dieses wurde selbststiandig synthetisiert und
sollte die Bandbreite an moglichen caged compounds fir die kufperinduzierte optische
Regulation des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems erhdhen. Als Alternative zum
DMNP-EDTA (39) sollte ein Stickstoff-reicher Pyridylamin-Pyridylamid Ligand hergestellt
werden. Dabei handelte es sich um Pyridin-2-carbonsdure-N-{1-[2-nitrophenyl]-3-[(pyridin-2-
ylmethyl)amino]propyl}picolinamid (41), welcher von Ciesienski et al. entwickelt und als

165

3Gcage (41) bezeichnet wurde. Die Synthese und Verwendbarkeit in biologischen

Systemen wurden bereits durch die Arbeitsgruppe von Katherine J. Franz beschrieben®> ¢’
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und sollten auf die im vorangegangen Kapitel (vgl. Kapitel 2.2.3 und 2.2.4) gezeigte
lichtregulierte Genexpression angewendet werden.

Abbildung 29 ist die Bildung des 3Gcage-Cu** (42) Komplexes veranschaulicht, welcher
durch die Koordinierung eines Cu**-lons tiber vier Stickstoffatome des 3Gcage (41) zustande
kommt. Die Bestrahlung mit UVA-Licht bewirkt anschliefend die photolytische Spaltung in
zwei Fragmente (43, 44) und die Freisetzung des Cu®*-lons. Dieser Mechanismus kénnte also
analog zu den DMNP-EDTA-Cu®*-Versuchen (vgl. Kapitel 2.2.3 und 2.2.4) zur lichtregulierten

Freisetzung von Cu®" verwendet werden.

No2 _I NO
2+ @‘/\ 0, NH, ©:ﬂ/\
NH HN N, N P N O HN +  cu?
Cu |
/ \ N NZ
<

43 44

3Gcage 3Gcage-Cu

Abbildung 29: Komplexierung und photolytische Spaltung von 3Gcage Pyridin-2-carbonsédure-N-{1-[2-

nitrophenyl]-3[(pyridin-2-ylmethyl)Amino]propyl}picolinamid, 41] mit Cu”* nach L. Ciesienski et al. (2010)"*

Insgesamt wurden drei unterschiedliche Strategien zur Synthese des 3Gcage verfolgt,
wobei lediglich die Letzte zum gewiinschten Produkt fihrte. Zu Beginn wurde eine Synthese

185 Dabei sollte der

nach der Vorschrift von Ciesienski et al. durchgefiihrt (Abbildung 30).
Alkohol 50 durch eine Eintopf-Synthese in vier Schritten erhalten werden. Der Ablauf der
einzelnen Reaktionsschritte konnte ohne Vergleichsspektren der gereinigten Zwischenstufen
jedoch nur schwer nachvollzogen werden. Folglich enthielt das Endprodukt eine Vielzahl von
Substanzen, welche sdaulenchromatographisch nicht in ausreichenden Mengen voneinander
getrennt werden konnten. Vermutlich ware dazu eine Reinigung mittels HPLC, wie in der
entsprechenden Literatur beschrieben, notig gewesen. Die Kapazitdt dieser Methode ist

jedoch eingeschrankt und hatte nur schwer ausreichende Mengen fir biologische

Untersuchungen liefern kdnnen. Daher wurde diese Synthesestrategie nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 30: Synthesestrategie 1 zur Herstellung von 3Gcage (41) nach Ciesienski et al’®

Im Anschluss daran wurde eine Synthese nach Kumbhar et al. angestrebt (Abbildung
31).166 Diese im selben Arbeitskreis von Franz entstandene Syntheseroute beinhaltet die
Reinigung und lIsolation aller Zwischenstufen mit saulenchromatographischen Methoden.
Die Verwendung von HPLC-Methoden sollte somit umgangen werden. Es konnte jedoch
lediglich die Amidierung als erste Stufe mit dem Produkt48 erfolgreich durchgefiihrt
werden. Die Ausbeute lag dabei nur bei 37% und konnte gegebenenfalls auf eine
Polykondensation des Saureamids (47) zurickzufiihren sein. Der darauffolgende
Reaktionsschritt unter Verwendung von Ethylchloroformiat und Natriumborhydrid zur
Reduktion der Carbonsdaure war nicht erfolgreich. Es kam zu Bildung von sehr vielen

Nebenprodukten, wodurch der gewiinschte Alkohol 50 nicht isoliert werden konnte.
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Abbildung 31: Synthesestrategie 2 zur Herstellung von 3Gcage(41) nach Kumbhar et al. 166

Aufgrund dessen wurde eine eigene Synthesestrategie entwickelt, welche in Abbildung
32 dargestellt ist. Zur Vermeidung der moglichen Polykondensation wurde die Reduktion der
Carbonsaure 47 vor dem Amidierungsschritt durchgefiihrt. Diese Reduktion zur
Verbindungt 54 konnte unter Verwendung von Natriumborhydrid und Methansulfonsaure in
Ausbeuten von 84 % vollzogen werden, womit zudem die Verwendung des toxischen
Ethylchloroformiat vermieden werden konnte. Zusatzlich ermoglichte die vorgezogene
Reduktion die Parallelisierung der ersten beiden Reaktionsschritte, wodurch das
Carbonsdurechlorid 52 zeitgleich hergestellt werden konnte. Die anschlieBende Amidierung
zur Verbindung 50 verlief in Vergleich zur Synthesestrategie 2 mit deutlich verbesserten
Ausbeuten von 80 %. Dies kdnnte neben der Vermeidung der Polymerisation auf die
verbesserte Loslichkeit des Amins, den damit verbundenen Wechsel zum Losungsmittel
Chloroform und die Verwendung von TEA anstatt NMM zuriickzufiihren sein. Die folgende

166
l

Oxidation zum Aldehyd 43 wurde abweichend von Kumbhar et al.” nicht mittels Swern-

Oxidation, sondern mit Dess-Martin-Perodinan durchgefiihrt. Die Vollstandigkeit der
Reaktion konnte dabei mittels NMR-Analysen nachvollzogen werden. Das Produkt wurde

Uber Silikagel filtriert und sofort fiir die anschlieBende reduktive Aminierung eingesetzt.
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Dabei konnte nach Testung von unterschiedlichen Borhydriden das Zielprodukt (3Gcage, 41)
mit einer maximalen Ausbeute von 54 % unter Verwendung von Natriumtriacetoxyborhydrid
erzielt werden.

Zusammengefasst konnte der 3Gcage in ausreichenden Mengen fir die folgenden
biologischen Versuche mit einer Gesamtausbeute von 36 % Uber funf Stufen erfolgreich

synthetisiert werden.

NO, NaBH, (3 Aq.) NO,
OH Methansulfonsiure (4 Aq.) -
THF, RT, 3 h
NH, O 84% NH, OH )
47 54 TEA (1,1 Aq.)
CH,Cl, Reflux, 80°C, 3 h
Ox_OH . 0xCl 80 %
socl, (8 Aq.)
2N > 2N
Reflux, 2 h
\S \S
45 52
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Abbildung 32: Synthesestrategie 3: Herstellung des 3Gcage (31) mittels einer modifizierten Methode nach

Kumbhar et al.**®

Nach der erfolgreichen Synthese des 3Gcage-Cu®" (42) sollte dessen Anwendbarkeit fiir
die lichtregulierte Genexpression in vivo getestet werden. Dazu wurde ein
Expressionsversuch analog zu den Versuchen mit DMNP-EDTA-Cu®** im BioLector Setup
durchgefiihrt (s. Abbildung 33). Vor Beginn der Kultivierung wurden die S.c.-pCUP1-YFP
Kulturen jedoch nicht mit 50 pM DMNP-EDTA-Cu?**, sondern mit 100 uM 3Gcage-Cu?*
versetzt. Nach Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase wurden die
Kultivierungsansatze belichtet (Fp =11 mW/cmZ, Amax = 375 nm, 20 min). Die Ergebnisse der
YFP-Fluoreszenzentwicklung  zeigen, dass die 3Gcage—Cu2+—versetzten Kulturen

(durchgezogene Linien) zu Beginn der Kultivierung deutlich mehr YFP-Protein bildeten als die
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3Gcage—Cu2+—freien Referenzen (gestrichelte Linien). Dies spricht dafiir, dass es bereits ohne
Belichtung zu einer Induktion der Genexpression kam. Zudem war bei den 3Gcage-Cu®*-
versetzten Kulturen nach der Belichtung keine weitere Steigerung des YFP-Signals zu
beobachten. Im Gegensatz dazu fiihrte die Zugabe von CuCl, nach der gleichen
Kultivierungszeit bei den Referenzkulturen zu einer sehr deutlichen Erhéhung des YFP-
Fluoreszenzsignals. Dies zeigt, dass die Genexpression zu diesem Kultivierungszeitpunkt

generell noch induziert werden konnte.

20
3Gcage-Cu™, belichtet
——3Gcage-Cu”™, dunkel
15 Referenz mit CuCl,

--------- Referenz uninduziert

YFP Fluoreszenz [A.U.]

Zeit [h]

Abbildung 33: Untersuchung der Eignung von 3Gcage-Cu2+ zur lichtregulierten Genexpression des S.c.-pCUP1-
YFP Expressionssystems (mit Biolector Setup und SC-Medium). Dargestellt ist die Entwicklung des YFP-
Fluoreszenzsignals bei Induktion in der mittlere exponentiellen Wachstumsphase mittels 3G-caged—Cuz+ (100 um
vor Kultivierungsbeginn zugegeben, Fo= 11 mW/cmZ, Amax =375 nm, 20 min) im Vergleich zur Referenz ohne
Induktor bzw. mit CuCl, (50 uM).

Es deutet also viel darauf hin, dass der 3Gcage nicht in der Lage war, die Cu®*-lonen
ausreichend zu ,, maskieren”, um eine verfriihte Induktion der Expression vor der Belichtung
zu verhindern. Als Ursache kommt in Betracht, dass der 3Gcage durch Bestandteile der
Kultivierungsansatze gespalten bzw. modifiziert wurde und dadurch seine Affinitat zu den
Cu®*-lonen verlor. Der 3Gcage verflgt zwar nicht Uber klassische Angriffspunkte von
Biomolekiilen wie z.B. Ester- oder Alkohol-Funktionen, weshalb diese Moglichkeit aber
dennoch nicht ausgeschlossen werden kann. Alternativ kénnte die Stabilitat des 3Gcage—Cu2+
zu gering sein, um eine Extraktion der Cu*-lonen und damit eine Interaktion mit dem
Cu2+—Sensorprotein Acelp zu verhindern. Einen Hinweis darauf liefert ein Vergleich der cu®
Bindungskonstanten vom 3Gcage (Kyq=1,8x 10'® M)165 und dem Acel-Sensorprotein
(Kg = 4,7 x 1078 M) des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems (vgl. Kapitel 2.2.1). Dabei zeigt
Acelp eine geringere Bindungskonstante mit einem Unterschied von fast zwei Magnituden,
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was fir eine bevorzugte Bildung von Acelp—Cu2+—KompIexen spricht. Der 3Gcage-Cu*'-
Komplex stellte sich somit unter den getesteten Bindungen als ungeeignet heraus, um eine

lichtregulierte Induktion des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystem zu ermoglichen.
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2.3 Zwei-Wellenldangen-Regulation mittels caged-EDTA

Die Experimente zur Abbildung 35 wurden im Rahmen dieser Dissertation zundichst als
Vorversuchen im Biolector Setup durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Die dargestellten Daten
der Abbildung 35 beziehen sich auf Experimente die anschliefend im Rahmen einer
Kooperation [BMBF, FKZ: 031A167A, Neue Optosensoren und Photoregulatoren zur
lichtvermittelten Steuerung und Analyse molekularer Systeme (OptoSys)] von Dr. Georg
Wandrey mit einem eigens konstruierten Screening-System durchgefiihrt wurden. Details zur
Versuchsdurchfiihrung kénnen der gemeinsamen Publikation™' und dem Kapitel 5.3.4

entnommen werden.

Zusatzlich  zur  Etablierung  alternativer caged-Cu®*  Derivate wurde eine
Weiterentwicklung der lichtregulierte Genexpression des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems
in Kombination mit DMNP-EDTA-Cu®* gepriift. Die optische Regulation des pCUPI-
Expressionssystems mittels DMNP-EDTA-Cu®* konnte in Kapitel 2.2 bereits erfolgreich
demonstriert werden. Dabei wurde die einmalige Induktion der Genexpression mittels UVA-
Bestrahlung gezeigt. Eine reversible Regulation der Genexpression, also ein nachgeschaltetes
lichtvermitteltes Ausschalten der Expression dieses S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems nach
erfolgreicher Induktion, wurde bis jetzt noch nicht beschrieben. Daher wurde im Folgenden
eine Strategie entworfen, um eine reversible Regulation des pCUP1-Expressionssystems zu
ermoglichen. Dabei sollte die Induktion und Repression separat durch zwei unterschiedliche
Lichtfarben, also durch Bestrahlung mit Licht unterschiedlicher Wellenlange, kontrolliert
werden.

Eine solche Schaltung wiirde eine prazise Modifikation der Genexpression ermdoglichen,
durch die das Expressionslevel aktiv angepasst werden konnte. Dies ware zum einen
hilfreich, wenn die Menge an Zielenzym, die produziert werden soll, limitiert werden muss.
Ein solcher Fall ist etwa gegeben bei der Produktion von toxischen Proteinen oder
Metaboliten sowie bei sequentiellen Reaktionen in vivo, bei denen zwei oder mehrere
Enzyme erst nacheinander exprimiert werden. Zum anderen ware ein Einsatz der reversiblen
Schaltung sinnvoll, wenn die Menge an Zielenzym, die produziert werden soll, unbekannt ist
oder stetig angepasst werde muss. Ein Anwendungsbeispiel dabei sind in vivo
Reaktionskaskaden oder Metabolismusmodifikationen, bei denen die

Reaktionsgeschwindigkeit von zwei oder mehrere Enzyme moglichst genau abgestimmt
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werden muss. Dies ist notig, um die Anreicherung von toxischen oder hemmenden
Intermediaten zu vermeiden und so den metabolic flux und damit die Umsatzrate der
Verbindungen durch den Stoffwechselweg bzw. die Reaktionskaskade zu optimieren.

Die Strategie zur Generierung einer reversiblen Regulation des S.c.-pCUP1-YFP
Expressionssystems basiert auf dem Einsatz von zwei antagonistischen caged compounds,
welche durch Licht unterschiedlicher Wellenlange photolysiert werden konnen. Das eine soll
dabei der Cu®*-lonen Freisetzung und damit der Aktivierung der Expression, das andere
wiederum dem erneuten Einfangen der Cu®*-lonen und so dem Ausschalten der Expression

dienen.

Fluoreszenz

Kultivierungszeit

Abbildung 34: Strategie der reversiblen Regulation des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems mit zwei
unterschiedlichen Wellenléngen. Theoretisch fiihrt die Bestrahlung mit ca. 300 nm zur Spaltung des ersten
caged compound und damit zur Freisetzung von Cu®*-lonen, welche zur Induktion des CUP1-Promotors fiihren.
Die anschlieffende Bestrahlung mit ca. 430 nm soll die photolabile Schutzgruppe vom zweiten caged compound
abspalten und einen cu”*-Chelator freisetzen, welcher die Cu”*-lonen wieder komplexieren und die
Genexpression damit ausschalten soll.

Abbildung 34 zeigt die Strategie nach der die reversible Regulation stattfinden soll. Dabei
liegt das System zundchst im Grundzustand ohne Genexpression, bei dem beide caged
compounds intakt vorliegen. Dabei handelt es sich um das bereits beschriebene DMNP-
EDTA-Cu®* (caged—Cu2+) und um ein caged-EDTA Derivat. Die Bestrahlung mit 300 nm bewirkt
zunichst die Photolyse des caged-Cu®*und die damit verbundene Freisetzung von Cu®'-
lonen, wodurch die Expression von CUP1-Promotor-kontrollierte Genen aktiviert wird. Im

Anschluss daran bewirkt eine Belichtung mit 430 nm die Photolyse des caged-EDTA. Die
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daraus resultierende Freisetzung von EDTA fuhrt zur Komplexierung der Cu®*-lonen und
damit zur Deaktivierung der Genexpression.

Die entwickelte Strategie beruhte damit auf zwei essentiellen Kriterien. Zum einen auf
der Annahme, dass die Zugabe von EDTA eine durch Cu**-lonen induzierte Genexpression
wieder reprimieren kann. Zum anderen auf der Mdéglichkeit, die beiden caged compounds
durch Licht unterschiedlicher Wellenlangen separat zu photolysieren. Beide Aspekte wurden

im Folgenden untersucht.

2.3.1 Reversible Regulation mittels EDTA

Zur Untersuchung des ersten Kriteriums wurde die Regulation des S.c.-pCUP1-YFP
Expressionssystems mit den reinen Effektoren (Cu®’, EDTA), welche theoretisch durch die

Bestrahlung freigesetzt wirden, getestet.
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Abbildung 35: Reversible Regulation des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems durch die Verwendung von EDTA.
Messung der Daten von Georg Wandrey. A) Entwicklung des YFP-Fluoreszenzsignals nach Induktion mit 50 uM
CuCl, und anschlieffender Reprimierung mit 100 uM EDTA (n SC-Medium). B) Parallel aufgezeichnetes
Streulichtsignal zur Beobachtung des Zellwachstums.

Dazu wurde die Genexpression einer S.c.-pCUP1-YFP Zellkultivierung nach Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase durch CuCl, Zugabe (50 uM) induziert. Im Folgenden
wurde nach ca. zwei Stunden Expression EDTA (100 uM) zugegeben, um die Expression zu
stoppen. Wahrend der Versuche im Biolector wurden die YFP-Fluoreszenz und das
Zellwachstum (Lichtstreuung) in Echtzeitmessungen verfolgt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 35 prasentiert. Die Messung der YFP-Fluoreszenzen

zeigt nach Zugabe von CuCl, einen raschen Anstieg des Fluoreszenzsignals, was fir eine
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erfolgreiche Induktion der Genexpression spricht. Die anschlieBende EDTA-Zugabe fiihrte
nach ca. einer Stunde zu einem deutlichen Abflachen des YFP-Fluoreszenzsignals. Dies flihrte
im Vergleich zur Referenz ohne EDTA-Zugabe zu einem ca. 50 % geringen Endniveau der YFP-
Fluoreszenz nach 15 h Kultivierung. Die Wachstumskurven in Abbildung 35, B zeigen einen
gleichmaBigen Verlauf mit anndhernd einheitlichen Wachstumsraten wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase. Somit ldsst sich ein bedeutender Einfluss der
Cu2+—/ EDTA-Regulation auf die Vitalitat der Zellen nicht erkennen.

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass eine durch CuCl, induzierte Gen-
expression durch Zugabe von EDTA reprimiert werden konnte. Somit konnte die reversible
Regulation des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems durch die Verwendung von EDTA
erfolgreich demonstriert werden. Dadurch konnte das erste Kriterium der beschriebenen

Strategie zur reversiblen lichtregulierten Genexpression erfillt werden.

2.3.2 Synthese und Charakterisierung von DEACM-EDTA (caged-EDTA)

Im néachsten Schritt wurde das zweite Kriterium fiir die Entwicklung einer reversiblen
Regulation des S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystems adressiert. Dabei sollte die Moglichkeit
untersucht werden, beide caged compounds durch Licht unterschiedlicher Wellenlangen
separat zu photolysieren. Aufgrund der erfolgreichen Vorversuche mit nicht modifiziertem
EDTA sollte auf dessen Grundlage ein neuartiges caged compound (caged-EDTA) zu
photosensitiven Freisetzung von EDTA entwickelt werden.

Dazu sollte EDTA, ein Chelator fir zweiwertige Kationen mit besondere Affinitat zu Cu2+,
an seinen Koordinierungsstellen teilweise mit DEACM-Schutzgruppen (Diethylaminocumarin)
versehen wurden. Die DEACM-Schutzgruppe wurde fiir diesen Zweck ausgewahlt, da ihr
Absorptionsspektrum im Vergleich zur DMNP-Gruppe (Dimethoxynitrophenol) des
caged—Cu2+ (DMNP-EDTA-Cu®") zu groBeren Wellenlangen hin verschoben sein sollte. 68169
Somit sollte sich im Bereich von 310 und 430 nm nur eine geringe Uberschneidung der

Absorptionsspektren (s. Abbildung 38) ergeben, wodurch eine separate Photolyse beider

caged compounds realisierbar sein sollte.
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Abbildung 36: Synthese von DEACM-EDTA (58) mittels EDTA-Anhydrid (57) und 7-(Diethylamino)-4-
(hydroxymethyl)-Cumarin (56). Letzteres wurde nach einer modifizierten Methode von Babin et al. hergeste//t.m

Die Synthese von DEACM-EDTA (sogenanntes caged-EDTA, 58) ist in Abbildung 36
abgebildet. Sie startete von kommerziell erhiltlichem 7-(Diethylamino)cumarin (55). Dieses
wurde in einer Eintopf-Zwei-Schritt-Synthese zundchst mittels Riley-Oxidation unter
Verwendung von Seleniumdioxid in allylischer Position oxidiert und anschlieBend mit Hilfe
von Natriumborhydrid zum primaren Alkohol 56 reduziert. Dabei wurde nach einer
modifizierten Methode von Babin et al. vorgegangen.170 Die geringe Ausbeute von 28 % im
Vergleich zu 48 % bei Babin et al. ist vermutlich auf Produktverluste bei der Abtrennung von
schwarzem Selen und die schlechte Phasentrennung bei der Extraktion zuriickzufiihren. Die
anschlielende Veresterung wurde mit Hilfe des EDTA-Anhydrids (57) unter Zugabe von 3,5
Aquivalenten Triethylamin (TEA) durchgefiihrt und lieferte das gewiinschte Endprodukt (58,
DEACM-EDTA) in 76 % Ausbeute. Eine alternative Veresterung nach der Methode von
Steglich'’* bzw. der Einsatz von abweichenden Mengen TEA fiihrte zu geringen Ausbeuten
(Daten nicht dargestellt).

Die Ergebnisse der Synthese zeigen, dass DEACM-EDTA (58) in einer Gesamtausbeute
von 21 % Uber drei Schritte synthetisiert werden konnte. Damit konnte ein zuverldssiger
Zugang zu diesem caged compound fir die spateren biologischen Anwendungen entwickelt

werden.
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Abbildung 37: Normiertes Exzitations- und Emissions-Fluoreszenzspektrum von DEACM-EDTA (0,2 mg/ml) in
gepuffertem Wasser (10 mM MOPS, pH 7).

Im Anschluss an die Synthese wurde DEACM-EDTA spektroskopisch charakterisiert.
Zunachst wurde ein Fluoreszenzspektrum (0,2 mg/mL) in gepuffertem Wasser (MOPS,
10 mM, pH 7) aufgenommen, welches in Abbildung 37 dargestellt ist. Dabei zeigt der
Abstand der beiden Maxima des Exzitations- und Emissionsspektrums eine Stokes-
Verschiebung von 118 nm. Des Weiteren ergab sich durch die charakteristische Fluoreszenz
dieser Schutzgruppen eine Moglichkeit, die Konzentrationsabnahme bei der spater
durchgefiihrten Photolyse zu verfolgen. Dariiber hinaus zeigen die Parameter der YFP-

172 (Exzitationswellenldnge: 515nm, Emissionwellenldnge: 527 nm),

Fluoreszenzmessung
dass die YFP-Exzitationswellenldnge aulRerhalb des Exzitationsspektrums von DEACM-EDTA
liegt. Somit konnte die Verfolgung der CUPI-Promotoraktivitait mittels YFP-
Fluoreszenzmessung weiterhin gewihrleistet werden und die Uberlagerung der DEACM-
EDTA-Fluoreszenz mit dem Signal des YFP-Proteins war vernachlassigbar.

Darauffolgend wurde ein Absorptionsspektrum von DEACM-EDTA (0,2 mg/mL) in
gepuffertem Wasser (MOPS, 10 mM, pH 7) gemessen. Die Daten sind in Abbildung 38
dargestellt und wurden mit dem Absorptionsspektrum von DMNP-EDTA-Cu®* iiberlagert.
Dabei wurden die Werte auf das jeweilige Maximum der Spektren normiert. Der Vergleich
zeigt, dass zwischen ca. 300 und 330 nm (schwarz schraffierter Bereich) die Absorption bei
DEACM sehr gering war, wohingegen DMNP-EDTA-Cu®" eine starke Absorption aufwies.
Entgegengesetzt verhdlt es sich zwischen 430 und 460 nm (grau schraffierter Bereich). In

dieser Wellenlingenspanne zeigt DMNP-EDTA-Cu?* nahezu keine Absorption, im Gegensatz

zu DEACM-EDTA, welches eine moderate Absorption aufweist. Es konnten also spektrale
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Bereiche definiert werden, die es ermdglichen sollten, die beiden caged compounds separat

von einander zu photolysieren.
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Abbildung 38: Uberlagerung der normierten Absorptionsspektren von DMNP-EDTA (caged-Cu®*) (0,2 mg/mL)
und DEACM-EDTA (caged-EDTA) (0,2 mg/mL) in gepuffertem Wasser (10 mM MORPS, pH 7). Schraffierte Zonen
markieren Wellenléngenbereiche, in denen die separate Photolyse jeweils nur eines caged compounds mdéglich
sein sollte.

Zur  Uberpriifung der separaten Ansprechbarkeit wurden zunichst die
Photolysekinetiken von DEACM-EDTA bei 300 und 430 nm aufgenommen. Eine Spaltung des
caged—Cu2+ (DMNP—EDTA—Cu2+) bei 375 nm, wie bei der lichtregulierten Induktion in Kapitel
2.2.3 beschrieben, war nicht mehr moglich. Dies hatte zu einer parallelen Photolyse des
caged-EDTA (DEACM-EDTA) gefiihrt und hatte einer separate Ansprechbarkeit der beiden
caged compound damit entgegengestanden.

Zur Aufzeichnung der Photolysekinetiken wurde DEACM-EDTA (100 uM) in gepuffertem
Wasser (MOPS, 10 mM, pH7) gelost und fir unterschiedlich lange Zeit belichtet.
Anschliefend wurde die Abnahme der DEACM-EDTA-Konzentration sowohl uber die
charakteristische Absorptionsabnahme bei 367 nm als auch Uber die charakteristische

Fluoreszenzzunahme der DEACM Schutzgruppe (Exzitation 376 nm und Emission 494 nm)
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verfolgt. Beide Methoden ergaben dabei vergleichbare Ergebnisse, die in Abbildung 39 bzw.

Tabelle 7 zusammengefasst sind.
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Abbildung 39: Photolyse von DEACM-EDTA (100 uM) in gepuffertem Wasser (MOPS, 10 mM, pH 7) bei
unterschiedlichen Wellenldngen (A,,,x,=300 nm, Fy =1 mW/cmZ bzw. Anqx=430 nm, Fy = 30 mW/cmz).

Es wird ersichtlich, dass die Photolyse des DEACM-EDTA (caged-EDTA) bei 430 nm
deutlich schneller ablauft, als bei 300 nm. Die Bestrahlungszeiten fir die halbmaximale
photolytische Spaltung (ti/,), also die Bestrahlungszeiten bis die Konzentration des DEACM-
EDTA auf die Halfte gesunken ist, unterscheiden sich daher deutlich. Sie betragen eine
Stunde bei 300 nm und nur 0,83 + 0,07 min bei 430 nm. Somit verlduft die Photolyse bei

430 nm ca. 70-mal schneller als bei 300 hm.
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Abbildung 40: Photolyse von DMNP-EDTA (80 uM) in gepuffertem Wasser (MOPS, 10 mM, pH7) bei
unterschiedlichen Wellenldngen (A,,,x,=300 nm, Fy =1 mW/cmZ bzw. Anqx=430 nm, Fy =30 mW/cmz).
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In Erganzung dazu wurden in analogen Experimenten die Photolysekinetiken von DMNP-
EDTA-Cu® (caged-Cu®*) bei gleichen Wellenldngen (300, 430 nm) durchgefiihrt (s. Abbildung
40). Die daraus ermittelten Bestrahlungszeiten fiir die halbmaximale photolytische Spaltung

(t1/2) sind ebenfalls in Tabelle 7 aufgefihrt.

Tabelle 7: Vergleich der photolytischen Zerfallsgeschwindigkeiten von DEACM-EDTA (caged-EDTA, 100 mM) und
DMNP-EDTA-CU”* (caged-Cu2+, 80 uM) in gepuffertem Wasser (10 mM MOPS, pH 7) bei Bestrahlung mit Licht
unterschiedlicher Wellenldngen (A, = 300 nm, F, =1 mW/cmZ; Amax =375 nm, Fy =11 mW/cmZ; Amax =430 nm,
Fy, =30 mW/cmZ). Angegeben sind jeweils die Bestrahlungszeiten fiir die halbmaximale photolytische Spaltung

(ti/2).

Bestrahlungszeiten fiir die halbmaximale photolytische Spaltung
t1/2 [min] bei Licht der Wellenldange

300 nm 375 nm 430 nm
DEACM-EDTA (caged-EDTA) 60+ 6 0,53+0,9 0,83 + 0,07
DMNP-EDTA-Cu** (caged-Cu®) 83+0,7 8,7+0,1 7,540,9

Die ti/,-Werte fur caged-Cu** (DNMP-EDTA-Cu®*) zeigen dabei, dass die Photolyse
unabhangig von der Wellenlange bei 300 nm (t;,-Wert: 8,3 min) und bei 430 nm (t;/,-Wert:
7,5 min) nahezu gleich schnell ablaufen. Beim caged-EDTA (DEACM-EDTA) dagegen verlauft
die Photolyse bei 430 nm (t;;-Wert: 0,83 min) ca. 70-fach schneller als bei 300 nm (ty/,-
Wert: 60 min). Betrachtet man die Wellenlangen separat, so zeigt sich, dass bei 300 nm
DMNP-EDTA-Cu®* (caged—Cu2+) ca. 7-mal schneller photolysiert als DEACM-EDTA (caged-
EDTA). Bei einer Wellenlange von 430 nm zeigt sich hingegen, dass DEACM-EDTA (caged-
EDTA) ca. 9-mal schneller photolysiert als der DMNP-EDTA-Cu?* Komplex (caged-Cu®*). Somit
sollte die Verwendung von Licht der Wellenlangen 300 bzw. 430 nm ermoglichen, jeweils nur
eines der caged compounds gezielt zu photolysieren.

Es kann daher festgehalten werden, dass das entwickelte DEACM-EDTA in einer
Kombination mit DMNP-EDTA-Cu?** nach diesen Befunden geeignet wire, eine
lichtvermittelte reversible Regulation der Genexpression zu ermoglichen. Hierzu wiirde eine
Kombination beider caged compounds genutzt, um mittels Bestrahlung mit 300 nm zuerst
Cu®* aus DMNP-EDTA-Cu®* freizusetzen und die CUP1-Promotor-reguliere Genexpression zu
aktivieren. Eine anschielende Bestrahlung mit 430 nm konnte dann genutzt werden, um

EDTA aus DEACM-EDTA freizusetzten. Diese wiirden anschlieBend zu einer Komplexierung
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der zuvor freigesetzten Cu®*-lonen fithren und damit zur Deaktivierung der CUP1-Promotor-

regulierten Genexpression.

