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Abstract

Abstract

Alpha-Synuclein (aSyn) ist ein kleines, intrinsisch ungeordnetes Protein, das Uberwiegend neuronal
vorkommt und eine Schlisselrolle in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus
Parkinson, Multisystematrophie und Lewy-Koérper-Demenz spielt. Trotz intensiver Forschung sind
sowohl die physiologische Funktion von aSyn als auch die molekularen Mechanismen seiner Interaktion
mit intrazelluldren Vesikeltransportprozessen nur unzureichend verstanden. Phosphoinositide (PIPs)
sind hochdynamische Signallipide, die die Identitat zellularer Kompartimente bestimmen, endosomale
Transportwege regulieren und essenziell fur die synaptische Transmission sind. Da Defekte im PIP-
Metabolismus als Risikofaktoren fur Synucleinopathien gelten, deutet vieles auf eine enge funktionelle
Beziehung zwischen aSyn und PIPs hin. Ziel dieser Arbeit war es, das Verhalten von humanem aSyn
im Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae systematisch zu untersuchen, um konservierte
Interaktionsmechanismen aufzuklaren. Hierfir wurde der Einfluss von aSyn auf zentrale
Qualitatskontrollmechanismen wie Autophagie und das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) sowie seine
Abhangigkeit von PIP-Biosynthese- und Transportwegen analysiert. Zusatzlich wurden die familiaren
PD-assoziierten Varianten A30P und A53T bericksichtigt, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Lipid-
Bindeeigenschaften haufig als funktionelle Kontrollen dienen. In Hefe wird heterolog exprimiertes aSyn
Uber den sekretorischen Weg zur Plasmamembran transportiert und beeinflusst dosisabhéangig das
Zellwachstum. Es zeigte sich, dass aSyn keinen Effekt auf die Stickstoffmangel-induzierte
Makroautophagie in teilungsaktiven, glykolytischen Zellen hat, wahrend in alternden, respiratorisch
aktiven Zellen selektive Autophagie an Bedeutung gewinnt, was sich in Lebensspannenexperimenten
widerspiegelte. Zudem modulierte WT aSyn dosisabhangig die Aktivitdt des 26S-Proteasoms, und
membranbindende aSyn-Spezies fiihrten in hoher Kopienzahl zur Bildung unldslicher Aggregate
zelleigener Proteine. Ein Vergleich des Wachstums Autophagie-assoziierter Deletionsmutanten
ermdglichte erstmals die Identifikation eines direkten Zusammenhangs zwischen dem Verlust der PI3P-
Biosynthese und der Akkumulation sowie Zytotoxizitdt von aSyn. Fluoreszenzmikroskopie und
Wachstumskurven belegten, dass insbesondere die Deletion der PI3-Kinase (PI3K) Vps34 zu einer
ausgepragten zytoplasmatischen Mislokalisation von aSyn fuhrte, begleitet von reduziertem
Zellwachstum. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten, dass die endosomale PI3P-Biosynthese durch
den PI3K-Komplex Il sowie teilweise die Fabl-abhdngige Synthese von PI3,5P2 essenziell fir die
Plasmamembran-Lokalisation membranbindender aSyn-Spezies ist, wahrend PI4P und P14,5P2 deren
Verteilung entlang der Membran regulieren. Eine Mislokalisation fihrte zur Bildung groRer, nicht-
amyloider Protein-Lipid-Akkumulationen im Zytosol. Daruber hinaus induzierte aSyn die Hochregulation
zentraler Komponenten des sekretorischen Apparats, darunter PI3P-haltige Vesikel und die
hochkonservierte Rab GTPase Sec4, wodurch funktionale Parallelen zur Exozytose synaptischer
Vesikel in Sdugerneuronen sichtbar wurden. Zusammenfassend liel3 sich ein hypothetisches Modell
formulieren, das den PI3P-abhangigen Eintritt von aSyn in den sekretorischen Weg und dessen
hochkonservierten Transport bis zur Plasmamembran beschreibt. Die hier gewonnenen Erkenntnisse
vertiefen das Verstandnis der molekularen Interaktionen von aSyn und eréffnen neue Perspektiven fur

die Ubertragung dieser Befunde auf komplexere Modelle neurodegenerativer Erkrankungen.
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1. Neurodegeneration in Morbus Parkinson

1.1 Parkinson: Klinisches Erscheinungsbild und Pathologie

Neurodegeneration bezeichnet den (Funktions-)Verlust von Nervenzellen, welchem diverse
pathologische Mechanismen zugrunde liegen. Neurodegeneration findet primar im zentralen
Nervensystem statt, kann aber ebenso im peripheren Nervensystem des gesamten Korpers
auftreten. Im Jahr 2021 waren weltweit Gber 3 Milliarden Menschen von einer neurologischen
Erkrankung betroffen, davon mehr als 50 Millionen mit Neurodegeneration (Steinmetz et al.,
2024).

Morbus Parkinson (PD) ist dabei die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung mit einer
geschatzten weltweiten Pravalenz von tber 11 Millionen Betroffenen (Steinmetz et al., 2024).
Erstmals beschrieben wurde die Krankheit im Jahr 1817 von James Parkinson, der sie
aufgrund der stark ausgepragten motorischen Symptome als ,shaking palsy“ (dt.
Schiittellahmung) bezeichnete (Parkinson, 2002 [1817]). PD kann sowohl familiar bedingt als
auch sporadisch auftreten, wobei nur 10-15% aller PD-Falle vererbt sind und die sporadische
Entwicklung im Laufe des Alterns deutlich Uberwiegt (Pankratz & Foroud, 2007; Tran et al.,
2020).

Die klinische Progression von PD verlauft typischerweise langsam und erstreckt sich tber
mehrere Jahrzehnte. Heute werden die klinischen Symptomatiken in motorisch und nicht-
motorisch untergliedert (Kalia & Lang, 2015). Zu den motorischen Symptomen zéhlen
insbesondere eine Bewegungsverlangsamung (Bradykinese), ein Ruhetremor und
Muskelversteifungen (Rigor) (Goetz, 2011; Parkinson, 2002 [1817]). Nicht-motorische
Symptome treten in der Regel in frihen Phasen der Krankheit auf und werden daher auch als
préa-motorische oder prodromale Symptome bezeichnet. Dazu zéhlen unter anderem
demenzahnliche kognitive Beeintrachtigungen, Depressionen, Schlafstérungen und der

Verlust des Geruchsinns (Hyposmie) (Postuma et al., 2012).

Als priméarer Grund fur die oben genannten Symptome gilt der fir Parkinson charakteristische
Verlust dopaminerger Neuronen in der pars compacta der Substantia nigra (SNpc) (Dauer &
Przedborski, 2003; Surmeier, 2018). Die SNpc ist Teil des Mesencephalons und reich an
Neuromelanin-haltigen dopaminergen Neuronen. Diese projizieren als Teil der
Basalganglienschleife in das Striatum, um feinmotorische Muskelfunktionen zu koordinieren.
Daher erfolgt die Diagnose von Morbus Parkinson nicht nur anhand der klinischen Symptome,
sondern aufRerdem gemessen am therapeutischen Erfolg dopaminerger Medikamente wie L-
Dopa (3,4-Dihydroxy-Phenylalanin) und MAOI (Monoaminooxidase-Inhibitor), welche die

Dopaminsynthese anregen oder den Dopaminabbau stoppen sollen (Nagatsu & Sawada,

2
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2009; Riederer & Laux, 2011). In Patient:innen mit funktionalen dopaminergen Neuronen
werden folglich keine positiven Effekte nach Verabreichung dieser Medikamente erwartet. Der
zuklnftige Erfolg in der Behandlung und/oder Pravention von PD erfordert zundchst ein
tieferes Verstandnis der molekularen Mechanismen, welche dieser Erkrankung zugrunde

liegen.
1.2 Molekulare Mechanismen der Neurodegeneration bei Parkinson

Der Verlust dopaminerger Neurone in der SNpc ist die Folge vielfaltiger pathologischer
Mechanismen. Dazu zdhlen unter anderem eine gestdrte Proteostase durch (zumeist)
altersbedingte Beeintrachtigungen der zellularen Qualitatskontrollsysteme, Autophagie und
das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) (Lindersson et al., 2004; Malkus & Ischiropoulos,
2012; Winslow et al., 2010). Diese Dysbalance induziert die Akkumulation fehlgefalteter oder
geschadigter Proteine und férdert zytotoxische Mechanismen. PD-Risikogene, welche in
Zusammenhang mit diesen Mechanismen beschrieben werden, kodieren unter anderem fir
die Ubiquitin-Hydrolasen ,ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1“ UCHL1, die lysosomale
Hydrolase Glucocerebrosidase 1 (GBA1) und ATPase ATP13A2 (Day & Mullin, 2021). Einen
weiteren PD-Risikofaktor stellt die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS),
insbesondere an Komplex | der mitochondrialen Atmungskette dar (Janetzky et al., 1994;
Mann et al., 1992; Mortiboys et al., 2008). ROS wie das Superoxid-Anion O, sind in der Lage
DNA, Proteine und Lipide in der gesamten Zelle zu oxidieren und damit nachhaltig zu
schadigen. Zudem ist die Aktivitdt genereller antioxidativer Mechanismen wie die
Detoxifizierung Uber Glutathion- bzw. Superoxiddismutase-vermittelte Mechanismen in PD
haufig reduziert (Pearce et al., 1997; Trépanier et al., 1996; Yang et al., 2020).

In Bezug auf mitochondriale Risikofaktoren ist nicht nur ROS-Entstehung ein zentraler
Bestandteil der PD-Pathologie. In familiaren Formen von PD, aber auch in PD-Modellen wurde
zudem eine gestdrte mitochondriale Funktion oder eine Beeintrachtigung des Abbaus
geschadigter mitochondrialer Bestandteile durch Mitophagie beschrieben. Dies hat unter
anderem zur Folge, dass die mitochondriale Respiration beeintrachtigt wird, was alle ATP-
abhéngigen Prozesse der Zelle betrifft, das Redoxgleichgewicht und die Calciumhomdostase
stort und Apoptose-induzierend wirkt (Burns et al., 1985; Langston et al., 1983; Pickrell &
Youle, 2015; Zhang et al., 2022).
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Als weitere entscheidende PD-Risikofaktoren gelten die chronische Entziindung des zentralen
Nervensystems (Neuroinflammation) und allgemeine Stérungen des Immunsystems (Mogi et
al., 1996; Qin et al.,, 2016). Sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem
zeigen signifikante Veranderungen in PD-Patienten, welche schon Jahrzehnte vor Diaghose
der Krankheit beobachtet werden kénnen. In post mortem Untersuchungen von PD-Patienten
wurde unter anderem eine erhdhte Menge aktivierter Mikroglia und Astrozyten gefunden,
welche fUr die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine verantwortlich sind (Johansson et
al., 2025; Pike et al., 2024; Tian et al., 2022).

Dysregulationen im  gesamten Endomembransystem  sowie eine  gestorte
Phospholipidhomdostase rucken zunehmend in den Fokus der Neurodegenerations-
Forschung, da viele putativ PD-relevante Risikogene fir Proteine kodieren, welche direkt oder
indirekt am Lipidmetabolismus und insbesondere an endozytotischen Mechanismen beteiligt
sind. Dazu zéhlen die Retromerkomponente ,vacuolar protein sorting 35“ (VPS35), die
Phosphoinositid-Phosphatasen Synaptojanin 1 (SYNJ1) und Inositol-Polyphosphat 5-
Phosphatase F (INPP5F) sowie die Co-Chaperone Auxilin (DNAJC6) und ,DnaJ heat shock
protein family (Hsp40) member C13“ (DNAJC13) (Koroglu et al., 2013; Krebs et al., 2013; Nalls
et al., 2014; Vilarino-Guell et al., 2013; Zimprich et al., 2011). Zudem wurden durch
Lipidomanalysen signifikante Unterschiede in der Lipidzusammensetzung in post mortem
Proben von PD-Gehirnen festgestellt. So liegen insbesondere Triacylglycerole (TAGs) und
Sphingolipide wie Ceramide in deutlich erhdhter Menge vor, wahrend unter anderem
Phosphatidylinositol-Spezies reduziert sind (Cheng et al., 2011; Mielke et al., 2013; Yilmaz et
al., 2025).

Genetische Risikofaktoren sowie Storungen der Proteinqualitatskontrolle, der mitochondrialen
Homoostase, des vesikularen Transports, des Lipidstoffwechsels und verstarkte
proinflammatorische Prozesse stehen direkt oder indirekt im Zusammenhang mit der heute
weithin anerkannten Hauptursache des motorischen Funktionsverlusts bei Morbus Parkinson:
die Fehlfaltung und zytotoxischen Aggregation des neuronalen Proteins a-Synuclein (aSyn)
(Abbildung 1). Dies auBert sich insbesondere in der Bildung toxischer Oligomere sowie
fibrillarer Strukturen, die sich in charakteristischen Lewy-Koérperchen und Lewy-Neuriten
manifestieren (Danzer et al., 2009; Li et al., 2008; Spillantini et al.,, 1997). Die Prasenz
zytoplasmatischer aSyn-Ansammlungen gilt dabei nicht nur als Kernmerkmal von PD, sondern
auch der pathologisch und klinisch Gberlappenden Synucleinopathien Lewy-Koérper Demenz
(DLB) und Multisystematrophie (MSA) (Arias-Carrion et al., 2025).
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genetische
Risikofaktoren

aSyn-
/' Fehlfaltung

chronische
Neuroinflammation

Abbildung 1: Verschiedene Risikofaktoren beeinflussen die Fehlfaltung des aSyn-Proteins.
Schematische Darstellung unterschiedlicher Risikofaktoren, die die Fehlfaltung und Aggregation des
Parkinson-relevanten Proteins aSyn férdern. Dazu zdhlen genetische Risikofaktoren, Defekte der
Proteinqualitéatskontrolle, mitochondrialer Stress, chronische Neuroinflammation, vesikulare
Transportdefekte sowie Veranderungen im Lipidstoffwechsel.

1.3 aSyn als Kernelement von Synucleinopathien

Ein zentrales gemeinsames Merkmal von Synucleinopathien ist die Akkumulation
fehlgefalteter aSyn-Spezies. Wahrend diese bei PD und DLB vor allem als Lewy-Kdrperchen
und Lewy-Neuriten in Neuronen auftreten, finden sich bei MSA charakteristische ,glial

cytoplasmic inclusions® in Oligodendrozyten (Gai et al., 2003).

Die Schlisselrolle von aSyn in diesen Erkrankungen zeigt sich insbesondere daran, dass
verschiedene Punktmutationen sowie Gen-Duplikationen und -Triplikationen des aSyn-
kodierenden Synuclein Alpha- (SNCA-)Gens ausreichen, um die meist sporadisch
auftretenden Synucleinopathien stattdessen autosomal-dominant mit hoher Penetranz
auszulésen (Schulte & Gasser, 2011). Obwohl bis heute insbesondere fir PD mindestens 20
weitere Risikogene beschrieben wurden, gehért SNCA zu den wenigen Genen, die eindeutig
als monogene Ausldser von PD und als Risikofaktor fir DLB gelten (Jia et al., 2022). Zu diesen
krankheitsauslésenden Genvarianten zahlen neben den lange bekannten Missense-
Mutationen A30P, A53T, E46K, H50Q und G51D auch neuere bestatigte Varianten A30G und
V15A (Diaw et al., 2023; Guo et al., 2021; H. Liu et al., 2021). Interessanterweise ist jede

dieser Mutationen im N-Terminus lokalisiert und beeinflusst entweder die Sekundarstruktur
5
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oder das generelle Aggregationsverhalten von aSyn (Bodner et al., 2010; Bras et al., 2021,
Dehay et al., 2015).

Gemeinsamkeiten der beschriebenen SNCA-Mutationen sind damit verbundene direkte oder
indirekte ,loss-of-function“-Ph&notypen. Direkte Effekte entstehen beispielsweise bei der
A30P-Mutation, bei der ein Verlust der nativen aSyn-Funktion vermutet wird (Zhang et al.,
2019). Indirekte Effekte entstehen bei Mutationen wie A53T, deren Aggregate andere zellulare
Mechanismen nachhaltig schadigen und so den Verlust wichtiger Funktionen hervorrufen
(Mohite et al., 2018). AulRerdem stellen solche Aggregate eine rdumliche Behinderung
intrazellul&arer Transportwege dar und stéren den axonalen Transport und die Erregungsleitung
(Yang et al., 2025).

Trotz des eindeutigen Nachweises dieser Mutationen als Ursache fur PD, wurden in allen
bekannten PD-Kohorten zudem diverse Co-Pathologien beschrieben, welche durch
unabhangige Mutationen ausgelost werden (Dugger et al., 2014; Tran et al.,, 2020). Zu
bekannten Vertretern zahlen die bereits beschriebenen Risikogene, darunter ,leucine-rich
repeat kinase 2 (LRRK2), ,PTEN-induced kinase 1 (PINK1) und Parkin (PRKN) sowie
UCHL1, ,Parkinsonism-associated deglycase“ (DJ-1) und ,microtubule-associated protein tau*
(MAPT). Mutationen dieser Gene konnen die Aggregation unterschiedlicher aSyn-Spezies
begiinstigen und tragen unter anderem zu den erheblichen Unterschieden in der klinischen
Auspragung der jeweiligen Erkrankung innerhalb sowie zwischen verschiedenen PD-Kohorten
bei (Guadagnolo et al., 2021; Tran et al., 2020). Auch DLB und MSA werden generell von
diversen Co-Pathologien begleitet. So begtinstigen beispielsweise Mutationen im GBA1-Gen
eher DLB als PD (Lee etal., 2021; Nalls et al., 2013). Die Unterschiede innerhalb und zwischen
Synucleinopathien lassen sich demnach nicht allein durch die Lokalisation von aSyn-
Ablagerungen erklaren, sondern sind maf3geblich durch das Zusammenwirken mit Co-

Pathologien und durch die Modulation der nativen aSyn-Funktion bestimmit.
2. Alpha-Synuclein: Struktur, Funktion und Aggregationsverhalten

2.1 Struktur und biochemische Eigenschaften von aSyn

Das Kernelement der Synucleinopathien, aSyn, ist ein  hochkonserviertes,
wirbeltier-spezifisches Protein mit 140 Aminosauren und einem Molekulargewicht von etwa
14,5 kDa (Abbildung 2A). Isoliert und vollstadndig sequenziert wurde aSyn erstmals im Jahr
1988 aus der Zitterrochen-Spezies Tetronarce californica (Maroteaux et al., 1988; Zhu & Fink,
2003). Zusammen mit den Proteinen B-Synuclein und y-Synuclein gehért aSyn der Synuclein-
Familie an, welche sich durch hoch konservierte Lipidbindungsmotive mit Ahnlichkeit zu den
Klasse-A2-Lipidbindungsdomanen der ,austauschbaren Apolipoproteine® auszeichnen
(George et al., 1995; Segrest et al., 1990).
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Strukturell umfasst das Protein drei charakterisierte Domé&nen (Abbildung 2A und B)
(Emamzadeh, 2016). Die ersten 60 Aminosauren bilden den positiv geladenen N-Terminus,
welcher sich durch eine hohe Anzahl basischer Lysinreste und einer daraus resultierenden
positiven Nettoladung auszeichnet. Diese Lysine sind Bestandteil von sechs imperfekten
KTKEGV-Motiven, die bei Kontakt mit negativ geladenen Phospholipiden (insbesondere
Phosphatidsaure, Phosphatidylinositol und Phosphatidylinositol-Phosphate) die Ausbildung
einer diskontinuierlichen Protein-a-Helix hervorrufen (Bartels et al., 2010; Pirc & Ulrih, 2015).

A C
Homo sapiens 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGAY 7@
Pan troglodytes 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGAV 70
Pongo abelii 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTKEQUTNVGGAV 70
Bos taurus 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGRTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVTTVAEKTKEQVTNVGEAV 70
Sus scrofa 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVTTVAEKTKEQVTNVGEAV 70
Rattus norvegicus 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGYTTVAEKTKEQUTNVGGAV 70
Mus musculus 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVTTVAEKTKEQVTNVGGAV 70
Serinus canaria 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSRTKEGVVHGVTTVAEKTKEQVSNVGGAV 7@
Gallus gallus 1 MDVFMKGLNKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSRTKEGVVHGVTTVAEKTKEQVSNVGGAV 70
Xenopus tropicalis 1 MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVTTVAEKTKEQVSNVGGAV 7@

I II III v vV
71 VTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKN-EEGAPQEGILED- -MPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA 140
71 VTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKN- EEGAPQEGILED- -MPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA 140
71 VTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKN-EEGATQEGILED- -MPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA 140
71 VTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFGKKDHMGKG- EEGASQEGILED- -MPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA 140
71 VTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFGKKDQLGKN-EEGAPQEGILED- -MPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA 148
71 VTGVTAVAQKTVEGAGNIAAATGFVKKDQMGKG-EEGYPQEGILED- -MPVDPSSEAYEMPSEEGYQDYEPEA 140
71 VTGVTAVAQKTVEGAGNIAAATGFVKKDQMGKG- EEGYPQEGILED- -MPVDPGSEAYEMPSEEGYQDYEPEA 140
71 VTGVTAVAQKTVEGAGNIAAATGLVKKDQLAKQNEEGFLQEGMVNNTGAAVDPDNEAYEMPPEEEYQDYEPEA 143
71 VIGVTAVAQKTVEGAGNIAAATGLVKKDQLAKQNEEGF LQEGMVNNTDIPVDPENEAYEMPPEEEYQDYEPEA 143
71 VTGVTAVAQKTVEGAGNIAAATGLVKKDQK - - -NESGFGQEGTVENSENMPVNPDETYEMPPEVNIFCVKPEA 140
VI
B . " .
N-Terminus NAC-Domine C-Terminus
r Y Y B
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KTKEGV-Motive I K102 S129
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SUMOylierung  Phosphorylierung

Abbildung 2: Evolutionare Konservierung und Struktur von aSyn. A: Proteinsequenz-Vergleich
von aSyn in den Wirbeltieren Homo sapiens (Mensch), Pan troglodytes (Schimpanse), Pongo abelii
(Sumatra-Orang-Utan), Bos taurus (Rind), Sus scrofa (Wildschwein), Rattus norvegicus (Wanderratte),
Mus musculus (Hausmaus), Serinus canaria (Kanarienvogel), Gallus gallus (Huhn) und Xenopus
tropicalis (Krallenfrosch). Die Sequenzanalyse zeigt eine hohe Konservierung des Proteins zwischen
allen gelisteten Arten, insbesondere im amphipathischen N-Terminus (griin) und der NAC-Domaéane
(gelb). Die sechs KTKEGV-Motive (graue Kasten) sind mit I-VI nummeriert und sind fast identisch
zwischen allen Spezies. In Rindern ist der Lysinrest im dritten Motiv (lll) durch das chemisch sehr
ahnliche Arginin ersetzt. Das Gleiche wird fur die erste Aminoséure des vierten KTKEGV-Motivs (IV) in
beiden Vogelarten beobachtet. Zudem ist aSyn bei Vogelspezies drei Aminosauren langer als bei den
Ubrigen dargestellten Arten. B: aSyn lasst sich strukturell in drei Abschnitte unterteilen: den
amphipathischen N-Terminus (griin, Aminoséauren AS1-60), die aggregationsférdernde NAC-Doméne
(gelb, AS61-95) und den chemisch sauren C-Terminus (rot, AA96-140), der fir Protein-Protein-
Interaktionen verantwortlich ist. Die grauen Kasten markieren KTKEGV-Motive wie in A. Am C-Terminus
sind zwei posttranslationale SUMOylierungen an K96 und K102 sowie Phosphorylierungen an Y125
und S129 dargestellt. C: Darstellung der angenommenen Sekundarstruktur von aSyn in Anwesenheit
von biologischen Membranen. Der N-Terminus und die NAC-Domane bilden eine diskontinuierliche a-
Helix, die an den Kopfgruppen stark gekrimmter Membranen bindet. Der prolinreiche C-Terminus gilt
als intrinsisch ungeordnet und flexibel. Abbildung angelehnt an (Schepers et al., 2024).
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Zwei dieser Membran-Bindemotive, wie auch die helikale Struktur reichen bis in die
sogenannte ,non-amyloid- component” (NAC)-Domane, welche die Aminosauren 61 bis 95
umfasst. Diese Doméne wurde erstmals als Bestandteil von Lewy-Kérperchen identifiziert und
weist eine starke Aggregationstendenz auf, insbesondere aufgrund einer aus 11 Aminosauren
bestehenden Kernregion, dem ,NACore“ (®®GAVVTGVTAVA’®) (Rodriguez et al., 2015; Tuttle
etal., 2016; L. Xu et al., 2016). Die ausgepragte Hydrophobizitat dieser Region begiinstigt die
Formation von [-Faltblattern, welche mit den NAC-Regionen anderer aSyn-Spezies

oligomerisieren und amyloide Aggregation hervorrufen kdnnen.

Die Form der aSyn-Aggregation kann durch unterschiedliche Bedingungen induziert werden.
Dazu zahlen unter anderem endogene Faktoren, wie Proteinmodifikationen und die
proteolytische Abspaltung des N-Terminus (Anderson et al., 2006; Liu et al., 2005). Exogene
(Umwelt-)Faktoren wie Schwermetalle, Pestizide, Temperatur- und pH-Wert-Schwankungen
wurden in in vitro-Studien ebenfalls mit amyloider Fibrillierung in Verbindung gebracht (Ghosh
et al., 2017; Morris & Finke, 2009).

Der C-Terminus wird von den Aminosduren 96-140 gebildet und ist durch zahlreiche
Prolinreste und eine daraus resultierende intrinsische Unordnung charakterisiert (Abbildung
2C). Eine hohe Anzahl saurer Aminosauren (etwa '5) tragt zudem zu einer negativen
Nettoladung bei, welche die Interaktion mit positiven Resten spezifischer Proteine beglinstigt
(Cole et al., 2002). Zu diesen Interaktionspartnern zahlen z.B. ,soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment receptors (SNARES) in der Vesikel-Fusion (Burré et al., 2010; Sun
et al., 2019). Spezifische Tyrosin- und Serinreste erlauben auf3erdem post-translationale
Phosphorylierung (Y125, S129), die unter anderem Proteininteraktionen unterstitzen
(Manzanza et al., 2021; Oueslati et al., 2010). Um den Einfluss von aSyn auf die Entstehung
von Synucleinopathien wie PD zu verstehen, ist es zunéchst notwendig, das Protein im

physiologischen Kontext néher zu betrachten.
2.2 Physiologische Funktionen von aSyn

Physiologisches (l6sliches) aSyn wurde in verschiedenen Kompartimenten neuronaler Zellen
lokalisiert und zahlreiche Studien konnten bereits putative Funktionen beschreiben (Abbildung
3). Im neuronalen Soma interagiert aSyn mit unterschiedlichen Organellen, unter anderem
dem Nukleus. Der Eintritt in den Zellkern erfolgt hierbei entweder aktiv tGber C-terminale
SUMOylierung (K96 und K102) und anschlieRenden Transport durch Karyopherin a6, oder
Uber passive Diffusion entlang der Kernporen (Ryu et al., 2019; Timney et al., 2016). Im
Nukleus hat aSyn einen Einfluss auf die Chromatinstruktur der DNA und kann die Expression
von Genen regulieren. Dies erfolgt sowohl direkt Uber elektrostatische Bindung an das DNA-
Ruckgrat als auch indirekt tiber Wechselwirkungen mit epigenetisch wirkenden Enzymen (z.B.

Histon-modifizierende Enzyme) (Desplats et al., 2011, Jiang et al., 2018; Surguchov, 2023).
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Dabei wurden insbesondere Veranderungen der H3K9-Methylierung und der generellen

Histonacetylierung beobachtet (Kontopoulos et al., 2006; Sugeno et al., 2016).

Aulerhalb des Zellkerns ist aSyn aullerdem an der inneren und auleren
Mitochondrienmembran lokalisiert (Cole et al., 2008; Devi et al., 2008; Menges et al., 2017).
An der duBeren Membran kann aSyn die Mitochondrienfusion modulieren und damit den
axonalen Organelltransport beeinflussen (Bernal-Conde et al., 2020; Nakamura et al., 2011;
Saxton & Hollenbeck, 2012). An der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert aSyn
vornehmlich in Cardiolipin-reichen Regionen der Cristae, welche eine hohe Dichte an
Atmungskettenkomplexen aufweisen. Es wird vermutet, dass aSyn eine stabilisierende
Funktion im Elektronentransfer von Komplex | auf Il ausiibt (Devi et al., 2008; Ellis et al., 2005;
Paradies et al., 2014).

Ein zentraler Prozess, in den aSyn verwickelt ist, ist der vesikulare Transport zwischen dem
endoplasmatischen Retikulum (ER), dem Golgi-Apparat und dem endosomalen
Transportnetzwerk (Teixeira et al., 2021; Thayanidhi et al., 2010). In PD-Modellsystemen
interagiert aSyn unter anderem mit ,Ras-related in brain“ (Rab) GTPasen wie Rabl und
verschiedenen SNAREs, mdglicherweise zur Unterstitzung von Membranfusion (Burré et al.,
2010; Cooper et al.,, 2006; Yoo et al.,, 2023). In Saccharomyces cerevisiae colokalisiert
humanes aSyn mit den GTP-bindenden Proteinen ,yeast protein two 1“ (Yptl), Ypt6, Ypt31
und Ypt32 (Soper et al.,, 2011). Zudem wurde aSyn im Zusammenhang mit humanen
endosomalen Transportvesikeln und -enzymen wie RAB5, RAB7 und RAB11A gebracht
(Hasegawa et al., 2011).

Die am langsten bekannte Funktion von aSyn ist im Bereich der Pradsynapse bzw. der
Axonterminale lokalisiert, wo die gemessene aSyn-Konzentration am hdchsten ist (Hsu et al.,
1998; Maroteaux et al., 1988; Nordengen & Morland, 2024; Sharma & Burré, 2023). Die
meisten prasynaptischen Proteine werden im neuronalen Soma synthetisiert und entlang des
Axons transportiert (Horton et al., 2005). Dabei gibt es verschiedene Transportmechanismen,
die das jeweilige Cargo mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten anterograd transportieren.
Membranreiche Organellen und Transportvesikel werden schnell beférdert (200-400 mm/Tag)
wahrend Komponenten des Zytoskeletts tber ,slow component a“ (SCa) und zytosolische
Proteine Uber SCb transportiert werden (0.2-8 mm/Tag) (Roy et al., 2007). Der Transport von
aSyn erfolgt Gber die SCb und setzt die Bindung von aSyn an ,lipid rafts“ voraus (Fortin et al.,
2004; Tang et al., 2012).
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Abbildung 3: Vorgeschlagene physiologische Interaktionen von aSyn im Neuron. aSyn wurde in
verschiedenen Kompartimenten neuronaler Zellen lokalisiert. Dazu zéhlen der Nukleus, das
endoplasmatische Retikulum (ER), der Golgi-Apparat (Golgi), endosomale Strukturen, Lysosome und
Mitochondrien. In den Mitochondrien liegt aSyn insbesondere im Intermembranraum (IMR) in
unmittelbarer Nahe der Atmungskettenkomplexe | und Il und des negativ geladenen Phospholipids
Cardiolipin vor. Der Transport von aSyn an die Synapse erfolgt entlang des langsamen axonalen
Transportwegs, der ,slow component b“ (SCb). An der Prasynapse wirkt aSyn im gesamten
Lebenszyklus synaptischer Vesikel. Abbildung angelehnt an (Schepers et al., 2024).

An der Synapse ist aSyn am gesamten Lebensszyklus synaptischer Vesikel beteiligt. Dies
beinhaltet die Beladung der Vesikel mit Monoamin-Neurotransmittern (z.B. Dopamin), Vesikel-
»docking“ und -,priming“ (Huang et al., 2019; Nordengen & Morland, 2024; Pifl et al., 2014).
Fur letzteres interagiert aSyn mit SNARE-Proteinen, um die Fusion mit der Plasmamembran
(PM) zu ermdglichen (Burré et al., 2010; Hawk et al., 2019; Lou et al., 2017; Sun et al., 2019).
Essenziell fur diese Prozesse ist die N-terminale Bindung von aSyn an negativ geladenen
Phospholipiden der synaptischen Vesikel. Die Lipidbindung von aSyn wird insbesondere durch
starke Krimmungseffekte der Membran sowie phosphorylierte Phosphoinositide (PIPs)
vermittelt (Jacob et al., 2021; Middleton & Rhoades, 2010). So wurde in unterschiedlichen
Zelltypen beobachtet, dass die Lokalisation von aSyn an der PM PIP2- bzw. PIP3-abhangig
ist (Jacob et al., 2021). Nach Fusion der synaptischen Vesikel mit der PM soll eine durch aSyn
induzierte Krimmung der PM die Wiederaufnahme der Vesikel durch Endozytose unterstitzen
(Westphal & Chandra, 2013).
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Die Vielzahl zellularer Lokalisationen und putativen Interaktionen von aSyn deutet auf eine
Ubergeordnete Rolle in der Regulation vesikularer Transportprozesse und Membranfusionen
hin. Besonders auffallend ist dabei die hohe Affinitat zu stark gekrimmten, anionischen
Membranen wie denen synaptischer Vesikel, Endosomen und mitochondrialer Cristae. In der
Pathogenese von PD befinden sich aggregierte Formen von aSyn in unmittelbarer Nahe zu
diesen Zellkompartimenten und colokalisieren in Lewy-Kérperchen (Miraglia et al., 2018;
Moors et al.,, 2021). Aktuelle Studien belegen, dass die Prasenz diverser Lipide den
pathologischen Aggregationsprozess von aSyn unterbinden oder sogar beschleunigen kann
(Auluck et al., 2010; Galvagnion et al., 2015; Martinez et al., 2007; Zhu & Fink, 2003).

2.3 Aggregationsverhalten in vivo und in vitro

In seiner nativen, membranassoziierten Form liegt aSyn in der Regel als N-terminal helikales
Protein vor und bildet funktionale Monomere oder Tetramere (Bartels et al., 2011; Davidson et
al., 1998). Im Zentrum der Synucleinopathien steht die pathologische Aggregation dieses
eigentlich I6slichen Proteins und daraus resultierende Zytotoxizitat. Der klassische
Aggregationsprozess von aSyn umfasst die paarweise Aneinanderlagerung von aSyn-
Monomeren Uber die im Proteinkern lokalisierte NAC-Doméne zu toxischen Oligomeren
(primére Nukleation), deren Zusammenschluss zu sogenannten Protofibrillen und letztlich die
Elongation zu amyloiden Fibrillen (Abbildung 4) (de Oliveira & Silva, 2019). Dieser Prozess
konnte bereits mithilfe von in vitro-Studien experimentell reproduziert werden (Cascella et al.,
2019; Concha-Marambio et al., 2023; Srivastava et al., 2020). Dabei wurde gezeigt, dass die
primare Nukleation, also die initiale Oligomerisierung von aSyn, mittels verschiedener
Methoden beschleunigt werden kann. Dazu zahlen die schrittweise Erhéhung der aSyn-
Monomerkonzentration, die Zugabe praformierter aSyn-Aggregate (engl. ,Seeds®) sowie
Kupferionen und bestimmter Lipid- bzw. Membranspezies (Bluhm et al., 2025; Galvagnion et
al.,, 2015; Srivastava et al.,, 2020; Walke et al., 2024). Amyloide Fibrillen, d.h.
Zusammenlagerungen mit charakteristischer p-Faltblatt-Struktur, welche wiederum neue
Aggregationsprozesse durch sekundéare Nukleation initieren kdnnen, lagern sich in einem
letzten Schritt in intrazellularen Einschlissen — Lewy-Korperchen bzw. Lewy-Neuriten

zusammen (Jellinger, 2009).

Obwohl diese fibrillaren Endprodukte einen hohen Stellenwert in der PD-Pathologie
einnehmen, ricken nicht-amyloide Aggregationsformen von aSyn zunehmend in den
Vordergrund. Dazu zadhlen unter anderem die Intermediarstrukturen der klassischen
Aggregation, ndmlich Oligomere und Protofibrillen (Winner et al., 2011; Xu et al., 2024). Diese
toxischen aSyn-Formen sind in der Lage, Membranen zu penetrieren, sich innerhalb des
Nervensystems auszubreiten und andere Proteine prionen&hnlich zur Aggregation zu bringen
(Tsigelny et al., 2012).
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Viele aSyn-Oligomere entstehen oder wirken an Membranen, weshalb der Forschungsfokus
auf eine weitere Aggregationsform von aSyn gelenkt wurde: membranassoziierte aSyn-
Cluster. Wie bereits erwéahnt, kann die Zugabe spezifischer Lipide das Aggregationsverhalten
von aSyn in vitro beeinflussen. So wurde experimentell nachgewiesen, dass anionische ,small
unilamellar vesicles® (SUVs) die Bildung gemischter Protein-Lipid-Aggregate fordern (Dear et
al., 2024; Fusco et al.,, 2016). Von besonderer Bedeutung sind dabei Lipid-Wasser-
Grenzflachen (Biswas et al., 2020). Auch das Vorhandensein stark negativ geladener PIPs
wie PIP3 sowie mehrfach ungesattigter Fettsauren (PUFAS) sind in der Lage, (nicht-)amyloide
Aggregationsprozesse von aSyn an diesen Grenzflachen zu férdern (Assayag et al., 2007;
Choong et al., 2023).

Interessanterweise bestimmt neben den Lipidspezies auch die Menge an Lipiden den priméaren
Nukleationsprozess. Je hdher das Lipid/aSyn-Verhéltnis ist, desto mehr Vesikel stehen zur
Verfligung, um von aSyn an der Oberflache gebunden zu werden (Galvagnion et al., 2015;
Makasewicz et al., 2024). Die daraus resultierende Reduktion freier aSyn-Monomere hat zur
Folge, dass keine bzw. signifikant weniger Aggregationsinitiationen stattfinden kénnen. Wird
die Lipidkonzentration hingegen reduziert, sattigen die vorhandenen aSyn-Molekile die
verfigbaren Vesikel, sodass die restlichen freien Monomere an der Vesikeloberflache
aggregiert werden. Die Aggregationsrate ist in diesem Fall nicht nur héher als bei einem hohen
Lipid/aSyn-Verhaltnis, sondern Ubersteigt auch jene, die in einer lipidfreien Umgebung
beobachtet wird. Lipidassoziierte aSyn-Aggregate kénnen wiederum ,Seeds” fir weitere
Oligomerisierungsprozesse darstellen oder die Formation groRer aSyn-Vesikelcluster

hervorrufen (Kiechle et al., 2020).

Dieses Aggregationsverhalten beschrankt sich nicht ausschlie3lich auf in vitro-Experimente,
vielmehr wurden in der Pathologie von PD spezifische nicht-amyloide Strukturen beschrieben,
die vergleichbare Cluster beinhalten. Eine Form dieser Strukturen sind sogenannte ,pale
bodies* (dt. blasse Korper). Dabei handelt es sich um Lewy-Korperchen-ahnliche
Anlagerungen, welche aufgrund des hohen Membrananteils und der vergleichsweise
geringeren Proteindichte ,blass® (engl. ,pale“) wirken (Dale et al., 1992). Zu den
Membranbestandteilen zahlen vor allem endosomale und synaptische Vesikel, aber auch

fragmentierte Organellen wie z.B. Mitochondrien (Shahmoradian et al., 2019).

Angesichts der engen Verbindung zwischen Lipiden und der Zytotoxizitdt von aSyn ist es
besonders relevant, Veranderungen im Lipidom und deren Einfluss auf die
pathobiochemischen Mechanismen der Parkinson-Krankheit zu erfassen. Um diese
komplexen Zusammenhange sowie das Aggregationsverhalten von aSyn unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen besser zu verstehen, werden

unterschiedliche Modellorganismen eingesetzt.
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Abbildung 4: Aggregationsverhalten und -prozess von aSyn Darstellung der unterschiedlichen
Aggregationsmechanismen fir aSyn. Im klassischen Aggregationsprozess lagern sich fehlgefaltete
aSyn-Monomere an der NAC-Region zu toxischen Oligomeren zusammen, welche Protofibrillen und
schlieB3lich Fibrillen ausbilden kdnnen. In der Lipid-assoziierten Aggregation wird die primére Nukleation
durch membrangebundenes aSyn ausgeldst, wodurch unter anderem weitere membrangebundene
aSyn-Spezies zur Aggregation gebracht werden kénnen. Dies flihrt zur Zusammenlagerung vesikularer
Cluster. Abbildung angelehnt an (Fanning et al., 2020).

3. Saccharomyces cerevisiae als Modellorganismus fur Parkinson

3.1 Modellorganismen in der molekularen Neurobiologie

In der molekularen Neurobiologie ist die Verwendung geeigneter Modellsysteme unerlasslich,
da das Gehirn und folglich neuronale Prozesse experimentell schwer zuganglich sind und sich
die Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen Uber Jahrzehnte erstrecken kann.
Untersuchungen am menschlichen System beschranken sich daher insbesondere auf
differenzierte pluripotente Stammzellen aus Haut- oder Blutzellen sowie neuronale
Priméarkulturen, welche aus Biopsieproben gewonnen werden koénnen. Grof3 angelegte
humane Studien hingegen konzentrieren sich in der Regel auf Biomarker aus
Cerebrospinalflissigkeit, dem Blutplasma oder postmortalen Gewebeproben. Auch
gewebeunspezifische genomweite Assoziationsstudien (GWAS) und nicht-invasive
Bildgebungsverfahren, wie Positronen-Emissions-Tomographie (PET) oder funktionelle

Magnetresonanztomographie (fMRT) sind géngige Verfahren (Lehner et al., 2023).

Fur das Verstandnis grundlegender molekularbiologischer Mechanismen wurden daher

zahlreiche experimentelle Modelle etabliert. Saugermodelle eignen sich aufgrund ihrer
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genetischen Nahe zum Menschen, neuronaler Strukturen und der Madglichkeit
verhaltensbasierter Analysen besonders gut, sind jedoch unter anderem durch lange
Generationszeiten limitiert. Zebrafische (Danio rerio) erméglichen entwicklungsbiologische
Studien, wahrend Drosophila melanogaster durch die Vielzahl verfligbarer Mutantenstamme
in der Neurogenetik breit eingesetzt wird. Auch humane Zelllinien wie LUHMES-Zellen (,Lund
human mesencephalic*), die sich in dopaminerge Neuronen differenzieren lassen, dienen als

gangiges System.

Seit den frihen 2000er Jahren wird zudem S. cerevisiae als Modellsystem fur
neurodegenerative Erkrankungen verwendet (Krobitsch & Lindquist, 2000; Outeiro &
Lindquist, 2003; Willingham et al.,, 2003). Hierfur wurden sogenannte ,humanisierte”
Hefestamme entwickelt, die humane krankheitsassoziierte Proteine heterolog exprimieren.
Dazu zdhlen unter anderem Polyglutamin-Proteine wie Huntingtin, Amyotrophe
Lateralsklerose-auslésende Proteine TDP-43, FUS und SOD1, Alzheimer-assoziierte Proteine
Amyloid-beta und Tau sowie diverse Prionenproteine und insbesondere seit 2003 auch aSyn
in der PD-Forschung (Caine et al., 2007; Ju et al., 2011; Willingham et al., 2003).

Viele dieser Untersuchungen beschéftigen sich mit den Aggregationseigenschaften
pathologischer Proteine einschlief3lich krankheitsrelevanter Mutationen, da die Mechanismen
der zellularen Proteinqualitatskontrolle in Hefe hoch konserviert sind. Dies gilt beispielsweise
fir das Huntingtin-Protein und das Alzheimer-relevante Protein Tau (Krobitsch & Lindquist,
2000; Noble et al., 2003; Vandebroek et al., 2005). Ein weiterer Ansatz ist die Untersuchung
der rAumlichen Segregation fehlgefalteter Proteine. Unter Stressbedingungen bilden sich in S.
cerevisiae Inklusionskérper wie ,insoluble protein deposit-“ (IPOD-) und ,juxtanuclear quality
control-“ (JUNQ-)Kompartimente, die funktionelle Parallelen zu Aggresomen in S&ugerzellen
aufweisen (Bagola & Sommer, 2008; Kaganovich et al., 2008; Wang et al., 2009).

Als Modellsystem bietet Hefe damit eine stark vereinfachte Plattform, die zwar keine
neuronalen Strukturen und Funktionen abbildet, aber genetische Screenings ermdglicht und
Einblicke in konservierte Mechanismen wie Vesikeltransport, Proteinhomdostase oder
Lipidstoffwechsel erlaubt. Daher fokussiert sich auch die Untersuchung des 2003 etablierten
Hefe-PD-Modells insbesondere auf grundlegende Fragestellungen, wie die zellulare
Lokalisation des humanen aSyn-Proteins sowie dessen dosisabhangigen Einfluss auf die
Proteinqualitatskontrolle,  vesikulare  Transportmechanismen und unter anderem
mitochondriale Funktion (Buttner et al., 2008; Galka et al., 2024; Outeiro & Lindquist, 2003).

3.2 Saccharomyces cerevisiae in der PD-Forschung

Da es sich bei aSyn um ein wirbeltierspezifisches Protein handelt, welches auRerdem primar
in neuronalem Gewebe vorkommt, existiert kein strukturelles oder funktionales Homolog in S.

cerevisiae. Die erste Verwendung von Hefe als PD-Modell erfolgte in einer Studie aus dem
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Jahr 2003 durch Tiago Outeiro und Susan Lindquist (Outeiro & Lindquist, 2003). In dieser
Studie wurde humanes aSyn mit einem C-terminalen GFP-Epitop fusioniert und heterolog in
S. cerevisiae exprimiert. Dies erfolgte einerseits durch direkte Integration des Gens in das

Hefegenom, andererseits Uber die Verwendung episomaler Plasmide.

Seitdem erschienen zahlreiche Studien, insbesondere genetische Hochdurchsatz-Screenings,
die bereits vielfaltige Einblicke in Eigenschaften und Interaktionen von aSyn gewahren
konnten (Menezes et al., 2015). Humanes aSyn, das heterolog in Hefe exprimiert wird, wird
entlang der sekretorischen Maschinerie zu Knospungsstellen an der PM beférdert, wo
Tochterzellen der asexuellen Fortpflanzung entstehen (Dixon et al., 2005; Outeiro & Lindquist,
2003). Temperaturabhangige Inaktivierung wichtiger sekretorischer Rab GTPasen, wie
,secretory protein 4 (Sec4), Sec9 (PM-Fusion) und Secl4 (Golgi-Transport) resultieren in

einer zytoplasmatischen aSyn-Lokalisation (Dixon et al., 2005).

Studien zeigen zudem, dass die Erhéhung des Expressionslevels von aSyn, beispielsweise
durch multiple genomische Integration, die Wuchsrate und chronologische Lebensspanne
signifikant reduziert und membranstandige aSyn-Inklusionen hervorruft (Petroi et al., 2012;
Sampaio-Marques et al.,, 2012). In Menschen wurde ebenfalls beschrieben, dass SNCA-
Duplikationen und -Triplikationen zu einer verstarkten Toxizitat von aSyn fihren (Oliveira et
al., 2015). Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten dabei, dass aSyn in Wildtyp-
Hefen nicht amyloid, sondern Uberwiegend in grof3en vesikelassoziierten Clustern akkumuliert
(Gitler et al., 2008; Soper et al., 2008).

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang ein grof3angelegtes genetisches
Screening, das zeigte, dass die Expression von aSyn in Deletionsstammen mit Defekten in
der Lipidbiosynthese, im intrazellularen Transport und im Vesikeltransport, haufig zu
synthetischer Letalitat fuhrt. Zu den relevanten Proteinen gehéren unter anderem der Inositol-
abhéngige Transkriptionsfaktor ,inositol requiring 4“ (Ino4), der Rab GTPase-Aktivator
»multicopy suppressor of bud emergence 3 (Msb3), die endosomale Recyclingkomponente
Vps52 (Endosom-Golgi-Transport), das Syntaxin 16-Homolog ,t-SNARE affecting a late Golgi
compartment 2“ (TIlg2) (t-SNARE-Protein) und der spat-endosomale Marker Vps24
(Willingham et al., 2003). Gleichzeitig konnte ein Screening tberexprimierter Proteine zeigen,
dass unter anderem Faktoren des Vesikeltransports wie Yptl, Ykt6 und Sec21 ebenfalls die
aSyn-Toxizitdt modulieren kdénnen. Wie auch in Saugerzellen beobachtet, colokalisiert
humanes aSyn mit diversen endosomalen Rab GTPasen, wie Ypt6, Ypt31 und Ypt32. Die
gleiche Studie konnte zudem zeigen, dass die Expression von aSyn endosomale
Transportdefekte hervorruft und die Uberexpression der Endosom-Golgi-Rab GTPase Ypt6

der Bildung zellularer aSyn-Akkumulationen entgegenwirkt (Soper et al., 2011).

Auch in Bezug auf die Proteinqualitdtskontrolle konnten im Hefemodell bereits einige PD-

relevante Phanotypen beobachtet werden. So inhibiert die Expression von aSyn das UPS und
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es kommt zu einer Anreicherung ubiquitinierter Proteine (Galka et al., 2024; Outeiro &
Lindquist, 2003; Popova et al., 2021). Auch die Uberexpression UPS-relevanter Proteine wie
,HMG-CoA reductase degradation protein 1* (Hrd1), ,Ubiquitin-specific-processing protease
7“ (Ubp7) und Upb11 moduliert die aSyn-Toxizitét in S. cerevisiae (Yeger-Lotem et al., 2009).
Studien konnten zudem zeigen, dass aSyn-reiche Inklusionen primér durch Autophagie
abgebaut werden und die aSyn-Expression eine Anreicherung des Autophagie-Markers
L2autophagy-related protein 8“ Atg8 induziert (Sampaio-Marques et al., 2012; Tenreiro et al.,
2014). Dieser Prozess lauft verlangsamt ab, wenn aSyn mit einer post-translationalen
Phosphorylierung an S129 — einem bekannten PD-Marker — versehen ist (Tenreiro et al.,
2014).

In alternden postmitotischen Zellen resultiert die Expression von aSyn zudem in einem
Wiedereintritt in den Zellzyklus und einem erhohten autophagischen Zelltod (Sampaio-
Marques et al., 2019). Ein dhnlicher Effekt wurde in H4 Neurogliomzellen beobachtet und wird

auch in Neuronen von Patienten neurodegenerativer Erkrankungen vermutet (Wu et al., 2024).

