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Zusammenfassung

Die Proteindegradation ist ein zentraler Bestandteil der Regulationsmechanismen in
Saccharomyces cerevisiae zur Bewerkstelligung der Proteinhomdostase. Hierbei ist das
Ubiquitin-Proteasom-System von fundamentaler Bedeutung und reguliert den Abbau von
fehlerhaften Proteinen, sowie solchen, die aufgrund von Zellzyklussignalen oder weiteren
Einfliissen fiir die Degradation bestimmt werden. Die Markierung der fiir den Abbau
bestimmten Proteine geschieht dabei mittels Polyubiquitinierung iiber eine Kaskade aus drei
Enzymen (E1-E2-E3). Das ERAD-System (ER-assoziierte Protein Degradation) ist Teil der
Proteinqualititskontrolle fiir Proteine des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und
sekretorischer Proteine. Es sind drei ERAD-Wege bekannt, die je nach Lokalisation des
Substrat-Proteins bzw. des beschéddigten Teils involviert werden: ERAD-L fiir ER-luminale
Proteine, ERAD-M fiir ER-Membranproteine und ERAD-C fiir ER-Membranproteine mit
Abbau auslosenden Bestandteilen im Cytosol. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei ER-
Membranproteine Sec61, Sec62 und Sec66 mit C-terminalen cytosolischen Dominen
untersucht. Deren optogenetisch kontrollierter Abbau durch das C-terminal angehéngte
photosenstive Degron (psd) sollte ndher charakterisiert werden, um zu iiberpriifen in wie weit
die ERAD-C-Maschinerie an der Proteolyse beteiligt ist. Dabei konnte gezeigt werden, dass der
psd-abhédngige Abbau von Sec61, Sec62 und Sec66 ubiquitinabhiingig ist und neben der
Ubiquitin-aktiverenden E1-Ligase Ubal, die dafiir notwendigen ubiquitinkonjugierenden E2s
Ubc6/ Ubc7 und die E3- Ubiquitinligase Ssm4 aus dem ERAD-C Weg stammen.

Der Zellzyklus von S. cerevisiae wird durch das Zusammenspiel unterschiedlicher
regulatorischer Proteine gesteuert. In weiteren Untersuchungen dieser Arbeit konnte durch die
optogenetische Kontrolle von Zellzyklusregulatoren die heterologe Produktion von sekundéren
Pflanzenstoffen gesteigert werden. Uber den psd-bedingten Abbau der AAA-ATPase Cdc48
und der dominant negativen Mutanten “NSic1-psd® und CIb*PE-psd? konnte ein Zellzyklusarrest
in der G1- bzw. G2-Phase induziert werden, der zu einer gesteigerten Produktionsrate von [3-
Carotin aus dem Mevalonat-Weg fiihrte. Weiterhin konnte die Wirksamkeit dieser Module an
der heterologen Produktion des pilzlichen Inhaltsstoffs Cordycepin gezeigt werden. Im Zuge
dieser Arbeit wurde auBerdem der komplexere Biosyntheseweg fiir das Pflanzenhormon
Gibberellinsdure-4 in S. cerevisiae getestet und etabliert. Hierdurch ist eine einfachere
Produktion von Gibberellinen als bisher moglich. Da der GA4-Biosyntheseweg ebenfalls aus
dem Mevalonat-Weg abzweigt, sind die zuvor getesteten optogenetischen Module ebenfalls fiir

die gesteigerte Produktion von Gibberellinsdure-4 anwendbar.
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Summary

Protein degradation is a central component of the regulatory circuits in
Saccharomyces cerevisiae to obtain protein homeostasis. The ubiquitin proteasome system is a
crucial component within these regulatory circuits and controls the degradation of faulty
proteins, as well as those which have been targeted for degradation through cell cycle signalling
and other influences. The targeting of such proteins happens through polyubiquitination by a
cascade of three enzymes (E1-E2-E3). The ERAD-system (ER associated degradation) is part
of the protein quality control for proteins of the endoplasmatic reticulum (ER) and secretory
proteins. There are three ERAD-pathways, whose involvement depends on the localisation of
the substrate protein or the damaged domain. ERAD-L is responsible for ER-luminal proteins,
ERAD-M for membrane integrated substrates and ERAD-C for membrane anchored proteins
with domains in the cytosol. Three different ER-membrane bound proteins with C-terminal
cytosolic domains (Sec61, Sec62, Sec66) were analysed in this thesis. The degradation of these
proteins, mediated by the C-terminally fused photosensitive degron (psd) was to be examined
closer, in order to check for a dependency of the proteolysis on the ERAD-C machinery. It
could be demonstrated, that the psd-dependant degradation of Sec61, Sec62 and Sec66 required
ubiquitination. The necessary ubiquitination enzymes were the ubiquitin activating E1 Ubal,
the ubiquitin conjugating E2s Ubc6/Ubc7 and the E3 ubiquitin ligase Ssm4, which are all part
of the ERAD-C pathway.