2.3.3 Einsatz von DEACM-EDTA in biologischen Systemen

Die Verwendung von DEACM-EDTA in Rahmen der Zwei-Wellenldangen-Regulation
erfordert fur die erste Stufe der Regulationskaskade mittels caged-Cu®* die Belichtung mit
einer Wellenldnge von 300 nm. Diese Strahlung liegt bereits im UVB-Bereich und verfiigt
damit Uber ein nicht zu vernachldssigendes zellschadigendes Potential. Aus diesem Grund
wurde die Auswirkung der Bestrahlung mit einer Wellenldange von 300 nm auf das
Zellwachstum untersucht. Dazu wurden Kultivierungen von S.c.-pCUP1-YFP standardmaRig in
SC-Medium bei 30 °C kultviert und am Anfang der exponentiellen Wachstumsphase (nach
4 h) belichtet (Amax =300 nm, Fg = 1 mW/cm?). Zum Vergleich wurde auch eine Belichtung mit
430 nm (Fo = 30 mW/cm?) durchgefiihrt. Das Wachstum der Zellkultivierungen wurde Gber
das Streulichtsignal aufgezeichnet. Zur Auswertung wurden die Wachstumsraten der
einzelnen Zellkultivierungen bestimmt. Dazu wurde die Steigung des Streulichtsignals
innerhalb des Intervalls von der Belichtung (5 h) bis zum Ende der Kultivierung (22 h) Gber

eine lineare Interpolation berechnet.
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Abbildung 41: Auswirkung der Bestrahlung (nach 5h Kultivierung) mit einer Wellenlinge von 300 nm
(Fo =1 mW/cm’) bzw. 430 nm (F, = 30 mW/cm’) auf die Wachstumsrate der S.c.-pCUP1-YFP Zellkultivierungen
(BioLector Setup, SC-Medium, 30 °C). Die rel. Wachstumsrate entspricht der durchschnittlichen Steigung des
Streulichtsignals, gemessen nach der Bestrahlung bis zum Ende der Kultivierung (22 h), normiert auf die héchste
gemessene Steigung. Zusdtzlich dargestellt ist die lineare (grau) bzw. logistische (schwarz) Interpolation der
Daten (Bestimmtheitsmafs > 0,97). Standardabweichungen ergeben sich aus drei unabhéngigen Messungen.
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In Abbildung 41 sind die Wachstumsraten gegen die Belichtungszeit aufgetragen, wobei
die Werte auf das Zellwachstum ohne Belichtung normiert sind. Die Daten zeigen, dass die
Wachstumsrate bei Bestrahlung mit 430 nm nahezu gleich bleibt. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass die Bestrahlung mit 430nm bei den gemessenen
Belichtungszeiten keinen Einfluss auf das Wachstum der Zellkultivierung hatte. Eine
Bestrahlung mit 300 nm dagegen flihrte bei Belichtungszeiten von mehr als 4 min zu einer
Abnahme der Wachstumsrate um fast 30 %. Bei bis zu einer Minute Bestrahlung zeigte sich
jedoch keine signifikante Abweichung der Wachstumsrate. Erst ab 2 min Belichtung kam es
zu einer ca. 10 % verringerten Wachstumsrate. Es kann also festgehalten werden, dass die
Bestrahlung mit einer Wellenlange von 300 nm ab einer Belichtungszeit von 2 min zu einer
deutlichen Reduktion der Wachstumsrate und somit der Zellvitalitat fuhrt. Innerhalb dieses
Zeitfensters von 2 min ware die Photolyse des DMNP-EDTA-Cu* moglich, ohne die
Zellvitalitat stark zu beeinflussen. Ein Vergleich mit der Photolysekinetik von DMNP-EDTA-
cu® zeigt jedoch, dass eine Halbwertszeit von ca. 8 min bestimmt wurde. Somit kénnten
innerhalb des 2 min Zeitfensters nur ca. 15 % des DMNP-EDTA-Cu®" gespalten werden. Eine
Induktion der Genexpression mittels DMNP-EDTA-Cu** Bestrahlung bei 300 nm wadre
dennoch moglich. Dazu misste die Konzentration des DMNP-EDTA-Cu®" auf ca. 333 uM
angehoben werden, um bei einer Photolyseeffizienz von 15% die urspringliche Cu®'
Konzentration von ca. 50 uM (vgl. Kapitel 2.2.2) zu erreichen.

Im nachsten Schritt sollte die Anwendung von DEACM-EDTA zur lichtvermittelten
Repression einer durch Cu®*"-lonen induzierten Genexpression getestet werden. Dazu wurde
eine S.c.-pCUP1-YFP Kultur vor Versuchsbeginn mit DEACM-EDTA (100 uM) versetzt und
standardmaRig im BiolLector Setup bei 30 °C in SC-Medium kultiviert. Nach Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase wurde die Expression des YFP-Gens durch CuCl, Zugabe
(50 uM) induziert. Ca. 2 h nach Induktionsbeginn wurde ein Teil der Kulturen belichtet
(Amax=430nm, Fg =30 mW/cmZ). Zusatzlich wurden Referenzkulturen i) ohne Belichtung, ii)
ohne DEACM-EDTA-Cu?* aber mit CuCl, Zugabe und iii) ohne jeglichen Zusatz oder Belichtung

(= ,Referenz”) kultiviert.
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Abbildung 42: Anwendung von DEACM-EDTA zur lichtvermittelten Repression einer durch cu”*-lonen induzierten
Genexpression des Stammes S.c-pCUP1-YFP (Biolector Setup, SC-Medium, 30 °C). DEACM-EDTA Zugabe
(100 uM) vor Kultivierungsbeginn, cu” (50 uM) Zugabe nach Erreichen der exponentiellen Wachstumphase
(2,5h), Die Belichtung (Ana=430nm, F,=30mW/cm’) erfolgte fiir 20 min. Wéhrenddessen war die
Aufzeichnung der YFP-Fluoreszenz nicht méglich.

Die Verlaufe der YFP-Fluoreszenzentwicklungen sind in Abbildung 42 dargestellt, wobei
die Aufzeichnung der Fluoreszenz wahrend der Belichtung ausgesetzt werden musste. Die
Referenzkultur mit CuCl, Zugabe zeigt analog zur in Kapitel 2.2.2 beschriebenen
Charakterisierung des Cu®*-basierten Expressionssystems (s. Abbildung 17) einen steilen
Anstieg des Fluoreszenzsignals nach der Induktion. Im Vergleich dazu ist die Steigerung der
Fluoreszenz bei der DEACM-EDTA-haltigen Zellkultivierungen deutlich schwacher und
unterscheidet sich nur geringfligig von der nicht-induzierten Kontrollkultur. Dies deutet
darauf hin, dass DEACM-EDTA einen negativen Einfluss auf die Cu®*-lonen-basierte
Aktivierung des CUPI-Promotors hat. Betrachtet man dennoch den unterschiedlichen
Verlauf des YFP-Fluoreszenzsignals nach der Belichtung, so ist erkennbar, dass die belichtete
Probe ein leicht verringertes Fluoreszenzsignal aufweist. Dies deutet darauf hin, dass eine
leichte Reprimierung der CUP1-Promotor-regulierten Genexpression erzielt werden konnte.

Die geringe Induktion der DEACM-EDTA-haltigen Zellkultivierungen nach CuCl, Zugabe
lieR jedoch vermuten, dass es zu einer Komplexierung der Cu**-lonen durch das intakte oder
das aufgrund von Instabilitat bereits autonom gespaltene DEACM-EDTA kam. Daher wurde
die Stabilitat des DEACM-EDTA mittels NMR Messungen zunachst in deuteriertem Wasser
(D0, pH 5 und 7) gemessen. Dabei zeigte sich innerhalb von 48 h jedoch keine Bildung von
Spaltprodukten, was fir die Stabilitait des DEACM-EDTA in neutralem und leicht saurem

Wasser spricht.
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Im Anschluss wurden deshalb ein moglicher Einfluss des Kultivierungsmediums und
dessen Bestandteile untersucht. Es konnte beobachtet werden, dass es bei der Zugabe von
DEACM-EDTA zum Kultivierungsmedium zur direkten Bildung eines Niederschlags kam, der
fur die Bildung eines stabilen, schlecht |16slichen Chelatkomplexes spricht. Daraufhin wurden
wadssrige Losungen aller Kationen des Mediums (SCM) mit der gleichen Konzentration wie im
Kultivierungsmedium hergestellt. Nach DEACM-EDTA Zugabe konnte bei Ca** und Mg*
ebenfalls die Bildung eines Niederschlags festgestellt werden. Zusatzlich wurde eine CuCl,
Losung mit der standardmaRigen Induktionskonzentration (50 uM) getestet, was ebenfalls
zur Bildung eines Niederschlags fiihrte.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten somit darauf hin, dass die DEACM-
Schutzgruppenstrategie die Affinitdt des caged-EDTA (DEACM-EDTA) zu zweiwertigen
Kationen und insbesondere zu Cu®*-lonen nicht ausreichend vermindert. Die Blockierung der
Carboxylat-Koordinierungsstellen durch Veresterung mit sterisch anspruchsvollen
Schutzgruppen scheint daher nicht ausreichend, um eine Komplexierung von Cu**-lonen zu
verhindern. Daher kam es bei den DEACM-EDTA-haltigen Zellkultivierungen nach der CuCl,
Zugabe vermutlich zu einer Komplexierung der Cu®"-lonen durch das intakte DEACM-EDTA,
wodurch die Induktion der CUP1-Promotor-kontrollierten Gene verhindert wurde.

Zusammenfassend wurde also gezeigt, dass geschiitzte Derivate des Chelators EDTA
generell geeignet sind, um die Expression von Cu®*-lonen induzierten Genen zu reprimieren.
Die prasentierte Schutzgruppenstrategie mittels DEACM zeigte dabei geeignete
photolytische Eigenschaften und eine spektroskopische Kompatibilitdt zum etablierten
caged-Cu** (DMNP-EDTA-Cu®"). Die Cu**-lonen Affinitit des Chelators EDTA konnte durch die
verwendete photolabile Schutzgruppe jedoch nicht ausreichend gesenkt werden, wodurch
die Cu®"-lonen vermittelte Induktion der Genexpression in Gegenwart von DEACM-EDTA
ausblieb. Dennoch konnte das Potential dieser Strategie durch die leichte Reduktion der YFP-
Fluoreszenzentwicklung nach der Belichtung demonstriert werden. Eine modifizierte
Schutzgruppenstrategie  basierend auf DEACM-Derivaten konnte daher sehr
vielversprechend sein, um die angestrebte reversible Regulation der CUPI-Promotor-

regulierten Genexpression einer Zwei-Wellenldngen-Strategie zu verwirklichen.
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2.4 Lichtregulation (Repression) mittels caged-Methionin

Die folgenden Ergebnisse dieses Kapitels wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Christopher
Propst und Dr. Georg Wandrey erzeugt und sind in eine gemeinsame Publikation
eingegangen.173 Die Experimente zu Abbildung 46, Abbildung 47, Abbildung 48 und
Abbildung 49, wurden von Dr. Christopher Probst im Rahmen einer Kooperation [BMBF, FKZ:
031A167A, Neue Optosensoren und Photoregulatoren zur lichtvermittelten Steuerung und
Analyse molekularer Systeme (OptoSys)] durchgefiihrt. Details zur Versuchsdurchfiihrung
kénnen der gemeinsamen Publikation*” und dem Kapitel 5.3.3 entnommen werden.

Die Experimente zu Abbildung 55, Abbildung 56 und Abbildung 57, wurden im Rahmen dieser
Dissertation zundchst als Vorversuche im Biolector Setup durchgefiihrt. Die dargestellten
Daten der Abbildung 55, Abbildung 56, Abbildung 57, Abbildung 58 und Abbildung 60
beziehen sich auf Experimente die anschliefend im Rahmen der bereits erwdhnten
Kooperation [BMBF, FKZ: 031A167A, Neue Optosensoren und Photoregulatoren zur
lichtvermittelten Steuerung und Analyse molekularer Systeme (OptoSys)] von Dr. Georg
Wandrey mit einem eigens konstruierten Screening-System durchgefiihrt wurden. Details zur
Versuchsdurchfiihrung kénnen der gemeinsamen Publikation'® und dem Kapitel 5.3.4

entnommen werden.

Im Kapitel 2.2 wurde bereits die optische-regulierte Aktivierung der Genexpression
mittels eines induzierbaren Promotors (pCUP1) erfolgreich demonstriert. Neben den
induzierbaren Promotoren sind auch reprimierbare Promotoren interessant fir
biotechnologische Prozesse: Beispielsweise a) zur Drosselung einer Genexpression, falls
diese die Zellvitalitdt beeinflusst, b) flr heterologe Proteinproduktionen oder c) zur
Erforschung von Genfunktion, bei denen die Zellen im Falle eines kompletten Gen-Knockouts

174

nicht Uberlebensfahig waren.””™ Im Falle von Saccharomyces cerevisiae finden sich dazu

Beispiele insbesondere unter Verwendung von pMET17 und anderer mittels Methionin
reprimierbarer Promotoren 5177179

Dariber hinaus sollte der pMET17-Promotor eine reversible Regulation der Genexpression
ermoglichen, wobei die durch S. cerevisiae bedingte Metabolisierung des Repressormolekiils
Methionin genutzt werden konnte. Dadurch sollte dem Expressionssystem das

Effektormolekil nach optischer Freisetzung wieder ,,automatisch” entzogen werden, ohne

die Notwendigkeit ein zweites caged compound einzusetzen. Demnach hatte das pMET17-
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basierte Expressionssystem den Vorteil, dass zur reversiblen Regulation der Genexpression
im Gegensatz zur pCUPI-regulierten Genexpression (s. Kapitel 2.3) nicht zwei sonder
lediglich ein caged compound notwendig waren.

Zur Erweiterung der optischen Expressionswerkzeuge sollte daher im folgenden Kapitel die
optische Regulation des MET17-Promotors mit Hilfe eines caged-Methionin Derivates
realisiert werden. Zudem sollte der Ansatz einer reversiblen Regulation untersucht werden,
um die Etablierung von komplexen Regulationsmechanismen, wie in Kapitel 1.3 und 2.3

beschrieben, fir biotechnologisch relevante Mikroorganismen voranzutreiben.

2.4.1 Das pMET17-basierte Expressionssystem

Zur Verwirklichung einer moglichst flexiblen Regulation der Genaktivitdit wurde der
MET17-Promotor (pMET17) aus S. cerevisiae ausgewahlt, auch bekannt als MET25-
Promotor. Er ist Teil des MET-Regulationsnetzwerks (Abbildung 43) und unterliegt einer
strikten Regulation, welche von der intrazellularen S-Adenosylmethionin (SAM)
Konzentration abhangt. Methionin ist im Gegensatz zu SAM in hohem Reinheitsgrad und
sehr preisglinstig [Methionin (Reinheit 99,5 %) ca. 2 €/g; SAM (Reinheit 275 %) ca. 1600 €/g;
Sigma Aldrich, Stand 2017) erhéltlich und kann ebenso zur Regulation genutzt werden. Dies
ist moglich, da Methionin nach seiner Aufnahme in die Zellen duBerst schnell durch die
Sam1/2p-katalysierte Adenosylierung in SAM umgewandelt wird.

Unter Methionin-Mangelbedingungen ist die S. cerevisiae Zelle darauf angewiesen, die
Aminosaure eigenstandig zu generieren. Dies wird hauptsachlich durch den Einbau von Sulfid
in O-Acetylhomoserin mit Hilfe der Sulfhydrylase Met17p und anschieRender Methylierung
mittels Met6p gewadhrleistet. Daher st bei einer geringen intrazellularen
Methioninkonzentration der MET17-Promotor aktiv, was durch den Transkriptionsaktivator-
Komplex Cbflp-Met4p-Met28p garantiert wird. Steigt jedoch die intrazelluldre
Methioninkonzentration, wird durch die rasche Umwandlung in SAM das Protein Met30p
aktiviert, welches Teil des Ubiquitin-Ligase-Komplexes ist. Dies fiihrt zur Ubiquitinierung und
zugigen Degradation des Cbfl-Met4-Met28p Transkriptionsaktivator-Komplexes durch das

Proteasom. Darauf folgend wird der MET17-Promotor deaktiviert."** %>
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Abbildung 43: Regulation der Genexpression im Reporterstamms S.c.-pMET17-YFP
unter Vermittlung des SAM-Stoffwechselwegs. Die pMET17-kontrollierte Genexpression wird durch den
Proteinkomplex Cbflp-Metdp-Met28p reguliert. Die Konzentration dieses Transkriptionsaktivators wird (ber die
Aktivitét von Met30p durch Ubiquitinierung und anschliefSender Degradation gesteuert. Unter Methionin-
Mangelbedingungen kann kein SAM gebildet werden, wodurch Met30p inaktiv bleibt und alle MET17-
Promotoren durch den Transkriptionsaktivator aktiviert werden. Bei manueller oder photolytischer Zugabe von
Methionin kommt es zur Sam1/2p-katalysierten Bildung von SAM. Dies fiihrt zur einer Met30p-vermittelten

Degradation des Transkriptionsaktivators und die Transkription der pMET17-regulierten Gene wird aktiviert.

Dadurch wird die Bildung von weiterem Methionin und gegebenenfalls von YFP-Reporterprotein gestoppt. 180-182

Woher diese strikte Expressionskontrolle rihrt, ist noch nicht vollends aufgeklart.
Vermutet werden kann aber, dass es einerseits der Schonung zelluldrer Ressourcen dient
und die Bildung Uberflissiger Proteine vermieden wird. Andererseits wird die Belastung der
Zellen durch die Reduktion potentiell toxischer Substanzen verringert. Dazu zahlt zum einen
S-Adenosylmethionin (SAM), als reaktives Methylierungs-Reagenz und zum anderen
Schwefelwasserstoff (H,S). Letzterer ist als Substrat fir die Sulfhydrylase Met17p essentiell.
Er wird mittels assimilatorischer Reduktion aus Sulfaten gebildet, wobei die Katalyse
ebenfalls durch MET-Promotor-kontrollierte Gene betrieben wird.®"

Das beschriebene S.c.-pMET17-YFP Expressionssystem erlaubt eine dynamische
Regulation der Genexpression. Dies basiert darauf, dass der MET17-Promotor unter
Methionin-Mangelbedingungen dereprimiert und somit aktiv ist. Wird jedoch Methionin
zugegeben, wird der Promotor reprimiert und die Genexpression deaktiviert. Sinkt die
Methioninkonzentration allerdings aufgrund von intrazelluldrem Verbrauch wieder unter
einen bestimmten Schwellenwert, wird der Promotor erneut dereprimiert und die

Genexpression reaktiviert. Die Zugabe von Methionin kann somit genutzt werden, um die

Expression von pMET17-kontrollierten Genen fiir einen bestimmten Zeitraum zu inhibieren.
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Erweitert man dieses Vorgehen um eine lichtabhangige Freisetzung von Methionin, so
konnte ein flexibles, lichtreguliertes Genexpressionssystem erzeugt werden. Das Prinzip
einer solchen Regulation ist in Abbildung 44 dargestellt. Im Grundzustand liegt kein freies
Methionin vor, da es kovalent an eine photosensitive Schutzgruppe (cage) gebunden ist.
Folglich ist die Expression von pMET17-kontrollierten Genen aktiv (dereprimiert). Nach
Bestrahlung mit UVA-Licht wird die Schutzgruppe abgespalten. Das freigesetzte Methionin
fihrt zur Reprimierung des MET17-Promotors und die Genexpression wird deaktiviert.
AnschlieBend flihrt der Abfall der Methioninkonzentration, bedingt durch intrazelluldren
Verbrauch, wieder zu einer Derepression des MET17-Promotors und einer Reaktivierung der

Genexpression.

Fluoreszenz

Kultivierungszeit

Abbildung 44: Prinzip einer MET17-Promotor-basierten dynamischen Expressionsregulation mittels caged-
Methionin (caged-Met) am Beispiel von YFP. Im Grundzustand ist die Expression von pMET17-kontrollierten
Genen aktiv. Durch Bestrahlung mit UVA-Licht wird die photosensitive Schutzgruppe (cage) vom Methionin
abgespalten, wodurch mit Hilfe von Vermittlerproteinen der MET17-Promotor reprimiert (deaktiviert) wird.
AnschliefSend wird das Methionin intrazellulér verbraucht bis nach Erreichen eines Schwellenwertes der MET17-
Promotor wieder dereprimiert (aktiviert) wird. Die Dauer der Repression ist damit von der Menge an
freigesetztem Methionin bzw. dessen Abbaugeschwindigkeit abhéngig. Modlifiziert nach Kusen et al.’”?

2.4.2 Charakterisierung von S.c.-oMET17-YFP

Die Experimente zu den folgenden mikrofluidischen Ergebnisse wurden in Kooperation von
Dr. Christopher Probst durchgefiihrt.

Zu Beginn der Arbeiten wurde erneut ein S. cerevisiae Reporterstamm erzeugt. Ziel war
es, ein YFP-Gen unter Kontrolle des MET17-Promotors mit Hilfe eines Plasmids heterolog zu
exprimieren, um die spatere Expression fluoreszenzspektroskopisch quantifizieren zu
konnen. Dazu wurde der GALI1-Promotor der Plasmids pPK1_pGALI-YFP gegen den
MET-Promotor ausgetauscht. AnschlieRend wurden Zellen des Stammes S. cerevisiae Y10000
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mit diesem Vektor transformiert, um den Reporterstamm S.c.-pCUP1-YFP zu erzeugen. Die
Verwendung des Stammes Y10000 war notwendig, da der bisher genutzte Stamm Y00000
Uber eine Methionin Auxotrophie verfligte. Die Zugabe dieser Aminosdure ware fir das
Wachstum erforderlich, weshalb eine Regulation mittels Methionine fir diesen Stamm
ausgeschlossen war. Daher wurde der neue Stamm S. cerevisiae Y10000 angewendet, da in
diesem die Methionin- gegen eine Lysin Auxotrophie ausgetauscht wurde.

Im Rahmen des Kooperationsprojektes erfolgte die initiale Charakterisierung des MET-
Systems unter Anwendung von mikrofluidischen  Einzelzell-Kultivierungen in
Zusammenarbeit mit Dr. Christopher Probst (Forschungszentrum Jilich, Institut fir Bio- und
Geowissenschaften, IBG-1: Biotechnologie). Diese ermoglichten eine Kultivierung in
mikroskopisch erfassten Kammern, wobei die Zellen kontinuierlich mit frischem Medium
versorgt wurden. Dies hatte den Vorteil, dass das umgebende Medium eine konstante
Zusammensetzung behielt und nicht durch den zelluldren Abbau von Methionin beeinflusst
wurde. Durch diese experimentellen Bedingungen sollte es moglich sein, den Schwellenwert
der Methioninkonzentration fiir die Repression des MET17-Promotors exakt zu bestimmt.
Zusatzlich erlaubte dieses Kultivierungssystem, die Resonanz des Expressionssystems bei
unterschiedlichen sowie wechselnden Methioninkonzentrationen zu studieren. Eine

schematische Darstellung der Kultivierungsbedingungen ist in Abbildung 45 zu sehen.

/////////////////////////////////
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Abbildung 45: Schematische Darstellung der mikrofluidischen Kultivierungsbedingungen. Die Zellen wachsen in

aneinander gereihten, sehr flachen (2,7 um) Kultivierungskammern (hellgrau) mit einem Volumen von ca.
8,5 pL. Flankiert werden diese Kammern von zwei Versorgungskandlen (weif3), welche permanent mit Medium
durchstrémt werden. Aufgrund des geringen Volumens findet ein stetiger diffusionsgetriebener Austausch an
Ndhrstoffen und Stoffwechselprodukten statt, wodurch sich die Zellen in quasi statischen
Umgebungsbedingungen befinden.

Zu Beginn der mikrofluidischen Einzelzell-Kultivierungen stellte sich heraus, dass

zunachst die Kammerhohe optimiert werden musste. Dies war von besonderer Bedeutung
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fir die genaue Identifizierung von Einzelzellen und ermdglichte eine mikroskopische
Verfolgung des Zellenwachstums und der Fluoreszenzentwicklung. Die Bedeutung der
Kultivierungskammerhoéhe ist in Abbildung 46 veranschaulicht. Die linke Seite (A) zeigt dabei
eine mikroskopische Aufnahme der zu Beginn der Versuche verwendeten Kammern. Die
Hohe dieser Kammern war deutlich groBer als 2,7 um. Als Folge dessen kam es zu einem
mehrschichtigen Wachstum der Zellen und eine klare Fokussierung des Bildes war nicht
moglich. Die Aufnahme veranschaulicht, dass eine deutliche Abgrenzung der Zellen unter
diesen Bedingungen nicht sichergestellt werden konnte. Insbesondere die YFP-

Fluoreszenzsignale, welche in gelber Farbe dargestellt sind, wurden stark diffus und konnten

einzelnen Zellen nicht zugeordnet werden.
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Abbildung 46: Mikrofluidische Kultivierung von S.c.-pMET17-YFP in Kultivierungskammern unterschiedlicher
Héhe. Die Fluoreszenz des exprimierten YFP-Proteins ist in gelber bzw. griiner Farbe dargestellt. (A) Kammern
mit einer H6he deutlich iber 2,7 um fiihrten zu einem mehrschichtigen Wachstum und einer schlechten
Fokussierung. (B) Optimierte Kammer mit einer Héhe von 2,7 um. Die Zellen wachsen einschichtig und kénnen
bestens fokussiert werden, wodurch eine genaue Identifizierung der Einzelzellen und eine genaue Zuordnung der
Fluoreszenz méglich werden. Die Versuche zu dieser Abbildung wurden in Kooperation von Dr. Christopher
Probst durchgefiihrt.

Im Anschluss an die Optimierung der Kammerhohe konnten erste regulatorische
Experimente zum S.c.-pMET17-YFP Expressionssystem durchgefiihrt werden. Dabei sollte
zunachst der regulatorische Schwellenwert, also jener Konzentration mit der das
Expressionssystem gerade noch zuverlassig reguliert werden kann, ermittelt werden. Dazu
wurde das aktivierte pMET17-YFP Expressionssystem unterschiedlichen Methionin-
konzentrationen ausgesetzt, mit dem Ziel, die notwendige Konzentration fir eine

vollstandige Repression zu ermitteln.
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Abbildung 47: Mikrofluidische Kultivierung von S.c.-pMET17-YFP mit unterschiedlichen
Methioninkonzentrationen. Die oberen Graphen zeigen den zeitlichen Verlauf der YFP-Fluoreszenzen bei Einsatz
von unterschiedlichen Methioninkonzentrationen (0; 0,1; 1, 10uM fiir jeweils drei exemplarische
Kultivierungskammern. Die unteren Graphen geben dabei die ,Schaltung” der jeweiligen Methionin-
konzentrationen an. Die Versuche zu dieser Abbildung wurden in Kooperation von Dr. Christopher Probst
durchgefiihrt. Modifiziert nach Kusen et al.’”?

Hierzu wurden Vorkulturen in Abwesenheit von Methionin in SC-Medium kultiviert, um die
die pMET17-regulierte YFP-Expression zu aktivieren. AnschlieRend wurden die
Kultivierungskammern mit einzelnen Zellen ,beladen” und weitere drei Stunden ohne
Methionin kultiviert, wobei die Promotoraktivitdit mittels YFP-Fluoreszenzmessungen
kontrolliert wurde. Darauf folgend wurde auf Medien mit unterschiedlichen
Methioninkonzentrationen (0; 0,1; 1; 10 uM; 3 -21h) gewechselt. Die entsprechenden
Daten von jeweils drei beispielhaften Kulturen sind in Abbildung 47 veranschaulicht, wobei
der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz in den oberen Graphen und die ,Schaltung”, d. h. die
phasenweise Erhohung bzw. Absenkung, der Methioninkonzentrationen in den unteren
Graphen dargestellt ist. Als Folge des Medienwechsels nach drei Stunden war mit
zunehmender Methioninkonzentration eine verstarkte Reduktion der YFP-Produktion im
Vergleich zur Kontrolle (0 uM) zu beobachten. Einzig jedoch der Einsatz von 10 uM
Methionin fiuhrte zu einer vollstandigen Stagnation der YFP-Produktion, erkennbar an der
Fluoreszenz-Plateauphase zwischen 3 h und 21 h. Dies lasst auf eine zuverlassige Repression
des MET17 Promotors schlieRen, weshalb der regulatorische Schwellenwert auf einen
Konzentrationsbereich zwischen ca. 2 und 10 uM Methionin eingegrenzt werden konnte. Fiir
weitere regulatorische Experimente mit dem S.c.-pMET17-YFP Expressionssystem wurde
daher eine Konzentration von 10 uM Methionin verwendet, um eine vollstandige Repression

des Expressionssystems sicherzustellen.
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Abbildung 48: Mikrofluidische Kultivierung von drei beispielhaften S.c.-pMET17-YFP Kultivierungen mit
wechselnden Methioninkonzentrationen (0 oder 10 uM; SC-Medium, 30 °C). Die oberen Graphen zeigen den
zeitlichen Verlauf der YFP-Fluoreszenz fiir drei exemplarische Kultivierungskammern (griin, blau, rot). Die
unteren Graphen geben dabei die Schaltung der Methioninkonzentrationen an. Die mikroskopischen
Aufnahmen verdeutlichen das Wachstum und die Verteilung der YFP-Fluoreszenzintensitdt (griine
Zellanfdarbung). MafSstab: 10 um. Die Versuche zu dieser Abbildung wurden in Kooperation von Dr. Christopher
Probst durchgefiihrt. Modifiziert nach Kusen et al.’”?

Nach erfolgreicher Repression wurde die Dynamik des Expressionssystem weiter
untersucht. Dabei lag der Fokus auf der reversiblen Schaltung der Genexpression. In
Abbildung 48 ist die mikrofluidische Analyse der Regulation mit 10 uM Methionin vergrof3ert
dargestellt und mit mikroskopischen Aufnahmen ergénzt. Es ist zu erkennen, dass die erste
Repressionsphase (3-21h) aufrechterhalten wurde bis die Kultivierungskammern
vollstandig mit Zellen gefillt waren. Anschlieend wurde auf methioninfreies Medium
(21 - 24 h) gewechselt. Die Fluoreszenzkurven zeigten daraufhin einen deutlichen Anstieg,
was auf eine schnelle Reaktivierung der YFP-Genexpression schlieRen ldsst. Der erneute
Wechsel zu methioninhaltigem Medium (24 - 26 h) fiihrte zu einer raschen Verringerung der
Fluoreszenzintensitdat. Dies spricht fiir eine erfolgreiche erneute Repression der
Genexpression. Im Vergleich zur ersten Repressionsphase (3-21h), in der die
Fluoreszenzintensitdt nahezu konstant auf niedrigem Niveau blieb, war die
Kultivierungskammer nun vollstdandig mit Zellen gefiillt und zeigte daher eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat. Dies ist mit der Beobachtung zu erkldaren, dass die alten,

fluoreszierenden Zellen durch neue reprimierte und damit nicht fluoreszierende Zellen
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verdrangt wurden. Dies erklart die Abnahme der Fluoreszenzintensitdt. Ein erneuter
Wechsel zu methioninhaltigem Medium (26 - 28 h) bewirkte wiederum eine schnelle
Steigerung der Fluoreszenzintensitat. Dies zeigt, dass eine reversible Schaltung der pMET17-
regulierten Genexpression durch den Wechsel zwischen methioninhaltigem und
methioninfreiem Medium realisiert werden konnte.