Interessanterweise hangt eine Vielzahl der beobachteten Effekte — einschliel3lich Lokalisation,
Wuchsrate, Lebensspanne, Proteinqualitatskontrolle und Rab-Interaktionen — vom
Vorhandensein des lipidbindenden N-Terminus von aSyn ab (Dixon et al., 2005; Outeiro &
Lindquist, 2003; Vamvaca et al., 2009). N-terminale Deletionen oder die Einfliihrung der PD-
assoziierten A30P-Mutation, die eine signifikante Verringerung der Membranbindung
hervorruft, resultieren in einer zytoplasmatischen Lokalisation des Proteins und weitaus
schwécheren  zytotoxischen  Effekten.  Aufgrund ihrer  unterschiedlichen  Lipid-
Bindeeigenschaften haben sich die mutierten A30P- und A53T-Varianten als gangige
Kontrollen flr aSyn-Untersuchungen in S. cerevisiae etabliert (Dixon et al., 2005; Outeiro &
Lindquist, 2003).

Diese Befunde verdeutlichen, dass die Interaktion von aSyn mit Lipidmembranen nicht nur die
subzellulare Lokalisation, sondern auch maf3geblich die Zytotoxizitéat bestimmt. Besonders der
N-Terminus, mit seiner hohen Affinitdt zu anionischen Phospholipiden, erweist sich dabei als
zentraler Modulator zellulérer Effekte (Bartels et al., 2010; Pirc & Ulrih, 2015). Damit riicken
Lipid-aSyn-Interaktionen zunehmend in den Fokus, insbesondere im Kontext vesikularer
Transportprozesse und der Proteinqualitatskontrolle. Um diese Zusammenhdnge zu
verstehen, ist ein grundlegender Uberblick tiber den zellularen Lipidmetabolismus notwendig,

der im Folgenden dargestellt wird.
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4. Lipidmetabolismus in intrazellularen Transportprozessen

4.1 Ubersicht und Bedeutung des zellularen Lipidmetabolismus

Lipide sind eine essenzielle Stoffklasse, die etwa 10% aller Makromolekule in eukaryotischen
Zellen ausmacht (van Meer et al., 2008). Neben ihrer Rolle als Energiespeicher und
Signalmolekiile, sind sie vor allem als strukturelle Komponenten biologischer Membranen von
grundlegender Bedeutung. Zu den haufigsten zellular vorkommenden Lipiden gehoren
Cholesterine bzw. Ergosterole in S. cerevisiae, Sphingolipide und Glycerolipide. W&hrend
Ergosterole und Sphingolipide insbesondere fur die Stabilitat und Fluiditat von Biomembranen
verantwortlich sind und ,Lipid rafts ausbilden, um zelluldre Funktionen zu regulieren, bilden
Glycerolipide das Fundament aller eukaryotischen Membranen (Simons & lkonen, 1997).
Glycerolipide bestehen aus einem zentralen Glycerin-Molekil, welches ein- bis dreifach mit
Fettsaureketten verestert werden kann. Dreifach veresterte Glycerine bilden TAGs, welche
wiederum eine Speicherform darstellen und zusammen mit Sterolestern (z.B. Ergosterol) in

sogenannten ,Lipid droplets” gelagert werden.

Strukturelle Glycerolipide basieren auf zweifach veresterten Diacylglyceriden (DAG) und
kénnen an der dritten Position phosphoryliert (Glycerophospholipide) oder selten glykosyliert
(Glykoglycerolipide) werden. Glycerophospholipide (im Folgenden Phospholipide) sind
amphiphile Molekdle, das heif3t sie bestehen aus einem hydrophilen und einem lipophilen Teil.
Diese besondere chemische Eigenschaft beglinstigt die Ausbildung von Mizellen und
Lipiddoppelschichten (Biomembranen) in polarer Umgebung, da sich die hydrophilen
Kopfgruppen unter entropischem Druck in Richtung des wassrigen Milieus ausrichten und die
unpolaren Fettsdurereste einen hydrophoben Kern bilden. Die Lange und Séattigung der
veresterten Fettsduren bestimmt dabei die Fluiditat bzw. Rigiditat der Membran, wohingegen
eine Vielzahl kovalent gebundener Kopfgruppen insbesondere Ladung und Krimmung der

Membranoberflache beeinflusst (Seddon, 1990; van den Brink-van der Laan et al., 2001).

Im Laufe der eukaryotischen Evolution haben sich zellulare Kompartimente ausgebildet,
welche von Membranen mit definierten Lipidkompositionen umschlossen werden. Die
Zusammensetzung dieser Membranen ist essenziell fir die Funktionalitat aller zellularen
Prozesse, insbesondere innerhalb der jeweiligen Kompartimente (Sarmento et al., 2023).
Dabei spielt die zelltyp- und kompartimentspezifische Synthese und Verteilung der Lipide eine
entscheidende Rolle. Die Synthese der am haufigsten vorkommenden Phaospholipide
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylinositol (PI) findet
hauptséachlich im endoplasmatischen Retikulum (ER) statt, wobei PC und PE unter Cholin-
bzw. Ethanolamin-reichen Bedingungen direkt aus DAG Uber den ,Kennedy-Weg“
synthetisiert werden kénnen (Abbildung 5) (Gibellini & Smith, 2010). PI hingegen wird aus dem
Vorlauferlipid Phosphatidsédure (PA) gewonnen, indem es durch Cytidintriphosphat (CTP) zu
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CDP-DAG umgesetzt wird und auf ein freies Inositol tbertragen wird (Klug & Daum, 2014).
Unter Cholin- bzw. Ethanolamin-Mangelbedingungen kann der sogenannte ,CDP-DAG-Weg*
auch zur Synthese von PE und PC genutzt werden (Carman & Han, 2011).

Kennedy-Weg
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DAG

_______________________________

ER i PC PE i ' PS CDP-DAG PA CDP-DAG PI
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Abbildung 5: Uberblick iiber die zellulare Phospholipid-Biosynthese. In Eukaryoten erfolgt die
Biosynthese von Phospholipiden (PL) in zwei unterschiedlichen Prozessen. Die Synthese von
Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylcholin erfolgt primér Uber den Kennedy-Weg am ER (roter
Kasten). Cytidindiphosphat (CDP)-aktiviertes Cholin (CDP-Cho) bzw. Ethanolamin (CDP-Etn) wird
dabei auf ein Diacylglycerol (DAG) Ubertragen. Ein alternativer Syntheseweg, welcher zudem alle
anderen Klassen der Glycerophospholipide synthetisiert ist der sogenannte CDP-DAG-Weg (blauer
Kasten). Dieser Syntheseweg erstreckt sich Uber das ER sowie die innere und aul3ere
Mitochondrienmembran (IMM und AMM) und ist neben PE und PC fiir die Synthese der Phospholipide
Phosphatidsaure (PA), Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylinositol (P1), Phosphatidylglycerin (PG) und
Cardiolipin (CL) verantwortlich.

Hierbei wird aktiviertes CDP-DAG zunéchst zu Phosphatidylserin (PS) umgesetzt und in das
Mitochondrium transportiert. An der inneren wie auch der aufReren Mitochondrienmembran
wird PS zu PE umgesetzt und zuriick ins ER transportiert (Aaltonen et al., 2016; Trotter et al.,
1993). Durch dreifache Methylierung der Kopfgruppe kann schlieBBlich PC gebildet werden.
Unter Normalbedingungen tragt der CDP-DAG-Weg nur zu einem Bruchteil der gesamten PC
und PE-Synthese bei (Gibellini & Smith, 2010). Neben der PE-Synthese ist das Mitochondrium
als einziges Kompartiment au3erdem in der Lage, Phosphatidylglycerin (PG) und Cardiolipin
(CL) aus internalisiertem PA zu synthetisieren (Chang et al., 1998). Aus diesem Grund liegen
sowohl PG als auch CL fast ausschliel3lich mitochondrial vor. PA, PC, PE, Pl und PS hingegen
kénnen ausgehend vom ER in alle Bereiche der Zelle transportiert werden. Da Lipide nicht in
der Lage sind, frei im Zytoplasma zu diffundieren, sind spezialisierte Lipid-Transportprozesse

fur diese Verteilung notwendig.
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4.2 Rolle von Lipiden im intrazellularen Membrantransport

Der intrazellulare Lipidtransport ist ein essenzieller Bestandteil der zellularen Homoostase.
Membranlipide kdnnen durch unterschiedliche Mechanismen innerhalb der Zelle transportiert
werden. Dazu zadhlen die freie Diffusion innerhalb der Membran, der Transport Uber
Lipidtransportproteine und vesikularer Transport entlang des Zytoskeletts. Die ersten beiden
Transportprozesse werden durch Membrankontaktstellen gewéhrleistet, welche Membranen
unterschiedlicher Kompartimente in raumliche Nahe bringen. Beispielsweise finden sich
Kontaktstellen des ER mit allen zellularen Organellen, um sowohl dem Transfer von Proteinen
und Metaboliten als auch dem direkten Lipidtransfer zu gewéahrleisten (Phillips & Voeltz, 2016).
Bei der direkten Diffusion werden beide Membranen in rAumliche Nahe gebracht, wo sie einer
morphologischen Veranderung unterliegen. So verschiebt sich die Membranstruktur von der
klassischen Lipiddoppelschicht zum sogenannten ,fusion stalk® (dt. Fusions-Stangel), in dem
die Lipide der Kontaktstellen in einer invertiert hexagonalen Phase (H;) vorliegen (Abbildung
6) (Chernomordik et al., 1987; Siegel, 1999). In dieser intermediaren Phase kdnnen sich Lipide
nach dem ,Fluid-Mosaik-Modell“ frei entlang des Konzentrationsgradienten bewegen (Pagano
& Sleight, 1985; Struck et al., 1981). Findet der Transport Uber Lipidtransporter statt, binden
spezifische Transportproteine an die Lipidkopfgruppen und schirmen den hydrophoben
Schwanz mithilfe von Lipid-Bindetaschen vom wassrigen Milieu ab (Wong et al., 2019). An der
Zielmembran kann das entsprechende Lipid wiederum in die Doppelschicht integriert werden.
Der intrazellulare Lipidtransfer erfolgt Uberwiegend Uber diesen Mechanismus, da er auf
verschiedenen Ebenen reguliert werden kann und so eine schnelle Anpassung des zellularen

Lipidoms an wechselnde Umweltbedingungen ermdglicht wird (Reinisch & Prinz, 2021).

Obwohl der vesikulare Lipidtransport einen deutlich geringeren Anteil am Gesamttransport hat,
handelt es sich um einen essenziellen Mechanismus fir vielfaltige zellulare Prozesse. So hat
er einen bedeutenden Einfluss auf das Membranwachstum mitotischer Zellen, die
Proteinqualitatskontrolle, die  zellulare  Sekretionsmaschinerie, Endozytose und
Membranrecycling, die Kommunikation zwischen Organellen und die Signaltransduktion. In
neuronalem Gewebe ist vesikularer Transport zudem notwendig, um die synaptische

Transmission zu gewahrleisten (Watson et al., 2023).
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freie Diffusion Lipidtransporter Vesikeltransport

Abbildung 6: Moglichkeiten des zellularen Lipidtransfers. Darstellung der hauptsachlichen
Transportmechanismen in zelluldaren Systemen. In der freien Diffusion kdnnen sich Lipide durch
temporare Membranfusion lateral entlang der Membran bewegen oder transversal durch sogenannte
Jlip-flops* zwischen den Doppelschichten springen. Lipidtransporter sind Proteine, welche Lipide auch
ohne direkte Membrankontaktstellen zwischen unterschiedlichen Membranen transportieren kénnen.
Um diesen Transport zu ermdglichen, schirmen sie die hydrophoben Acylgruppen durch eine Lipid-
Bindetasche vom wassrigen Milieu ab. Der Vesikeltransport ermoglicht den Membrantransfer tGiber weite
Distanzen (z.B. neuronale Axone). Hierfiir wird das Donorvesikel zunachst aus dem Ursprungsorganell
abgeschnrt und entlang des Zytoskeletts transportiert. An der Akzeptormembran findet eine zumindest
partielle Fusion des Vesikels mit der Organellmembran statt. Der Lipidtransfer erfolgt entweder durch
vollstandige Verschmelzung des Vesikels mit der Akzeptormembran oder durch freie Diffusion einzelner
Lipide entlang des Konzentrationsgradienten.

Im Zentrum des vesikularen Membrantransports stehen oft Phosphoinositide (PIPs), die als
membranbildende Signallipide fungieren, indem sie bestimmte Rab GTPasen und deren

Effektoren binden bzw. rekrutieren konnen (Koike & Jahn, 2024).

Rab GTPasen sind eine Familie kleiner GTPasen, welche als molekulare ,Schalter” agieren,
um vesikuldre Transportprozesse zu regulieren (Pereira-Leal & Seabra, 2001). Sie kommen
in zahlreichen vesikularen Transportprozessen vor und sind in allen Eukaryoten hoch
konserviert. Rab GTPasen haben spezifische Lokalisationen und Funktionen, die unter
anderem durch die Bindung an bestimmte membranstandige Proteine, sogenannte ,GDP-
dissociation inhibitor (GDI) displacement factors“ (GDF) determiniert werden (Stenmark,
2009). Aktivierte, GTP-beladene Rab GTPasen interagieren mit Effektoren (z.B. SNARE-
Proteinen), um beispielsweise die Fusion zweier Membranen zu induzieren. Anschlielend
werden sie durch GTP-Hydrolyse und der Bindung eines GDIs wieder in den inaktiven Zustand
uberfuhrt.

PIPs und Rab GTPasen bilden ein gekoppeltes System, das die Identitdt von
Membrankompartimenten definiert und den Transport reguliert. Es existieren sieben
unterschiedliche PIP-Spezies, die durch ein- bis dreifache Phosphorylierung der drei freien
Hydroxylgruppen an der Pl-Kopfgruppe synthetisiert werden und durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung ineinander umgewandelt werden konnen (Abbildung 7A) (Tolias &
Cantley, 1999).
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4.3 Die Biosynthese von Phosphoinositiden

Bei der PIP-Biosynthese handelt es sich um einen hochkonservierten Prozess eukaryotischer
Organismen, mit ausgepragten Homologien zwischen unterschiedlichen Spezies. So wurden
fur jede saugerspezifische PIl-Kinase-Familie Homologe in Hefen und anderen niederen
Eukaryoten gefunden. Die Grundlage der PIP-Synthese bildet das am ER synthetisierte PI,
welches aus CDP-aktiviertem DAG gebildet wird (Nikawa & Yamashita, 1984). Pl kann
anschlieRend durch einfache Phosphorylierung zu PI3P und PI4P umgesetzt werden
(Abbildung 7B). Die Synthese von PI3P erfolgt dabei durch Klasse Il PI3-Kinasen (PI3K)
PI3KC2a/B und die Klasse Ill PI3K VPS34 (Vps34 in Hefen) (Foster et al., 2003). PI4P entsteht
durch die Enzyme Pl4Ka [,staurosporine and temperature sensitive 4“ (Stt4) in Hefen], PI14Kp
(Pik1 in Hefen) sowie die Klasse Il PI4Ks PI4K2a/B [,Las seventeen binding protein 6 (Lsb6)
in Hefen] (Tolias & Cantley, 1999).

Die Synthese von PI5P ist noch nicht vollstandig geklart, da die 5-phosphorylierenden Kinasen
PIP5Ka/Bly vornehmlich PI4P als Substrat verwenden um PI4,5P2 zu synthetisieren
(Boronenkov & Anderson, 1995; Loijens & Anderson, 1996; Tolias & Cantley, 1999). Daher
erfolgt die PISP-Synthese vermutlich Uber 3-Dephosphorylierung von PI3,5P2 durch
,myotubularin-related-“ (MTMR-)Phosphatasen (Zolov et al., 2012).

B PI
CD@ @l@ 1: Klasse Il PI3K
2: Klasse lll PI3K (Vps34)
PI3P PI4P PISP  3: PI4K (Stt4/Pik1)
: : 4: Klasse Il PI4K (Lsb6)
@ @~ ® @ 5: MTMR-Phosphatasen
v a® v 6: Klasse I PI3K
PI3,4P2 PI3,5P2 Pl4,5p2 i PIP4K
8: PIKfyve (Fab1)
@ @ 9: PIP5K (Mss4)
-.A "c'.
PI3,4,5P2

Abbildung 7: Uberblick tiber die Enzyme der PIP-Biosynthese.A: Darstellung des Inositolrings von
PI und die méglichen Phosphorylierungspositionen an den Kohlenstoffen C3, C4 und C5 zur Synthese
von Phosphoinositiden. B: Darstellung der Synthese aller PIP-Spezies in S&ugern und S. cerevisiae.
Enzyme, welche die jeweiligen Schritte katalysieren, sind mit Nummern dargestellt und rechts
aufgefiihrt. Die Hefe-Homologe der jeweiligen Enzyme sind in Klammern beigefugt. Synthesewege, die
sowohl in Sdugern, als auch in S. cerevisiae existieren, sind als durchgangige grine Pfeile markiert,
Saugerspezifische Wege sind als gepunktete Pfeile gekennzeichnet. Die Abbildung ist angelehnt an
(Rusten & Stenmark, 2006; Tolias & Cantley, 1999).
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Die einfach phosphorylierten PIP-Spezies kdnnen anschlieBend in PI3,4P2, PI3,5P2 und
P14,5P2 umgewandelt werden. PI13,4P2 wird dabei entweder aus PI4P durch die Klasse |
PI13Ks p110a/B/d/y und Klasse Il PI3Ks PI3KC2a/B oder durch die 4-Kinasen PIP4Ka/B/y aus
PI3P synthetisiert (Ray et al., 2024; Tolias & Cantley, 1999). Zudem ist die P13,4P2-Synthese
durch 5-Dephosphorylierung von PI3,4,5P3 moglich (Goulden et al., 2018). Da in S. cerevisiae
weder Klasse Il PI3Ks noch PI3,4,5P3 vorkommen, konnte PI3,4P2 dort bisher nicht
nachgewiesen werden. P13,5P2 wird aus PI3P durch die Aktivitat der konservierten PI3P-5-
Kinase PIKfyve [,formation of aploid and binucleate cells protein 1“ (Fabl) in Hefen] gebildet
(Cabezas et al., 2006). P14,5P2 entsteht entweder aus PI4P durch die 5-Kinasen PIP5Ka/B/y
[,multicopy suppressor of Stt4 mutation 4“ (Mss4) in Hefen] oder aus PI5P durch die 4-Kinasen
PIP4Ka/B/y (Boronenkov & Anderson, 1995; Loijens & Anderson, 1996; Tolias & Cantley,
1999). Die dreifach phosphorylierte PIP-Spezies PI3,4,5P3 wird schlieBlich von vier
unterschiedlichen Klasse | PI3Ks (p110a, p110B, p110d und p110y) gebildet (Auger et al.,
1989; Rusten & Stenmark, 2006; Tolias & Cantley, 1999; Traynor-Kaplan et al., 1989).

4.4 Die lokalisierte PIP-Synthese in S. cerevisiae

Wie bereits beschrieben existieren in S. cerevisiae sechs bekannte PI-Kinasen, welche fir die
Synthese der vier PIP-Spezies PI3P, PI4P, PI3,5P2 und P14,5P2 verantwortlich sind (Strahl &
Thorner, 2007). Die PI3-Kinase (PI3K) Vps34 bildet die katalytische Untereinheit des PI3K-
Komplexes und ist im Gegensatz zu den vier bekannten PI3P-synthetisierenden Enzymen in
Saugern die einzige PI3K in S. cerevisiae (Gillooly et al., 2000). Der Hefe-Komplex besteht
aus den Kern-Untereinheiten Vps34, Vps15 und Atg6 (Kihara et al., 2001). Die zusatzliche
Rekrutierung von Atgl4 und einem Atg38-Homodimer bildet den gesamten PI3K-Komplex |,
welcher die PI3P-Synthese an reifenden Autophagosomen Kkatalysiert. Komplex Il wird
hingegen durch Bindung der Untereinheit Vps38 gebildet, welcher an Endosomen rekrutiert
wird (Ohashi et al., 2019; Rostislavleva et al., 2015). Die Deletion von Vps34 resultiert in
schwerwiegenden Phéanotypen, wie einer defekten autophagischen Maschinerie und gestérten
vakuolaren Sortierprozessen sowie erhdhter Osmo- und Temperatursensitivitdt und einer
deutlich verlangerten Generationszeit (Herman & Emr, 1990; Kihara et al., 2001). Die
Umwandlung von PI3P in PI13,5P2 durch Fabl erfolgt sowohl an endosomalen Strukturen als
auch an der Zellvakuole (Gary et al., 1998). Die Deletion von Fabl ist nicht letal und verursacht
weniger ausgepragte Defekte als der Verlust von Vps34, resultiert jedoch ebenfalls in einer

abnormalen Vakuolenmorphologie sowie reduzierter Stresstoleranz (Yamamoto et al., 1995).
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Abbildung 8: Phosphoinositid-Biosynthese in Saccharomyces cerevisiae. Die Synthese der
Phosphoinositide aus Phosphatidylinositol erfolgt in verschiedenen zellularen Kompartimenten von S.
cerevisiae. PI3P wird sowohl an reifenden Autophagosomen durch den PI3-Kinasekomplex | (Komplex
1), als auch an Endosomen durch Komplex Il synthetisiert. Die Kernkomponenten beider Komplexe sind
Vps34 und Vpsl5. Die Synthese von PI3,5P2 aus PI3P erfolgt an der Vakuole oder endosomalen
Strukturen durch Fabl. PI4P wird durch unterschiedliche Enzyme an jeweils unterschiedlichen
Membranen synthetisiert. Lsb6 generiert PI4P an der Vakuole, Pik1l wirkt am trans-Golgi-Apparat und
die Pl4P-Synthese durch Stt4 erfolgt an der Plasmamembran (PM). PI4,5P2 wird ebenfalls an der PM
durch Mss4 synthetisiert. Abbildung angepasst aus (Loser et al., 2025).

Fur die PI14P-Synthese existieren in S. cerevisiae drei unterschiedliche Kinasen, welche die 4-
Phosphorylierung von PI in unterschiedlichen Kompartimenten katalysieren. Lsb6 ist
hauptsachlich an der Vakuole lokalisiert, Pikl synthetisiert PI4P an trans-Golgi-Membranen
und Stt4 ist eine PM-lokalisierte P14K (Audhya & Emr, 2002; Natarajan et al., 2009; Shelton et
al., 2003). Die Synthese von Pl4,5P2 erfolgt an der PM und wird durch die einzige PI4P 5-
Kinase Mss4 katalysiert (Ling et al., 2012). Im Gegensatz zu Vps34, Fabl und Lsb6 handelt
es sich bei Pik1, Stt4 und Mss4 um essenzielle Proteine, weshalb eine vollstidndige Deletion
dieser Gene nicht maoglich ist (Engel et al.,, 2025). In friheren Studien wurden daher
temperatursensitive Allele eingesetzt, die bereits bei einer Inkubationstemperatur von 30 °C
zu einer reduzierten Synthese spezifischer PIP-Spezies fiihren; ein Effekt, der durch eine

Temperaturerhdhung auf 37 °C zusatzlich verstarkt wird (Audhya & Emr, 2002; Audhya & Emr,
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2003; Shin et al., 2020). Eine Volllangendeletion von Stt4 kann zudem teilweise durch die

Uberexpression von Lsb6 komplementiert werden (Han et al., 2002).

Damit stellen PIPs ein zentrales Bindeglied zwischen Membranorganisation, intrazellularem
Transport und zellularer Signaltransduktion dar - Prozesse, die auch fir die
Proteinqualitatskontrolle, den endosomalen Transport und insbesondere die Pathogenese der

Parkinson-Krankheit von entscheidender Bedeutung sind.
5. Phosphoinositide in vesikularen Transportmechanismen

5.1 PIPs in der zellularen Proteinqualitatskontrolle

Die zellulare Proteinqualitatskontrolle dient der Identifizierung fehlgefalteter oder denaturierter
Proteine, welche entweder durch Chaperon-mediierte Neufaltung in den nativen Zustand
zurtickgefihrt oder gezielt abgebaut werden (Chen et al., 2011). Dieser Abbau kann durch
Ubiquitinierung des Zielproteins und anschlie3ende Degradation mithilfe des Proteasoms
erfolgen. Aufgrund der hohen Spezifitat und Reaktionsgeschwindigkeit wird ein Grol3teil der
fehlgefalteten Proteine tber das UPS abgebaut (Hochstrasser, 1995).

Wird die Last fehlgefalteter Proteine zu gro3 oder lagern sich diese Proteine zu groRReren,
unléslichen Aggregaten zusammen, ist das Proteasom in der Regel nicht mehr in der Lage,
diese Proteine effizient abzubauen. Dieses Defizit kann von der Autophagie-Maschinerie
kompensiert werden (Verhoef et al., 2002; Zheng et al.,, 2011). Bei Autophagie (altgr.
»=autophagos“ — sich selbst verzehrend) handelt es sich um einen weiteren evolutionar
hochkonservierten Prozess, bei dem geschadigte Proteine und ganze zellulare
Kompartimente wie auch eingedrungene Pathogene gezielt abgebaut werden; gleichzeitig
dient sie unter Nahrstoffmangelbedingungen der Energiegewinnung. Die autophagische
Maschinerie lasst sich grob in Mikro- und Makroautophagie unterteilen. In der Mikroautophagie
werden zur Degradation determinierte Molekiile direkt im Lysosom eingeschlossen, wahrend
die Makroautophagie die Ausbildung eines Phagophors voraussetzt (Suzuki et al., 2007). In
der Chaperon-vermittelten Autophagie, welche nicht in S. cerevisiae identifiziert wurde,
werden spezifische Proteine anhand eines Signalpeptids (KFERQ) erkannt und selektiv zum
lysosomalen Rezeptorprotein ,Lysosome-associated membrane protein 2A* (LAMP2A)
transportiert (Chiang et al., 1989; Orenstein & Cuervo, 2010).

Die Makroautophagie, also der Abbau grol3erer zellularer Bestandteile ist auf die Bildung eines
Autophagosoms  angewiesen. Dabei handelt es sich um eine vesikulare
Doppelmembranstruktur, welche zu degradierendes Cargo umschliel3t und entlang des
Zytoskeletts zur Vakuole bzw. dem Lysosom beférdert. Im Gegensatz zum UPS ist die
Autophagie daher auf die Neusynthese und den Transport spezifischer Lipide angewiesen,

insbesondere PIPs aufgrund ihrer Signalwirkung (Dall'’Armi et al., 2013).
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Die Initiation der Autophagie erfolgt in S. cerevisiae und Saugerzellen unter
Stressbedingungen wie Nahrstoffmangel oder Faltungsstress zunachst durch die ,AMP-
activated protein kinase“ (AMPK)- und ,target of rapamycin kinase complex 1 (TORC1)-
abhangige Aktivierung des Atgl-/ ,Unc-51-like kinase 1-“ (ULK1-)Komplexes am ER (Jung et
al., 2009). Die Aktivierung dieses Initiationskomplexes erfolgt unter anderem konserviert durch
Dephosphorylierung des indirekten Autophagie-Inhibitors PI3,5P2 sowie P13,4,5P3 in Saugern
(Abbildung 9) (Arico et al., 2001; Jin et al., 2014; Sarbassov et al., 2005). Anschlie3end erfolgt
die konservierte Bildung von PI3P durch die Pl-Kinase Vps34 (VPS34), welche von der
Proteinkinase Vps15 (VPS15) aktiviert wird. Durch die Anreicherung von PI3P am ER und die
Anlagerung weiterer PI3P-bindender Proteine entsteht an der ,phagophore assembly site”
(PAS) der Phagophor, der zum Autophagosom heranreift (Axe et al., 2008). In Hefen spielt
daruber hinaus die 1-Phosphatidylinositol 4-Kinase- (Pik1-)abhangige Synthese von PI14P eine
wichtige Rolle bei der Phagophor-Entstehung (Kurokawa et al., 2019).

Zur Reifung des Phagophors ist auch das Phospholipid PE von gro3er Bedeutung. PE wird
kovalent an das autophagische Adapterprotein Atg8 [,microtubule-associated protein 1 light
chain 3 (LC3)] gebunden, wodurch es als Lipid-Protein-Komplex in die Phagophormembran
eingebaut werden kann (Polson et al., 2010; Xie et al., 2008). Die konische Form von PE
begiinstigt  eine  positive  Membrankrimmung und die  Atg8/LC3-induzierte
Membranasymmetrie tragt so zur Reifung des Phagophors zum reifen Autophagosom bei
(Knorr et al., 2012). Da Phospholipide in der Regel am ER synthetisiert werden, und das
Autophagosom seinen Ursprung am ER hat, findet die Bereitstellung neuer Lipide zur
Elongation des Phagophors am ER statt (Kotani et al., 2018). Dies erfolgt insbesondere durch
den Lipidtransporter Atg2 im konservierten Atg9-Atg2-Atg18-Komplex, durch die Bindung an
autophagosomalen PI3P-Pools (Gomez-Sanchez et al., 2018; Krick et al., 2006).

Ein wichtiger Schritt der finalen Autophagosom-Reifung ist die Reduktion des
autophagosomalen PI3P-Spiegels. In S. cerevisiae geschieht dies entweder durch 3-
Dephosphorylierung von PI3P durch die Phosphatase ,yeast myotubularin-related protein
1“ (Ymrl), oder durch die Umwandlung von PI3P zu PI3,5P2 durch Fabl unmittelbar vor der
Fusion mit der Vakuole (Cebollero et al., 2012; Rusten et al., 2007). In Sdugern werden sowohl
PI3P und PI13,5P2 durch MTMR-Proteine oder SYNJ1 dephosphoryliert (George et al., 2016;
Taguchi-Atarashi et al., 2010). Die Reduktion des autophagosomalen PI3P-Spiegels erfolgt
nach der UmschlieBung des Cargos und hat die Dissoziation der membrangebundenen ATG-

Proteine zur Folge.
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Das gereifte Autophagosom kann anschlieBend mit dem Lysosom bzw. der Vakuole
verschmelzen, wo das Cargo lytisch degradiert wird (Fader et al., 2008). Auch diese
Membranfusion ist auf das Vorhandensein von PIPs angewiesen. So zeigen Studien, dass die
Inhibition der Autophagosom-lokalisierten PI4P-Synthese einen negativen Einfluss auf die
Bildung von Autolysosomen in Saugern hat (Wang et al., 2015). Auch die Regulation der
zellularen PI3,5P2- und Pl4,5P2-Level werden flr eine effiziente Verschmelzung von

Autophagosom und Vakuole bzw. Lysosom benétigt (Baba et al., 2019; Rusten et al., 2007).
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Abbildung 9: Signalfunktionen von PIPs in der Autophagie. Der gesamte autophagische Prozess
wird direkt und indirekt von verschiedenen PIP-Spezies reguliert, teilweise konserviert von S. cerevisiae
zu Saugern. PI3,5P2 und in Saugern zusatzlich PI3,4,5P2 aktivieren unter nahrstoffreichen
Bedingungen den TOR-Komplex (TORC1/mTORC), welcher Autophagie inhibiert. Die ortsspezifische
Dephosphorylierung dieser Spezies und die Synthese von PI3P aktivieren die Initiation der
autophagischen Maschinerie am ER und den Elongationsprozess des Phagophors. In S. cerevisiae
tragt auBerdem PI4P zur Elongation des Phagophors bei. Das Reifen der Doppelmembran zum
geschlossenen Autophagosom erfordert die 3-Dephosphorylierung von PI3P sowie PI3,5P2 in Sdugern
durch Ymrl bzw. MTMR-Phosphatasen. Die Fusion von Autophagosom und dem lytischen
Kompartiment erfordert wiederum die Synthese von PI3P. In Hefen wird zudem vakuolares PI3,5P2
bendtigt, welches durch Fabl synthetisiert wird. P4P und P14,5P2 wurden insbesondere mit der Fusion
von Autophagosom und Lysosom in Saugerzellen in Verbindung gebracht.
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5.2 PIPs in endosomalen Transportprozessen

Endosomale Prozesse sind entscheidend fiir den Transport zellularer Materialien zwischen
raumlich getrennten Kompartimenten, die keine direkten Kontaktstellen ausbilden. Im Zentrum
stent das Endosom als sortierendes Kompartiment, welches sowohl endozytotisch
internalisiertes Cargo als auch neusynthetisierte Molekile in der Zelle verteilen, fur die
Degradation in der Vakuole bzw. dem Lysosom determinieren, oder fiir die Sekretion
vorbereiten kann (Naslavsky & Caplan, 2018). Da es sich hierbei primar um Vesikel-vermittelte
Transportprozesse handelt, steht neben dem Transport eingeschlossener zytosolischer und

membranstandiger Proteine insbesondere der gezielte Austausch von Lipiden im Mittelpunkt.

Das sogenannte friihe Endosom ist der Ausgangspunkt fir endosomales ,sorting“. Es handelt
sich dabei um ein dynamisches Organell, welches stéandigen Fusions- und Fissionsereignissen
unterliegt und tubulér-vesikulare Strukturen ausbildet. Eine bedeutende Charakteristik des
sortierenden Endosoms ist das hohe Level an PI3P, welches sowohl in Hefen, als auch
Saugern priméar durch den Komplex Il der PI3K Vps34 generiert wird (Gillooly et al., 2000).
PI3P rekrutiert am Endosom Effektorproteine, welche das Lipid durch spezifische Zink-Finger-
(FYVE-) und Phox-Homologie- (PX-)Bindedomé&nen erkennen (Lemmon, 2003).
Effektorproteine wie das Saugerprotein ,early endosomal antigen 1“ (EAA1) binden an PI3P-
haltige Membranen, wie auch Rab GTPasen und interagieren unter anderem mit SNARE-
Proteinen zur Membranfusion (Simonsen et al., 1999; Simonsen et al., 1998). Weitere hoch
konservierte PIP-Bindeproteine sind sogenannte sortierende Nexine (SNX-Proteine), eine
groRe Familie Lipid-bindender Transportproteine, welche insbesondere fiir endosomale
Sortierungsprozesse verantwortlich sind (Zhong et al., 2002). Im endo-lysosomalen Weg
hdherer Eukaryoten reguliert unter anderem die Interaktion von SNX11 und PI3,5P2 die
Transportprozesse vom friihen Endosom bis zum Endolysosom (Xu et al., 2020). Proteine und
Lipide, die nicht zur Degradation determiniert sind, kénnen im endosomalen System (Uber

unterschiedliche Recycling-Systeme in der Zelle verteilt werden.

In Hefen und Saugern dient der hoch konservierte Retromerkomplex dem endosomalen
Recycling in Richtung des Golgi-Apparats und der PM (Liu, 2016). Der Retromer ist ein
Heterotrimer bestehend aus den Proteinen Vps26, Vps29 und Vps35 (VPS26, VPS29 und
VPS35 in S&ugern) und wird unter anderem durch Interaktion mit SNX-Bin-Amphiphysin-Rvs-
(SNX-BAR-)Proteinen wie Vps5 (SNX1/2) und Vpsl7 (SNX5/6) sowie dem SNX-PX-Protein
Snx3 (SNX3) an PI3P-haltige Regionen des Endosoms rekrutiert (Harterink et al., 2011;
Strochlic et al., 2007; Temkin et al., 2011; Xu et al., 2001). Durch die Interaktion mit Rab
GTPasen (z.B. Rab7) und anschlieRende Aktin-Polymerisierung werden Retromervesikel
letztlich vom Endosom abgeschnirt und in Richtung des Golgi-Apparates oder der PM
transportiert (Gomez & Billadeau, 2009). Auch PI3P-bindende SNX-Proteine wie Atg24
(SNX4) sind am Transport endosomaler Vesikel zum Golgi-Netzwerk beteiligt (Hettema et al.,
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2003). Die Bedeutung des Retromerkomplexes fur die PD-Pathologie wird dadurch
unterstrichen, dass beispielsweise die D620N-Mutation der Retromer-Untereinheit VPS35 als
gesicherter Risikofaktor flr autosomal-dominant vererbbare PD identifiziert wurde (Vilarifio-
Guell et al., 2011).

Der evolutionar verwandte Retrieverkomplex, welcher erst im Jahr 2017 von McNally et al.
entdeckt und bislang nicht in Hefen identifiziert wurde, dient primar der Ruckfihrung
endosomaler Cargos (z.B. Integrine) an die Zelloberflache (McNally et al., 2017). Auch diesem
Prozess steht initiale Rekrutierung eines Retromer-ahnlichen Komplexes (VPS26C, VPS29
und VPS35L) an das Endosom voran. Dies erfolgt unter anderem mit SNX17, welches mit
unterschiedlichen PIP-Spezies, aber insbesondere PI3P interagiert (Stockinger et al., 2002).
Die Stabilisierung des Retrieverkomplexes erfolgt durch Interaktion mit dem COMMD-
CCDC22-CCDC93- (CCC-)Komplex, dessen Stabilitat durch PI13,5P2 und PI5P gewahrleistet
wird (Giridharan et al., 2022; McNally et al., 2017).

Die Rekrutierung und Stabilisierung von Retromer und Retriever durch endosomale PIPs —
insbesondere PI3P und PI3,5P2 — ist entscheidend fir das Recycling endosomalen Cargos
und hat somit auch einen direkten Einfluss auf die sekretorische Maschinerie. Besonders
Molekile, welche PI3P-abhangig zum Golgi transportiert werden, kénnen so direkt in den
kanonischen sekretorischen Weg zur PM eintreten. Dies dient der Exozytose von
Botenstoffen, extrazellularen Enzymen oder Toxinen, aber insbesondere im Falle der
Knospungshefen auch dem Wachstum der Zelle und der Regulation der PM-Protein- und
Lipidkomposition (Vazquez-Martinez et al., 2012). Cargo, das zum Golgi gelangt, wird von
Pl14P haltigen sekretorischen Vesikeln umschlossen und zur PM transportiert (Wang et al.,
2003). Auch dieser Prozess wird durch Rab GTPasen wie Rab8 und Rabl0 reguliert
(Santiago-Tirado & Bretscher, 2011; Santiago-Tirado et al.,, 2011). Die Fusion der
sekretorischen Vesikel mit der PM erfolgt am hochkonservierten Exocyst-Komplex, welcher an
P14,5P2-Pools der PM verankert wird und beide Membranen in raumliche Nahe bringt (Zhang
et al., 2008).

5.3 PIPs in der synaptischen Transmission

Der Lebenszyklus synaptischer Vesikel stellt eine besonders spezialisierte Form des
vesikularen Membrantransports in neuronalen Zellen dar und ist eng mit dem endosomalen
Transportsystem und der sekretorischen Maschinerie verknipft (Hoopmann et al., 2010). Im
Mittelpunkt steht der Transport von Neurotransmittern, also chemischen Botenstoffen, die an
der prasynaptischen Membran exocytiert werden und anschlieRend mit spezifischen
Rezeptoren an der Postsynapse interagieren. Synaptische Vesikel fungieren hierbei als
zentrale Transportvehikel, die nach erfolgter Fusion mit der PM und Transmitterfreisetzung

endozytotisch in den intrazellularen Vesikelpool reintegriert werden (Heuser & Reese 1973,
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Matteoli et al., 1992). Die Aufrechterhaltung dieses Zyklus ist essenziell fir eine intakte
Erregungsleitung an chemischen Synapsen. Dysregulationen der vesikularen
Transmitterfreisetzung  stehen  nachweislich in  engem  Zusammenhang  mit
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer oder PD (Cirrito et al., 2008; Handley et al.,
2016; Voelzmann et al., 2016; J. Xu et al., 2016).

Die Vorlaufer synaptischer Vesikel werden im neuronalen Zellsoma in einem noch nicht
ganzlich aufgeklarten Prozess synthetisiert und entlang des Axons anterograd transportiert
(De Pace et al., 2020). Dieser Transport ist unter anderem abh&ngig von der Funktion von
PIKfyve, und dementsprechend der PI3,5P2-Synthese (Abbildung 10) (Rizalar et al., 2023). In
voll entwickelten Prasynapsen liegen gereifte synaptische Vesikel in unterschiedlichen Pools
vor, welche je nach Intensitat und Anzahl der Stimuli ausgeschopft werden kénnen (Delgado
et al., 2000; Elmqgvist & Quastel, 1965; Harata et al., 2001; Richards et al., 2003; Zucker &
Regehr, 2002).
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Abbildung 10: Die Rolle von PIPs im Recycling synaptischer Vesikel. Synaptische Vesikel (SV)
werden PI3,5P2 abhéangig entlang des Axons zur Prasynapse transportiert. Dort werden sie mit
Neurotransmittern beladen und in Richtung der PM beférdert. Die Exozytose von SV wird durch P14,5P2
begunstigt. Auch die Re-Endozytose der fusionierten SV erfordert die Neusynthese von PI4P und
P14,5P2. Das Recycling endocytierter SV kann entweder direkt erfolgen (gestrichelter Pfeil) oder tiber
synaptische Endosomen (SE). Dieser Prozess erfordert die Synthese von PI3P.
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Mit Neurotransmitter beladene Vesikel werden entlang des Zytoskeletts in Richtung der PM
transportiert, wo Rab GTPasen wie RAB3A durch Interaktion mit den SNARE-Proteinen
Lvesicle-associated membrane protein 2 (VAMP2), Syntaxin-1 und ,synaptosomal-associated
protein of 25 kDa“ (SNAP-25), aber auch aSyn ,Priming“, ,Docking“ und letztlich die
Membranfusion induzieren (Gitler et al., 2008; Leenders et al., 2001). Diese Schritte basieren
auf evolutionar konservierten Mechanismen, die sogar in nicht-neuronalen Systemen wie S.
cerevisiae durch die funktionellen Homologe Sec4 (RAB3A), Sec9 (SNAP-25), Snc2 (VAMP2)
und ,supressor of Sec one“ (Ssol1/2; Syntaxine) vermittelt werden.

Der gesamte Fusionsprozess, aber insbesondere das ,Docking” synaptischer Vesikel, ist
zudem auf die Interaktion des vesikularen Proteins Synaptotagmin-1 mit PI4,5P2 angewiesen
(Y. Chen et al., 2021). Es wurde zudem beschrieben, dass die Neusynthese von PI4P und
P14,5P2 entscheidend fir das Recycling exocytierter synaptischer Vesikel ist (Yoshida et al.,
2025). Eines der vergleichsweise weniger untersuchten Organellen am Axonterminus ist das
synaptische Endosom. Zahlreiche Studien weisen jedoch darauf hin, dass das Recycling
synaptischer Vesikel nach der Endozytose unter anderem Uber die Fusion mit endosomalen
Strukturen erfolgt (Holroyd et al., 1999; Liu et al.,, 2022). So wurde beschrieben, dass
Aktionspotentiale die Morphologie synaptischer Endosomen beeinflussen und die Inhibition
der PI3P-Synthese durch Wortmannin und VPS34IN1 den Vesikelzyklus unterbricht (Birdsall
et al., 2022; Liu et al., 2022). Zudem wurde der endosomale Marker RAB5 auf synaptischen
Vesikeln gefunden (Fischer von Mollard et al., 1994). RAB5 ist ein VPS34-Effektor und
rekrutiert PI3P-bindende Proteine zu endosomalen Membranen (Christoforidis et al., 1999).
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Zielsetzung der Arbeit

Die Synucleinopathien, PD, LBD und MSA bilden eine heterogene Gruppe neurodegenerativer
Erkrankungen, deren gemeinsamer Kern in der pathologischen Fehlfaltung und Aggregation
von aSyn liegt (Arias-Carrion et al., 2025; Schulte & Gasser, 2011). aSyn ist ein kleines,
intrinsisch ungeordnetes Protein, das Uberwiegend neuronal vorkommt und dort Gber den N-
Terminus mit anionischen Membranlipiden sowie Uber den C-Terminus mit Rab-GTPasen und
SNARE-Proteinen interagiert (Emamzadeh, 2016).

Trotz intensiver Forschung sind sowohl die physiologische Funktion von aSyn als auch die
Mechanismen, Uber die es mit spezifischen intrazelluldren Vesikeltransportprozessen
interagiert und diese im pathologischen Kontext beeinflusst, bislang nur unzureichend
erforscht. Zahlreiche Daten weisen auf eine enge funktionelle Beziehung zwischen aSyn und
PIPs hin (Jacob et al.,, 2021; Middleton & Rhoades, 2010). Diese hochdynamischen
Signallipide bestimmen die Identitat zellularer Kompartimente, steuern endosomale
Transportprozesse und sind essenziell fir die synaptische Transmission (Tarig & Luikart,
2021). Es wurde bereits gezeigt, dass aSyn mit spezifischen PIPs wie PI4,5P2 und P13,4,5P3
interagiert (Jacob et al., 2021). Dartber hinaus sind Defekte im PIP-Metabolismus, etwa durch
SYNJ1- und INPP5F-Mutationen, als genetische PD-Risikofaktoren identifiziert worden (Krebs
et al., 2013; Nalls et al., 2014).

Ziel dieser Arbeit war es, die hohe Konservierung grundlegender zelluldrer Prozesse zu
nutzen, um das Verhalten von humanem aSyn in der vereinfachten zellularen Umgebung von
S. cerevisiae systematisch zu untersuchen. Zunéchst wurde der Einfluss von aSyn auf zentrale
Qualitatskontrollmechanismen — Autophagie und das UPS — analysiert. Darauf aufbauend
erfolgte ein genetisches Screening aSyn-exprimierender ATG-Deletionsstdmme, um
Auswirkungen auf das Wuchsverhalten zu erfassen und eine Verbindung zur typischen PM-
Lokalisation von aSyn in Hefe zu prufen. Dieses Screening zeigte erstmals einen direkten
Zusammenhang zwischen dem Verlust der PI3P-Biosynthese und der Akkumulation sowie
Zytotoxizitdt von aSyn. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde untersucht, welche weiteren
Komponenten des PIP-Metabolismus die subzellulare Verteilung von aSyn beeinflussen und
inwiefern aSyn in die hochkonservierten Transportwege der sekretorischen Maschinerie
eingreift. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde ein hypothetisches Modell entwickelt, das den

Transport von aSyn zur PM beschreibt.
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1. Material

1.1 Geréate

Material und Methoden

Tabelle 1: Auflistung aller verwendeten Laborgerate. Die Tabelle beinhaltet die jeweiligen
Geratebezeichnungen, Modellnummern und Hersteller.

Bezeichnung Modell Hersteller
Autoklav 3870ELV Tuttnauer
Bunsenbrenner Labogaz 206 Campingaz
Chemilumineszenz-Detektor Imager 600 Amersham
Eismaschine AF 80 Scotsman
Elektrophoresekammer DNA 40-0708 Peglab
40-1515 Peglab
Elektrophoresekammer Protein Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad
Konfokales Laserscan Mikroskop LSM 710 Zeiss

Gefrierschranke

Herafreeze Basic

Thermo Fisher

Premium NoFrost Liebherr
Heizblocke Thermomixer compact Eppendorf
Thermomixer F1.5 Eppendorf

Homogenisator

Disruptor Genie SI-D258

Scientific Industries

Inkubatoren Certomat HK Sartorius
INCU-Line VWR
MaxQ6000 Thermo Fisher
Kuhlschrénke Profiline Liebherr
Premium Liebherr
Magnetrihrer MR 3000 Heidolph
Mikrowelle KMWC 2524 DS KOENIC
Netzgerate (Elektrophorese) Bio105-LVD Biometra
PowerPac Basic Bio-Rad
PCR-Geréte TProfessional basic Thermocycler Gradient Biometra
TGradient Biometra
CFX Connect Real-Time System Bio-Rad
pH-Elektrode BlueLine 11 pH S| Analytics
pH-Meter CG 820 Schott
Pipetten ErgoOne (P10) StarLab
Research (P200) Eppendorf
Research Plus (P20/P1000) Eppendorf
Research Plus 8-Kanal (P50) Eppendorf
Pipettierhilfen accu-jet BRAND
Protein-Transfersystem Trans-Blot Turbo Transfer System Bio-Rad
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Hersteller

Reaktionsgefal3-Rotierer

Test-tube-rotator 34528

Snijders Scientific

Schallgeréat UP50H Hielscher
Schuttler Polymax 1040 Heidolph
Rocking Shaker StarLab

Spektralphotometer

DU 80
NanoDrop 1000

Varioskan Lux

Beckman Coulter
Peglab

Thermo Fisher

UV-Transilluminator

Gel iX imager

Intas

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Waagen PL 1200 Mettler
BL6100 Sartorius
Quintix124-1S Sartorius
Wasseraufbereitung Milli-Q Millipore
Wasserbad CORIO C Julaba
Zentrifugen Universal 32 Hettich

Heraeus Fresco 17

Thermo Fisher

1.2 Stoffe und Chemikalien

Tabelle 2: Auflistung aller Stoffe und Chemikalien. Aufgelistet sind die Bezeichnungen der
verwendeten Chemikalien mit Hersteller und Bestellnummer.

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
2-Mercaptoethanol Roth 4227.3
Aceton Roth 5025.1
Acrylamid/Bisacrylamid 40% (29:1) Sigma-Aldrich A7802
Adenosintriphosphat (ATP) Dinatrium-Salz Sigma-Aldrich A1852

Agar Roth 5210.2
Agarose Sigma-Aldrich A9539
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich A3678
Ampicillin Sigma-Aldrich A9518
Bacto™ Trypton Gibco 211705
BCA Protein Assay Reagent A Thermo Fisher 23228

BCA Protein Assay Reagent B Thermo Fisher 23224
Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan (Bis-Tris) Roth 9140
Bovines Serum-Albumin (BSA) Sigma-Aldrich A7906
Bromphenolblau Sigma-Aldrich B-6131
cOmplete Protease Inhibitor (cPI) Sigma-Aldrich 5056489001
Concanavalin A Sigma-Aldrich C2010
Cycloheximid (CHX) Roth 8682.1
Dikaliumhydrogenphosphat Roth 6878.1
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Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth 7029.2
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat Roth 4984.1
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich 10708984001
Essigsaure Roth 3738
Ethanol p.A. Roth 9065.2
Ethidiumbromid, 0,07% AppliChem A2273
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth 1.084.181.000
FM4-64 Thermo Fisher  T13320
Galactose Sigma-Aldrich G0750
Glucose-Monohydrat Roth 6780.2
Glycerin Roth 3783
Glycin Roth 3790.2
Hefeextrakt Sigma-Aldrich Y1625
Igepal CA-630 Sigma-Aldrich 13021
Immersol Zeiss 433802-9000-000
Isopropanol Roth 6752.4
Kaliumacetat Roth 6781.1
Kaliumchlorid Roth 6781.1
Kaliumdihydrogenphosphat Roth 3904.1
Lachsperma-DNA Thermo Fisher 10249194
L-Histidin Sigma-Aldrich H-8000
Lithiumacetat Sigma-Aldrich 517992
L-Leucin Sigma-Aldrich L-8000
L-Methionin Sigma-Aldrich M-9625
Luminol Sigma-Aldrich 123072
Uracil Sigma-Aldrich U-1128
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Sigma-Aldrich 230391
MG132 Sigma-Aldrich 474790
Milchpulver (fettfrei) Roth T145.4
N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Bio-Rad 1610801
Natriumacetat Trihydrat Roth 3856.1
Natriumazid Roth E2-500
Natriumchlorid Roth 3957.4
Natriumdodecylsulfat (SDS) Bio-Rad 161-0302
Natriumhydroxid Roth 6771.3
p-Cumarsaure Sigma-Aldrich C9008
Pepton BD 211677
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich P7626
Piperazine-N,N'-bis(2-Ethansulfonséaure) (PIPES) Sigma-Aldrich P2949
p-Nitrophenylphosphat (Sigmafast™) Sigma-Aldrich N1891
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Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
Polyethylenglycol (PEG) 3350 Sigma-Aldrich 88276
Ponceau S AppliChem A2935
Raffinose-Pentahydrat Sigma-Aldrich R0250
Salzsaure (32%) Merck 100319
Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin (Suc-LLVY-AMC)  Enzo g(l;/(l)l_S-PSOZ-
Trichloressigsaure Roth 8789.2
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth 4855.3
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hydrochlorid (Tris/HCI) Roth 909.4
Triton X-100 Sigma-Aldrich T9284
Tween 20 Roth 9127
Wasserstoffperoxid (30%) Sigma-Aldrich 95302
Wortmannin Sigma-Aldrich W1628
Yeast Nitrogen Base (YNB) w/o AA, w/o Ammonium Sulfate Thermo Fisher 11743014
Yeast Nitrogen Base (YNB) w/o AA Thermo Fisher 11753573
Zinksulfat Sigma-Aldrich 70251

1.3 Kommerzielle Puffer

Tabelle 3: Auflistung aller verwendeten kommerziellen Puffersysteme. Die Tabelle beinhaltet die

Pufferbezeichnungen, deren Hersteller und Bestellnummer.