The cell cycle of S. cerevisiae is controlled by an interplay of several regulatory proteins. In
additional investigations, the heterologous production of secondary plant metabolites was
successfully increased through optogenetic control of several cell cycle regulators. By psd-
dependent degradation of the AAA-ATPase Cdc48 and the dominant negative mutants “NSic1-
psd® and CIb*PB-psd?, cells were arrested in the G1- and G2-phase of the cell cycle, which led
to elevated production rate of B-carotene from the mevalonate pathway. The effectiveness of
the constructs was additionally demonstrated by the increased production of the fungal
metabolite Cordycepin. In the course of this thesis the complex biosynthesis pathway of
gibberellic-acid-4 (GA4) was established and tested in S. cerevisiae. This facilitates the
production of gibberellins. Since the GA4-pathway is branching off the mevalonate pathway,
the previously tested optogenetic modules are also applicable for the increased production of

gibberellic-acid-4.
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Abkiirzungsverzeichnis
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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Saccharomycecs cerevisiae und der Zellzyklus

Saccharomyces cerevisiae wird als Brau- und Bickerhefe seit Jahrtausenden von Menschen zur
Herstellung von Lebensmitteln verwendet und gewann im Laufe des letzten Jahrhunderts
zunehmende Bedeutung als Modellorganismus in der Molekularbiologie. Zusitzlich wird
S. cerevisiae im Bereich der Biotechnologie genutzt, z.B. fiir die heterologe Produktion einer
Vielzahl von wertvollen Molekiilen wie menschliches Insulin, Artemisinin oder Psilocibin.

Der Zellzyklus der Hefe von der Mutterzelle hin zu einer neuen Knospe durchléduft die Phasen
G1 (gap phase ), S (synthesis phase), G2 (gap phase 2) und die M-Phase (mitotic phase). Dabei
werden je nach Phase spezifische Proteine bendtigt, die bspw. die Replikation der DNA, die
Organisation und Verteilung der Chromosomen und die Verteilung der unterschiedlichen
Zellorganellen kontrollieren. Der Zellzyklus von S. cerevisiae wird von Kinasen gesteuert,
wobei eine zentrale Rolle der CDK1 (Cyclin dependant kinase 1, CDC28) zufillt. Die Kontrolle
wird dabei durch ein dicht abgestimmtes Zusammenspiel aus Transkriptionsaktivierung und
Repression koordiniert. Diese Regulation ist ein dynamisches System aus der Aktivierung der
Cyklin-Expression und der anschlieBenden Phosphorylierung und Dephosphorylierung
weiterer Transkriptionsfaktoren durch den Cyklin-CDK1-Komplex. Auf diese Weise werden
je nach Zellzyklus-Phase eine Gruppe von unterschiedlichen Genen aktiviert und reprimiert.
Diese sind eingeteilt in ein G1/S-Cluster, ein S-Cluster, ein G2/M-Cluster und ein M/G1-
Cluster. Die Expression und Aktivitit der Cykline kontrolliert dabei das Erreichen wichtiger

Kontrollpunkte, welche die Progression im Zellzyklus steuert (vgl. Abb.1).

CIn3  CIn1/CIn2
A ! Clb5/CIb6 Clb2

G1 Cykline

Sicl / —
| | | ]
M ! Gl ! s G2 ' M )

Abb. 1: Aktivititsprofile von Cyklinen und Zellzyklusregulatoren. Abgebildet sind die Aktivitdtsphasen der
G1-Cykline CIn3, Clnl und CIn2 (griin), der B-Cykline CIb5, CIb6 und CIb2 (blau) und dem Zellzyklusregulator
Sicl (rot) wihrend der Zellzyklusphasen von S. cerevisiae (Abgedndert nach Jiménez et al. 2015).