Die mikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 48 (oben) zeigen neben der
Beladungsdichte der Kultivierungskammern auch die Verteilung der Fluoreszenzintensitat
auf die Einzelzellen. Dabei konnte zu Beginn der Kultivierung (0-21h) eine homogene
Aufteilung der Fluoreszenz beobachtet werden. Mit zunehmender Kultivierungszeit stieg
jedoch die Expressionsheterogenitiat der YFP-Produktion deutlich an. Aufgrund dessen
wurde die Expressionsdynamik zusdtzlich von einzelnen Zellen innerhalb einer
Kultivierungskammer analysiert. Dabei wurde untersucht, ob das Ansprechverhalten der
Genexpression einzelner Zellen trotz unterschiedlicher Magnituden die gleiche Dynamik
aufweist. Experimentell wurde dazu geprift, ob Zellen mit einem niedrigen bzw. hohen
Fluoreszenzniveau verhaltnismaRig gleich auf wechselnde Methioninkonzentrationen
reagieren. In Abbildung 49 wird dazu der Verlauf der Fluoreszenzintensitat zweier
Einzelzellen mit einem hohen (blau) bzw. niedrigen (griin) Fluoreszenzniveau verglichen. Die
Schaltung der Methioninkonzentrationen entspricht dabei der in Abbildung 48. Wahrend der
Kultivierungsphasen mit methioninfreiem Medium (21 - 24, 26 - 28 h) war bei beiden Zellen
eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat, jedoch mit deutlich unterschiedlichen Raten, zu
beobachten. Analog dazu verringerte sich die Intensitat der Fluoreszenzintensitat bei der
Kultivierungsphase mit Methionin (10 uM). Daraus kann gefolgert werden, dass die Dynamik

der Genregulation unabhangig von der Hohe der Fluoreszenzintensitat der Einzelzellen war.
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Abbildung 49: Mikrofluidische Analyse der Expressionsdynamik von Einzelzellen mit unterschiedlicher
Fluoreszenzmagnitude (griin: niedriges Fluoreszenzlevel; blau: hohes Fluoreszenzlevel).
Kultivierungsbedingungen und Anderung der Methioninkonzentration wie in Abbildung 48. Mafstab: 5 um. Die

Versuche zu dieser Abbildung wurden in Kooperation von Dr. Christopher Probst durchgefiihrt. Modlifiziert nach

173
Kusen et al.

Zusammenfassend konnte die Charakterisierung der Genexpression mittels
mikrofluidischer Einzelzell-Analysen zeigen, dass der Stamm S.c.-oMET17-YFP hervorragend
geeignet ist flr eine dynamische Regulation der pMET17-regulierten Genexpression. Es
konnte ein regulatorischer Schwellenwert von 10 uM Methionin bestimmt werden, bei
dessen Verwendung die Genexpression vollstandig gestoppt bzw. pausiert werden konnte.
Dariber hinaus zeigte das Expressionssystem eine exzellente Reversibilitat beim mehrfachen
Wechsel zwischen methioninfreiem und methioninhaltigem Medium. Dieses
Reaktionsverhalten konnte trotz hoher Expressionsheterogenitit insbesondere auch fiir
Zellen mit sehr unterschiedlichem Expressionsniveau gleichermaRen gezeigt werden. Die
Anpassung der Methioninkonzentration im Medium Konnte also genutzt werden, um die YFP
Genexpression im S.c.-pMET17-YFP Reporterstamm mehrmals hintereinander ein- und

auszuschalten.

2.4.3 Synthese und Charakterisierung von NVOC-Met (caged-Met)

Die Etablierung eines lichtregulierten Expressionssystems setzte neben der
Charakterisierung eines geeigneten Reporterstammes auch der Entwicklung eines
geeigneten caged compound voraus. Wie bereits in Kapitel 2.4.1 und Abbildung 44
ausfuhrlich erlautert, beinhaltet das Konzept des angestrebten Expressionssystems die
lichtvermittelte Freisetzung von Methionin. Durch diese Form der Freisetzung sollte die
Regulation der Methioninkonzentration im Medium mittels Belichtung erméglicht werden.
Dies sollte, wie im vorherigen Kapitel 2.4.2 gezeigt, folglich auch die Schaltung der

Genexpression im S.c.-pMET17-YFP Reporterstamm bewirken.
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Zur photosensitiven Freisetzung von Methionin wurde erneut die Verwendung eines
caged compounds angestrebt (Abbildung 50). Dabei kam ein urspringlich fir die
Peptidsynthese entwickeltes Methionin-Derivat 61 mit der Abkiirzung NVOC-Met [(S)-N-(4,5-

18 Es pesteht aus der

Dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)methionin] zur Anwendung.
Aminosaure Methionin (59), welche (ber die Aminogruppe mittels eines Carbamates an die
photolabile Schutzgruppe 6-Nitroveratrylcarbonylchlorid (60) (NVOC) gekoppelt wurde. Die
Synthese wurde nach einem einstufigen Verfahren zur Herstellung von NVOC-Threonin [(S)-
N-(4,5-dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)-Threonin] von Chen et al.*®* adaptiert und

erbrachte eine Ausbeute von 65 %.

NaHCO; (2 Aq.),

/\j\OOH + j\ N2 1,4-Dioxan/H,0 (1:1)
,4-Dioxan/H, 1) HOOC (0} NO,
N
S NH, ¢~ o RT,24h \S/\/LNJLO
0 > H
0,
O | 65% T (I)
59, (1,2 Aq.) 60, (1 Aq.) 61 >
NVOC-Met

(caged-Met)

Abbildung 50: Synthese von (S)-N-(4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)-methionin (NVOC-Met, 61), modifi-

ziert nach Chen et al.”®

Dabei wurde zunichst die Aminosdure (59) zusammen mit zwei Aquivalenten NaHCO; in
einem Gemisch aus Dioxan und Wasser (1:1) vorgelegt. AnschlieRend wurde
6-Nitroveratrylcarbonyl-Chlorid (60) unter starkem Rihren zugegeben, um eine Addition
dessen an die Aminogruppe der Aminosaure in einer SN,-Reaktion unter Abspaltung von
Chlorwasserstoff zu ermoglichen. Der geringe Syntheseaufwand (eine Reaktion und eine
saulenchromatographischen Reinigung) ermaoglichte damit trotz moderater Ausbeuten einen
schnellen und einfachen Zugang zu den caged compound NVOC-Met (61).

Die Eignung des synthetisierten NVOC-Met zur photosensitiven Regulation des pMET17-
Expressionssystems hing maligeblich von zwei Faktoren ab. Zum einen musste das caged
compound unter den gegebenen Kultivierungsbedingungen stabil vorliegen. Ansonsten kdme
es zu einer ungewollten Entschiitzung, was zu einer unkontrollierbaren Beeinflussung des
Expressionssystems flhren wirde. Zum anderen war eine kontrollierte photolytische
Freisetzung des Methionins unter definierten Belichtungsbedingungen essentiell. Dieser

Vorgang musste reproduzierbar und mit angemessener Belichtungszeit realisierbar sein, um

100



Ergebnisse und Diskussion

die prazise Kontrolle Uber das Expressionssystem zu erlangen ohne die Zellen durch
UbermaRige Bestrahlung zu schadigen.

Im Folgenden wurde NVOC-Met daher unter Berlicksichtigung dieser beiden Aspekte
genauer charakterisiert. Zur Untersuchung der Stabilitat wurde NVOC-Met (0,8 mM) sowohl
in sterilem SC-Medium, als auch in einer S. cerevisiae-pMET17-YFP Kultur inkubiert. Wahrend
der Kultivierung wurde die Konzentration an NVOC-Met mittels RP-HPLC Messungen
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 51 dargestellt und zeigen deutlich, dass die
Konzentration iber eine Dauer von fiinf Tagen konstant blieb. Der leichte Anstieg der Werte
innerhalb der Standardabweichungen war vermutlich auf eine leichte Verdunstung des
Mediums wahrend der Kultivierung zuritickzufiihren. Der Versuch macht deutlich, dass
NVOC-Met im SC-Medium und in S. cerevisiae Kultur stabil vorlag und somit bei
nachfolgenden Experimenten keine unkontrollierte Freisetzung von Methionin zu erwarten

war.
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Abbildung 51: Stabilitdtsmessung von NVOC-Met (0,8 mM zu zugegeben) in zellhaltigem und sterilem Medium
bei Kultivierung in SC-Medium bei 30 °C im BioLector Setup. Die Konzentrationen wurden als Triplikate mittels
RP-HLPC bestimmt. Modlifiziert nach Kusen et al.’”?

Ebenso wichtig wie allgemeine Stabilitat war jedoch auch die kontrollierte photolytische
Zersetzung des NVOC-Met (61). In Abbildung 52 ist der Mechanismus dieser Reaktion
dargestellt, dem der allgemein anerkannte Mechanismus der photolytischen Spaltung von
4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-Schutzgruppe zugrunde liegt und auf die photolytische Spaltung
von NVOC-Met Uibertragen wurde, 126185186
Die photochemische Anregung von 61 fihrt vermutlich zundchst zur Bildung eines

Isoxazolidins und somit zur Zwischestufe 62. Bei der anschlieBenden Auflésung der
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flnfgliedriegen Ringstruktur kommt es zur Abspaltung der Schutzgruppe als 2-Nitroso-3,4-
dimethoxybenzaldehyd (63) und zu einer spontanen Decarboxylierung von 64, wodurch das
Methionin (65) freigesetzt wird. Zur Charakterisierung dieses Prozesses wurde zunéachst ein
Absorptionsspektrum von NVOC-Met (61) aufgenommen, um eine geeignete Wellenlange

fir die Belichtung zu definieren.
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Abbildung 52: Photolyse des (S)-N-(4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)-Methionin (NVOC-Met, 61) unter
Einwirkung von UVA-Licht nach dem allgemein anerkannten Mechanismus fiir 4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-
Schutzgruppen (NVOC) iibertragen auf NVOC-Met,'?*18>15¢

Das Spektrum in Abbildung 53, A zeigt, dass das Absorptionsmaximum bei ca. 350 nm
lag. Als Belichtungswellenldnge wurde daher 365 nm ausgewdhlt, da diese einen guten
Zugang zu kommerziell erhaltlichen Lichtquellen garantierte, und weiterhin 90 % des
Absorptionsmaximums adressierte. Im Folgenden konnte dann eine photolytische
Zerfallskinetik von NVOC-Met bestimmt werden. Dazu wurden NVOC-Met Proben (1,75 mM)
in gepuffertem Wasser (50 mM Tris-HCI, pH 7,4) fir unterschiedlich lange Zeit bestrahlt
(365 nm, 3 mW/cm?) und die Konzentration mittels RP-HPLC gemessen. Die Leistung der
Belichtungsapparatur war dabei geringer als bei der spateren Kultivierung im BiolLector. Sie
ermoglichte aber eine definiertere und homogenere Belichtung, weshalb zugunsten der

Datenqualitat auf eine direkte Vergleichbarkeit verzichtet wurde.
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Abbildung 53: Photochemische Charakterisierung von NVOC-Met. (A) Absorptionsspektrum (0,1 mg/mL NVOC-
Met) gemessen in gepuffertem Wasser (50 mM Tris-HCl, pH 7,4). (B) Photolyse-Kinetik von NVOC-Met
(1,75 mM) unter UVA-Belichtung (An.x=365nm, Fy=3 mW/cmZ) in gepuffertem Wasser (50 mM Tris-HCl,
pH 7,4). Die Konzentrationen von NVOC-Met wurden als Triplikate mittels RP-HLPC bestimmt. Modlifiziert nach
Kusen et al.*”?

In Abbildung 53, B sind die Daten der photolytischen Kinetik dargestellt. Sie zeigen, dass
die Konzentration an NVOC-Met mit zunehmender Belichtungsdauer in einem
exponentiellen Verlauf abnahm. Die Hélfte der Ausgangskonzentration (875 uM) war bereits
nach ca. 60 min erreicht und der vollstandige Zerfall (1,75 mM) nach 300 min. Auf Basis
dieser Daten kann von einer vollstindigen und effizienten Photolyse des NVOC-Met unter
den spateren experimentellen Bedingungen ausgegangen werden, insbesondere unter
Berlicksichtigung der geringeren Konzentration und der erhéhten Belichtungsintensitat.

Die Regulierung des Expressionssystems konnte, wie bereits beschrieben, mit deutlich
geringeren Konzentrationen von 10 uM erreicht werden (vgl. Kapitel 2.4.2). Zieht man die ca.
18-mal hohere Belichtungsintensitdit des spateren Kultivierungssetups (Biolector,
Fo=53 mW/cmZ, Amax=368 nm) in Betracht, so sollte die Belichtungsdauer zur Freisetzung
von ausreichenden Mengen Methionin im Bereich von Sekunden bis wenigen Minuten
liegen. Eine Regulierung des Genexpression des S.c.—pMET17-YFP Stammes sollte daher

unter Verwendung von NVOC-Met ohne photolytische Schadigung der Zellen moglich sein.
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2.4.4 Untersuchungen zu moglichen Toxizitaten

Die Behandlung von Mikroorganismen mit hohen Aminosaurekonzentrationen und UVA-
Strahlung konnte das Wachstumsverhalten beeintrdchtigen. Damit ein Expressionssystem
zuverlassig eingesetzt werden kann, sollten Beeinflussungen durch die dazugehorigen
Regulatoren jedoch moglichst gering sein. Dies reduziert mogliche Kreuzkorrelationen und
erlaubt es, beobachtete Effekte auf die tatsachliche Expression zurlickzufiihren. Daher
wurden Untersuchungen zur Toxizitdt der Regulatoren (Methionin, UVA-Strahlung) im
Folgenden vorgenommen.

In Abbildung 54 sind Wachstumskurven zu den Kultivierungen dargestellt, welche zur
Untersuchung der Vitalitdat durchgefiihrt wurden (SC-Medium, 30 °C, BiolLector Setup). Diese
Experimente wurden im Photo-BioLector Setup durchgefuhrt, um den spdteren

Versuchsbedingungen der optischen Regulation des Expressionssystems (Kapitel 2.4.5) zu

entsprechen.
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Abbildung 54: Untersuchungen zur méglichen Toxizitét von Methionin, NVOC-Methionin, NVOC-Methionin-
Zerfallsprodukten und UVA-Bestrahlung auf den Reporterstamm S.c.-pMET17-YFP. (A) Wachstumskurven des
genannten Stammes im Biolector Setup (SC-Medium, 30 °C) bei Zugabe von unterschiedlichen
Methioninkonzentrationen (0-500 uM) nach 5 h Kultivierungszeit. (B) Wachstumskurven bei Belichtung mit
UVA-Strahlung (0 - 30 min, 3 mW/cm2) nach 8 h Kultivierungszeit in NVOC-Met haltigem (500 uM) SC-Medium
(BioLector Setup, 30 °C) ). Modlifiziert nach Kusen et al.’”?

Die Abbildung 54, A zeigt zunachst die Auswirkung der Zugabe von nicht-modifiziertem
Methionin. Nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase wurden den Kulturen
unterschiedliche Konzentrationen (0, 5, 50, 100, 200 und 500 uM) der Aminosaure

zugegeben. Wie man anhand der optischen Dichte verfolgen kann, war kein negativer Effekt
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auf das Wachstum zu beobachten. Alle untersuchten Kulturen wiesen dhnliche, sogar leicht
gesteigerte Wachstumsraten im Vergleich zur uninduzierten Referenz (S.c.-pMET-YFP, 0 uM
Methionin) auf. Darauffolgend wurde die Auswirkung der Bestrahlung in NVOC-Met-
haltigem Medium untersucht. In Abbildung 54, B sind die Wachstumskurven des
Reporterstammes S.c.-pMET17-YFP in NVOC-Met-haltigem SC-Medium (500 uM) gezeigt,
wobei die Kulturen nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase unterschiedlich
langen Belichtungen (0, 5, 10, 20 und 30 min, 3 mW/cmz) ausgesetzt wurden. Durch den
Einsatz des Regulators ohne und mit Belichtung konnte keine Verringerung des Wachstums
beobachtet werde. Daher scheinen sowohl NVOC-Met als auch dessen Spaltprodukte keinen
negativen Einfluss auf das Wachstum der Hefezellen zu haben.

Die Versuche zur moglichen Toxizitat konnten daher sicherstellen, dass NVOC-Methionin
und UVA-Bestrahlung die Vitalitdit des Reporterstammes S.c.-pMET17-YFP unter den

getesteten Bedingungen nicht beeintrachtigten.

2.4.5 Optische Repression der pMET17-regulierten Genexpression

Die Experimente zur optischen Regulation der Genexpression wurden in Zusammenarbeit mit
Dr. Georg Wandrey durchgefiihrt.

Im Anschluss an die Toxizitatsuntersuchungen sollte die optische Regulation der
PMET17-regulierten Geneexpression untersucht werden. Dies erforderte zundchst die
Charakterisierung dieser Geneexpression bei manueller Zugabe von Methionin unter
vergleichbaren Kultivierungsbedingungen. Hierdurch sollte eine Referenz fiir einen Vergleich
von optischer und ,manueller” Methioninzugabe erzeugt werden. Eine erneute
Charakterisierung des Expressionssystems bei ,manueller” Methioninzugabe war nétig, da
die folgenden Untersuchungen zum S.c.-pMET17-YFP Expressionssystem im Biolector Setup
(s. Kapitel 5.3.4) durchgefiihrt werden sollten. Die mittels mikrofluidischer Kultivierungen
gewonnenen Ergebnisse zur Charakterisierung der pMET17-regulierten Geneexpression
konnte somit nicht verwendet werden, da die Kultivierungsbedingungen deutlich vom
BioLector Setup abweichen.

Der groRte Unterschied lag in den Bedingungen des umgebenden Mediums. Bei der
mikrofluidischen Kultivierung handelt es sich um einen kontinuierlichen Betrieb, bei dem die
Zellen stetig mit frischem Medium versorgt werden. Daher kann es weder zur extrazelluldren

Akkumulation  von  Stoffwechselprodukten, noch zu einer abbaubedingten
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Konzentrationsverringerung einer Mediumkomponente kommen. Im Vergleich dazu handelt
es sich bei der Kultivierung im BiolLector Setup um einen Batch-Betrieb. Dabei werden die
Kultivierungskammern einmalig mit Medium befillt und bleiben anschlieBend geschlossen.
Folglich kann es wahrend der Fermentation zur Akkumulation von Stoffwechselprodukten
und dem Abbau von Mediumbestandteilen kommen.

Zur Erstellung einer Referenz wurde daher zundchst eine bestrahlungsfreie
Charakterisierung des S.c.-pMET17-YFP Expressionssystems bei Zugabe von nicht-
modifiziertem Methionin im BioLector Setup durchgefiihrt. Die Daten dieser

Charakterisierung sind in Abbildung 55, A dargestellt.
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Abbildung 55: Echtzeitmessung der YFP-Protein Bildung bei ,manueller” und optischer Repression. Diese
erfolgte durch (A) Zugabe von Methionin (0 -500 uM) und durch (B) Belichtung (0-600s UVA, 368 nm,
53 mW/cm) von zu Beginn der Kultivierung (Biolector Setup, SC-Medium, 30 °C) zugegebenem NVOC-Met

(500 uM). Die Fluoreszenz des YFP-Proteins wurde online durch die Photo-BiolLector Apparatur aufgezeichnet.

Messung der Daten von Georg Wandrey. Modifiziert nach Kusen et al.’”?

Dazu wurden Zellen des Reporterstammes S.c.-pMET17-YFP zunachst ohne Zusatz von
Methionin kultiviert, wodurch das Expressionssystem im aktiven (dereprimiert) Zustand
vorlag. Daher kam es zur Bildung von YFP-Protein erkennbar am Anstieg des
YFP-Fluoreszenzsignals. Nach finf Stunden Inkubation befanden sich die Kultur am Anfang
der exponentiellen Wachstumsphase (Daten nicht gezeigt) und die manuelle Zugabe von
unterschiedlichen Methioninkonzentrationen wurde durchgefiihrt. Deutlich zu erkennen ist,
dass es nahezu ohne Zeitverzégerung zu einer Stagnation des YFP-Fluoreszenzsignals kam,
dass, wie erwartet, auf eine Deaktivierung (Repression) des Expressionssystems schlieBen
lasst. Auffallig ist jedoch, dass es nach einer gewissen Dauer, abhangig von der

Methioninkonzentration, wieder zu einem steilen Anstieg des Fluoreszenzsignals kam. Dabei
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nahm die Dauer der Repression mit der Hohe der eingesetzten Methioninkonzentration zu.
der erneute Anstieg der YFP-Fluorenzenz lasst vermuten, dass die intrazellular verfligbare
Methioninkonzentration aufgrund von zellularem Abbau/Umwandlung mit der Zeit wieder
abnahm. Fiel die Konzentration dann wieder unter einen bestimmten Schwellenwert
(vermutlich zwischen 1 und 10 uM, vgl. dazu Kapitel 2.4.2) wurde das Expressionssystem
aktiviert (dereprimiert) und es kam zur erneuten Bildung von YFP-Protein. Die Zugabe von
Methionin bewirkte also ein temporares Pausieren der pMET17-regulierten Genexpression,

wobei die Dauer der Pause von der eingesetzten Methioninkonzentration abhangig ist.

Im Anschluss an die Charakterisierung der ,manuellen” Methioninzugabe konnte die
Regulierung des S.c.-pMET17-YFP Expressionssystems mittels NVOC-Met-basierter
photolytischer Freisetzung von Methionin untersucht werden. Die Ergebnisse dieses
Versuchs sind im Abbildung 55,B dargestellt. Hierzu wurden Kultivierungen des
Reporterstammes S.c.-pMET17-YFP analog zum Charakterisierungsversuch (Abbildung 55)
gestartet. Dabei wurden den Kulturen jedoch zu Beginn bereits NVOC-Met (500 uM)
zugegeben. Wiederum nach finf Stunden Inkubation wurden die Hefekulturen fir
unterschiedlich lange Zeit belichtet (365 nm; 53 mW/cmz), um eine Freisetzung von
Methionin zu bewirken. In Abbildung 55, B ist deutlich zu erkennen, dass es durch die
Belichtung zu einem sehr ahnlichen Expressionsverhalten wie bei der manuellen Zugabe von
Methionin kam. Unmittelbar nach der Belichtung kam es zu einer Unterbrechung der YFP-
Proteinbildung, wobei die Dauer diesmal direkt von der Belichtungszeit abhangig war.

In Abbildung 56 wird die Ubereinstimmung des Expressionsverhaltens bei manueller
Methioninzugabe und NVOC-Met Bestrahlung noch deutlicher. In dieser Abbildung ist die
Dauer der Expressionspause (d.h. die Phase anndhernd konstanten Fluoreszenzsignals nach
Zugabe/Belichtung) gegen die eingesetzte Methioninkonzentration (obere, graue X-Achse)
bzw. gegen die Belichtungszeit (untere, schwarze X-Achse) aufgetragen. Wie zu erkennen ist,
sind die beiden Graphen nahezu deckungsgleich. Daher konnte unter den gegeben
Bedingungen eine Korrelation angegeben werden, bei der 1s UVA-Belichtung (368 nm,

53 mW/cm) aquivalent war zur manuellen Zugabe von 1 uM Methionin.
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Abbildung 56: Repressionsdauer der in Abbildung 55 dargestellten Expressionsverldufe in Abhdngigkeit von der

eingesetzten Belichtungszeit bzw. Methioninkonzentration. Dargestellt ist die Korrelation zwischen der
Repressionsdauer (Ldnge der Plateauphasen zwischen 5 und 15 h Kultivierungszeit in Abbildung 55, A und B)
und der zugegeben Methioninkonzentration (obere, schwarze X-Achse) bzw. der eingesetzten UVA-

Belichtungsdauer (368 nm, 53 mW/cm; untere, graue X-Achse). Kultivierungs- und Belichtungsbedingungen bei

Abbildung 55 angegeben. Modifiziert nach Kusen et al.’”?

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die optische Regulation des S.c.-pMET17-YFP
Expressionssystems erfolgreich war. Dabei konnte in Hefekulturen Methionin aus NVOC-Met
mittels Photolyse freigesetzt werden, was zur raschen Repression der pMET17-regulierten
Genexpression  fuhrte. Dies konnte unter Verwendung von zellkompatiblen
Belichtungsdauern (10s-10 min) realisiert werden, wodurch eine strahlungsbedingte
Schadigung der Zellen moglichst gering gehalten werden konnte. Zusatzlich zeigte sich ein
reversibles Regulationsverhalten, bei dem die Dauer der Deaktivierung durch die
Belichtungszeit gesteuert werden konnte. Dies ergab sich wahrscheinlich aus dem zellularen
Abbau des photolytisch freigesetzten Methionins und der daraus resultierenden
Reaktivierung der pMET17-regulierten Genexpression. Demzufolge erdffnet sich die
Moglichkeit einer dynamischen Regulation durch wiederholte Belichtung, bei der die
pMET17-regulierten Genexpression reversibel und beliebig haufig aktiviert bzw. deaktiviert
werden kann. Untersuchungen dazu wurden daher in den folgenden Abschnitten

unternommen.
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Optische Regulation von Expressions-Pausen

Wie bereits erwdhnt, ermdglicht die reversible Repression der pMET17-kontrollierten
Genexpression die Moglichkeit einer wiederholten Regulation. Daher wurde untersucht, ob
die YFP-Produktion innerhalb einer Kultivierung mehrfach deaktiviert und reaktiviert werden
konnte.

Dazu wurde zundchst ein Screening durchgefiihrt mit dem Ziel, die lichtinduzierte
Repressionsdauer fiir unterschiedliche Zeitpunkte der Kultivierung zu charakterisieren. Dies
war notwendig, da die Dauer der Repression sehr stark von der Kultivierungszeit abhing. Je
hoher die Zelldichte war, desto schneller kam es vermutlich zur Metabolisierung des
photolytisch freigesetzten Methionins und folglich auch zur schnelleren Reaktivierung
(Derepression) des pMET17-kontrollierten Genexpression. Die Ergebnisse des Screenings

sind in Abbildung 57 veranschaulicht.
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Abbildung 57: Mehrfache reversible Repression der YFP-Produktion durch Photolyse von NVOC-Met (BiolLector
Setup, SC-Medium, 30 °C, 500 uM NVOC-Met ). Die Belichtung der S.c-pMET17-YFP Kulturen erfolgte nach 4, 8
und 12 Stunden (Pfeile bei x, y, z). Die Dauer der UVA-Belichtung (368 nm, 53 mW/ cm) zu den jeweiligen

Kultivierungszeitpunkten kann der Legende entnommen werden Messung der Daten von Georg Wandrey.

Modifiziert nach Kusen et al.’”?

Wie an den Markierungen (x, y, z) zu erkennen ist, wurden die Kultivierungen jeweils zu
drei unterschiedlichen Zeitpunkten (5, 8, 12 h) belichtet. Dabei zeigen die dunkel- und
hellgrauen Graphen die YFP-Fluoreszenzintensitaten fiir zwei unterschiedliche
Belichtungsprogramme und der schwarze Graph eine Kontrolle ohne Belichtung. Die

Belichtung wurde nach folgendem Programm durchgefiihrt: dunkelgrauer Graph: 10 s nach

109



Ergebnisse und Diskussion

5h, 20 s nach 8 h, 30 s nach 12 h; hellgrauer Graph: 20 s nach 5 h, 40 s nach 8 h, 80 s nach
12 h.

Der Verlauf der YFP-Fluoreszenz zeigt, dass nach jeder Belichtung eine rasche Stagnation
der YFP-Produktion erfolgte unabhangig von Kultivierungszeitpunkt. Die Belichtungsdauer
musste jedoch mit fortschreitender Kultivierungszeit erhéht werden, um eine vergleichbare
Repressionsdauer zu erzielen. Nach jeder Stagnationsphase kam es zu einer Reaktivierung
der Produktion, erkennbar an einem steilen Anstieg des YFPYFP-Fluoreszenzsignals. Durch
eine Verlangerung der Belichtungszeit konnte auch zu spdteren Kultivierungszeitpunkten
Einfluss auf die Dauer der Produktionspause genommen werden.

Als Fazit kann also vermerkt werden, dass die optische Regulation des S.c.-oMET17-YFP
Expressionssystem eine reversible dynamische Regulation der Genexpression ermoglichte.
Die pMET17-kontrollierten Genexpression konnte durch UVA-Belichtung von NVOC-Met
wiederholt hintereinander deaktiviert werden, wobei der Zeitpunkt der Reaktivierung durch
die Dauer der UVA-Belichtung reguliert werden konnte. Die Dauer der Deaktivierung war
hierbei von der photolytisch freigesetzten Methioninkonzentration und dem zelldichte-
abhangigen, vermutlich durch zellulare Metabolisierung bedingten, Methioninverbrauch

bestimmt.

Optische Regulation des Expressions-Starts

Bei den vorangegangenen Experimenten zur optischen Regulation war es nur moglich,
eine von Beginn an aktivierte Expression zu deaktivieren. Somit konnte der Start der
PMET17-regulierten Genexpression wahrend einer Kultivierung in den vorherigen Kapiteln
nicht regulieren. Gerade fiir biotechnologische Anwendungen kann eine verzogerte
Induktion der Genexpression wahrend einer Kultvierung aber von groRem Interesse sein.
Dies kdnnte beispielsweise der Fall sein, wenn die homo- bzw. heterologe Uberexpression
von Proteinen eine nennenswerte Belastung fiir den Expressionswirt darstellt, etwa durch

187 Andere

die Beanspruchung zelluldrer Ressourcen, oder aufgrund von Toxizitatsproblemen.
Anwendungen konnten in der sequenziellen Ganzzell-Biotransformation von Zielmolekiilen
liegen, wobei die einzelnen Umwandlungsstufen gezielt nacheinander geschaltet werden
mussten. Aufgrund dessen kann es von Interesse sein, die Genexpression z. B. erst nach

188

Erreichen einer geeigneten Zelldichte zu aktivieren. Daher wurde im Folgenden
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untersucht, ob eine optische Regulation des Expressionsstarts auch im S.c.-pMET17-YFP
Expressionssystem moglich ist.