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
MassRuler DNA Loading Dye (6X) Thermo Fisher  R0621
NuPAGE™ MES SDS-Laufpuffer (20x) Invitrogen NP0002
Phusion™ HF Buffer (10x) NEB B0518S
rCutSmart™ Buffer (10x) NEB B6004S

T4 DNA Ligase Reaction Buffer (10x) NEB B0202S
Trans-Blot Turbo Transfer Buffer (5x) Bio-Rad 10026938

1.4 Organismenstamme

Tabelle 4: Auflistung aller verwendeten Escherichia coli-Stdmme.

Dargestellt sind die

kommerziellen Kurznamen der Stamme sowie deren vollstandiger Genotyp nach Herstellerangaben und

der jeweilige Hersteller.

Kurzname Genotyp Referenz

NEB® 5-alpha fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80A(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endAl thi-1 NEB
hsdR17

XL10-Gold TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Agilent

Hte [F" proAB laclqgZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]
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Tabelle 5: Auflistung aller verwendeten Saccharomyces cerevisiae-Stamme. Die Genotypen aller
verwendeten Stdmme sowie deren Herkunft sind aufgefihrt.

Kurzname Genotyp Referenz
Wildtyp BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 Euroscarf
atg1A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YGL180W::kanMX4 Euroscarf
atg2A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YNL242W::kanMX4 Euroscarf
atg3A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YNROO7C::kanMX4 Euroscarf
atg4A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YNL223W::kanMX4 Euroscarf
atgbA BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YPL149W::kanMX4 Euroscarf
atgbA BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YPL120W::kanMX4 Euroscarf
atg7A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YHR171W::kanMX4 Euroscarf
atg8A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YBLO78C::kanMX4 Euroscarf
atg9A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YDL149W::kanMX4 Euroscarf
atg10A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLLO42C::kanMX4 Euroscarf
atg11A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YPR049C::kanMX4 Euroscarf
atg12A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YBR217W::kanMX4 Euroscarf
atg14A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YBR128C::kanMX4 Euroscarf
atg16A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YMR159C::kanMX4 Euroscarf
atg17A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLR423C::kanMX4 Euroscarf
atg18A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YFR021W::kanMX4 Euroscarf
atg20A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YDL113C::kanMX4 Euroscarf
atg21A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YPL100W::kanMX4 Euroscarf
atg22A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YCL038C::kanMX4 Euroscarf
atg23A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLR431C::kanMX4 Euroscarf
atg24A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YJLO36W::kanMX4 Euroscarf
atg26A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLR189C::kanMX4 Euroscarf
atg27A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YJL178C::kanMX4 Euroscarf
atg29A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YPL166W::kanMX4 Euroscarf
atg31A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YDR022C::kanMX4 Euroscarf
atg32A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YIL146C::kanMX4 Euroscarf
atg33A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLR356W::kanMX4 Euroscarf
atg36A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YJL185C::kanMX4 Euroscarf
atg38A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLR211C::kanMX4 Euroscarf
atg40A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YOR152C::kanMX4 Euroscarf
atg41A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YPL250C::kanMX4 Euroscarf
atg42A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YBR139W::kanMX4 Euroscarf
fab1A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YFRO19W::kanMX4 Euroscarf
Isb6A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YJL100W::kanMX4 Euroscarf
mss4-103 BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; mss4-103:kanMX Euroscarf
pik1-104 BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; pik1-104:kanMX Euroscarf
stt4-4 BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; stt4-4:kanMX Euroscarf
vps15A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YBR0O97W::kanMX4 Euroscarf
vps34A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLR240W::kanMX4 Euroscarf
vps38A BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; YLR360W::kanMX4 Euroscarf
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Tabelle 6: Darstellung aller verwendeten Plasmide. Die jeweilige Plasmidbezeichnung sowie deren
Replikationstyp und Quelle bzw. Referenz sind aufgefiihrt. Alle dargestellten Plasmide sind
selbstreplizierend und werden fiir die Expression in S. cerevisiae genutzt (Buchanan et al., 2016; Krick
et al., 2008; Outeiro & Lindquist, 2003; Schiestl & Gietz, 1989).

Plasmid Typ Quelle oder Referenz
p426GPD 2u Outeiro und Lindquist (2003)
p426GPD-WTaSyn-GFP 2u Outeiro und Lindquist (2003)
p426GPD-A30PaSyn-GFP 2u Outeiro und Lindquist (2003)
p426GPD-A53TaSyn-GFP 2u Outeiro und Lindquist (2003)
pRS316 CEN/ARS Schiestl und Gietz (1989)
pRS316GPD-WT aSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pRS316GPD-A30P aSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pRS316GPD-A53T aSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pRS316GPD-A38 aSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pRS316GPD-A53 aSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pRS416-PMET25-Degl-Flag-Sec62-2xProtA CEN/ARS Buchanan et al. (2016)
pRS315TEF-mRFP-2xFYVE CEN/ARS Krick et al. (2008)

p413GPD CEN/ARS Schiestl und Gietz (1989)
p413GPD-Vps15-mRUBY CEN/ARS Diese Arbeit
p413GPD-Vps34-mRUBY CEN/ARS Diese Arbeit
p413GPD-mRUBY-Sec4 CEN/ARS Diese Arbeit
p413GPD-mRUBY-Sec9 CEN/ARS Diese Arbeit
p413GPD-mRUBY-Secl14 CEN/ARS Diese Arbeit
p413GPD-WTaSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
p413GPD-A30PaSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
p413GPD-A53TaSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pYCPlac33-GAL-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pYCPlac33-GAL-WT aSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pYCPlac33-GAL-A30P aSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
pYCPlac33-GAL-A53T aSyn-GFP CEN/ARS Diese Arbeit
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Tabelle 7: Darstellung aller verwendeten Oligonukleotide. Die verwendeten Oligonukleotide sowie

deren Sequenz, Schmelztemperatur

und Verwendung sind

in der Tabelle dargestellt.

Schmelztemperatur (Tm) wurde mithilfe des NEB Tm Calculators (NEB) berechnet.

Bezeichnung

Sequenz

Tm (C°) Verwendung

Die

ScVps15_fwd TGATGTTCCAGATTACGCTGATGGGGGCACAATTATCAC 73 Vps15-mRuby
ScVps15-Linker_rev2 GTTAATTAAGGATCCACCGTCACCGATTTGGAAGATTCCAATAAGCC 73 Vps15-mRuby
ScVps34_fwd TGATGTTCCAGATTACGCTGATGTCACTGAACAACATAACATTCTG 72 Vps34-mRuby
ScVps34-Linker_rev2 $1£$2£TAAGGATCCACCGTCACCGATGGTCCGCCAGTA 76 Vps34-mRuby
Linker-mRuby_fwd2 égiggéGACGGTGGATCCTTAATTAACATGGTGTCCAAA 75 Vps15/34-mRuby
mRuby_Notl_rev iﬁ?ﬁ;ﬁéﬁ;ﬁﬁzzACATGACGCGGCCGCTTACTTATACA 73 Vps15/34-mRuby
Linker-Sec4_fwd GTCGACATCGATATGTCAGGCTTGAGAAC 66 mRuby-Sec4
Xho-Sec4-rev CGTCTCGAGTCAACAGCAATTTGATTTAGAAC 66 mRuby-Sec4
Linker-Sec9-fwd GGATCGATATGGGATTAAAGAAATTTTTTAAG 60 mRuby-Sec9
Xhol-Sec9-rev GACTCGAGCTATCTGATACCTGCCAAC 66 mRuby-Sec9
Linker-Sec14-fwd GGATCGATATGGTTACACAACAAGAAAAGGAATTT 66 mRuby-Sec14
Xhol-Secl4-rev GACTCGAGTCATTTCATCGAAAAGGCTTCCGG 70 mRuby-Sec14
Spel-mRuby_fwd GTAACTAGTATGGTGTCCAAAGGAGAG 62 mRuby-Sec4/Sec9/Sec14
Linker-mRuby_rev2 CCATCGATGTCGACCTTATACAATTCATCCATACCAC 69 mRuby-Sec4/Sec9/Secl4
Pstl_Gfp_rev GGCTGCAGCTCGAGTTACTTGTACAGCTC 70  pYCPlac33-GAL-aSyn-GFP
Spel_aSyn(d10-48)_fwd g%ﬁi?ﬁgIé%égi%;gTATTCATGAAAGGACTTTCA 75 aSyn-Trunkierung
Spel_aSyn(d10-63)_fwd ng?\éﬁIég;égigggégTCATGAAAGGACTTTCA 75 aSyn-Trunkierung
GPD_fwd CGGTAGGTATTGATTGTAATTCTG 57 Nachweisreaktion
CYC1_rev GCGTGAATGTAAGCGTGAC 59 Nachweisreaktion
GAL1P_fwd AATATACCTCTATACTTTAACGTC 53 Nachweisreaktion

ADHI1T _rev GAGTCACTTTAAAATTTGTATACAC 54 Nachweisreaktion
SNCA-1 CACCGGCTTCGTGAAGAAGG 63 Nachweisreaktion

GFP-1 CCTTCGGGCATGGC 56 Nachweisreaktion
gSec4_fwd GTCCAGTGCTAAGAACGATGAC 60 gPCR

qSec4_rev TGTTTCCGCTCCCACTATTG 60 qPCR

gSec9_fwd CTGGGTGAATGCGAATGG 58 gqPCR

qSec9_rev GCATCGGGTTTGCTAAGG 58 gqPCR

gSecl4_fwd GCTGGTCACCTAGTGGAAAC 60 gqPCR

gSecl4 rev GCGGTAGAGAAACCGAATGG 60 gqPCR
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Tabelle 8: Auflistung aller genutzten Enzyme. Die in dieser Arbeit genutzten Enzyme sind zusammen
mit deren Hersteller und der jeweiligen Bestellnummer aufgefihrt.

Enzym Hersteller Bestellnummer
BamHI-HF NEB R3136
Clal NEB R0197
DNase Agilent 600032
HindllI-HF NEB R3104
Kpnl-HF NEB R3142
Lyticase Sigma-Aldrich 4963
Notl-HF NEB R3189
Phusion-Polymerase NEB MO0530
Pstl-HF NEB R3140
RNase A Macherey Nagel 740505
Sacl-HF NEB R3156
Spel-HF NEB R3133
T4-DNA-Ligase NEB M0202
Xbal NEB R0145
Xhol NEB R0146
1.9 Kits

Tabelle 9: Liste aller genutzten kommerziellen Kits. Die Tabelle beinhaltet die Bezeichnungen der

verwendeten Kits sowie deren Hersteller und die jeweilige Bestellnummer.

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
Gibson Assembly® Cloning Kit NEB E5510S

NucleoSpin Plasmid Kit 740.588.250 Macherey Nagel
QIAquick Gel Extraction Kit 28704 Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit 28104 Qiagen

Quick change lightning site directed mutagenesis 210518 Agilent
SilverXpress™ Silver Staining Kit LC6100 Thermo Fischer
MyTag™ Red Mix BIO-25043-BL  Meridian Bioscience
Pierce™ BCA Protein Assay Kit 23225 Invitrogen
SensiFAST SYBR® & Fluorescein Kit BIO-96020 Meridian Bioscience
Omniscript Reverse Transcription Kit 205113 Qiagen
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1.10 Antikorper

Tabelle 10: Darstellung der verwendeten Antikérper. Die verwendeten Antikdrper, deren Nutzung
und Spenderorganismus (in Klammern) sowie die verwendete Verdinnung fiir alle Experimente sind
aufgefiihrt. AuBerdem sind die Hersteller und spezifischen Bestellnummern gelistet.

Antikorper Anmerkung Verdinnung Hersteller Bestellnummer
Anti-GFP Primérantikorper (Maus) 1:2000 Sigma-Aldrich SAB5300167
Anti-PGK1 Primarantikérper (Maus) 1:2000 Thermo Fisher 459250
Anti-Maus-HRP HRP-gekoppelter Sekundarantikorper (Esel) 1:2000 Li-Cor 715-035-151

1.11 GroRenstandards

Tabelle 11: Darstellung der genutzten GréRenstandards. Die GroRenstandards sowie deren
Hersteller und individuelle Bestellnummer sind in der Tabelle gelistet.

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
MassRuler DNA Ladder Thermo Fisher SM0403
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher 26620

1.12 Software

Tab. 1: Auflistung aller verwendeten Computerprogramme. Die vewendete Software, der jeweilige
Hersteller und Verwendungszweck sind aufgefuhrt (Madeira et al., 2024; Mirdita et al., 2022; Schindelin
etal., 2012).

Anwendung Hersteller Verwendung

Adobe Creative Cloud Adobe Bildbearbeitung, lllustration

Clone Manager Professional 9 Sci-Ed Software in silico Klonierung

Clustal Omega Madeira et al. (2024) Protein-Homologievergleich

ColabFold v1.5.5 Mirdita et al. (2022) Proteinstruktur-Vorhersage

Imaged FIJI Schindelin et al. (2012) Mikroskopie-Auswertung

Image Studio™ Li-Cor Quantitative Western Blot-Auswertung
Microsoft Office Microsoft Tabellenkalkulation, Texterstellung
GraphPad Prism 10.5 GraphPad Graphische Darstellung, statistische Analyse
PyMOL Schrédinger, LLC 3D-Darstellung von Proteinstrukturen
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Tabelle 12: Zuséatzliche verwendete Materialien. Die Tabelle beinhaltet alle bisher nicht gelisteten
Materialen, welche im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurden, inklusive genauerer Spezifizierungen und

dem jeweiligen Hersteller.

Material Spezifizierung Hersteller
Cellstar® Tubes (15 ml) 188-271-N Greiner
Cellstar® Tubes (50 ml) 227 261 Greiner
"Quickstart" Rohrchen (30 ml) 128C Thermo Fisher
96-Well Mikrotiterplatten 11402-9700 Starlab
Glasperlen (1 mm) GP-1 Hartenstein
Kryordhrchen (1 ml) 123263 Greiner
Kivetten (Halb-Mikro) XK20.1 Roth
Mikrotestplatte 96 Well 821.581 Sarstedt
Nitocellulose-Membran GE10600001 Merck
Petrischalen (10 cm) 633180 Greiner
Pipettenspitzen (10 pl) S1111-3000 Starlab
Pipettenspitzen (200 pl) 703.030.020 Sarstedt
Pipettenspitzen (1000 pl) S1111-6001 Starlab
Reaktionsgefale (100 pl) 11402-3800 Starlab
Reaktionsgefale (1 ml) S1615-5500 Starlab
Serologische Pipetten (5 ml) 606180 Greiner
Serologische Pipetten (10 ml) 607107 Greiner
Serologische Pipetten (25 ml) 760107 Greiner
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2. Methoden

2.1 DNA- und RNA-spezifische Methoden

Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grof3e aufzutrennen, wurden die Proben mit 1x DNA-
Ladepuffer (hergestellt aus 6x MassRuler™ DNA Loading Dye, Thermo Fisher) versetzt und
anschlieend auf ein 1-2%iges, Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel aufgetragen. Zur
Abschatzung der GroRe und Konzentration der DNA wurde zusatzlich ein MassRuler™ DNA
Ladder-GroRenstandard (Thermo Fisher) aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung
erfolgte Gber 90 min bei 100 V in 1x TAE-Puffer statt. Die Dokumentation der Banden wurde
mithilfe eines UV-Transilluminators durchgefuhrt.

Tabelle 13: Verwendeter Puffer fur die Agarose-Gelelektrophorese.

Puffer Zusammensetzung
50x TAE-Puffer 2 M Tris
50 mM EDTA

1 M Essigsaure

Agarosegel 1-2 % Agarose in 1x TAE
1 Tropfen 0,07% Ethidiumbromid / 50 ml Gel

DNA-Aufreinigung

Die Aufreinigung von PCR-Produkten sowie enzymatisch geschnittenen DNA-Fragmenten
erfolgte mithilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) gemaf Herstellerangaben. Zur
Entfernung von DNA-Verunreinigungen, wie beispielsweise der PCR-Matrize, wurde zuvor
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt und die gewiinschten Fragmente aus dem Gel
ausgeschnitten. Die anschlieBende Aufreinigung der Gelstiicke erfolgte tber das QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen). Aufgereinigte DNA-Fragmente wurden entweder weiterverwendet

oder bei -20 °C gelagert.
DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA-Molekilen in wassriger Lésung wurde mit dem
Spektralphotometer Nanodrop 1000 (Peqglab) anhand der Absorption bei 260 nm bestimmt.
Dafur wurden 1,5 pl der jeweiligen DNA-Probe verwendet und drei technische Replikate
gemessen. Fur die Hintergrundmessung wurde das jeweilige Losungsmittel verwendet. Bei
doppelstrangiger DNA entspricht ein Absorptionswert von 1 bei 260 nm einer Konzentration
von 50 pg/ml. Die Reinheit der untersuchten Proben wurde tUber den Absorptionsquotienten

AzsolAzso bestimmt, der idealerweise zwischen 1,8 und 2,0 liegt.
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Enzymatische Restriktion

Zur Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Expressionsplasmide wurden Plasmide
sowie PCR-amplifizierte DNA-Fragmente mit Restriktionsendonukleasen geschnitten. Die
Reaktionen wurden nach Angaben des Enzymherstellers New England Biolabs (NEB)
durchgefuhrt. Dabei wurde die gewiinschte DNA-Menge mit maximal 10% (v/v) der jeweiligen
Restriktionsenzyme in 1x rCutSmart™-Puffer (hergestellt aus 10x rCutSmart™-Puffer, NEB)
fur 1 h bei 37 °C inkubiert.

Um unspezifisches Schneiden zu verhindern, wurde die Reaktion entweder durch Zugabe von
1x DNA-Ladepuffer (hergestellt aus 6x MassRuler™ DNA Loading Dye, Thermo Fisher) oder
durch sofortige Aufreinigung mithilfe des QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) abgestoppt.
Um eine spontane Religation linearisierter Plasmide zu vermeiden, wurden diese mit zwei

unterschiedlichen Restriktionsenzymen geschnitten.
Ligation

Die Insertion enzymatisch geschnittener DNA-Fragmente in linearisierte Plasmide erfolgte
mithilfe der T4 DNA-Ligase (NEB) gemald den Herstellerangaben. Hierfir wurden die
Insertionsfragmente mit 50-100 ng des geschnittenen Plasmids in einem molaren Verhéltnis
von 3:1 vermischt und zusammen mit 5% (v/v) T4 DNA-Ligase in 1x T4 DNA-Ligase Puffer
(hergestellt aus 10x T4 DNA-Ligase Puffer, NEB) Uber Nacht bei 16 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Inkubation fir 10 min bei 65 °C abgestoppt. Ligationsprodukte wurden

anschliel3end unmittelbar fir eine Transformation von Escherichia coli eingesetzt.
Polymerasekettenreaktion

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Regionen aus dem Hefegenom oder aus Plasmiden
wurden Polymerasekettenreaktionen (PCR) durchgefiihrt. Die spezifisch bindenden
einzelstrangigen Starter-Oligonukleotide (im Folgenden Primer genannt) wurden zuvor in silico
erstellt (Clone Manager Professional 9, Sci Ed Software) und von Eurofins Genomics

synthetisiert.

Die Amplifikation zu klonierender DNA-Elemente erfolgte mit der Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (NEB) nach den Angaben des Herstellers. Bei Bedarf wurde dem
Reaktionsansatz 2% DMSO zugesetzt. Der Nachweis erfolgreicher DNA-Insertionen in
Expressionsplasmide erfolgte mittels Kolonie-PCR. Hierfir wurden geringe Mengen
Zellmaterial transformierter E. coli-Stamme in 1x MyTag™ Red Mix (hergestellt aus 2x
MyTaq™ Red Mix, Meridian Bioscience) resuspendiert, mit spezifischen Primern vermischt
und die Amplifikation ebenfalls nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die grundlegenden

PCR-Programme der verwendeten Thermocycler sind in Tab. 2 aufgefuhrt.
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Tab. 2: PCR-Protokolle fiir Phusion- bzw. MyTagq™-DNA-Polymerase. Die Anlagerungstemperatur
und Elongationszeit wurden je nach Schmelztemperatur der verwendeten Primer-Paare und Grof3e bzw.
Komplexitat der Matrize angepasst.

Phusion-DNA-Polymerase:

Phase Temperatur (°C) Zeit (min) Zyklen
Initiale Denaturierung 98 0:30 1
Denaturierung 98 0:10

Anlagerung variabel 0:30 35
Elongation 72 0:15-0:30 pro kBp

Finale Elongation 72 6:00 1
Pause 4 0

MyTaq™-DNA-Polymerase:

Phase Temperatur (°C) Zeit (min) Zyklen
Initiale Denaturierung 95 5:00 1
Denaturierung 95 0:15

Anlagerung variabel 0:15 35
Elongation 72 0:15-0:30 pro kBp

Finale Elongation 72 6:00 1
Pause 4 o0

Gibson-Klonierung

Als alternative Klonierungsstrategie wurde die PCR-basierte Gibson-Klonierung nach Gibson
et al. (2009) durchgefiuhrt (Gibson et al., 2009). Dafir wurde das Gibson Assembly® Cloning
Kit von NEB verwendet und die Reaktionen wurden entsprechend dem Herstellerprotokoll
durchgefuhrt. Pro Ansatz wurden Insertionsfragment und Plasmid in einem molaren Verhaltnis
von 1:1 bei einer maximalen gesamten Stoffmenge von 0,5 pmol eingesetzt. Die klonierten

Ansatze wurden nicht gelagert, sondern direkt fiir die Transformation von E. coli verwendet.
Quantitative ,real-time“ PCR (qPCR)

Fur Genexpressions-Analysen wurden zellulare mRNA-Level indirekt mittels quantitativer
sreal-time® PCR (qPCR) bestimmt. Dazu wurde extrahierte RNA zunéchst fiir 1 h mit DNase
(1 U/pg RNA) bei 37 °C inkubiert und anschlie@end mithilfe des Omniscript Reverse

Transcription Kit (Qiagen) in cDNA umgeschrieben.

Die Amplifikation spezifischer cDNA-Regionen erfolgte mit dem SensiFAST SYBR® &
Fluorescein Kit (Meridian Bioscience) im CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad). Die C;-
Werte der jeweiligen Proben wurden auf die Ci-Werte der Actin-Kontrolle normiert und die
relativen Expressionslevel wurden mithilfe der AAC-Methode berechnet (Livak & Schmittgen,

2001). Fir jedes biologische Replikat wurden drei technische Replikate angefertigt. Zuséatzlich
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wurde eine Negativkontrolle eingesetzt, in der RNA statt cDNA verwendet wurde. Alle
verwendeten Primer wurden in silico entworfen und vor der gPCR auf optimale Konzentration
sowie Anlagerungstemperatur getestet. Dabei wurde sichergestellt, dass jeweils nur ein
spezifisches Produkt mit einer Lange von weniger als 200 Bp entsteht und die
Verdopplungseffizienz zwischen 1,8 und 2,2 liegt (Pfaffl, 2001). Zur Uberprifung der Spezifitat
wurde am Ende jeder gPCR eine Schmelzkurve erstellt.

2.2 Protein-spezifische Methoden
Protein-Konzentrationsbestimmung durch BCA-Assay

Die Proteinkonzentration zellularer Lysate wurde photometrisch mithilfe des Bicinchoninséure-
Assays (BCA-Assay) bestimmt (Smith et al., 1985). Dazu wurde das Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher) nach Herstellerangaben verwendet. Zur Erstellung einer
Eichgeraden wurden Standardlésungen mit 0, 4, 8, 12, 16 und 20 pug Rinderserumalbumin
(BSA) eingesetzt. Fur Standards und Proben wurden jeweils zwei technische Replikate
gemessen und das arithmetische Mittel wurde berechnet. Die Absorption des BCA-Reagenzes
wurde in einer 96-Well-Mikrotiterplatte bei 562 nm am Varioskan Lux-Spektralphotometer
(Thermo Fisher) gemessen.

Die eingesetzten Proteinmengen der Proben wurden anschlielend Uber die
Regressionsfunktion der Eichgeraden berechnet. Die Genauigkeit der Messungen wurde

anhand des BestimmtheitsmaRes (R?) der Eichgeraden Uberpruft.
Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die groRenabhangige Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels denaturierender SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Dazu wurden die Proben mit 1x SDS-
Ladepuffer (+ B-Mercaptoethanol) versetzt und 5 min bei 95 °C erhitzt. AnschlieRend wurden
sie auf ein diskontinuierliches Bis-Tris-Gel aufgetragen, bestehend aus einem 4%igen

Sammelgel und einem 12%igen Trenngel.

Als Laufpuffer wurde 1x MES-Puffer (aus 20x MES SDS-Laufpuffer, Invitrogen) verwendet.
Die Proben wurden zunéachst bei 80 V in das Gel einlaufen gelassen und anschlieRend bei
120 V fur etwa 1,5 h aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die

Bromphenolblau-Lauffront die Unterkante des Gels vollstandig verlassen hatte.

45



Material und Methoden

Tabelle 14: Verwendete Puffer fir die SDS-PAGE.

Puffer/Losung Zusammensetzung
5x SDS-Ladepuffer 0,25 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,5MDTT

10% (w/v) SDS

50% (w/v) Glycerin

0,5% (w/v) Bromphenolblau

— 25% (v/v) B-Mercaptoethanol frisch zugeben
3,5x Bis-Tris-Puffer 1,25 M Bis-Tris (pH 6,5-6,8)
Sammelgel fir SDS-PAGE (4%) 1x Bis-Tris Puffer

4% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)

0,1% (w/v) APS

0,1% (v/v) TEMED
Trenngel fir SDS-PAGE (12%) 1x Bis-Tris Puffer

12% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)

0,1% (w/v) APS

0,1% (v/v) TEMED

Western Blot-Analyse

Der Nachweis spezifischer Proteine, die zuvor mittels SDS-PAGE aufgetrennt worden waren,
erfolgte durch immunologische Detektion mit bindungsspezifischen Antikdrpern. Hierflr
wurden die Proteine mithilfe der Trans-Blot® Turbo™ Transferapparatur (Bio-Rad) im ,semi-
dry“-Verfahren nach Herstellerangaben vom Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran
ubertragen. Als Puffersystem wurde 1x Trans-Blot®-Transferpuffer verwendet (hergestellt aus
5x Trans-Blot®-Transferpuffer, Bio-Rad). Der Transfer erfolgte Gber 11 min bei einer

konstanten Stromstarke von 1,3 A (ein Gel) bzw. 2,5 A (zwei Gele) pro Kammer.

Nach dem Transfer wurde die Membran getrocknet und entweder lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur (RT) gelagert oder in 1x PBS uberflihrt. Vor der immunologischen Detektion
der Proteine erfolgte eine Blockierung unspezifischer Bindestellen durch einstindige
Inkubation in 1x PBST mit 5% Milchpulver. Anschlielend wurde die Membran mit dem
jeweiligen Primarantikorper, verdiunnt in 1x PBST mit 5% Milchpulver, Gber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Uberschissiger Primarantikdrper wurde entfernt und die Membran dreimal fiir je 10

min mit 1x PBST bei RT gewaschen.

Der HRP-gekoppelte Sekundarantikérper wurde ebenfalls in 1x PBST mit 5% Milchpulver
verdinnt und auf die Membran gegeben. Nach 1 h Inkubation bei RT wurde der Uberschissige
Antikdrper entfernt und erneut dreimal fur je 10 min mit 1x PBST gewaschen. Die Membran
wurde in 1x PBS uberfuhrt und mit einer Chemilumineszenz-Detektionslosung Uberlagert. Die

Detektion der HRP-AKktivitat erfolgte mit dem Imager 600 Chemilumineszenz-Detektor (Intas).
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Die videodensitometrische Auswertung der Signale erfolgte mithilfe der Software Image
Studio™ (Li-Cor).

Tabelle 15: Verwendete Puffer fur die Western Blot-Detektion.

Puffer/Lésung Zusammensetzung
10x PBS 1,37 M Natriumchlorid
27 mM Kaliumchlorid
100 mM Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat

18 mM Kaliumdihydrogenphosphat

1x PBST 10% (v/v) 10x PBS
0,1% (v/v) Tween 20
Chemilumineszenz-Detektionslésung 90,83% (v/v) ECL-Ldsung A

9,08% (v/v) ECL-L6sung B
0,03% (v/v) Wasserstoffperoxid

ECL-Losung A 0,1 M Tris/HCI (pH 8,6)
0,025% (w/v) Luminol
ECL-L6sung B 0,11% (w/v) p-Cumarsaure in DMSO

Proteinaggregations-Assay

Die Untersuchung der Bildung unldslicher Proteinaggregate wurde nach dem angepassten
Protokoll von Rand und Grant (2006) durchgefiihrt (Rand & Grant, 2006; Weids & Grant, 2014).
Hierfiir wurden 20 ODs exponentiell wachsender Hefestamme fiir 6 min bei 4000 U/min (RT)
zentrifugiert und in eiskaltem Aggregations-Lysispuffer (ALP) resuspendiert. Anschlie3end
wurden die Zellen fir 3 min bei 3000 U/min (4 °C) erneut zentrifugiert und in frischem ALP
aufgenommen, um Restmedium zu entfernen. Zur Zelllyse wurden 5 U Lyticase (50 U/ml in
ALP) zugegeben und die Proben 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Suspension wurde
anschlie3end achtmal fir je 5 s sonifiziert und dazwischen kurz auf Eis gehalten. Es folgte
eine Zentrifugation bei 3000 U/min fiir 15 min (4°C). Der Uberstand wurde gesammelt und die

Proteinkonzentration mittels BCA-Assay bestimmt.

Die Proben wurden auf eine Proteinkonzentration von 2 pg/ul eingestellt und ein Teilvolumen
als Lysat-Fraktion auf Eis gelagert. Der verbleibende Anteil wurde bei 13300 U/min fir 20 min
(4 °C) zentrifugiert und der Uberstand als Uberstand-Fraktion aufbewahrt. Das Pellet wurde
zunachst mit ALP (+ 2% lIgepal CA-630) gewaschen, viermal fur je 5 s sonifiziert und erneut
20 min bei 13300 U/min (4 °C) zentrifugiert. Danach folgte ein weiteres Waschen und
Sonifizieren mit ALP (+ 2% Igepal CA-630). AnschlieRend wurden die Waschschritte mit ALP
ohne Igepal wiederholt. Im letzten Schritt wurde das sedimentierte Pellet in ALP aufgenommen

und einmal fir 5 s sonifiziert.
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Alle Fraktionen wurden mit 1x SDS-Ladepuffer (+ 3-Mercaptoethanol) versetzt und 5 min bei
95 °C erhitzt. Die Fraktionen Lysat, Uberstand und Pellet wurden fiir Western Blot-Analysen
weiterverwendet. Zusatzlich wurde die Pellet-Fraktion Uber eine separate SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Silberfarbung nachgewiesen. Die Silberfarbung erfolgte mit dem

SilverXpress™ Silver Staining Kit von Thermo Fisher nach Herstellerangaben.

Tabelle 16: Verwendete Puffer fir den Proteinaggregations-Assay.

Puffer/Losung Zusammensetzung
Aggregations-Lysispuffer (ALP) 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7)
1 mM EDTA

5% (m/v) Glycerin

1 cPI-Tablette / 50 ml Puffer

— 1 mM PMSF frisch zugeben
5x SDS-Ladepuffer 0,25 M Tris/HCI (pH 6,8)

0,5MDTT

10% (w/v) SDS

50% (w/v) Glycerin

0,5% (w/v) Bromphenolblau

— 25% (v/v) B-Mercaptoethanol frisch zugeben

Cycloheximid-Assay

Zur Untersuchung der Proteinstabilitit wurde der Translationsinhibitor Cycloheximid
eingesetzt und die Proteinmengen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt
(Buchanan et al., 2016). Dafir wurden fir jeden Zeitpunkt 2,5 ODs exponentiell wachsender
Hefezellen entnommen und in frisches Wuchsmedium tberfiihrt. Nach einer Vorinkubation von
5 min bei 30 °C wurde Cycloheximid in einer Endkonzentration von 250 pg/ml zugegeben. Die

Proben wurden kurz gemischt und bei 30 °C weiter inkubiert.

Zu jedem definierten Zeitpunkt wurde 1x Stopp-Mix zugegeben, die Proben kurz gemischt und
anschliel3end auf Eis gelagert. Nachdem die letzte Probe gestoppt war, wurden alle Ansatze
kurz bei maximaler Drehzahl zentrifugiert, mit 10% TCA gewaschen, erneut zentrifugiert und
schlieBlich in 10% TCA aufgenommen. Es folgte eine denaturierende Proteinisolation mit TCA
(siehe Material und Methoden 2.6).

Die isolierten Proteine wurden mit 1x SDS-Ladepuffer versetzt und anschliel3end tber eine
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Der immunologische Proteinnachweis erfolgte

durch Western Blot-Analyse.
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Tabelle 17: Zusammensetzung der fur den Cycloheximid-Assay verwendeten Puffer.

Puffer/Losung Zusammensetzung
20x Stopp-Mix 200 mM Natriumazid

5 mg/ml BSA
Aggregations-Lysispuffer (ALP) 100 mM Tris/HCI (pH 8)

1% (w/v) SDS

1 mM EDTA

1 cPI-Tablette / 50 ml Puffer
— 1 mM PMSF frisch zugeben
5x SDS-Ladepuffer 0,25 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,5MDTT
10% (w/v) SDS
50% (w/v) Glycerin
0,5% (w/v) Bromphenolblau
— 25% (v/v) B-Mercaptoethanol frisch zugeben

Autophagie-Assays

Die Untersuchung der autophagischen Aktivitat erfolgte mittels immunologischem GFP-Atg8-
Assay sowie spektralphotometrischem Pho8A60-Assay (Kim et al., 2001; Klionsky, 2007). Fir
beide Verfahren wurden 2-5 ODs exponentiell wachsender Hefestdmme verwendet, welche
zuvor 16 h unter stickstoffreichen bzw. stickstoffarmen Bedingungen angezogen worden

waren.

Im GFP-Atg8 Assay wurde aus den Stammen Gesamtprotein Uber eine denaturierende TCA-
Fallung isoliert, Uber eine SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieend im

Western Blot-Verfahren analysiert.

Der Pho8A60-Assay wurde nach dem Protokoll von Klionsky (2007) durchgefiihrt (Klionsky,
2007). Dazu wurden ebenfalls 2-5 ODs der jeweiligen Stamme entnommen, in Wasser
aufgenommen und 5 min bei 1000 U/min (4 °C) zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 2
ml eiskaltem 0,85% NaCl (+ 1 mM PMSF) und erneuter Zentrifugation bei 1000 U/min fir 5
min (4 °C) wurde das Pellet in 100 pl eiskaltem Lysispuffer pro 1 OD resuspendiert.
AnschlieRend wurde ein halbes Volumen Glaskugeln hinzugefiigt und die Proben 2 min bei 4
°C homogenisiert. Zellreste und Glaskugeln wurden durch Zentrifugation bei 13300 U/min fur

5 min (4 °C) vom Lysat getrennt und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal? tiberfiihrt.

Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase wurde photometrisch am Varioskan Lux-
Spektralphotometer (Thermo Fisher) bestimmt. Hierzu wurde zu den Lysaten ein vierfaches
Volumen der vorgewarmten pNPP-Substratldsung gegeben und die Proben 5-20 min bei 37

°C inkubiert. Die Reaktionen wurden mit 1x Stoppldsung beendet, sobald die ersten Proben
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eine intensive Gelbfarbung aufwiesen oder 20 min Uberschritten wurden. Zusatzlich wurden
Kontrollansatze ohne Lysat bzw. ohne Substrat angesetzt. Die Proben wurden zentrifugiert
und die Absorption des Uberstands bei 400 nm gemessen. Parallel wurde eine Standardkurve
mit definierten Mengen p-Nitrophenol erstellt. Der Substratumsatz wurde anschlie3end auf

Proteinmasse und Inkubationszeit normiert.

Tabelle 18: Verwendete Puffer fiur die Autophagie-Assays.

Puffer/Losung Zusammensetzung
Lysispuffer 20 mM PIPES
0,5% Triton X-100
50 mM Kaliumchlorid
100 mM Kaliumacetat

10 mM Magnesiumsulfat

10 uM Zinksulfat

— 1 mM PMSF frisch zugeben
Reaktionspuffer 250 mM Tris/HCI (pH 8)

0,4% Triton X-100

10 mM Magnesiumsulfat

10 uM Zinksulfat

pNPP-Substratlésung 625 pug/ml pNPP in Reaktionspuffer

2x Stopplésung 1 M Glycin/KOH (pH 11)

5x SDS-Ladepuffer 0,25 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,5MDTT

10% (w/v) SDS

50% (w/v) Glycerin

0,5% (w/v) Bromphenolblau

— 25% (v/v) B-Mercaptoethanol frisch zugeben

26S-Proteasom-Assay

Die Bestimmung der 26S-Proteasomaktivitat erfolgte photometrisch anhand der Spaltung des
fluorogenen Substrats Suc-LLVY-AMC und die Durchfiihrung erfolgte gemafd der Literatur
(Galka et al., 2024). Hierfur wurde das Gesamtprotein der jeweiligen Stamme zunéchst nicht-
denaturierend mit einem geeigneten Lysispuffer isoliert und die Proteinkonzentration mittels
BCA-Assay ermittelt.

Fur den Assay wurden 60 g Protein sowie eine Wasserprobe mit Assay-Puffer (+ 100 uM
Suc-LLVY-AMC) versetzt und Uber 1 h bei 37 °C im Spektralphotometer Varioskan Lux
(Thermo Fisher) inkubiert. Dabei wurde die Probe jede Minute bei 380 nm angeregt und die

Emission bei 460 nm gemessen.
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Zur Uberpriifung der Spezifitat des Assays wurde parallel zu jeder Messung eine Proteasom-
Inhibitionskontrolle mit 100 uM MG132 angesetzt. Jedes biologische Replikat wurde in zwei
technischen Replikaten gemessen. Zur Auswertung der Daten wurde eine Funktion der
Fluoreszenz-Intensitat gegen die Zeit erstellt. Die maximale Steigung der entstehenden Kurve

diente als MaR fur die Proteasom-Aktivitat.

Tabelle 19: Verwendete Puffer fur den 26S-Proteasom-Assay.

Puffer/Losung Zusammensetzung
Lysispuffer 50 mM Tris/HCI (pH 7,5)
100 mM Natriumchlorid
5 mM Magnesiumchlorid
2mM DTT
2 mM ATP
Assay-Puffer 20 mM Tris/HCI (pH 7,5)
50 mM Natriumchlorid
2mM DTT
— 100 UM Suc-LLVY-AMC frisch zugeben

2.3 Spezifische Methoden fur E. coli
Kultivierung von E. coli

Die Anzucht aller E. coli Stamme erfolgte auf LB-Festmedium sowie in LB-Flissigmedium bei

37 °C. Zur Selektion positiver Transformanten wurde Ampicillin (50 pg/ml) hinzugegeben.
Tabelle 20: Zusammensetzung des Anzuchtmediums von E. coli.

Puffer/Losung Zusammensetzung

LB-Medium (,lysogeny broth®) 1% (w/v) Trypton
1% (w/v) Natriumchlorid (s)
0,5% (w/v) Hefeextrakt
— pH 7,2 (NaOH)
fur Festmedium 2% (w/v) Agar

Transformation chemisch kompetenter E. coli-Stamme

Die Transformation von E. coli mit neu generierten Plasmiden erfolgte nach dem High
Efficiency Transformation Protocol von NEB. Dafiir wurden chemisch kompetente NEB® 5-
alpha (NEB) oder XL10-Gold (Agilent) Stamme 10 min auf Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden

2 pl des jeweiligen Plasmids, Ligations- oder Gibson-Ansatzes zugegeben.

Die Proben wurden fur 30 min auf Eis inkubiert, anschlieRend fir 30 s bei 42 °C erhitzt und

erneut 2-5 min auf Eis gehalten. Danach wurden die Proben mit vorgewarmtem LB-Medium
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vermischt und 1 h bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert, um die Expression des Resistenzgens
zu ermoglichen. SchlieBZlich wurden 100 pl der Zellsuspension auf vorgewarmte LB-Agar-
Platten (+ 50 ug/ml Ampicillin) ausplattiert und bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden
gewachsene Kolonien gesichert und per Kolonie-PCR Uberprdift.

Plasmidisolation aus E. coli

Die Plasmidisolation aus E. coli erfolgte durch das NucleoSpin Plasmid Kit von Macherey-
Nagel und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Isolierte Plasmide wurden bei -20 °C

gelagert.
2.4 Spezifische Methoden fur S. cerevisiae
Kultivierung von S. cerevisiae

Hefestdmme wurden — sofern nicht anders angegeben — entweder in SD-Minimalmedium bei
30 °C unter Schiitteln kultiviert oder auf dem entsprechenden Festmedium ausgestrichen. Da
es sich bei dem verwendeten Wildtyp BY4741 um einen L-Histidin-, L-Leucin-, L-Methionin-
und Uracil-auxotrophen Stamm handelt, wurde dem Wuchsmedium ein 1x Aminosaure-

/Nukleinbasen-Mix zugesetzt.

Fur Hefetransformationen wurden die Stamme in der Regel auf YPD-Festmedium
ausgestrichen und in YPD-Flussigmedium angezogen. Zur Untersuchung der Autophagie-
Induktion unter Stickstoffmangelbedingungen wurde SD-N-Medium verwendet. Fir Galactose-
abhangige Genexpression Uber den GAL1-Promotor wurden die Hefestdmme zunachst in SD-
C-Medium mit 2% Raffinose angezogen. Zur Induktion der Genexpression wurde

anschlie3end 2% Galactose in das Flissigmedium gegeben.

Tabelle 21: Zusammensetzung der fur die Kultivierung von S. cerevisiae verwendeten Medien.

Puffer/Losung Zusammensetzung
SD-Medium 0,67% (w/v) YNB w/o AA
2% (w/v) Glucose

fur Festmedium 2% (w/v) Agar

SD-C-Medium 0,67% (w/v) YNB w/o AA

SD-N-Medium 0,17% (w/v) YNB w/o AA, w/o Ammonium Sulfate
2% (w/v) Glucose

YPD-Medium 1% (w/v) Hefeextrakt

2% (w/v) Pepton
2% (w/v) Glucose

fur Festmedium 2% (w/v) Agar
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Tabelle 22: Verwendete Losungen fir die Kultivierung von S. cerevisiae. Zur Aufrechterhaltung
des Selektionsdrucks auf plasmidtragende prototrophe Hefestamme wurde die entsprechende
Aminosaure bzw. Nukleinbase aus dem Mix entfernt.
Puffer/Losung Zusammensetzung
100x Aminosaure-/Nukleinbase-Mix 100 mM L-Histidin
100 mM L-Leucin
50 mM L-Methionin
20 mM Uracil

Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae mit Expressionsplasmiden erfolgte nach dem Verfahren
von Schiestl und Gietz (1989) (Schiestl & Gietz, 1989). Hierfur wurden 10-20 ODs exponentiell
wachsender Hefestamme 6 min bei 4000 U/min (RT) zentrifugiert und in 1x LATE-Puffer
aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen einmal durch Zugabe von 1x LATE-Puffer und
kurzer Zentrifugation bei maximaler Drehzahl gewaschen und erneut in 1x LATE-Puffer

aufgenommen.

Die vorbereiteten Stamme wurden in Reaktionsgefale mit PLATE-Puffer (+1 g
einzelstrangige Lachssperma-DNA) Uberfihrt und gemischt. Danach erfolgte eine Inkubation
fir 30 min bei 30 °C, gefolgt von einem Hitzeschock fur 15 min bei 42 °C. Die Zellen wurden
kurz bei maximaler Drehzahl sedimentiert, in 1x TE-Puffer resuspendiert und auf Selektions-

Festmedium ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C bis erste Kolonien erkennbar waren.

Tabelle 23: Zusammensetzung der fir die Transformation von S. cerevisiae verwendeten Puffer.

Puffer/Losung Zusammensetzung
10x TE-Puffer 100 mM Tris/HCI (pH 7,5)
10 mM EDTA
10x LATE-Puffer 1 M Lithiumacetat
1x TE-Puffer
PLATE-Puffer 40% PEG 3350

1x LATE-Puffer

DNA-Isolation aus S. cerevisiae

Die Extraktion genomischer DNA aus S. cerevisiae wurde nach dem Protokoll von L&oke et al.
2011 durchgefiihrt (Looke et al., 2011). Dazu wurde eine Zellkolonie von Festmedium
entnommen und in 0,2 M Lithiumacetat (+ 1% SDS) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde

5 min bei 70 °C erhitzt und anschlieRend mit dem dreifachen Volumen 96% Ethanol versetzt.
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Die Proben wurden fiir 3 min bei maximaler Drehzahl zentrifugiert, das Pellet mit 70% Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in Wasser
aufgenommen und furr 15 s bei maximaler Drehzahl zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefald Uberfuhrt und anschlieBend als DNA-Matrize fur PCR-Reaktionen

verwendet. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte bei -20 °C.
Denaturierende Proteinisolation aus S. cerevisiae

Die denaturierende Isolation von Hefe-Gesamtprotein erfolgte durch eine TCA-Prazipitation
(Wright et al., 1989). Hierfur wurden 10-20 ODs exponentiell wachsender Hefezellen zunachst
durch Zentrifugation bei 4000 U/min fir 5 min (RT) sedimentiert und in 10% TCA
resuspendiert. Anschlielend wurde ein halbes Volumen Glaskugeln zugegeben und die
Suspension fur 10 min bei 4 °C im Disruptor Genie SI-D258 (Scientific Industries)
homogenisiert. Das Homogenat wurde in ein neues Reaktionsgefal? Gberflihrt und 10 min bei
13300 U/min (4 °C) zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das ausgefallte Protein zweimal mit eiskaltem Aceton
gewaschen. Nach jedem Waschschritt erfolgte eine Zentrifugation bei 13300 U/min fir 5 min
(4 °C). AnschlieRend wurde tUberschissiges Aceton vollstandig entfernt und die Proben bei 37
°C getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in Resuspensionspuffer aufgenommen und fur 1
h bei 37 °C unter Schiitteln geldst.

Die Proben wurden mit 1x SDS-Ladepuffer versetzt und fir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Nach
dem Abkihlen wurden sie 1 min bei 13300 U/min (RT) zentrifugiert und in ein neues
Reaktionsgefald tberfihrt. Die isolierten Proteine wurden entweder bei -20 °C gelagert oder
unmittelbar Uber SDS-PAGE aufgetrennt.

Tabelle 24: Zusammensetzung der verwendeten Puffer fiir die denaturierende Proteinisolation
aus S. cerevisiae.

Puffer/Losung Zusammensetzung
Resuspensionspuffer 100 mM Tris/HCI (pH 8)
1% (w/v) SDS
1 mM EDTA

1 cPI-Tablette / 50 ml Puffer

— frisch 1 mM PMSF zugeben
5x SDS-Ladepuffer 0,25 M Tris/HCI (pH 6,8)

0,5MDTT

10% (w/v) SDS

50% (wi/v) Glycerin

0,5% (w/v) Bromphenolblau

— 25% B-Mercaptoethanol frisch zugeben
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Nicht-denaturierende Proteinisolation aus S. cerevisiae

Fur die nicht-denaturierende Proteinisolation wurden 10-20 ODs teilungsaktiver Hefezellen
durch Zentrifugation bei 4000 U/min, 5 min (RT) gesammelt. Das Zellpellet wurde
anschliel3end in eiskaltem Proteinisolations-Puffer aufgenommen und 20 s bei 13300 U/min (4
°C) zentrifugiert. Die Proben wurden zweimal mit demselben Puffer gewaschen, jeweils fur 20
s bei 13300 U/min (4 °C).

Das Zellpellet wurde erneut in Proteinisolationspuffer resuspendiert, mit einem halben
Volumen Glaskugeln versetzt und in einem Disruptor Genie SI-D258-Homogenisator
(Scientific Industries) fir 2 min bei 4 °C mechanisch aufgeschlossen. AnschlieRend erfolgte
eine Zentrifugation fur 20 min bei 13300 U/min (4 °C), um Zelldebris und Glaskugeln vom
Zelllysat zu trennen. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und die

Proteinkonzentration mithilfe eines BCA-Assays bestimmit.

Tabelle 25: Verwendete Puffer fiir die nicht-denaturierende Proteinisolation aus S. cerevisiae

Puffer/Losung Zusammensetzung

Proteinisolations-Puffer 1x PBS
1 cPI-Tablette / 50 ml Puffer

RNA-Isolation aus S. cerevisiae

Die RNA-Isolation aus S. cerevisiae erfolgte durch eine saure Phenol-Chloroform-Extraktion
unter Verwendung des TRIzol™-Reagenzes (Thermo Fisher) (Chomczynski & Sacchi, 1987).
Hierfir wurden 20 ODs exponentiell wachsender Zellen fir 5 min bei 4000 U/min sedimentiert
und in TRIzol™ resuspendiert. AnschlieRend wurde ein halbes Volumen Glaskugeln
zugegeben und die Proben wurden flnfmal fir jeweils 20 s auf einem Vortex-Mischer
homogenisiert. Zwischen den Homogenisationsschritten wurden die Proben jeweils 40 s auf

Eis gehalten.