Aktivitat

Am Anfang der G1-Phase bindet CDKI1 die Cykline Clnl, CIn2 und CIn3 iiber ein Adapter
Cksl. CIn3 wird dabei von der Konzentration zelluldrer Chaperone gesteuert und bindet erst
dann Cdc28, sobald ein kritischer Punkt erreicht ist (Vergés et al. 2007). Cdc28-ClIn3 inhibiert

die Aktivitdt von Whi5, einem Transkriptionsrepressor des G1-Transkription-Clusters (Gari et



2 Einleitung

al. 2001), wodurch die Expression von CLNI/CLN2 durch die aktiven Transkriptionsfaktor-
Komplexe SBF (Swi4-Swi6) und MBF (Mbpl-Swi6) ermoglicht wird. Der CDKI1-
CIn1/CDK2-CIn2-Komplex aktiviert die Expression von Genen, die sowohl in der spiten G1-
Phase als auch in der anfinglich S-Phase notwendig sind, wodurch der Ubergang dieser beiden
Abschnitte gewihrleistet wird. In dieser Phase werden vor allem Gene des Spindel-Pol Korpers
und Gene fiir das polarisierte Wachstum benétigt. Wihrend der G1-Phase inhibiert Sicl die
Bildung von Komplexen aus CDK1 Typ B Cyklinen, wobei Sicl wiederum von CDKI-
CInl1/CIn2 phosphoryliert und so fiir den Abbau durch den SCF-Komplex markiert wird
(Schneider et al. 1996; Verma et al. 1997). Mit steigender Konzentration des MBF wird der
G1-Repressor Nrm1 aktiviert (Bruin et al. 2006), welcher durch Bindung von Swib6 die eigene
Expression und die von Cln1/2 deaktiviert. Zusitzlich wird die Expression der S-Phase Cykline
CIb5/Clb6 gefordert. Durch CDK1-Clb6 wird Swi6 phosphoryliert und akkumuliert im
Cytoplasma (Geymonat et al. 2004, Geymonat et al. 2010), wodurch die weitere Aktivierung
der G1-Transkription verhindert wird. CDK1-CIb5 aktiviert die Gene der DNA-Synthese. Ein
wichtiger Transkriptionsfaktor der S-Phase ist Hcm1, welcher sowohl durch SBF als auch MBF
aktiviert wird (Iyer et al. 2001). Hcml treibt die Expression des S-Phase-Gen-Clusters der
DNA-Synthese an (Pramila et al. 2006), sowie die weiteren regulatorischen
Transkriptionsfaktoren Fkh1, Fkh2 und Ndd1 (Murakami et al. 2010; Kumar et al. 2000). Fkh2
und Ndd1 sind die Aktivatoren des G2-Genclusters und ihre Expression durch Hem1 initiiert
den Ubergang von S- zu G2-Phase. Der Transkriptionsfaktor Mcm1 bindet gemeinsam mit
Fkh2 und Ndd1 das CLB2-Cluster, was die Expression von CLB2, CDC5 und CDC20 zur Folge
hat. Der Mcm1-Fkh2-Komplex alleine reprimiert die Expression von CLB2 wihrend des
restlichen Zellzyklus. Durch CDK1-CIb2 werden weitere Faktoren der M-Phase aktiviert.
Dabei wird der Inhibitor Pdsl phosphoryliert und, vermittelt durch den Cdc20 aktivierten
Anaphase-Promoting-Complex APC, fiir den Abbau durch das Proteasom markiert (Farr und
Cohen-Fix 1999; Harper et al. 2002; Nasmyth 2005). Durch den Abbau des Segregations-
Inhibitors Securin (Pds1) wird in der Anaphase die Chromosomensegregation auf Mutter und
Tochterzelle eingeleitet, Spindeln abgebaut und die Cytokinese damit abgeschlossen. Bevor
eine neue G1-Phase beginnen kann, miissen die Cykline der M-Phase abgebaut werden, was
unter anderem durch Cdc20 kontrolliert wird (Irniger 2002). Weitere Aktivitidt der M-Phase
Cykline wird durch Sicl inhibiert. Hierdurch kann der oben beschriebene Prozess der
Akkumulation von CIn3/CIn2/Clnl und damit eine neue G1-Phase beginnen. Es existieren
mehrere Kontrollpunkte innerhalb des Zellzyklus, die passiert werden miissen, bevor die