Experimentell sollte dies durch kurze sequentielle Belichtungen in festgelegten
Intervallen zu Beginn der Kultivierung versucht werden. Ziel war es, gerade genug Methionin
freizusetzen, um die Expression bis zum ndchsten angedachten Belichtungszeitpunkt zu
reprimieren. Somit ergdben sich vor jedem Belichtungszeitpunkt zwei unterschiedliche
Moglichkeiten: Erstens die Fortsetzung der sequentiellen Belichtung, womit die Repression
weiter aufrechterhalten wirde. Zweitens die Beendigung der sequentiellen Belichtung, das
zum Start (zur Derepression) der Genexpression fuhren wiirde, bedingt durch das rasche
Absinken der Methioninkonzentration unter den reprimierenden Schwellenwert aufgrund
des intrazelluldren Verbrauchs.

In Abbildung 58 sind die Ergebnisse zur optischen Regulation des Expressionsstarts nach
diesem Prinzip dargestellt. Die Graphen im oberen Diagramm zeigen dabei die Entwicklung
der YFP-Fluoreszenzintensitat, wobei die Belichtungsschemata in der unteren
Abbildungshélfte veranschaulicht sind. Die schwarz gestrichelte Linie in der oberen
Abbildungshadlfte stellt eine Referenzkultur ohne Belichtung dar. Die anderen vier
Hefekulturen wurden jeweils sequenziell alle halbe Stunde belichtet, wobei die Dauer mit
fortschreitender Inkubationszeit graduell erhéht wurde (von 4 s bei 0 h auf 15 s bei 8 h). Dies
war notig, um die steigende Methionin-Metabolisierungsrate bedingt durch die wachsende
Zelldichte zu kompensieren. Die sequentielle Belichtung wurde bei den vier Kultivierungen

nach unterschiedlicher Inkubationszeit (2, 4, 6 und 8 h) gestoppt.
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Abbildung 58: Optische Regulation des Expressionsstarts einer Kultivierung des Reporterstammes S.c.-pMET17-
YFP (BioLector Setup, SC-Medium, 30 °C, 500 uM NVOC-Met). Jeweils halbstiindige Repressionen der pMET17-
regulierten Genexpression zu Beginn der Kultivierung durch kurze Belichtungen (368 nm, 53 mW/ cm). Bleibt
nach einer halben Stunde eine erneute Belichtung aus, wird die Genexpression aktiviert (dereprimiert).

Zeitpunkte der Belichtungen (graduelle Erhéhung 4s bei Oh auf 15s bei 8h) im unteren Schema

veranschaulicht. Messung der Daten von Georg Wandrey. Modifiziert nach Kusen et al.’”?

Die Verlaufe der Fluoreszenzintensitdten zeigen deutlich, dass die Expression bei den
belichteten Kultivierungen im Gegensatz zur der unbelichteten Referenz zu Beginn der
Kultivierung erfolgreich reprimiert werden konnten. Der Vergleich der Belichtungsschemata
mit den Fluoreszenzintensitdten macht deutlich, dass es nach Beendung der sequentiellen
Belichtung zu einer Derepression der pMET17-regulierten Genexpression mit nur geringer
Verzogerung kam. Dies ist an einem steilen Anstieg der Fluoreszenzintensitat kurz nach dem
letzten Belichtungsvorgang zu beobachten.

Zusammenfassend kann daher festgehalten werden, dass eine optische Regulierung des
Expressionsstarts im S.c.-pMET17-YFP Expressionssystem nach der Methode der
sequentiellen Belichtung erfolgreich durchgefihrt werden konnte. Zu Beginn der
Kultivierung konnte die Repression der Expression durch kurze sequentielle Belichtungen
aufrechterhalten werden. Dabei wurde die Genexpression durch die jeweils freigesetzte
Methioninkonzentration nur fir eine halbe Stunde unterdriickt. Somit konnte halbstindig

entschieden werden, ob die Repression fortgesetzt oder die Genexpression gestartet werden
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sollte. Dadurch konnte gezeigt werden, dass der Expressionsstart durch die gezielte
Verwendung der Expressionsrepression reguliert werden kann. Dies wurde durch die prazise
Methioninfreisetzung, ermdglicht, welche sich aus der photolytische NVOC-Met Spaltung

ergibt.

Optische Regulation der Expressions-Rate

In den vorherigen Kapiteln konnte bereits erfolgreich demonstriert werden, dass die
optische Regulation der pMET17-regulierten Genexpression eine prazise Kontrolle Uber
Expressionsstart, -stopp und -pause erlaubt. Bei diesen ,klassischen” Expressionsparametern
einer homo- bzw. heterologen Genexpression handelt es sich um ,statische” Parameter,
welche jeweils nur einen einmaligen Schaltvorgang bendétigen. Diese Expressionsparameter
konnen daher vielfach auch bei nicht-optischen regulierbaren Expressionssystemen
gesteuert werden, wobei die Regulation jedoch meistens irreversibel ist. Die Expressionsrate
stellt dagegen einen ,, dynamischen” Parameter dar, welche eine anhaltende Regulation mit
vielfachen Schaltvorgangen erfordert. Unter Expressionsrate ist im Folgenden eine konstante
Zunahme der Proteinkonzentration gemeint. Definiert ist dies in den folgenden Versuchen
als konstante Steigung der Fluoreszenzintensitdt wahrend einer Kultivierung. Diese
Definition ist klar zu unterscheiden von einer graduellen Expressionsausbeute, welche bei
der cc:ged—Cu2+ Regulation erreicht werden konnte (vgl. Kapitel 2.2.4 sowie Wandrey et
al.**®) Dabei korreliert die Endkonzentration des Zielproduktes/-proteins direkt mit der
Menge/Starke eines eingesetzten Effektors. Dazu werden z.B. ansteigende Induktor-
konzentrationen verwendet, um eine zunehmende Endkonzentration des Produktes zu
erhalten. Die jeweiligen Produktionsprozesse stellen dabei in der Regel aber anndhernd

sigmoidale Verldufe mit sich wandelnden Produktionsraten dar.

Zur Regulation der Expressionsrate wurde eine EDV-basierte, automatische Steuerung
der Belichtung angestrebt. Ziel war es, die Rate der YFP-Fluoreszenzzunahme Uiber einen
definierten Zeitraum anhand von vorgegebenen Werten konstant zu halten. Dazu wurde ein
geschlossener Regelkreis genutzt, bei dem die aktuelle Rate YFP-Fluoreszenzzunahme mit
einem zuvor vom Anwender vorgegebenen Wert verglichen wurde (Abbildung 59). Uberstieg
der aktuelle Wert die Anwendervorgabe, so sollte von der Software eine zeitlich befristetet

Belichtung eingeleitet werden, um die Expressionsrate zu begrenzen.
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Abbildung 59: Schematische Darstellung des geschlossenen Regelkreises zur Generierung von konstanten YFP-
Produktionsraten mit dem S.c.-pMET17-Expressionssystem und vorgelegtem NVOC-Met. Die Software-
Schnittstelle erhdlt Echtzeitdaten liber die YFP-Produktion und schaltet die LED-Beleuchtung (und damit die
Repressorfreisetzung) automatisiert ein, sobald die vorgegebene Expressionsrate (iberschritten wird. Die
Produktionsrate sinkt danach zeitweise bis zu Reaktivierung der Expression nach Verbrauch des freigesetzten
Methionins.

Die Ergebnisse dieses Prozesses sind in Abbildung 60 veranschaulicht. Die
durchgezogenen Linien reprasentieren die Entwicklung der YFP-Fluoreszenzintensitat bei der
Vorgabe einer bestimmten Produktionsrate. Die korrespondierenden gestrichelten Linien in
derselben Farbe machen dabei die vorgegebenen Produktionsraten im Zeitraum von 3-13 h
sichtbar. Die schwarze Linie stellt die Fluoreszenzentwicklung einer nicht-regulierten

Referenzkultur dar.
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Abbildung 60: Automatisierte Kontrolle der YFP-Produktionsrate in einem geschlossenen Regelkreis unter
Verwendung einer autonomen Software zur Regulation der Belichtung. Bei Uberschreitung eines festgelegten
Schwellenwertes fiir die Produktionsrate wurde eine Belichtung eingeleitet, um die YFP-Produktion tempordr zu
reprimieren.  Gestrichelte Linien reprdsentieren die vorgegeben Produktionsrate im gesetzten
Regulationszeitraum (3 - 13 h). Durchgehende Linien geben die YFP-Fluoreszenz der einzelnen Kultivierungen
wieder. Kultiviert wurde der Reporterstamm S.c.-pMET17-YFP in SC-Medium im BiolLector Setup bei 30 °C und

einer Anfangskonzentration an NVOC-Met von 500 uM. Messung der Daten von Georg Wandrey. Modlifiziert

173
nach Kusen et al.

Erkennbar ist zunachst, dass die tatsdchlichen Fluoreszenzsignale in Regulationszeitraum
(3-13 h) sehr dhnlich zu den vorgegeben linearen Produktionsraten verlaufen, mit geringen
Abweichungen bei der grofRten vorgegebenen Produktionsrate (roter und gelber Graph). Es
konnte erreicht werden, dass die Hefekulturen beim Uberschreiten der vorgegebenen
Produktionsrate automatisch belichtet wurden. Dadurch wurde die Genexpression temporar
reprimiert und ein weiteren Anstieg der Fluoreszenz verhindert. AnschlieBend erfolgte,
vermutlich nach Metabolisierung des Repressors Methionin, eine Reaktivierung des
Expressionssystems. Die YFP-Proteinproduktion wurde damit bis zur né&chsten
Uberschreitung der vorgegebenen Produktionsrate fortgesetzt. Somit konnte ein
alternierende Aktivitat der Genexpression erzielt werde, die einen definierten, anndhernd
konstanten Anstieg der YFP-Produktion ermdglichte. Insbesondere bei den grinen und
grauen Graphen ist nach Ablauf des Regulierungszeitraums (3 - 13 h) ein steiler Anstieg des
Fluoreszenzsignals zu erkennen, wodurch die Wirksamkeit der Regulation zusatzlich
verdeutlicht wird.

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die angestrebte Begrenzung

der Expressionsrate durch eine automatisierte Belichtungssteuerung des S.c.-oMET17-YFP
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Expressionssystems erfolgreich war. Dabei zeigte sich, dass ein Belichtungsmodul aus
prozesstechnischer Sicht bestens geeignet ist, um vielfache Schaltvorgiange wahrend einer
Expressionskultivierung zu ermdglichen. Die nicht-invasive Schaltung der Genexpression
durch eine integrierte Belichtungseinheit konnte daher genutzt werden, um
Kontaminationen zu reduzieren und eine Limitierung der Schaltfrequenz wie beim
mechanischen Pipettieren zu umgehen.

Desweiteren konnte die optische Regulation der pMET17-kontrollierten Genexpression
angewendet werden, um Limitationen bei der mikrobiellen Produktion von Proteinen und
Chemikalien zu vermeiden, welche durch ungehinderte Maximierung der Expressionsrate
von hetero- bzw. homologen Genexpression auftreten. Die ungehinderte Maximierung kann
dabei zu zelluldren Belastungen bedingt durch Fehlfaltung oder Akkumulation von Proteinen
sowie Anreicherung von toxischen Intermediaten fihren, wodurch die Produktivitat
gemindert wird.’®”*®® Eine gezielte Drosselung der Expressionsrate, wie bei der optischen
Regulation der S.c.-pMET17-YFP Expresssionssystems gezeigt, kdnnte daher helfen diese

Probleme bei der hetero- oder homologen Genexpression zu umgehen.
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3 Zusammenfassung

Im Verlauf dieser Arbeit wurden optische Expressionssysteme in S. cerevisiae entwickelt,
die eine nichtinvasive Regulation der Genexpression mittels Belichtung ermdglichen. Wie in
Abbildung 61 schematisch dargestellt, wurden dabei sogenannte caged compounds
eingesetzt. Diese photolabilen Verbindungen zerfallen bei Belichtung und setzen ein
spezifisches Effektormolekil zur Regulation des jeweiligen Expressionssystems frei. Dabei
wurde ein Gen des Yellow Fluorescent Protein (YFP) als Zielgen verwendet, um den Verlauf

der Expression anhand von Fluoreszenzmessungen verfolgen zu kénnen.

L 4

4/ Sensorprotein
— bindet Effektor
UVA-Belichtung <>
T —_—
inaktiver aktiver

Komplex Effektor

Schutzgruppe

Effektorbindung bewirkt
Induktion bzw. Repression

Abbildung 61: Allgemeines Schema zur lichtvermittelten Regulation der Genexpression mittels caged
compounds. Modlifiziert nach Kusen et al.”

Die lichtregulierte Freisetzung von Effektormolekilen zur Regulation der Genexpression
konnte bereits an einigen Beispielen erfolgreich demonstriert werden (s. Kapitel 1.5).3%%%%
Dabei bietet diese Technologie interessante Eigenschaften, wie eine genaue Dosierbarkeit,
eine Verringerung des mechanischen Aufwandes und eine minimal-invasive Applikation,
wodurch eine sterile Arbeitsweise und konstante atmospharische Bedingungen ermdglicht
werden kénnen.'?%”

Trotz dieser Vorteile hat die caged compound Strategie zur lichtregulierten
Genexpression in der (industriellen) Biotechnologie noch keine breite Anwendung gefunden.
Ein Grund daflir konnte der Mangel an bereits etablierten caged compound basierten

Expressionssystemen sein. Einige Beispiele fur E. coli, bei denen weit verbreitete genetische
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Expressionssysteme erfolgreiche mittels caged compounds reguliert werden konnten, zeigen
bereits das Potential dieser Technologie. Sie wurden aber erst wahrend der
Forschungsarbeiten zu dieser Dissertation oder in der letzten Dekade veroffentlicht und
decken nur ein kleines Spektrum der bekannten Expressionssysteme ab.”’%%103105.189

Fir S. cerevisiae gibt es bisher keine Anwendungsbeipiele von caged-compound-
basierten genetischen Expressionssystemen. Aufgrund dessen lag der Fokus dieser
Dissertation auf der Entwicklung von caged compound basierten Expressionssystemen in S.
cerevisiae. Als Grundlage sollten bio(techno)logisch relevante Promotoren und kommerziell
oder synthetisch leicht zugangliche caged compounds gewahlt werden, um die Verbreitung
und Anwendbarkeit dieser Technologie zu fordern.

Eine Ubersicht der verwendeten caged compounds sowie der dazugehorigen
Promotoren mit ihren jeweiligen Funktionsweisen wird in Tabelle 8 gegeben. Auf
genetischer Ebene wurden die in S. cerevisiae haufig zur heterologen Genexpression
angewendeten Promotoren pGAL1, pCUP1 und pMET17 verwendet. Diese variieren zum
einen in der Expressionsstirke und zum anderen in der Funktionsweise, die eine Induktion

bzw. Repression der Genexpression erlaubt.®*%°

Hierdurch sollte eine modglichst grole
Bandbreite an lichtregulierten Expressionssystemen geschaffen werden, um eine vielseitige
Anwendbarkeit zu gewdhrleisten.

Die beiden caged compounds NVOC-Methionin und DMNP-EDTA-Cu®*  konnten
erfolgreich eingesetzt werden, um eine nichtinvasive Regulation der Genexpression mittels
Belichtung zu ermoglichen. Dabei konnte sowohl eine lichtvermittelte Repression mit Hilfe
des MET17-Promotors als auch eine lichtvermittelte Induktion der Genexpression unter
Verwendung CUP1-Promotor, erreicht werden. Bei der Entwicklung der lichtvermittelten
Regulation des GALI-Promotors und bei der lichtvermittelten Repression des CUPI-
Promotors konnten die Reporterstimme erfolgreich erstellt und charakterisiert werden.
Dabei fiihrte der Einsatz der fiir diese Systeme getesteten, neuartigen Effektoren NPip-
Galaktose und DEACM-EDTA jedoch noch nicht zur erfolgreichen Regulation mittels
Belichtung, weshalb eine weitere Optimierung dieser caged compound Strategien notwendig

ist.

118



Zusammenfassung

Tabelle 8: In dieser Arbeit untersuchte Systeme zur lichtregulierten Genexpression mittels caged compounds.
NVOC-Methionin und DMNP-EDTA-Cu”* konnten erfolgreich zur Regulation der Genexpression in S. cerevisiae

eingesetzt werden.

Caged compound Effektor Promotor Expressionsregulation
HOOC O NO,
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s N~ O
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/ N o Cu? ;
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Tabelle 9 enthilt eine Ubersicht zu den Eigenschaften der photolytischen Zerfille sowie
zu den regulatorischen Konzentrationen der einzelnen caged compounds, die in dieser Arbeit
charakterisiert wurden. Vergleicht man die photolytischen Eigenschaften, sollten die
folgenden Ergdanzungen beachtet werden: Bei NVOC-Methionin ermoglichte die gute
Loslichkeit den Einsatz von Konzentrationen, welche 50-fach Gber dem regulatorischen
Schwellenwert lagen. Dadurch konnte die notwendige Belichtungszeit trotz eines t;/,-Wertes
(Bestrahlungszeiten fiir die halbomaximale photolytische Spaltung) von 60 min auf wenige
Minuten reduziert werden. Bei DEACM-EDTA kann aufgrund des niedrige t;/,-Wertes von
einer ausreichend schnellen photolytische Spaltung ausgegangen werden. Stattdessen
fihrten Komplexbildungen des intakten DEACM-EDTA, trotz Veresterung von zwei
Koordinierungsstellen, zu einem Lo&slichkeitsproblem. Durch diesen Prozess ist vermutlich
auch die mangelnde Kontrolle Uber die regulatorische Wirkung des DEACM-EDTA zu
erklaren. Bei NPip-Galaktose kann dagegen vermutet werden, dass der langsame
photolytische Zerfall fir das Ausbleiben der Induktion verantwortlich war. Darauf deuten
einerseits die hohen Werte fir die t;/,-Bestrahlungszeiten und fir die regulatorisch
wirksame Konzentration hin und andererseits die Beobachtung, dass die Anwendung von
zellkompatiblen Belichtungszeiten nicht zu einer Induktion der Genexpression fihrte.

Zieht man diese Beobachtungen in Betracht, kann ein Richtwert fiir den Einsatz von
caged compounds in S. cerevisiae angegeben werden: Zur Anwendung in optogenetischen
Systemen sollte die Freisetzung von regulatorisch wirksamen Effektorkonzentrationen unter
Beachtung der Loslichkeit und photolytischen Zerfallsgeschwindigkeit (bei 365 nm,
3 mW/cm?) innerhalb von maximal ca. 30 min moglich sein. Dies deckt sich auch mit den hier
vorgestellten Untersuchungen zur Phototoxizitait der UVA-Bestrahlung bei S. cerevisiae
(siehe Kapitel 2.1.3), bei denen eine deutliche Beeintrdchtigung der Zellvitalitdt ab einer
Belichtungszeit von mehr als 30 min (365 nm, 3 mW/cm?) beobachtet werden konnte.

Eine genauere Betrachtung der einzelnen Expressionssysteme und der dazugehorigen

caged compounds erfolgt in den nachfolgenden Unterkapiteln.
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Tabelle 9: Vergleich der photolytischen Zerfallsgeschwindigkeiten bei Bestrahlung mit Licht unterschiedlicher
Wellenldnge Angegeben sind jeweils die Bestrahlungszeiten fiir die halbmaximale photolytische Spaltung (t;/,)
und die Konzentrationen des jeweiligen caged compound bei der Ermittlung dieses t;,,-Wertes sowie die
regulatorisch wirksame Konzentration des nach Belichtung freigesetzten Effektors.

Bestrahlungszeiten fiir die halbmaximale photolytische Spaltung (t/,) regulatorisch

[min] wirksame
caged compound Konzentration des
300 nm 365 nm 368 nm 375 nm 430 nm freien Effektors
1mW/em’>  3mW/ecm®> 53 mW/em’ 11 mW/ecm® 30 mW/cm? [uM]
NVOC-Methionin
(caged-Met) nd 60° (3,4)* nd nd 5-10
[1750 uM]
DMNP-EDTA-Cu**
(caged-Cu™) 83+0,7 (32)* (1,8)* 8,7+0,1 7,5+0,9 0-50
(80 umj
DEACM-EDTA
(caged-EDTA) 60+ 6 (2)* (0,1)* 0,53+0,9  0,83+0,07 100
[100 uM]
NPip-Galaktose
(caged-Gal) nd 170 (10,2)* 35 nd 1000 - 5000

[5000 pM]

* Ndherungsweise berechnet aus Daten von 365 bzw. 375 nm
® Reduzierung der Bestrahlungszeit auf wenige Minuten méglich durch Einsatz von 500 uM NVOC-Met [50-fach
iber regulatorischem Schwellenwert (10 uM)].

3.1 Lichtregulation mittels caged-Galaktose

Im ersten Teilprojekt dieser Arbeit sollte ein optisches Expressionssystem auf Basis des
GAL1-Promotors entwickelt werden. Dazu wurde der Expressionsstamm S.c.-AGAL1-pGAL1-
YFP als Grundlage verwendet, welcher auf einem Reporterstamm der vorangegangenen
Masterarbeit basiert.'*® Das S.c.-pGALI1-YFP Expressionssystem wies jedoch eine zu geringe
Sensitivitat auf, die den Einsatz von ca. 100 mM Galaktose fiir eine vollstandige Induktion

119 7u diesem Zeitpunkt wurde vermutet, dass die photolytische Freisetzung

voraussetzte.
solch hoher Konzentrationen mittels eines caged compounds eine intensive Belichtung mit
mutmallich phototoxischer Wirkung erforderte. Daher wurde ein optimierter
Expressionsstamm getestet, welcher eine Deletion des GAL1-Gens. Durch diesen Schritt
wurde das Gen fir eine essentielle Kinase des Galaktose-Stoffwechsels entfernt. Auf diesem
Weg wurde die Metabolisierung von Galaktose in dem neu erzeugten Expressionsstamm

S. ¢.-AGAL1-pGAL1-YFP unterbunden. Abbildung 62 zeigt einen Vergleich der maximalen

YFP-Produktionen von beiden Stammen bei Induktion mit unterschiedlichen Galaktose-
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Konzentrationen. Es ist zu erkennen, dass die Schwellenkonzentration zur maximalen
Induktion des GALI-Promotors von 100 auf 5 mM Galaktose gesenkt werden konnte.
Folglich konnte die zur maximalen Induktion des Expressionssystems notwendige

Konzentration durch Einfihrung der GAL1-Deletion um das 20-fache erh6ht werden.
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Abbildung 62: Auswirkung der Deletion des GAL1-Gens auf die konzentrationsabhdngige Induktion der
pGAL1-kontrollierten Genexpression. YFP-Produktion nach 15 h Kultivierung mit unterschiedlichen Galaktose
Konzentrationen. Kultivierung in galaktosehaltigem [2 % (w/v), 111 mM] SC-Medium, BioLector Setup, 30 °C.

Die optische Regulation der Genexpression sollte durch den Einsatz einer
caged-Galaktose Verbindung vermittelt werden. Dazu wurde NPip-Gal (35; 6-Nitropiperonyl-
B-D-galactopyranosid; s. Tabelle 8) eingesetzt, welches von Dr. Claus Bier im Rahmen einer

110 pie Charakterisierung der

Kooperation synthetisiert und zur Verfigung gestellt wurde.
photolytischen Spaltung von NPip-Galaktose (5 mM) zeigte, dass eine Bestrahlungszeit (t;/2)
von ca. 180 min notwendig war, um eine halbmaximale photolytische Spaltung zur erreichen
(Amax=365nm, Fp=3 mW/cmZ, siehe Tabelle 9). Diese lange Belichtungsdauer war zum
einen ungeeignet, eine zeitlich definierte Induktion zu gewahrleisten, und flihrte zum
anderen durch phototoxische Effekte zu einer erheblichen Beeintrachtigung der Zellvitalitat.
Um dieses Problem zu umgehen, wurde die Erhéhung der NPip-Galaktosekonzentration in
Betracht gezogen, um eine groBere Menge Galaktose bei der gleichen Belichtungszeit
freizusetzten. Dies war aufgrund der schlechten Loslichkeit von NPip-Galaktose jedoch nicht
moglich, da bereits die Konzentration von 5 mM NPip-Galaktose nur unter Verwendung der
maximal einsetzbaren Kosolvent-Konzentration von 2 % DMSO erzielt werden konnte.

Somit steht eine erfolgreiche optische Regulation des pGALI-Expressionssystems, trotz

der Fortschritte bei der Senkung der Schwellenkonzentration zur maximalen Induktion, noch
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aus. Aussichtsreiche Ansatze, wie eine weitere Verbesserung des pGAL1-Expressionssystems
zur Senkung der Galaktose-Sensitivitdt oder eine Beschleunigung der photolytischen
Galaktosefreisetzung durch Optimierung der caged-Galaktose Verbindung, stehen fir eine

Weiterentwicklung noch zur Verfiigung.

3.2 Lichtregulation mittels caged-Cu**

Im folgenden Teilprojekt wurde die Anwendung eines alternativen Promotors
betrachtet, um die lichtregulierte Genexpression mittels caged compounds zu etablieren.
Dabei sollte die Problematik einer zu geringen Promotorsensitivitdt vermieden werden,
nachdem dies als eines der Hauptprobleme beim pGALI-Expressionssystem identifiziert
wurde. Aus diesem Grund wurde der CUPI1-Promotor ausgewadhlt. Dieser ldsst sich durch

132 Damit

Cu®*-lonen mit Konzentrationen im mikromolaren Bereich (50 - 100 uUM) regulieren.
sollte dieser ca. 100 bis 1000-mal sensitiver sein, als der GALI-Promotor, welcher auf
Galaktose-Konzentrationen im millimolaren Bereich (5-100 mM) (s. Abbildung 13,
Kapitel 2.1.2) anspricht.

Im ersten Schritt wurde ein neuer Expressionsstamm, S.c.-pCUP1-YFP, analog zum
Stamm S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP durch Austauschen des Promotors im Expressionsplasmid
erstellt und anschlieBend charakterisiert. Die optische Regulation des Expressionssystems
sollte erneut durch die Verwendung eines caged compounds realisiert werden. Dazu wurden

zwei unterschiedliche Verbindungen als mogliche caged—Cu2+ Verbindungen getestet, welche

in Abbildung 63 dargestellt sind.
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Abbildung 63: Getestete caged—Cu2+ Verbindungen. DMNP-EDTA-Cu”* (32) konnte erfolgreich zur optischen
Regulation des CUP1-Promotors eingesetzt werden, 3G-caged-Cu2+ (29) dagegen nicht.
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Beide Verbindungen unterscheiden sich von ,klassischen” caged compounds, da der
Effektor (Cu®*) nicht Gber eine kovalente Bindung mit einer photolabilen Schutzgruppe
verknipft wird. Stattdessen erfolgt die Maskierung Uber die Koordination innerhalb eines
photolabilen Chelatormolekiils, welches an einer zentralen Position innerhalb der
Grundstruktur mit einer photosensitiven Schutzgruppe versehen ist. Letzteres fiihrt bei
Bestrahlung nicht zur Ublichen Abspaltung der photosensitiven Schutzgruppe, sondern zur
Spaltung des gesamten Chelators in zwei Teilmolekile, wodurch die Cu**-lonen freigesetzt
werden. Das caged compound 3Gcc19e—Cu2+ (42) wurde zunachst nach einer modifizierten

1.*%¢ in drei Schritten mit einer Gesamtausbeute von 36 %

Methode von Kumbhar et a
synthetisiert. Die anschieBende Anwendung zeigte jedoch, dass die Verbindung keine
ausreichende Maskierung der Cu®*-lonen bewirkte, wodurch eine Induktion der
Genexpression bereits ohne Belichtung erfolgte (vgl. Abbildung 33, Kapitel 2.2.6). Zusatzlich
wurde das kommerziell erhaltliche DMNP-EDTA als Alternative getestet, welches in
Kombination mit Cu**-lonen den Komplex DMNP-EDTA-Cu®* (39) bildet. Der photosensitive
Chelator in Kombination mit Ca**-lonen wurde in Form von DMNP-EDTA-Ca** bereits vielfach
zur Stimulierung von Nervenzellen in der neuronalen Forschung eingesetzt.81 Im Rahmen
dieser Arbeit wurde DMNP-EDTA jedoch erstmals in Verbindung mit Cu®*-lonen
charakterisiert. Dabei konnte eine Photolysekinetik (365 nm, Fo = 3 mW/cm?, siehe Tabelle 9)

mit einer Bestrahlungszeit von ca. 30 min fur die halbmaximale photolytische Spaltung (t;/2)

beobachtet werden.
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Abbildung 64: Maximale YFP-Produktion (erreicht nach 15 h Kultivierung) bei optischer Regulation des
S.c.-pCUP1-YFP Expressionsstammes mittels DMNP-EDTA-CuU™. Optische Induktion zu Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase (ca. 5h) mit variierender Belichtungsdauer (Fy=53 mW/cm’, Ane =368 nm) und
anschlieffender Weiterkultivierung bis zur stationdren Wachstumsphase. Zu Vergleichszwecken wurden alle
Werte auf das maximal mittels CuCl,-Zugabe (50 uM) erreichbare Expressionslevel normiert. SC-Medium,
BioLector Setup. 30 °C.

AnschlieRend wurde DMNP-EDTA-Cu®* in Kombination mit dem Expressionstamm
S. c.-pCUP1-YFP getestet. Dabei konnte die optische Induktion des pCUPI-kontrollierten
YFP-Gens erfolgreich demonstriert werden (siehe Abbildung 64).

Hierzu wurden Belichtungszeiten von 20 bis 150s (Amax =368 nm, Fq=53 mW/cm)
eingesetzt. Die Belichtung zeigte, ebenso wie die verwendeten Konzentrationen an freien
Cu®*-lonen, keinen negativen Einfluss auf die Vitalitit des Expressionsstamms (vgl. Abbildung
25, Kapitel 2.2.4,). Im Vergleich zur manuellen Cu**-lonen-Zugabe konnten mittels Belichtung
allerdings nur 70 % der maximalen Expressionsstarke erreicht werden. Ursachlich dafir
konnten Photoprodukte des DMNP-EDTA, wie z.B. Iminodiessigsdure (IDA), sein, welche bei
der Photolyse von DMNP-EDTA-Cu®" (39) entstehen (siehe Abbildung 22, Kapitel 2.2.3). Diese
verfugen weiter Gber jeweils drei potentielle Koordinationsstellen fiir Cu**-lonen und
konnten fiir eine partielle Verringerung der Cu2+—lonen—Verngbarkeit verantwortlich sein.
Hinweise darauf gaben Affinitdtsuntersuchungen, bei denen Iminodiessigsdure (IDA) eine
deutliche Komplexbildung mit Cu®*-lonen aufzeigte (Abbildung 27, Kapitel 2.2.4).