Daraufhin wurde % Volumen Chloroform zugegeben, die Probe kurz gemischt, 3 min bei RT
inkubiert und anschlieRend 15 min bei 13000 U/min (4 °C) zentrifugiert. Die obere, wassrige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald tUberfiihrt und mit 0,5 ml Isopropanol pro 1 ml
TRIzol™ gemischt. Das Gemisch wurde fir 10 min bei RT inkubiert und anschlieBend fir 10
min bei 13000 U/min (RT) zentrifugiert.

Die ausgefallte RNA wurde mit 75% Ethanol gewaschen und 5 min bei 6000 U/min (RT)
pelletiert. Die Ethanolreste wurden vollstandig entfernt und das Pellet wurde fir etwa 10 min
getrocknet. Die getrocknete RNA wurde anschliel3end in RNase-freiem Wasser aufgenommen
und bei-20 °C gelagert. An einem Nanodrop 1000-Spektralphotometer (Peqglab) wurde anhand
des AzeolAzso- SOWie Azesol Azzo-Quotienten die Qualitat der RNA Gberpruft.
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Wuchskurven

Das zellulare Wachstum bzw. die Teilungsaktivitat von Hefestammen wurde photometrisch
durch zeitabhangige Messung der optischen Zelldichte bestimmt. Daflir wurden Hefekulturen
bis zur stationaren Phase in Flissigmedium kultiviert und in frischem Medium auf eine optische
Dichte (ODego) von 0,1 verdinnt und auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Fur die
Hintergrundmessung wurde frisches Medium ohne Zellmaterial verwendet. AnschlieRend
wurden die Zellen fir 15 h bei 30 °C im Varioskan Lux-Spektralphotometer (Thermo Fisher)
schittelnd (180 U/min) inkubiert. Die ODeoo aller Proben wurde in Intervallen von 10 min

gemessen. Fur jedes biologische Replikat wurden drei technische Replikate angefertigt.
Spot Tests

Als alternatives Verfahren zur Ermittlung des zellularen Wachstums von S. cerevisiae wurden
sogenannte Spot Tests auf Festmedium durchgefihrt. Stationare Hefestdmme in Fllssigkultur
wurden auf eine ODeggo von 1 eingestellt und in separaten Ansatzen 10-fach bzw. 100-fach
verdinnt. Fur die Wuchsanalyse wurden je 5 pl der unverdinnten Kultur sowie der
Verdinnungen (1:10, 1:100) nebeneinander auf SD-Festmedium aufgetragen und 2-3 Tage
bei 30 °C inkubiert. Zu vergleichende Stamme wurden auf derselben Platte in parallelen
Reihen untereinander aufgetragen, um direkte Wuchsunterschiede sichtbar zu machen. Die
fotografische Dokumentation der Platten erfolgte mit der Kamera eines iPhone 12 (Apple)

unter gleichmé&Riger Belichtung.
Chronologische Lebensspannen

Zur Untersuchung der Uberlebensfahigkeit postmitotischer Hefestamme wurden
chronologische Lebensspannen nach Hu et al (2013) angefertigt (Hu et al., 2013). Hierfur
wurden frisch kultivierte, stationare Hefekulturen in frischem Selektionsmedium auf eine ODgoo

von 0,1 eingestellt und bis zum Ende des Experiments schittelnd bei 30 °C inkubiert.

Nach drei Tagen Inkubation wurden zwei Proben aus jeder Flussigkultur entnommen, 10000-
fach verdinnt und auf zwei Platten mit YPD-Festmedium ausplattiert. Nach 2-3 Tagen
Inkubation bei 30 °C wurden die lebensfahigen Kolonien gezahlt. Dieser Wert wurde als 100%
Uberlebende an Tag O festgelegt. Die Probenentnahme wurde — je nach Stamm - in
Abstanden von 1-2 Tagen wiederholt, bis nur noch etwa 10% lebensféhige Kolonien
beobachtet wurden. Die Verdiunnungen wurden jeweils an die erwartete Anzahl
koloniebildender Einheiten angepasst. Es wurden drei biologische Replikate fir jeden Stamm

verwendet.
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Fluoreszenzmikroskopie

Fur fluoreszenzmikroskopische Analysen wurden exponentiell wachsende Zellen durch kurze
Zentrifugation bei maximaler Drehzahl gesammelt und in 1x PBS gewaschen. Die
Zellsuspensionen wurden anschlieRend auf Glasobjekttrager pipettiert, die zuvor mit 1 mg/ml
Concanavalin A beschichtet worden waren. Danach wurden die Proben mit Deckglasern

Uberdeckt und die Rander mit Nagellack luftdicht versiegelt.

Puffer/Lésung Zusammensetzung
10x PBS 1,37 M Natriumchlorid
27 mM Kaliumchlorid
100 mM Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat

18 mM Kaliumdihydrogenphosphat

Die Fluoreszenzbildgebung erfolgte mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM710
von Zeiss. Thioflavin T wurde bei einer Wellenldange von 458 nm angeregt, GFP-Signale bei
488 nm sowie FM4-64, mRFP und mRUBY2 bei 543 nm angeregt. Die Auswertung der
Bilddaten erfolgte mithilfe des Bildbearbeitungspakets Fiji von ImageJ (Schindelin et al., 2012).
Fur quantitative Auswertungen wurden je biologischem Replikat mindestens 100 Zellen

ausgewe rtet.
FM4-64-Farbung

Die Anfarbung von Vakuolen bzw. endozytotischen Membranen erfolgte mit dem Farbstoff
FM4-64 (Thermo Fisher). Dazu wurden exponentiell wachsende Hefekulturen mit 20 uM FM4-
64 (in DMSO) behandelt und unter Lichtausschluss 30 min schittelnd bei 30 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen kurz bei maximaler Drehzahl zentrifugiert und in frischem
Anzuchtmedium resuspendiert. Es folgte eine weitere abgedunkelte Inkubation fiir 60 min bei
30 °C unter Schitteln. Nach Abschluss der Farbung wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen

und fir die Mikroskopie vorbereitet.
Thioflavin T-Farbung

Um amyloide Aggregate in Zellen von S. cerevisiae anzufarben, wurden exponentiell
wachsende Zellen zunachst 1 h in ROTI®Histofix 4% (Roth) fixiert und anschlieRend durch
Zentrifugation und Resuspension in 1x PBS gewaschen (Summers & Cyr, 2011).
Darauffolgend wurden die Zellen 30 min mit 30 uM Thioflavin T in PBS (+ 0,1% Triton X-100)
bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend erfolgten 3-4 Waschschritte durch kurze
Zentrifugation bei maximaler Drehzahl und Resuspension in 1x PBS. Die Proben wurden

daraufhin fir die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet.
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Wortmannin-Behandlung

Die Wortmannin-abhangige Inhibition von Stt4 erfolgte durch Zugabe von 5 uM Wortmannin
(in DMSO) zu exponentiell wachsenden Zellen. Unmittelbar nach der Zugabe sowie in
stindlichen Abstédnden wurden Proben aus den jeweiligen Kulturen entnommen und fiir die
Mikroskopie vorbereitet. Als Kontrolle wurde DMSO ohne Wortmannin zu den Stammen

gegeben.
2.5 Sonstige Methoden
3D-Modellierung von Proteinstrukturen

Die dreidimensionale Modellierung von Proteinstrukturen erfolgte zun&chst durch eine
unvoreingenommene Strukturvorhersage mit ColabFold v1.5.5 (Mirdita et al., 2022). Dafir
wurde die jeweilige Aminosauresequenz eingegeben ohne auf eine Vorlage aus der ,Protein
Data Bank* zurtickzugreifen (Berman et al., 2000). Die berechneten Proteinmodelle wurden

anschlie3end mit PyMOL (Schrédinger, LLC) bearbeitet und exportiert.
Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism 10.5 (GraphPad). Alle
Daten wurden, sofern nicht anders angegeben, als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt. Wenn mdglich, wurden zudem die einzelnen Datenpunkte in die grafische

Darstellung eingefigt.

Zur Analyse statistisch signifikanter Unterschiede wurden Varianzanalysen (ANOVA)
durchgefuhrt. Bei signifikanten Gesamteffekten wurden Post-hoc-Analysen angewendet, um
Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen zu bestimmen. Das Signifikanzniveau wurde auf

0,05 festgelegt. Signifikanzen sind wie folgt gekennzeichnet:

* p<005(9
* p<001(%)
e p<0,001 (¥

Nutzung von KI-Tools

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das ,Large Language Model* ChatGPT (OpenAl) zur

Unterstltzung der Literatursuche sowie zur Rechtschreib- und Grammatikprufung genutzt.
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1. Grundlegende Charakterisierung des Hefe-Modells

1.1 N-terminale Helizitat bestimmt zellulare aSyn-Lokalisation

Erste Studien am Hefe-Modell konnten zeigen, dass aSyn Uber den sekretorischen Weg an
die PM transportiert wird und dort verbleibt (Dixon et al., 2005; Outeiro & Lindquist, 2003).
Zudem wurde untersucht, dass S. cerevisiae eine dosisabhéngige Sensitivitdt gegentber
aSyn aufweist (Outeiro & Lindquist, 2003). Ziel dieses Abschnitts war die Verifizierung der
verwendeten aSyn-Konstrukte anhand der aktuellen Literatur. Daher wurden in dieser und
nachfolgenden Untersuchungen neben der kanonischen Wildtyp-Variante (WT aSyn) zudem
die aSyn-Mutationen A30P und A53T verwendet, die mit famili&rer PD assoziiert sind (Krtiger
et al., 1998; Polymeropoulos et al., 1997). Insbesondere A30P aSyn ist von grol3em Interesse
fur die Untersuchungen aSyn-abhéngiger molekularer Mechanismen, da in dieser Mutante
keine PM-Bindung beobachtet wurde (Outeiro & Lindquist, 2003; Ruf et al., 2019). Durch die
Inklusion beider Mutanten kénnen so unterschiedliche Effekte auf die Lipidbindeeigenschaften
des Proteins zurtckgefihrt und damit mdoglicherweise ein Bezug zu PD-relevanten

Auswirkungen hergestellt werden.

Um die strukturellen Auswirkungen der jeweiligen Mutationen néher zu beleuchten, wurde die
Tertiarstruktur der jeweiligen Spezies zunachst in silico modelliert. Die Modellierung erfolgte
mithilfe von ColabFold (v1.5.5) (Mirdita et al., 2022). Um einen unvoreingenommenen
Lunbiased” Ansatz zu verfolgen, wurde darauf verzichtet, die bereits aufgeklarte 3D-Struktur
von WT aSyn (Ulmer et al.,, 2005) als Vorlage zu verwenden. Die hier aufgefuhrten
Modellierungen des gesamten Proteins zeigen deutlich, dass die Aminosaurereste des N-
Terminus (gran) und der NAC-Domane (gelb) eine kontinuierliche a-Helix ausbilden, die alle
Lysinreste der sechs KTKEGV-Motive einschliel3t (Abbildung 11A). Dies widerspricht zwar
Strukturanalysen, welche eine unterbrochene Helix mit einer Linkerregion zwischen den
Aminosauren L38 und T44 demonstrieren (Ulmer & Bax, 2005); unterschiedliche Analysen
konnten jedoch zeigen, dass eine kontinuierliche, sogenannte extended Helix unter
physiologischen Bedingungen ebenfalls sehr wahrscheinlich ist (Trexler & Rhoades, 2009).
Interessanterweise zeigt ausschliel3lich A30P aSyn einen Bruch in der N-terminalen Helix, der
sich an Position 30 befindet und Uber ca. 1,5 Windungen erstreckt. Eine ndhere Analyse dieser
Region zeigt, dass die Wildtyp-Aminosaure Alanin an Position 30 die Ausbildung von
Wasserstoffbricken am Peptidriickgrat ermoglicht (Abbildung 11B). In der A30P-Mutation
werden diese Wechselwirkungen durch die Einfihrung des Prolin-Restes destabilisiert, was
zu einem regionalen Bruch der a-Helix fuhrt. Dieser Bruch wird in der A53T-Mutation nicht

beobachtet, da Alanin und Threonin zwar eine unterschiedliche Polaritat aufweisen, strukturell
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jedoch sehr &ahnlich sind (Abbildung 11C). Dies ermdglicht die Ausbildung der ndtigen

Wasserstoffbriicken, um die Helixformation zu gewabhrleisten.
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Abbildung 11: In silico-Strukturanalyse von WT aSyn und PD-relevanten Mutanten A30P und
A53T. A: Strukturvergleich der WT aSyn-Isoform mit den A30P- und A53T-Mutanten. Die jeweiligen
Proteine sind graphisch dargestellt und farblich in die drei charakteristischen Domanen N-Terminus
(grin), NAC-Domane (gelb) und C-Terminus (rot) unterteilt. Die Lysinreste der KTKEGV-Motive sind
detailliert dargestellt. B: Detailansicht der A30-Region von aSyn. Der Tausch von A30 durch einen
Prolinrest erzeugt eine Krimmung der Proteinstruktur und destabilisiert die Helix in mindestens einer
Umdrehung. C: Detailansicht der A53-Region von aSyn. Die Aminosauren Alanin und Threonin haben
eine ahnliche raumliche Struktur und die A53T-Mutation hat keinen erkennbaren Effekt auf die Integritéat
der Proteinhelix.

Um die Lipidbindeeigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte zu untersuchen,
wurden die drei aSyn-Spezies (WT, A30P und A53T) C-terminal mit ,enhanced green
fluorescent protein“ (EGFP; im Folgenden GFP) fusioniert und mithilfe eines ,one-copy“ (im
Folgenden one-copy) Plasmids konstitutiv in S. cerevisiae exprimiert. One-copy-Plasmide sind
episomale Hefevektoren, welche autonom-replizierbar sind und Uber eine Centromerregion
(CEN/ARS) bei jeder Zellteilung gleichmafig auf Mutter- und Tochterzelle Gbertragen werden
(Sikorski & Hieter, 1989). Als zusatzliche Kontrolle wurden zudem zwei artifizielle aSyn-
Varianten generiert — A38 aSyn-GFP und A53 aSyn-GFP — bei denen die ersten drei bzw. vier
lipidbindenden KTKEGV-Motive deletiert wurden. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
dieser Stdmme zeigen deutlich, dass ausschlieBlich WT und A53T aSyn-GFP an der PM
lokalisiert sind, wahrend die A30P-Mutante sowie die beiden N-terminalen Deletionen eine

zytoplasmatische Lokalisation aufweisen (Abbildung 12).
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Da diese Beobachtungen der Literatur entsprechen (Outeiro & Lindquist, 2003), wurden die
Stamme, die WT, A30P und A53T aSyn-GFP exprimieren, fir die weiteren Untersuchungen
der dosisabhangigen Toxizitat bzw. Sensitivitat verwendet.

aSyn-GFP
A53T

Abbildung 12: aSyn-Lokalisation setzt eine intakte N-terminale a-Helix voraus.
Fluoreszenzmikroskopische Lokalisation von unterschiedlichen aSyn-GFP-Spezies in S. cerevisiae. Die
Lokalisation von aSyn-GFP zur PM setzt einen intakten N-Terminus voraus und wird von der Helix-
brechenden A30P-Mutation verhindert. Maf3stab: 5 um.

1.2 aSyn-Sensitivitat ist dosisabhangig

Eine charakteristische Eigenschaft von aSyn ist dessen dosisabhangige Wuchsinhibition in S.
cerevisiae. Um Expressionslevel zu erreichen, welche die Wuchsrate signifikant beeinflussen,
wurde ein ,high-copy“ (im Folgenden high-copy) 2-micron (2u) Plasmid verwendet. Das selbst-
replizierende 2p Plasmid wurde urspringlich aus wilden Hefestammen isoliert und liegt etwa
40 bis 60-fach in haploiden Hefestammen vor (Chan et al., 2013; Yang et al., 2021).

Zur Untersuchung des Wuchsverhaltens wurden sogenannte ,spot‘-Tests (im Folgenden
Spot-Tests) durchgefiihrt. Es ist erkennbar, dass die one-copy-Expression von aSyn-GFP
keinen Einfluss auf das Wachstum im Vergleich zur Leervektorkontrolle [,empty vector (EV)]
hat. Alle untersuchten Stamme erreichen innerhalb von 2 Tagen eine vergleichbare Zelldichte
in allen Verdiinnungen, 1, 1:10 und 1:100 (Abbildung 13A). Bei einer erhéhten Expression von
aSyn-GFP durch 2u-Plasmide wird hingegen deutlich, dass WT und A53T aSyn-GFP einen
signifikanten Einfluss auf die Wuchsrate haben. So ist die Wuchsdichte der EV-Kontrolle und
der A30P aSyn-GFP-exprimierenden Stamme vergleichbar, wohingegen die Expression der
membranbindenden aSyn-GFP-Spezies ein deutlich geringeres Wachstum und insbesondere
kleinere Zellkolonien zur Folge hat (Abbildung 13B). Interessanterweise geht die signifikante
Wuchsreduktion aufgrund der membranbindenden aSyn-GFP-Spezies zudem mit einer
Reduktion der Proteinmenge einher. Wahrend in den one-copy-Konstrukten die Proteinlevel
vergleichbar sind, liegen WT und AS53T aSyn-GFP in deutlich reduzierter Menge vor
(Abbildung 13C-F). Dies ist in Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Outeiro und
Lindquist (2003) und basiert vermutlich auf einer Zellstress-induzierten Reduktion der Plasmid-
Kopienzahl oder der Genexpression tber den GPD-Promotor (Karim et al., 2013; Outeiro &
Lindquist, 2003; Xiong et al., 2018).
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Abbildung 13: Membranbindende aSyn-Spezies haben einen groReren Einfluss auf die
Zellvitalitat. A-B: Spot-Tests zur Untersuchung der zellularen Sensitivitat gegeniber aSyn-GFP-
Expression. Die high-copy-Expression von WT und A53T aSyn-GFP reduziert das zellulare Wachstum
des S. cerevisiae Wildtyps. C-D: Western Blot-Analyse und E-F: Quantifizierung der aSyn-GFP-Mengen
bei Expression von one-copy und high-copy Plasmiden. Die Proteinlevel sind vergleichbar bei one-copy-
Expression, wahrend die Proteinlevel von WT und A53T aSyn-GFP bei high-copy-Expression
herunterreguliert werden. Dargestellt sind die einzelnen Datenpunkte (n = 3) und der Mittelwert +
Standardabweichung. **p < 0,01.

2. Proteostatische Auswirkungen der aSyn-Expression

2.1 Der Einfluss von aSyn auf die Proteinqualitatskontrolle

In eukaryotischen Zellen existieren zwei zentrale Mechanismen der degradativen
Proteinhomdostase: das UPS und die Autophagie (Y. Li et al., 2022). Diese zellularen
Qualitatskontrollsysteme dienen dem Abbau fehlgefalteter Proteine und im Falle der
Autophagie zudem geschéadigter Organellen und eingedrungener Pathogene (Vargas et al.,
2023). Beide Abbauwege koénnen parallel zueinander ablaufen und kompensieren Defizite des

jeweils anderen Mechanismus (Pandey et al., 2007).

Die Expression von WT aSyn-GFP hat neben einer reduzierten Wuchsrate zudem die
Anreicherung des Autophagie-Adapterproteins Atg8 zur Folge (Tenreiro et al., 2014). Es sollte
zunachst Uberprift werden, ob die Expression von aSyn-GFP einen verstarkten Wuchseffekt
auf den Autophagie-defizienten atglA-Stamm hat. Hierfir wurden, wie zuvor im Wildtyp-
Stamm, die Lokalisation, das Zellwachstum und die Proteinlevel von WT, A30P und A53T
aSyn-GFP untersucht (Abbildung 14). Uberraschenderweise werden in den atglA-Stammen

sehr ahnliche Effekte beobachtet wie zuvor im Wildtyp. So lokalisieren die membranbindenden
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aSyn-GFP-Spezies an der PM (Abbildung 14A) und zeigen bei erhdhtem Expressionslevel
eine starker ausgepragte Wuchsreduktion als durch die Expression der A30P-Mutante. Die
Koloniedichte der unverdiinnten WT und A53T aSyn-GFP-exprimierenden Zellen nach 2
Tagen entspricht in etwa der Dichte der 10-fachen Verdinnung (1:10) der EV-Kontrolle
(Abbildung 14B und C). Auch die Expression von high-copy A30P aSyn-GFP hat einen
sichtbaren Einfluss auf das Zellwachstum, der jedoch weniger ausgepragt ist. Wie im Wildtyp
sind die Proteinlevel der jeweiligen aSyn-GFP-Isoformen bei one-copy-Expression
vergleichbar, wohingegen sie bei high-copy-Expression in unterschiedlichen Mengen
vorliegen (Abbildung 14D-G).

A aSyn-GFP

A30P A53T

atg1A

@
o
m

5 2,54
EV asyn-GFP 2 204
o = i
L WT s 8 3 2 1=
= = = a 1,07
2 A30P o mrew| asyn-GFP £ 0,5
©
%) S 0,0
S| As3T [ | o crcrnlE & 5
one-copy aSyn-GFP 2 2
Cc E G one-copy
(0]
aSyn-GFP =l
EV g 2,01
S o £ 15 ‘
o) -
WT S 2 2 5 i
e @ 1,04
(2 A30P - — aSyn-GFP g 0,51
> ©
7 Pgk1 © 0,0-
S| As3T : ed A & n_GFP‘ E 35
high-copy high-copy ¥ 2 <
high-copy

Abbildung 14: Der Verlust der autophagischen Maschinerie hat keinen Einfluss auf Lokalisation,
Toxizitdt und Proteinlevel der aSyn-GFP-Spezies. A: Zellulare Lokalisation von WT, A30P und A53T
aSyn-GFP im atglA-Stamm. Die Lokalisation der jeweiligen aSyn-GFP-Isoformen ist vergleichbar zu
der des Wildtyps. MaRRstab: 5 uM. B-C: Spot-Tests zur Analyse der Zytotoxizitat durch aSyn-GFP-
Expression. Die high-copy-Expression von WT und A53T aSyn-GFP fihrt zu einem reduzierten
Wachstum der Autophagie-defizienten atg1A-Mutante. D-E: Western Blot-Analyse zur Bestimmung der
aSyn-GFP-Proteinlevel bei one-copy- und high-copy-Expression. F-G: Quantifizierung der aSyn-GFP-
Mengen zeigt vergleichbare Proteinlevel bei one-copy-Expression. Bei high-copy-Expression hingegen
werden die Proteinlevel von WT- und A53T-aSyn-GFP deutlich reduziert. Aufgefiihrt sind die einzelnen
Datenpunkte (n = 3) und der Mittelwert + Standardabweichung *p < 0,05.
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Da der Verlust der generellen Makroautophagie keinen Einfluss auf die Sensitivitat der Zellen
gegenuber der aSyn-GFP-Expression hat, sollte im nachsten Schritt untersucht werden, ob
die Expression von aSyn-GFP eine Inhibition der autophagischen Maschinerie zur Folge hat.
Dies war insbesondere relevant, da der Anstieg der zellularen Atg8-Level in der Arbeit von
Tenreiro et al. (2014) nicht mit einem erhdhten autophagischen Flux einherging (Tenreiro et
al., 2014). Dies kann mit einer aSyn-GFP-vermittelten Reduktion der Degradationseffizienz
zusammenhangen, was sich unter Autophagie-induzierenden Bedingungen zeigen wirde. Die
autophagische Aktivitat wurde mithilfe des Pho8A60-Assays unter Stickstoffmangel
untersucht, da Stickstoffmangel nachweislich Autophagie induziert (Klionsky, 2007). Als
Negativkontrolle wurde erneut der atglA-Stamm verwendet. In der EV-Kontrolle des Wildtyps
steigt die Pho8-Aktivitat nach 16 h Stickstoffmangel etwa um das 4-fache. Dieser Effekt ist
zudem bei der one-copy-Expression von WT aSyn-GFP zu beobachten (Abbildung 15A).
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Abbildung 15: Die autophagische Aktivitdt wird nicht durch die Expression von aSyn-GFP
beeinflusst. Pho8-Assay zur Bestimmung der autophagischen Aktivitat in A: one-copy und B: high-
copy aSyn-GFP-exprimierenden Wildtyp- und atglA-Stdammen sowie der Leervektor-Kontrolle (EV)
nach 16 h mit (SD) und ohne Stickstoff im Wuchsmedium (SD-N). Ein N-Mangel erzeugt in allen
Autophagie-beféhigten Stammen einen Anstieg der autophagischen Aktivitat. Diese Induktion wird nicht
durch die Expression von aSyn-GFP beeinflusst. Die Autophagie-defiziente atg1A-Mutante zeigt keinen
Anstieg der Pho8-Aktivitdt nach N-Mangel. Dargestellt sind die einzelnen Datenpunkte (n = 3) und der
Mittelwert + Standardabweichung. **p < 0,01; ***p < 0,001.

Die Expression von A30P und A53T aSyn-GFP hat zwar signifikant unterschiedliche, aber
keine substanziellen Effekte auf die Autophagie-Induktion. So steigt die Pho8-Aktivitat in
A30P-exprimierenden Stdmmen auf das 4,4-fache an und in A53T auf das 3,7-fache. Wie zu
erwarten kann in den Autophagie-defizienten atglA-Stammen keine Erh6éhung der Pho8-
Aktivitat beobachtet werden. Auch die high-copy-Expression von aSyn-GFP hat nur geringe
Effekte auf die Stickstoffmangel-induzierte Autophagie. So bewirkt WT aSyn-GFP einen
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Anstieg auf das 4,7-fache wohingegen A30P wie die EV-Kontrolle eine 4-fache Erhéhung und
A53T nur eine 3,6-fache Erhéhung nach 16 h aufweist (Abbildung 15B). Auch hier kann keine
Autophagie-Induktion in der atglA-Kontrolle beobachtet werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Autophagie eine untergeordnete Rolle in der
dosisabhangigen aSyn-Sensitivitat einnimmt. Diese Beobachtung passt zu einer Studie aus
dem Jahr 2012, die zeigt, dass Autophagie in aSyn-exprimierenden Hefezellen erst in der

postmitotischen stationaren Wuchsphase induziert wird (Sampaio-Marques et al., 2012).

Im n&chsten Schritt sollte auch die 26S-Proteasom-Aktivitat untersucht werden. Da bereits
gezeigt werden konnte, dass WT aSyn-GFP die 26S-Aktivitat in Wildtyp-Stammen reduziert
(Galka et al., 2024), sollten in dieser Arbeit zudem die A30P- und A53T-Varianten
bertcksichtigt werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
Proteinqualitatskontrolle im atglA Stamm vornehmlich auf Proteasom-Aktivitat beruht (Athané
et al., 2015). Daher sollte auBerdem untersucht werden, ob es Unterschiede zwischen der
Proteasom-Aktivitat im Wildtyp und dem Autophagie-defizienten Stamm gibt. Die Spezifitat
des Assays wurde mithilfe des Proteasom-Inhibitors MG132 nachgewiesen. Die 26S-Aktivitat
aller untersuchten Stamme wurde auf die EV-Kontrolle des Wildtyps normiert. Zunachst ist
erkennbar, dass Wildtyp- und atg7A-Stamme eine ca. 20%ige Aktivitatserhbhung bei one-
copy-Expression von WT aSyn-GFP zeigen wohingegen A30P und A53T aSyn-GFP keine
signifikante Anderung hervorrufen (Abbildung 16A). Wie bereits in der Literatur beschrieben,
ruft die high-copy-Expression von WT aSyn-GFP eine etwa 25%ige Reduktion der Aktivitat
hervor; dieser Effekt wird ebenfalls im atg1A-Stamm beobachtet (Abbildung 16B). Da auch
hier keine signifikante Anderung in A30P und A53T aSyn-GFP-exprimierenden Zellen
beobachtet werden kann, ist davon auszugehen, dass die dosisabhéangige Inhibition der 26S-
Untereinheit nicht auf membranbindende Eigenschaften von aSyn-GFP zuruckzufihren ist.
Zudem hat die Funktionalitat der autophagischen Maschinerie keinen Einfluss auf die
beobachteten Effekte.

Waéhrend die high-copy-Expression von aSyn-GFP die autophagische Aktivitat nicht
beeinflusst, zeigt sich bei WT aSyn-GFP ein signifikanter Effekt auf die 26S-
Proteasomaktivitat. Im nachsten Schritt sollte daher geprift werden, ob die beobachtete
Wuchsreduktion durch membranbindende aSyn-GFP-Spezies zumindest in WT aSyn-GFP-

exprimierenden Zellen mit einer generellen Proteinaggregation im Zusammenhang steht.
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Abbildung 16: WT aSyn-GFP beeinflusst die 26S-Aktivitat dosisabhangig. Vergleichende
photometrische Analyse der 26S-Proteasomaktivitét bei Expression von A: one-copy und B: high-copy
aSyn-GFP-Spezies und der EV-Kontrolle. Die Proteasomaktivitat wird im Wildtyp und atg1A durch one-
copy WT aSyn-GFP zunachst induziert, und wird bei one-copy-Expression signifikant reduziert. Die
Zugabe des Proteasom-Inhibitors MG132 inhibiert jegliche 26S-Aktivitat und belegt damit die Spezifitat
des Assays. Dargestellt sind die einzelnen Datenpunkte (n = 3) und der Mittelwert +
Standardabweichung. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

2.2 Membranbindende aSyn-Spezies induzieren Proteinaggregation

Um die Proteinaggregation in Wildtyp und atg1A zu untersuchen, wurden Zelllysate in l6sliche
und aggregierte Proteinfraktionen aufgeteilt und diese zun&dchst immunologisch auf die
Anwesenheit von aSyn-GFP Uberprft (Abbildung 17A). Wie zu erwarten konnen alle aSyn-
GFP-Spezies im Gesamtlysat der Proben detektiert werden. Dabei sind die Proteinmengen
bei one-copy-Expression von aSyn-GFP nahezu identisch. Wie bereits beschrieben liegen die
membranbindenden WT- und A53T-Varianten bei high-copy-Expression in geringerer Menge
vor als A30P aSyn-GFP. Bei Uberprifung der aufgeteilten Fraktionen wird deutlich, dass
aSyn-GFP fast ausschlielich in der I8slichen Proteinfraktion vorliegt. Ausschlieflich in atg1A-
Stammen, welche high-copy-aSyn-GFP exprimieren, kann eine geringe Menge WT und A30P
aSyn-GFP in der aggregierten Fraktion detektiert werden. Da aSyn-GFP nicht, oder nur in sehr
geringen Mengen in der Form unléslicher Aggregate vorliegt, wurde im nachsten Schritt ein
In-Gel-Proteinaggregations-Assay durchgefiihrt. Hierfir wurden ausschliel3lich aggregierte
Fraktionen Uber das Gel aufgetrennt und mit Silbernitrat gefarbt. Sowohl im Wildtyp als auch
im atglA-Stamm hat die one-copy-Expression von aSyn-GFP keinen Einfluss auf die
Proteinaggregation (Abbildung 17B). So weisen alle Fraktionen eine &hnliche Farbeintensitét
auf. Bei einer Erh6hung der Expressionslevel kann hingegen beobachtet werden, dass die

membranbindenden Varianten WT und A53T aSyn-GFP eine deutlich erhdéhte Menge

66



Ergebnisse

aggregierter endogener Proteine hervorrufen. Die Aggregationslevel der A30P aSyn-GFP-
exprimierenden Stamme ist in beiden Féllen vergleichbar mit der EV-Kontrolle.

Membranbindende aSyn-GFP-Varianten in Wildtyp und atglA neigen zwar selbst nicht zur
Aggregation, high-copy-Expressionslevel férdern jedoch die Aggregation anderer, hefeeigener
Proteine. Dies gilt nicht nur fir die Proteasom-inhibierende WT aSyn-GFP-Isoform, sondern
auch fur die A53T-Variante. Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, wie schnell bzw. ob

aSyn-GFP unter Translations-inhibierten Bedingungen in Hefen abgebaut wird.

A
WT A30P A53T L: Lysat
L U P LUOUP LU P U: Uberstand
P: Pellet
ONE-COPY | wmum s -—" e —
Wildtyp
high-COpY | s s - em — —
aSyn-GFP
ONE-COPY | wmw e -— e —-— —
atg1A
NIGh-COPY | e s Eg _——
B Wildtyp atg14
S & S & S & S &
= = = =
m 222 m=22 8 w=z2L ooz e

one-copy high-copy one-copy high-copy

Abbildung 17: Die high-copy-Expression membranbindender aSyn-GFP-Spezies induziert die
Aggregation endogener Proteine. A: Western Blot-Analyse der aSyn-GFP-Level im Gesamtlysat (L),
der I6slichen Proteinfraktion (U) sowie der aggregierten Fraktion (P) von Wildtyp und atg7A. Im
Gegensatz zu endogenen Proteinen liegt kein substanziell erhéhtes Maly an aggregierten aSyn-GFP-
Spezies vor. B: Proteinaggregations-Assay in WT, A30P und A53T aSyn-GFP-exprimierenden Wildtyp-
und atglA-Stammen. Die high-copy-Expression von WT und A53T-aSyn-GFP induziert die Bildung von

hefeeigenen Proteinaggregaten aller molekularen Massen im Vergleich zur EV-Kontrolle und der A30P-
Isoform.
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2.3 aSyn wird vor proteolytischem Abbau geschutzt

Zur Untersuchung der zellularen Stabilitdt von aSyn-GFP wurden die Proteinspiegel der WT-,
A30P- und A53T-Varianten zeitabhéngig nach Inhibition der Proteinbiosynthese durch
Cycloheximid bestimmt. Dabei wurden ausschlieBlich die one-copy-exprimierenden
Konstrukte verwendet, da sich die Proteinlevel der verschiedenen aSyn-GFP-Spezies nicht
voneinander unterscheiden. Um die Wirksamkeit des Assays zu verifizieren, wurde das
intrinsisch instabile Reporterprotein Degl1-Sec62 als Kontrolle verwendet (Buchanan et al.,
2016). Bei Deg1-Sec62 handelt es sich um ein Fusionsprotein aus den ersten 67 Aminosauren
des Hefe-Transkriptionsrepressors MATa2 (Degl), die eine Degron-Sequenz fir DoalO-
abhangigen Abbau darstellen und das ER-Transmembranprotein Sec62. Zum
immunologischen Nachweis beinhaltet das Protein zudem ein Flag-Epitop sowie zwei Protein-

A-Kopien.

Es wird deutlich, dass das Reporterprotein bereits nach 30 min Inkubation mit Cycloheximid in
substanziell verringerter Menge vorliegt (Abbildung 18A). Nach 1 h ist nahezu kein Degl-
Sec62 mehr detektierbar, wahrend das Referenzprotein Pgkl wahrend des gesamten Assays
stabil in der Zelle bleibt. Auch in atglA wird das Reporterprotein innerhalb einer Stunde zu
mehr als 90% abgebaut. Dies ist nicht Giberraschend, da die Degl-Sequenz ein spezifisches
Signalpeptid fir den Abbau durch das ,ER-associated protein degradation“ (ERAD)-System
darstellt und daher unabhangig von autophagischen Prozessen ablauft (Habeck et al., 2015).
Interessanterweise wird keine der drei aSyn-GFP-Varianten proteolytisch abgebaut
(Abbildung 18B). Selbst nach 24 h Inkubation mit Cycloheximid verbleiben alle aSyn-GFP-
Varianten stabil in der Zelle (Abbildung 18C). Die vorhergehenden Experimente konnten
zeigen, dass die one-copy-Expression von aSyn-GFP keinen der untersuchten
Proteinqualitatskontrollmechanismen inhibiert. Daher kann davon ausgegangen werden, dass
es sich bei aSyn entweder um ein Protein mit ausgepragter intrinsischer Stabilitat handelt oder

es durch spezifische Interaktionen anderweitig vor der Proteolyse geschiitzt wird.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass ein Verlust der autophagischen Maschinerie die
aSyn-GFP vermittelten Wuchseffekte bei high-copy-Expression nicht verstérkt. Ebenso fuhrt
die Expression von aSyn-GFP nicht zu einer generellen Erhéhung des autophagischen
Abbaus. Dies deutet darauf hin, dass die beobachtete aSyn-Sensitivitat in exponentiell
wachsenden Hefezellen unabhangig von Makroautophagie auftritt. Darliber hinaus fuhrt die
high-copy-Expression sowohl von WT als auch A53T aSyn-GFP zu einer verstarkten
Proteinaggregation, wobei ausschlieBlich WT aSyn-GFP die proteasomale Aktivitat verringert.
Dies legt nahe, dass WT und A53T aSyn-GFP den Abbau zellularer Aggregate Uber andere
Mechanismen — vermutlich in Zusammenhang mit den membranbindenden Eigenschaften —

und nicht ausschlief3lich Uber die Beeintrachtigung des 26S-Proteasoms inhibieren.

68



Ergebnisse

A B WT A30P A53T
CHX (min) 0 30 60 0 30 60 0O 30 60 0 30 60
o Deg1-Se062 —— — | ——— | | —— — aSyn-GFP
Wildtyp
— — | Pgk1 — —— | ——— | | —— v | Pgk1
_— -— - DEg1-Sech2 |wmm s s | | e s e | | cme wme == oSyn-GFP
alg
— — | Pgk1 — | | w— | |- o =  Pgk1
C
WT A30P A53T WT A30P A53T
CHX(h) 024 024 024024 024 0 24

——

aSyn-GFP

N e e —-—v——r-ﬂ—r——--—’

Pgk1

Wildtyp atg1A

Abbildung 18: aSyn-GFP liegt stabil in S. cerevisiae vor und wird auch nach Translationsstopp
nicht in der Zelle abgebaut. Cycloheximid-Assay zur Untersuchung des Protein-Abbaus nach
Translations-Inhibition durch Cycloheximid (CHX; 250 pg/ml). Immunologische Untersuchung des
Abbaus A: des Degradationsreporters Degl-Sec62 sowie B: der drei aSyn-GFP Spezies (WT, A30P
und A53T) 0, 30 und 60 min nach Zugabe von CHX. Wéahrend Degl-Sec62 schon nach 30 min in
deutlich reduzierter Menge vorliegt, bleiben alle aSyn-GFP-Spezies hach 60 min und auch C: nach 24
h stabil in der Zelle. Als Ladekontrolle wurde Pgkl verwendet.

3. Phosphoinositidsynthese in der aSyn-Lokalisation und -

Sensitivitat
3.1 Wuchsratenreduktion in ATG-Mutanten ist Autophagie-unabhéangig

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Autophagiedefizienz in atglA-Stammen keinen
zusatzlichen Einfluss auf die durch high-copy-Expression von aSyn-GFP-verursachten
Wuchsdefizite hat. Allerdings handelt es sich bei Autophagie um einen komplexen
Mechanismus, welcher unter anderem vom Lipidstoffwechsel sowie einem Zusammenspiel
vesikularer Transportprozesse abhangt (Amaya et al., 2015; Longatti & Tooze, 2009; Schepers
& Behl, 2021). Frihe Untersuchungen am Hefe-Modell konnten zeigen, dass die high-copy-
Expression von WT aSyn-GFP in zahlreichen Deletionsstammen mit Defekten in der
Lipidbiosynthese und in vesikularen Transportmechanismen synthetische Letalitat hervorruft
(Willingham et al., 2003). Daher sollte untersucht werden, ob die one-copy-Expression von
die Wuchsrate bestimmter Deletionsmutanten der

aSyn-GFP einen Einfluss auf

autophagischen Maschinerie hat.

Fur dieses ,Screening“-Experiment wurden neben dem Wildtyp und atglA 34 Autophagie-
relevante Deletionsmutanten mit one-copy WT aSyn-GFP transformiert und in jeweils einem
biologischen Replikat die maximale Wuchsrate der Mutanten in Flissigkultur auf die jeweilige

EV-Kontrolle normiert. Wie auch der Wildtyp und der atg1A-Stamm zeigen die meisten
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Deletionsstamme keine zusatzlichen Wuchsdefizite durch die Expression von WT aSyn-GFP
(Abbildung 19A). Funf der insgesamt 36 Stamme zeigen jedoch eine deutliche
Wuchsreduktion um mehr als 20%. Dazu zahlen Deletionsmutanten des PI3P-bindenden PAS-
Lipidtransporters Atg2, des SNX-Proteins und Atg24-Interaktionspartners Atg20, des
Autophagie-Adapterproteins Atgll und der PISK Kernuntereinheiten Vps15 und Vps34. Die
atg2A- und atg11A-Stamme haben dabei eine um etwa 40% reduzierte Wuchsrate im
Vergleich zur EV-Kontrolle, wahrend die Wuchsrate des atg20A-Stamms um ca. 20%
abnimmt. Die starkste Wuchsratenreduktion wird in den vps154- und vps34A-Stammen
beobachtet, welche durch WT aSyn-GFP auf 40% in vps154 bzw. 20% in vps34A verglichen
zur EV-Kontrolle reduziert wird. Die deutlichen Unterschiede zur Wuchsrate der atg1A-Mutante
verdeutlichen, dass es sich hierbei vermutlich um einen Autophagie-unabhéngigen Effekt
handelt.
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Abbildung 19: One-copy-Expression von WT aSyn-GFP hemmt das Wachstum bestimmter
Autophagie-spezifischer Deletionsstamme. A: Vergleichende Analyse der Wuchsraten Autophagie-
relevanter Deletionsstdmme bei one-copy-Expression von WT aSyn-GFP. Die maximale Wuchsrate
exponentiell wachsender Zellen wurde relativ zur jeweiligen EV-Kontrolle dargestellt (n = 1). Die
Wuchsraten der Stamme atg24, atgllA, atg204, vpsl54 und vps34A sind deutlich reduziert,
wohingegen die Wuchsrate des Autophagie-defizienten atglA-Stamms nicht beeinflusst ist. B:
Mikroskopische Lokalisation von WT aSyn-GFP in den betroffenen Deletionsstimmen aus A. Die
betroffenen Stamme zeigen eine mindestens partielle zytoplasmatische Lokalisation des Proteins und
in atgllA, vps154 und vps34A kdnnen groRe GFP-positive Akkumulationen beobachtet werden.
MafRstab: 5 pm.

Im nachsten Schritt sollte die zelluldre Lokalisation von WT aSyn-GFP in den betroffenen
Stadmmen untersucht werden (Abbildung 19B). Die Lokalisation von WT aSyn-GFP stimmt, wie
bereits beschrieben, mit der Literatur Gberein (Outeiro & Lindquist, 2003). Im Gegensatz dazu

weisen die neu analysierten Deletionsstamme, in denen eine Reduktion der Wuchsrate
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beobachtet wurde, eine teilweise zytoplasmatische Lokalisation des Proteins auf. So lokalisiert
WT aSyn-GFP in atg20A nur in etwa 50% der Zellen an der PM. Auch in atg714 kann aSyn-
GFP nicht ausschlieB3lich der PM zugeordnet werden. Im atg?1A-Stamm, wie auch in den
PI3K-Mutantenstammen vps754 und vps34A liegen zudem groRe GFP-positive
Akkumulationen vor. In vps75A und vps34A lokalisieren diese primér zytoplasmatisch,
wahrend sie in atg11A insbesondere nahe der PM akkumulieren. Vergleichbare GFP-reiche
Akkumulationen wurden im Wildtyp erst bei hohen aSyn-GFP-Expressionslevels aufgrund

doppelter genomischer Integration beobachtet (Petroi et al., 2012).

Eine beachtenswerte Gemeinsamkeit der Deletionsstimme atg24, atg11A, atg20A, vps15A
und vps34A ist die Beteiligung der jeweiligen Proteine am Metabolismus bzw. dem
intrazellularen Transfer von PIPs, insbesondere PI3P (Baskaran et al., 2012; Nice et al., 2002;
Reidick et al., 2017; Reinhart et al., 2022; Yorimitsu & Klionsky, 2005). Dies kdnnte darauf
hindeuten, dass Veranderungen am PI3P-Metabolismus einen direkten Einfluss auf die

Lokalisation und Zytotoxizitat von aSyn-GFP hat.

Im weiteren Verlauf wurde der Fokus auf die PI3K-Komplex-Mutantenstamme vps7154 und
vps34A gelegt, da in diesen Stammen sowohl das Wuchsdefizit als auch die Auspragung der
GFP-Akkumulationen am deutlichsten waren. In die Analysen wurden zudem die PD-
relevanten aSyn-lsoformen einbezogen, wobei zunéchst zelluldre Lokalisation und der

Einfluss auf das Zellwachstum naher untersucht wurden.
3.2 Wuchshemmung durch aSyn in PI3K-defizienten Stammen

Die Proteine Vps15 und Vps34 bilden den Kern des PI3K-Komplexes. Vps34 ist die einzige
bislang bekannte PI3K in S. cerevisiae und Vpsl5, eine Serin-/Threonin-Kinase, fungiert als
Vps34-Aktivator. Wahrend in vps15A-Stdammen eine geringe Menge an PI3P detektierbar ist,
fuhrt der Verlust von Vps34 zu einer fast vollstandigen Reduktion von PI3P (Stack et al., 1993).

Der Verlust dieser PI3K-Komplex-Untereinheiten in Kombination mit one-copy WT aSyn-GFP
hat den deutlichsten Einfluss auf die Wuchsrate. Daher wurde anschlielend untersucht,
welchen Effekt A30P und A53T aSyn-GFP auf das Wachstum der jeweiligen Stamme haben
(Abbildung 20A). Hierfiir wurden Wuchskurven in Flissigkultur erstellt und der Wildtyp sowie
der atg1A-Stamm als Kontrolle genutzt. Wie bereits in den Spot-Tests beobachtet wurde, hat
die one-copy-Expression von aSyn-GFP keinen Einfluss auf die Wuchsrate des Wildtyps im
Vergleich zur EV-Kontrolle. Alle Wildtyp-Stamme erreichen in Flissigkultur die stationére
Phase nach etwa 15 h bei einer optischen Dichte (ODsoo) von ca. 0,8. Das Gleiche gilt fir den
atglA-Stamm, bei dem alle untersuchten Stamme nach 15 h eine ODggp von etwa 0,9
erreichen. Bei vps715A und vps34A kommt es hingegen zu einer deutlichen Inhibition des
Wachstums. Wie bereits beschrieben, hat WT aSyn-GFP einen signifikanten Effekt auf die

Wuchsrate beider Deletionsstamme. So erreichen die EV-Kontrollen jeweils nach 16 h eine
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ODsoo von etwa 0,4, welche durch die Expression von WT aSyn-GFP auf weniger als 0,2
reduziert wird. Auch die anderen aSyn-GFP-Varianten haben einen deutlichen Einfluss auf die
Wuchsrate. Diese Wuchskurven lassen vermuten, dass vps715A und vps34A4 gleichermalien
von der aSyn-Expression betroffen sind. Bei Untersuchung der maximal erreichbaren ODego
wird hingegen deutlich, dass der Effekt in vps34A-Stammen vielfach ausgepragter ist
(Abbildung 20B). Wahrend die maximale ODegqo in Wildtyp, atg14 und vps15A bei allen aSyn-
GFP-Spezies unverandert zur EV-Kontrolle bei etwa 0,8, 0,9 bzw. 0,8 vorliegt, wird sie in
vps34A durch die Expression von WT aSyn-GFP um 49% und durch die A30P- und A53T-
Varianten um etwa 41% reduziert.
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Abbildung 20: One-copy aSyn-GFP reduziert die Wuchsrate der PI3K-Deletionsstamme. A:
Photometrische Wuchskurven (ODeoo) von aSyn-GFP-exprimierenden Wildtyp-, atglA-, vps15A- und
vps34A-Stammen sowie den jeweiligen EV-Kontrollen Gber 15 h in Flissigkultur. Die Wuchsraten der
PI3K-Deletionsstdmme sind deutlich reduziert und werden durch die aSyn-GFP-Expression weiter
gesenkt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte der ODeoo aus n = 3, die fiir 15 h alle 10 min gemessen
wurde. B: Vergleichende Analyse der maximal erreichbaren ODeco in den Stammen aus A.
Ausschlie3lich die maximale ODsoo von vps34A wird durch die aSyn-GFP-Expression signifikant
reduziert. Dargestellt sind die einzelnen Datenpunkte (n = 3) und der Mittelwert + Standardabweichung.
**p < 0,01; **p < 0,001
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Es ist bekannt, dass high-copy WT und A53T aSyn-GFP einen negativen Einfluss auf die
Lebensspanne des Wildtyps haben (Sampaio-Marques et al., 2012). Im nachsten Schritt sollte
daher untersucht werden, ob eine one-copy-Expression dieser aSyn-GFP-Isoformen auch
einen Einfluss auf die chronologische Lebensspanne von vps15A und vps34A hat. Auch hier
wurden der Wildtyp und atg7A als Kontrollen verwendet. Ein Stamm wurde fir ,tot“ erklart,
wenn der Anteil der kolonieformenden Einheiten unter 10% betragt. Im Wildtyp hat die one-
copy-Expression von WT, A30P wie auch A53T aSyn-GFP keinen signifikanten Effekt auf die
Lebensspanne. Alle Stamme haben eine mit dem EV vergleichbare maximale Lebensspanne
von 21-24 d (Abbildung 21A). Es kann hingegen kein eindeutiger Rilckschluss auf die
Auswirkungen der aSyn-GFP-Expression auf atg14, vps15A und vps34A gezogen werden, da
jeder dieser Stamme auch ohne aSyn-GFP-Expression bereits nach maximal 2 Tagen nicht
mehr lebensfahig ist. Dieses Ergebnis lasst darauf hindeuten, dass der beobachtete
Lebensspanneneffekt unter anderem auf eine generelle Autophagie-Defizienz zurtickzufiihren

sein kann.

Da PI3P unter anderem eine zentrale Rolle bei der Initierung der Autophagie spielt, sollte
bestatigt werden, dass die vorliegenden vps154- und vps34A-Stamme wie auch der
Autophagie-defiziente atg1A-Stamm nicht mehr in der Lage sind, den Autophagie-Reporter
GFP-Atg8 unter Stickstoffmangel zu freiem GFP abzubauen (Abbildung 21B) (Torggler et al.,
2017). Dies wurde bereits in der Literatur beschrieben, weshalb zur Bestatigung lediglich ein
biologisches Replikat untersucht wurde (Kihara et al., 2001). Wie zu erwarten wird Atg8 im
Wildtyp nach 16 h Stickstoffmangel fast vollstandig abgebaut, wodurch freies GFP in der
Vakuole verbleibt. In vps15A und vps34A kann, wie auch in der atg71A-Kontrolle kein Abbau
von GFP-Atg8 beobachtet werden. Dies unterstreicht die Autophagie-Defizienz aufgrund des
signifikanten PI3P-Mangels.

