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ein breites Anwendungsspektrum in der Bio-
technologie ausgeweitet. Seitdem ein erstes, 
auf pfl anzlichen Phytochromen basierendes 
System bereits vor 20 Jahren die Regulation 
der Proteinproduktion in der Bäckerhefe 
erlaubte [2], wurde eine Vielzahl an optoge-
netischen Schaltern entwickelt, die in bio-
technologisch interessanten Mikroorganis-
men, wie Bakterien oder Hefen, aktiv sind. 
So haben sich Forschende bakterielle und 
pfl anzliche Photorezeptoren, wie Phytochro-
me, Cryptochrome und Licht-Sauerstoff-
Spannung-Domänen (LOV domain), zunutze 
gemacht. Diese Proteine ändern durch Licht 
einer spezifi schen Wellenlänge ihre Konfor-
mation und ermöglichen die Bindung an 
einen Interaktionspartner. Auf diese Weise 
können verschiedene zelluläre Prozesse wie 
die Proteinproduktion (Abb. 1A), die subzel-
luläre Proteinlokalisierung (Abb. 1B) und die 
Proteinaktivität (Abb. 1C) durch Licht regu-
liert werden [3].

Lichtsensitive Schalter zur Steuerung 
der Proteinproduktion in Hefen
Die großtechnische Produktion rekombinan-
ter Proteine für die Pharma- oder Nahrungs-
mittelindustrie ist von großer wirtschaftli-
cher Bedeutung. Hefen spielen dabei als 
Wirtsorganismen eine zunehmend größere 
Rolle, da sie robust und einfach kultivierbar 
sind, schnell wachsen und eine Vielzahl effi -
zienter molekularbiologischer Techniken für 
ihre genetische Modifi kation zur Verfügung 
steht. Während die Proteinproduktion nor-
malerweise durch chemische Induktoren 
gesteuert wird, bieten optogenetische Schal-
ter hier einige deutliche Vorteile:
(1)  Energieeffi ziente LEDs bieten ein kosten-

günstiges und ungiftiges Induktionssys-
tem.

(2)  Die Proteinproduktion kann durch 
Bestrahlung mit Licht verschiedener 
Wellenlängen mehrfach ein- und ausge-
schaltet werden.

(3)  Produktlevel können durch eingestrahlte 
Lichtintensität und -menge gesteuert 
werden.

(4)  Eine Steuerung ist ohne Veränderung der 
Kultivierungsbedingungen, wie z. B. 
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ó Die Optogenetik ist eine effi ziente Metho-
de, um zelluläre Prozesse in lebenden Orga-
nismen mithilfe von Licht zu steuern. Dafür 
werden aus lichtempfi ndlichen Organismen, 
wie beispielsweise Pfl anzen oder Blaualgen, 
spezielle Genfunktionen kopiert und in Zel-
len eingebracht, die natürlicherweise nicht 
spezifi sch auf Licht reagieren. Diese Zellen 
werden genetisch also so modifi ziert, dass 

zelluläre Funktionen an die eingebrachten 
lichtempfi ndlichen Proteine gekoppelt wer-
den und diese durch Licht gezielt ein- oder 
ausgeschaltet werden können.