Im Anschluss daran wurde eine automatisierte Charakterisierung des Induktions-

zeitpunktes im eigens dafir entwickelten Photo-BioLector'®> 31173

von Dr. Georg Wandrey
durchgefiihrt, um die Ubertragbarkeit der optischen Genregulation auf Hochdurchsatz-

Screenings zu demonstrieren. Dadurch konnte eine Steigerung der maximalen Produktion
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um 8 %, im Vergleich zur Induktion ab Beginn der Kultivierung (0 h) bzw. um 6% im
Vergleich zum bisher verwendeten Standard-Belichtungszeitpunkt (5 h), erzielt werden.

Das erfolgreiche Ubertragen der optischen Genregulation mittels caged compounds auf
ein automatisiertes Screening ermoglichte die schnelle Charakterisierung des
Induktionszeitpunktes. Im Vergleich zu klassischen Screening-Methoden, welche
Pipettierroboter einsetzen, konnte der mechanische Aufwand deutlich reduziert und die
Unterbrechung der Kultivierung sowie die Penetration der Sterilbarriere vermieden werden.
Mit dem beschriebenen S.c.-pCUP1-YFP Expressionssystem konnten anstelle von YFP
ebenfalls andere Proteine produziert werden. Somit konnte die optische Induktion via
caged—Cu2+ genutzt werden, um die Produktion von alternativen Proteinen schnell und

detailliert zu charakterisieren.

3.3 Lichtregulation mittels caged-EDTA

Nachdem die optogenetische Induktion des pCUP1-Systems gezeigt wurde, sollte der
parallele Einsatz eines zweiten caged compound zur optischen Repression des
CUP1-Promotors getestet werden. Dabei sollte die Induktion und die Repression durch den
Einsatz von zwei unterschiedlichen ,Lichtfarben” selektiv reguliert werden. Die dazu
entwickelte Strategie ist in Abbildung 65 verdeutlicht. Sie beruht darauf, dass die
Genexpression von pCUP1-regulierten Genen durch die Zugabe von EDTA reprimiert werden
kann, da die Cu®*-lonen durch Komplexierung entzogen werden. Die selektive Regulation
sollte durch die Verwendung von zwei antagonistischen caged compounds realisiert werden:
Dem bereits etablierten caged-Cu®* (DMNP-EDTA-Cu?*) das Cu®"-lonen bei Bestrahlung mit
UVA-Licht zunachst freisetzt, und einem caged-EDTA, das bei Blaulicht-Bestrahlung den

Chelator EDTA freisetzen soll, wodurch die Cu**-lonen wieder komplexiert werden.
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Abbildung 65: Vereinfachte schematische Darstellung der reversiblen Regulation des pCUP1-Expressionssystems
mit zwei unterschiedlichen Wellenldngen. Die Bestrahlung mit ca. 300 nm sollte zur selektiven Spaltung des
caged—CuZ+ und damit zur Freisetzung von Cuz+—lonen, welche die Induktion des CUP1-Promotors vermitteln,
fiihren. Die anschliefende Bestrahlung mit ca. 430 nm sollte die Schutzgruppe vom caged-EDTA abspalten,
wodurch ein Cu’*-Chelator freigesetzt wiirde. Dieser wiirde die die cu**-lonen komplexieren und die
Genexpression damit wieder ausschalten wiirde.

Im ersten Schritt wurde die reversible Regulation durch den Einsatz von Cu**-lonen und
EDTA untersucht. Dabei wurde eine Kultur von S.c.-pCUP1-YFP zunachst mit CuCl, induziert
und anschlieBend mit EDTA behandelt. Dabei bewirkte der freie Chelator eine rasche
Stagnation der Genexpression (Abbildung 35, A, Kapitel 2.3.1). Somit konnte gezeigt werden,
dass eine reversible Deaktivierung des CUP1-Promotors mittels freiem EDTA maoglich ist.

Die optische Regulation sollte durch die beiden in Abbildung 66, A dargestellten caged
compounds DEACM-EDTA und DMNP-EDTA-Cu®" realisiert werden. Der erfolgreiche Einsatz
von DMNP-EDTA-Cu®* zur optischen Freisetzung von Cu®*-lonen wurde bereits in vorherigen
Kapiteln (vgl. Kapitel 3.2 bzw. 2.2.4) gezeigt. Erganzend dazu erfolgte die Synthese von
DEACM-EDTA zur lichtregulierten Freisetzung von EDTA. Die Synthese verlief durch basische
Veresterung von EDTA-Anhydrid mit 7-(Diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-cumarin (DEACM-
OH) mit einer Ausbeute von in 76 % (s. Kapitel 2.3.2 und 5.6.4).

Die Ergebnisse der photolytischen Untersuchungen sind in Abbildung 66, B dargestellt.
Sie zeigen einen zlgige Photolyse des DEACM-EDTA bei 430 nm (Fo=30 mW/cm?,
t12= 0,83 min) und einen stark verlangsamte Photolyse bei 300 nm (Fo=1 mW/cmZ,
t1/,= 60 min). DMNP-EDTA-Cu®* zerfillt dagegen bei einer Bestrahlungswellenlange von
430 nm (Fo=1 mW/cm?, t12= 7,5 min) ca. 9-mal schneller und bei 300 nm (Fo= 30 mW/cm?,

t1/2= 8,3 min ) ca. 7-mal langsamer.
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Abbildung 66: Selektive Photolyse von DEACM-EDTA (caged-EDTA) und DMNP-EDTA (caged-Cu’’) mittels
unterschiedlicher Belichtungswellenléngen (300 bzw. 430 nm). (A) Chemische Struktur der eingesetzten caged
compounds. (B) Vergleich der Bestrahlungszeiten fiir die halbmaximale photolytische Spaltung (t;;;) bei
verschiedenen Belichtungen: A,.,,=300nm, Fy= 1 mW/cmz bzw. Ap.=430nm, F,= 30 mW/cmz. 100 um
DEACM-EDTA bzw. 80 uM DMNP-EDTA + 100 uM CuCl,, alle in gepuffertem Wasser (MOPS, 10 mM, pH 7).
Standardabweichungen ergeben sich aus drei unabhdngigen Messungen.

In einem Gemisch aus DMNP-EDTA-Cu®" und DEACM-EDTA sollte es daher moglich sein,
zuerst Cu**-lonen durch eine Belichtung mit 300 nm freizusetzen und anschlieRend mittels
einer Bestrahlungswellenlange von 430 nm Uber die Freisetzung von EDTA wieder zu
komplexieren.

Die anschlieRende Charakterisierung der optischen Repression des S.c.-pCUP1-YFP
Stammes mittels DEACM-EDTA konnte jedoch nicht durchgefiihrt werden. Grund dafiir war
eine stark verminderte Induktion des pCUPI-kontrollierten YFP-Gens bei CuCl, Zugabe,
welche in Anwesenheit von DEACM-EDTA auftrat. Daraufhin wurden Untersuchungen zur
Loslichkeit vorgenommen, welche die Bildung eines Niederschlages bei Kombination von
DEACM-EDTA mit Cu?*-, Mg?*- oder Ca*"-lonen aufzeigten. Dies deutet darauf hin, dass es
nach der CuCl, Zugabe vermutlich zu einer Komplexierung der Cu**-lonen durch das intakte
DEACM-EDTA kam, wodurch die Induktion der pCUP1-kontrollierten Gene verhindert wurde.
Somit war die Schutzgruppenstrategie der DEACM-Veresterung vermutlich nicht erfolgreich
war, da die Affinitdit des DEACM-EDTA zu zweiwertigen Kationen und insbesondere zu
Cu®*-lonen nicht ausreichend vermindert werden konnte.

Eine reversible optische Regulation der pCUPI-kontrollierten Gene mittels
unterschiedlicher ,Lichtfarben” konnte bis dato daher noch nicht realisiert werden.

Entscheidende Voraussetzungen, wie die reversible Deaktivierung des CUPI1-Promotors
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mittels EDTA und die optische Kompatibilitat der DMNP- und DEACM-Schutzgruppen zur
reversiblen Effektorfreisetzung, konnten jedoch demonstriert werden. Somit erscheint eine
Weiterentwicklung der beschriebenen Strategie durchaus aussichtsreich. Weiterfihrende
Arbeiten sollten sich daher auf die Optimierung der caging-Strategie von DEACM-EDTA oder
der Entwicklung eines alternativen DEACM-geschiitzten Cu®*-Chelators konzentrieren, um

eine effiziente Maskierung der Cu**-lonen Affinitit zu erzielen.

3.4 Lichtregulation mittels caged-Met

Im letzten Teilprojekt lag der Fokus auf der Etablierung einer lichtregulierten Repression
der Genexpression. Dadurch sollte das Portfolio der optogenetischen Werkzeuge erweitert
werden, nachdem die optische Induktion bereits mittels cc:ged—Cu2+ demonstriert werden
konnte. Die genetische Grundlage fir die Repression wurde durch den reprimierbaren
MET17-Promotor geschaffen. Dieser ist in methioninfreiem Medium aktiv und kann durch
die Zugabe von Methionin rasch reprimiert werden. Eine Besonderheit dieses Systems ist,
dass Methionin als Repressor-Molekil anschlieBend intrazelluldr abgebaut wird. Dadurch
kommt es zum Absinken der Methioninkonzentration, bis der Promotor bei Unterschreiten
einer Schwellenkonzentration wieder reaktiviert wird. Die Expression der nachgeschalteten
Gene wird somit reversibel reguliert.

Zur Beginn der Arbeiten wurde ein geeigneter Reporterstamm durch Austauschen des
GAL1-Promotor gegen einen MET17-Promotor im Expressionsplasmid erstellt. Die
anschlielende Charakterisierung des neuen Reporterstammes S.c.-oMET17-YFP wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Christopher Probst mittels mikrofluidischer Experimente
durchgeflihrt. Diese zeichnen sich durch die Kultivierung in mikroskopischen Kammern aus,
die stetig mit frischem Medium versorgt werden. Dadurch befinden sich die Zellen
permanent in einem Medium mit konstanter Zusammensetzung, wodurch die
Methioninkonzentration trotz zellularem Abbau konstant gehalten werden kann. Aufgrund
dieser experimentellen Bedingungen konnte der Schwellenwert fiir die Repression des
MET17-Promotors auf 10 uM Methionin bestimmt werden. Zudem ermoglichte das
mikrofluidische Kultivierungssystem ein schnelles Wechseln zwischen methioninhaltigem
und methioninfreiem Medium. Dadurch konnte demonstriert werden, dass die
Genexpression des PMET17-kontrollierten YFP-Gens durch wechselnde
Methioninkonzentration mehrfach ein- und ausgeschaltet werden kann.
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Die optische Repression der Genexpression sollte durch eine caged-Methionin
Verbindung erreicht werden. Dazu wurde NVOC-Methionin ((S)-N-(4,5-Dimethyl-2-
nitrobenzyl-oxycarbonyl)-methionin) nach einer modifizierten Methode von Chen et al.*®
mittels 6-Nitroveratryloxycarbonylchlorid (NVOC-CI) und Methionin in einer Ausbeute von
65 % synthetisiert (s. Abbildung 50, Kapitel 2.4.3). Dies ermdoglichte einen schnellen und
synthetisch einfachen Zugang zu NVOC-Methionin.

Die Charakterisierung der Photolyse (Amax =365 nm, Fo=3 mW/cm) ergab einen im
Vergleich zu caged-Cu®* relativ langsamen Zerfall mit einer Belichtungszeit von ca. 60 min fiir
die halbmaximale photolytische Spaltung (t1/2). Aufgrund der hohen Sensitivitat des MET17-
Promotors (10 uM) konnte eine zligige Freisetzung von regulatorisch wirksamen
Effekotorkonzentrationen aber innerhalb von Sekunden bis wenigen Minuten
UVA-Bestrahlung sichergestellt werden.

AnschlieBend wurde die optische Regulation der Genexpression mittels NVOC-Methionin
in Kooperation durch Dr. Georg Wandrey per PhotoBioLector charakterisiert. Die
entsprechenden Ergebnisse sind in Abbildung 67 zusammengefasst. Dabei wurde der
Reporterstamm S.c.-pMET17-YFP in Gegenwart von NVOC-Met (500 uM) in methioninfreiem
SC-Medium kultiviert. Die Abwesenheit von Methionin fiihrte von Beginn an zu einer
Aktivierung der Genexpression. Darauf wurde die optische Repression unter Verwendung
von Belichtungszeiten von 10 s bis 10 min untersucht. Dies fihrte nach ca. 20 min zu einer
Unterbrechung der YFP-Zunahme, was auf ein Aussetzen der YFP-Genexpression
zurickzufihren ist. Nach einer gewissen Zeitspanne, wahrscheinlich nach Verbrauch des
freigesetzten Methionins, kam zu einem erneuten Anstieg des YFP-Fluoreszenzsignals und
folglich zu einer Reaktivierung der Genexpression. Die Dauer der Repression war dabei von
der eingesetzten Belichtungszeit und der Zelldichte bzw. der Kultivierungsdauer abhangig.
Sie ergab unter den angegebenen Bedingungen eine Korrelation, bei der 1 s UVA-Belichtung
aquivalent zur manuellen Zugabe von 1 uM Methionin war. Somit konnte eine Repression
von 20 min bis maximal 12 Stunden, also die gesamte Wachstumsphase der Kultivierung,
erzielt werden. Die optische Repression mittels NVOC-Methionin ermdéglichte also, wie in
Abbildung 67, C veranschaulicht, einen gezielten Expressions-Stopp des pMET17-
kontrollierten YFP-Gens.

AnschlieBend konnte, wie Abbildung 67, B verdeutlicht, eine Aneinanderreihung von

mehreren Repressions- und Produktionsphasen ermdglicht werden. Dazu wurde nach jeder
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Produktionsphase eine kurze Belichtung (Dauer an die Zelldichte angepasst) durchgefiihrt,
um die Expression fir jeweils ca. 1,5 h zu unterbrechen. Dadurch konnte zusatzlich ein
Pausieren der Genexpression durch optische Repression mittels NVOC-Methionin
demonstriert werden.

Die Kultivierung in methioninfreiem Medium fiihrte bereits zu Beginn der Kultivierung zu
einer nichtregulierten Aktivierung der Genexpression. Die Regulation des Expressionsstarts
kann jedoch ein wichtiger Faktor bei der homo- bzw. heterologen Expression von Proteinen
sein. Die verstarkte Produktion von Proteinen oder Metaboliten kann zu einer starken
Belastung des Expressionswirts fiihren, da zum einen zelluldre Ressourcen beansprucht

werden und zum anderen Toxizitatseffekte auftreten konnen.'®”'#®

Aufgrund dessen wird
die Kultivierung von Expressionswirten haufig in eine Wachstumsphase ohne Expression und
eine anschlieende Produktionsphase eingeteilt. Daher wurde die optische Repression
aulRerdem genutzt, um die Expression der pMET17-kontrollierten YFP-Gens zu Beginn der
Kultivierung zu unterdriicken. Wie in Abbildung 67, A veranschaulicht, wurden dazu kurze

Belichtungspulse in halbstiindigen Abstdnden verwendet.
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Abbildung 67: Optische Regulation von A) Expressions-Start, C) -Stopp, B) -Pause, und D) —Rate. Diese wurde
durchgefiihrt bei einem pMET17-kontrollierten YFP-Gens unter Anwendung von NVOC-Methionin und selektiver
Belichtung. Die Regulation aller Expressionsparameter wurde unter Anwendung eines einzigen caged
compounds durch das Zusammenspiel von optischer Freisetzung und anschliefSender intrazellulérer
Metabolisierung von Methionin ermdéglicht. Die gestrichelten Pfeile reprdsentieren die Belichtungszeitpunkte
und -dauern in schematischer Weise. Reporterstamm S.c.-pMET17-YFP, methioninfreies SC-Medium, BiolLector
Setup, 30 °C, 500 mM NVOC-Methionin; An,.=368 nm, Fy=53 mW/cm.

Die Dauer der Belichtungspulse wurde in Abhangigkeit von der Zelldichte bzw.
Kultivierungsdauer so gewahlt, dass die YFP-Expression jeweils nur ca. eine halbe Stunde
reprimiert wurde. Dadurch konnte zum einen eine konstante Repression vom Beginn der
Kultivierung an erzeugt werden. Zum anderen konnte die Genexpression durch Auslassen
der Belichtung innerhalb von einer halben Stunde gezielt aktiviert werden. Die optische
Repression mittels NVOC-Methionin konnte somit genutzt werden, um den Expressionsstart

des pMET17-kontrollierten YFP-Gens zu regulieren.
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Als letzter Parameter sollte die Expressionsrate, also die konstante Zunahme der
Proteinkonzentration, gesteuert werden. Dieser Parameter ist besonders interessant, da die
Anpassung der Expressionsrate bei hetero- bzw. homologen Genexpressionen von Vorteil
sein kann. Beispielsweise um Limitationen bei der mikrobiellen Produktion von Proteinen
und Chemikalien durch Akkumulation von Proteinen oder Anreicherung von toxischen
Intermediaten zu vermeiden. Bei der Expressionsrate handelt es sich um einen dynamischen
Parameter, welcher eine dauerhafte Uberwachung der Genexpression und eine
hochfrequente Regulation erfordert. Daher wurde eine EDV-basierte, automatische
Steuerung der Belichtung entwickelt. Diese beinhaltete einen geschlossenen Regelkreis,
welcher die aktuelle YFP-Fluoreszenzzunahme permanent mit einem vorgegebenen Wert
verglich. Bei Uberschreitung dieses Wertes reagierte der Regelkreis mit einer zeitweisen
Belichtung, die zur kurzzeitigen Repression und damit zum Abflachen der YFP-Produktion
fihrte. Abbildung 67,D zeigt, dass die automatisierte Belichtungsregulation so zur
Drosselung der Expressionsrate auf den vorgegebenen Wert flhrte. Die optische Repression
mittels NVOC-Methionin konnte somit auch zur Regulation der Expressionsrate erfolgreich
eingesetzt werden. Dabei stellt die letzte Anwendung die Vorteile der lichtregulierten
Genregulation besonders anschaulich dar.

Im Gegensatz zu einer wiederholten mechanischen Zugabe des Effektors zur
Induktionsregulation vermeidet die optische Schaltung ein Unterbrechen der Durchmischung
sowie eine mechanische Einwirkung auf den Kultivierungsraum. Dadurch wird eine
permanente Sterilitdt, ein konstanter Gastransfer und eine Reduzierung der Verdunstung
und Verdinnung bei gleichzeitig hoher Regulationsfrequenz erreicht. Zusatzlich ergab sich
eine gute Dosierbarkeit des Effektors NVOC-Met und eine Reduktion des mechanischen

Aufwandes im Vergleich zu Pipettierrobotern.
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4 Ausblick

In dieser Arbeit konnte die erfolgreiche Anwendung von zwei caged compounds zur
Regulation der Genexpression beschrieben werden. Die photolytische Freisetzung von
Methionin mittels NVOC-Methionin sowie die photolytische Freisetzung von Cu?**-lonen
mittels DMNP-EDTA wurden etabliert. Die dadurch zugdnglich gemachten Effektoren
Methionin und Cu®" sind jedoch nicht auf die Anwendung in S. cerevisige beschrinkt.
Vielmehr handelt es sich hierbei um omniprasente Stoffe, deren Handhabung in den meisten
Organismen eine genetische Regulation voraussetzt. Beispielsweise finden sich auch
Promotorsysteme in E. coli, die durch Cu®*-lonen induziert werden, sowie Promotorsysteme

190191 Fine Anwendung von

in C. glutamicum, die durch Methionin induziert werden.
NVOC-Methionin und DMNP-EDTA-Cu®* in anderen biotechnologisch relevanten
Hefesystemen (P. pastoris, H. polymorpha, etc.) und Prokaryonten (E. coli, C. glutamicum,
B. subtilis, etc.) ware daher denkbar, um so die lichtregulierte Genexpression auch auf

andere Organismen und Promotorsysteme zu libertragen.

caged-Galaktose

Die Arbeiten zur caged-Galaktose konnten drei Faktoren aufzeigen, die eine Umsetzung
der lichtregulierten Genexpression bisher noch verhinderten. Die Kombination aus i)
geringer GAL1-Promotorsensitivitat, ii) langsamer NPip-Galaktose-Photolyse und schlechter
NPip-Galaktose-Loslichkeit erforderte toxische Strahlungsmengen, um regulatorisch
wirksame Mengen Galaktose freizusetzen. Die schlechte Sensitivitat des GALI-Promotors
erforderte mit ca. 100 mM Galaktose eine deutlich héher Effektorkonzentration als bei den
erfolgreich angewendeten Promotoren pCUP1 (50 uM) und pMET17 (10 uM). Die
Verwendung eines optimierten S. cerevisiae Stammes, bei dem eine Deletion des GAL1-Gens
vorlag, ergab bereits eine Erhohung der Sensitivitdit um den Faktor 20 von 100 auf 5 mM.
Diese Erhohung war jedoch nicht ausreichend, zeigt aber auf, dass eine weitere Optimierung
der Promotorsensitivitat denkbar ist. Diese kénnte beispielsweise durch die Uberexpression
der Gene der Regulatoren Gallp und Gal4p erreicht werden, oder Uber die Erhéhung der

Galaktose Aufnahme durch Uberexpression des Gens der Galaktose-Permease Gal2p.**
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Ein zusatzlicher Ansatz ware eine Modifikation der bisher verwendeten caged-Galaktose
Verbindung (NPip-Gal, 36), wie in Abbildung 68 dargestellt. Dabei kdnnte z.B. eine
Beschleunigung der Photolyse durch den Einsatz von alternativen photolabilen
Schutzgruppen erzielt werden. Denkbar wiére beispielsweise der Einsatz von DEACM [7-
(Diethylamino)-4-(hydroxymethyl)coumarin)] zur Synthese von Verbindung 67. Die
Anwendung der DEACM-Schutzgruppe kénnte dabei von Vorteil sein, da sich diese Gruppe
im Teilprojekt caged—Cu2+ in Kombination mit EDTA als besonders photolabil mit einem
t1.-Wert (375 nm, 11 mW/cm?) von ca. 0,5 min (vgl. Tabelle 7, Kapitel 2.3.2) herausgestellt
hat. Zudem konnte diese photolabile Schutzgruppe auch bei Wellenlangen von ca. 430 nm in
kurzer Zeit abgespalten werden. Somit kdnnte die Bestrahlungsdauer ohne das Auftreten
von Toxizitdatseffekten weiter erhoht werden, sollte sich die Photolabilitdt der caged-
Galaktose durch den Einsatz von DEACM wider Erwarten nicht erhdhen. AuBerdem kdnnte
die Verwendung einer DEACM-geschiitzten Galaktose (67) die Kombination mit anderen
caged compounds, wie z.B. NVOC-Methionin und DMNP-EDTA-Cu®* nach dem Prinzip der

Zwei-Wellenldangen-Regulation (vgl. Kapitel 2.3), ermoglichen.
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OH
35
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[§ o OHPH KQOJ OHOH 2 o
Ho o C HO&O ) o &KQ/ N
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OH ’27’ oH \—NH,
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Abbildung 68: Mégliche alternative caged-Galaktose Verbindungen. DEACM-Galaktose (DEACM in orange, 57)
zur Beschleunigung der Photolyse, DMINP-Galaktose Derivate (58) und (59) mit Léslichkeitstags (blau) zur
Erhéhung der Léslichkeit.

Alternativ zu Einsatz der DEACM Schutzgruppe kénnte die DMINP-Schutzgruppe auch mit
polaren Gruppen ergdnzt werden, um die Loslichkeit der caged-Galaktose Verbindung zu
erhéhen. Abbildung 68 zeigt daflir zwei Beispiele, bei denen Carboxyl- (68) bzw. Amino-

Gruppen (69) hinzugefiigt wurden. Die Verwendung von Aminogruppen konnte in diesem
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Fall einen groReren Effekt haben, da das Kulturmedium (SC-Medium) der Hefekulturen einen
leicht sauren pH-Wert von 5 - 6 aufweist. Die Erhohung der Loslichkeit von caged-Galaktose
kénnte dann genutzt werden, um im Medium eine caged-Galaktose-Konzentration deutlich
Uber dem regulatorischen Schwellenwert einzusetzen. Letzteres wurde bereits bei NVOC-
Methionin (vgl. Kapitel 2.4.5) eingesetzt und ermoglichte die Reduktion der Belichtungszeit,
da nur ein geringer Anteil des eingesetzten caged-compounds freigesetzt werden musste.
Eine reversible optische Regulation des GALI-Promotors kénnte bei weiterfiihrenden
Arbeiten ebenfalls angestrebt werden. Als Basis dafiir kénnte die sogenannte
Katabolitrepression genutzt werden. Dieser Mechanismus beschreibt die Repression von

1718 1m ersten Schritt miisste

Saccharid-abhangigen Promotoren in Gegenwart von Glukose.
die optische Induktion mittels caged-Galaktose etabliert werden. AnschlieBend kénnte dann
eine caged-Glukose Verbindung genutzt werden, um die zuvor induzierte Genexpression
aufgrund der Katabolitrepression reversibel wieder auszuschalten. Dabei ware der Einsatz
von optisch kompatiblen Photoschutzgruppen von Vorteil, um eine unabhdngige optische
Regulation nach dem Prinzip der Zwei-Wellenldngen-Regulation (vgl. Kapitel 2.3) realisieren
zu kdénnen. Erste Anwendungen einer caged-Galaktose in E. coli wurden in der Arbeitsgruppe

dieser Dissertation bereits veréffentlicht und konnten die prinzipielle Anwendbarkeit solcher

Verbindungen aufzeigen.**°

caged-EDTA

Eine reversible optische Regulation des CUP1-Promotors sollte durch die Komplexierung
der zuvor aus dem DMNP—EDTA—Cu2+—KompIex freigesetzten Cu®*-lonen erreicht werden.
Dabei konnte demonstriert werden, dass EDTA generell geeignet ist, um die pCUPI1-
vermittelte Zielgenexpression nach Induktion durch Cu®*-lonen erneut zu reprimieren.
Ebenso wurde gezeigt, dass DEACM aufgrund seiner photolytischen und spektroskopischen
Eigenschaften optisch kompatibel ist zum fir das Cu2+—caging bereits etablierten DMNP-
EDTA. Daher sollte die Kombination von DMNP- und DEACM-Schutzgruppen eine
unabhangige Freisetzung von Cu®*-lonen sowie EDTA durch die Belichtungen mit 300 bzw.
430 nm ermoglichen. Die Anwendung von DEACM-EDTA zeigte aber, dass die Cu®*-Affinitat
des Chelators EDTA durch die Veresterung mit der DEACM-Schutzgruppe nicht ausreichend

reduziert werden konnte. Dies fihrte zur einer Komplexierung von Cu®*-lonen durch das
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intakte DEACM-EDTA. Eine Induktion der Genexpression durch Cu2+—lonen—Zugabe aus war
somit in Gegenwart von DEACM-EDTA nicht méglich (vgl. Abbildung 42, Kapitel 2.3.3).

Zukiinftige Arbeiten zu diesem Thema sollten sich daher auf eine Modifizierung der
Schutzgruppen-Strategie fokussieren, mit dem Ziel die Cu®*-Affinitit eines caged-EDTA oder
anderen caged-Chelators zu senken. Dies ist notwendig, um eine Komplexierung der Cu?*-
lonen erst nach der Belichtung sicherzustellen. Zwei mogliche Ansatze zur Modifizierung von
caged-EDTA sind Im Folgenden dargestellt. Beide zielen darauf ab, den sterischen Anspruch
der Schutzgruppen zu erhohen und die freie Beweglichkeit der EDTA-Struktur
einzuschranken.

Der erste Ansatz (Abbildung 70, unten) sieht zunachst die Dimerisierung von 7-Amino-4-
hydroxymethylcumarin (73) Gber eine Verbindung der Amino-Funktionalitdten mittels 1,2-
Dibromethan (72) vor. Die anschlieRende Veresterung des Dimers 71 mit EDTA-Anhydrid (57)
sollte zur zyklischen Verbindung 70 fiihren, welche die Beweglichkeit der EDTA-Struktur
einschranken soll. Die photolytische Spaltung sollte zur Spaltung der Esterbindungen von

Verbindung 70 und damit zur Freisetzung von EDTA (66) fliihren.
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Abbildung 69: Retrosynthese (oben) und photolytische Spaltung (unten) von einer alternativen caged-EDTA
Verbindungen zur Reduzierung der Cuz+—lonen—Afﬁnitdt.

137



Ausblick

Fir den zweite Ansatz (Abbildung 70, unten) misst zunachst ein Aminoethan-Linker an
das Cumarin 73 angefiigt werden. Uber diesen Linker kénnte das Cumarin 76 dann
anschliefend Uber eine dauerhafte - nicht photolabile - Bindung an EDTA mittels dessen
Anhydrids 57 geknlipft werden, um Verbindung 75 zu erzeugen. Die nicht photolabile Amid-
Verbindung zwischen Cumarin und EDTA in dieser Verbindung 75 sollte keinen grofien
Einfluss auf die Komplexierung von Cu®"-lonen haben, da der in dieser Dissertation
beschriebene DEACM-EDTA-Ester (vgl. Kapitel 2.3.3) ebenfalls eine hohe Affinitat zu Cu*-

lonen aufwies.
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Abbildung 70: Retrosynthese (oben) und photolytische Spaltung (unten) von einer alternativen caged-EDTA
Verbindungen zur Reduzierung der Cuz+—lonen—Afﬁnitdt.

Die Verwendung des beschriebenen Linkers ist wahrscheinlich notwendig, da eine
direkte Amidierung der phenylischen Aminogruppe der Verbindung 73 vermutlich das
elektronischen System des Cumarins und damit auch dessen photolytische Eigenschaften
negativ verandern wiirden. Im nachsten Schritt wiirde dann eine zweite, nun jedoch
photolabile Bindung zwischen den EDTA- und Cumarin-Teilstrukturen durch eine
intramolekuldre Veresterung von Verbindung 75 entstehen. Dadurch wirde die
Beweglichkeit der Carboxylgruppen des alternativen caged-EDTA 74 eingeschrankt, wodurch

die Cu®*-Affinitat der EDTA-Struktur moglicherweise gesenkt werden kdnnte.
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Caged-a-Faktor als alternative Effektormolekiilklasse

Durch die erfolgreiche Maskierung von Cu*-lonen und Methionin konnten sowohl
photolabil geschiitzte Metallionen als auch niedermolekulare Biomolekiile erfolgreich zur
optischen Regulation der Genexpression eingesetzt werden. Ebenfalls denkbar wéare der
Einsatz eines photolabil geschiitzten Peptides zur Regulation des FUSI-Promotors. Dadurch
konnte die Bandbreite an Effektormolekilklassen zur optischen Genregulation nochmals
erweitert werden. Induziert wird der FUSI-Promotor durch eine Regulationskaskade, die
durch die Bindung des sogenannten a-Faktors (kleines Signalpeptid) an ein membran-
stindiges Sensorprotein aktiviert wird.**>*** Der a-Faktor (77) ist in Abbildung 71 in Form
eines linearen Peptids von 13 Aminosduren (TRP-HIS-TRP-LEU-GLN-LEU-LYS-PRO-GLY-GLN-
PRO-MET-TYR) dargestellt.*>*
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Abbildung 71: Potenzielle Strategie zur Synthese des caged-a-Faktors.
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Zwei Aminosdurereste sowie der N-Terminus verfiigen iber nukleophile Gruppen. Diese
konnten, dhnlich wie bei caged-Methionin, durch den Einsatz von NVOC-CI [(S)-N-(4,5-
Dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)-Chlorid; 60] mit photolabilen Schutzgruppen versehen
werden. Dies wiirde darauf zielen, die rdumliche Struktur des Peptids zu verdndern, um eine
Erkennung des caged-a-Faktors (78) durch die Sensorporteine197’198 im geschitzten Zustand
zu verhindern.