Die Expression von aSyn-GFP in vps15A und vps34A fihrt zu ausgepragten Wuchsdefekten
in teilungsaktiven Zellen, die nicht auf einen Funktionsverlust der autophagischen Maschinerie
zuruckzufihren sind. Lebensspannenanalysen sowie bereits veroffentlichte Daten zur aSyn-
GFP-Expression in stationaren, alternden Hefezellen deuten vielmehr darauf hin, dass
Autophagie im Kontext der aSyn-Expression erst in postmitotischen Zellen an Relevanz
gewinnt (Sampaio-Marques et al.,, 2012; Tenreiro et al., 2014). Die beobachteten
Wuchsdefekte sind demnach vermutlich auf eine PI3K-Defizienz zuriickzufiihren. Besonders
deutlich zeigt sich dies in vps34A-Stammen, bei denen die Wuchsrate, aber insbesondere die
maximal erreichbare Zelldichte stérker reduziert ist als in vps715A-Stdmmen, die noch

vergleichsweise hohere PI3P-Mengen aufweisen.
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Abbildung 21: Der Verlust der autophagischen Maschinerie resultiert in einer drastisch
reduzierten chronologischen Lebensspanne. A: Vergleichende chronologische Lebensspanne von
Wildtyp-, atg1A-, vps15A- und vps34A-Stammen die WT, A30P oder A53T aSyn-GFP exprimieren, oder
die EV-Kontrolle beinhalten. In keinem der Stamme kann eine durch aSyn-GFP verursachte
Lebensspannenreduktion beobachtet werden, ein Makroautophagie-Defizit reduziert die Lebensspanne
hingegen deutlich. Die Anzahl der Uberlebenden Zellen wurde anhand kolonieformender Zellen auf
Festmedium bestimmt. Die Kurven wurden aus den jeweiligen Mittelwerten (n = 3) erstellt. B:
Immunologischer Autophagie-Assay zur Untersuchung der autophagischen Aktivitat in den Stammen
aus A, ohne aSyn-GFP-Expression. Abgesehen vom Wildtyp zeigt keiner der Deletionsstamme eine
autophagische Aktivitat (erhdhtes GFP:Atg8-GFP-Verhéltnis) nach 16 h Stickstoff (N)-Mangel. Pgkl
wurde als Ladekontrolle verwendet (n = 1).
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3.3 PI3P-Verlust beeinflusst aSyn-Lokalisation und verursacht zellulare

Akkumulationen

Da die Expression von aSyn-GFP einen deutlichen Einfluss auf die Wuchsrate von vps154
und vps34A hat, sollte im nachsten Schritt auch die Lokalisation der drei aSyn-GFP-Spezies
mit dem Wildtyp und dem Autophagie-defizienten atglA-Stamm quantitativ verglichen werden.
Sowohl vps715A als auch vps34A4 zeigen deutlich reduzierte PM-Lokalisation der
membranbindenden aSyn-GFP-Spezies, verglichen mit den bereits untersuchten Wildtyp- und
atg1A-Stammen (Abbildung 22A). So liegen WT und A53T aSyn-GFP in den Kontrollstammen
in nahezu 100% der Zellen PM-lokalisiert vor (Abbildung 22A und B). Der vps34A-Stamm zeigt
die starkste Reduktion der PM-Lokalisation von aSyn-GFP, mit einem Riickgang um 86 % bzw.
98 % bei WT und A53T aSyn-GFP. In vps15A weisen nur etwa 45 % der Zellen eine PM-
Lokalisation von WT aSyn-GFP auf, wahrend bei A53T aSyn-GFP lediglich 37 % der Zellen
eine entsprechende Lokalisation zeigen. A30P-aSyn-GFP hingegen liegt in allen Stammen
hauptséachlich zytoplasmatisch vor (Abbildung 22A und B). In Wildtyp- und atg1A-Stammen
liegen zudem keine zellularen GFP-Inklusionen vor, wohingegen GFP-positive
Akkumulationen in vps15A- und vps34A-Stammen bei Expression der aSyn-GFP-Varianten
WT und AS53T auftreten (Abbildung 22C). Inklusionen wurden dabei in 65 % bzw. 44 % der
vps15A- bzw. vps34A-Zellen mit WT-aSyn-GFP und in 57 % bzw. 51 % der Zellen mit A53T-
aSyn-GFP nachgewiesen. Zellen, die A30P aSyn-GFP exprimieren, zeigen hingegen
signifikant weniger zytoplasmatische GFP-Akkumulationen. Dies deutet darauf hin, dass
insbesondere membranbindende aSyn-GFP-Spezies unter PI3P-Mangel vermehrt zur

Akkumulation neigen.

Um die Relevanz des N-Terminus fir die Bildung zellularer aSyn-GFP-Akkumulationen naher
zu untersuchen, wurden ebenfalls die im Rahmen dieser Arbeit erstellten A38 aSyn-GFP und
A53 aSyn-GFP-Varianten in vps15A und vps34A exprimiert und deren zellulére Lokalisation
Uberprift. Bei Expression dieser Trunkierungen in Wildtyp-, atg1A- sowie den vps154- und
vps34A-Stammen kann in keinem der Stamme eine PM-Lokalisation von aSyn-GFP
nachgewiesen werden. Zudem liegen beide Varianten nicht in zytoplasmatischen
Akkumulationen vor. Vielmehr gleicht die Lokalisation dieser artifiziellen aSyn-GFP-Konstrukte

der Lokalisation der zytoplasmatischen A30P-Variante.

aSyn-GFP Spezies mit einem intakten, membranbindenden N-Terminus akkumulieren in den
PI3K-defizienten Stammen vps15A und vps34A. Da das Aggregationsverhalten von aSyn
relevant fur die Untersuchungen der PD-Pathologie ist, ergab sich die Fragestellung, ob die
beobachteten Akkumulationen amyloider Natur sind, oder méglicherweise membranassoziiert

vorliegen.
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Abbildung 22: Der Verlust der PI3K resultiert in der zytoplasmatischen Akkumulation
membranbindender aSyn-GFP-Spezies. A: Mikroskopische Lokalisation und B-C: Quantifizierung
der PM-Lokalisation sowie GFP-Akkumulationen von WT, A30P und A53T aSyn-GFP in Wildtyp, atg1A
und den vps15A- und vps34A-Stammen. In vps15A und vps34A4 liegen membranbindende WT und
A53T aSyn-GFP-Spezies vermehrt zytoplasmatisch vor und akkumulieren im Zytoplasma. D:
Fluoreszenzmikroskopische Lokalisation der artifiziellen N-terminal trunkierten aSyn-GFP Konstrukte
A38 und A53 in den Stammen aus A. In keinem der Stimme kann PM-lokalisiertes aSyn-GFP bzw.
GFP-positive Akkumulationen beobachtet werden. Maf3stab: 5 pm. In B und C sind die jeweiligen
Datenpunkte aus n = 3 sowie die errechneten Mittelwerte + Standardabweichung aufgefuhrt. **p < 0,01,
***p < 0,001.
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3.4 aSyn-Akkumulationen in PI3K-Mutanten sind nicht amyloid und

membranassoziiert

Im klassischen Aggregationsprozess von aSyn lagern sich fehlgefaltete Monomere zu
Oligomeren zusammen, welche sich B-Faltblatt-artig in Form von amyloiden Fibrillen anordnen
(Cascella et al., 2019; de Oliveira & Silva, 2019). Daher sollte zunachst tberprift werden, ob
die zellularen GFP-positiven Akkumulationen amyloide aSyn-Formen beinhalten. Hierfur
wurde eine Thioflavin T-Farbung durchgefuhrt und die Zellen fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Wie zu erwarten, akkumulieren WT und A53T aSyn-GFP sowohl in vps15A4- als
auch in vps34A-Stammen, wahrend bei A30P aSyn-GFP keine Akkumulationen beobachtet
werden (Abbildung 23).

Aus den Farbungen geht zuné&chst hervor, dass keine der beiden EV-Kontrollen ein Thioflavin
T-Signal aufweisen. Dies weist darauf hin, dass trotz des erhdhten Zellstresses infolge des
PI3P-Defizits keine amyloiden Aggregate endogener Proteine vorliegen. Auch die GFP-
positiven Inklusionen in WT und AS3T aSyn-GFP-exprimierenden Stdmmen bleiben
Thioflavin-T-negativ. Somit ist davon auszugehen, dass es sich bei diesen Aggregaten nicht

um amyloide Strukturen handelt.
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Abbildung 23: GFP-positive Akkumulationen in vps154 und vps34A sind nicht-amyloid.
Mikroskopie Thioflavin T (ThT)-gefarbter Zellen von vps15A- und vps34A-Stammen, die aSyn-GFP-
Spezies (WT, A30P bzw. A53T) exprimieren. Zur Colokalisation der jeweiligen Fluoreszenzsignale
wurden die Kanale Uberlagert (Merge). Es kann kein ThT-Signal in den GFP-positiven Strukturen
beobachtet werden. Maf3stab: 5 pm.

Als Nachstes wurde zudem untersucht, ob die Akkumulationen Lipidmembranen beinhalten,
da aSyn in der PD-Pathogenese unter anderem auch an der Bildung groR3er vesikulérer Cluster

beteiligt ist (Fanning et al., 2020; Kiechle et al., 2020). Hierfir wurde eine FM4-64-Farbung
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durchgefihrt. FM4-64 ist ein genereller Lipidfarbstoff, welcher an der PM bindet und von den
Zellen internalisiert und Uber endosomale Sortierprozesse in Richtung der Vakuole
transportiert wird (Vida & Emr, 1995). Der Farbstoff eignet sich daher auch als Marker, um
endozytotische Prozesse zu verfolgen. In Wildtyp- und atglA-Stammen zeigt sich eine klare
vakuolare Lokalisierung des Farbstoffs, wenn WT, A30P bzw. A53T aSyn-GFP exprimiert wird
(Abbildung 24A und B).
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Abbildung 24: GFP-positive Akkumulationen enthalten Lipide des endosomalen
Transportsystems. A-D: FM4-64-Farbung von WT, A30P und A53T aSyn-GFP-exprimierenden
Wildtyp-, atg1A-, vps15A- und vps34A-Stammen. Die Uberlagerung der Farbkanéale (Merge) zeigt eine
Colokalisation der GFP-Inklusionen und des Membranfarbstoffs FM4-64, was auf das Vorhandensein
von Lipiden schlieRen lasst. Mal3stab: 5 pm.
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Auffallig ist, dass die Expression von aSyn-GFP in vps15A und vps34A zwar zu einer Farbung
vakuolarer Strukturen durch FM4-64 flihrt, aber bei Expression von WT und A53T aSyn-GFP
zusatzlich die GFP-positiven Akkumulationen mit dem Farbstoff angeféarbt werden (Abbildung
24C und D). Dies spricht dafiir, dass die Akkumulationen beider Deletionsstamme generelle
Lipidspezies beinhalten. Da die Vakuole nachweislich den Endpunkt der endozytotischen
FM4-64-Internalisierung bildet, kann zudem davon ausgegangen werden, dass diese

Inklusionen Lipide bzw. Membranen endosomaler Transportprozesse einschlief3en.

Basierend auf den Ergebnissen der Thioflavin T- und FM4-64-Farbungen, handelt es sich bei
den GFP-positiven Signalen in den PI3K-defizienten Stdammen vps15A und vps344 um
Zusammenlagerungen aus nicht-amyloiden, lipidassoziierten aSyn-GFP-Spezies mit
Membranstrukturen aus dem endosomalen Transportsystem. Daher sollte in einem nachsten
Schritt untersucht werden, ob die endosomale PI3P-Biosynthese fiir die PM-Lokalisation von
aSyn-GFP verantwortlich ist.

3.5 Endosomale PI3P-Biosynthese ist entscheidend fur aSyn-Lokalisation

Die Gendichte des Hefegenoms ist verglichen mit héheren Eukaryoten sehr hoch, wodurch
zahlreiche Gene mit den Promotorregionen benachbarter Gene Uberlappen kdnnen. So kann
die Vollangen-Deletion eines Gens wie beispielsweise VPS34 die Transkription des
Nachbargens signifikant beeinflussen (Ben-Shitrit et al., 2012; Giaever & Nislow, 2014; Gordon
et al., 2021). Bevor die Rolle endosomaler PI3P-Biosynthese fur die aSyn-GFP-Lokalisation in
S. cerevisiae untersucht werden konnte, galt es daher festzustellen, ob die aSyn-GFP-
Mislokalisation direkt auf Defekte in der PI3P-Synthese zurlickzufiihren ist oder durch
sekundare Effekte infolge dieser sogenannten ,neighbouring gene interference” verursacht

wird.

Daher wurde zunachst eine Komplementationsanalyse durchgefuhrt, in der C-terminal
MmRUBY2-markierte VPS15- bzw. VPS34-Gene uber ein Plasmid in die jeweiligen
Deletionsmutanten eingebracht wurden. Die PI3K-Proteine wurden gemeinsam mit den aSyn-
GFP-Isoformen WT, A30P oder A53T exprimiert, und die zellulare Lokalisation von aSyn-GFP
analysiert. Aus den Ergebnissen geht zunachst hervor, dass Vpsl15-mRUBY2 und Vps34-
MRUBY2 in wenigen Puncta innerhalb der Zelle lokalisieren (Abbildung 25). Dies stimmt mit
Ergebnissen aus der Literatur Uberein, die beschreiben, dass beide Enzyme insbesondere an
endosomalen Strukturen vorliegen (Breker et al., 2014; Breker et al., 2013; Kihara et al., 2001).
Zudem ist erkennbar, dass die Plasmid-vermittelte Expression von Vps15-mRUBY2 bzw.
Vps34-mRUBY?2 in den Deletionsmutanten die PM-Lokalisation der membranbindenden aSyn-
GFP-Spezies wiederherstellt. In beiden Stdmmen sind aul3erdem bei Expression von WT und

A53T aSyn-GFP keine zytoplasmatischen GFP-Akkumulationen mehr nachweisbar. Dies
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bestatigt, dass es sich bei der aSyn-GFP-Mislokalisation um einen PI3P-abhangigen Effekt
handelt, der durch das PI3K-Defizit hervorgerufen wird und nicht um ,neighbouring gene
interference®.
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Abbildung 25: Plasmidvermittelte Komplementation der PI3K-Mutanten vps7154 und vps344 stellt
PM-Lokalisation membranbindender aSyn-GFP-Spezies wieder her. Mikroskopische Analyse der
aSyn-GFP-Lokalisation durch die Expression von Vpsl5-mRUBY2 bzw. Vps34-mRUBY2 in den
jeweiligen Deletionsstémmen. Die Komplementation revertiert die Mislokalisation und zytoplasmatische
Akkumulation des Proteins und deutet daher auf einen PI3K-spezifischen Effekt hin. Ma3stab: 5 um.

Zusatzlich zu den Kernkomponenten des PI3K-Komplexes, Vps15 und Vps34, beinhaltet der
Komplex weitere strukturelle Untereinheiten, die unter anderem fir dessen zellulare
Lokalisation verantwortlich sind (Abbildung 26A). Der PI3K-Komplex | ist fur die PI3P-
Synthese an der ER-assoziierten PAS verantwortlich und enthalt das Geriistprotein Atg6 sowie
die Komplex I-spezifischen Untereinheiten Atgl4 und Atg38 (Araki et al., 2013; Kametaka et
al., 1998). Komplex Il synthetisiert PI3P an endosomalen Strukturen und beinhaltet ebenfalls
Atg6 sowie das Komplex ll-spezifische Protein Vps38 (Kihara et al., 2001). Im Gegensatz zu
Atgl14, das unerlasslich fur die korrekte Lokalisation des Komplex | an der PAS und damit die
Autophagie-Induktion ist, hat der Verlust von Vps38 nur einen geringen Effekt auf die

Lokalisation von Komplex Il (Kihara et al., 2001).

80



Ergebnisse

Als nachstes sollte untersucht werden, welcher dieser Komplex-Untereinheiten fir die PI3P-
Biosynthese bendtigt wird und ob Einzeldeletionen der strukturellen Untereinheiten die PI3P-
Lokalisation beeinflussen kénnen. Die mikroskopische Lokalisation von PI3P erfolgte durch
das Reporterprotein mRFP-2xFYVE, welches aufgrund der FYVE-Doméane hochspezifisch an
PI3P bindet. Es zeigt sich deutlich, dass PI3P in Wildtyp-Stammen an grof3en zytosolischen
Vesikeln und punktierten Strukturen angereichert ist (Abbildung 26B). Dabei handelt es sich
nachweislich um Vakuolen sowie endosomale Vesikel (Gillooly et al., 2000). Zudem ist
erkennbar, dass das Fehlen von vps154 und vps34A4 in einer zytosolischen Lokalisation des
MRFP-2xFYVE-Proteins resultiert. Im Gegensatz dazu bindet der PI3P-Reporter in den
anderen Deletionsstammen atg6A4, atg384, atgl4A und vps384, wie auch im Wildtyp an
vakuolare Strukturen und endosomale Vesikel. Dies zeigt, dass der Verlust der
strukturbildenden PI3K-Komplex-Untereinheiten die PI3P-Biosynthese nicht grundlegend
beeintrachtigt. Die Beobachtung punktierter endosomaler Strukturen in diesen Stammen,
einschliel3lich der Komplex II-spezifischen VPS38-Einzeldeletion, weist aulerdem auf eine
Komplex Il-unabhéangige endosomale PI3P-Synthese hin (Obara et al.,, 2008). Die
fragmentierten PI3P-haltigen Vesikel in den Komplex I-spezifischen Deletionsmutanten
atg38A4 und atgl4A stehen moglicherweise im Zusammenhang mit der daraus resultierenden

Autophagie-Defizienz.

A PI13K-Komplex | B

P13K-Kernkomplex

Wildtyp atgbA vps15A vps34A

At Autophagdsorh“

mRFP-2xFYVE

PI3K-Komplex Il

atg384 atg 1 vps38A

Komplex| KomplexIl

Abbildung 26: Der Verlust des katalytischen Kerns des PI3K-Komplexes resultiert in PI3P-
Defizienz A: Schematische Darstellung des autophagosomalen PI3K-Komplex |, bestehend aus
Vpsl15, Vps34, Atgl4, Atgé und Atg38 sowie des endosomalen Komplex I, bestehend aus Vpsi5,
Vps34, Vps38 und Atg6. B: Mikroskopische PI3P-Lokalisation durch den hochspezifischen mRFP-
2XFYVE-Reporter. PI3P liegt im Wildtyp an der Vakuole (Ringstruktur) sowie an endosomalen
Membranen (Puncta) vor. AusschlieBlich die Deletion von VPS15 und VPS34 fihrt zu einer deutlichen
Reduktion der PI3P-Level und damit zu einer zytoplasmatischen Lokalisation des PI3P-Reporters.
Mal3stab: 5 pm.
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Um zu Uberprifen, welcher Komplex der PI3K flr die aSyn-Lokalisation notwendig ist, wurde
WT aSyn-GFP in diesen PI3K-Komplex-Deletionsmutanten exprimiert und anschlielRend die
maximale Wuchsrate sowie die zellulare aSyn-GFP-Lokalisation Uberprift und mit dem
Wildtyp sowie den vps7154- und vps34A-Stammen verglichen. Die Wuchsanalysen zeigen,
dass in keinem der Deletionsstdmme — abgesehen von vps154 und vps34A — eine signifikante
Anderung der Wuchsrate durch WT aSyn-GFP stattfindet (Abbildung 27A). Ebenso weisen
alle Deletionsstamme der strukturbildenden PI3K-Komplex-Untereinheiten eine PM-
Lokalisation von WT aSyn-GFP auf (Abbildung 27B).

A B PI3K Kernkomplex
(Rt Wildtyp atg6A vps15A vps34A

WT aSyn-GFP

o5 B

relative Wuchsrate

ag g atg384 vps384A
S333353
T 22UL 2SR Komplex| KomplexI|
2T 88w ¢

Abbildung 27: Die autophagosomale Lokalisation des PI3K-Komplexes ist nicht entscheidend
fir die PM-Lokalisation von aSyn-GFP. A: Ausschnitt der Wuchsanalyse aus Abbildung 19, der
ausschlie3lich Deletionsstamme der PI3K-Komplexe beinhaltet. Der Verlust der katalytischen PI3K-
Aktivitat resultiert in einer deutlichen Reduktion der maximalen Wuchsrate. B: Mikroskopische
Lokalisation von WT aSyn-GFP in den Deletionsstammen aus A. Die Deletion der nicht-katalytischen
Untereinheiten hat keinen Einfluss auf die PM-Lokalisation oder Akkumulation von aSyn-GFP. Mal3stab:
5 um.

Da Atgl4 essenziell fir die Komplex I-abhangige PI3P-Synthese an der PAS ist und die
Deletion keinen Einfluss auf die WT aSyn-GFP-Lokalisation hat, kann zusammenfassend
davon ausgegangen werden, dass die endosomale PI3P-Biosynthese der entscheidende
Faktor fur den aSyn-GFP-Transport zur PM ist. In S. cerevisiae liegen neben PI3P noch drei
weitere PIP-Spezies vor, weshalb im Folgenden untersucht wurde, ob es sich bei PI3,5P2,
PI4P und PI4,5P2 ebenfalls um relevante PIP-Spezies handelt, welche die aSyn-GFP-

Lokalisation und -Akkumulation beeinflussen.
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3.6 PI3P und PI3,5P2 beeinflussen PM-Lokalisation von aSyn

Neben PI3P existieren in S. cerevisiae noch drei weitere PIPs, welche von den Enzymen Fabl,
Lsb6, Pikl, Stt4 und Mss4 synthetisiert werden. Fabl synthetisiert PI3,5P2 an der Vakuole
und an endosomalen Vesikeln, PI4P wird von Lsb6 an der Vakuole, von Pik1l am trans-Golgi
und von Stt4 an der PM synthetisiert. Mss4 katalysiert die Synthese von P14,5P2 aus PI4P an
der PM (siehe Einleitung 3.3). Um zu untersuchen, ob die Defizienz weiterer PIP-Kinasen —
und damit anderer PIP-Spezies — die aSyn-GFP-Lokalisation und -Sensitivitat beeinflussen,
wurden die drei aSyn-GFP-Spezies in Kinase-defizienten Deletions- bzw. Mutantenstdmmen
exprimiert und bezuglich ihrer zellularen Lokalisation Gberpruft. Zudem wurden Wuchskurven
erstellt, um wie in den PI3K-Mutanten einen Einfluss auf die Zellvitalitét zu untersuchen. Dabei
ist zu beachten, dass MSS4, PIK1 und STT4 essenzielle Gene sind und es sich bei mss4-103,
pik1-104 und stt4-4 um temperatursensitive Allele handelt. Bei 30 °C liegen die jeweiligen PIP-
Spezies zwar signifikant, aber nicht vollstandig, reduziert vor (Audhya & Emr, 2002; Audhya &
Emr, 2003; Shin et al., 2020).

Es ist auffallig, dass von allen Kinase-Mutanten lediglich der Verlust der PI3P- bzw. PI3,5P2-
synthetisierenden Kinasen Vps34 und Fabl zu einer zumindest partiellen Mislokalisation der
membranbindenden aSyn-GFP-Spezies fiihrt (Abbildung 28A und B). In fablA-Stammen
liegen WT und A53T aSyn-GFP, &hnlich zu den Beobachtungen in vps154, in etwa 60% bzw.
50% der Zellen zytoplasmatisch vor. In den Stammen Isb6A4, pik1-104, stt4-4 und mss4-103
ist WT aSyn-GFP hingegen in mehr als 96% und A53T aSyn-GFP in Gber 93% der Zellen PM-

lokalisiert.

Zytoplasmatische Akkumulationen werden wie bereits beschrieben vorwiegend in den PI3K-
defizienten Stammen vps154A und vps34A beobachtet (Abbildung 28C). In den fablA-, Ish6A-
, pik1-104-, stt4-4- und mss4-103-Stdmmen akkumulieren WT und A53T aSyn-GFP in
maximal 4-10% der Zellen in kleineren Inklusionen. Aufféllig ist, dass in stt4-4-Stammen
lediglich die Expression von WT aSyn-GFP zu einem enormen Anstieg Akkumulations-
positiver Zellen fuhrt. Demnach zeigen etwa 33% der Zellen PM-lokalisierte GFP-positive
Puncta, wahrend die Expression von A53T aSyn-GFP nur in 6% der Zellen zu GFP-positiven
Akkumulationen fuhrt. Diese Beobachtung deckt sich ebenfalls mit den Wuchskurven der
jeweiligen Stamme. So zeigt mit Ausnahme von stt4-4 keine der Kinasemutanten eine
Anderung des Wuchsverhaltens aufgrund der Expression der aSyn-GFP-Isoformen WT, A30P
und A53T (Abbildung 28D). In stt4-4 liegt hingegen eine deutliche Reduktion der Wuchsrate
aufgrund von WT aSyn-GFP, nicht aber der A30P- bzw. A53T-Spezies vor. So erreichen die
Zellen nach 15 h eine ODsyo von ca. 0,6 und befinden sich noch in der exponentiellen
Wuchsphase, wahrend die Wuchskurve der EV-Kontrolle bereits nach etwa 14 h bei 0,8
abflacht.
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Abbildung 28: Die Synthese PI3-phosphorylierter PIP-Spezies vermittelt PM-Lokalisation von WT
und A53T aSyn-GFP. A: Mikroskopische Lokalisation und B-C: Quantifizierung der PM-Lokalisation
sowie GFP-Akkumulationen von WT, A30P und A53T aSyn-GFP-Isoformen in Deletions- bzw.
Mutantenstdmmen der sechs bekannten PIP-Kinasen vps34A, fab1A, Isb6A, pik1-104, stt4-4 und mss4-
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103 sowie vps15A. Von den Untersuchten Stimmen resultiert nur die Deletion von VPS15, VPS34 und
FABL1 in einer mindestens partiellen zytoplasmatischen Lokalisation membranbindender aSyn-GFP-
Spezies, wobei zusatzlich PM-nahe Akkumulationen von WT aSyn-GFP in Pl4P-reduzierten stt4-4-
Stammen auftreten. MaRRstab: 5 um. In B und C sind die jeweiligen Datenpunkte aus n = 3 sowie die
errechneten Mittelwerte + Standardabweichung aufgefiihrt. **p < 0,01; **p < 0,01; ***p < 0,001. D:
Wuchskurven von aSyn-GFP-exprimierenden PIP-Kinase Mutantenstammen (fab1A4, Isb64, pik1-104,
stt4-4 und mss4-103) sowie den jeweiligen EV-Kontrollen tber 15 h. Ausschlie3lich die Wuchsrate von
stt4-4 wird durch die Expression von WT aSyn-GFP beeinflusst. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte
der ODeoo aus n = 3, die fur 15 h alle 10 min gemessen wurde.

Da PI4P im stt4-4-Stamm bei 30 °C nur um etwa 30% reduziert ist, wurde zusatzlich die
Lokalisation von aSyn-GFP in Wildtyp-Zellen untersucht, die 5h lang mit 5uM Wortmannin
inkubiert wurden. In dieser Konzentration hemmt Wortmannin die PI4K Stt4 an der PM
vollstandig, wahrend die Aktivitat von Vps34 nur reduziert wird (Cutler et al., 1997; Stack &
Emr, 1994). Hierfur wurde eine Zeitreihe erstellt, in der nach Wortmannin-Zugabe jede Stunde

mikroskopische Aufnahmen erstellt wurden.

Zunachst wird in der DMSO-Kontrolle nach 5 Stunden eine PM-Lokalisation von WT und A53T
aSyn-GFP sowie ein zytoplasmatisches Signal von A30P aSyn-GFP beobachtet (Abbildung
29). In A30P aSyn-GFP-exprimierenden Stammen ist diese zytoplasmatische Lokalisation
ohne zellulare Akkumulationen auch nach 5 h Wortmannin-Behandlung unverandert. Im
Gegensatz dazu zeigt sich, dass WT aSyn-GFP — &hnlich wie in stt4-4-Stammen — priméar
nahe der PM akkumuliert. Auch in A53T aSyn-GFP-exprimierenden Zellen zeigen sich bei
vollstéandiger chemischer Inhibition von Stt4 vergleichbare Akkumulationen. Anhand der
Zeitreihe wird auRerdem deutlich, dass diese Inklusionen insbesondere an Knospungsstellen
wachsender Tochterzellen entstehen. Dies wird 2 h nach Wortmannin-Zugabe erkennbar, da
sich zu diesem Zeitpunkt erst wenige Inklusionen gebildet haben. Die Anzahl dieser PM-
lokalisierten Puncta nimmt bereits nach 3 h deutlich zu und nach 5 h sind die PM-Inklusionen
der WT und A53T aSyn-GFP-exprimierenden Stamme vergleichbar mit den Effekten in der
WT aSyn-GFP-exprimierenden stt4-4-Mutante. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass WT aSyn-
GFP generell empfindlicher auf reduzierte PI4P-Level an der PM reagiert als A53T aSyn-GFP,
was auf eine starkere funktionelle Abhangigkeit des Proteins von PI4P schliel3en lasst. Erst
bei vollstandiger Pl4P-Inhibition durch Wortmannin kommt es so auch bei A53T aSyn-GFP zur

Akkumulation nahe der PM.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass insbesondere PI3-phosphorylierte PIP-
Spezies einen Einfluss auf die PM-Lokalisation membranbindender aSyn-GFP-Spezies
haben. Zudem deutet das Wortmannin-Experiment darauf hin, dass die PM-lokalisierte PI14P-
Biosynthese entscheidend fiir die Verteilung von aSyn-GFP entlang der PM ist. Die Knospen-
nahe Lokalisation der GFP-positiven Akkumulationen in stt4-4-Stdmmen und Wortmannin-
behandelten Wildtyp-Zellen spricht daflr, dass dieser Effekt am Endpunkt der

Sekretionsmaschinerie, der Exocyste erfolgt. Ubereinstimmend damit konnten Studien zeigen,
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dass aSyn-GFP insbesondere entlang des sekretorischen Wegs zur PM transportiert wird
(Dixon et al., 2005).

aSyn-GFP

DMSO

Wortmannin (5 uM)

Abbildung 29: Die chemische Depletion von PM-lokalisiertem PI4P resultiert in der PM-nahen
Akkumulation von WT und A53T aSyn-GFP. Fluoreszenzmikroskopische Analyse der aSyn-GFP-
Lokalisation 0-5 h nach Zugabe des Stt4-Inhibitors Wortmannin (5 uM) bzw. nach 5 h in der DMSO-
Kontrolle. Nach 2 h Wortmannin-Behandlung kdnnen WT und A53T aSyn-GFP-Akkumulationen nahe
der Knospungsstellen beobachtet werden. Nach 5 h liegen viele PM-nahe GFP-Akkumulationen in der
Zelle vor. Maf3stab: 5 uM.
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4. aSyn beeinflusst die zellulare Sekretionsmaschinerie

4.1 aSyn erreicht die PM uber den sekretorischen Weg

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die endosomale Biosynthese von PI3P fur die
PM-Lokalisation von WT und A53T aSyn-GFP erforderlich ist. Ein Verlust von PM-lokalisiertem
P14P ermdglicht zwar grundséatzlich eine PM-Lokalisation, fihrt jedoch zu einer Akkumulation
dieser aSyn-GFP-Isoformen an Endpunkten des sekretorischen Wegs, insbesondere an neu
entstehenden Knospungsstellen. Studien deuten darauf hin, dass eine funktionelle
sekretorische Maschinerie fur den intrazelluldaren Transport von aSyn zur PM erforderlich ist
und, dass Deletionsstamme, die Defekte in vesikularen Transportwegen aufweisen,
empfindlicher gegeniber aSyn-Expression sind (Dixon et al., 2005; Soper et al., 2011; Soper
et al., 2008). Es ist daher denkbar, dass die Interaktion von aSyn-GFP mit endosomalen, PI3P-
haltigen Vesikeln einen Eintritt in die sekretorische Maschinerie ermoglicht.

Zunachst sollte verifiziert werden, dass die in dieser Arbeit verwendeten aSyn-GFP Konstrukte
wie das in der Literatur beschriebene N-terminal markierte GFP-aSyn primar zu
Knospungsstellen tber den sekretorischen Weg transportiert werden (Dixon et al., 2005). Zu
diesem Zweck wurden die drei aSyn-GFP-Varianten in das pYCPlac33-GAL-GFP-Plasmid
kloniert, was eine Galactose-abhangige Induktion der Expression von WT, A30P und A53T
aSyn-GFP ermdglicht (Abbildung 30A). AnschlieBend wurden der Wildtyp und die
Deletionsstamme vps15A und vps34A mit den jeweiligen Plasmiden transformiert und die
zellulare Verteilung von aSyn-GFP wurde dber einen Zeitraum von 8 h verfolgt. In
Ubereinstimmung mit den publizierten Daten, zeigen auch die C-terminal GFP-markierten WT
und A53T aSyn-Konstrukte im Wildtyp eine initiale Lokalisation an den Knospungsstellen sich
teilender Zellen (Abbildung 30B). Diese wird bereits 2 h nach Induktion der Genexpression
sichtbar. Nach 4-8 h wurden diese aSyn-GFP-Spezies in den meisten Zellen gleichmafig tber
die gesamte PM verteilt. A30P aSyn-GFP liegt wéahrend des gesamten Assays

zytoplasmatisch lokalisiert vor.

Im Gegensatz zum Wildtyp liegen in vps15A-Stammen alle aSyn-GFP-Spezies bereits nach 2
h primar zytoplasmatisch vor und es wird kein intensiveres Signal an den Knospungsstellen
beobachtet (Abbildung 30C). Vielmehr bilden sich schon nach 2 h erste Akkumulationen von
WT und A53T aSyn-GFP, welche im Verlauf des Assays deutlich an Gréf3e zunehmen. Es ist
zudem erkennbar, dass die zellularen Akkumulationen der membranbindenden aSyn-GFP-
Spezies primar aus dem Zellinneren heraus entstehen. Vergleichbar dazu weisen auch
vps34A-Stamme primar zytosolische Lokalisation aller aSyn-GFP-Isoformen auf (Abbildung
30D).
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Abbildung 30: Die Akkumulationen membranbindender aSyn-GFP-Isoformen entstehen
Uberwiegend aus dem Zellinneren heraus. A: Schematische Darstellung der GAL1-Promotor-
vermittelten Genexpression des verwendeten one-copy Plasmids. Das Plasmid-Rickgrat beinhaltet
einen ADH1-Terminator und die CEN/ARS-Sequenz zur one-copy-Expression. Die Genexpression wird
durch die Zugabe von Galactose induziert, wahrend durch Glucose eine Katabolit-Repression vorliegt.
B-D: Zeitaufgeldste Verfolgung der aSyn-GFP-Lokalisation im Wildtyp, vps154 und vps34A nach
Galactose-abhangiger Induktion der Genexpression. Im Wildtyp werden WT und A53T aSyn-GFP
bereits nach 2 h zu den Knospungsstellen neu entstehender Zellen transportiert. In den PI3K-Mutanten
vps15A und vps34A entstehen zytoplasmatische Akkumulationen primér aus dem Inneren der Zelle.
Mal3stab: 5 pm.
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Auffallig ist hingegen, dass die zytoplasmatischen WT und A53T aSyn-GFP-Inklusionen in
vps34A erst nach etwa 8 h auftreten, wahrend sie in vps15A4 bereits nach 2 h sichtbar sind.
Dies konnte durch den vergleichsweise langsameren Metabolismus von vps34A erklart
werden, der maoglicherweise eine verzdgerte Reaktion auf die Verdnderung der

Kohlenstoffquelle von Glucose zu Galactose zur Folge hat.

Die Analyse legt nahe, dass die C-terminal fusionierten WT und A53T aSyn-GFP-Konstrukte
ebenfalls tber den sekretorischen Weg zu Knospungsstellen an der PM transportiert werden
(Dixon et al., 2005). Wahrend dieser Transportweg bereits zuvor beschrieben wurde, zeigen
die vorliegenden Ergebnisse erstmals, dass er nicht nur von der Membranbindungsfahigkeit

von aSyn-GFP, sondern auch von einer intakten PI3P-Biosynthese abhangig ist.
4.2 Membranbindendes aSyn beeinflusst die Morphologie endosomaler Vesikel

Da der Transport von PI3P von hoher Relevanz fir endosomales Recycling zur PM ist
(Giridharan et al.,, 2022; Steinfeld et al., 2021) und das Fehlen der PI3K Vps34 eine
Mislokalisation von membranbindenden aSyn-GFP-Spezies verursacht, sollte untersucht
werden, ob die Expression von aSyn-GFP in Wildtyp-Zellen einen Einfluss auf die Anzahl bzw.
Verteilung PI3P-haltiger Vesikel hat. Zu diesem Zweck wurden aSyn-GFP-exprimierende
Wildtyp-Stamme mit dem PI3P-Reporter mRFP-2xFYVE transformiert und PI3P-positive
Strukturen anschlieBend mikroskopisch untersucht. Die EV-Kontrolle bestétigt, dass PI3P in
Zellen ohne aSyn-GFP-Expression vornehmlich an der Vakuole und an endosomalen
Strukturen lokalisiert ist (Abbildung 31A). Ein deutlicher Unterschied zeigt sich bei der
Expression von WT und A53T aSyn-GFP. Die Expression dieser membranbindenden aSyn-
GFP-Isoformen fiihrt zu einer Anhaufung kleiner PI3P-positiver Puncta und einer Reduktion
groRer Vesikel. Um diese Effekte quantitativ zu vergleichen, wurden die PI3P-positiven
Strukturen in groBe Vesikel (= 1 um), kleine Vesikel (< 1 um) sowie punktierte und damit
vermutlich endosomale Strukturen untergliedert. Die Quantifizierung der mikroskopischen
Analysen zeigt, dass in der EV-Kontrolle das Zahlenverhaltnis kleiner Vesikel, gro3er Vesikel
und Puncta anndhernd gleich ist. So bilden jeweils etwa 30-35 % der PI3P-positiven Strukturen
kleine und grol3e Vesikel, wahrend rund 35 % als Puncta vorliegen (Abbildung 31B). Ein
vergleichbares Verhdltnis wird auch in A30P aSyn-GFP-exprimierenden Stammen
beobachtet, die zu jeweils 33 % grof3e und kleine Vesikel sowie zu etwa 35 % Puncta
aufweisen. Dagegen fuhrt die Expression der membranbindenden aSyn-GFP-Spezies zu einer
deutlichen Verschiebung des Verhéltnisses zugunsten zellularer Puncta. In WT aSyn-GFP-
Stdmmen bestehen etwa 69 % der PI3P-positiven Strukturen aus Puncta, 22 % aus kleinen
Vesikeln und 8 % aus grofRen Vesikeln; in A53T aSyn-GFP-Stammen liegt der Anteil bei 68 %
Puncta, 21 % kleinen Vesikeln und 10 % grol3en Vesikeln. Insgesamt weist die Analyse darauf

hin, dass die Expression membranbindender aSyn-Spezies insbesondere eine Verschiebung
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von groRen Vesikeln hin zu Puncta bewirkt, da in diesen Strukturen die deutlichsten

Veré&nderungen auftreten.
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Abbildung 31: PM-lokalisierende aSyn-GFP-Spezies beeinflussen PI3P-positive Strukturen. A:
Colokalisation von WT, A30P bzw. A53T aSyn-GFP mit PI3P-positiven Strukturen im Wildtyp. Maf3stab:
5 um. B: Quantifizierung der Anteile grof3er und kleiner Vesikel sowie punktierter Strukturen in den
mikroskopischen Daten aus A. Die Expression von WT und A53T aSyn-GFP fiihrt zu einem Anstieg
punktierter PI3P-haltiger Strukturen von 30 auf Uber 60%. Dargestellt sind die Mittelwerte aus n = 3
(>100 Zellen pro n) £ Standardabweichung. ***p < 0,001.

Die deutliche Zunahme punktierter PI3P-haltiger Strukturen durch die Expression von WT und
AS53T aSyn-GFP konnte auf eine erhdhte Mobilisierung endosomaler Vesikel hinweisen, die
den Transport zur PM beschleunigen. Dies wird von Analysen gestitzt, die zeigen, dass eine
erhohte PI3P-Biosynthese einen positiven Einfluss auf retrograde Membrantransport-
Prozesse hat (Steinfeld et al., 2021). Gleichzeitig kénnte es auch ein kompensatorischer Effekt
sein, um aSyn-GFP-vermittelten Transport- bzw. Fusionsdefekten entgegenzuwirken. Um dies
besser zu verstehen, wurde im ndchsten Schritt potenzielle Effekte auf Proteine des

sekretorischen Wegs untersucht.
4.3 WT und A53T aSyn erhdht SEC4-Expression und colokalisiert mit Sec4

Um zu Uberprifen, ob die Expression membranbindender aSyn-GFP-Spezies einen Einfluss
auf den sekretorischen Weg hat, wurden mithilfe von quantitativer RT-PCR die
Expressionslevel der endogenen sekretorischen Gene SEC4, SEC9 und SEC14 in WT, A30P
und A53T aSyn-GFP-exprimierenden Wildtyp-Stdmmen untersucht. Die Rab GTPase Sec4
und das PM-lokalisierte --SNARE Protein Sec9 wurden ausgewahlt, da sie direkt am Transport
und der Fusion sekretorischer Vesikel an der Zellknospe beteiligt sind (Brennwald et al., 1994;
Geng et al., 2010; Guo et al., 1999). Sec14 ist ein zytosolisches PL-Transportprotein, das

insbesondere dem Membrantransfer von PC und PI innerhalb des Golgi-Apparats dient und
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nicht an der Fusion sekretorischer Vesikel mit der PM beteiligt ist (Mousley et al., 2008). Es
wird deutlich, dass die Expression von WT und A53T aSyn-GFP zu einem etwa 1,8-fachen
Anstieg der SEC4-Expressionslevel fuhrt (Abbildung 32A). Im A30P aSyn-GFP-
exprimierenden Wildtyp entspricht das SEC4-Expressionshiveau dem der EV-Kontrolle. Fir
SEC9 wird bei keiner der untersuchten aSyn-GFP-Spezies ein signifikanter Anstieg der
MRNA-Level festgestellt. Lediglich in WT und A53T aSyn-GFP steigt die SEC9-
Transkriptmenge zwar um 34% bzw. 30%, dieser Anstieg ist jedoch nicht signifikant. Auch fur

SEC14 wird keine signifikant veranderte Expression durch aSyn-GFP nachgewiesen.

Anschlielend sollte auRerdem die Lokalisation der jeweiligen Sec-Proteine in aSyn-GFP-
exprimierenden Zellen untersucht werden. Hierflir wurden one-copy Plasmide erstellt, welche
die N-terminal markierten mRUBY2-Fusionskonstrukte mRUBY2-Sec4, mRUBY2-Sec9 und
MRUBY2-Sec14 exprimieren. Diese Proteine wurden gleichzeitig mit den jeweiligen aSyn-
Spezies exprimiert und die Lokalisation mit dem EV verglichen. mMRUBY2-Sec4 liegt in der EV-
Kontrolle teilweise zytoplasmatisch aber primar nahe der PM an entstehenden
Knospungsstellen vor (Abbildung 32B). Es ist auffallig, dass bei aSyn-GFP-Expression
insbesondere WT und A53T aSyn-GFP mit mRUBY2-Sec4 ebenfalls nahe der PM colokalisert,
sich dort jedoch grofle aSyn- und Sec4-haltige Akkumulationen bilden. Ein &hnlich
ausgepragter Effekt kann nicht durch die Expression von A30P aSyn-GFP beobachtet werden.
MRUBY2-Sec9 liegt in der EV-Kontrolle insbesondere in punktierten Strukturen an der PM vor
und keine der aSyn-GFP-Spezies hat einen Einfluss auf dessen Lokalisation (Abbildung 32C).
Da die Expression von aSyn-GFP auch das gesamte Erscheinungsbild der Zellen sichtbar
macht, lasst sich erkennen, dass Sec9 ebenfalls tiberwiegend an den Ubergangsbereichen zu
den entstehenden Tochterzellen lokalisiert ist. mMRUBY2-Secl4 zeigt ein diffuses
zytoplasmatisches Signal, und in Ubereinstimmung mit den gPCR-Daten hat die Expression
von WT, A30P und A53T aSyn-GFP keinen Einfluss auf die zellulare Lokalisation von
mRUBY2-Sec14.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Untersuchung, dass von den analysierten Proteinen
ausschlie8lich Sec4 direkt mit membranbindenden aSyn-GFP-Spezies — bzw. aSyn-GFP-
positiven Vesikeln — in den terminalen Schritten der Vesikelsekretion in Richtung der
Knospungsstelle colokalisiert. Bei diesen Vesikeln handelt es sich héchstwahrscheinlich um
spat-sekretorische Vesikel, die in Richtung des Exocyst-Komplexes transportiert werden. Die
Ausbildung groR3er Akkumulationen in unmittelbarer Nahe der Knospungsstellen deutet zudem
darauf hin, dass eine gleichzeitige Uberexpression beider Komponenten die effiziente

Vesikelfusion mit der PM beeintrachtigen kann.
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Abbildung 32: WT und A53T aSyn-GFP beeinflussen den sekretorischen Weg und colokalisieren
mit dem RAB3A-Ortholog Sec4. qPCR-Analyse der Transkriptlevel von SEC4, SEC9 und SEC14 in
aSyn-GFP-exprimierenden Wildtyp-Stammen. Die Expressionslevel wurden auf die Werte der EV-
Kontrolle (= 1) normiert. Die mRNA-Level von SEC4 werden durch die Expression von WT und A53T
aSyn-GFP nahezu verdoppelt. Dargestellt sind die einzelnen Datenpunkte (n = 3) und der Mittelwert +
Standardabweichung. B: Mikroskopische Lokalisation der mRUBY2-markierten Sekretions-Proteine
Sec4, Sec9 und Secl4 in Wildtyp-Stammen, welche die aSyn-GFP-Isoformen (WT, A30P und A53T)
oder die EV-Kontrolle beinhalten. mRUBY2-Sec4 colokalisiert mit membranbindenden aSyn-GFP-
Spezies nahe der PM an den Knospungsstellen sich teilender Zellen. Maf3stab: 5 um.
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Seit der Erstcharakterisierung von PD durch James Parkinson (1817) hat sich das Verstandnis
der pathologischen Mechanismen, welche der Krankheit zugrunde liegen, kontinuierlich
erweitert (Parkinson, 2002 [1817]). Besonders in den vergangenen 60 Jahren wurde der Fokus
auf molekularbiologische Grundlagen gerichtet, um Risikofaktoren zu identifizieren und
potenzielle Therapieansatze zur Intervention und Behandlung — nicht nur von PD, sondern
allgemein von Synucleinopathien — zu entwickeln. Dabei konnten zahlreiche genetische und
umweltbedingte Risikofaktoren beschrieben werden, die die Degeneration dopaminerger
Neuronen in der SNpc begiinstigen. Mutationen in Genen wie LRRK2, PINK1 und PRKN
weisen dabei insbesondere auf pathogene Prozesse unterschiedlichen Ursprungs hin,
darunter Stérungen im Vesikeltransport, in der mitochondrialen Funktion oder im generellen
Lipidstoffwechsel (Barbuti et al., 2025; Dugger et al., 2014; Pankratz & Foroud, 2007; Simén-
Sanchez et al., 2009).

Trotz der vielfaltigen Risikofaktoren steht aSyn meist im Zentrum der PD-Pathogenese. Die
Fehlfaltung, toxische Oligomerisierung sowie die pathologische Interaktion mit Lipiden in
membranassoziierten  Prozessen  bilden einen gemeinsamen  Nenner vieler
Krankheitsauspragungen; sowohl bei idiopathischen als auch genetisch bedingten Formen
(Danzer et al., 2009; Miraglia et al., 2018; Spillantini et al., 1997). Da die Rolle von Lipiden in
der aSyn-Pathologie zunehmend an Bedeutung gewinnt, ist die Untersuchung von aSyn-Lipid-
Interaktionen in der PD-Entwicklung unerlasslich. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit S.
cerevisiae als Modellorganismus verwendet, um das Verhalten des humanen aSyn-Proteins
in einer sich andernden Lipidumgebung naher zu untersuchen. Die Backerhefe bietet ein
viables System, um zu untersuchen, wie Veranderungen der Lipidbindeeigenschaften von
aSyn hoch konservierte zellulare Prozesse wie die Proteinqualitatskontrolle oder die
Sekretionsmaschinerie beeinflussen kdbnnen und wie sich aSyn innerhalb einer vereinfachten

eukaryotischen Zelle verhalt.
1. N-terminale Helix bestimmt Membranassoziation von aSyn

Die Grundlage der Untersuchung von aSyn in S. cerevisiae bildete eine initiale
Charakterisierung der verwendeten aSyn-Isoformen und deren Lokalisation innerhalb der
Wildtyp-Zelle sowie eine Untersuchung der dosisabhéngigen Zytotoxizitat des Proteins. Da
Outeiro und Lindquist die verwendeten C-terminal markierten GFP-Fusionskonstrukte
erstmals im Jahr 2003 in S. cerevisiae eingesetzt haben, wurden die Analysen vergleichend
zur bestehenden Literatur durchgefihrt (Outeiro & Lindquist, 2003). Alle verwendeten aSyn-
GFP-Isoformen zeigten die in der Literatur beschriebenen Effekte, wie die PM-Lokalisation und
dosisabhéngige Zytotoxizitdt der membranbindenden aSyn-GFP-Isoformen WT und A53T

sowie eine zytosolische Lokalisation und verminderte Zytotoxizitat der A30P-Isoform (siehe

93



Diskussion

Ergebnisse, Abbildung 12 und 13) (Outeiro & Lindquist, 2003; Petroi et al., 2012; Sampaio-
Marques et al., 2012). Die unterschiedlichen Lokalisationen der beiden PD-relevanten aSyn-
GFP-Spezies zeigen, wie das Hefemodell verwendet werden kann, um komplexe
mutationsbedingte Effekte auf die vereinfachte Fragestellung zu reduzieren, ob eine
Membranbindung mdglich ist oder nicht. Diese Unterteilung spielt auch eine wichtige Rolle in
der Charakterisierung neu entdeckter PD-relevanter aSyn-Mutationen. Alle bislang bekannten
aSyn-Mutationen, die mit der Entstehung von PD in Verbindung stehen, sind in den ersten 60
Aminosauren, also dem lipidbindenden N-Terminus lokalisiert (C. Liu et al., 2021; Ruf et al.,
2019).