Während die Optogenetik ursprünglich als 
neurowissenschaftliches Instrument konzi-
piert war und hauptsächlich in humanen 
Zelllinien oder Säugetierzellen Anwendung 
fand [1], hat sich die Methode inzwischen auf 
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¯ Abb. 1: Optogene-
tische Schalter zur 
reversiblen Steue-
rung zellulärer Pro-
zesse basierend auf 
dem PhyB-PIF3 Sys-
tem. A, Ein Rotlicht-
induzierbarer Tran-
skriptionsfaktor steu-
ert die Proteinpro-
duktion. B, Lichtindu-
zierte Lokalisierung 
eines Proteins (POI) 
an der Plasmamem-
bran. C, Kontrolle der 
Enzymaktivität durch 
Rotlicht.
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tet werden (Abb. 2B). Die Promotoraktivität 
und die daraus resultierenden Proteinmen-
gen können in Abhängigkeit der applizierten 
Lichtdosis reguliert werden (Abb. 2C). Die 
Hefezellen des PhiReX 1.0+-Stamms wurden 
dabei gentechnisch so manipuliert, dass sie 
das Chromophor, welches als Ko-Faktor an 
PhyB bindet, selbst synthetisieren und somit 
unabhängig von externen Chemikalien sind. 
Ein von uns neu entwickelter PhiReX 2.0-TF 
basiert auf einem katalytisch inaktiven Cas9-
Protein (dCas9) und kann durch einen einzi-
gen Klonierungsschritt so programmiert 
werden, dass jedes native Gen des Hefege-
noms fl exibel angesteuert und hochreguliert 
werden kann [8]. In Ergänzung zu unserem 
PhiReX 2.0-System ermöglicht das dCas9-
basierte Blaulicht-sensitive LINuS-System 
eine moderate Herunterregulierung von nati-
ven Promotoraktivitäten [9]. Das Ausschal-
ten der Proteinproduktion basierend auf 
Transkriptionsfaktoren stoppt zwar die wei-
tere mRNA-Produktion, ist jedoch durch 
bereits in der Zelle vorhandenes Protein und 
mRNA träge, da diese unter normalen Bedin-
gungen nicht sofort abgebaut werden. Daher 
wurden weitere optogenetische Systeme zur 
Kontrolle der RNA-Level [10] bzw. für den 
lichtinduzierten Proteinabbau [11] publi-
ziert. Optogenetische Schalter können also 
die reversible Regulierung einzelner Gen-
funktionen oder ganzer Stoffwechselwege 
ermöglichen, ohne teure oder toxische Che-
mikalien als Induktoren einsetzen zu müs-
sen oder Kultivierungsbedingungen im Bio-
reaktor zu verändern. Somit kann die Prote-
inproduktion nicht nur präziser gesteuert, 
sondern auch nachhaltiger und günstiger 
umgesetzt werden.

Optimierung von Bioprozessen durch 
eine dynamische Entkopplung der 
Wachstums- und Produktionsphase
Die Produktion einzelner rekombinanter Pro-
teine oder ganzer heterologer Biosynthese-
wege für die Herstellung von Biokraftstoffen, 
Biochemikalien, Arzneimitteln, Biomateria-
lien oder Lebens- und Futtermitteln ist eine 
enorme Belastung für den Wirtsorganismus. 
Da Ressourcen aus dem endogenen Stoff-
wechsel abgezogen werden, um den Fluss auf 
den nicht nativen Stoffwechselweg zu maxi-
mieren, kann es zu Wachstumsdefekten und 
damit verbundenen Produktionsverlusten 
kommen. Dieser Effekt wird noch verstärkt, 
wenn das Produkt oder das zu exprimierende 
Protein für die Wirtszelle toxisch ist. Eine 
Entkopplung der Wachstums- und Produk-

Volumen, Zusammensetzung des Nähr-
mediums oder Zelldichte, möglich.

(5)  Kurze Rotlicht-Pulse sind ausreichend 
für eine effi ziente und langanhaltende 
Aktivierung.

Für die Entwicklung von optogenetischen 
Schaltern zur Steuerung der Proteinpro-
duktion werden zweiteilige Transkriptions-
faktoren (TFs) an lichtsensitive Proteine 
fusioniert (Abb. 1A). Ein weit verbreitetes 
System ist hierbei der pfl anzliche Photo-
rezeptor PhyB, der nach Bestrahlung mit 
Rotlicht (λ = 660 nm) seine Konformation 
ändert und die Bindung seines Interaktions-
partners PIF3 ermöglicht. Durch Bestrahlung 
mit Licht einer größeren Wellenlänge 
(λ = 740 nm) dissoziieren die Proteine wie-
der. Wenn man PhyB mit der Aktivierungs-
domäne (AD) eines TFs und PIF3 mit einer 
DNA-Bindungsdomäne (DBD) fusioniert, bin-
det PIF3-DBD in nicht induzierten Bedingun-
gen (Dunkelheit oder 740 nm) an seine Bin-
dungsstelle im Promotor des zu regulieren-
den Gens (GOI). Die Stimulation mit rotem 
Licht (λ = 660 nm) induziert die Dimerisie-