In seiner natirlichen Funktion spielt der a-Faktor als Peptidhormon eine entscheidende
Rolle beim sogenannten Mating (Englisch fiir ,,Paarung”). Dieser Prozess beschreibt die
sexuelle Reproduktion von S. cerevisiae, bei dem haploide Zellen mit unterschiedlichem
Paarungstyp (MATa oder MATa) fusionieren, um eine einzelne Zelle mit diploidem
Chromosomensatz zu bilden. Der a-Faktor wird dabei von a-Typ-Zellen sekretiert und dient
der Stimulation von moglichen Mating-Partnern, den sogenannten a-Typ-Zellen. Eine
Erkennung des a-Faktors erfolgt also von Zellen des a-Typs. Dadurch wird zum einen ein
Langenwachstum in Richtung der Signalerkennung erzeugt und zum anderen eine

194,199

Arretierung des Zellzykluses als Vorbereitung auf die Zellfusion. Die Freisetzung des

a-Faktors wirde also nicht nur die Genexpression der pFUSI-kontrollierten Gene
beeinflussen. Stattdessen hatte dies auch einen grofRen Einfluss auf die Morphologiezoo_202
und das Wachstum?®®® der S. cerevisiae Zellen, was fir ein allgemeines Expressionssystem
unvorteilhaft ware.

Aufgrund dieser Annahme wurden erste Versuche unternommen, um die Beeinflussung
von Morphologie und Wachstum durch den a-Faktor zu reduzieren. Die Anderungen der
Morphologie sowie des Wachstums werden beide durch ein zentrales Regulatorprotein mit

203-205 paher wurde eine AFARI-Mutante von S. cerevisiae

der Bezeichnung Farlp aktiviert.
untersucht, bei der eine Deletion des FARI1-Gens vorlag (S. cerevisiae Y01268, von
EUROSCARF, siehe Kapitel 5.3.1, Tabelle 18) mit dem Ziel die Auswirkungen der Deletion auf
die Morphologie zu charakterisieren. Dazu wurde die AFARI-Mutante im Vergleich zum
Referenzstamm (S. cerevisiae Y00000) in a-Faktor-haltigem (10 uM) SC-Medium (Zymo
Research) kultiviert und die Morphologie mikroskopisch analysiert. Abbildung 72 zeigt
jeweils vier exemplarische Aufnahmen zu jeder Bedingung. Deutlich zu erkennen ist die
langliche Verformung der Zellen des Referenzstammes bei Wachstum in Anwesenheit des

o-Faktors. Die AFAR1-Mutante zeigte dagegen nur marginale Verdnderungen der Zellform

und neigte leicht zur vermehrten Zellagglomeration.
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Referenzstamm Referenzstamm + a-Faktor

Abbildung 72: Erste Ergebnisse zum Einfluss des a-Faktors auf die Morphologie von S. cerevisiae Y00000
(Referenzstamm) und S. cerevisiae Y01268 (AFAR1-Mutante). Jeweils vier exemplarische Aufnahmen pro
Bedingung. Die Zellen wurden jeweils in SC-Medium im BioLector Setup bei 30 °C in Anwesenheit von 10 uM a-
Faktor (zu Beginn zugegeben).

Erganzend dazu wurden Kultivierungsexperimente durchgefiihrt, um den literatur-
bekannten Einfluss des a-Faktors auf das Zellwachstum ndher zu charakterisieren. Dazu
wurde die Entwicklung der Zelldichte von Referenzstamm und AFAR1 Mutante wahrend
einer Standardkultivierung in BioLector Setup (SC-Medium, 30 °C) unter Ausschluss und in
Gegenwart des a-Faktors (10 uM) aufgezeichnet. Die Daten sind in Abbildung 73 dargestellt
und verdeutlichen, dass das Wachstum des Referenzstammes in Anwesenheit des a-Faktors
deutlich gehemmt wurde und erst mit ca. 15 h Verzégerung einsetzte. Das Wachstum der
AFAR1I-Mutante zeigte bei Zugabe des a-Faktors nur eine geringe Verlangerung der lag-
Phase (Anlaufphase) von ca. 3 h. Ohne Zusatz des a-Faktors verhielten sich beide Stamme

dagegen bis zum Erreichen der ersten Plateauphase nahezu identisch.
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Abbildung 73: Einfluss des a-Faktors auf das Wachstum von S. cerevisiae Y00000 (Referenzstamm) und S.
cerevisiae Y01268 (AFAR1-Mutante). Standard Kultivierungsbedingungen: SC-Medium, BioLector Setup, 30 °C.

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass der Einsatz der S.
cerevisiae-AFAR1 Mutante die stoérenden Einflisse des a-Faktors auf Zellwachstum und
Morphologie deutlich reduzieren konnte. Somit wadre eine lichtregulierten Genexpression
auf Basis einer S. cerevisiae AFARI-Mutante mittels eines caged-o-Faktors als weitere
Effektorklasse generell moglich. Zur Umsetzung eines solches Expressionssystems miisste
zunachst eine geeignete Expressionskassette generiert werden, die eine a-Faktors-
spezifische Induktion eines Reportergens (beispielsweise YFP) ermdglicht. Dabei kdnnte auf

71,193

bereits publizierte Arbeiten zur Charakterisierung des FUSI-Promotors und zur

Erstellung von a-Faktors-induzierbaren Expressionssystemen auf Grundlage des FUSI-

Promotors?%62%°

zuriickgegriffen werden. Die Weiterentwicklung einer lichtvermittelten
Genregulation auf Basis des FUSI-Promotors mittels eines caged-a-Faktors scheint damit

moglich.
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5 Material und Methoden

5.1 Verwendete Materialien

5.1.1 Gerate und Software

Im Laufe dieser Arbeit wurden, falls nicht anders angegeben, die in Tabelle 10 und

Tabelle 11 aufgefiihrten Gerate und Software verwendet.

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Gerdte.

Name

Fima

Eppendorf Research, Pipette 0,1-2,5 uL
Eppendorf Research, Pipette 1-10 uL
Eppendorf Research, Pipette 10-100 pL
HLC MKR23 Schuttelblock

Nano Drop 2000c

Shimadzu UV-1800, Spektrophotometer
(CPS-240A)

VWR Doppio, Gradienten-PCR-Cycler

Invitrogen Novex MiniCell, Gelektrophoresesystem

flr Invitrogen precast SDS-PAGE-gels
BioLector

UVIKON 922 Spektrophotometer
Microplate Reader Infinite M1000 PRO
VL-315.BL Lampe

MixMate Schuttler

Lumos 43 Belichtungsapperatur

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Ditabis AG, Bovenden

Thermo Scientific Corp., MA, USA

Shimadzu Europa GmbH, Duisburg

VWR International GmbH,
Darmstadt

Invitrogen GmbH, Darmstadt

m2p-labs GmbH, Baesweiler
Kontron AG, Augsburg

Tecan

Vilber Lourmat Deutschland GmBH
Eppendorf AG

Atlas-Photonics SARL
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Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Software.

Name Firma Anwendung

ChemDraw 14,0 PerkinElmer Erstellung von Abbildungen mit chemischen
Strukturen

CloneManager 9,0 Sci-Ed Simulation von Clonierungsstrategien,

Excel 2013 Microsoft Bearbeitung von Datensatzten

Inkscape 0,48 Inkscape Community Bearbeitung von Grafiken

MestReNova Mestrelab research Analyse von NMR-Spektren

OriginPro 8,6G OriginLab Auswertung von Datensazten, Erstellung

von lineare und nicht-lineare Funktionen
Erstellung von Abbildungen mit Graphen,
Funktionen und Interpolationen

Word 2013 Microsoft Erstellung und Bearbeitung von
Textdokumenten
Zotero Center for History and New Erstellung von Zitationen in
Media, George Mason Textdokumenten
University

5.1.2 Chemikalien, Enzyme und Losungen

Chemikalien wurden — soweit unten nicht anders angegeben — von folgenden Firmen
bezogen und verwendet: Carl Roth GmbH + Co KG. (Karlsruhe), Sigma Aldrich (Minchen),
Fermentas GmbH (St. Leon-Rot), Cambridge Isotope Laboratories (Saarbriicken). Pfu-
Polymerase, T4-Ligase, Restrinktionsendonukleasen, dNTPs wurden bei Fermentas GmbH
(St. Leon-Rot) und Phusion-Polymerase bei Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
bezogen.

6-Nitropiperonyl B-D-galactopyranosid (NPip-Gal bzw. caged-Gal, 26) wurde von Dr.
Claus Bier im Rahmen einer Kooperation [BMBF, FKZ: 031A167A, Neue Optosensoren und
Photoregulatoren zur Licht-vermittelten Steuerung und Analyse molekularer Systeme

(OptoSys)] hergestellt*™

und fir die Versuche zur Verfligung gestellt.

Alle Nahr- und Testmedien wurden fiir 20 min bei 121 °C und 200 kPa autoklaviert.
Hitzelabile Komponenten wie Antibiotika, Hefe-Stickstoff Basismedium und Aminosauren
wurden sterilfiltriert (Millipore-Membranfilter: 0,22 um Porendurchmesser) und dem

autoklavierten Medium bei einer Temperatur unterhalb von 60 °C nachtraglich zugesetzt.
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Tabelle 12: Verwendete Puffer und Lésungen

Medium Bestandteile pH-Wert Referenz
LB-Medium 10 g/L Trypton, 10 g/L NaCl, 5 g/L Hefeextrakt, pH =7, mit NaOH

Beim Festmedium wurden zusatzlich 15 g/L eingestellt

Agar zugegeben.
YPD 20 g/L Pepton, 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L

SC-Medium (synthetic
complete medium)

TFB1 (transformation
buffer 1)

TFB2 (transformation
buffer 2)

50x TBE

Transformationsmix
(T-Mix)

5x DNA-Probenpuffer

50x TAE Puffer

Glukose (Die Glukose wurde separat
autoklaviert und anschliefend hinzugegeben.)
Bei Festmedium wurden zusatzlich 20 g/L Agar
zugegeben.

7 g/L Hefe-Stickstoff Basismedium, 20 g/L
Glukose, Supplemente (s. Tabelle 19) Beim
Festmedium wurden zuséatzlich 20 g/L Agar
zugegeben. Bei der Kultivieung der Stamme
S.c.-pGAL1-YFP und S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP
wurden 16 g/L Glycerin und 4 g/L Laktat als
alternative Kohlenstoffquelle anstelle von
Glukose zugegeben.

30 mM KAc, 50 mM MnCl,, 100 mM PbCl,
10 mM CaCl,, 15 %(v/v) Glycerin anschlieRend
sterilfiltriert

10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CacCl,, 15 %
(v/v) Glycerin, autoklaviert, Glycerin separat
autoklaviert

2 M TRIS, 0,9 M Eisessig; 0,05 M EDTA

33,3 % (w/Vv) Polyethylenglycol (PEG) 3500,

0,1 M Lithiumacetat, 277 ng/ mL zu
transformierende Plasmid-DNA, 227 mg/ mL
einzelstrangige Lachs-Sperma-DNA [wurde kurz
vor Zusammensetzung des T-Mixes denaturiert
(5 min 99 °C)]

100 mM EDTA, 43 % (v/v) Glycerin; 0,05 % (w/V)
Bromphenolblau

2 M TRIS; 0,9 M Eisessig; 0,05 M EDTA

Vor der Verwendung wurde diese Stammldsung
gef. mit demineralisiertem Wasser auf 1x TAE
verdiinnt.

pH 5,6, mit KOH
oder NaOH
eingestellt

210

210

pH 8

211

pH 8
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5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Isolation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte durch die Verwendung des innuPREP
Plasmid Mini Kit™ der Firma Analytik Jena (Jena) nach Herstellerangaben. Zur Isolation aus S.
cerevisiae wurde das Zymoprep™ Yeast Plasmid Miniprep Il Kit der Frima Zymo Research
(Irvine, CA, USA) ebenfalls nach Herstellerangaben angewendet. Die Konzentration von DNA-
Praparationen wurde photometrisch mittels eines Nanodrop der Firma Thermo Fisher

Scientific bestimmt.

5.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCRs zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden nach Saiki et al. durchge-

fihrt. 2?2

Es wurden standardmaRig PCR-Ansdtze mit einem Volumen von 50 plL angesetzt, die
sich wie folgt zusammensetzten: 1 ng Plasmid- oder 10 ng genomische DNA als Matrizen-
DNA, 25 pmol von jedem Oligonukleotid, 0,2 mM dNTPs und 2,5 U Phusion- oder Pfu-
Polymerase im Reaktionspuffer des jeweiligen Herstellers. Die PCR zur Entfernung einer
Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Sacl aus dem Plasmid plE3-YFP war wie folgt
zusammengesetzt: 2,5 U Phusion Polymerase im Reaktionspuffer des Herstellers, jeweils
25 pmol der Oligonukleotide del_Sac/_for und del_Sac/_for, 0,2 mM dNTPs und 0,25 ng/uL
plE3-YFP Plasmid DNA als Matrizen-DNA. Die Programme zu den Amplifikationen sind in

Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Programme der Polymerase-Kettenreaktionen. Die Schritte Denaturierung, Annealing und
Amplifikation wurde in dieser Reihenfolge jeweils 30-fach wiederholt.

30x
| p
Initiale . . et . Finale
. Denaturierung Annealing Amplifikation P

Programm Polymerase  Denaturierung ] / min] ] / min] <l / [min] Amplifikation

o . min min min o .

[°C]/ [min] [°C]/ [min]
pCUP1 Pfu 95/10 95/0,75 63,5/0,75 72 /1,25 72 /10
pFUS1 Phusion 98 /10 98 /0,16 54 /0,5 72 /1 72 /10
Sacl Pfu 95/10 95/0,75 53,5/0,75 72 /4,25 72 /10
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5.2.3 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA sowie der gezielten
Isolierung von DNA-Fragmenten durchgefihrt. DNA-LGsungen wurden vor dem Auftragen
mit DNA-Probenpuffer [0,05 % (w/v) Bromphenolblau, 100 mM EDTA und 40 % (v/v)
Glycerol] versehen. Die elektrophoretische Auftrennung (180 V, 35 min) erfolgte in 1 %igen
(w/v) Agarosegelen®” [1x TAE, 1 % (w/v) Agarose, 0,1 %o (v/v) 10000x Gel Red™ (Biotium Inc.,
Hayward, CA, USA)]. Als Elektrophoresepuffer wurde 1x TAE Puffer verwendet. Zur
Identifizierung der Nukleinsduren wurde ein GroRenstandard [GeneRulerTM Ladder (1 kb
oder 100 bp) von der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) eingesetzt. Die
Geldokumentation wurde auf einem Eagle Eye lI-Videodokumentationssystem der Firma
Stratagene (Heidelberg) durchgefiihrt. Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
erfolgte unter Verwendung des innuPREP Gel Extraction Kit der Firma Analytik Jena (Jena)

nach Angaben des Herstellers.

5.2.4 Invitro Rekombination und Sequenzierung von Nukleinsduren

Die Restriktion von DNA und die Ligation von DNA-Fragmenten wurden nach Sambrook

1" sowie nach den Angaben der Hersteller der jeweiligen Enzyme in den mitgelieferten

eta
Puffern durchgefihrt.

Die klonierten Promotoren wurden zur Kontrolle auf etwaige Mutationen vor der
Transformation der Reporterstimme unter Verwendung der ,M13“ Primer sequenziert

(GATC Biotech AG, Konstanz). Die einzelnen Sequenzierergebnisse sind im Anhang beigefligt.

5.2.5 Verwendete Plasmide und Nukleinsdauren

Tabelle 14: Verwendete rekombinante Plasmide und ihre genetischen Eigenschaften

Plasmid Name Genotyp Referenz

plE3 -YFP AmpR, URA3, 2y, pGAL1-YFP, TCYC1 eigene Masterarbeit™
pPK1_pGAL1-YFP AmpR, URA3, 2u, pGAL1-YFP, TCYC1, ASacl diese Arbeit
pPK1_pCUPI1-YFP AmpR, URA3, 2u, pCUP1-YFP, TCYC1, ASacl diese Arbeit

pPK1 pMET17-YFP AmpR, URA3, 2u, pGAL1-YFP, TCYC1, ASacl diese Arbeit
pPK1_pFUS1-YFP AmpR, URA3, 2u, pFUS1-YFP, TCYC1, ASacl diese Arbeit
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Primer wurden mit Hilfe der ,,Clone Manager” Software entworfen und durch die Firma

VWR International (USA) synthetisiert. Der Promotor pMET17 flankiert von Restriktions-

endonukleasen-Schnittstellen wurde von der Firma GenScript USA Inc. hergestellt.

Tabelle 15: Verwendete Oligonukleotide fiir PCRs und Sequenzierungen. Kleine geschriebene Buchstaben

markieren nicht-komplementére Uberhénge.

Name

Sequenz

Verwendung

del_Sacl_for

del_Sacl_rev

pCUP1_for

pCUP1_rev

pFUS1 for

pFUS1 rev

CTTGTC GAC GGA GaT CGA ATT CGG
CCGAATTCGAtCTCCGTCGACAAG

atatagagctcAGTTAGAAAAAGACATTTTTGCTG
TCAGTCACTGTCAAGA

tatatactagtGATGACTTCTATATGATATTGCAC
TAACAAGAAGATATTATAATGCAATT

atatagagctcTGAACGATGATTCAGTTCGC

tatatactagtTTTGATTTTCAGAAACTTGATGG

Mutation der Sacl Schnittstelle

Mutation der Sac/ Schnittstelle

Amplifikation von pCUP1

Amplifikation von pCUP1

Amplifikation von pFUS1

Amplifikation von pFUS1
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Tabelle 16: Sequenzen der verwendeten Promotoren und des Reporterproteins. Kleine geschriebene Buchstaben
markieren nicht-komplementére Uberhinge.

MET17-Promotor

pMET17 (-577 bis-1 bp upstream Region vor dem Startcodon des MET17 Gens)

214

atatagagctcCTAGTTAGTAGATGATAGTTGATTTTTATTCCAACACTAAGAAATAATTTCGCCATTTCTTGAATGTATTTAAA
GATATTTAATGCTATAATAGACATTTAAATCCAATTCTTCCAACATACAATGGGAGTTTGGCCGAGTGGTTTAAGGCGTCA
GATTTAGGTGGATTTAACCTCTAAAATCTCTGATATCTTCGGATGCAAGGGTTCGAATCCCTTAGCTCTCATTATTTTTTGC

TTTTTCTCTTGAGGTCACATGATCGCAAAATGGCAAATGGCACGTGAAGCTGTCGATATTGGGGAACTGTGGTGGTTGGC
AAATGACTAATTAAGTTAGTCAAGGCGCCATCCTCATGAAAACTGTGTAACATAATAACCGAAGTGTCGAAAAGGTGGCA
CCTTGTCCAATTGAACACGCTCGATGAAAAAAATAAGATATATATAAGGTTAAGTAAAGCGTCTGTTAGAAAGGAAGTTT

TTCCTTTTTCTTGCTCTCTTGTCTTTTCATCTACTATTTCCTTCGTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATAGATACAATTCTAT
TACCCCCATCCATACAactagtatata

CUP1-Promotor

pCUPL (-292 bis -57 bp upstream Region vor dem Startcodon des CUP1 Gens)

157

AGTTAGAAAAAGACATTTTTGCTGTCAGTCACTGTCAAGAGATTCTTTTGCTGGCATTTCTTCTAGAAGCAAAAAGAGCGA
TGCGTCTTTTCCGCTGAACCGTTCCAGCAAAAAAGACTACCAACGCAATATGGATTGTCAGAATCATATAAAAGAGAAGC
AAATAACTCCTTGTCTTGTATCAATTGCATTATAATATCTTCTTGTTAGTGCAATATCATATAGAAGTCATC

GAL1-Promotor

pGALL (-426 bis -5 bp upstream Region vor dem Startcodon des GAL1 Gens)

63,215,216

GACAGCCCTCCGAAGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGC
GCCGCACTGCTCCGAACAATAAAGATTCTACAATACTAGCTTTTATGGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGC
CCCACAAACCTTCAAATGAACGAATCAAATTAACAACCATAGGATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTTATTTCTGGGG
TAATTAATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACGGATATATAAATGCAAAAACTGCATAACCACTTTAACTAATAC
TTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTT
TAACGTCAAGGAGAAAAAACC

Yellow Fluorescent Protein (YFP) Gen

YFP [Weiterentwicklung des Green Fluorescent Proteins (GFP)]

217-219

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCAC
AAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCA
AGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGA
AGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAAC
TACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAG
GAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGA
AGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCA
GAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACC
CCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTA
CAAGTAAG

5.2.6 Sequenzen der Expressionskassetten

Tabelle 17: Sequenzen der Expressionskassetten mit den jeweiligen Promotoren, dem YFP-Gen und der
Terminator Sequenz. Beachte unten stehende Legende.

pGAL1-YFP-tCYC1

TGACAGCCCTCCGAAGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGC
GCCGCACTGCTCCGAACAATAAAGATTCTACAATACTAGCTTTTATGGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCC
CCACAAACCTTCAAATGAACGAATCAAATTAACAACCATAGGATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTTATTTCTGGGGTA
ATTAATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACGGATATATAAATGCAAAAACTGCATAACCACTTTAACTAATACTTT
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CAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAAC
GTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATTCTAGAACTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCAT
CCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGC
AAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGC
CTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAG
GAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGA
ACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAG
CCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACG
GCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTAC
CTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGC
CGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATCCGAATTCGATCTCCGTCGACAAGCTTATCGATACCGTCG
ACCTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGT
TAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTT
CTTTTTTTITCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAA
GGCTTTAATTTGCGGCCGGTACC

pCUP1-YFP-tCYC1

AGTTAGAAAAAGACATTTTTGCTGTCAGTCACTGTCAAGAGATTCTTTTGCTGGCATTTCTTCTAGAAGCAAAAAGAGCGAT
GCGTCTTTTCCGCTGAACCGTTCCAGCAAAAAAGACTACCAACGCAATATGGATTGTCAGAATCATATAAAAGAGAAGCAA
ATAACTCCTTGTCTTGTATCAATTGCATTATAATATCTTCTTGTTAGTGCAATATCATATAGAAGTCATCACTAGTATGGTGA
GCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAG
CGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCC
GTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCAC
GACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACC
CGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGC
AACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCAT
CAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCA
TCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAG
CGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATC
CGAATTCGATCTCCGTCGACAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGC
CCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTITATAGTT
ATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATAC
TGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACC

PMET17-YFP-tCYC1

CTAGTTAGTAGATGATAGTTGATTTTTATTCCAACACTAAGAAATAATTTCGCCATTTCTTGAATGTATTTAAAGATATTTAA
TGCTATAATAGACATTTAAATCCAATTCTTCCAACATACAATGGGAGTTTGGCCGAGTGGTTTAAGGCGTCAGATTTAGGTG
GATTTAACCTCTAAAATCTCTGATATCTTCGGATGCAAGGGTTCGAATCCCTTAGCTCTCATTATTTTTTGCTTTTTCTCTTGA
GGTCACATGATCGCAAAATGGCAAATGGCACGTGAAGCTGTCGATATTGGGGAACTGTGGTGGTTGGCAAATGACTAATT
AAGTTAGTCAAGGCGCCATCCTCATGAAAACTGTGTAACATAATAACCGAAGTGTCGAAAAGGTGGCACCTTGTCCAATTG
AACACGCTCGATGAAAAAAATAAGATATATATAAGGTTAAGTAAAGCGTCTGTTAGAAAGGAAGTTTTTCCTTTTTCTTGCT
CTCTTGTCTTTTCATCTACTATTTCCTTCGTGTAATACAGGGTCGTCAGATACATAGATACAATTCTATTACCCCCATCCATAC
AACTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAAC
GGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCAC
CGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCA
CATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACG
GCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTT
CAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAG
CAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCA
GCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAG
ACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTG
TACAAGTAAGGATCCGAATTCGATCTCCGTCGACAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCA
CGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTAT
TTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTITCTGTACAGACGCGTGTACG
CATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACC

Markierungscode: Promotor, YFP Gen, tCYC1 (Terminatorregion des CYC1 Gens)
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5.2.7 Konstruktion der Reporterstamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide basieren auf dem Plasmid plE3-YFP das im
Rahmen der vorangegangen Masterarbeit erstellt wurde. Zur Umsetzung der geplanten
Klonierungsstrategie fur die Erzeugung der Reporterplasmide wurde zundchst eine
Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease Sac/ aus dem Plasmid entfernt. Dazu wurde
eine PCR mit den Oligonukleotide del_Sacl/_for und del_Sac/_for nach den Angaben in
Kapitel 5.2.2 durchgeflihrt. Das so entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung
pPK1_pGALI1-YFP. Zur Erzeugung der Reporterplasmide pPK1_pCUP1-YFP und pPK1_MET17-
YFP wurde der GALI-Promotor gegen die entsprechenden Promotoren ausgetauscht.

Der Promotor pCUP1 (-57 bis -292 Position des CUP1-Gens)™’ wurde mit Hilfe der
Oligonukleotide pCUP1_for und pCUP1_rev aus der genomischen DNA von S. cerevisiae
Y00000 nach den Angaben in Kapitel 5.2.2 amplifiziert und unter Verwendung der
Restriktionsendonukleasen Spel und Sacl in das Plasmid pPK1_pGALI1-YFP unter Austausch
des GALI-Promotors kloniert. Das so entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung
pPK1_pCUP1-YFP.Der Promotor pMET17 (-577 bis-1 Position des MET17 Gens)™* wurde als
Oligonukleotid von der Firma GenScript USA Inc. synthetisiert und unter Verwendung der
Restriktionsendonukleasen Spel und Hindlll in das Plasmid pPK1_pGALI1-YFP unter Austausch
des GALI-Promotors kloniert. Das so entstandene Plasmid erhielt die Bezeichnung
pPK1_pMET17-YFP.

AnschlieBend wurden Zellen des Stammes S. cerevisiae YO0000 mit dem Plasmid
pPK1_pGALI1-YFP bzw. pPK1_pCUPI1-YFP transformiert, um die Reporterstamme S. c.-pGAL1-
YFP bzw. S. c.-pMET17-YFP zu erzeugen. Zellen des methioninprototrophen Stammes S.
cerevisiage Y10000 wurden mit dem Plasmid pPK1_pMET17-YFP transformiert, um den

Reporterstamm S. c.-pMET17-YFP zu erzeugen.
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5.3 Mikrobiologische Methoden

5.3.1 Verwendete Mikroorganismen

Tabelle 18: Verwendete Mikroorganismen und ihre genetischen Eigenschaften

Stammname

Genotyp

Kommentar

Referenz

Escherichia coli DH5a

Saccharomyces
cerevisiae YO0000

Saccharomyces
cerevisiae Y03157

Saccharomyces
cerevisiae Y01268

Saccharomyces
cerevisiae Y10000

S.c.-pGAL1-YFP

S.c.-AGAL1-pGAL1-YFP

S.c.-pCUP1-YFP

S.c.-pFUS1-YFP

S.c.-AFAR1- pFUS1-YFP

S.c.-pMET17-YFP

F endA1 ginV44 thi-1 recAl

relA1 gyrA96 deoR nupG

®80dlacZAM15 AflacZYA-
argF)U169, hsdR17(ry my’), A—

MATa; his34; leu2A; metl15A;

ura3A

BY4741; Mata; his3D1;

leu2D0; met15D0; ura3DO;
YBRO20w::kanMX4 (Agall)

BY4741; MAT a; his3A1;

leu2A0; met15A0; ura3A0;
YJL157c::kanMX4 (AFAR1)

BY4742, MATa ; his34 1; leu2A

0; lys2A 0; ura34 0

S. cerevisiae YO0000
transformiert mit
pPK1_pGAL1-YFP

S. cerevisiae Y03157
transformiert mit
pPK1_pGAL1-YFP

S. cerevisiae YO0000
transformiert mit
pPK1_pCUP1-YFP

S. cerevisiae YO0000
transformiert mit
pPK1_pFUSI-YFP

S. cerevisiae Y01268
transformiert mit
pPK1_pFUS1-YFP

S. cerevisiae Y10000
transformiert mit
pPK1_pMET17-YFP

Standard-
Klonierungsstamm

Rezipientenstamm

Galaktokinasegen GAL1
deletiert

a-Faktor Rezeptorgen
FAR1 deletiert

Rezipientenstamm fiir
das pMET17-
Expressionssystem
(methioninprototroph)

Meselson und
220
Yuan

221
Brachmann et al.

Euroscarf,

SRD - Scientific
Research and
Development GmbH

Euroscarf,

SRD - Scientific
Research and
Development GmbH

Euroscarf,

SRD - Scientific
Research and
Development GmbH

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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5.3.2 Kultivierung von Mikroorganismen

E. coli DH5a Stamme wurden standardgemadR bei 37 °C in LB-Medium oder auf
LB-Agarplatten inkubiert. Stamme mit plasmidkodierten Resistenzmarkern wurden unter
Zugabe der entsprechenden Antibiotika (Tabelle 19) kultiviert.

Stamme von Saccharomyces cerevisiae wurden bei 30 °C in YPD-Medium (Tabelle 12)
bzw. auf YPD-Agarplatten inkubiert. Stamme mit plasmidkodierten Auxotrophiemarkern
wurden auf entsprechenden selektiven synthetischen Vollmedien (SC-Midum, Tabelle 12)
unter Zugabe der entsprechenden essentiellen N&hrstoffe kultiviert (Tabelle 19).
Ubernachtkulturen (UK) wurden fiir mindestens 16 Stunden inkubiert. Kulturen bis zu einem
Volumen von 5 mL wurden im Reagenzglas auf einem Brutroller inkubiert, gréRere Kulturen
im Erlenmeyerkolben (Kulturvolumen: max. 1/10 des GefiaRvolumens) auf einem

Rundschuttler bei 150 UpM.