Progression ermoglicht wird. Hierdurch soll eine unkontrollierte Teilung bei unabgeschlossener
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DNA-Replikation, Néhrstoffmangel, Osmo- oder Hitze-Stress (Morano et al. 2012; Clotet und
Posas 2007) oder bevorstehendem Mating verhindert werden (Mendenhall 1998). Ist das
Niveau von Cln3-Molekiilen wéhrend der G1 zu niedrig, wird der Fortschritt in die G1-Phase
verhindert (Jiménez et al. 2015). Eine Kopplung des Zellzyklusfortschritts an
Nihrstoffverfiigbarkeit geschieht unter anderem durch die Kinase Rim15, die die Zelle in den
Ruhezustand GO versetzt. Thre Aktivitit wird von der Proteinkinase A reprimiert, welche
wiederum durch die Verfiigbarkeit von Glucose aktiviert wird (Pedruzzi et al. 2003; Wanke et
al. 2005). Wenn es zu einem Stocken der DNA-Replikation kommt, wird dieses durch Mec1l
detektiert (Carr 1997), welche wiederum die Kinase Rad53 aktiviert (Jaehnig et al. 2013).
Rad53 phosphoryliert Nrm1, wodurch der Repressor inaktiviert wird und MBF aktiv bleibt
(Bastos de Oliveira et al. 2012). Wihrend des Mating-Prozesses inhibieren Fus3 und Farl die
Progression des Zellzyklus und 16sen einen Zellzyklus-Arrest zu Beginn von G1 aus, damit sich
die beiden Zellen vor der Vereinigung in ihrem Zellzyklus synchronisieren konnen (Roberts et
al. 2000). Fus3 wird bei Anwesenheit von Pheromonen aktiviert und phosphoryliert Farl,
welches wiederum die CDKI1 inhibiert. In Abwesenheit von Pheromonen wird Farl von der
CDK1-Cln fiir die Ubiquitinierung markiert und abgebaut (Henchoz et al. 1997).

Fiir molekularbiologische Arbeiten wird dieser Pheromon-induzierte Zellzyklus-Arrest hiufig
eingesetzt um Zellpopulationen zu synchronisieren. Hierzu wird das a-Faktor Pheromon direkt
in die Kultur gegeben (Gartner et al. 1998; Campbell et al. 2020). Eine weitere Moglichkeit der
kiinstlichen Zellzyklus-Kontrolle wurde von Hasenjédger et al. vorgestellt (Hasenjédger et al.
2019). Hierbei wurden die Zellzyklus-Regulatoren Sicl, Clb2 sowie Cdc48 (eine AAA-
ATPase, die unter anderem fiir den Abbau der Mitosespindel verantwortlich ist (Cao et al. 2003)
mit Hilfe eines photosensitiven Degrons unter Lichtkontrolle gebracht (Abb. 2). Durch den
blaulichtabhiingigen Abbau von Cdc48-psd® konnte so der Zellzyklus erfolgreich arretiert
werden (Abb. 2 A). Sicl und CIb2 wurden jeweils so modifiziert, dass ein reguldrer Abbau der

Proteine im normalen Verlauf des Zellzyklus nicht mehr moglich ist (Abb. 2 B).
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Abb. 2: Arretierung einzelner Zellzyklusphasen durch psd-Modul markierte Regulatoren (Hasenjsiger et
al. 2019). A) Durch psd*-bedingten Abbau von Cdc48 konnte ein Zellzyklusarrest der Zellen sowohl im Dunkeln,
als auch extensiver nach Blaulichtinkubation beobachtet werden. B) Topologie der dominant negativen Allele von
Sicl und CIb2 im Vergleich zum WT. C) Analoge Analyse der Zellzyklusphasen wie in A) mit den dominant
negativen Mutanten “NSic1-psd?® und Cl1b24PB-psd?,