rung von PIF3-DBD mit PhyB-AD. Dadurch 
entsteht ein voll funktionsfähiger TF, der die 
Genexpression aktiviert, was in erhöhten 
mRNA- und Proteinmengen in der Zelle 
resultiert. So lässt sich die Transkription und 
die daraus resultierende Proteinproduktion 
durch Rotlicht aktivieren und durch Licht 
einer höheren Wellenlänge deaktivieren.

Während frühere Rotlicht-induzierbare 
TFs auf Basis des oben beschriebenen PhyB-
PIF3-Systems native DNA-Bindungsdomänen 
nutzten [2, 4–6], entwickelte unser Labor das 
erste optogenetische System, das die DBD 
eines synthetischen TALE-Effektors 
(transcription activator like effector) verwen-
det [7]. Unser PhiReX-System zeigt sehr nied-
rige basale Expressionsniveaus in nicht indu-
zierten Bedingungen und kann Promotorak-
tivitäten erreichen, die während einer 
48-stündigen Kultivierung kontinuierlich 
vergleichbar mit sehr starken nativen Hefe-
promotoren sind (Abb. 2A). Die Produktion 
von Fremdproteinen kann effi zient durch 
kurze Lichtpulse der Wellenlänge 660 nm 
bzw. 740 nm wiederholt an- und ausgeschal-

˚ Abb. 2: Charakterisierung des PhiReX 1.0+-TFs. A, Zeitverlauf der lichtabhängigen Reporter-
geninduktion im Vergleich zum starken nativen TDH3-Promotor. B, Reversible Regulation der Pro-
teinproduktion. Uninduzierte Zellen wurden im Dunkeln kultiviert. Aktivierung der Genexpression: 
λ = 660 nm, 30 s. Deaktivierung: λ = 740 nm, 5 min. C, Abhängigkeit des Expressionsniveaus von 
der Lichtdosis.
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Eine große Herausforderung wird jedoch 
darin bestehen, die optogenetischen Werk-
zeuge so zu skalieren, dass eine robuste Fein-
abstimmung der Genexpressionsniveaus im 
großvolumigen Bioreaktoren möglich ist.
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tionsphase von Zellen im Bioreaktor ist daher 
für die Optimierung der Produktausbeute 
unerlässlich.

Optogenetische Schalter bieten hier eine 
vielversprechende Möglichkeit, die Genex-
pression von nativen sowie Fremdgenen 
reversibel und zeitabhängig zu regulieren 
und so die Bioproduktion mit der Wachs-
tumsleistung der Wirtszelle in Einklang zu 
bringen. So können Zellen in Dunkelheit effi -
zient bis zu einer gewünschten Zelldichte 
wachsen und anschließend durch Bestrah-
lung mit Licht einer spezifi schen Wellenlän-
ge in die Produktionsphase versetzt werden, 
indem der metabolische Fluss hin zu den 
heterologen Produkten verlegt wird. Somit 
fl ießt die zelluläre Energie nicht mehr in die 
Produktion nativer Metabolite, sondern wird 
für den heterologen Biosyntheseweg genutzt, 
wodurch die Produktausbeute erhöht wird 
(Abb. 3).

˚ Abb. 3: Herstellung eines Gleichgewichts zwischen dem mikrobiellen Wachstum und der Pro-
duktbildung durch optogenetische Schalter. In nicht induzierten Bedingungen wird das Substrat 
für den nativen Metabolismus und somit das Wachstum der Zelle genutzt. Durch Rotlicht wird der 
Energie- und Metabolitenfl uss auf den heterologen Stoffwechselweg umgeleitet, wodurch die Zel-
le zwar langsamer wächst, aber mehr Produkt bildet.