Darunter existieren einige PD-relevante Mutationen, welche die Membranbindung nicht
beeinflussen oder sogar verstéarken. Dazu zahlen E46K, H50Q und die hier untersuchte A53T-
Mutation (Bodner et al.,, 2010; Guo et al., 2021). Da Lysinreste in KTKEGV-Motiven
hauptsachlich fur die Vermittlung der Bindung an anionischen Lipid-Kopfgruppen
verantwortlich sind, erzeugt beispielsweise die Einfilhrung von K46 eine hdhere Affinitat zu
negativ geladenen, stark gekrimmten Membranen, &hnlich den synaptischen Vesikeln
(Rovere et al., 2019). Alanin und Threonin stellen Reste unterschiedlicher Polaritat dar, aber
sind kurzkettig und unverzweigt und weisen daher eine sehr dhnliche raumliche Struktur auf.
Daher wird die Membranbindung auch nicht bzw. nur wenig von der A53T-Mutation
beeinflusst, weshalb das Protein an der PM von S. cerevisiae lokalisiert wird (Abbildung 33A
und B) (Bodner et al., 2010; Burré et al., 2012). Dies konnte mithilfe der in silico
Strukturanalyse (ColabFold) im Rahmen dieser Arbeit nachvollzogen werden (siehe
Ergebnisse, Abbildung 11) und ist zudem nicht Uberraschend, da die Aminosaure an Position
53 innerhalb der Helix sehr wahrscheinlich Losungsmittel-zugewandt vorliegt. Diese Annahme
basiert auf ,site-directed spin labeling“-Daten, die belegen, dass die unmittelbar davor
liegenden Aminoséuren G51 und G52 gleichermal3en der Lipid-Seite zugewandt sind und eine

vollstdndige Helixumdrehung in der Regel aus 3,6 Aminoséauren besteht (Jao et al., 2004).

Auf der anderen Seite existieren Mutationen wie A30P und G51D. Diese verandern durch die
Einfuhrung chemisch und strukturell unterschiedlicher Aminosaurereste die Form des
Peptidrickgrats und haben nachweislich einen negativen Einfluss auf die Integritat der
Proteinhelix (Fares et al.,, 2014; Ulmer & Bax, 2005). Die durchgeflihrte in silico
Strukturanalyse der A30P-Mutante konnte dabei klar aufzeigen, wie die besondere Form von
Prolin die Ausrichtung Wasserstoffbricken-bildender Gruppen beeinflusst und damit die Helix
auflést (Abbildung 33C). Durch Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) wurde
bereits nachgewiesen, dass die Einfihrung der A30P-Mutation zum Bruch einer vollstandigen
Helixwindung (V26-A29) und zur Destabilisierung der vorhergehenden Windung (T22-G25)
fuhrt (UImer & Bax, 2005). Zudem konnte durch ,site-directed spin labeling“ gezeigt werden,

dass die Aminoséaure an Position 30 der gebundenen Membran zugerichtet ist. In S. cerevisiae
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lokalisieren sowohl die A30P-, als auch die G51D aSyn-Isoform zudem zytoplasmatisch und
haben einen geringeren Effekt auf die Wuchsrate des Organismus als beispielsweise die WT-
Isoform oder die A53T-Mutante (Fares et al., 2014).

A53T aSyn @

(@]

A30P aSyn

v}

N-Deletion

Abbildung 33: Die Stabilitat der N-terminalen a-Helix bestimmt die Membran-Bindeeigenschaften
von aSyn.Schematische Darstellung des Membran-Bindeverhaltens der WT, A53T, A30P und N-
terminal deletierten aSyn-Spezies. In den Detailansichten (links) bei WT, A53T und A30P aSyn ist das
Peptidriickgrad dargestellt, wobei an Position 30 und 53 zudem der jeweilige Aminosaurerest abgebildet
ist. A und B: WT und A53T aSyn bilden eine N-terminale Helix aus, welche bis in die NAC-Doméane
(gelb) reicht. Diese aSyn-Spezies sind daher in der Lage, an Lipidmembranen zu binden (Bodner et al.,
2010). C: Die Einfuhrung eines Prolins an Aminosaure 30 in A30P aSyn unterbricht die a-Helix fur
mindestens eine Umdrehung und verhindert daher das Binden von aSyn an Lipidvesikel (Uimer & Bax,
2005). D: Deletionen des N-Terminus verhindern ebenfalls das Binden des Proteins an
Lipidmembranen.

Zusatzliche Deletionen gesamter N-terminaler Regionen konnten zeigen, dass ein intakter N-
Terminus entscheidend fur die Membranbindung des aSyn-Proteins ist (Abbildung 33D).

Insbesondere die ersten 10-12 Aminosauren stabilisieren die Membranbindung und allein der
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Austausch von D2 durch einen Alaninrest hat bereits eine Verringerung der Membranaffinitat
zur Folge (Vamvaca et al., 2009). Daher ist es nicht verwunderlich, dass die N-terminal
trunkierten Konstrukte, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, wie auch die A30P-Variante

nicht an der PM von S. cerevisiae lokalisieren (siehe Ergebnisse, Abbildung 12).

Nach der initialen Charakterisierung des aSyn-GFP-Proteins im Hefemodell lag der Fokus
dieser Arbeit in erster Linie auf dem Einfluss von aSyn-GFP auf die Proteinqualitatskontrolle

und die generelle Rolle Autophagie-relevanter Gene in der aSyn-Toxizitat.
2. Autophagie-Regulation durch aSyn in S. cerevisiae

Die Untersuchung der autophagischen Aktivitat ergab, dass weder die one-copy- noch die
high-copy-Expression von aSyn-GFP einen substanziellen Einfluss auf Stickstoffmangel-
induzierte Autophagie hat. So wurde bei allen aSyn-Varianten eine ahnliche Pho8-Aktivitat wie
in den EV-Kontrollen beobachtet (siehe Ergebnisse, Abbildung 15). Zudem war die zellulare
Lokalisation der aSyn-Spezies sowie die dosisabhangige Zytotoxizitat in Autophagie-
defizienten atglA-Stammen vergleichbar mit den Beobachtungen in Wildtyp-Stammen. In
jungen, exponentiell wachsenden Zellen von S. cerevisiae ist dies zunédchst nicht
Uberraschend, da bereits gezeigt wurde, dass die Expression von aSyn zwar einen Anstieg
des Autophagie-Adapterproteins Atg8, aber nicht der autophagischen Aktivitat zur Folge hat
(Sampaio-Marques et al., 2012; Tenreiro et al., 2014). Lediglich in gealterten, postmitotischen
Zellen kann ein signifikanter Anstieg der Pho8-Aktivitat, ausgeldst durch WT und A53T aSyn-
GFP beobachtet werden (Sampaio-Marques et al., 2012). Interessanterweise hat die
altersabhangige Autophagie-Induktion — insbesondere selektive Mitophagie — einen negativen
Einfluss auf die chronologische Lebensspanne des Organismus (Sampaio-Marques et al.,
2012). Dies hangt moglicherweise damit zusammen, dass stationare Hefezellen nach
Eintreten der sogenannten Diauxie von einem primar glykolytischen Metabolismus auf
mitochondriale Respiration umschalten (Galdieri et al., 2010). Der iberméafiige mitochondriale
Abbau, welcher unter anderem durch die Hochregulation des Mitophagierezeptors Atg32
induziert wird, kann so ebenfalls funktionale mitochondriale Komponenten degradieren und

schlieBlich zu Autophagie-abhéngigem Zelltod fihren (Li et al., 2021).

Offen bleibt zudem, warum der Einfluss von humanem aSyn in Hefezellen — ohne erkennbare
Veranderungen in teilungsaktiven Zellen, jedoch mit erhdhter Aktivitat in postmitotischen
Zellen — deutlich von den Beobachtungen in anderen Systemen abweicht. In Neuronen von
Drosophila melanogaster fiihrt die Uberexpression von aSyn zu einer beeintrachtigten
autophagischen Aktivitdt, besonders der Mitophagie, und einer Akkumulation von
Autophagosomen (Sarkar et al., 2021). In jungen PD-Modellen von Caenorhabditis elegans
wird Autophagie durch aSyn-Expression zunachst induziert, wohingegen im Alter eine aSyn-

abhangige Autophagie-Hemmung eintritt (Saha et al., 2015). In primaren Maus-Mikroglia fuhrt
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extrazelluldres aSyn zu einer Autophagie-Inhibition und in Maushirnen sowie diversen
Saugerzellmodellen wurde generell beobachtet, dass eine Ubermalige aSyn-Expression zu
einer RAB1A-abhangigen Fehllokalisation von ATG9 fihrt, wodurch die Autophagosomen-
Biogenese beeintrachtigt wird (Tu et al., 2021; Winslow et al., 2010). Insgesamt zeigen diese
Modelle im Gegensatz zu den in dieser Arbeit generierten Daten in S. cerevisiae, dass aSyn

langfristig eher zu einer Autophagie-Inhibition als zu einer -Aktivierung fuhrt.

Mogliche Grinde fur diese abweichenden Effekte sind Gemeinsamkeiten der jeweiligen
Modelle, die sie vom Hefemodell abgrenzen. Dazu zahlen unter anderem die Differenzierung
in bestimmte Zelltypen bzw. multizellulare Gewebe, eine erhohte Relevanz der
mitochondrialen Atmungskette Uber den gesamten Entwicklungszyklus sowie die
nachgewiesene Formierung toxischer aSyn-Oligomere und -Fibrillen in diesen Modellen
(Dawson et al., 2010; Feany & Bender, 2000; Perni et al., 2021). In einzelligen Hefen wird die
Respiration hingegen erst nach Eintreten der Diauxie in spaten Wuchsphasen relevant und es
wurden bislang keine fibrillaren aSyn-Spezies in S. cerevisiae identifiziert (Soper et al., 2008).
Zudem fihren zahlreiche Studien die Autophagie-Inhibition in anderen Systemen auf eine
pathologische Interaktion von aSyn mit dem lysosomalen Rezeptorprotein LAMP-2 zurlick
(Cuervo et al., 2004; Mak et al., 2010; Martinez-Vicente et al., 2008; Xilouri et al., 2009). In S.
cerevisiae existiert kein Vakuolen-lokalisiertes LAMP-2-Ortholog, weshalb eine vergleichbare

Interaktion nicht maglich ist.

Zusammenfassend ist die Untersuchung aSyn-vermittelter Autophagieeffekte in S. cerevisiae
besonders in stationaren Kulturen moglich. Die bedeutendsten Ubereinstimmungen mit
anderen Zellmodellen zeigen sich vor allem bei der Analyse selektiver Mitophagie in

postmitotischen, atmungsaktiven Hefezellen (Sampaio-Marques et al., 2012).
3. Proteostase in S. cerevisiae unter aSyn-Expression

3.1 aSyn-abhangige Veranderungen der 26S-Proteasomaktivitat

Die Untersuchung der Proteasomaktivitat konnte hervorbringen, dass geringere Kopienzahlen
von WT aSyn-GFP den Abbau von 26S-Substraten sowohl in Wildtyp- als auch atglA-
Stammen erhdhen, wohingegen die Expression von high-copy-Plasmiden eine signifikante
Inhibition des 26S-Proteasoms zur Folge hat (siehe Ergebnisse, Abbildung 16). Diese
spezielle Form eines dosisabhangigen Effekts lasst sich in der Regel Uber den Begriff der
Hormesis definieren. Hormesis wird beispielsweise beobachtet, wenn S. cerevisiae mit hoch
reaktivem Wasserstoffperoxid behandelt wird. Bei einer Konzentration von 25 mM steigt die
Lebensfahigkeit aufgrund einer aktivierten zellularen Stressantwort von Wildtyp-Zellen um bis
zu 160% an, wohingegen bei 100 mM eine signifikante Reduktion der Lebensfahigkeit
beobachtet wird (Semchyshyn & Valishkevych, 2016).
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Im Zusammenhang mit der Proteasom-Interaktion von aSyn ist bekannt, dass die
proteasomale Inhibition in Hefen durch eine besonders starke Stabilisierung des
Assemblierungs-Chaperons Rpnl4 vermittelt wird (Galka et al., 2024; Saeki et al., 2009).
Mdglicherweise fuhrt die one-copy-Expression von WT aSyn-GFP lediglich zu einer
moderaten Stabilisierung von Rpnl4 und unterstiitzt damit Aufbau und Integritat des
Proteasoms. Auf diese Weise lasst sich die erhdhte Proteasom-Aktivitat unter niedrigeren
Expressionsbedingungen erklaren, die bei high-copy-Expression jedoch in eine inhibierende
Interaktion umschlagt. Ein alternativer Erklarungsansatz ist eine adaptive Stressantwort auf
unterschiedliche aSyn-Expressionslevel. Hierbei wirde die one-copy-Expression von aSyn
einen milden Stressor darstellen, welcher die Aktivitdt der ,unfolded protein response® (dt.
ungefaltete Proteinantwort) induziert. Diese Induktion schlagt in eine aSyn-vermittelte
Inhibition um, wenn die Expressionslevel steigen und die UbermaRige Stabilisierung von

Rpnl14 zu einer Behinderung der 26S-Assemblierung fiihrt.

Beide Ansatze bieten potenzielle Erklarungen fur die Proteasom-spezifischen Effekte, die in
dieser Arbeit beobachtet wurden, doch liefern keine Erklarung fir ein Ausbleiben dieses
potenziell hormetischen Prozesses bei Expression der PD-relevanten aSyn-GFP-Mutanten
A30P und A53T. Insbesondere, da Outeiro und Lindquist (2003) zeigen konnten, dass die
Expression jeder der drei aSyn-GFP-Spezies liber zwei genomisch integrierte Kopien zu einer
Anreicherung ubiquitinierter Proteine fuhrt (Outeiro & Lindquist, 2003). Da der in dieser Arbeit
verwendete Assay spezifisch fur die Aktivitat der 26S-Untereinheit ist und die Arbeit von
Outeiro und Lindquist den gesamten UPS-Prozess betrachtet, ist es mdglich, dass jede dieser
aSyn-GFP-Spezies ,upstream“-Prozesse des UPS inhibieren kann, doch nur WT aSyn-GFP
eine spezifische Rpnl4-abhangige Inhibition des Chymotrypsin-artigen Abbaus hervorruft
(Galka et al., 2024).

Die Membranbindeeigenschaften von aSyn-GFP spielen bei der Rpnl4-abhangigen Inhibition
durch WT aSyn-GFP vermutlich eine untergeordnete Rolle, da sonst ein &hnlicher Effekt in der
A53T aSyn-GFP-Isoform beobachtet werden wirde (siehe Ergebnisse, Abbildung 16). Da die
Proteasom-Aktivitdt durch aSyn-GFP-vermittelte Rpnl4-Interaktion beeinflusst wird, ist es
moglich, dass A30P und A53T aSyn-GFP nicht mit Rpnl4 interagieren. Untersuchungen
zeigen, dass die A30P- und A53T-Isoformen von aSyn in vitro schneller nicht-fibrillare
Oligomere bilden und in héheren oligomeren Konzentrationen vorliegen als die WT-Variante.
(Conway et al., 2000; lljina et al., 2018). Mdglicherweise setzt die Rpnl4-Stabilisierung
monomere aSyn-Spezies voraus, welche bei den PD-relevanten Spezies in geringeren
Mengen vorliegen. Bislang liegen keine Daten zum Oligomerisierungszustand von aSyn in S.

cerevisiae vor, weshalb dieser Erklarungsansatz weiterer Experimente bedarf.

Eine alternative Hypothese ist, dass insbesondere die Region, welche die Aminosauren an

Position 30 und 53 einschlieft, fir die Interaktion mit Rpnl4 bendtigt wird. Obwohl der C-
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Terminus als Protein-interagierende Domane von aSyn gilt, vermitteln beispielsweise die
ersten 65 Aminosauren von aSyn neben der Membranbindung au3erdem die Interaktion mit
dem neuronalen Protein Synphilin-1 in Saugern, wobei die A30P-Mutation diese Bindung
sogar verstarken kann (Neystat et al., 2002). Da bislang ebenfalls keine Daten zur genauen
Interaktion von aSyn mit Rpnl14 vorliegen, sind weiterfihrende Untersuchungen notwendig.
Ein mdgliches Vorgehen ware etwa ein Screening der Proteasomaktivitéat in weiteren N-
terminalen aSyn-Mutanten, um die in dieser Arbeit beobachteten Unterschiede zwischen den

WT-, A30P- und A53T-Isoformen besser einzuordnen.
3.2 Aggregation endogener Proteine durch membranbindende aSyn-Spezies

Unabhangig von Autophagie und 26S-Aktivitdit wurde eine Anreicherung hefeeigener
Proteinaggregate, nicht aber von aSyn durch die high-copy-Expression von WT und A53T
aSyn-GFP in Wildtyp- und atglA-Stammen beobachtet (siehe Ergebnisse, Abbildung 17). Es
ist zunachst nicht Uberraschend, dass aSyn-GFP bei diesen Expressionsleveln nicht
aggregiert vorliegt, da sich auch die Lokalisation der jeweiligen aSyn-Spezies bei high-copy-
Expression nicht verandert (Outeiro & Lindquist, 2003).

Die Aggregation endogener Proteine ist hingegen besonders interessant, da sie nicht mit einer
Inhibition der Autophagie und nur im Fall von WT aSyn-GFP mit einer Inhibition des
Proteasoms zusammenhangen kann. Womdoglich ist dieser Effekt zudem auf die Membran-
Bindeeigenschaften von aSyn zurlickzufiihren, da die high-copy-Expression dieser WT und
A53T-aSyn-Spezies auch in einer deutlichen Reduktion der Wuchsrate resultiert (siehe
Ergebnisse, Abbildung 13 und 14). Demnach stellt sich die Frage, ob es alternative zellulare
Mechanismen gibt, welche von membranbindenden aSyn-Spezies beeinflusst werden und
mdglicherweise im Zusammenhang mit Proteinaggregation und demnach der verringerten

Wuchsrate stehen.

Proteomanalysen von Popova et al. (2021) zeigen, dass die high-copy-Expression von WT
aSyn nicht nur einen Einfluss auf Faktoren des Proteasoms wie Rpn14 hat, sondern unter
anderem in einer Reduktion zahlreicher Proteine der mitochondrialen Funktionalitat resultiert
(Popova et al., 2021). Dazu zahlen Enzyme der Elektronentransportkette, wie Cytochrom c-
Untereinheiten und ATP-Synthase-Untereinheiten; des Citratzyklus, wie z.B. die Malat-
Dehydrogenase und Malat-Synthase; sowie zahlreicher Membrantransporter, wie ,translocase
of the outer mitochondrial membrane 20“ (Tom20) und Tom40; und ribosomaler
Untereinheiten, wie der ,mitochondrial ribosomal protein-“ (Mrp-) und ,ribosomal small subunit
of mitochondria® (Rsm-)Familien. Gleichzeitig wird ein Anstieg der iAAA-Protease-
Superkomplex-Untereinheiten ,yeast mitochondrial escape 1“ (Ymel) und ,mitochondrial
genome required 1“ (Mgrl) im Intermembranraum beobachtet. Diese mitochondriale

Beeintrachtigung, kombiniert mit einer Reduktion von Hitzeschockchaperonen und
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Disaggregasen, wie ,heat shock protein 42“ (Hsp42) und Hspl04 sowie zahlreicher
antioxidativer Peroxiredoxine, Thioredoxine und Superoxid-Dismutasen bietet einen
Erklarungsansatz fur die erhéhte Menge aggregierter Proteine, die in dieser Arbeit beobachtet

wurden.

Obwohl diese Daten ausschlieBlich aus WT aSyn-exprimierenden Stammen generiert wurden,
ist es denkbar, dass diese mitochondrialen Effekte auch bei Expression der A53T-Isoform
vorliegen. So wird die aSyn-Expression beider aSyn-Spezies in S. cerevisiae, wie bereits
beschrieben, haufig mit mitochondrialen Effekten in Verbindung gebracht. Es konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass sowohl WT als auch A53T aSyn die mitochondriale ROS-
Last, und demnach den oxidativen Stress in S. cerevisiae deutlich erhohen und in gealterten
Zellen insbesondere Mitophagie signifikant gesteigert ist (Buttner et al.,, 2008; Sampaio-
Marques et al., 2012). Zudem schitzt ein Verlust der respiratorischen Aktivitat in
atmungsdefizienten rho®-Stammen die Zellen vor WT und A53T aSyn-induziertem Zelltod
(Bittner et al., 2008). Dieser Mitochondrien-abhangige Effekt bietet einen Erklarungsansatz
fur die erhdhte Aggregation hefeeigener Proteine bei Expression membranbindender aSyn-

Spezies.
3.3 Stabilitat von aSyn im Cycloheximid-Assay

Letztlich konnte durch Cycloheximid gezeigt werden, dass aSyn-GFP bei Translationsstopp
nicht abgebaut wird, sondern Uber mindestens 24 h stabil in der Zelle verbleibt (siehe
Ergebnisse, Abbildung 18). Hierbei gilt zu beachten, dass ein solcher Cycloheximid-Assay in
der Regel genutzt wird, um sehr instabile Proteine, oder Proteine mit hoher ,turn-over“-Rate
zu identifizieren bzw. deren Abbau zu verfolgen. Humanes aSyn-GFP weist hingegen keine
eindeutigen  Signalsequenzen fur den gerichteten Abbau auf. Dazu zéhlen
Ubiquitinierungsstellen fir den proteasomalen Abbau (Wang et al., 2022), wie auch eine
Degron-Sequenz fiir den ERAD-spezifischen Abbau (Szulc & Pokrzywa, 2025; Szulc et al.,
2024). AuRerdem stellt aSyn ein zwar ungeordnetes, aber intrinsisch sehr stabiles Protein dar.
Auch in Saugerzellen liegt aSyn stabil vor und insbesondere WT aSyn kann sogar Lipid
droplets vor der Hydrolyse schiitzen (Cole et al., 2002; Li et al., 2004; McCormack et al., 2010).

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Expression von aSyn-GFP in teilungsaktiven,
glykolytisch wachsenden Hefezellen keinen wesentlichen Einfluss auf die autophagische
Maschinerie ausibt. Gleichzeitig wird das Ubiquitin-Proteasom-System ausschlief3lich durch
die Interaktion von WT aSyn-GFP mit dem Proteasom-Assemblierungsfaktor Rpnl4
dosisabhangig beeinflusst (Galka et al., 2024). Auffallig ist zudem die Bildung zelleigener
Proteinaggregate bei Expression von WT und A53T aSyn-GFP, die mdglicherweise durch
aSyn-abhangige Beeintrachtigung mitochondrialer Funktionen sowie einer Herunterregulation

antioxidativer und disaggregierender Enzyme induziert wird (zusammengefasst in Abbildung
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34). Diese Veranderungen wirken sich sowohl auf das Zellwachstum als auch auf die
chronologische Lebensspanne von S. cerevisiae aus, da insbesondere in postmitotischen,
respiratorisch aktiven Zellen eine erhdhte Mitophagie zu Autophagie-abhéngigem Zelltod

fuhren kann.
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Abbildung 34: aSyn beeinflusst Komponenten der zellularen Proteostase iiber unterschiedliche
Mechanismen. Schematische Zusammenfassung der in dieser Arbeit generierten Daten sowie der
aktuellen Literatur bezuglich der Auswirkungen von aSyn-Expression auf zellulare Mechanismen, die
eine Anreicherung aggregierter bzw. ubiquitinierter Proteine zur Folge haben. Die high-copy-Expression
von WT aSyn inhibiert die Proteasom-Assemblierung durch Interaktion von aSyn mit Rpn14 (Galka et
al., 2024), was maglicherweise zur in dieser Arbeit beobachteten Anreicherung aggregierter Proteine
beitrdgt. Die high-copy-Expression der beiden membranbindenden aSyn-Spezies WT und A53T
reduziert die Menge an Proteinen der Stressantwort und reduziert zudem Proteine des mitochondrialen
Metabolismus, was zusammen mit einer erhdhten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) die
Bildung aggregierter Proteine beschleunigt und dem Abbau dieser Aggregate entgegenwirkt (Popova
et al., 2021). Aullerdem hat die doppelte genomische Integration aller aSyn-Spezies die Anreicherung
ubiquitinierter Proteine zur Folge, moglicherweise durch Inhibition von ,upstream“-Prozessen der
Proteasomfunktionalitat (Outeiro & Lindquist, 2003).

4. Modell eines PI3P- und PI3,5P2-vermittelten aSyn-Transports zur
PM

Ein essenzieller Bestandteil dieser Arbeit lag auf der Rolle des PIP-Metabolismus und des
intrazellularen Vesikeltransports fir die Lokalisation und Toxizitat von aSyn-GFP. Dies ergab
sich aus der Beobachtung, dass Deletionen des katalytischen Zentrums des PI3K-Komplexes
(vps15A bzw. vps34A) mit einer Reduktion der Wuchsrate und einer zytoplasmatischen aSyn-
GFP-Lokalisation mit grol3en GFP-positiven Inklusionen einhergehen (siehe Ergebnisse,
Abbildung 19, 20 und 22). Aus den vorliegenden Daten wurde ein hypothetisches Modell des
PIP-abhangigen aSyn-GFP-Transports entwickelt, das im Folgenden diskutiert wird.
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4.1 PI3P als Eintrittspunkt fir den membranabhangigen Transport von aSyn

Die Synthese von aSyn-GFP erfolgt mutmalfilich an freien Ribosomen im Zytosol, da aSyn
nicht Uber ein ,signal recognition particle® (SRP)-Signalpeptid verfiigt (Grudnik et al., 2009).
Dort interagieren ausschlie3lich die membranbindenden WT und A53T-Spezies mit PI3P-
haltigen Strukturen endosomalen Ursprungs, nicht aber die A30P-Isoform oder N-terminal
trunkierte aSyn-GFP-Konstrukte. Die Bindung an PI3P-haltige Vesikel wird durch die
zytoplasmatische Lokalisation dieser aSyn-GFP-Spezies in vps15A und vps34A-Stammen
belegt, im Gegensatz zur PM-Lokalisation in Wildtyp-Stammen (siehe Ergebnisse, Abbildung
20). Die PM-Lokalisation von WT aSyn-GFP in PI3K-Komplex I-defizienten atg14A-Stammen
belegt zudem die Notwendigkeit der endosomal lokalisierten PI3P-Biosynthese durch Komplex
Il und nicht der fur Autophagie bendétigten PAS-Lokalisation von Komplex | (siehe Ergebnisse,
Abbildung 26). Dies héangt insbesondere damit zusammen, dass Atgl4 essenziell fur die
Lokalisation der PI3K zur PAS ist, wahrend endosomale PI3P-Biosynthese auch in

Abwesenheit der strukturellen Komponenten Atg6 und Vps38 moglich ist (Kihara et al., 2001).

Der Verlust von PI3P, verursacht durch die VPS34-Deletion, hat die Akkumulation lipidreicher,
nicht-amyloider aSyn-GFP-Akkumulationen zur Folge (siehe Ergebnisse, Abbildung 23 und
24). Bei den Lipidspezies handelt es sich unter anderem um Membranen aus dem
endozytotischen bzw. dem endosomalen Transportnetzwerk, wie die FM4-64-Farbung
belegen konnte (siehe Ergebnisse, Abbildung 24) (Vida & Emr, 1995). In Bezug auf die
zytosolischen aSyn-Ablagerungen bei Synucleinopathien konnten einige Studien in Lewy-
Korper-artigen Strukturen (z.B. ,pale bodies) nicht nur aggregierte aSyn-Spezies, sondern
ebenfalls mitochondriale Bestandteile sowie Transportvesikel und generelle Lipidspezies
nachweisen (Forno & Norville, 1976; Gai et al., 2000; Shahmoradian et al., 2019).

Die hohe Bindungsaffinitdt von aSyn fur PI3P-haltige Vesikel ist nicht Uberraschend, da
Protein-Lipid-Uberlagerungstests zeigen konnten, dass aSyn in Bezug auf géngige
membranbildende Lipide am starksten mit PI3P und PI3,4,5P3 assoziiert (Choong et al.,
2023). Proteinstabilitats-Assays konnten zudem zeigen, dass eine erhdhte Expression von WT
aSyn zu einer Stabilisierung des Vps34-Aktivators Vpsl15 fuhrt (Galka et al., 2024). Es ist nicht
vollstéandig auszuschlie3en, dass der Verlust von PI3P einen generellen Zusammenbruch
vesikularer Transportmechanismen zur Folge hat und so die Mislokalisation von aSyn-GFP in
das Zytosol ausgel6st wird. Da insbesondere sekretorische Gene in der Regel essenziell sind,
kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die Sekretion — wenn auch in geringerer
Effizienz — weiterhin stattfindet (Delic et al., 2013).
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4.2 Zwei mogliche Wege des aSyn-Weitertransports

Der Weitertransport membranassoziierter aSyn-GFP-Spezies ausgehend von endosomalen
Strukturen erfolgt den vorliegenden Daten zufolge tber zwei vermutlich unterschiedliche, sich

jedoch nicht gegenseitig ausschliel3ende Prozesse.
Fab1-/P13,5P2-abhangiges endosomales Recycling zur PM

Der erste potenzielle Transportprozess ist Fabl- bzw. P13,5P2-abhangig und erfolgt Uber ein
direktes endosomales PM-Recycling. Fabl ist die einzige P13,5P2-synthetisierende Kinase in
S. cerevisiae und ortholog zur humanen PIKFyve. Die Lokalisation dieses Enzyms beschrankt
sich auf die Vakuole, spat-endosomale Strukturen und sogenannte Signalendosomen (Chen
et al., 2021; Gary et al., 1998). Interessanterweise fihrt der Verlust von PI13,5P2 im fablA-
Stamm zu einer teilweise zytosolischen Lokalisation von aSyn-GFP und einem geringen, aber
signifikanten Anstieg zytoplasmatischer GFP-positiver Akkumulationen (siehe Ergebnisse,
Abbildung 28). In Saugerzellen spielt PIKFyve und damit die Biosynthese von PI3,5P2 eine
wichtige Rolle im direkten Vesikeltransport von Endosomen zur PM mithilfe des SNX17-
abhéngigen Retriever-Komplexes (Gallon & Cullen, 2015; Giridharan et al., 2022; Rivero-Rios
et al., 2023). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass diese Form des endosomalen Recyclings
die Interaktion der PIKFyve mit der Rab GTPase RAB11A erfordert (Giridharan et al., 2022).
Obwohl in S. cerevisiae bislang keine Orthologe von Komponenten des Retriever-Komplexes
identifiziert wurden, konnte gezeigt werden, dass erhéhte aSyn-Level zu einer Anhaufung
zellularer aSyn-Vesikelcluster fuhrt, die mit dem RAB11A-Ortholog Ypt31 colokalisieren
(Soper et al., 2011). Zudem gibt es Hinweise auf vergleichbar direktes PM-Recycling
ausgehend von endosomalen Strukturen in S. cerevisiae. So wird der Lipidfarbstoff FM4-64 in
einem ,Recycling-Assay“ teilweise unabhangig vom Golgi-Apparat direkt iber Endosomen in
das umliegende Medium sekretiert (Best et al., 2020; Wiederkehr et al., 2000).

Eine Interaktion zwischen aSyn und PI3,5P2 liegt zudem nahe, da Protein-Lipid-
Uberlagerungstests zeigen konnten, dass aSyn eine besonders hohe Bindungsaffinitat zu
PI13,5P2 hat, unmittelbar hinter PI3P (Choong et al., 2023). In humanen Ovarialkarzinom-
A2780-Zellen wurde zudem beobachtet, dass die Uberexpression der PI5-Phosphatase
INPP5E zu einer Abnahme PM-lokalisierter aSyn-Spezies fiihrt (Jacob et al., 2021). Da in
diesen Zellen neben PI3,5P2 noch PI4,5P2 und PI3,4,5P3 existieren, kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass diese Spezies von vergleichbarer oder sogar grof3erer
Relevanz sind. Insbesondere, da die PM reich an P14,5P2 ist (Ling et al., 2012; Yoneda et al.,
2020). Eine PIP-einschlie3ende Lipidomanalyse aufgereinigter PM-Fraktionen konnte klaren,
ob die aSyn-Expression die PI3,5P2-Menge an der PM beeinflusst — ein Indikator fur PI3,5P2-
abhéngiges Recycling zur PM.
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Eintritt in den kanonischen sekretorischen Weg

Der zweite Transportweg erfolgt durch einen Eintritt in den kanonischen sekretorischen Weg,
welcher vom ER Uber den Golgi zur PM erfolgt. Dixon et al. (2005) beschreiben, dass die
Temperatur-abhangige Inaktivierung essenzieller sekretorischer Gene eine zytoplasmatische
Lokalisation membranbindender aSyn-Spezies bewirkt (Dixon et al., 2005). Bei den relevanten
Proteinen handelt es sich unter anderem um die spat-sekretorische Rab GTPase Sec4, das
PM-lokalisierte t-SNARE Protein Sec9 und den PI-/PC-Transporter Sec14 (Dixon et al., 2005).
Zudem kann die Uberexpression der Rab GTPase Yptl, welche insbesondere am cis-Golgi-
Netzwerk wirkt, der Zytotoxizitat von aSyn in S. cerevisiae entgegenwirken (Cooper et al.,
2006). Im neuronalen Kontext konnte zudem gezeigt werden, dass die Uberexpression des
Yptl-Orthologs RAB1A den aSyn-induzierten Verlust dopaminerger Neurone in C. elegans

und D. melanogaster mindert (Cooper et al., 2006).

Der Transportmechanismus Uber den sekretorischen Weg ist zwar bekannt, jedoch konnte
bislang kein spezifischer Eintrittspunkt von aSyn in die Sekretionsmaschinerie beschrieben
werden. Endosomales PI3P, welches durch Komplex Il der PI3K synthetisiert wird, wird
anschlie3end entweder in Richtung der Vakuole (Endozytose), oder retrograd in Richtung des
Golgi-Apparats transportiert (Gillooly et al., 2000; Steinfeld et al., 2021). Eine aktuelle Studie
weist zudem darauf hin, dass das Endomembransystem von S. cerevisiae sehr reduziert im
Vergleich zu hoheren Eukaryoten ist und friihe endosomale Strukturen auch direkt in das
trans-Golgi-Netzwerk Gibergehen kdénnen (Day et al., 2018).

Bei raumlicher Trennung des Endosoms und des Golgi-Apparats ist in der Regel der Retromer-
Komplex oder die SNX-Proteine Atg20 und Atg24 fir den Endosom-Golgi-Transport
verantwortlich (Hettema et al., 2003). Es ist dabei sehr wahrscheinlich, dass aSyn-GFP Atg24-
abhangig transportiert wird. Dies wird durch eine aktuelle Analyse unterstitzt, die zeigt, dass
aSyn mit Atg24 um die Bindung an PI3P konkurriert (Rajasekaran et al., 2022). Diese
Konkurrenz und der endosomale Ursprung von PI3P impliziert, dass aSyn-GFP und Atg24 an
die gleichen Vesikel binden und in Richtung des Golgi-Apparats transportiert werden. Dieser
Umstand kdnnte zudem erklaren, warum WT aSyn-GFP in atg20A-Stammen, und nicht in
atg24A-Stammen zytoplasmatisch lokalisiert und eine verringerte Wuchsrate hervorruft (siehe
Ergebnisse, Abbildung 19). Wahrend die PX-Doméane von Atg24 ausschlief3lich an PI3P- bzw.
P13,5P2-haltige Vesikel bindet, kann der Atg20-Dimer auch PI- und PI4 phosphorylierte
Spezies binden (Reinhart et al., 2022). Atg20 und Atg24 sind gleichermalRen am Endosom-
Golgi-Transport beteiligt, weshalb der Verlust von Atg20 die Kompensation von Atg24
erfordert. Da Atg24 jedoch mit aSyn um PI3P-haltige Vesikel konkurriert und kein Atg20 flr
den Transport von PI- oder Pl4-haltigen Vesikeln zur Verfliigung steht, wird der ER-Golgi-
Transport womoglich substanziell beeintrachtigt. Umgekehrt ist Atg20 in der Lage die ATG24-

Deletion als sortierendes Nexin zu kompensieren. Die geringere PIP-Spezifitat von Atg20
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konnte entsprechend ausreichen, um den Endosom-Golgi-Transport zu stabilisieren und
dadurch die PM-Lokalisation von aSyn-GFP zu ermdglichen. Ein weiterer Faktor der diesen
Retromer- bzw. Atg20/Atg24-abhangigen Transport von aSyn zum Golgi bekréftigt, ist die
zytoplasmatische Akkumulation von membranbindendem aSyn in Deletionsstammen der
Endosom-Golgi Rab GTPase Ypt6 (Soper et al., 2011). Diese Akkumulationen gleichen den
in vps34A beobachteten GFP-positiven Inklusionen.

Es ist denkbar, dass beide der vorgeschlagenen Transportwege simultan ablaufen und durch
die Expression von membranbindenden aSyn-GFP-Spezies sogar induziert werden. Dies wird
auch durch den in dieser Arbeit beobachteten Anstieg punktierter PI3P-haltiger Vesikel
bekraftigt, welcher ausschliellich durch membranbindende aSyn-GFP-Spezies hervorgerufen
wird (siehe Ergebnisse, Abbildung 31). Proteomanalysen WT aSyn-exprimierender Hefezellen
belegen zudem, dass es zu einem aSyn-abhéngigen Anstieg von SNARE-Proteinen wie Golgi
SNARE 1 (Gosl), ,carboxypeptidase Y-deficient 12“ (Pepl2), ,suppressor of the null allele of
CAP 2 (Snc2) und Ykt6; von Rab GTPasen wie Sec4 (Golgi-PM-Transport), Vps2l
(endosomaler Transport), Yptl (ER-Golgi- und Endosom-Golgi-Transport), Ypt6 (Endosom-
Golgi-Transport), Ypt31 (Golgi-PM-Transport), und Ypt52 (endosomaler Transport); sowie von
ER-Golgi-Sortierungsproteinen wie Sec24, Sec62 und ,Yip one suppressor 1“ (Yosl) kommt
(Popova et al., 2021). Diese Proteine sind Bestandteile des sekretorischen Wegs sowie
endosomaler Transportsysteme und werden direkt durch die Expression von aSyn beeinflusst.
Besonders interessant sind hierbei die hochregulierten Rab GTPasen, da jedes dieser
Proteine mit der PM-Lokalisation von aSyn in Verbindung gebracht wurde und zudem mit
aSyn-Inklusionen colokalisiert (Gitler et al., 2008; Soper et al., 2011). Sie bilden zudem

wichtige Faktoren fir den gesamten beschriebenen Weg vom Endosom zur PM.
4.3 PM-Lokalisation von aSyn und funktionale Parallelen zur Saugersynapse

Der letzte Teil des sekretorischen Transportwegs beinhaltet den Transport vom trans-Golgi-
Netzwerk zur PM. Hierbei werden PIl4P-haltige, sekretorische Vesikel Ypt31- bzw. Ypt32-
abhangig aus dem trans-Golgi entlassen (Benli et al., 1996; Jedd et al., 1997). Ypt31/32
rekrutiert den PI4P-bindenden ,guanine nucleotide exchange factor (GEF) Sec2 (Mizuno-
Yamasaki et al., 2010), welcher wiederum die Rab GTPase Sec4 aktiviert (Elkind et al., 2000;
Ortiz et al., 2002; Walch-Solimena et al., 1997). Sec4 ist eine essenzielle Rab GTPase, welche
fur die letzten Schritte des sekretorischen Wegs verantwortlich ist und mit hoher Affinitat an
sekretorische Vesikel bindet (Goud et al., 1988).

In dieser Arbeit zeigte bereits die one-copy-Expression von WT und A53T aSyn-GFP einen
Anstieg der SEC4-Transkriptlevel (siehe Ergebnisse, Abbildung 32); zudem sind Ypt31 und
Sec4 auf Proteinebene erhoht (Popova et al., 2021). Das legt nahe, dass ein Teil der aSyn-

abhangigen Hochregulation sekretorischer Rab-GTPasen auf Transkriptebene erfolgt.
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Interessanterweise liegt neben Sec4 und Ypt31 auch das v-SNARE Protein Snc2 in erhohter
Menge vor, wohingegen die Level der PM-lokalisierten t-SNARE-Proteine Sec9 und Ssol/2
unverandert sind (Popova et al., 2021) und auch die Expression von SEC9 nicht beeinflusst
wurde (siehe Ergebnisse, Abbildung 32). Da Sec9 hauptsachlich PM-lokalisiert an
Knospungsstellen vorliegt, assoziiert es nicht direkt mit den von aSyn-gebundenen Vesikeln
und ist kein Teil der ,mobilen” Einheit des sekretorischen Wegs. Demnach ist es auch nicht
Uberraschend, dass die Lokalisation von Sec9 — im Gegensatz zu Sec4 — bei gleichzeitiger
Uberexpression mit aSyn nicht beeinflusst wird. Die beobachtete Anreicherung PI3P-haltiger
Vesikel deutet darauf hin, dass die durch aSyn-Expression ausgeléste Hochregulation primar

Faktoren der Transportvesikel betrifft.

Vereinfacht folgt der gezielte Transport sekretorischer Vesikel zur Hefeknospe einem
vergleichbaren Prozess wie die Exozytose synaptischer Vesikel an der Prasynapse. In beiden
Fallen handelt es sich bei den Cargovesikeln um kleine, stark positiv gekrimmte Membranen,
welche insbesondere durch PS und PIPs eine anionische Oberflache aufweisen (Binotti et al.,
2021; Zinser et al.,, 1991). Beide Vesikeltypen kdénnen sowohl aus dem Golgi als auch
endosomalen PI3P-haltigen Membranen hervorgehen. So stort beispielsweise die Inhibition
der PI3P-Biosynthese in Saugerneuronen den natirlichen Recycling-Zyklus synaptischer
Vesikel (Liu et al., 2022). An synaptischen Vesikeln wurde au3erdem der VPS34-Effektor
RABS5 gefunden, dessen funktionales Hefe-Ortholog Vps21 bei aSyn-Expression in erhdhter
Menge vorliegt (Fischer von Mollard et al., 1994; Popova et al., 2021).

Sowohl in S. cerevisiae als auch in Saugerneuronen erfolgt der finale Schritt der Vesikelfusion
Uber homologe SNARE-Komplexe, die aus einem Sec4/RAB3A-interagierenden v-SNARE
und dem PM-lokalisierten t-SNARE-Komplex bestehen. In der Hefe rekrutiert die GTP-
gebundene Form von Sec4 sekretorische Vesikel zur PM, wo der v-SNARE Snc2 mit dem t-
SNARE-Komplex aus Sec9 (SNAP-25-Ortholog) und Ssol bzw. Sso2 (Syntaxin-Orthologe)
interagiert, um die Membranfusion einzuleiten (Brennwald et al., 1994; Guo et al., 1999; Rossi
et al., 1997). Funktionell analog rekrutiert in Sadugerneuronen die Rab GTPase RAB3A
synaptische Vesikel, deren v-SNARE VAMP2 (Snc2-Ortholog) mit SNAP-25 (Sec9-Ortholog)
und Syntaxinen (Sso1/2-Orthologe) einen nahezu identischen SNARE-Komplex bildet, um die
Fusion von Vesikel und PM zu initiieren (Abbildung 35) (Horikawa et al., 1993; T. Li et al.,
2022; Sutton et al., 1998).
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Besonders interessant ist hierbei die aSyn-abhéngige Hochregulation der spat-sekretorischen
Rab GTPase Sec4 und der beobachteten Colokalisation mit aSyn-GFP nahe der
Knospungsstellen in S. cerevisiae (siehe Ergebnisse, Abbildung 32). Sec4 ist ein funktionales
Ortholog zu humanem RAB3A (51,7% Sequenzidentitat), ein wichtiger Regulator flr Priming
und Sekretion synaptischer Vesikel an der Prasynapse (Schluter et al., 2006). In murinen
Synaptosomen wurde beobachtet, dass aSyn und RAB3A an der Oberflache synaptischer
Vesikel binden und dort miteinander interagieren (Lv et al., 2022). Dieser Interaktionskomplex,
welcher ausschlie3lich bei membranassoziierten RAB3A-Proteinen beobachtet wird,
stabilisiert die Membranbindung von aSyn (Chen et al., 2013; Lv et al., 2022). Wéahrend die
Interaktion von aSyn und RAB3A unter anderem Uber den C-Terminus von aSyn vermittelt
wird (Lv et al., 2022), ist noch unklar, ob die Colokalisation von aSyn und Sec4 in S. cerevisiae
ebenfalls auf einer direkten Protein-Protein-Wechselwirkung beruht, oder vielmehr durch eine
konkurrierende Bindung an den gleichen sekretorischen Vesikeln hervorgerufen wird.
Hinweise auf Letzteres liefern Studien, die zeigen, dass eine Deletion des Protein-
interagierenden C-Terminus von aSyn keinen Einfluss auf die PM-Lokalisation in Hefe hat
(Volles & Lansbury, 2007). Dies kénnte auch erklaren, warum es zu einer Akkumulation aSyn-
GFP- und mRUBY2-Sec4-reicher Vesikel nahe der PM kommt (siehe Ergebnisse, Abbildung
32). Bindet aSyn ohne direkte Interaktion mit Sec4 an sekretorische Vesikel, kann es sein dass
beide Proteine entweder um freie Bindungsstellen konkurrieren oder die Oberflache dieser
Vesikel Uberladen, was den Fusionsprozess an der Knospe letztlich behindern kann. Es bleibt
zudem offen, ob aSyn — wie in Saugerzellen beschrieben — auch im Hefemodell zur
Stabilisierung des SNARE-Komplexes beitragt (Burré et al., 2010).

Da es sich bei humanem aSyn-GFP nicht um ein endogenes Hefeprotein handelt, stellt sich
letztlich die Frage, inwiefern dieses Protein die Genregulation des sekretorischen Apparats
beeinflussen kann. In Saugerzellen wurde aSyn teilweise im Nukleus nachgewiesen, wo es
durch direkte Bindung des DNA-RUckgrats oder durch indirekte Interaktion mit epigenetischen
Regulatoren die Genexpression beeinflussen kann (Desplats et al., 2011; Jiang et al., 2018;
Surguchov, 2023). Diese Form der Genregulation ist jedoch im Fall des Hefesystems
unwahrscheinlich, da insbesondere die mutierten Varianten A30P und AS53T mit DNA-
Modifikationen in Verbindung gebracht werden und die erhéhte Menge der SEC4-Transkripte
ausschliellich durch membranbindende aSyn-Spezies WT und A53T hervorgerufen wird
(Paiva et al., 2018; Surguchov, 2023). Zudem bestehen entsprechend dem phylogenetischen
Abstand deutliche Unterschiede zwischen dem Hefe- und S&ugergenom. So ist das
Hefegenom neben der deutlich reduzierten Genzahl mit etwa 6000 offenen Leserahmen
zudem dichter gepackt und es existieren vergleichsweise wenige Intronsequenzen. Auch die
Promotorregionen hoherer Eukaryoten weisen funktionale Unterschiede zu denen in S.

cerevisiae auf (Kuinzler et al., 1994).
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Abbildung 35: Die PM-Lokalisation aSyn-haltiger Vesikel in S. cerevisiae und an der
Saugersynapse erfolgt Uiber einen hoch-konservierten Prozess. Stark vereinfachte Darstellung des
finalen Schritts der PM-Lokalisation von aSyn-gebundenen, PIP-haltigen sekretorischen (sekret.)
Vesikeln in S. cerevisiae (links) und synaptischen (synapt.) Vesikeln an der Sdugersynapse (rechts). In
beiden Fallen Interagieren konservierte vesikelgebundene Rab GTPasen (Sec4 bzw. RAB3A)
zusammen mit v-SNARES (Snc2 bzw. VAMP2) mit den PM-lokalisierten Untereinheiten des t-SNARE-
Komplexes, unter anderem bestehend aus Sec9 bzw. SNAP-25 und Sso0l/2 bzw. Syntaxinen. Ein
entscheidender Unterschied ist, dass in Sdugerzellen bekannt ist, dass aSyn zuséatzlich C-terminal mit
RAB3A interagiert (rot markierter C-Terminus). Dies ist fur Sec4 nicht nachgewiesen.

Da aSyn mit hoher Spezifitdt an PIP-haltige Vesikel bindet und Rab GTPasen haufig lber
diese Signallipide an Zielmembranen rekrutiert werden (Jacob et al.,, 2021; Middleton &
Rhoades, 2010), kann vielmehr davon ausgegangen werden, dass die bereits beschriebene
Bindungskonkurrenz zwischen aSyn und Vesikel-assoziierten Proteinen wie Sec4 zu einem
aSyn-induzierten vesikularen Transportstress fiihrt. Ein vergleichbarer Effekt wurde bereits fur
das SNX-Protein Atg24 beobachtet und fur Snx3 vermutet (Rajasekaran et al., 2022;
Rajasekaran et al., 2021). Die in dieser Arbeit beobachtete Hochregulation sekretorischer
Transportproteine sowie der Anstieg PI3P-haltiger Vesikel lassen sich als kompensatorische

Antwort auf diesen Stress interpretieren (siehe Ergebnisse, Abbildung 31).
4.4 Verteilung von aSyn liber die PM

An der PM angekommen wird aSyn-GFP Uber die gesamte Zelloberflache verteilt. Dies zeigt
sich auch in der mikroskopischen Zeitreihe der Galactose-induzierten aSyn-GFP-Expression
(siehe Ergebnisse, Abbildung 30). Fur eine PI4P- bzw. P14,5P2-abhangige laterale Verteilung
des Proteins spricht die mikroskopische Zeitreihe nach vollstandiger Stt4-Inhibition durch
Wortmannin. Auch in diesem Fall bilden sich zellulare aSyn-GFP-Akkumulationen. Im

Gegensatz zu den Beobachtungen in den PI3P-defizienten Stdammen handelt es sich hierbei

108



Diskussion

jedoch um PM-lokalisierte Inklusionen, die insbesondere an Knospungsstellen sich teilender

Zellen entstehen (siehe Ergebnisse, Abbildung 29).

Da es sich bei der Pl4-Kinase Stt4 um ein zytosolisches Enzym handelt und PM-Lipide
asymmetrisch verteilt sind — mit PS, PE und PIPs auf der zytosolischen Seite und PC sowie
Sphingolipide auf der extrazellularen Seite (Boura & Nencka, 2015; Jain et al., 2025; Norris et
al., 2024) — kann davon ausgegangen werden, dass aSyn-GFP gebunden an PI4P oder
P14,5P2 im zytosolischen Teil der PM angereichert wird. Ob letztlich PI4P oder Pl4,5P2
entscheidend fur den Transport entlang der PM ist, kann nicht vollstandig geklart werden, da
im verwendeten mss4-103-Stamm noch geringe Mengen PI4,5P2 vorhanden sind (Audhya &
Emr, 2003). Von den vier in S. cerevisiae beschriebenen PIP-Spezies hat aSyn jedoch die
geringste Affinitat zu P14,5P2 (Galka et al., 2024).

Mithilfe der vorliegenden Daten und der aktuellen Literatur kann ein hypothetisches Modell fiir
die PM-Lokalisation von aSyn erstellt werden (Abbildung 36). Dieses Modell zeigt, dass der
intrazellulare Transport von membranbindenden aSyn-Spezies in S. cerevisiae maf3geblich
durch die Verflugbarkeit und Kompartiment-spezifische Lokalisation von PIP-Spezies
beeinflusst wird. Dabei existieren moglicherweise zwei parallele, sich erganzende
Transportwege, die die PM-Lokalisation erméglichen: ein Fabl- bzw. PI3,5P2-abhéangiges
endosomales Recycling und der klassische sekretorische Weg, ausgehend von endosomalem
retrograden Vesikeltransport. Die spezifische Bindung von aSyn-GFP an PI3P-haltige Vesikel,
die Bindungskonkurrenz zu endogenen PIP-assoziierten Proteinen wie Atg24 sowie die aSyn-
abhangige Hochregulation diverser sekretorischer Rab GTPasen wie Sec4 deuten darauf hin,
dass humanes aSyn Uber das Endosom gezielt in bestehende Transportprozesse eingreifen
kann und somit in Richtung der PM transportiert wird. Hierbei stellt aSyn nicht nur vesikulares
Cargo dar, sondern ebenfalls einen aktiven Modulator von Lipid- bzw. Vesikel-assoziierten

Prozessen.