So wurde fiir Sicl das N-terminale Degron zur Erkennung durch den SCF-Komplex entfernt
und ein psd®*-Modul C-terminal angehiingt. Fiir CIb2 wurde die Destruction Box (DB) entfernt
und ebenfalls ein psd3-Modul angehingt. Die Mutanten NSic1-psd® und C1b22PB-psd® waren
nach wie vor funktional, konnten jedoch nicht mehr von den regulidren Abbauprozessen des
Zellzyklus beeinflusst werden und akkumulierten so im Dunkeln, wodurch die Zellen
arretierten (Ghiara et al. 1991; Hodge und Mendenhall 1999; Dirick et al. 1995). Unter Blaulicht
werden diese dominant negativen Allele konstant abgebaut und der Zellzyklus kann normal

stattfinden (Abb. 2 C).
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1.2 Die Proteindegradation in S. cerevisiae

Proteindegradation ist ein wichtiger Kontrollmechanismus der Zellen, der dazu dient, einen
steten Proteinumsatz zu erreichen, beschidigte und missgefaltete Protein zu entfernen, sowie
nicht mehr benétigte Protein zu degradieren, um ihre Aktivitit zeitlich einzuschrinken. In
Eukaryoten werden fiir den Abbau bestimmte Proteine markiert und durch das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) prozessiert und abgebaut. Das UPS kommt in den unterschiedlichsten
zelluldren Prozessen zum FEinsatz, z.B. dem Zellzyklus (s. 1.1) oder der Transkriptionskontrolle
(Hershko und Ciechanover 1998). Ubiquitin (Ub) ist ein kleines, ca. 8,5 kDa groBes Protein,
welches ubiquitir im Cytosol vorhanden ist. Im Rahmen der UPS vermittelten Proteinabbaus
kommt es zu einer Polyubiquitinierung des Ziel-Proteins. Hierzu werden die drei Enzyme E1,
E2 und E3 bendotigt. In einem ersten Schritt wird unter ATP Verbrauch ein Ubiquitin durch das
Enzym E1 aktiviert und auf dieses iiber eine energetisch instabile Thioesterbindung iibertragen

(Abb.3A).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom Systems und der am ERAD-C-
Degradationsweg beteiligten Faktoren. A) Das Ubiquitin wird zunichst von E1 unter ATP-Verbrauch aktiviert,
anschlieend auf ein E2-Ubiquitin-konjugierendes Enzym tibertragen, welches wiederum das Ub zusammen mit
einer E3 Ubiquitin-Protein-Ligase auf das Substrat iibertriigt. Durch das Ubertragen weiterer Ubs wird eine Ub-
Kette gebildet. Die Polyubiquitinkette wird vom Proteasom erkannt und das Protein abgebaut. (Abb. 3A
abgewandelt von (Trauth et al. 2019). B) Der Ssm4-Komplex besteht aus mehreren Proteinen, die sich sowohl in
der ER-Membran als auch im Cytosol befinden: Die Ubiquitin-Protein-Ligase Ssm4, die beiden Ubiquitin-
konjugierenden Enzyme Ubc6/7 (letzteres durch Cuel an der Membran verankert) und der Cdc48-Npl4-Ufd1-
Komplex, welcher Zielproteine aus der Membran extrahiert und weiter entfaltet. Der Cdc48-Komplex wiederum
wird von Ubx2/4 an die ER-Membran rekrutiert. Die drei Membranprotein Sec61 / Sec62 / Sec66 sind Teil eines
Translocon-Komplex zur SRP-Erkennung und zum Protein Import ins ER. Sec61 / Sec62 / Sec66 besitzen eine
unterschiedliche Anzahl an Transmembran-Doménen und reichen mit dem C-Terminus ins Cytosol. In dieser
Arbeit wurden mit dem photosensitvien Degron C-terminal markierte Versionen der drei Membranproteine
untersucht, was sie zu potentiellen Substraten des ERAD-C macht.