Tabelle 19: Auflistung der zur Kultivierung genutzten Antibiotika und Supplemente sowie deren Konzentrationen
und Lésungsmittel

Antibiotikum / Supplement Endkonzentration [pug/mL] Losungsmittel

Ampicillin 100 demineralisiertes Wasser
L-Histidin 20 demineralisiertes Wasser
L-Leucin 60 demineralisiertes Wasser
L-Tryptophan 40 demineralisiertes Wasser
L-Methionin 20 demineralisiertes Wasser
a-Faktor 16,8 (= 10 uM) demineralisiertes Wasser

5.3.3 Mikrofluidische Kultivierung

Experimente zur mikrofluidischen Kultivierungen wurden in enger Zusammenarbeit von
Dr. Christopher Probst im Institut fir Bio- und Geowissenschaften, IBG-1: Biotechnologie
(Forschungszentrum Jilich) durchgefiihrt. Die Kultivierungen wurden in Standard SC-
Medium bei 30°C vorgenommen. Dabei konnte mittels mikrofluidischer Ventile schnell und
ohne nennenswertes Totvolumen zwischen Medium mit und ohne Methionin gewechselt
werden. Genauere Angaben zu den Apparaturen und Herstellungsverfahren der microfluidic
chips kénnen den Publikationen von Griinberger et al. und Kusen et al. enthommen

werden,73%22
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5.3.4 Kultivierung und Belichtung im BioLector Setup

Die Vorkultur wurde in Reagenzglasern mit 5 mL Kulturbriihe bei 30 °C und 600 UpM
Uber 16-18 Stunden in SC-Medium inkubiert. Die Inokulation erfolgte mit einer
Einzelkolonie eines Verdiinnungsausstriches auf einer Agarplatte.

Kultivierungen fur Vorversuche zu den Reporterstimmen wurden in einem Biolector der
Firma m2p-labs durchgefiihrt. Ziel dabei war es, in einem proof-of-concept zunachst die
generelle Machbarkeit der lichtregulierten Genexpression zu Uberprifen. Zusatzlich wurden
sowohl die Toxizitats- als auch die Stabilitdtsuntersuchungen in diesem Setup durchgefihrt.
Dabei wurden 48-Well-Mikrotiterplatten mit Schikanen (sogenannte Flowerplate, m2p-labs)
verwendet und mit einem Kulturvolumen von 800 uL SC-Medium pro Well befillt. Die
Inokulation erfolgte mit einer ODggy von 0,2. Das Biolector Setup ermoglichte die
nichtinvasive Echtzeitmessung von Zelldichte und YFP-Fluoreszenz. Zu Beginn der
exponentiellen Wachstumsphase (d.h. nach ca. 5-6 h Inkubation) wurden die Kulturen
durch manuelle Effektor-Zugabe oder durch Bestrahlung induziert. Letzteres erfolgte durch
Belichtung mit einer Quecksilberdampf-Handlampe [VL-315.BL lamp, Vilber Lourmat
Deutschland GmbH, ausgestattet mit drei Schwarzlichtréhren (15 W, 365nm)], welche 3 cm
Uber der Flowerplate installiert wurde. Dies fiihrte zu einem Lichteintrag von Fo=3 mW/cm?
bei Amax =365 nm.

Die Standardkultivierungen der S. cerevisiae Reporterstdmme zur lichtregulierten Gen-
expression wurden durch Dr. Georg Wandrey am Institut der AVT—Bioverfahrenstechnik der
RWTH Aachen durchgefihrt. Hierfir wurde ein eigens konstruiertes Screening-System
verwendet, welches auf dem Prinzip des kommerziell erhaltlichen BiolLectors basiert. Die
Kultivierung erfolgte dabei ebenfalls in 48-Well-Flowerplates mit einer parallelen
Echtzeitmessung der Zelldichte und YFP-Fluoreszenz. Zusatzlich wurde ein Aufsatz fir die
Flowerplates Mikrotiterplatten konstruiert, um eine nicht-invasive Bestrahlung der
Kultivierungen zu ermoglichen. Der Aufsatz bestand aus 48 autonom regelbaren LEDs,
welche gegenseitig abgeschirmt waren, sodass jedes Well durch eine einzelne LED bestrahlt
wurde. Somit konnte die Belichtung in jedem Well individuell gesteuert werden. Der
Lichteintrag betrug dabei Fo= 53mW/cm? (Amax = 368 nm). Die Kultivierungsbedingungen
entsprachen denen der Vorversuche wobei die Unterschiede bei Lichteintrag und
Wellenldnge zu beachten sind (s.0.). Genaue Details zu Aufbau und Funktionsweise des

eigens konstruierten Screening-Systems sind in der Literatur beschrieben. %3173
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5.3.5 Lagerung von Mikroorganismen

Zur dauerhaften Lagerung von Mikroorganismen wurden 840 pL Ubernachtkultur mit
360 pL Glycerin [50 % (v/v)] vermischt [Endkonzentration: 15 % (v/v) Glycerin], in fllissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

5.3.6 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen

Escherichia coli

210 Fine

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte (modifiziert) nach C. Muilhardt.
Flussigkultur (100 mL LB-Medium) wurde aus einer Ubernachtkultur mit einer Zellzahl
entsprechend einer optischen Dichte ODggg von 0,05 inokuliert. Nachdem eine ODggy von
0,5-0,6 (nach ca. 2 h) erreicht wurde, wurde die FllUssigkultur auf zwei sterile sowie
vorgekihlte 50 mL Falcon Tubes (50 mL) aufgeteilt und anschlieBend bei 4 °C mit 3000 x g
10 min lang zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 15 mL eiskalter TFB1-Lésung pro 50 mL Kultur
resuspendiert und 15 min inkubiert. Darauf folgend wurde 10 min lang mit 3000 x g bei 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 4 mL eiskalter TBF2-Lésung
resuspendiert und anschlieBend in Aliquots zu je 150 uL in 1,5 mL MikroreaktionsgefdRe
aufgeteilt. Die Zellen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Die Transformation der kompetenten Zellen mit Plasmid-DNA wurde mit Hilfe der heat

223 Dabei wurden die jeweiligen Zellen (150 pL,

shock Methode nach Hanahan durchgefiihrt.
108 Zellen/mL) mit 3-8 uL Plasmidlésung (200 - 500 ng) versetzt und 30 min bei 0°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen einem Hitzeschock (42 °C, 90 s) ausgesetzt und
darauf mit 600 uL LB-Medium versetzt. Im nachsten Schritt wurde eine zweistiindige
Inkubation (37 °C, ohne Schitteln) durchgefiihrt und die Zellen anschlielend auf

entsprechend mit Antibiotika versetzten Selektiv-Agarplatten ausplattiert.

Saccharomyces cerevisiae

Eine Flussigkultur (100 mL YPD-Medium) wurde aus einer Ubernachtkultur mit einer
Zellzahl entsprechend einer ODggg von 0,5 inokuliert. Nachdem die Kultur eine ODggo von 2
erreicht (ca. 5 h) hatte wurde diese in zwei sterile Einweg-Zentrifugenréhrchen tberfiihrt

und zweimal mit 25 mL sterilem Wasser gewaschen (Zentrifugation jeweils 3000 x g, 5 min).
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AnschlieBend wurde das Pellet in 1 mL sterilem Wasser resuspendiert und in ein 1,5 mL
Mikroreaktionsgefald tiberfiihrt und erneut zentrifugiert (3000 x g, 5 min). Das Pellet wurde
in 1 mL sterilem Wasser resuspendiert, in 1,5 mL MikroreaktionsgefaB zu je 100 pL
aliquotiert und erneut sedimentiert (11000 x g, 1 min). Der Uberstand wurde verworfen.
Diese Zellen wurden zur sofortigen Transformation verwendet. Dazu wurde ein
Zellaliguot mit 360 pL des T-Mixes (s. Tabelle 12, Kapitel 5.1.2,) resuspendiert und 40 min bei
42 °C inkubiert. Der T-Mix wurde dazu kurz vor der Verwendung frisch hergestellt.
AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
1 mL Wasser resuspendiert. Bis zu 100 pL dieser Zellsuspension wurde zur Inkubation bei
30°C auf Selektiv-Agarplatten (s. Kapitel 5.3.2) aufgetragen (nach High-Efficiency

Transformation Protocol, Woods und Gietz).”*!
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5.4 Spektroskopische Methoden

5.4.1 Absorptionsmessungen

Absorptionsmessungen zur Bestimmung der optischen Dichte oder der Nuklein-
saurekonzentration wurden mit einem NanoDrop 2000 durchgefiihrt. Absorptionsspektren
von Verbindungen wurden mit einem Photometer UV1800 oder einem UVIKON 922
Spektrophotometer vermessen. Das Absorptionsspektrum von NVOC-Met (0,1 mg/mL)
wurde in gepuffertem Wasser (50 mM Tris-HCl, pH 7,4) gemessen. Das Absorptionsspektrum
von DMNP-EDTA (80 uM) und den DMNP-EDTA Metallkomplexen (80 uM DMNP-EDTA,
100 uM CaCl,, MgCl, oder CuCl,) wurden nach den entsprechenden Belichtungszeiten in
gepuffertem Wasser (10 mM MOPS, pH 7) aufgenommen. Zur Darstellung der vollstandigen
Photolyse wurden die photolabilen Verbindungen so lange bestrahlt, bis keine Anderung der

Spektren mehr festzustellen war.

Molare Extinktionskoeffizienten

Zur Bestimmung der molaren Extinktionskoeffizienten wurden unterschiedliche DMNP-
EDTA-Komplex-Konzentrationen (20 — 140 uM) in gepuffertem Wasser (10 mM MOPS, pH 7)
gelost und die jeweilige Absorption bei einer Wellenlange von 375nm vermessen.
AnschlieBend wurden die Konzentrationen gegen die Absorption aufgetragen und der
molare Extinktionskoeffizienten fir die entsprechende Wellenldnge konnte anhand der

Steigung der linearen Graphen abgelesen werden.

5.4.2 Fluoreszenzmessungen

Das Fluoreszenzspektrum von DEACM-EDTA wurde mit Hilfe des Microplate Reader
Infinite M1000 PRO aufgezeichnet. Dazu wurden 0,2 mg/mL DEACM-EDTA in gepuffertem
Wasser gelost (10 mM MOPS Puffer, pH 7). Das Emissionsspektrum wurde bei einer
Exzitationswellenlange von 515 nm aufgezeichnet. Das Exzitationsspektrum wurde bei einer

Emissionswellenlange von 527 nm vermessen.
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5.5 Photolyse von caged compounds

Photolyse von NPip-Galaktose

Zur Charakterisierung der Photolyse wurden 5 mM NPip-Galaktose (NPip-Gal) geldst in
SC-Medium mit und ohne Zusatz von S. cerevisiae Zellen (ODggg = 4) flir unterschiedlich lange
Zeit bestrahlt und die Konzentration mit Hilfe einer RP-HPLC bestimmt. Das Belichtungssetup
bestand aus einer VIL-315.BL Lampe, ausgestattet mit drei 15 W (365 nm) Schwarzlicht-
Quecksilberdampf-Réhren. Die Rohren waren 3 cm Uber einer Flowerplate (m2p-labs GmbH)
platziert, welche durch einen MixMate Schittler kontinuierlich durchmischt wurde
(1000 UpM). Somit wurde an der Oberflaiche der Wells eine Bestrahlungsintensitat Fo von
3 mW/cm2 (Amax=365 nm) erreicht. Alternativ wurde 1 mL der NPip-Gal-Lésung in einer
Quarzkiivette mit einem Rihrfisch im Lumos 43 (Amax=375nm, Fo= 11 mW/cmZ) unter
starkem Rihren bestrahlt. Die RP-HPLC-Analytik zur Bestimmung der NPip-Gal-Konzentration
wurde mit einer Hyperclone 5 u ODS C18 Saule (125 x4 mm, Phenomnex Inc.) und einem
Laufmittel aus 85 % (v/v) Wasser und 15 % (v/v) Methanol (Flussrate 1 mL/min, 25 °C)

durchgefihrt.

Photolyse von DMNP-EDTA ohne lon und in Komplex mit Cu** und Ca*

Zur Charakterisierung der Photolyse wurden 80 uM DMNP-EDTA und ggf. 100 uM CucCl,
bzw. 100 uM CaCl, in gepuffertem Wasser (10 mM MOPS, pH 7) geldst und unter starker
Durchmischung in einer Quarzkiivette fiir unterschiedlich lange Zeit mit Hilfe des Lumos 43
bei unterschiedlichen Wellenlangen und Bestrahlungsintensitdten belichtet (Ay.x=300 nm,
Fo=  1mW/cm® Ammx=375nm, Fo= 11 mW/cm? Amax=430nm, Fo=30 mW/cmz).
AnschlieBend wurden Absorptionsspektren aufgenommen (UV1800 Photometer) und die
Photolyse des DMNP-EDTA ohne lon und in Komplex mit Cu** und Ca®* anhand der Anderung
bei 370 nm verfolgt. Dazu wurde der Absorptionswert vor Belichtung (Absgqq+) der
Startkonzentration (csart) gleichgesetzt und der Absorptionswert nach der vollstandigen
Photolyse (Absgyg) auf eine Konzentration von null gesetzt. (Eine vollstandige Photolyse
wurde definiert als die Belichtungszeit bei der eine weitere Belichtung keine Veranderung
des Spektrums mehr bewirkte). Die Werte dazwischen(c,) wurden linear Anhand der

Absorption (Abs,) umgerechnet:
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_ Cstart * (Absx B AbSEnd)
Cy =

AbSStart

mit ¢ = Konzentration, Abs = Absorption.

Photolyse von DEACM-EDTA

Zur Charakterisierung der Photolyse von DEACM-EDTA wurden 100 uM DEACM-EDTA in
gepuffertem Wasser (10 mM MOPS, pH 7) gel6st und unter starker Durchmischung in einer
Quarzkivette fiir unterschiedlich lange Zeit mit Hilfe des Lumos 43 belichtet. Dabei wurden
unterschiedliche Wellenlangen und Bestrahlungsintensititen verwendet: Anax=300nm,
Fo= 1 mW/cm? Amax=375nm, Fo=11mW/cm? und Amax=430 nm, Fo=30 mW/cm?. Die
Konzentrationsabnahme des DEACM-EDTA wurde sowohl Uber die charakteristische
Absorptionsabnahme bei 367 nm, als auch (iber die Zunahme der Fluoreszenzintensitat des

DEACM (Exzitation: 376 nm, Emission: 494 nm) ermittelt.

Photolyse von NVOC-Met

Zur Charakterisierung der Photolyse wurden 1,75 mM NVOC-Met gel6st in gepuffertem
Wasser (50 mM Tris-HCIl, pH 7,4) fir unterschiedlich lange Zeit bestrahlt und die
Konzentration mit Hilfe von RP-HPLC bestimmt. Das Belichtungssetup war analog zu dem
Verfahren zur Photolysebestimmung von NPip-Galaktose aufgebaut. Die RP-HPLC-Analytik
zur Bestimmung der NVOC-Met-Konzentration wurde mit einer Hyperclone 5 u ODS C18
Saule (125 x4 mm, Phenomnex Inc.) und einem Laufmittel aus 30 % (v/v) Acetonitril und

0,1 % (v/v) Essigsaure in Wasser (Flussrate 0,5 mL/min, 25 °C) durchgefiihrt.
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5.5.1 Bestimmung der Photolyse-Quantenausbeuten

Die Photolyse-Quantenausbeuten wurden mit Hilfe der actinometischen Methode

224

bestimmt, dessen Konzept bereits in den 1920er Jahren entwickelt®" und seit dem vielfach

ausgearbeitet wu rde 2?7228

Bestimmung der Lichtintensitat

Zur Bestimmung der Photolyse-Quantenausbeute von DMNP-EDTA wurde zundchst die
Lichtintensitat I, in der Bestrahlungsapparatur bestimmt. Dazu wurde folgendes
angenommen: Die Quantenausbeute der Photolyse wurde definiert als Anzahl der

photolytisch gespaltenen Molekiile dividiert durch die Anzahl absorbierter Photonen.

_ Anzahl der photolytisch gespaltenen Molekiile

Anzahl absorbierter Photonen

oder

dK
__dt
Iy * f (1)

WobeiZ—I:(Konzentrationsunterschied pro Zeitunterschied) die Rate der Photolyse, I, die

einfallende Lichtintensitdt und f der Anteil des absorbierten Lichtes ist. Folglich kann die

Lichtintensitat wie folgt berechnet werden:

dk 1 1

IOz_E*E*]_C (2)

Der Anteil des absorbierten Lichtes f ist gegeben durch I, und die Lichtintensitdt nach

Durchstrahlen der Probe I:

h=1_, I
Iy Iy (3)

Das Verhiltnis des Intensitdat des einfallenden Lichtes zu der Intensitdt des Lichtes nach
Durchstrahlen der Probe ist gegeben durch das Lambert-Beersche Gesetz mit a als
Absorption:
1
a = log (—) (4)
Iy
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()= 107
I,/

Somit ergibt die Kombination von (2), (3) und (4) folgende Gleichung:

dKk 1 1
0:——*—*

dt & 1-10¢% (5)

Mittels dieser Gleichung (5) kann die einfallende Lichtintensitat I, berechnet werden. Die

dazu bendtigte Quantenausbeute fir DMNP-EDTA-Ca?* (= 0,18) wurde der Literatur
entnommen.”® Die Absorption a (= 0,17) und die anfangliche Steigungi—fdes DMNP-EDTA-

Ca”* Photolyse-Verlaufs (= -1,8) wurden dem Photolyse-Experiment (s. Abbildung 20, Kapitel
2.2.3) entnommen. Die Photolyse wurde dazu mittels Absorptionsmessung verfolgt und die
Abnahme bei 370 nm durch die exponentielle Funktion (6) interpoliert ( Werte s. Tabelle 20,
Zeile 1,2 und 3).

f(x)=a+bxe“* (6)
Die anfangliche Steigung wurde durch die erste Ableitung dieser Funktion zum Zeitpunkt Null

(f'(x0)) berechnet:

f'(x) =cxbxe
f'(0) =c*bxe°
f'(0)=c*bx*1
f'(0)=cxb

Bestimmung des Lichtflusses

Durch die Ermittlung der einfallenden Lichtintensitat I, konnte nun der Lichtfluss F, der
verwendeten Lichtquelle durch Einsetzt der Funktion (5) in die Funktion (7) wie folgt

berechnet werden:

IoNyELV
Fy=—2A20
0 1 (7)
dK 1 1 NE,V
0= ———*—% — *
dt & 1-10"¢« A
Fy= 110 J =11 w
o~ s*xm2  cm?
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wobei V das Volumen und A die Flache sind, welche beleuchtet wurden. N, ist die Avogadro
Konstante und E; die Energie eines Photons der Wellenlange A mit h als Plank’schem

Wirkungsquantum und c als Lichtgeschwindigkeit.

h=*c 19
EA = E375nm = m = 5,30 * 10 ]

Berechnung Photolyse-Quantenausbeuten

Die Photolyse-Quantenausbeuten von DMNP-EDTA ohne lon und im Komplex mit Cu®*

wurden berechnet durch Umstellung der Gleichung (7):

dk 1 1 N,EV
*

= — — % — %

dt F, 1-10"% A (8)

Dabei wurden die WerteZ—I:(Photonserate) und a (Absorption) fur den DMNP-EDTA-Cu®*-
Komplex und das DMNP-EDTA ohne lon separat in Photolyse-Experimenten bestimmt. Die

Durchfiihrung war dabei analog zum Photolyse-Experiment von DMNP-EDTA-Ca* (siehe

oben , Bestimmung der Lichtintensitat I,“).

5.5.2 Bestimmung der Zeit fiir die halbomaximale photolytische Spaltung

Die Zeit flir die halbmaximale photolytische Spaltung gibt wiedergeben, nach welcher
Belichtungsdauer die photolytische Spaltung zur Halfte abgeschlossen war. Wie bereits
erwahnt (siehe Kapitel 5.5.1) wurde der Ablauf der Photolyse anhand der
Absorptionsabnahme bei 370 nm beobachten. AnschlieBend wurde die
Absorptionsabnahme durch eine exponentielle Funktion interpoliert. Dadurch konnte die
Halbwertszeit dieser Funktionen, welche die Zeit fir die halbmaximale photolytische

Spaltung wiedergibt, wie folgt ermittelt werden:

fx)=a+bxe* 9)

Die anfangliche Konzentration an DMNP-EDTA bzw. DMNP-EDTA-Cu2+f(O) betrug 80 uM,
weshalb die Halbwertszeitf(xtl/z) definiert wurde als der Zeitpunkt, an dem die

Konzentration auf 40 uM gesunken war:

f(xtl/z) =a+bx*e /2 =40
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40 —a = b *x e“*1/2

(40b—_a) = e%*1/2

b

<(40—a)>
In| ———— ) =cx*xq,

in(452

1
¥ —_— =
c x1/2

Tabelle 20: Werte zur Berechnung der Photolyse-Quantenausbeuten und der Zeiten fiir die halbmaximale
photolytische Spaltung (t1/2) von DMINP-EDTA ohne lon und in Komplex mit Cu2+ und Ca2+. Die Werte fiir a, b
und ¢ wurde durch Intepolation der Photolyseverldufe (Kapitel 5.5.1 und Abbildung 20, Kapitel 2.2.3)

entnommen.
Nr. Parameter Einheit ohne lon ca® cu*
l
1 a \mo 5,106 7,838 -6,9
L*s
uwmol
2 b 76,303 72,106 87,442
L+*s
3 c - -0,031 -0,025 0,0012
dK l
4 o Hmo 2,37 -1,80 -0,10
dt Lx*s
5 v L 0,001 0,001 0,001
6 A m? 0,00009 0,00009 0,00009
7 N, mol™1 6,022*10” 6,022*10” 6,022*10”
8 E, J 5,30 5,30 5,30
9 a - 0,185 0,170 0,190
10 Fo J 110 110 110
S * m?
11 @ - 0,22 0,18 (Lit.)"® 0,01
12 t1/2 s 25 32 519
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5.6 Synthesen der caged compounds

5.6.1 Erste Strategie zur Synthese von 3Gcage (41)

Die Synthese wurde zundchst nach einer adaptierten Vorschrift von Ciesienski et al.
165

durchgefihrt.”™ Das erste Produkt 50 dieser Synthese konnte jedoch nicht isoliert werden.
NO,
N_Q OH 47 NO,
Os_OH NMM (1 Aq.) N:N NH, O OH
PyBOP (1 Aq.) 00 (1 Aq. in 5 mL heiRem DMF)
Z>N | YT | e » O~_NH O
~ | 0°C-RT,18h DMF,RT, 18 h
NS I ~ |
45 - 46 = 48 -
PYBOP NMM (1 /}q. in 2mLCH,Cl,)
(Benzotriazol-1-yloxy)- (_) PyBOP (1 Aq. in 2°mL CH,Cl,)
tripyrrolidino- PFe" “n 0°C-RT,18h
. + | .
phosphonium /O—I?—NO Y
hexafluoro- N N
N\ — —
phosphat @[N,,N NO, NaBH, (10 Aq.) NO,
0°C, 30 min o.
Os_NH OH RT, 10 min Os_NH O 'sr
NMM o e SRR ~N
N-Methylmorpholin E j 2NN 2NN
N
| N ! N !
50 B 49 -

Zunachst wurden &dquimolare Mengen Picolinsdure (45) (0,4 mmol, 50 mg) und
N-Methylmorpholin (NMM, 0,044 mL, 0,4 mmol) zusammen mit Dichlormethan (2 mL) in
einen Rundkolben gegeben. Dieses Gemisch wurde in einem Eisbad gekihlt und
anschlieRend unter starkem Rihren langsam mit Benzotriazol-1-yl-
oxytripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat (PyBOP, 210 mg, 0,4 mmol) versetzten.
Nach vollstandiger Zugabe wurde das Gemisch durch Entfernen des Eisbades langsam auf
Raumtemperatur erwirmt und fiir 18 h geriihrt. Daraufhin wurde ein Aquivalent 3-Amino-3-
(2-nitrophenyl)-propansaure (47) (80 mg, 0,4 mmol) geldst in heilem Dimethylformamid
(DMF, 5mL) zugegeben und fir weitere 18 h gerthrt. Als nachstes wurde der
Reaktionsansatz mittels eines Eisbades gekiihlt und erneut dquimolare Mengen NMM
(0,4 mL, 0,4 mmol) und PyBOP (210 mg, 0,40 mmol), beides separat geldst in Dichlormethan

(2 mL), langsam hinzugeflgt. Nach Zugabe wurde das Eisbad entfernt und der
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Reaktionsansatz fiir 18 h gerihrt. Fiir den letzten Schritt wurde erneut eine Kihlung mittels
Eisbades verwendet, wahrend Natriumborhydrid (NaBH,4, 1,51 g, 4,00 mmol) portionsweise
zugegeben wurde. Der Ansatz wurde danach auf Raumtemperatur erwarmt und fir 10 min
weiter gerihrt. AnschlieRend wurde das Gemisch mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung (20 mL) gequencht und mit Dichlormethan extrahiert (dreimal 50 mL). Die
organischen Phasen wurden vereinigt, mit MgS0, getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel
wurde mittels Rotationsverdampfer entfernt und ergab 370 mg eines nicht identifizierbaren

Produktgemisches.

5.6.2 Zweite Strategie zur Synthese von 3Gcage (41)

3-(2-Nitrophenyl)-3-(picolinamido)-propansaure (38)

Unter inerten Bedingungen wurde ein Gemisch aus Picolinsdure (45) (1,00 Aq., 683 mg,
3,3 mmol) und Thionylchlorid (8,00 Aq., 1,89 mL, 26,0 mmol) bei 75 °C unter Reflux 1h
gerthrt. AnschlieBend wurden am Rotationsverdampfer fliichtige Komponenten unter
reduziertem Druck aus dem Gemisch entfernt, was zu einem schwarzen Pulver fiihrte. Das so
hergestellte Picolinsaurechlorid (52) wurde unverziglich im nachsten Schritt eingesetzt. In
einem zweiten parallelen Ansatz wurde unter inerten Bedingungen 3-Amino-3-(2-
nitrophenyl)-propansdure (47) (1,00 Aq. 460 mg, 3,25 mmol) in heiBem DMF (120 °C,
130 mL) geldst und N-Methylmorpholin (2,00 Ag, 0,72 mL, 6,50 mmol) bei stetigen Riihren
zugegeben. Nach 5 min wurde das zuvor hergestellte Picolinsdurechlorid (42) (1,00 Aq.,
460 mg, 3,25 mmol) schrittweise zugegeben und fiir 3 h bei 80 °C geriihrt. Danach wurde das
Losungsmittel unter Zugabe von Toluol als azeotropes Gemisch mittels Rotationsverdampfer
entfernt. Das entstandene zihfliissige braune Ol wurde sidulenchromatographisch gereinigt
(PE/EE, 20:80 + 0,5% TFA) und ergab Verbindung 48 als gelblichen Feststoff in 23 %
Ausbeute (420 mg, 0,75 Aq.). Die spektroskopische Daten stimmen mit der Literatur

iberein.®
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NO,
%OH 47 N02
Ox-CH . 0-~__Cl .
socl, (8 Aq.) (1Aq.) NH, O _ %OH
~N 2 " O~_NH O
9 Reflux, 2 h Z N NMM (2 Aq.)
X DMF, 80°C, 3 h PN
37% |
45 52 48

Rs: 0,32 (PE/EE, 20:80 + 0,5 % TFA);

'H NMR (600 MHz, Methanol-ds) & (ppm)=8,68 (d, J=4,6 Hz, 1 H, Ph/Py), 8,01 (d,
J=7,8Hz, 1H, Ph/Py), 7,99 (d, J = 8,2 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,94 (td, J=7,7, 1,5 Hz, 1 H, Ph/Py),
7,77 (t, J=7,4 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,66 (t, J = 7,6 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,57 (dd, J=7,0, 5,4 Hz, 1 H,
Ph/Py), 7,53 - 7,48 (m, 1 H, Ph/Py), 6,01 (dd, *J52.=8,5, *J326 = 4,5 Hz, 1 H, 3-H), 3,11 (dd,
2Jaa2b = 16,5 Hz, *J553 = 8,5 Hz, 1 H, 2-H,), 3,05 (dd, 2Jap 22 = 16,5 Hz, *Jop 3 = 4,5 Hz, 1 H, 2-Hy).

5.6.3 Dritte Strategie zur Synthese von 3Gcage (41)

3-Amino-3-(2-nitrophenyl)-1-propanol (54)

3-Amino-3-(2-nitrophenyl)-propansiure (47) (1,00 Aq., 5,00g, 23,7 mmol) wurde fiir
10 min in THF (50 mL) suspendiert. AnschlieRend wurde Natriumborhydrid (3,00 Aq.,
560 mg, 74,0 mmol) schrittweise zugegeben und fiir 2 h geriihrt. Der entstandenen braunen
Suspension wurde danach ein Gemisch aus Methansulfonsiure (4,00 Aqg., 6,76 g, 104 mmol)
und THF (125 mL) vorsichtig portionsweise zugegeben und fir 1,5 h weitergerihrt. Die
Reaktion wurde mit viel Wasser gequencht bis eine klare braune Losung entstand und auf
einen pH von 9-10 mit Natriumhydroxid eingestellt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit
Essigsdaureethylester extrahiert. Alle organischen Phasen wurden vereinigt und unter
reduziertem Druck am Rotationsverdampfer eingeengt, wodurch ein gelber Feststoff
zuriickblieb. Dieser wurde in Wasser gegeben (brauner Niederschlag) und der pH auf 2 mit
Hilfe von konzentrierter Salzsdure eingestellt. AnschlieBend wurde der pH-Wert wieder auf
einen Wert von 9 mittels Natriumhydroxid eingestellt und der Ansatz filtriert. Danach wurde
die wassrige Losung dreimal mit Essigsdaureethylester extrahiert, mit Magnesiumsulfat
getrocknet, filtriert und mittels Rotationsverdampfer konzentriert. Dadurch ergab sich ein

dickfliissiges braunes Ol. Die anschieBende sdulenchromatographische Reinigung
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(CH,Cl,/MeOH, 87:13) ergab Verbindung 54 in 84 % Ausbeute (3,92 g, 19,9 mmol) als leicht

gelben Feststoff.

NO, a) NaBH, (3 Aq.),2h NO,
OH b) Methansulfonsdure (4 Aq.), 1.5 h » 3.1
THF, RT 2
NH, O 84% NH, OH
47 54

R¢: 0,18 (CH,Cl,/MeOH, 87:15);

IR (ATR Film): 7 = 3366, 3280, 2940, 2866, 1606, 1576, 1473, 1523, 1443, 1346, 1300,
1190, 1166, 1056, 853, 783, 743 cm™;

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & (ppm)=7,82 (dd, J=38,1, 1,3 Hz, 1 H, Ph), 7,67 (dd,
J=7,9,1,5Hz, 1H, Ph), 7,63 (td, J=7,5, 1,3 Hz, 1 H, Ph), 7,40 (ddd, J= 8,4, 7,2, 1,6 Hz, 1 H,
Ph), 4,59 (dd, >/52.=9,7Hz, *J32,=3,4Hz, 1H, 3-H), 3,88 (ddd, Ji1p=11,1Hz,
J1a2a=8,8Hz, J1525=3,4Hz, 1H, 1-H,), 3,83 (ddd, %1p1a=11,1Hz, *Jip2=5,2 Hz,
Jip2a=4,1Hz, 1H, 1-Hp), 2,02 (dddd, *Jrazo=14,0Hz, >J503=9,7Hz, *)r.1.=8,8 Hz,
Jaab=4,1Hz, 1H, 2-H,), 1,91 (dddd, %Jap2s=14,3Hz, *Jop1b=52Hz, >Jap3=3,4 Hz,
*Jap1a = 3,4 Hz, 1 H, 2-Hy);

3¢ NMR (151 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 148,6 (Ph), 140,5 (Ph), 133,4 (Ph), 128,0
(Ph), 127,5 (Ph), 124,4 (Ph), 62,3 (C-3), 51,3 (C-1), 38,6 (C-2);

HRMS (FTMS + p ESI): m/z berechnet fiir (CoH13N,03)": 197,0921, gefunden: 197,0918.