Insgesamt verdeutlichen die vorliegenden Daten, dass aSyn in S. cerevisiae gezielt in
evolutiondr hochkonservierte Membrantransport- und Fusionsmechanismen eingreift, die
funktionell mit Prozessen an neuronalen Prasynapsen verwandt sind. Trotz der
phylogenetischen Distanz zwischen Hefen und Saugetieren lassen sich aussagekraftige
Parallelen insbesondere in der Organisation der PM-lokalisierten Fusionskomplexe
ausmachen. Das Hefemodell ermdglicht somit nicht nur die ldentifizierung von PI3P als
wichtigen Faktor der aSyn-Lokalisation, sondern liefert zudem wertvolle Hinweise auf
molekulare Schnittstellen, die potenzielle Angriffspunkte fir relevante, pathologische

Veranderungen im PD-Kontext darstellen.
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Abbildung 36: Hypothetisches Modell des PM-Transports von WT und A53T aSyn. Schematische
Darstellung des beschriebenen aSyn-Transports vom Zytoplasma an die Knospungsstellen an der PM.
Heterolog exprimiertes aSyn fihrt zu einer Anreicherung PI3P-haltiger Vesikel, welche endosomal
durch den PI3K-Komplex Il gebildet werden. In diesem Modell bindet aSyn an die PI3P-haltigen Vesikel
und wird anschlieend tber zwei parallele Transportmechanismen zur PM beférdert. Ein Weg ist das
direkte endosomale Recycling, welches PI3,5P2-abhangig verlauft. Der zweite Weg beschreibt den
Eintritt von aSyn in den kanonischen sekretorischen Weg Uber den retrograden, méglicherweise Atg24-
abhangigen Transport vom Endosom zum Golgi. Am trans-Golgi wird aSyn, gebunden an PI4P- und
Sec4-haltige Vesikel, zur PM befordert. Sec4 liegt bei Expression von WT und A53T aSyn
transkriptionell hochreguliert vor. Die Fusion mit der PM erfolgt mutmaRlich unter anderem uber die
Interaktion mit dem t-SNARE Sec9 und die Verteilung entlang der PM ist abhangig von der P14P- oder
P14,5P2-Verfligbarkeit. Abbildung angelehnt an (Léser et al., 2025).

Zusammenfassung

Diese Arbeit zeigt, dass S. cerevisiae ein leistungsfahiges Modellsystem zur Untersuchung
grundlegender molekularer Mechanismen zellularer aSyn-Interaktionen darstellt. Da bislang
kein Modellsystem existiert, das das gesamte Spektrum der mit Morbus Parkinson assoziierten
Prozesse abbildet, ist es entscheidend, sich auf isolierte Mechanismen zu konzentrieren — mit
dem Ziel, die dabei gewonnenen Erkenntnisse kiunftig auf phylogenetisch naher verwandte

Systeme zu Ubertragen.

Das initiale Ziel dieser Arbeit war es, aSyn-abhéngige Effekte auf konservierte Proteostase-
Mechanismen zu untersuchen und zudem die Rolle Autophagie-assoziierter Proteine fir die
Lokalisation und Zytotoxizitat von aSyn zu bestimmen. Die Beobachtung einer ausgepréagten
zytoplasmatischen Mislokalisation von aSyn in der PI3K-Deletionsmutante vps34A
ermoglichte die erstmalige Identifikation eines direkten Zusammenhangs zwischen
spezifischen Phosphoinositiden und sekretorischen Transportfaktoren, die maf3geblich am

PM-Transport von aSyn beteiligt sind. Dieser Transportmechanismus ist von niederen
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Eukaryoten bis zu S&augetieren hoch konserviert und bietet damit eine Grundlage, um die
gewonnenen Erkenntnisse im néchsten Schritt auf physiologisch relevante PD-Modelle zu

Ubertragen.

Im Bereich der Proteostase konnte gezeigt werden, dass aSyn keinen Einfluss auf die
Stickstoffmangel-induzierte Aktivierung der zellularen Makroautophagie in teilungsaktiven,
glykolytisch wachsenden Zellen hat. In alternden, respiratorisch aktiven Zellen nimmt jedoch
die Bedeutung selektiver Autophagie deutlich zu, was sich in Lebensspannenexperimenten
widerspiegelt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der dosisabhéangige Effekt auf die 26S-
Proteasomaktivitat durch  WT aSyn-GFP nicht ausschlie3lich mit den Lipid-
Bindeeigenschaften des Proteins zusammenhéangt. Im Gegensatz dazu fuhrt die high-copy-
Expression membranbindender aSyn-Spezies zur Bildung unléslicher Proteinaggregate.
Literaturdaten weisen darauf hin, dass die Bildung dieser Aggregate mdglicherweise mit
mitochondrialem Stress in Verbindung steht.

Hinsichtlich des zellularen aSyn-Transports wurde deutlich, dass die endosomale PI3P-
Biosynthese durch den PI3K-Komplex Il essenziell fir die PM-Lokalisation membranbindender
aSyn-Spezies ist. Auch PI3,5P2 stellt — zumindest teilweise — einen wichtigen Faktor fir die
PM-Lokalisation dar. Auf der anderen Seite ist die P14P- bzw. P14,5P2-Synthese entscheidend
fur die Verteilung des Proteins entlang der PM. Eine Fehllokalisierung membranbindender
aSyn-Spezies in das Zytoplasma fuhrt hingegen zur zytosolischen Akkumulation nicht-

amyloider aSyn-Spezies in grof3en Protein-Lipid-Clustern.

Darliber hinaus induzieren membranbindende aSyn-Spezies die Hochregulation zentraler
Komponenten des sekretorischen Apparats, darunter PI3P-haltige Transportvesikel,
essenzielle SNARE-Proteine und Rab GTPasen wie Sec4. Besonders hervorzuheben ist, dass
die finalen Schritte des aSyn-Transports in Hefen eine ausgepragte funktionale Ahnlichkeit zur
Exozytose synaptischer Vesikel in Saugerneuronen aufweisen, inshesondere aufgrund der
hohen Konservierung Fusions-vermittelnder Faktoren am SNARE-Komplex. Da in S.
cerevisiae im Gegensatz zu Saugerzellen sehr wahrscheinlich keine direkte Bindung von aSyn
an den Fusionsfaktor Sec4 vorliegt, ist es moglich, dass die N-terminale Affinitat zu spezifisch
zusammengesetzten Membranen der jeweiligen Vesikel — insbesondere in Bezug auf PIP-
Spezies — einen groferen Einfluss auf die Lokalisation von aSyn in phylogenetisch
unterschiedlichen Systemen ausibt als mdgliche C-terminale Protein-Protein-Interaktionen.
Dies kann aufgrund der signifikanten Anderungen am neuronalen Lipidom von PD-Patienten

von grof3er Relevanz fur zukinftige Untersuchungen sein.
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bzw. beziehungsweise

CccC COMMD-CCDC22-CCDC93

CDP Cytidindiphosphat

CDP-Cho Cytidindiphosphat-Cholin
CDP-Etn Cytidindiphosphat-Ethanolamin
CHX Cycloheximid

CL Cardiolipin

Klasse-C-Kernkomplex der

CORVET class C core vacuole/endosome tethering Vakuolen/Endosomen-Verankerung

cPI cOmplete Protease Inhibitor

CTP Cytidintriphosphat

DAG Diacylglycerin

DJ-1 Parkinsonism associated deglycase Parkinson-assoziierte Deglykase
DMSO Dimethylsulfoxid

141



Abkiirzung Vollname

Anhang

Ubersetzung

DNA deoxyribonucleic acid Desoxyribonukleinsaure

DNAJ DnaJ heat shock protein family (Hsp40) Dnaq-Hitzeschockprotein-FamiIie (Hsp40)
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etc. et cetera und so weiter
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Fab formation of aploid and binucleate cells protein ;gl)lteerin dle Ellelng explerealEr e [Ehdese
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GBA Glucocerebrosidase

GDE g_uanin_e nucleotide dissociation inhibitor Guani"nnukleotid-Dissoziationsinhibitor
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GDI guanine nucleotide dissociation inhibitor Guaninnukleotid-Dissoziationsinhibitor

GEF guanine nucleotide exchange factor Guaninnukleotid-Austauschfaktor
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GPD Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
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GWAS genome-wide association study genomweite Assoziationsstudie
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IPOD insoluble protein deposit unlésliche Proteinablagerung

JUNQ juxtanuclear quality control juxtanukleare Qualitatskontrolle

LAMP Lysosome-associated membrane protein Lysosomen-assoziiertes Membranprotein
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LC microtubule-associated protein 1 light chain Mikrotubuli-assoziiertes Protein 1 leichte Kette

LD lipid droplet Lipidtropfchen
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LRRK leucine-rich repeat kinase Leucin-reiche Repeat-Kinase

Lsb Las seventeen binding protein Las17-bindendes Protein

LUHMES Lund human mesencephalic Lund menschliches Mesencephalon

MAOI monoamine oxidase inhibitors Monoaminoxidase-Inhibitoren

MAPT microtubule-associated protein tau Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau

Mgr mitochondrial genome required erforderlich fur das mitochondriale Genom
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Mrp mitochondrial ribosomal protein mitochondriales Ribosomenprotein
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Mshb multicopy suppressor of bud emergence Multikopie-Suppressor der Knospenentstehung
Mss multicopy suppressor of Stt4 mutation Multikopie-Suppressor der Stt4-Mutation
MTMR myotubularin-related Myotubularin-verwandt

mTORC mechanistic target of rapamycin complex Mechanistischer Rapamycin-Zielkomplex
N Stickstoff

n biologisches Replikat

NAC non-amyloid component nicht-amyloider Bestandteil

NEB new england biolabs

NMR nuclear magnetic resonance Kernspinresonanz

ODs0o optische Dichte bei 600 nm

PAS pre autophagosomal site Praautophagosomale Seite

PBS phosphate buffered saline phosphatgepufferte Salzlésung
PCR polymerase chain reaction Polymerasekettenreaktion

PD Parkinson's disease Parkinson-Krankheit

PE Phosphatidylethanolamin

PEG Polyethylenglykol

Pep carboxypeptidase Y-deficient Carboxypeptidase-Y-defizient
PET Positronenemissionstomographie

PG Phosphatidylglycerin

Pl Phosphatidylinositol

PI3,5P2 Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphat

PI3K Phosphatidylinositol-3-phosphat Kinase

PI3P Phosphatidylinositol-3-phosphat

P14,5P2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PI4P Phosphatidylinositol-4-phosphat

Pik1 1-Phosphatidylinositol 4-Kinase

PINK PTEN-induced kinase PTEN-induzierte Kinase

PIP Phosphatidylinositolphosphat

PIPES Piperazine-N,N'-bis(2-Ethansulfonsaure)

PL Phospholipid

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

pNPP p-Nitrophenylphosphat

PRKN Parkin

PS Phosphatidylserin

PUFA polyunsaturated fatty acids mehrfach ungesattigte Fettséduren
PX Phox-Homologie

gPCR (rq;:cr;itic’)[ﬁtive FEEIHIITIE [P I Ese Eelm quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
Rab Ras-related in brain Ras-verwandt im Gehirn

ROS reactive oxygen species reaktive Sauerstoffspezies

Rsm ribosomal small subunit of mitochondria K/I”etglcehgﬁgfg:ale Untereinheit der
RT Raumtemperatur

SCa slow component a langsame Komponente a

SCb slow component b langsame Komponente b

SD standard defined Standard definiert

SDS sodium dodecylsulfate Natriumdodecylsulfat

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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Sec secretory protein sekretorisches Protein
SNAP-25 synaptosomal-associated protein of 25 kDa Synaptosomen-assoziiertes 25 kDa-Protein
SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive- I('j_slicher N-Ethylmaleimid-sensitiver Faktor-
factor attachment receptor Bindungsrezeptor
Snc suppressor of the null allele of CAP Suppressor des Null-Allels von CAP
SNCA Synuclein Alpha
SNpc substantia nigra pars compacta
SNX sortierendes Nexin
SRP signal recognition particle Signalerkennungspartikel
Sso supressor of Sec one Secl1-Suppressor
Stt staurosporine and temperature sensitive staurosporin- und temperatursensitiv
Suc-LLVY-  Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-
AMC methylcoumarin
SuUvV small unilamellar vesicle kleines unilamellares Vesikel
SV synaptisches Vesikel
SYNJ Synaptojanin
TAE tris acetic acid edta Tris Essigsaure EDTA
TAG Triacylglycerol
TCA trichloroacetic acid Trichloressigsaure
TEMED N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
Tlg t-SNARE affecting a late Golgi compartment t-SNARE des spaten Golgi-Kompartiments
Tm melting temperatur Schmelztemperatur
Ui trademark Warenzeichen
Tom translocase of the outer mitochondrial Tr_anslokasc_a der auRBeren
membrane Mitochondrienmembran
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris/HCI Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hydrochlorid
-SNARE vesicle synaptosome-associated protein Vesikgl-Synaptosom-assoziierter
receptor Proteinrezeptor
U/min Umdrehungen pro Minute
Ubp Ubiquitin-specific-processing protease Ubiquitin-spezifische Prozessierungs-Protease
UCHL ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L Ubiquitin-carboxyterminale Hydrolase L
ULK Unc-51-like kinase Unc-51-ahnliche Kinase
UPS Ubiquitin-Proteasom-System
VAMP vesicle-associated membrane protein Vesikel-assoziiertes Membranprotein
VPS vacuolar protein sorting
VPS vacuolar protein sorting vakuolare Proteinsortierung
v-SNARE :2r(':%eptt§3r/naptosome-associated protein Ziel-Synaptosom-assoziierter Proteinrezeptor
w/o without ohne
WASH \Av(i)il:glt(t)-gldrich-Syndrom-Protein und SCAR-
WT Wildtyp
Yme yeast mitochondrial escape Entkommen (der mitochondrialen DNA) in Hefe
YNB yeast nitrogen base Hefe-Stickstoffbasis
Yos Yip one suppressor Yipl-Suppressor
YPD yeast extract peptone dextrose Hefextrakt Pepton Dextrose
Ypt yeast protein two Hefeprotein 2
ZNS zentrales Nervensystem

144



Anhang

4. Vektorkarten der in dieser Arbeit hergestellten Plasmide

URA3-Promotor CEN/ARS

AmpR-Promotor

AmpR
f1 ori

pRS316GPD-aSyn-GFP
6873 Bp

CYC1-Terminator

GPD-Promotor

Sequenz pRS316GPD-WT aSyn-GFP:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACT CACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGA
GTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACCAAACAGGGTGTGGCAGAAGCAGCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCT CCAAAACCAAGGAGGGAGTGG
TGCATGGTGTGGCAACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGA
GGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCT
GTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA
CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCAC
ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGG
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TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGC
GCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGC
TTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTAT
TAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACG
CTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC
CTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAG
CCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCG
CCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT
TACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTA
AAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTAT
TTCACACCGCATAGGGTAATAACTGATATAATTAAATTGAAGCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTTTTTTAGTTTTGCTG
GCCGCATCTTCTCAAATATGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGTAACGTTCACCCTCTACCTTAGCATCCCTTCCCTTTGCAAATAGTCCTCTTCCAACAATAATA
ATGTCAGATCCTGTAGAGACCACATCATCCACGGTTCTATACTGTTGACCCAATGCGTCTCCCTTGTCATCTAAACCCACACCGGGTGTCATAATCAACCAAT
CGTAACCTTCATCTCTTCCACCCATGTCTCTTTGAGCAATAAAGCCGATAACAAAATCTTTGTCGCTCTTCGCAATGTCAACAGTACCCTTAGTATATTCTCC
AGTAGATAGGGAGCCCTTGCATGACAATTCTGCTAACATCAAAAGGCCTCTAGGTTCCTTTGTTACTTCTTCTGCCGCCTGCTTCAAACCGCTAACAATACCT
GGGCCCACCACACCGTGTGCATTCGTAATGTCTGCCCATTCTGCTATTCTGTATACACCCGCAGAGTACTGCAATTTGACTGTATTACCAATGTCAGCAAATT
TTCTGTCTTCGAAGAGTAAAAAATTGTACTTGGCGGATAATGCCTTTAGCGGCTTAACTGTGCCCTCCATGGAAAAATCAGTCAAGATATCCACATGTGTTTT
TAGTAAACAAATTTTGGGACCTAATGCTTCAACTAACTCCAGTAATTCCTTGGTGGTACGAACATCCAATGAAGCACACAAGTTTGTTTGCTTTTCGTGCATG
ATATTAAATAGCTTGGCAGCAACAGGACTAGGATGAGTAGCAGCACGTTCCTTATATGTAGCTTTCGACATGATTTATCTTCGTTTCCTGCAGGTTTTTGTTC
TGTGCAGTTGGGTTAAGAATACTGGGCAATTTCATGTTTCTTCAACACTACATATGCGTATATATACCAATCTAAGTCTGTGCTCCTTCCTTCGTTCTTCCTT
CTGTTCGGAGATTACCGAATCAAAAAAATTTCAAAGAAACCGAAATCAAAAAAAAGAATAAAAAAAAAATGATGAATTGAATTGAAAAGCTGTGGTATGGTGC
ACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCG
CTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

Sequenz pRS316GPD-A30P aSyn-GFP:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGA
GTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACCAAACAGGGTGTGGCAGAAGCACCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCTCCAAAACCAAGGAGGGAGTGG
TGCATGGTGTGGCAACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGA
GGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCT
GTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA
CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCAC
ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGG
TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGC
GCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGC
TTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTAT
TAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACG
CTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC
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CTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAG
CCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCG
CCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT
TACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTA
AAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTAT
TTCACACCGCATAGGGTAATAACTGATATAATTAAATTGAAGCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTTTTTTAGTTTTGCTG
GCCGCATCTTCTCAAATATGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGTAACGTTCACCCTCTACCTTAGCATCCCTTCCCTTTGCAAATAGTCCTCTTCCAACAATAATA
ATGTCAGATCCTGTAGAGACCACATCATCCACGGTTCTATACTGTTGACCCAATGCGTCTCCCTTGTCATCTAAACCCACACCGGGTGTCATAATCAACCAAT
CGTAACCTTCATCTCTTCCACCCATGTCTCTTTGAGCAATAAAGCCGATAACAAAATCTTTGTCGCTCTTCGCAATGTCAACAGTACCCTTAGTATATTCTCC
AGTAGATAGGGAGCCCTTGCATGACAATTCTGCTAACATCAAAAGGCCTCTAGGTTCCTTTGTTACTTCTTCTGCCGCCTGCTTCAAACCGCTAACAATACCT
GGGCCCACCACACCGTGTGCATTCGTAATGTCTGCCCATTCTGCTATTCTGTATACACCCGCAGAGTACTGCAATTTGACTGTATTACCAATGTCAGCAAATT
TTCTGTCTTCGAAGAGTAAAAAATTGTACTTGGCGGATAATGCCTTTAGCGGCTTAACTGTGCCCTCCATGGAAAAATCAGTCAAGATATCCACATGTGTTTT
TAGTAAACAAATTTTGGGACCTAATGCTTCAACTAACTCCAGTAATTCCTTGGTGGTACGAACATCCAATGAAGCACACAAGTTTGTTTGCTTTTCGTGCATG
ATATTAAATAGCTTGGCAGCAACAGGACTAGGATGAGTAGCAGCACGTTCCTTATATGTAGCTTTCGACATGATTTATCTTCGTTTCCTGCAGGTTTTTGTTC
TGTGCAGTTGGGTTAAGAATACTGGGCAATTTCATGTTTCTTCAACACTACATATGCGTATATATACCAATCTAAGTCTGTGCTCCTTCCTTCGTTCTTCCTT
CTGTTCGGAGATTACCGAATCAAAAAAATTTCAAAGAAACCGAAATCAAAAAAAAGAATAAAAAAAAAATGATGAATTGAATTGAAAAGCTGTGGTATGGTGC
ACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCG
CTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

Sequenz pRS316GPD-A53T aSyn-GFP:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGA
GTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACCAAACAGGGTGTGGCAGAAGCAGCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCT CCAAAACCAAGGAGGGAGTGG
TGCATGGTGTGACAACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGA
GGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCT
GTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA
CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCAC
ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGG
TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGC
GCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGC
TTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTAT
TAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACG
CTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC
CTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAG
CCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCG
CCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT
TACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTA
AAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTAT
TTCACACCGCATAGGGTAATAACTGATATAATTAAATTGAAGCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTTTTTTAGTTTTGCTG
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GCCGCATCTTCTCAAATATGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGTAACGTTCACCCTCTACCTTAGCATCCCTTCCCTTTGCAAATAGTCCTCTTCCAACAATAATA
ATGTCAGATCCTGTAGAGACCACATCATCCACGGTTCTATACTGTTGACCCAATGCGTCTCCCTTGTCATCTAAACCCACACCGGGTGTCATAATCAACCAAT
CGTAACCTTCATCTCTTCCACCCATGTCTCTTTGAGCAATAAAGCCGATAACAAAATCTTTGTCGCTCTTCGCAATGTCAACAGTACCCTTAGTATATTCTCC
AGTAGATAGGGAGCCCTTGCATGACAATTCTGCTAACATCAAAAGGCCTCTAGGTTCCTTTGTTACTTCTTCTGCCGCCTGCTTCAAACCGCTAACAATACCT
GGGCCCACCACACCGTGTGCATTCGTAATGTCTGCCCATTCTGCTATTCTGTATACACCCGCAGAGTACTGCAATTTGACTGTATTACCAATGTCAGCAAATT
TTCTGTCTTCGAAGAGTAAAAAATTGTACTTGGCGGATAATGCCTTTAGCGGCTTAACTGTGCCCTCCATGGAAAAATCAGTCAAGATATCCACATGTGTTTT
TAGTAAACAAATTTTGGGACCTAATGCTTCAACTAACTCCAGTAATTCCTTGGTGGTACGAACATCCAATGAAGCACACAAGTTTGTTTGCTTTTCGTGCATG
ATATTAAATAGCTTGGCAGCAACAGGACTAGGATGAGTAGCAGCACGTTCCTTATATGTAGCTTTCGACATGATTTATCTTCGTTTCCTGCAGGTTTTTGTTC
TGTGCAGTTGGGTTAAGAATACTGGGCAATTTCATGTTTCTTCAACACTACATATGCGTATATATACCAATCTAAGTCTGTGCTCCTTCCTTCGTTCTTCCTT
CTGTTCGGAGATTACCGAATCAAAAAAATTTCAAAGAAACCGAAATCAAAAAAAAGAATAAAAAAAAAATGATGAATTGAATTGAAAAGCTGTGGTATGGTGC
ACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCG
CTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

URA3-Promotor CEN/ARS

AmpR-Promotor

AmpR

f1 ori

pRS316GPD-A38 aSyn-GFP
6756 Bp

CYC1-Terminator

A38 aSyn-GFP

GPD-Promotor

Sequenz:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACT CACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
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ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAGTGCATGGTGTGGCA
ACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGAGGGAGCAGGGAGCA
TTGCAGCAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCTGTGGATCCTGACAA
TGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCC
ATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCT
GCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA
CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGC
GACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCT
ATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAA
CACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTC
CTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCC
TCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTT
ATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAA
TTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAA
CTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAAT
GGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCLTTTCGC
TTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGAC
CCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGAC
TCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGAT
TTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAG
GGTAATAACTGATATAATTAAATTGAAGCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTTTTTTAGTTTTGCTGGCCGCATCTTCTCA
AATATGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGTAACGTTCACCCTCTACCTTAGCATCCCTTCCCTTTGCAAATAGTCCTCTTCCAACAATAATAATGTCAGATCCTGT
AGAGACCACATCATCCACGGTTCTATACTGTTGACCCAATGCGTCTCCCTTGTCATCTAAACCCACACCGGGTGTCATAATCAACCAATCGTAACCTTCATCT
CTTCCACCCATGTCTCTTTGAGCAATAAAGCCGATAACAAAATCTTTGTCGCTCTTCGCAATGTCAACAGTACCCTTAGTATATTCTCCAGTAGATAGGGAGC
CCTTGCATGACAATTCTGCTAACATCAAAAGGCCTCTAGGTTCCTTTGTTACTTCTTCTGCCGCCTGCTTCAAACCGCTAACAATACCTGGGCCCACCACACC
GTGTGCATTCGTAATGTCTGCCCATTCTGCTATTCTGTATACACCCGCAGAGTACTGCAATTTGACTGTATTACCAATGTCAGCAAATTTTCTGTCTTCGAAG
AGTAAAAAATTGTACTTGGCGGATAATGCCTTTAGCGGCTTAACTGTGCCCTCCATGGAAAAATCAGTCAAGATATCCACATGTGTTTTTAGTAAACAAATTT
TGGGACCTAATGCTTCAACTAACTCCAGTAATTCCTTGGTGGTACGAACATCCAATGAAGCACACAAGTTTGTTTGCTTTTCGTGCATGATATTAAATAGCTT
GGCAGCAACAGGACTAGGATGAGTAGCAGCACGTTCCTTATATGTAGCTTTCGACATGATTTATCTTCGTTTCCTGCAGGTTTTTGTTCTGTGCAGTTGGGTT
AAGAATACTGGGCAATTTCATGTTTCTTCAACACTACATATGCGTATATATACCAATCTAAGTCTGTGCTCCTTCCTTCGTTCTTCCTTCTGTTCGGAGATTA
CCGAATCAAAAAAATTTCAAAGAAACCGAAATCAAAAAAAAGAATAAAAAAAAAATGATGAATTGAATTGAAAAGCTGTGGTATGGTGCACTCTCAGTACAAT
CTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCT
GTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

URA3-Promotor CEN/ARS

AmpR-Promotor

f1 ori

pRS316GPD-A53 aSyn-GFP
6711 Bp

CYC1-Ter

A53 aSyn-GFP

GPD-Promotor

Sequenz:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
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GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAACAAATGTTGGAGGA
GCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGAGGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGA
ATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCTGTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGA
ACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGC
GTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCA
CCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCAC
CATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAG
GAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCA
AGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTA
CCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGAC
GAGCTGTACAAGTAACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACC
TGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCA
TGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGC
GCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAAT
AGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGG
TGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCA
AGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
CCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATT
CTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTAC
AATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGGGTAATAACTGATATAATTAAATTGAAGCTCTAATTTGTGAGTTT
AGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTTTTTTAGTTTTGCTGGCCGCATCTTCTCAAATATGCTTCCCAGCCTGCTTTTCTGTAACGTTCACCCTCTACCT
TAGCATCCCTTCCCTTTGCAAATAGTCCTCTTCCAACAATAATAATGTCAGATCCTGTAGAGACCACATCATCCACGGTTCTATACTGTTGACCCAATGCGTC
TCCCTTGTCATCTAAACCCACACCGGGTGTCATAATCAACCAATCGTAACCTTCATCTCTTCCACCCATGTCTCTTTGAGCAATAAAGCCGATAACAAAATCT
TTGTCGCTCTTCGCAATGTCAACAGTACCCTTAGTATATTCTCCAGTAGATAGGGAGCCCTTGCATGACAATTCTGCTAACATCAAAAGGCCTCTAGGTTCCT
TTGTTACTTCTTCTGCCGCCTGCTTCAAACCGCTAACAATACCTGGGCCCACCACACCGTGTGCATTCGTAATGTCTGCCCATTCTGCTATTCTGTATACACC
CGCAGAGTACTGCAATTTGACTGTATTACCAATGTCAGCAAATTTTCTGTCTTCGAAGAGTAAAAAATTGTACTTGGCGGATAATGCCTTTAGCGGCTTAACT
GTGCCCTCCATGGAAAAATCAGTCAAGATATCCACATGTGTTTTTAGTAAACAAATTTTGGGACCTAATGCTTCAACTAACTCCAGTAATTCCTTGGTGGTAC
GAACATCCAATGAAGCACACAAGTTTGTTTGCTTTTCGTGCATGATATTAAATAGCTTGGCAGCAACAGGACTAGGATGAGTAGCAGCACGTTCCTTATATGT
AGCTTTCGACATGATTTATCTTCGTTTCCTGCAGGTTTTTGTTCTGTGCAGTTGGGTTAAGAATACTGGGCAATTTCATGTTTCTTCAACACTACATATGCGT
ATATATACCAATCTAAGTCTGTGCTCCTTCCTTCGTTCTTCCTTCTGTTCGGAGATTACCGAATCAAAAAAATTTCAAAGAAACCGAAATCAAAAAAAAGAAT
AAAAAAAAAATGATGAATTGAATTGAAAAGCTGTGGTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAAC
ACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCA
TCACCGAAACGCGCGA
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CEN/ARS

AmpR-Promotor

CYC1-Terminator

p413GPD-VPS15-mRUBY2
10931 Bp

GPD-Promotor

VPS15-mRUBY2

Sequenz:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGCATACCCTTATGATGTTCCAGATTACGCTGATGGGGGC
ACAATTATCACTAGTGGTCCAAGCATCACCTTCCATAGCCATTTTTTCATATATCGATGTCTTAGAGGAAGTACACTACGTTTCACAGTTAAACTCATCAAGA
TTCTTAAAAACATGCAAGGCACTGGACCCTAACGGCGAAATTGTTATCAAAGTGTTTATTAAACCAAAAGACCAATATAGCTTACGACCTTTTCTCCAACGTA
TAAGGGCTCAATCGTTTAAGTTGGGACAACTACCGCACGTTTTAAACTACAGTAAATTGATCGAGACAAATAGAGCCGGCTACATGATACGGCAGCACTTAAA
AAATAATTTATATGACAGATTGAGTTTGAGACCTTACTTACAAGACATTGAACTGAAATTCATTGCTTTCCAGTTGTTAAATGCATTAAAGGACATTCATAAT
CTGAATATTGTCCATGGTGATATAAAGACAGAAAATATCCTAGTAACAAGTTGGAATTGGTGTATATTGACAGATTTTGCTGCATTTATCAAACCCGTATATT
TGCCTGAAGATAATCCAGGTGAATTTTTATTCTACTTCGACACCTCGAAGAGAAGAACCTGTTATCTAGCCCCGGAGAGGTTTAACTCTAAACTTTACCAAGA
TGGAAAATCTAACAATGGTAGGCTAACTAAAGAAATGGACATATTTAGTCTTGGATGTGTTATTGCAGAAATATTTGCTGAAGGAAGACCCATCTTCAACTTA
TCACAGCTATTCAAATATAAAAGTAATTCATATGACGTAAACAGGGAATTTCTCATGGAGGAAATGAATTCTACCGATTTAAGGAACTTGGTTCTAGACATGA
TTCAACTAGATCCATCCAAAAGACTTTCATGTGATGAACTACTGAATAAATATCGTGGCATTTTCTTCCCCGATTATTTCTACACTTTCATTTATGATTATTT
CAGAAATTTGGTTACTATGACAACAAGCACACCGATATCAGATAACACTTGCACCAATAGTACCTTGGAAGACAATGTAAAACTTTTAGATGAAACTACGGAA
AAAATATACAGAGATTTTTCCCAAATATGTCATTGTTTGGACTTTCCTTTAATAAAAGACGGGGGTGAGATTGGTTCAGACCCCCCAATTTTGGAATCTTACA
AAATAGAGATAGAAATTAGTCGGTTTTTAAACACAAACTTATATTTCCCCCAAAATTACCATTTAGTCTTACAGCAGTTTACCAAAGTATCCGAAAAGATAAA
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ATCAGTTAAAGAGGAATGTGCCTTACTCTTTATCTCTTATTTGTCTCATAGTATAAGAAGTATTGTTTCGACTGCTACGAAACTTAAAAATTTAGAACTATTA
GCAGTATTTGCACAATTCGTTTCTGATGAAAATAAAATTGATCGAGTCGTACCTTATTTCGTATGTTGTTTTGAAGATAGTGACCAGGACGTCCAGGCCCTAT
CTTTGTTAACATTAATCCAGGTACTCACCTCTGTAAGAAAATTGAATCAATTGAACGAGAATATATTTGTGGACTACTTACTTCCGAGACTGAAAAGATTACT
TATTTCCAATAGGCAGAATACCAATTATTTAAGGATTGTGTTTGCTAATTGTTTGAGCGACTTGGCCATTATCATTAATAGATTTCAAGAATTTACATTTGCT
CAGCACTGCAATGATAACTCAATGGATAACAACACGGAAATCATGGAAAGCAGTACCAAGTATTCAGCAAAATTGATCCAAAGTGTCGAAGATTTAACTGTCT
CTTTTTTAACAGATAATGATACTTATGTAAAGATGGCACTTTTGCAAAACATTCTTCCACTTTGTAAATTTTTTGGTAGGGAAAGAACAAACGATATTATACT
GAGTCATTTAATAACCTACCTTAATGATAAGGACCCAGCATTGCGAGTTTCCTTAATTCAAACAATATCCGGAATATCAATTCTTTTGGGTACCGTTACATTA
GAACAGTATATTTTACCATTGTTAATCCAGACCATCACTGATTCGGAAGAATTAGTAGTGATCAGTGTTTTACAAAGCTTAAAATCTTTGTTCAAGACTGGGT
TGATTAGGAAAAAATATTATATTGATATATCAAAAACAACATCTCCCTTGTTGTTGCATCCTAATAATTGGATAAGACAGTTTACTTTGATGATAATTATAGA
AATTATTAATAAGTTATCAAAAGCCGAAGTGTACTGCATTCTCTATCCAATAATAAGGCCTTTCTTCGAATTTGACGTTGAGTTCAACTTCAAATCAATGATA
AGCTGTTGCAAGCAACCAGTGTCAAGATCGGTTTACAATCTATTGTGTAGTTGGTCTGTTAGAGCGTCAAAATCTTTATTTTGGAAAAAAATCATCACAAATC
ATGTAGATTCATTCGGAAATAATAGAATCGAATTTATAACAAAAAATTACTCAAGTAAAAATTATGGATTTAATAAAAGAGATACGAAATCAAGTTCCTCGCT
GAAGGGTATTAAAACATCATCCACCGTCTATTCACATGACAACAAGGAAATTCCCTTAACTGCTGAAGACAGAAATTGGATTGATAAGTTCCACATTATTGGG
CTAACAGAAAAAGATATTTGGAAAATTGTGGCTTTGAGGGGTTATGTAATAAGGACAGCGAGAGTTATGGCAGCGAACCCTGATTTTCCATATAATAATAGTA
ATTACCGTCCATTAGTACAGAACTCACCACCTAACCTAAACCTTACGAATATTATGCCAAGAAACATTTTCTTTGATGTAGAGTTTGCTGAAGAGTCGACAAG
TGAGGGACAAGATTCTAACTTAGAGAACCAACAGATATATAAATATGATGAAAGTGAGAAAGATAGCAATAAGCTAAATATTAACGGTAGCAAACAGCTATCT
ACCGTCATGGACATAAATGGATCACTAATATTCAAAAATAAGTCCATTGCCACTACTACTTCTAATTTGAAGAACGTTTTTGTTCAGTTAGAACCAACGTCCT
ATCACATGCATTCTCCAAATCATGGCTTGAAAGATAATGCAAATGTTAAACCAGAAAGGAAGGTAGTCGTCAGCAACAGCTATGAAGGCGACGTTGAAAGCAT
AGAAAAATTCCTATCGACTTTCAAAATTTTACCTCCTCTGAGAGATTATAAGGAGTTTGGGCCTATTCAAGAGATTGTACGGAGTCCAAACATGGGTAATTTG
AGGGGCAAGTTGATAGCTACTTTGATGGAAAACGAACCCAATTCTATTACGTCTTCTGCTGTTTCTCCAGGAGAAACACCCTATTTAATAACAGGTTCAGATC
AAGGTGTAATCAAGATTTGGAACCTGAAAGAGATTATCGTGGGCGAGGTTTACTCTTCTTCTTTAACTTATGACTGCTCCTCTACCGTAACTCAGATAACCAT
GATTCCTAACTTTGACGCGTTTGCCGTTTCCAGTAAAGATGGACAAATAATTGTATTAAAGGTTAATCATTACCAACAAGAAAGTGAAGTCAAATTTTTGAAT
TGCGAATGCATCAGGAAAATTAACTTGAAGAATTTTGGTAAAAATGAATACGCAGTGAGAATGAGAGCATTTGTGAATGAGGAAAAATCTCTACTAGTAGCAT
TGACGAATTTGTCAAGGGTTATTATATTTGATATTAGAACCCTGGAGAGGTTACAAATTATAGAGAATTCTCCAAGGCATGGTGCCGTTTCAAGCATCTGTAT
CGATGAAGAGTGTTGTGTCCTAATTTTGGGGACGACTAGAGGTATTATTGATATATGGGATATCCGTTTCAACGTGCTGATAAGGAGTTGGTCCTTTGGGGAC
CACGCACCAATCACGCATGTGGAGGTTTGTCAGTTTTATGGAAAGAATTCTGTAATTGTTGTAGGAGGTAGTTCAAAAACATTTCTAACAATATGGAATTTTG
TTAAGGGGCATTGTCAGTATGCTTTCATAAATTCTGATGAACAGCCATCTATGGAGCACTTTTTACCAATTGAGAAAGGCTTAGAAGAATTAAATTTTTGTGG
AATCAGGTCTTTAAACGCACTAAGCACTATCTCAGTATCTAATGATAAAATTCTTCTTACCGATGAAGCAACAAGTTCCATTGTTATGTTTAGCCTAAATGAG
CTTTCTTCTTCTAAAGCAGTAATAAGTCCTTCAAGATTCAGTGACGTTTTTATTCCTACACAAGTTACGGCAAATCTCACAATGTTATTGAGAAAAATGAAAC
GTACTAGCACTCATTCAGTAGATGATTCTCTATATCATCATGATATTATAAATTCTATATCTACATGTGAAGTTGATGAGACACCTTTGCTGGTTGCTTGTGA
TAACTCAGGGCTTATTGGAATCTTCCAAATCGGTGACGGTGGATCCTTAATTAACATGGTGTCCAAAGGAGAGGAGTTAATCAAGGAAAACATGAGAATGAAA
GTTGTCATGGAGGGCTCCGTTAATGGTCACCAATTCAAGTGTACAGGGGAAGGTGAAGGTAATCCTTACATGGGTACACAAACTATGAGAATTAAAGTAATTG
AAGGCGGACCACTACCATTTGCATTTGACATTCTGGCAACGTCATTCATGTACGGATCACGAACTTTCATCAAGTACCCTAAAGGTATACCAGACTTTTTCAA
GCAATCTTTTCCAGAGGGTTTTACATGGGAAAGGGTTACAAGATACGAAGATGGGGGTGTCGTCACAGTTATGCAAGATACTTCATTAGAAGATGGCTGCCTT
GTCTATCATGTGCAAGTAAGAGGGGTGAATTTTCCTTCTAACGGACCTGTGATGCAGAAAAAGACCAAAGGTTGGGAACCAAATACTGAAATGATGTACCCAG
CTGATGGAGGTTTGAGAGGCTACACACACATGGCGCTTAAAGTTGATGGTGGAGGTCATTTGTCTTGTAGTTTTGTTACCACTTATCGTTCTAAAAAGACTGT
TGGCAATATCAAAATGCCAGGAATACATGCTGTAGACCACAGACTAGAAAGACTCGAAGAGAGCGATAACGAAATGTTCGTTGTACAGAGAGAGCATGCCGTA
GCCAAATTTGCTGGCTTAGGCGGTGGTATGGATGAATTGTATAAGTAAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTC
TAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCT
TTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCA
ATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGC
ACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGT
AGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTA
GGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGA
ACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACG
CGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGATCCGTCGAGTTCAAGA
GAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGCCTCGTTCAGAATGACACGTATAGAATGATGCATTACCTTGTCATCTTCAGTATCATACTGTT
CGTATACATACTTACTGACATTCATAGGTATACATATATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGTCACTACATAAGAACACCTT
TGGTGGAGGGAACATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCAACCGCAAGAGCCTTGAACGCACTCTCACTACGGTGATGATCATTCTTGCC
TCGCAGACAATCAACGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCTGCAAAGCTTTCAAGAAAATGCGGGATCATCTCGCAAGAGAGATCTCCTACTTTCTCCCTTTGC
AAACCAAGTTCGACAACTGCGTACGGCCTGTTCGAAAGATCTACCACCGCTCTGGAAAGTGCCTCATCCAAAGGCGCAAATCCTGATCCAAACCTTTTTACTC
CACGCGCCAGTAGGGCCTCTTTAAAAGCTTGACCGAGAGCAATCCCGCAGTCTTCAGTGGTGTGATGGTCGTCTATGTGTAAGTCACCAATGCACTCAACGAT
TAGCGACCAGCCGGAATGCTTGGCCAGAGCATGTATCATATGGTCCAGAAACCCTATACCTGTGTGGACGTTAATCACTTGCGATTGTGTGGCCTGTTCTGCT
ACTGCTTCTGCCTCTTTTTCTGGGAAGATCGAGTGCTCTATCGCTAGGGGACCACCCTTTAAAGAGATCGCAATCTGAATCTTGGTTTCATTTGTAATACGCT
TTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATCTTTGCCTTCGTTTATCTTGCCTGCTCATTTTTTAGTATATTCTTCGAAGAAATCACATTACTTTATATAATGTATAA
TTCATTATGTGATAATGCCAATCGCTAAGAAAAAAAAAGAGTCATCCGCTAGGGGAAAAAAAAAAATGAAAATCATTACCGAGGCATAAAAAAATATAGAGTG
TACTAGAGGAGGCCAAGAGTAATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAAACGATACCTGGCAGTGACT
CCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGGGAATTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACG
CGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCA
CCGAAACGCGCGA
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CEN/ARS

AmpR-Promotor

f1 ori

p413GPD-VPS34-mRUBY2
9194 Bp

CYC1-Terminator

VPS34-mRUBY2 GPD-Promotor

Sequenz:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGCATACCCTTATGATGTTCCAGATTACGCTGATGTCACT
GAACAACATAACATTCTGTGTCTCACAGGATCTGGATGTTCCCCTGAAAGTGAAAATCAAGTCATTGGAAGGACATAAGCCACTGTTGAAGCCATCTCAAAAA
ATCCTGAACCCTGAATTAATGCTGATAGGGTCAAATGTATTCCCTTCTAGTGATCTAATTGTATCCTTACAGGTATTTGATAAAGAGAGAAACAGAAATTTAA
CTCTTCCGATATACACGCCGTATATTCCTTTCAGAAACTCTAGAACCTGGGATTATTGGTTGACTTTGCCCATACGTATCAAACAGCTTACCTTTAGCAGTCA
TTTACGCATTATTTTGTGGGAATACAATGGATCCAAGCAAATTCCCTTTTTCAATCTAGAAACGAGCATCTTTAACTTAAAAGACTGTACTTTAAAAAGAGGG
TTTGAATCCTTAAAATTTCGTTATGATGTGATTGACCACTGTGAAGTGGTCACTGATAACAAAGATCAAGAAAATTTGAATAAATATTTTCAGGGTGAATTCA
CGAGACTCCCTTGGCTTGACGAAATCACTATAAGCAAATTAAGGAAACAACGGGAAAATAGGACTTGGCCTCAGGGCACCTTTGTCTTAAACTTAGAATTTCC
AATGTTAGAGCTTCCTGTTGTGTTCATCGAAAGGGAAATTATGAATACTCAAATGAATATTCCAACTTTGAAGAACAATCCTGGACTAAGCACAGACTTACGA
GAACCGAATAGGAATGATCCTCAAATCAAAATTTCTTTGGGGGACAAATATCACTCCACATTGAAGTTTTACGATCCTGACCAACCAAACAATGATCCAATAG
AGGAAAAGTATAGGAGATTGGAAAGAGCATCTAAAAATGCAAACTTGGACAAGCAAGTGAAGCCGGACATTAAAAAGAGGGACTACTTGAATAAAATCATCAA
CTACCCCCCTGGCACTAAATTAACAGCACATGAAAAGGGTTCAATATGGAAATATAGGTATTATTTGATGAACAATAAAAAAGCTCTTACAAAGTTATTACAG
AGTACAAATTTGAGAGAAGAATCGGAAAGAGTAGAGGTTTTAGAACTAATGGACTCATGGGCAGAAATTGATATAGACGACGCATTAGAACTATTAGGCTCAA
CTTTTAAAAACCTTTCAGTGAGATCGTACGCCGTAAATAGGCTGAAGAAGGCATCAGACAAGGAGCTGGAATTGTACTTATTACAGTTGGTAGAAGCTGTCTG
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TTTTGAGAACCTGTCCACTTTTTCCGACAAATCTAACAGTGAATTCACTATTGTGGATGCCGTATCTTCGCAAAAGCTTTCGGGTGATTCTATGTTACTATCT
ACATCGCATGCCAACCAAAAATTATTAAAGTCCATCTCGAGTGAATCGGAAACTTCCGGGACAGAATCGCTACCAATCGTCATTTCTCCCTTGGCTGAGTTTT
TGATTAGGAGAGCACTGGTCAACCCAAGGTTAGGAAGTTTTTTCTATTGGTATTTAAAGTCCGAGTCTGAGGACAAGCCATATTTAGACCAGATTTTAAGTTC
CTTTTGGAGTAGACTGGATAAAAAATCTCGGAATATACTGAACGATCAAGTCAGGCTAATAAATGTGCTCAGGGAATGTTGTGAAACAATTAAGAGGCTGAAA
GATACTACAGCCAAAAAGATGGAATTACTAGTGCATTTATTGGAGACGAAAGTCAGGCCTCTTGTCAAAGTACGACCAATTGCTTTACCACTAGACCCTGATG
TGTTGATATGCGACGTTTGTCCTGAAACTTCGAAGGTATTTAAAAGCTCTTTATCGCCACTAAAAATAACATTCAAAACGACCTTAAACCAACCATATCACTT
AATGTTTAAGGTTGGCGATGATTTGAGACAAGATCAACTGGTAGTACAGATCATAAGTTTAATGAATGAGTTATTAAAAAATGAAAACGTGGACTTGAAATTG
ACACCATACAAAATTTTGGCAACAGGACCACAAGAAGGTGCCATTGAATTTATCCCTAATGACACATTAGCTAGCATACTAAGCAAATATCACGGTATTCTTG
GCTACCTTAAACTCCACTATCCTGATGAGAACGCGACATTAGGCGTACAAGGCTGGGTTTTAGATAATTTTGTCAAATCTTGTGCTGGCTATTGTGTTATTAC
ATACATCTTAGGTGTCGGCGATAGGCATTTAGACAACTTACTAGTCACGCCAGATGGGCACTTTTTTCACGCAGACTTTGGTTATATCTTGGGTCAGGACCCC
AAACCTTTTCCGCCATTAATGAAATTGCCCCCTCAAATTATAGAGGCGTTTGGGGGTGCAGAATCATCAAATTATGATAAATTTCGCAGCTACTGTTTTGTGG
CATATTCGATTTTAAGAAGGAATGCAGGCTTAATCTTAAACCTGTTTGAATTAATGAAGACTTCGAACATACCTGATATCAGAATAGATCCCAATGGTGCTAT
ATTACGTGTAAGAGAGAGATTTAATTTGAATATGTCCGAAGAAGATGCCACAGTGCATTTTCAGAATCTAATCAATGATAGTGTAAATGCTTTGCTGCCTATC
GTGATTGATCATTTACATAATCTGGCACAATACTGGCGGACCATCGGTGACGGTGGATCCTTAATTAACATGGTGTCCAAAGGAGAGGAGTTAATCAAGGAAA
ACATGAGAATGAAAGTTGTCATGGAGGGCTCCGTTAATGGTCACCAATTCAAGTGTACAGGGGAAGGTGAAGGTAATCCTTACATGGGTACACAAACTATGAG
AATTAAAGTAATTGAAGGCGGACCACTACCATTTGCATTTGACATTCTGGCAACGTCATTCATGTACGGATCACGAACTTTCATCAAGTACCCTAAAGGTATA
CCAGACTTTTTCAAGCAATCTTTTCCAGAGGGTTTTACATGGGAAAGGGT TACAAGATACGAAGATGGGGGTGTCGTCACAGTTATGCAAGATACTTCATTAG
AAGATGGCTGCCTTGTCTATCATGTGCAAGTAAGAGGGGTGAATTTTCCTTCTAACGGACCTGTGATGCAGAAAAAGACCAAAGGTTGGGAACCAAATACTGA
AATGATGTACCCAGCTGATGGAGGTTTGAGAGGCTACACACACATGGCGCTTAAAGTTGATGGTGGAGGTCATTTGTCTTGTAGTTTTGTTACCACTTATCGT
TCTAAAAAGACTGTTGGCAATATCAAAATGCCAGGAATACATGCTGTAGACCACAGACTAGAAAGACTCGAAGAGAGCGATAACGAAATGTTCGTTGTACAGA
GAGAGCATGCCGTAGCCAAATTTGCTGGCTTAGGCGGTGGTATGGATGAATTGTATAAGTAAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCC
CCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATA
TTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTT
GCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTT
AATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGC
GCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTT
CTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCC
AAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCT
TGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTA
ACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGATC
CGTCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGCCTCGTTCAGAATGACACGTATAGAATGATGCATTACCTTGTCATCTTC
AGTATCATACTGTTCGTATACATACTTACTGACATTCATAGGTATACATATATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGTCACTA
CATAAGAACACCTTTGGTGGAGGGAACATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCAACCGCAAGAGCCTTGAACGCACTCTCACTACGGTGA
TGATCATTCTTGCCTCGCAGACAATCAACGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCTGCAAAGCTTTCAAGAAAATGCGGGATCATCTCGCAAGAGAGATCTCCTA
CTTTCTCCCTTTGCAAACCAAGTTCGACAACTGCGTACGGCCTGTTCGAAAGATCTACCACCGCTCTGGAAAGTGCCTCATCCAAAGGCGCAAATCCTGATCC
AAACCTTTTTACTCCACGCGCCAGTAGGGCCTCTTTAAAAGCTTGACCGAGAGCAATCCCGCAGTCTTCAGTGGTGTGATGGTCGTCTATGTGTAAGTCACCA
ATGCACTCAACGATTAGCGACCAGCCGGAATGCTTGGCCAGAGCATGTATCATATGGTCCAGAAACCCTATACCTGTGTGGACGTTAATCACTTGCGATTGTG
TGGCCTGTTCTGCTACTGCTTCTGCCTCTTTTTCTGGGAAGATCGAGTGCTCTATCGCTAGGGGACCACCCTTTAAAGAGATCGCAATCTGAATCTTGGTTTC
ATTTGTAATACGCTTTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATCTTTGCCTTCGTTTATCTTGCCTGCTCATTTTTTAGTATATTCTTCGAAGAAATCACATTACTT
TATATAATGTATAATTCATTATGTGATAATGCCAATCGCTAAGAAAAAAAAAGAGTCATCCGCTAGGGGAAAAAAAAAAATGAAAATCATTACCGAGGCATAA
AAAAATATAGAGTGTACTAGAGGAGGCCAAGAGTAATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAAACGAT
ACCTGGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGGGAATTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGA
CACCCGCCAACACGCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGT
TTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