Das Ubiquitin wird anschlieBend iiber eine weitere Thioesterbindung auf ein Ub-

konjugierendes Enzym E?2 iibertragen, welches gemeinsam mit der Ubiquitinligase E3, u.a.
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zustandig fiir die Substraterkennung, das Ub auf das Ziel-Protein transferiert. Das Ziel-Protein
wird anhand einer Signalsequenz (Degron) erkannt, welches bspw. durch falsche Faltung
exponiert ist. Nach der Erkennung und Bindung durch die E3 Ubiquitinligase wird das Ub am
Zielprotein an einem Lysin-Rest kovalent gebunden und anschlieBend ein weiteres Ub kovalent
an eine Lysinseitenkette des ersten Ubs gebunden. Wiederholungen dieses Schritts fiihren zur
Entstehung einer Polyubiquitin-Kette (Varshavsky 1991; Ravid und Hochstrasser 2008). Das
polyubiquitinierte Ziel-Protein wird entweder direkt vom 26S-Proteasom erkannt oder iiber
einen Adapter gebunden und unter ATP-Verbrauch abgebaut (Welchman et al. 2005; Ravid und
Hochstrasser 2008). Dem Abbau wirken de-ubiquitinierende Enzyme, sogenannte DUBs,
entgegen, welche Polyubiquitinketten auflosen und so weitere Moglichkeiten zur Regulation
bereitstellen.

Das Proteasom besteht aus 33 Untereinheiten, aufgeteilt auf den tonnenférmigen 20S core
particle und den zwei 19S regulatory particles, welche auf der 20S Untereineinheit wie ein
Deckel bzw. Boden aufliegen. Es kommt in allen eukaryotischen Lebensformen vor und seine
Struktur und Funktion ist hoch konserviert (Finley et al. 2012). Die 19S Untereinheit (Deckel)
erkennt die Substrate, die daraufhin entfaltet und im Innern der 20S Untereinheit abgebaut
werden (Finley 2009). Proteine, die im Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisieren,
werden tiber einen spezifischeren Mechanimus fiir den Abbau im Proteasom vorbereitet. Dies
ist der sogeannte ER-assozierte Degradationsweg, kurz ERAD, welcher ungefaltet Proteine im
ER-Lumen oder der ER-Membran erkennt und zur Degradation vorbereitet. Je nach
Lokalisation der ungefalteten Domine kommen unterschiedliche Wege zum Einsatz: ERAD-L
fiir luminale ungefaltete Proteine, ERAD-M fiir membranintegrierte Proteine und ERAD-C fiir
Membranproteine, deren ungefaltete Region im Cytosol lokalisiert, sowie einige cytosolische
Proteine, wie der Matalpha2-Repressor (Mehrtash und Hochstrasser 2019).

Die Hefe S. cerevisiae besitzt mit Ubal nur ein einziges El-Protein (McGrath et al. 1991),
jedoch mehrere E2s und E3s (Pickart 2001; Finley et al. 2012). Wihrend ERAD sind
spezifische E2s und E3s aktiv: Die E3-Ligase Hrd1 fiir Substrate des ERAD-L und ERAD-M
und die E3-Ligase Ssm4 fiir Substrate des ERAD-C. Diese gehoren zur RING-Klasse der E3s
und sind mit mehreren E2s in einem Komplex assoziiert. Die RING-Domine interagiert mit
dem E2-Partner iiber koordinierte Zink-Ionen und stimmt die Ubertragung des Ub auf das
Substrat ab (Weissman 2001). Ssm4 befindet sich mit den E2s Ubc6 und iiber Cuel veranktertes
Ubc7 in einem Komplex eingebettet in der ER-Membran, gemeinsam mit mehreren Adapter-
Proteinen (s. Abb. 2B) (Zattas und Hochstrasser 2015; Deng und Hochstrasser 2006). Hrd1

befindet sich ebenfalls in der ER-Membran in einem Komplex mit seinen Interaktionspartnern,
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lokalisiert jedoch in anderen Bereichen als Ssm4 (Deng und Hochstrasser 2006). Beide
interagieren mit dem E2 Ubc7, wobei Hrdl zusitzlich noch mit dem E2 Ubcl interagiert
(Friedlander et al. 2000). Fiir die Extraktion von ERAD-Zielproteinen aus der ER-Membran
wird der cytosolische Cdc48-Npl4-Ufd1-Komplex benétigt, welcher tiber Ubx2-Ubx4 an der
ER-Membran verankert ist und zum jeweiligen ERAD-Komplex rekrutiert wird (Ye et al.
2001). Dieser AAA-ATPase-Komplex bindet das polyubiquitinierte Substrat iiber Ufd1/Npl4
und das Cdc48-Homohexamer extrahiert dieses nach teilweiser Entfaltung aus der ER-
Membran bzw. aus membranintegrierten Komplexen (Ye et al. 2017).