3-(2-Nitrophenyl)-3-(picolinamido)-1-propanol (50)

Unter inerten Bedingungen wurde ein Gemisch aus Picolinsdure (45) (1,00 Aq., 145 mg,
1,4 mmol) und Thionylchlorid (10,00 Aq., 989 mg, 13,6 mmol) 2h refluxiert und
anschlielend unter reduziertem Druck am Rotationsverdampfer eingeengt. Das entstandene
Picolinsdurechlorid (52) wurde unverziglich weiterverwendet. In einem parallelen Ansatz
wurden unter inerten Bedingungen 3-Amino-3-(2-nitrophenyl)-propansiure (54) (1,00 Aq.,
100 mg, 0,50 mmol) und Triethylamin (2,00 Aq., 142 plL, 1,02 mmol) in trockenem
Dichlormethan (5,00 mL) gelost und im Eisbad gekiihlt. Danach wurde das frisch hergestellte
Picolinsaurechlorid (52) (2,00 Aqg., 144 mg, 1,02 mmol), geldst in trockenem Dichlormethan
(1 mL), langsam zugetropft. AnschlieRend wurde die Reaktion 18 h bei Raumtemperatur

geruhrt. Die entstandene klare braune Losung wurde sdaulenchromatographisch gereinigt

167



Material und Methoden

(PE/EE, 70:30) und ergab Verbindung 50 in 80 % Ausbeute (123 mg, 0,41 mmol) als

gelblichen Feststoff. Die spektroskopische Daten stimmen mit der Literatur tiberein.*®®

NO,
54 NO,
O _OH . 0s_Cl I
socl, (10 Aq.) (1Aq)  NH, OH 2
Ay PN - e Os_NH OH
| Reflux, 2 h g TEA (2 Aq.), CH,Cl,
RT, 18 h, 80 % Z N
|
45 52 >0

Rs: 0,25 (PE/EE, 70:30);

IR (ATR Film): 7 = 3360, 2906, 1590, 1566, 1663, 1516, 1463, 1433, 1353, 1300, 1240,
1063, 856, 820, 783, 743, 703, 696, 676 cm™;

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & (ppm)=9,03 (d, *Jui3=8,2 Hz, 1H, NH), 8,58 (d,
J=4,5Hz, 1 H, Ph/Py), 8,14 (d,J = 7,8 Hz, 1 H ,Ph/Py), 7,94 (d, J = 8,1 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,83 (dt,
J=7,7, 1,7 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,66 (d, J=7,5Hz, 1 H, Ph/Py), 7,60 (t, J=7,5Hz, 1H, Ph/Py),
7,48-7,39 (m, 2 H, Ph/Py), 5,85 (ddd, /522 = 9,6, *J3nn = 8,1, *J3.2 = 4,3 Hz, 1 H,3-H), 3,80 (m,
2 H, 1-H), 2,62 (s, 1 H, OH), 2,28 (ddt, 22525 = 13,9 Hz, *J253 = 9,6 Hz, *J551 = 4,7 Hz, 1 H, 2-H,),
2,14 (ddt, *Jap 22 = 10,1 Hz, *Jap1 = 8,1 Hz, Jap3 = 4,3 Hz, 1 H, 2-Hy);

3C NMR (151 MHz, Chloroform-d) & (ppm)=164,5 [C(O)NH], 149,3 (Ph/Py), 149,0
(Ph/Py), 148,3 (Ph/Py), 137,4 (Ph/Py), 136,8 (Ph/Py), 133,5 (Ph/Py), 129,3 (Ph/Py), 128,4
(Ph/Py), 126,5 (Ph/Py), 125,1 (Ph/Py), 122,5 (Ph/Py), 59,5 (C-1), 48,3 (C-3), 37,6 (C-2);

HRMS (FTMS + p ESI): m/z berechnet fiir (CisHigN3O4)": 302,1135 und fiir
(C15H1sN304Na)*: 324,0960, gefunden: 302,1132 und 324,0951.

N-{1-(2-Nitrophenyl)-3-[(pyridin-2-ylmethyl)amino]propyl}picolinamid (41)
(3gcage)

3-(2-Nitrophenyl)-3-(picolinamido)-1-propanol (50) (1,00 Aq., 1,00 g, 3,32 mmol) wurde
in trockenem Dichlormethan unter leichtem Erwarmen gel6st, anschlieBend mit Dess-
Martin-Periodinan (1,50 Aqg., 2,11 g, 4,98 mmol) versetzt und 1h bei Raumtemperatur
geruhrt, bis die Vollstandigkeit der Reaktion mittels NMR nachvollzogen werden konnte.
AnschlieBend wurde die Reaktion mit Natriumhydrogencarbonat und Dichlormethan basisch

extrahiert, alle organischen Phasen vereinigt und unter reduziertem Druck am
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Rotationsverdampfer eingeengt. Der braune Feststoff wurde Uber eine Kieselgel-Filtersaule
(1 cm Durchmesser, 5 cm Hohe) mit Dichlormethan gespiilt. Der erhaltene 3-(2-Nitrophenyl)-
3-(picolinamido)-1-propanaldehyd (53) wurde unverziiglich im Folgenden eingesetzt. Dazu
wurde Aldehyd 53 (1,00 Aqg., 993 mg, 3,32 mmol) in trockenem THF (30 mL) unter leichtem
Erwdrmen geldst und mit 2-Aminoethylpyridin (51) (2,00 Aq., 684 uL, 6,64 mmol) versetzt.
Nach 15 min Rihren war das Ausfallen eines Feststoffes zu beobachten. AnschlieBend wurde
der Ansatz mit Eisessig (30,00 Ag., 5,698 mL, 99,54 mmol) versetzt, wodurch sich der
Feststoff teilweise wieder |6ste. Danach wurde schrittweise Natriumtriacetoxyborhydrid
(3,50 Aq., 2,46 g, 11,6 mmol) zugegeben und der Ansatz 1 h bei Raumtemperatur geriihrt bis
zur vollstandigen Klarung der Losung. Im Folgenden wurde Natriumbicarbonat-Losung
(135 mL) zugebeben und fir 15 min weiter geriihrt. Der Reaktionsansatz wurde mit
Essigsdureethylester extrahiert, die organischen Phasen vereinigt, mit Wasser gewaschen
und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Filtration und Konzentration mittels
Rotationsverdampfer ergab sich ein dickfliissiges braunes Ol. Die anschlieBende
sdulenchromatographische Reinigung (CH,Cl,/MeOH, 95:5) ergab Verbindung 51 (3Gcage) in
54 % Ausbeute (701 mg, 1,79 mmol) als gelblichen Feststoff.

H,N

_ _ a) ,‘g) 51
NO, Dess-Martin- NO, NS | (2 Aq.) N02
Periodinan b) NaBH(OAC); (3.5 Aq.)

(1.5 Aq.) ] !

O _NH OH O_NH O AcOH (30 Aq.) ) .
S —
CH,Cl,, RT., 1h
2NN 2N THF,RT., 1h
) N 54%
50 - 53

SGcage

R¢: 0,19 (CH,Cl,/MeOH, 95:5);

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 9,49 (d, *Jn3 = 7,6 Hz, 1 H, C(O)NH), 8,50 (d,
J=4,8Hz, 1H, Ph/Py), 8,48 (d, J = 4,6 Hz, 1 H, Ph/Py), 8,08 (d, J = 7,8 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,92 (d,
J=8,1Hz, 1H, Ph/Py), 7,79 (t, J = 7,6 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,66 (d, J = 8,0 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,63 (d,
J=7,6 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,54 (t, J = 7,6 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,40 (t, J = 6,6 Hz, 2 H, Ph/Py), 7,37 (t,
J=7,7 Hz, 1 H, Ph/Py), 7,17 (t, 1 H, Ph/Py), 5,78 (td, *Jsnn = 7,6 Hz,%J32=4,5 Hz, 1 H, 3-H),
4,08 (d, *Jya1p = 14,2 Hz, 1 H, 1“H,), 4,03 (d, Y1p1w = 14,2 Hz, 1 H, 1-Hp), 3,02 (m, 1 H, 1-H,),
2,96 (m, 1 H, H-1b), 2,37 (m, 1 H, 2-H,), 2,30 (M, 1 H, 2-Hy);
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3¢ NMR (151 MHz, Chloroform-d) & (ppm)=164,4 [C(O)NH], 149,6 (Ph/Py), 149,2
(Ph/Py), 148,8 (Ph/Py), 148,5 (Ph/Py), 148,2 (Ph/Py), 137,8 (Ph/Py), 137,3 (Ph/Py), 136,8,
133,5 (Ph/Py), 128,7 (Ph/Py), 128,1 (Ph/Py), 126,3 (Ph/Py), 124,9 (Ph/Py), 122,7 (Ph/Py),
122,5 (Ph/Py), 122,3 (Ph/Py), 53,8 (C-1°), 49,1 (C-3), 46,0 (C-1), 34,1 (C-2);

HRMS (FTMS + p ESI): m/z berechnet fiir (C,1H2,Ns05)*: 392,1717, gefunden: 392,1714.

5.6.4 Synthese von DEACM-EDTA (caged-EDTA, 58)

7-(Diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-cumarin (56)

In einem inerten Rundkolben mit Rickflusskiihlung wurde 7-Dimethylamino-4-
methylcumarin (55) (1,00 Aq., 5,00 g, 21,6 mmol) zugegeben und in trockenem, frisch
destilliertem Xylol (38 mL) unter Hitze (120 °C) geldst. AnschlieBend wurde Seleniumdioxid
(1,50 Aq., 3,50g, 32,4 mmol) zugegeben und 16 h refluxiert (150 °C). Danach wurde der
entstandene schwarze Feststoff durch Filtration abgetrennt, mit heilem Xylol nachgespiilt
und das Losungsmittel mit Hilfe eines Rotationsverdampfers entfernt. Der dickfliissige
dunkelbraune Riickstand wurde in einem trockenen Gemisch aus Methanol und THF [1:1
(v:v), 38 mL] geldst und Natriumborhydrid (1,00 Aq., 0,818 g, 21,62 mmol) wurde langsam
zugegeben. Nach 1 h Rihren wurde vorsichtig mit Salzsaure (1 mol/L) gequencht und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wurde der dickfllssige
dunkelbraune Rickstand in Dichlormethan gel6st, filtriert und dreimal mit sehr viel
gesattigter Natriumcarbonat-Losung gewaschen. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Die darauffolgende sdulenchromatographische Reinigung (CH,Cl,/MeOH, 96:4)
wurde zweifach durchgefiihrt, wobei auf das Kieselgel zusatzlich eine 0,5cm dicke
Aluminiumoxid-Schicht aufgetragen wurde. Das Produkt 56 wurde nach zweifacher

sdulenchromatographischer Reinigung mit einer Ausbeute von 28 % (1,34 g, 5,41 mmol) als

1II OH
. . 5
: l\ 1. Se0, (1.5 Aq.), Xylol, 150 °C, 16 h -~ i@\ﬂ/\lﬁ
N oo 2. NaBH, (1 Aq.), EtOH/THF (1:1), N7 0”230
0 8 1
P 0°C,1h 7"
55 28% 2' 56
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R¢: 0,31 (CH,Cl,/MeOH, 96:4);

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 7,31 (d, /5,6 = 90 Hz, 1 H, 5-H), 6,55 (dd, /g5
= 9,0 Hz, “Jss = 2,6 Hz, 1 H, 6-H), 6,48 (d, “Js¢ = 2,6 Hz, 1 H, 8-H), 6,26 (s, 1 H, 3-H), 4,82 (s,
2 H, 1“H), 3,39 (q, *J1-2= 7,1 Hz, 4 H, 1*-H), 1,19 (t, *J5.1-= 7,1 Hz, 6 H, 2°-H).

3¢ NMR (151 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 162,7, 156,1, 154,9, 150,5, 124,4 (C-5),
108,6 (C-6), 106,3, 105,4 (C-3), 97,7 (C-8), 61,0 (C-1*), 44,7 (C-1°), 12,5 (C-2°).

1,2-Diaminoethan-N,N'-di(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-

cumarinyl)acetat-N,N'-diessigsaure (caged-EDTA, 58)

Unter inerten Bedingungen wurde 7-Diethylamino-4-hydroxymethyl-cumarin (56)
(2,00 Ag., 200 mg, 0,81 mmol) und Triethylamin (3,50 Aq., 143 mg, 1,42 mmol) in trockenem
THF (25 mL) vorgelegt. AnschlieRend wurde Ethylendiamintetraessigsaure-Dianhydrid
(EDTA-Anhydrid, 57) (1 Aq., 103 mg, 0,40 mmol) zugegeben und 18 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Danach wurde der Reaktionsansatz unter reduziertem Druck am
Rotationsverdampfer eingeengt und ergab das Produkt 58 (caged-EDTA) mit leichten
Verunreinigungen in 76 % Ausbeute (292 mg, 0,38 mmol) als schwach gelblichen Feststoff.
Weitere Reinigungen mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel, Aluminiumoxid, MPLC-RP-

C18) fuhrten zur Zersetzung des Produktes.

0
B
OH >10 (o] (o) (0]
k[ro \—N \>_\ )—O
N 57 o N=¢ nd N 7 o
(0,5Aq.) 8 5 3
/\)N o° TEA (3,5 Aq), THF, RT, 16h> 1o » \ Y N14°“
’ q ’ ’ ’ 2 4 16
76 % & 3 0120 15 {‘O {l_\
56 58

DEACM-EDTA
(caged-EDTA)

'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & (ppm) =7,28 (d, 315,6=9,0 Hz, 2 H, 5-H), 6,58 (dd,
*J65=9,0 Hz, “Jo5 = 2,6 Hz, 2 H, 6-H), 6,48 (d, “Jg6 = 2,6 Hz, 2 H, 8-H), 6,08 (s, 2 H, 4-H), 5,24
(s, 4 H, 9-H), 3,80 (s, 4 H,15-H), 3,50 (s, 4 H, 13-H), 3,05 (q, */10,11 = 7,3 Hz, 8 H, 10-H), 2,97 (s,
4 H, 14-H), 1,25 (t, *J1110 = 7,3 Hz, 12 H,11-H);
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3¢ NMR (151 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 174,6, 170,3, 161,9, 156,2, 150,7, 149,2,
124,5 (C-5), 108,8 (C-6), 108,5, 106,5 (C-3), 97,7 (C-8), 61,5 (C-9), 56,5 (C-13), 55,2 (C-15),
51,9 (C-14), 45,2 (C-10), 8,6 (C-11).

5.6.5 Synthesen von NVOC-Met (caged-Met, 61)

Die Synthese von (S)-N-(4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)-methionin (NVOC-Met, 51)

wurde mittels einer modifizierten Methode nach Chen et al., urspriinglich entwickelt fur die

Synthese von (S)-N-(4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)-threonin, durchgefiihrt.**
Dabei wurden L-Methionin (59) (1,00 Aq., 3,02 mmol, 451 mg) und (2,00 Aq.,

6,05 mmol, 508 mg) Natriumhydrogencarbonat in Dioxan/Wasser [24 ml 1:1 (v/v)] vorgelegt
und (2 Aq., 3,63 mmol, 1,00 g) 6-Nitroveratryloxycarbonyl Chlorid (60) unter starkem Riihren
langsam zugegeben. Nach 24 h Reaktionszeit bei Raumtemperatur wurden 24 mL
Chloroform zugegeben und die organische Phase verworfen. Der pH-Wert der wassrigen
Phase wurde mit verdiinnter Schwefelsaure auf einen Wert von 4 eingestellt. AnschlieRend
wurde diese dreimal mit 60 mL Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und mittels Rotationsverdampfer
konzentriert. Das Konzentrat wurde sdulenchromatographisch mit einem Gemisch aus
Petrolether (40 - 60 °C) und Essigsdureethylester (PE/EE 45:55) (versetzt mit 0,5% TFA)
gereinigt und ergab Verbindung 61 (NVOC-Met) in einer Ausbeute von 65 % (778 mg,

2,00 mmol) als ein leicht gelbes Pulver.

NaHCO; (2 Aq.),

COOH o NO, 1,4-Dioxan/H,0 (1:1), Hooc O, MO,
\S/\)\NHZ CI)LO RT,24h » 57 SN0 n ‘
H []
(1,2 Aq.) (14q.) <|3 65 % 23 <|>
o\ O\
59 60 61
NVOC-Met

(caged-Met)

Rf: 0,29 (PE/EE, 45:55 + 0,5% TFA); Schmelzpunkt: 142,2 °C; [a]lz)o =+ 1,8 (c=0,98,
CH,Cly);

IR (ATR Film): ¥ = 3313, 2922, 1682, 1582, 1518, 1424, 1381, 1325, 1271, 1221, 1078,
1064, 872, 795, 755 cm™;

'H NMR (600 MHz, Methanol-d,) & (ppm) = 7,77 (s, 1 H, 3’-H), 7,21 (s, 1 H, 6’-H), 5,56 (d,
4J1~a,6' =15,5Hz, 1 H, 1”-H,), 5,44 (d, 411~b,5: =15,3 Hz, 1 H, 1”-Hy), 4,36 (dd, 3'le_;:,a =9,4, 312,3b =
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4,4 Hz, 1 H, 2-H), 3,99 (s, 3 H, OMe), 3,92 (s, 3 H, OMe), 2,68 - 2,61 (m, 2 H, 4-H,), 2,60 - 2,54
(m, 1H, 4-Hy), 2,20- 2,12 (m, 1 H, 3-H,), 2,10 (s, 3 H, SMe), 2,00 - 1,93 (m, 1 H, 3-Hy);

3¢ NMR (151 MHz, Methanol-d,): 6 (ppm) = 175,5 (COOH), 158,3 [NH(CO)], 155,4 (C-1’),
149,4 (C-2’), 140,5 (C-4’), 129,9 (C-5'), 110,6 (C-6’), 109,2 (C-3’), 64,5 (C-1"), 57,0 (OMe), 56,8
(OMe), 54,2 (C-2), 32,0 (C-4), 31,3 (C-3), 15,2 (SMe);

HRMS (FTMS + p ESI): m/z berechnet fiir (CisH200sN,SNa)™: 411,0833, gefunden:
411,0831.
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Abkurzungsverzeichnis

3Gcage

3G-caged-Cu®*

Ac

AcOH

ATP

Aq.

A.U.

CHO- Zellen

DEACM-EDTA

DNA

DMNP-EDTA

DMNP-EDTA-“*

DMNP-EDTA-%%*

DMF
DMSO
EC50

E. coli
EDTA
EGTA
EE
etal.

EtOH

N-{1-[2-Nitrophenyl]-3-[(pyridin-2-
ylmethyl)amino]propyl}picolinamid

N-{1-[2-Nitrophenyl]-3-[(pyridin-2-
ylmethyl)amino]propyl}picolinamid -Cu2+ Komplex
Acetyl

Essigsaure

Adenosintriphosphat

Aquivalent

arbitrary units, willklrlichen Einheit

Chinese Hamster Ovary Zellen

1,2-Diaminoethane-N,N‘-essigsdure-(7-(diethylamino)-4-
(hydroxymethyl)coumaryl)-ester-N,N‘-diessigsdure

Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure

(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)-1,2-diaminoethane-N,N,N‘N*-
tetraessigsaure)

(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)-1,2-diaminoethane-N,N,N‘,N*-
tetraessigsdure)Cu®" Komplex

(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)-1,2-diaminoethane-N,N,N‘N*-
tetraessigsdure)Ca®* Komplex

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

half maximal effective concentration / mittlere effektive
Konzentration

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N‘ N‘-tetraessigsaure
Essigsaureethylester

et alia, und andere

Ethanol
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EUROSCARF
GM-CSF

HPLC
IDA
IPTG
HPV
KP;
mRNA
Met
MeOH
MES
NMM
MOPS
MPLC
n.d.
NMR
NPip-Gal

NVOC-Met

ODeoo
pCUP1
PCR
PDGF
PE
PEG
pGALT
PHA
PLA

pMET17

european Saccharomyces cerevisiae archive for functional analysis

granulocyte macrophage colony stimulating factor

High Performance Liquid Chromatography
Imminodiacetic acid, Imminodiessigsdure
Isopropyl —B-D-thiogalactopyranosid
Humane Papillomviren

Kaliumphosphat

messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsaure
Methionin

Methanol
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
N-Methylmorpholin
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
Medium pressure liquid chromatography
not determined, nicht bestimmt

nuclear magnetic resonance
6-Nitropiperonyl 8-D-galactopyranosid

Nitroveratryloxycarbonyl-methionin, (S)-N-(4,5-dimethyl-2-
nitrobenzyl-oxycarbonyl)-methionin

Optische Dichte gemessen bei 600 nm
CUP1 Promotor

polymerase chain reaction
platelet-derived growth factor
Petrolether

Polyethylenglykol

GAL1 Promotor
Polyhydroxyalkanoate

Polylactic acid, Polymilchsdure

MET17 Promotor

175



Abkirzungsverzeichnis

PyBOP

Ref.
RP-HPLC

RT

SAM

S.c

S. cerevisiae
ti2

TEA

TFA

THF

TRIS

UDP-Glukose

(Benzotriazol-1-yloxy)-tripyrrolidinophosphonium
hexafluorophosphat

Referenz

Reversed phase - high performance liquid chromatography

Raumtemperatur
S-Adenosylmethionin
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Bestrahlungszeiten fiir die halbmaximale photolytische Spaltung
Triethylamin

Trifluoressigsaure
Tetrahydrofuran
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Uridylyl-Glukose

Umdrehungen pro Minute

volume per volume, Volumen pro Volumen
without, ohne

weight per volume, Gewicht pro Volumen

weight per weight, Gewicht pro Gewicht
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Abbildung 74: Plasmidkarte von pPK1-pGAL1-YFP. AmpR: Ampicillin-Restistenzgen als Selektionsmarker in E.coli,
pPGAL1: GAL1-Promotor, YFP: Gen des Yellow Fluorescent Protein, tCYC1: Terminatorsequenz des CYC1-Gens,

URA3: Gen der Orotidine 5'-phosphate decarboxylase als Selektionsmarker in S.

cerevisiae, 2u:
Replikationsursprung.
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Abbildung 75: Plasmidkarte von pPK1-pCUP1-YFP und pPK1-pMET17-YFP. AmpR: Ampicillin-Restistenzgen als
Selektionsmarker in E.coli, pCUP1: CUP1-Promotor, pMET17: MET17-Promotor, YFP: Gen des Yellow Fluorescent
Protein, tCYC1: Terminatorsequenz des CYC1-Gens, URA3: Gen der Orotidine 5'-phosphate decarboxylase als
Selektionsmarker in S. cerevisiae, 2u: Replikationsursprung.
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3-(2-Nitrophenyl)-3-(picolinamido)propansaure (48)
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Abbildung 76: "H-NMR Spektrum (600 MHz) von 3-(2-Nitrophenyl)-3-(picolinamido)propanséure (48) gemessen

in Methanol-d,.
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3-Amino-3-(2-nitrophenyl)-1-propanol (54)
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Abbildung 77: NMR Spektren [oben: H (600 MHz), unten: Be (151 MHz)] von 3-Amino-3-(2-nitrophenyl)-1-

propanol (54) gemessen in Chloroform-d.
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Abbildung 78: IR Spektrum von 3-Amino-3-(2-nitrophenyl)-1-propanol (54) gemessen in Chloroform-d.
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3-(2-Nitrophenyl)-3-(picolinamido)-1-propanol (50)
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Abbildung 79: NMR Spektren [oben: H (600 MHz), unten: Bc (151 MHz)] von 3-(2-Nitrophenyl)-3-
(picolinamido)-1-propanol (50) gemessen in Chloroform-d.
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Abbildung 80: IR Spektrum von 3-(2-Nitrophenyl)-3-(picolinamido)-1-propanol (50) gemessen in Chloroform-d.
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N-(1-(2-Nitrophenyl)-3-((pyridin-2-ylmethyl)amino)propyl)picolinamid
(3gcage, 41)
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Abbildung 81: NMR Spektren [oben: H (600 MHz), unten: Be (151 MHz)] von N-(1-(2-Nitrophenyl)-3-((pyridin-2-
ylmethyl)amino)propyl)picolinamid (3gcage, 41) gemessen in Chloroform-d.
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7-(Diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-cumarin (56)
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Abbildung 82: NMR Spektren [oben: H (600 MHz), unten: Be (151 MHz)] von 7-(Diethylamino)-4-

(hydroxymethyl)-cumarin (56) gemessen in Chloroform-d.
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1,2-Diaminoethane-N,N'-di(7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-

cumarinyl)acetat-N,N'-diessigsaure (caged-EDTA, 58)
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Abbildung 83: NMR Spektren [oben: 'H (600 MHz), unten: >C (151 MHz)] von 1,2-Diaminoethane-N,N'-di(7-

(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-cumarinyl)acetat-N,N'-diessigséure

Chloroform-d.

(caged-EDTA,

58)

gemessen
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(S)-N-(4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)-methionin (caged-Met, 61)
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Abbildung 84: NMR Spektren [oben: H (600 MHz), unten: >C (151 MHz)] von (S)-N-(4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-
oxycarbonyl)-methionin (caged-Met, 61) gemessen in Methanol-d4.
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Abbildung 85: IR Spektrum von (S)-N-(4,5-Dimethyl-2-nitrobenzyl-oxycarbonyl)-methionin (caged-Met, 61)

gemessen in Methanol-d4.
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,Optische Genregulation in Mikrobioreaktoren”, P. M. Kusen, K. Hoffmann, G. Wandrey, J.
Blichs, J. Pietruszka, BioSpektrum, 2017, 23, 643-645

Der oben genannte Ubersichtsartikel wurde unter meiner Koordination angefertigt, was
die Erstellung des Manuskriptes und ein GroRteil der dazugehorigen Literaturrecherche
beinhalteten. Zusatzlich wurden die Abbildungen 1, A und C sowie Abbildung 2 A - E von mir
angefertigt. Die Daten der Abbildungen 2 A-E wurden hierzu von Dr. Georg Wandrey zur

Verfligung gestellt.

,Light-controlled gene expression in yeast using photocaged Cu®*“, P. M. Kusen, G. Wandrey,
V. Krewald, M. Holz, S. Meyer zu Berstenhorst, J. Blichs, J. Pietruszka, J. Biotechnol. 2017,
258, 117-125.

Die in diesem Artikel beschriebene Methode — zusammengefasst als lichtvermittelte
Genregulation eines CUP1-Promotor-kontrollierten YFP-Gens unter Anwendung des DMNP-
EDTA-Cu®* Komplexes —wurde von mir konzeptioniert.

Des Weiteren wurden alle molekularbiologischen Arbeiten zur Konstruktion des
Saccharomyces cerevisiae plE3-pCUP1-YFP Reporterstammes von mir durchgefiihrt. Danach
wurden erste proof of concept Experimente zur Etablierung der lichtvermittelten
Genregulation mittels DMNP-EDTA-Cu®" und den dazugehdérigen Kultivierungsbedingungen
sowie zur Charakterisierung der CuCly-vermittelten Induktion von mir durchgefiihrt. Die
Erkenntnisse daraus bildeten die Grundlage fir die Experimente der prasentierten Daten zur
lichtvermittelten Genregulation und zur CuCl,-vermittelten Induktion, welche von Dr. Georg
Wandrey durchgefiihrt wurden. Darliber hinaus wurden die Experimente zur
spektroskopischen  Charakterisierung und zur Ermittlung der photochemischen
Eigenschaften von DMNP-EDTA-Cu®* inklusive der Berechnung der molaren
Extinktionskoeffizienten, der Quantenausbeute und der Zeit fiir die halbmaximale

photolytische Spaltung von mir durchgefihrt. Die Absorptionsspektren von CuCl, in
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Anteil am Manuskript eigener Publikationen

unterschiedlichen Pufferlésungen sowie die Abbildung 1 wurden ebenfalls durch mich
erstellt.

Ausfiihrliche Manuskriptentwirfe zur Beschreibung und Interpretation dieser
Experimente sowie zur Einleitung, Diskussion und Schlussfolgerung wurden ebenfalls von mir
beigetragen. Dies beinhaltet auch eine umfangreiche Literaturrecherche meinerseits zu den

Themen dieses Artikels.

»Optogenetic Regulation of Tunable Gene Expression in Yeast Using Photo-Labile Caged
Methionine”, P. M. Kusen, G. Wandrey, C. Probst, A. Griinberger, M. Holz, S. Meyer zu
Berstenhorst, D. Kohlheyer, J. Blichs, J. Pietruszka, ACS Chem. Biol. 2016, 11, 2915-2922.

Die in diesem Artikel beschriebene Methode — zusammengefasst als lichtvermittelte
Genregulation eines MET17-Promotor-kontrollierten YFP-Gens unter Anwendung von NVOC-
Methionin — wurde von mir konzeptioniert.

Dartber hinaus wurden alle molekularbiologischen Arbeiten zur Konstruktion des
Saccharomyces cerevisiae  plE3-pMET17-YFP Reporterstammes von mir durchgefiihrt.
Danach wurden erste proof of concept Experimente zur Etablierung der lichtvermittelten
Genregulation mittels NVOC-Methionin und den dazugehdrigen Kultivierungsbedingungen
sowie zur Charakterisierung der Methionin-vermittelten Repression von mir durchgefihrt.
Die Erkenntnisse daraus bildeten die Grundlage fiir die Experimente der prasentierten Daten
zur lichtvermittelten Genregulation und zur Methionin-vermittelten Induktion, welche von
Dr. Georg Wandrey durchgefihrt wurden. Desweitern wurde die chemische Synthese von
NVOC-Methionin von mir etabliert und anschlieRende Untersuchungen zu Stabilitat
durchgefliihrt. Zusatzlich wurde das Absorptionsspektrum und die Photolysekinetik von
NVOC-Methionin von mir ermittelt.

Das Manuskript zur Beschreibung und Interpretation dieser Experimente sowie zur
Einleitung, Diskussion und Schlussfolgerung wurden ebenfalls von mir verfasst. Dies
beinhaltet auch eine ausfiihrliche Literaturrecherche zu den Themen dieses Artikels sowie

die Erstellung der Abbildung 1 und 2 sowie Uberarbeitung von Abbildung 3, 5 und 6.
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