CEN/ARS

AmpR-Promotor

f1 ori

p413GPD-mRUBY2-SEC4
7170 Bp

CYC1-Terminator

mRUBY2-SEC4

GPD-Promotor
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Sequenz:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGTGTCCAAAGGAGAGGAGTTAATCAAGGAAAACATGAGA
ATGAAAGTTGTCATGGAGGGCTCCGTTAATGGTCACCAATTCAAGTGTACAGGGGAAGGTGAAGGTAATCCTTACATGGGTACACAAACTATGAGAATTAAAG
TAATTGAAGGCGGACCACTACCATTTGCATTTGACATTCTGGCAACGTCATTCATGTACGGATCACGAACTTTCATCAAGTACCCTAAAGGTATACCAGACTT
TTTCAAGCAATCTTTTCCAGAGGGTTTTACATGGGAAAGGGTTACAAGATACGAAGATGGGGGTGTCGTCACAGTTATGCAAGATACTTCATTAGAAGATGGC
TGCCTTGTCTATCATGTGCAAGTAAGAGGGGTGAATTTTCCTTCTAACGGACCTGTGATGCAGAAAAAGACCAAAGGTTGGGAACCAAATACTGAAATGATGT
ACCCAGCTGATGGAGGTTTGAGAGGCTACACACACATGGCGCTTAAAGTTGATGGTGGAGGTCATTTGTCTTGTAGTTTTGTTACCACTTATCGTTCTAAAAA
GACTGTTGGCAATATCAAAATGCCAGGAATACATGCTGTAGACCACAGACTAGAAAGACTCGAAGAGAGCGATAACGAAATGTTCGTTGTACAGAGAGAGCAT
GCCGTAGCCAAATTTGCTGGCTTAGGCGGTGGTATGGATGAATTGTATAAGGTCGACATCGATATGTCAGGCTTGAGAACTGTTTCTGCTTCATCCGGTAATG
GAAAGAGCTATGACTCTATTATGAAAATTTTATTGATTGGTGATTCTGGTGTTGGGAAATCATGTTTATTGGTTCGTTTTGT TGAAGACAAATTTAACCCGTC
ATTTATCACCACCATTGGTATTGATTTCAAAATAAAGACTGTCGATATCAACGGTAAGAAGGTAAAGCTGCAACTTTGGGATACCGCTGGTCAAGAACGTTTC
CGGACAATCACCACAGCGTATTATCGTGGTGCTATGGGTATCATTCTTGTATATGATGTGACAGACGAGAGAACATTTACTAATATCAAGCAATGGTTTAAAA
CCGTTAATGAGCATGCGAACGATGAAGCACAGCTACTGTTGGTTGGTAACAAGAGCGATATGGAGACGAGAGTGGTAACAGCTGATCAAGGTGAAGCCTTGGC
TAAGGAGCTGGGTATACCATTCATCGAGTCCAGTGCTAAGAACGATGACAATGTCAACGAGATTTTTTTCACCTTGGCGAAGTTAATCCAAGAAAAAATCGAC
AGTAACAAGCTTGTTGGCGTCGGTAACGGTAAAGAGGGCAATATTAGCATCAATAGTGGGAGCGGAAACAGTTCTAAATCAAATTGCTGTTGACTCGAGTCAT
GTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTT
TTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGC
TTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAA
CGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCC
CTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGT TACGCGCAGCGTGACCGCTAC
ACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTA
GGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTT
TGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCC
GATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCC
TTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGATCCGTCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGCCTCGTTCAGAAT
GACACGTATAGAATGATGCATTACCTTGTCATCTTCAGTATCATACTGTTCGTATACATACTTACTGACATTCATAGGTATACATATATACACATGTATATAT
ATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGTCACTACATAAGAACACCTTTGGTGGAGGGAACATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCA
ACCGCAAGAGCCTTGAACGCACTCTCACTACGGTGATGATCATTCTTGCCTCGCAGACAATCAACGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCTGCAAAGCTTTCAA
GAAAATGCGGGATCATCTCGCAAGAGAGATCTCCTACTTTCTCCCTTTGCAAACCAAGTTCGACAACTGCGTACGGCCTGTTCGAAAGATCTACCACCGCTCT
GGAAAGTGCCTCATCCAAAGGCGCAAATCCTGATCCAAACCTTTTTACTCCACGCGCCAGTAGGGCCTCTTTAAAAGCTTGACCGAGAGCAATCCCGCAGTCT
TCAGTGGTGTGATGGTCGTCTATGTGTAAGTCACCAATGCACTCAACGATTAGCGACCAGCCGGAATGCTTGGCCAGAGCATGTATCATATGGTCCAGAAACC
CTATACCTGTGTGGACGTTAATCACTTGCGATTGTGTGGCCTGTTCTGCTACTGCTTCTGCCTCTTTTTCTGGGAAGATCGAGTGCTCTATCGCTAGGGGACC
ACCCTTTAAAGAGATCGCAATCTGAATCTTGGTTTCATTTGTAATACGCTTTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATCTTTGCCTTCGTTTATCTTGCCTGCTCA
TTTTTTAGTATATTCTTCGAAGAAATCACATTACTTTATATAATGTATAATTCATTATGTGATAATGCCAATCGCTAAGAAAAAAAAAGAGTCATCCGCTAGG
GGAAAAAAAAAAATGAAAATCATTACCGAGGCATAAAAAAATATAGAGTGTACTAGAGGAGGCCAAGAGTAATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTG
TTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAAACGATACCTGGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGGGAATTTATGGTGCACTCTCAGTACA
ATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACGCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAG
CTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA
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CEN/ARS

AmpR-Promotor

f1 ori

p413GPD-mRUBY2-SEC9

CYC1-Terminator 8478 Bp

mRUBY2-SEC9

GPD-Promotor

Sequenz:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGTGTCCAAAGGAGAGGAGTTAATCAAGGAAAACATGAGA
ATGAAAGTTGTCATGGAGGGCTCCGTTAATGGTCACCAATTCAAGTGTACAGGGGAAGGTGAAGGTAATCCTTACATGGGTACACAAACTATGAGAATTAAAG
TAATTGAAGGCGGACCACTACCATTTGCATTTGACATTCTGGCAACGTCATTCATGTACGGATCACGAACTTTCATCAAGTACCCTAAAGGTATACCAGACTT
TTTCAAGCAATCTTTTCCAGAGGGTTTTACATGGGAAAGGGTTACAAGATACGAAGATGGGGGTGTCGTCACAGTTATGCAAGATACTTCATTAGAAGATGGC
TGCCTTGTCTATCATGTGCAAGTAAGAGGGGTGAATTTTCCTTCTAACGGACCTGTGATGCAGAAAAAGACCAAAGGTTGGGAACCAAATACTGAAATGATGT
ACCCAGCTGATGGAGGTTTGAGAGGCTACACACACATGGCGCTTAAAGTTGATGGTGGAGGTCATTTGTCTTGTAGTTTTGTTACCACTTATCGTTCTAAAAA
GACTGTTGGCAATATCAAAATGCCAGGAATACATGCTGTAGACCACAGACTAGAAAGACTCGAAGAGAGCGATAACGAAATGTTCGTTGTACAGAGAGAGCAT
GCCGTAGCCAAATTTGCTGGCTTAGGCGGTGGTATGGATGAATTGTATAAGGTCGACATCGATATGGGATTAAAGAAATTTTTTAAGATTAAGCCTCCAGAGG
AAGCGACACCAGAACAGAACAAGGATACTTTGATGGAACTGGGTATTAGTGTCAAAAACCCTAGCAAGAAAAGAAAAGAGAAATTTGCCGCCTACGGTAAATT
TGCAAATGATAAAGCTGAAGATAAGGTATACGCGCCACCAGGTTATGAGCAGTATGCTAGGCCACAGGATGAACTTGAGGATTTGAATGCTTCTCCCTTAGAT
GCCAATGCTAACGAGGCAACTGCTGGTTCTAATAGAGGTTCAAGTGGCACGCAAGATCTCGGAAATGGAGCAGAATCCAATTCTATGCAAGATCCGTACGCTA
TCGAAAATGATGATTACCGATATGATGACGATCCTTATGCAAGGTTTCAAGCTAATAAAAGTAATGGGAGAGGTAGCGTCAATGCTGCGCCTTATGGTGATTA
TGGAGGGGGGTACAATGGCACATCTCTGAATTCATATAATAACGATGGCCCGTATAGTAACCAAAATACTTCAAACAGCTGGGTGAATGCGAATGGCCGTAAT
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AGTTTAAATCATTCAAACAGCACTTTAAACGTAGGGCCTTCGAGGCAAACAAGGCAACCGCCGGTTTCAACGTCGACCAACAGCTTATCGCTTGACCAAAGAA
GTCCCTTAGCAAACCCGATGCAAGAAAAGAGAAATCCTTACGCTGATATGAATAGTTATGGCGGGGCGTATGACTCCAATACTAATAGATCTAGCGGTACTCG
ACAAGGAAGCTCCAAGAATGCAAATCCATACGCCTCTATGGCGAACGACTCATATAGTAATGGAAATTTGAACAGGTCTGCAAATCCATATTCTAGTAGAAGT
GTGCGTCAACCGCAATCGCAACAAGCTCCAATGACTTATACGCCCTCTTTTATTGCTTCTGATGAAGCAGCACGCAATAGTGAAGTTGATTTAAATGAAGAAC
CTAGAACAGGTGAATTTGATTTTGAAGAAGTTTATGCTGACAAGTCTGCAGAAAATAGAGCGGCATTAGATGAGCCTGATTTGAATGCAGTAATGACGAATGA
AGATTCAATAGATTTAAATGCGTCCGAAGTTGATCATAGTTCAAGACAGCAGCAGCAGCAACAGTGGTTCATGGATGAGCAGCAACAGCAACAGCAACACTTT
AACGCAACAAATAACCAATATGGAGATCAAAGGGGTTACAAAACATTTGAAGAAATACAAAAAGAAGAGGAGGCTCGCCAGCAGCAGGAAGAAGATGAAGCAG
TAGATGAAATCAAGCAGGAGATCAAATTTACGAAACAGAGTTCCGTAGCCTCTACTAGAAATACACTAAAAATGGCTCAAGACGCCGAAAGAGCAGGTATGAA
CACATTGGGTATGCTGGGTCATCAAAGTGAACAATTGAATAACGTAGAAGGAAACTTAGATTTAATGAAGGTGCAAAATAAAGTTGCAGATGAAAAAGTTGCA
GAACTAAAAAAATTGAACCGTAGTATATTGGCTGTCCATGTTTCTAATCCGTTTAATTCCAAGAGAAGGAGAAGGGAGAGGGAAGAGCAGCTGAAGAATAGGA
AAATTGAAGAAAAATTAATGAGAGAGCAAACAAGTCAACAATTGTCTCAGTCCACTCAAAGAATAGAGGGTGCTATGAACGCAAATAATAACATAAGTGAGGT
GCGGGAAAGATATCAGAGGAAGAATGTTCTAGAAAAGGCAAAGAGATATCAGT TTGAGAATGATGAAGAAGATGACGAAATGGAATTGGAAATTGATAGGAAT
TTGGACCAGATTCAGCAGGTTAGCAACAGATTGAAGAAAATGGCCTTGACCACTGGTAAAGAATTAGACTCTCAGCAAAAACGTCTCAACAACATTGAGGAAA
GCACTGATGATCTAGATATCAATCTCCATATGAATACCAACAGGTTGGCAGGTATCAGATAGCTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGC
CCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTAT
TTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGT TTTGGGACGCTCGAAGGCTTT
AATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCC
AACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGA
ATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGLCTCCTTTC
GCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCG
ACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGG
ACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTG
ATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCAT
AGATCCGTCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGCCTCGTTCAGAATGACACGTATAGAATGATGCATTACCTTGTCA
TCTTCAGTATCATACTGTTCGTATACATACTTACTGACATTCATAGGTATACATATATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGT
CACTACATAAGAACACCTTTGGTGGAGGGAACATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCAACCGCAAGAGCCTTGAACGCACTCTCACTAC
GGTGATGATCATTCTTGCCTCGCAGACAATCAACGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCTGCAAAGCTTTCAAGAAAATGCGGGATCATCTCGCAAGAGAGATC
TCCTACTTTCTCCCTTTGCAAACCAAGTTCGACAACTGCGTACGGCCTGTTCGAAAGATCTACCACCGCTCTGGAAAGTGCCTCATCCAAAGGCGCAAATCCT
GATCCAAACCTTTTTACTCCACGCGCCAGTAGGGCCTCTTTAAAAGCTTGACCGAGAGCAATCCCGCAGTCTTCAGTGGTGTGATGGTCGTCTATGTGTAAGT
CACCAATGCACTCAACGATTAGCGACCAGCCGGAATGCTTGGCCAGAGCATGTATCATATGGTCCAGAAACCCTATACCTGTGTGGACGTTAATCACTTGCGA
TTGTGTGGCCTGTTCTGCTACTGCTTCTGCCTCTTTTTCTGGGAAGATCGAGTGCTCTATCGCTAGGGGACCACCCTTTAAAGAGATCGCAATCTGAATCTTG
GTTTCATTTGTAATACGCTTTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATCTTTGCCTTCGTTTATCTTGCCTGCTCATTTTTTAGTATATTCTTCGAAGAAATCACAT
TACTTTATATAATGTATAATTCATTATGTGATAATGCCAATCGCTAAGAAAAAAAAAGAGTCATCCGCTAGGGGAAAAAAAAAAATGAAAATCATTACCGAGG
CATAAAAAAATATAGAGTGTACTAGAGGAGGCCAAGAGTAATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAA
ACGATACCTGGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGGGAATTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGC
CCCGACACCCGCCAACACGCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCA
GAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

CEN/ARS

AmpR-Promotor

f1 ori

p413GPD-mRUBY2-SEC14
7439 Bp

CYC1-Terminator

mRUBY2-SEC14

GPD-Promotor

Sequenz:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT

157



Anhang

TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGTGTCCAAAGGAGAGGAGTTAATCAAGGAAAACATGAGA
ATGAAAGTTGTCATGGAGGGCTCCGTTAATGGTCACCAATTCAAGTGTACAGGGGAAGGTGAAGGTAATCCTTACATGGGTACACAAACTATGAGAATTAAAG
TAATTGAAGGCGGACCACTACCATTTGCATTTGACATTCTGGCAACGTCATTCATGTACGGATCACGAACTTTCATCAAGTACCCTAAAGGTATACCAGACTT
TTTCAAGCAATCTTTTCCAGAGGGTTTTACATGGGAAAGGGTTACAAGATACGAAGATGGGGGTGTCGTCACAGTTATGCAAGATACTTCATTAGAAGATGGC
TGCCTTGTCTATCATGTGCAAGTAAGAGGGGTGAATTTTCCTTCTAACGGACCTGTGATGCAGAAAAAGACCAAAGGTTGGGAACCAAATACTGAAATGATGT
ACCCAGCTGATGGAGGTTTGAGAGGCTACACACACATGGCGCTTAAAGTTGATGGTGGAGGTCATTTGTCTTGTAGTTTTGTTACCACTTATCGTTCTAAAAA
GACTGTTGGCAATATCAAAATGCCAGGAATACATGCTGTAGACCACAGACTAGAAAGACTCGAAGAGAGCGATAACGAAATGTTCGTTGTACAGAGAGAGCAT
GCCGTAGCCAAATTTGCTGGCTTAGGCGGTGGTATGGATGAATTGTATAAGGTCGACATCGATATGGTTACACAACAAGAAAAGGAATTTTTAGAATCCTACC
CTCAAAACTGTCCTCCAGATGCCTTGCCTGGTACTCCAGGAAATTTAGACAGCGCTCAAGAGAAGGCATTGGCAGAACTAAGAAAACTTTTGGAAGACGCTGG
TTTCATTGAACGTTTAGACGATTCAACTTTACTACGTTTTTTGAGAGCCAGAAAATTTGATGTTCAATTGGCTAAAGAAATGTTTGAAAACTGCGAAAAATGG
AGGAAGGATTATGGTACCGACACTATCTTGCAAGATTTTCATTATGATGAAAAACCATTGATTGCCAAATTCTACCCACAATATTATCATAAAACCGATAAAG
ATGGCCGCCCAGTATATTTTGAAGAATTAGGTGCTGTTAACTTACATGAAATGAACAAGGTTACCTCTGAAGAGAGGATGTTGAAAAACTTGGTTTGGGAATA
CGAATCTGTCGTTCAATACAGATTACCTGCCTGTTCAAGAGCTGCTGGTCACCTAGTGGAAACTTCATGTACAATTATGGATTTGAAAGGTATCTCCATATCT
AGTGCATACAGTGTTATGTCATATGTTAGGGAAGCCTCCTACATAAGTCAAAACTATTACCCCGAACGTATGGGTAAATTTTACATCATCAACGCGCCATTCG
GTTTCTCTACCGCATTTAGGCTATTTAAACCTTTCTTGGATCCAGTCACTGTTTCAAAGATTTTTATCTTGGGTTCTTCTTACCAGAAGGAATTATTAAAGCA
AATTCCAGCTGAAAACTTACCAGTCAAATTTGGCGGTAAGTCTGAAGTTGATGAATCCAAGGGTGGGTTATACCTATCCGATATCGGTCCATGGAGGGATCCA
AAGTATATTGGACCGGAAGGTGAAGCTCCGGAAGCCTTTTCGATGAAATGAGACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCC
ACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTC
AAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCGG
CCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATC
GCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCGA
CGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTC
CCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAA
AACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTT
CCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAA
AAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATAGATCCGTC
GAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGCCTCGTTCAGAATGACACGTATAGAATGATGCATTACCTTGTCATCTTCAGTA
TCATACTGTTCGTATACATACTTACTGACATTCATAGGTATACATATATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGTCACTACATA
AGAACACCTTTGGTGGAGGGAACATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCAACCGCAAGAGCCTTGAACGCACTCTCACTACGGTGATGAT
CATTCTTGCCTCGCAGACAATCAACGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCTGCAAAGCTTTCAAGAAAATGCGGGATCATCTCGCAAGAGAGATCTCCTACTTT
CTCCCTTTGCAAACCAAGTTCGACAACTGCGTACGGCCTGTTCGAAAGATCTACCACCGCTCTGGAAAGTGCCTCATCCAAAGGCGCAAATCCTGATCCAAAC
CTTTTTACTCCACGCGCCAGTAGGGCCTCTTTAAAAGCTTGACCGAGAGCAATCCCGCAGTCTTCAGTGGTGTGATGGTCGTCTATGTGTAAGTCACCAATGC
ACTCAACGATTAGCGACCAGCCGGAATGCTTGGCCAGAGCATGTATCATATGGTCCAGAAACCCTATACCTGTGTGGACGTTAATCACTTGCGATTGTGTGGC
CTGTTCTGCTACTGCTTCTGCCTCTTTTTCTGGGAAGATCGAGTGCTCTATCGCTAGGGGACCACCCTTTAAAGAGATCGCAATCTGAATCTTGGTTTCATTT
GTAATACGCTTTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATCTTTGCCTTCGTTTATCTTGCCTGCTCATTTTTTAGTATATTCTTCGAAGAAATCACATTACTTTATA
TAATGTATAATTCATTATGTGATAATGCCAATCGCTAAGAAAAAAAAAGAGTCATCCGCTAGGGGAAAAAAAAAAATGAAAATCATTACCGAGGCATAAAAAA
ATATAGAGTGTACTAGAGGAGGCCAAGAGTAATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAATGCCGTGTTCAAACGATACCT
GGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGGGAATTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACC
CGCCAACACGCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTC
ACCGTCATCACCGAAACGCGCGA
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CEN/ARS

AmpR-Promotor

p413GPD-aSyn-GFP
6945 Bp

f1 ori

CYC1-Terminator

aSyn-GFP

GPD-Promotor

Sequenz p413GPD-WT aSyn-GFP:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGA
GTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACCAAACAGGGTGTGGCAGAAGCAGCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCT CCAAAACCAAGGAGGGAGTGG
TGCATGGTGTGGCAACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGA
GGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGT TGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCT
GTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA
CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCAC
ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGG
TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGC
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GCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGC
TTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTAT
TAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACG
CTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC
CTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAG
CCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCG
CCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT
TACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTA
AAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTAT
TTCACACCGCATAGATCCGTCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGCCTCGTTCAGAATGACACGTATAGAATGATGC
ATTACCTTGTCATCTTCAGTATCATACTGTTCGTATACATACTTACTGACATTCATAGGTATACATATATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTA
AATAATCGGTGTCACTACATAAGAACACCTTTGGTGGAGGGAACATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCAACCGCAAGAGCCTTGAACG
CACTCTCACTACGGTGATGATCATTCTTGCCTCGCAGACAATCAACGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCTGCAAAGCTTTCAAGAAAATGCGGGATCATCTC
GCAAGAGAGATCTCCTACTTTCTCCCTTTGCAAACCAAGTTCGACAACTGCGTACGGCCTGTTCGAAAGATCTACCACCGCTCTGGAAAGTGCCTCATCCAAA
GGCGCAAATCCTGATCCAAACCTTTTTACTCCACGCGCCAGTAGGGCCTCTTTAAAAGCTTGACCGAGAGCAATCCCGCAGTCTTCAGTGGTGTGATGGTCGT
CTATGTGTAAGTCACCAATGCACTCAACGATTAGCGACCAGCCGGAATGCTTGGCCAGAGCATGTATCATATGGTCCAGAAACCCTATACCTGTGTGGACGTT
AATCACTTGCGATTGTGTGGCCTGTTCTGCTACTGCTTCTGCCTCTTTTTCTGGGAAGATCGAGTGCTCTATCGCTAGGGGACCACCCTTTAAAGAGATCGCA
ATCTGAATCTTGGTTTCATTTGTAATACGCTTTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATCTTTGCCTTCGTTTATCTTGCCTGCTCATTTTTTAGTATATTCTTCG
AAGAAATCACATTACTTTATATAATGTATAATTCATTATGTGATAATGCCAATCGCTAAGAAAAAAAAAGAGTCATCCGCTAGGGGAAAAAAAAAAATGAAAA
TCATTACCGAGGCATAAAAAAATATAGAGTGTACTAGAGGAGGCCAAGAGTAATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAA
TGCCGTGTTCAAACGATACCTGGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGGGAATTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCAT
AGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACGCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAG
CTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

Sequenz p413GPD-A30P aSyn-GFP:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGA
GTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACCAAACAGGGTGTGGCAGAAGCACCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCTCCAAAACCAAGGAGGGAGTGG
TGCATGGTGTGGCAACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGA
GGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCT
GTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA
CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCAC
ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGG
TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGC
GCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGC
TTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTAT
TAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACG
CTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC
CTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAG
CCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCG
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CCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT
TACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTA
AAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTAT
TTCACACCGCATAGATCCGTCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGCCTCGTTCAGAATGACACGTATAGAATGATGC
ATTACCTTGTCATCTTCAGTATCATACTGTTCGTATACATACTTACTGACATTCATAGGTATACATATATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTA
AATAATCGGTGTCACTACATAAGAACACCTTTGGTGGAGGGAACATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCAACCGCAAGAGCCTTGAACG
CACTCTCACTACGGTGATGATCATTCTTGCCTCGCAGACAATCAACGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCTGCAAAGCTTTCAAGAAAATGCGGGATCATCTC
GCAAGAGAGATCTCCTACTTTCTCCCTTTGCAAACCAAGTTCGACAACTGCGTACGGCCTGTTCGAAAGATCTACCACCGCTCTGGAAAGTGCCTCATCCAAA
GGCGCAAATCCTGATCCAAACCTTTTTACTCCACGCGCCAGTAGGGCCTCTTTAAAAGCTTGACCGAGAGCAATCCCGCAGTCTTCAGTGGTGTGATGGTCGT
CTATGTGTAAGTCACCAATGCACTCAACGATTAGCGACCAGCCGGAATGCTTGGCCAGAGCATGTATCATATGGTCCAGAAACCCTATACCTGTGTGGACGTT
AATCACTTGCGATTGTGTGGCCTGTTCTGCTACTGCTTCTGCCTCTTTTTCTGGGAAGATCGAGTGCTCTATCGCTAGGGGACCACCCTTTAAAGAGATCGCA
ATCTGAATCTTGGTTTCATTTGTAATACGCTTTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATCTTTGCCTTCGTTTATCTTGCCTGCTCATTTTTTAGTATATTCTTCG
AAGAAATCACATTACTTTATATAATGTATAATTCATTATGTGATAATGCCAATCGCTAAGAAAAAAAAAGAGTCATCCGCTAGGGGAAAAAAAAAAATGAAAA
TCATTACCGAGGCATAAAAAAATATAGAGTGTACTAGAGGAGGCCAAGAGTAATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAA
TGCCGTGTTCAAACGATACCTGGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGGGAATTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCAT
AGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACGCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAG
CTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

Sequenz p413GPD-A53T aSyn-GFP:

GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGGACGGATCGCTTGCCTGTAACTTACACGCGCCTCGTAT
CTTTTAATGATGGAATAATTTGGGAATTTACTCTGTGTTTATTTATTTTTATGTTTTGTATTTGGATTTTAGAAAGTAAATAAAGAAGGTAGAAGAGTTACGG
AATGAAGAAAAAAAAATAAACAAAGGTTTAAAAAATTTCAACAAAAAGCGTACTTTACATATATATTTATTAGACAAGAAAAGCAGATTAAATAGATATACAT
TCGATTAACGATAAGTAAAATGTAAAATCACAGGATTTTCGTGTGTGGTCTTCTACACAGACAAGATGAAACAATTCGGCATTAATACCTGAGAGCAGGAAGA
GCAAGATAAAAGGTAGTATTTGTTGGCGATCCCCCTAGAGTCTTTTACATCTTCGGAAAACAAAAACTATTTTTTCTTTAATTTCTTTTTTTACTTTCTATTT
TTAATTTATATATTTATATTAAAAAATTTAAATTATAATTATTTTTATAGCACGTGATGAAAAGGACCCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT
CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGAC
GAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT
CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAG
ATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGG
TGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAG
GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCG
GGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGC
CGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGC
ACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTACCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGC
TCCTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAA
AAGCTGGAGCTCAGTTTATCATTATCAATACTCGCCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAGC
CTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCAAAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCC
ACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGTCCA
TTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGGAGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGG
CAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTGAAACCAGTTCC
CTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATA
GTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGA
GTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACCAAACAGGGTGTGGCAGAAGCAGCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCT CCAAAACCAAGGAGGGAGTGG
TGCATGGTGTGACAACAGTGGCTGAGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGA
GGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGCCACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCT
GTGGATCCTGACAATGAGGCTTATGAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA
CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGAC
CCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCAC
ATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGG
TGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGC
GCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGTCATGTAATTAGTTATGTCACGC
TTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTAT
TAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACG
CTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACC
CTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAG
CCTGAATGGCGAATGGCGCGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCG
CCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT
TACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTA
AAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTAT
TTCACACCGCATAGATCCGTCGAGTTCAAGAGAAAAAAAAAGAAAAAGCAAAAAGAAAAAAGGAAAGCGCGCCTCGTTCAGAATGACACGTATAGAATGATGC
ATTACCTTGTCATCTTCAGTATCATACTGTTCGTATACATACTTACTGACATTCATAGGTATACATATATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTA
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AATAATCGGTGTCACTACATAAGAACACCTTTGGTGGAGGGAACATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCAACCGCAAGAGCCTTGAACG
CACTCTCACTACGGTGATGATCATTCTTGCCTCGCAGACAATCAACGTGGAGGGTAATTCTGCTAGCCTCTGCAAAGCTTTCAAGAAAATGCGGGATCATCTC
GCAAGAGAGATCTCCTACTTTCTCCCTTTGCAAACCAAGTTCGACAACTGCGTACGGCCTGTTCGAAAGATCTACCACCGCTCTGGAAAGTGCCTCATCCAAA
GGCGCAAATCCTGATCCAAACCTTTTTACTCCACGCGCCAGTAGGGCCTCTTTAAAAGCTTGACCGAGAGCAATCCCGCAGTCTTCAGTGGTGTGATGGTCGT
CTATGTGTAAGTCACCAATGCACTCAACGATTAGCGACCAGCCGGAATGCTTGGCCAGAGCATGTATCATATGGTCCAGAAACCCTATACCTGTGTGGACGTT
AATCACTTGCGATTGTGTGGCCTGTTCTGCTACTGCTTCTGCCTCTTTTTCTGGGAAGATCGAGTGCTCTATCGCTAGGGGACCACCCTTTAAAGAGATCGCA
ATCTGAATCTTGGTTTCATTTGTAATACGCTTTACTAGGGCTTTCTGCTCTGTCATCTTTGCCTTCGTTTATCTTGCCTGCTCATTTTTTAGTATATTCTTCG
AAGAAATCACATTACTTTATATAATGTATAATTCATTATGTGATAATGCCAATCGCTAAGAAAAAAAAAGAGTCATCCGCTAGGGGAAAAAAAAAAATGAAAA
TCATTACCGAGGCATAAAAAAATATAGAGTGTACTAGAGGAGGCCAAGAGTAATAGAAAAAGAAAATTGCGGGAAAGGACTGTGTTATGACTTCCCTGACTAA
TGCCGTGTTCAAACGATACCTGGCAGTGACTCCTAGCGCTCACCAAGCTCTTAAAACGGGAATTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCAT
AGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACGCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAG
CTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA

ADH1-Terminator

AmpR

pYCPlac33-GAL-aSyn-GFP

GAL1-Promotor AmpR-Promotor
7615 Bp

URA3-Promotor

CEN/ARS

Sequenz pYCPlac33-GAL-WT aSyn-GFP:

TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG
GGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGA
CGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCT
GTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG
TCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGA
CTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACT
AGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTG
GTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTC
ACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAA
CTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGG
AAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTG
CGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGAT
CCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCA
TAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCT
TGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCA
AAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG
AGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCA
TGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAGCTTTTCAATTCAATTCATCATTTTTTTTTTATTCTTTTTTTTGATT
TCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAACAGAAGGAAGAACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTAGTGTT
GAAGAAACATGAAATTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACATGCAGGAAACGAAGATAAATCATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTG
CTGCTACTCATCCTAGTCCTGTTGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATGTTCGTACCACCAAGGAATT
ACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAAAACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAG
GCATTATCCGCCAAGTACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCAAATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAG
CAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCTAGAGGCCT
TTTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTATCTACTGGAGAATATACTAAGGGTACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGC
TTTATTGCTCAAAGAGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTTAGATGACAAGGGAGACGCATTGGGTCAAC
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Anhang

AGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACG
TTACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAAAAAACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTAGA
GCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATCGTCCAACTGCATGGAGATGAGTCGTGGCAAGAATACCAAGAG
TTCCTCGGTTTGCCAGTTATTAAAAGACTCGTATTTCCAAAAGACTGCAACATACTACTCAGTGCAGCTTCACAGAAACCTCATTCGTTTATTCCCTTGTTTG
ATTCAGAAGCAGGTGGGACAGGTGAACTTTTGGATTGGAACTCGATTTCTGACTGGGTTGGAAGGCAAGAGAGCCCCGAGAGCTTACATTTTATGTTAGCTGG
TGGACTGACGCCAGAAAATGTTGGTGATGCGCTTAGATTAAATGGCGTTATTGGTGTTGATGTAAGCGGAGGTGTGGAGACAAATGGTGTAAAAGACTCTAAC
AAAATAGCAAATTTCGTCAAAAATGCTAAGAAATAGGTTATTACTGAGTAGTATTTATTTAAGTATTGTTTGTGCACTTGCCTGCAAGCCTTTTGAAAAGCAA
GCATAAAAGATCTAAACATAAAATCTGTAAAATAACAAGATGTAAAGATAATGCTAAATCATTTGGCTTTTTGATTGATTGTACAGGAAAATATACATCGCAG
GGGGTTGACTTTTACCATTTCACCGCAATGGAATCAAACTTGTTGAAGAGAATGTTCACAGGCGCATACGCTACAATGACCCGATTCTTGCTAGCCTTTTCTC
GGTCTTGCAAACAACCGCCGGCAGCTTAGTATATAAATACACATGTACATACCTCTCTCCGTATCCTCGTAATCATTTTCTTGTATTTATCGTCTTTTCGCTG
TAAAAACTTTATCACACTTATCTCAAATACACTTATTAACCGCTTTTACTATTATCTTCTACGCTGACAGTAATATCAAACAGTGACACATATTAAACACAGT
GGTTTCTTTGCATAAACACCATCAGCCTCAAGTCGTCAAGTAAAGATTTCGTGTTCATGCAGATAGATAACAATCTATATGTTGATAATTAGCGTTGCCTCAT
CAATGCGAGATCCGTTTAACCGGACCCTAGTGCACTTACCCCACGTTCGGTCCACTGTGTGCCGAACATGCTCCTTCACTATTTTAACATGTGGAATTAATTC
TCATGTTTGACAGCTTATCATCGAACTCTAAGAGGTGATACTTATTTACTGTAAAACTGTGACGATAAAACCGGAAGGAAGAATAAGAAAACTCGAACTGATC
TATAATGCCTATTTTCTGTAAAGAGTTTAAGCTATGAAAGCCTCGGCATTTTGGCCGCTCCTAGGTAGTGCTTTTTTTCCAAGGACAAAACAGTTTCTTTTTC
TTGAGCAGGTTTTATGTTTCGGTAATCATAAACAATAAATAAATTATTTCATTTATGTTTAAAAATAAAAAATAAAAAAGTATTTTAAATTTTTAAAAAAGTT
GATTATAAGCATGTGACCTTTTGCAAGCAATTAAATTTTGCAATTTGTGATTTTAGGCAAAAGTTACAATTTCTGGCTCGTGTAATATATGTATGCTAAAGTG
AACTTTTACAAAGTCGATATGGACTTAGTCAAAAGAAATTTTCTTAAAAATATATAGCACTAGCCAATTTAGCACTTCTTTATGAGATATATTATAGACTTTA
TTAAGCCAGATTTGTGTATTATATGTATTTACCCGGCGAATCATGGACATACATTCTGAAATAGGTAATATTCTCTATGGTGAGACAGCATAGATAACCTAGG
ATACAAGTTAAAAGCTAGTACTGTTTTGCAGTAATTTTTTTCTTTTTTATAAGAATGTTACCACCTAAATAAGTTATAAAGTCAATAGTTAAGTTTGATATTT
GATTGTAAAATACCGTAATATATTTGCATGATCAAAAGGCTCAATGTTGACTAGCCAGCATGTCAACCACTATATTGATCACCGATATATGGACTTCCACACC
AACTAGTAATATGACAATAAATTCAAGATATTCTTCATGAGAATGGCCCAGCGATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCA
TCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAG
GCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTATATTGAATTTTCAAAAATTCTTACTTT
TTTTTTGGATGGACGCAAAGAAGTTTAATAATCATATTACATGGCATTACCACCATATACATATCCATATCTAATCTTACTTATATGTTGTGGAAATGTAAAG
AGCCCCATTATCTTAGCCTAAAAAAACCTTCTCTTTGGAACTTTCAGTAATACGCTTAACTGCTCATTGCTATATTGAAGTACGGATTAGAAGCCGCCGAGCG
GGCGACAGCCCTCCGACGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGAACAAT
AAAGATTCTACAATACTAGCTTTTATGGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCCCACAAACCTTCAAATTAACGAATCAAATTAACAACCATAGG
ATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTTATTTCTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACAGATATATAAATGGAAAAGCTGCATAA
CCACTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCAGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTCATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAAC
GTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGAGTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACC
AAACAGGGTGTGGCAGAAGCAGCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCTCCAAAACCAAGGAGGGAGTGGTGCATGGTGTGGCAACAGTGGCTG
AGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGAGGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGC
CACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCTGTGGATCCTGACAATGAGGCTTAT
GAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCG
AGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGG
CAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAG
TCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGG
TGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGC
CGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAGCTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATC
GGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGT
TCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGCTGCAGCCAAGCTAATTCCGGGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTT
TATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTATTCTTGAGTAACTCTTTCCTGTAG
GTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCACACCTCTACCGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTG
AAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTG
CGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC

Sequenz pYCPlac33-GAL-A30P aSyn-GFP:

TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG
GGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGA
CGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCT
GTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG
TCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGA
CTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACT
AGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTG
GTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTC
ACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAA
CTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGG
AAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTG
CGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGAT
CCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCA
TAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCT
TGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCA
AAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG
AGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCA
TGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAGCTTTTCAATTCAATTCATCATTTTTTTTTTATTCTTTTTTTTGATT
TCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAACAGAAGGAAGAACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTAGTGTT
GAAGAAACATGAAATTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACATGCAGGAAACGAAGATAAATCATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTG
CTGCTACTCATCCTAGTCCTGTTGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATGTTCGTACCACCAAGGAATT
ACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAAAACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAG
GCATTATCCGCCAAGTACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCAAATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAG
CAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCTAGAGGCCT
TTTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTATCTACTGGAGAATATACTAAGGGTACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGC
TTTATTGCTCAAAGAGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTTAGATGACAAGGGAGACGCATTGGGTCAAC
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Anhang

AGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACG
TTACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAAAAAACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTAGA
GCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATCGTCCAACTGCATGGAGATGAGTCGTGGCAAGAATACCAAGAG
TTCCTCGGTTTGCCAGTTATTAAAAGACTCGTATTTCCAAAAGACTGCAACATACTACTCAGTGCAGCTTCACAGAAACCTCATTCGTTTATTCCCTTGTTTG
ATTCAGAAGCAGGTGGGACAGGTGAACTTTTGGATTGGAACTCGATTTCTGACTGGGTTGGAAGGCAAGAGAGCCCCGAGAGCTTACATTTTATGTTAGCTGG
TGGACTGACGCCAGAAAATGTTGGTGATGCGCTTAGATTAAATGGCGTTATTGGTGTTGATGTAAGCGGAGGTGTGGAGACAAATGGTGTAAAAGACTCTAAC
AAAATAGCAAATTTCGTCAAAAATGCTAAGAAATAGGTTATTACTGAGTAGTATTTATTTAAGTATTGTTTGTGCACTTGCCTGCAAGCCTTTTGAAAAGCAA
GCATAAAAGATCTAAACATAAAATCTGTAAAATAACAAGATGTAAAGATAATGCTAAATCATTTGGCTTTTTGATTGATTGTACAGGAAAATATACATCGCAG
GGGGTTGACTTTTACCATTTCACCGCAATGGAATCAAACTTGTTGAAGAGAATGTTCACAGGCGCATACGCTACAATGACCCGATTCTTGCTAGCCTTTTCTC
GGTCTTGCAAACAACCGCCGGCAGCTTAGTATATAAATACACATGTACATACCTCTCTCCGTATCCTCGTAATCATTTTCTTGTATTTATCGTCTTTTCGCTG
TAAAAACTTTATCACACTTATCTCAAATACACTTATTAACCGCTTTTACTATTATCTTCTACGCTGACAGTAATATCAAACAGTGACACATATTAAACACAGT
GGTTTCTTTGCATAAACACCATCAGCCTCAAGTCGTCAAGTAAAGATTTCGTGTTCATGCAGATAGATAACAATCTATATGTTGATAATTAGCGTTGCCTCAT
CAATGCGAGATCCGTTTAACCGGACCCTAGTGCACTTACCCCACGTTCGGTCCACTGTGTGCCGAACATGCTCCTTCACTATTTTAACATGTGGAATTAATTC
TCATGTTTGACAGCTTATCATCGAACTCTAAGAGGTGATACTTATTTACTGTAAAACTGTGACGATAAAACCGGAAGGAAGAATAAGAAAACTCGAACTGATC
TATAATGCCTATTTTCTGTAAAGAGTTTAAGCTATGAAAGCCTCGGCATTTTGGCCGCTCCTAGGTAGTGCTTTTTTTCCAAGGACAAAACAGTTTCTTTTTC
TTGAGCAGGTTTTATGTTTCGGTAATCATAAACAATAAATAAATTATTTCATTTATGTTTAAAAATAAAAAATAAAAAAGTATTTTAAATTTTTAAAAAAGTT
GATTATAAGCATGTGACCTTTTGCAAGCAATTAAATTTTGCAATTTGTGATTTTAGGCAAAAGTTACAATTTCTGGCTCGTGTAATATATGTATGCTAAAGTG
AACTTTTACAAAGTCGATATGGACTTAGTCAAAAGAAATTTTCTTAAAAATATATAGCACTAGCCAATTTAGCACTTCTTTATGAGATATATTATAGACTTTA
TTAAGCCAGATTTGTGTATTATATGTATTTACCCGGCGAATCATGGACATACATTCTGAAATAGGTAATATTCTCTATGGTGAGACAGCATAGATAACCTAGG
ATACAAGTTAAAAGCTAGTACTGTTTTGCAGTAATTTTTTTCTTTTTTATAAGAATGTTACCACCTAAATAAGTTATAAAGTCAATAGTTAAGTTTGATATTT
GATTGTAAAATACCGTAATATATTTGCATGATCAAAAGGCTCAATGTTGACTAGCCAGCATGTCAACCACTATATTGATCACCGATATATGGACTTCCACACC
AACTAGTAATATGACAATAAATTCAAGATATTCTTCATGAGAATGGCCCAGCGATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCA
TCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAG
GCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTATATTGAATTTTCAAAAATTCTTACTTT
TTTTTTGGATGGACGCAAAGAAGTTTAATAATCATATTACATGGCATTACCACCATATACATATCCATATCTAATCTTACTTATATGTTGTGGAAATGTAAAG
AGCCCCATTATCTTAGCCTAAAAAAACCTTCTCTTTGGAACTTTCAGTAATACGCTTAACTGCTCATTGCTATATTGAAGTACGGATTAGAAGCCGCCGAGCG
GGCGACAGCCCTCCGACGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGAACAAT
AAAGATTCTACAATACTAGCTTTTATGGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCCCACAAACCTTCAAATTAACGAATCAAATTAACAACCATAGG
ATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTTATTTCTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACAGATATATAAATGGAAAAGCTGCATAA
CCACTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCAGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTCATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAAC
GTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGAGTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACC
AAACAGGGTGTGGCAGAAGCACCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCTCCAAAACCAAGGAGGGAGTGGTGCATGGTGTGGCAACAGTGGCTG
AGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGAGGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGC
CACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCTGTGGATCCTGACAATGAGGCTTAT
GAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCG
AGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGG
CAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAG
TCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGG
TGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGC
CGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAGCTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATC
GGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGT
TCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGCTGCAGCCAAGCTAATTCCGGGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTT
TATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTATTCTTGAGTAACTCTTTCCTGTAG
GTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCACACCTCTACCGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTG
AAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTG
CGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC

Sequenz pYCPlac33-GAL-A53T aSyn-GFP:

TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG
GGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGA
CGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCT
GTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG
TCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGA
CTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACT
AGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTG
GTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTC
ACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAA
CTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGG
AAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTG
CGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGAT
CCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCA
TAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCT
TGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCA
AAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG
AGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCA
TGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTAGCTTTTCAATTCAATTCATCATTTTTTTTTTATTCTTTTTTTTGATT
TCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAACAGAAGGAAGAACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTAGTGTT
GAAGAAACATGAAATTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACATGCAGGAAACGAAGATAAATCATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTG
CTGCTACTCATCCTAGTCCTGTTGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATGTTCGTACCACCAAGGAATT
ACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAAAACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAG
GCATTATCCGCCAAGTACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCAAATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAG
CAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCTAGAGGCCT
TTTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTATCTACTGGAGAATATACTAAGGGTACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGC
TTTATTGCTCAAAGAGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTTAGATGACAAGGGAGACGCATTGGGTCAAC
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AGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACG
TTACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAAAAAACTGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTAGA
GCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATCGTCCAACTGCATGGAGATGAGTCGTGGCAAGAATACCAAGAG
TTCCTCGGTTTGCCAGTTATTAAAAGACTCGTATTTCCAAAAGACTGCAACATACTACTCAGTGCAGCTTCACAGAAACCTCATTCGTTTATTCCCTTGTTTG
ATTCAGAAGCAGGTGGGACAGGTGAACTTTTGGATTGGAACTCGATTTCTGACTGGGTTGGAAGGCAAGAGAGCCCCGAGAGCTTACATTTTATGTTAGCTGG
TGGACTGACGCCAGAAAATGTTGGTGATGCGCTTAGATTAAATGGCGTTATTGGTGTTGATGTAAGCGGAGGTGTGGAGACAAATGGTGTAAAAGACTCTAAC
AAAATAGCAAATTTCGTCAAAAATGCTAAGAAATAGGTTATTACTGAGTAGTATTTATTTAAGTATTGTTTGTGCACTTGCCTGCAAGCCTTTTGAAAAGCAA
GCATAAAAGATCTAAACATAAAATCTGTAAAATAACAAGATGTAAAGATAATGCTAAATCATTTGGCTTTTTGATTGATTGTACAGGAAAATATACATCGCAG
GGGGTTGACTTTTACCATTTCACCGCAATGGAATCAAACTTGTTGAAGAGAATGTTCACAGGCGCATACGCTACAATGACCCGATTCTTGCTAGCCTTTTCTC
GGTCTTGCAAACAACCGCCGGCAGCTTAGTATATAAATACACATGTACATACCTCTCTCCGTATCCTCGTAATCATTTTCTTGTATTTATCGTCTTTTCGCTG
TAAAAACTTTATCACACTTATCTCAAATACACTTATTAACCGCTTTTACTATTATCTTCTACGCTGACAGTAATATCAAACAGTGACACATATTAAACACAGT
GGTTTCTTTGCATAAACACCATCAGCCTCAAGTCGTCAAGTAAAGATTTCGTGTTCATGCAGATAGATAACAATCTATATGTTGATAATTAGCGTTGCCTCAT
CAATGCGAGATCCGTTTAACCGGACCCTAGTGCACTTACCCCACGTTCGGTCCACTGTGTGCCGAACATGCTCCTTCACTATTTTAACATGTGGAATTAATTC
TCATGTTTGACAGCTTATCATCGAACTCTAAGAGGTGATACTTATTTACTGTAAAACTGTGACGATAAAACCGGAAGGAAGAATAAGAAAACTCGAACTGATC
TATAATGCCTATTTTCTGTAAAGAGTTTAAGCTATGAAAGCCTCGGCATTTTGGCCGCTCCTAGGTAGTGCTTTTTTTCCAAGGACAAAACAGTTTCTTTTTC
TTGAGCAGGTTTTATGTTTCGGTAATCATAAACAATAAATAAATTATTTCATTTATGTTTAAAAATAAAAAATAAAAAAGTATTTTAAATTTTTAAAAAAGTT
GATTATAAGCATGTGACCTTTTGCAAGCAATTAAATTTTGCAATTTGTGATTTTAGGCAAAAGTTACAATTTCTGGCTCGTGTAATATATGTATGCTAAAGTG
AACTTTTACAAAGTCGATATGGACTTAGTCAAAAGAAATTTTCTTAAAAATATATAGCACTAGCCAATTTAGCACTTCTTTATGAGATATATTATAGACTTTA
TTAAGCCAGATTTGTGTATTATATGTATTTACCCGGCGAATCATGGACATACATTCTGAAATAGGTAATATTCTCTATGGTGAGACAGCATAGATAACCTAGG
ATACAAGTTAAAAGCTAGTACTGTTTTGCAGTAATTTTTTTCTTTTTTATAAGAATGTTACCACCTAAATAAGTTATAAAGTCAATAGTTAAGTTTGATATTT
GATTGTAAAATACCGTAATATATTTGCATGATCAAAAGGCTCAATGTTGACTAGCCAGCATGTCAACCACTATATTGATCACCGATATATGGACTTCCACACC
AACTAGTAATATGACAATAAATTCAAGATATTCTTCATGAGAATGGCCCAGCGATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCA
TCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAG
GCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCTTATATTGAATTTTCAAAAATTCTTACTTT
TTTTTTGGATGGACGCAAAGAAGTTTAATAATCATATTACATGGCATTACCACCATATACATATCCATATCTAATCTTACTTATATGTTGTGGAAATGTAAAG
AGCCCCATTATCTTAGCCTAAAAAAACCTTCTCTTTGGAACTTTCAGTAATACGCTTAACTGCTCATTGCTATATTGAAGTACGGATTAGAAGCCGCCGAGCG
GGCGACAGCCCTCCGACGGAAGACTCTCCTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCGAACAAT
AAAGATTCTACAATACTAGCTTTTATGGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCCCACAAACCTTCAAATTAACGAATCAAATTAACAACCATAGG
ATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCTTATTTCTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACAGATATATAAATGGAAAAGCTGCATAA
CCACTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCAGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTCATAAAAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAAC
GTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATCCTCTAGAACTAGTATGGATGTATTCATGAAAGGACTTTCAAAGGCCAAGGAGGGAGTTGTGGCTGCTGCTGAGAAAACC
AAACAGGGTGTGGCAGAAGCAGCAGGAAAGACAAAAGAGGGTGTTCTCTATGTAGGCTCCAAAACCAAGGAGGGAGTGGTGCATGGTGTGACAACAGTGGCTG
AGAAGACCAAAGAGCAAGTGACAAATGTTGGAGGAGCAGTGGTGACGGGTGTGACAGCAGTAGCCCAGAAGACAGTGGAGGGAGCAGGGAGCATTGCAGCAGC
CACTGGCTTTGTCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATGAAGAAGGAGCCCCACAGGAAGGAATTCTGGAAGATATGCCTGTGGATCCTGACAATGAGGCTTAT
GAAATGCCTTCTGAGGAAGGGTATCAAGACTACGAACCTGAAGCCAAGCTTATCGATAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCG
AGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGG
CAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAG
TCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGG
TGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGC
CGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAGCTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATC
GGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGT
TCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGCTGCAGCCAAGCTAATTCCGGGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTT
TATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTATTCTTGAGTAACTCTTTCCTGTAG
GTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCACACCTCTACCGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTG
AAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTG
CGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC
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