Der Sec61-Komplex besteht aus drei Untereinheiten (Sec61, Sshl, Sbhl) und formt das
Translocon fiir den SRP-abhingigen Co-translationalen Protein-ER-Import, parallel zu einem
weiteren dhnlichen aufgebauten Komplex aus Ssh1, Sbh2 und Sss1 (Robb und Brown 2001).
Fiir den SRP-unabhingige postranslationalen ER-Import bildet der Sec61 Komplex in Hefe
einen grofleren heptameren Sec-Komplex zusammen mit dem Sec62-Komplex bestehend aus
Sec63, Sec62, Sec66 und Sec72 (Romisch 1999; Plath et al. 1998). Der Transport von Proteinen
tiber die ER-Membran in das ER ist der erste Schritt des Protein-Sekretionswegs iiber den
Golgi-Apparat (Romisch 1999; Delic et al. 2013).

Es wurde auBBerdem diskutiert, dass der Sec61-Komplex einen Bestandteil des ERAD darstellt,
im Zusammenhang des retrograden Transports ungefalteter Proteine aus dem ER zuriick ins
Cytosol (Romisch 1999; Plemper et al. 1997). Sec61 bindet hierbei die 19S-Untereinheit des
Proteasoms, welche durch die AAA-ATPase-Aktivitidt die ungefalteten Proteine aus dem
Translocon extrahiert (Kalies et al. 2005). In einem weiteren Modell wurde die Notwendigkeit
von Hrdl, Hrd3 und Derl zur Entfaltung des Substrats fiir den Sec61-abhingigen Export
vorgeschlagen (Romisch 2017; Kalies et al. 2005, 2005; Plemper et al. 1997; Romisch 1999).
Dementgegen wurde auch ein Modell publiziert, in dem Derl und Hrd1 fiir den Export von
ungefalteten Proteinen aus dem ER fiir den proteasomalen Abbau verantwortlich sind (Bagola
et al. 2011; Mehnert et al. 2014). Hierbei werden die Substrate im ER-Lumen von Derl iiber
Hrd3/Yos9 gebunden und so zur E3-Ubiquitin-Ligase Hrdl rekrutiert. Das Substrat wird
anschliefend von Derl in die Membran inseriert, durch Hrd1 polyubiquitiniert und letzendlich
durch Cdc48 aus der ER-Membran extrahiert und proteasomal abgebaut (Mehnert et al. 2014).
In einem in vitro Ansatz wurde au8erdem Hrd1 als unabhéngig agierender ubiquitingesteuerter
Proteinkanal beschrieben (Baldridge und Rapoport 2016). Eine Beteiligung einer weiteren
ERAD-Komponente Ssm4 im retrograden Transport von Proteinen durch die ER-Membran

wurde ebenfalls postuliert (Schmidt et al. 2020).
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1.3 Optogenetik und ihre Anwendung

Die Optogenetik ist ein vergleichsweise junges Feld der Molekularbiologie und Zellbiologie.
Genetisch codierte Photorezeptoren werden verwendet, um Effektoren in ihrer Aktivitit zu
steuern. Dies erlaubt, biologische Prozesses durch Licht einer bestimmter Wellenldngen zu
beeinflussen. Ein Photorezeptor ist im Allgemeinen ein Protein mit einem organischen
Chromophor (in manchen Fillen auch Tryptophan), dessen Absorptionsmaximum bestimmt,
fiir welche Licht-Wellenldnge der Rezeptor sensitiv ist (Moglich et al. 2010; Tilbrook et al.
2013). Dieser Chromophor absorbiert Photonen und idndert im Zuge dessen seine Konformation
bzw. sein Energieniveau. Dadurch wird dieses Potential an das umfassende Protein
weitergeleitet und allosterische und biochemische Anderungen des Rezeptors entstehen.
Hierbei dndert der Photorezeptor seinen Zustand vom Dunkel-Zustand zum Licht-Zustand, was
einen Photozyklus darstellt. Dieser Vorgang ist reversibel, was ein ,,Ein*“- und ,,Aus*“-Schalten
des Molekiils ermoglicht. Die Geschwindigkeit des Wechsels vom Dunkel- zum Licht-Zustand
und die Reversion davon vom Licht- zu Dunkel-Zustand ist je nach Photorezeptor
unterschiedlich und eine wichtige Kenngrofe fiir die Entwicklung optogenetischer Werkzeuge.
In manchen Fillen ist der Photorezeptor sowohl Licht-Sensor, als auch Effektor selbst (z.B.
Channelrhodopsine (Zhang et al. 2011). In anderen Fillen stellt er lediglich das photosensitve
Modul dar, als Teil eines groBeren Komplexes, in dem er den initialen Lichtreiz als Signal durch
bspw. Konformationsidnderungen an einen aktiven Partner, wie einer Kinase weitergibt (z.B.
bei Phototropin (Matsuoka und Tokutomi 2005; Raghavan et al. 2020). Dabei beinhaltet
letzteres die Moglichkeit, den Effektor in einem synthetischen Rezeptor-Effektor-Konstrukt
beliebig auszutauschen, um neue optogenetische Werkzeuge zu entwickeln, wohingegen bspw.
Channelrhodopsine in ihrer Einsetzbarkeit beschrinkt sind.

Optogenetik hat die Vorziige, dass Licht als Signalgeber fiir physiologische Manipulationen
reversibel, schnell, wahlweise hochaufgelost oder global wirkt und einfach zu handhaben ist.
In der Biotechnologie hat es auBerdem den Vorteil, dass es vergleichsweise kostengiinstig
gegeniiber etablierten Alternativen, wie der Zugabe von Chemikalien als Induktor ist, und
weniger Zellstress verursacht, wie der Einsatz von erhohten Temperaturen. Das Einsatzgebiet
von optogenetischen Werkzeugen ist vielfdltig: Channelrhodopsine zur Kontrolle des
Ionenflusses iiber eine Membran (Zhang et al. 2011), lichtaktivierbare Transkriptionsfaktoren
(Raghavan et al. 2020), lichtabhiingige Proteindegradation (Renicke et al. 2013; Hasenjéager et
al. 2019) oder lichtabhédngige Kontrolle von CRISPR-CAS9 (Nihongaki et al. 2015).

Da im Zuge dieser Arbeit nur Blaulicht-abhéngige Systeme zum Einsatz kamen, werden in

diesem Abschnitt nur Blaulicht-Rezeptoren nidher beschrieben. Die hier verwendeten
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Photorezeptoren, die auf Blaulicht reagieren, sind Light-Oxygen-Volgtage (LOV)-Dominen
(Christie et al. 1998) und Cryptochrome (Ahmad et al. 1995). Die LOV2-Domine aus
Avena sativa beinhaltet in ihrem Kern als Chromophor ein Flavomononukleotid (FMN), dessen
Absorptionsmaxium bei ca. 450 nm liegt (Harper et al. 2003). Eine Beleuchtung durch Blaulicht
sorgt fiir eine kovalente Bindung des angeregten FMNs an ein Cystein (C450), was eine
allosterische Anderung der am C-terminus befindlichen J-a-Helix nach sich zieht (Harper et al.
2003). Diese entfaltet sich in einem reversiblen Prozess, ein Umstand der u.A. fiir die
Entwicklung des photosensitive degron-Moduls (psd-Modul) genutzt wurde (Renicke et al.
2013). Der ,,Dunkel*“-Zustand des Rezeptors und erneute Faltung der J-a-Helix geschieht, wenn
das Photoaddukt des FMN zu seinem unangeregten Zustand zuriickkehrt und die kovalente
Bindung zum Rezeptor gelost wurde. In optogenetischen Werkzeugen kam die Arabidopsis
thaliana LOV?2-Domine unter anderem im psd-Modul zum Einsatz, in Kombination mit einer
Sequenz aus dem C-Terminus der Mus musculus Ornithin-Decarboxylase (cODC) (Renicke et
al. 2013). Diese Sequenz besitzt ein Degron, also eine kurze Peptidsequenz (37 AS), welche
direkt vom Proteasom iiber Cystein-Alanin-Motiv erkannt wird und so zum Abbau des
gesamten Proteins fithrt (Jariel-Encontre et al. 2008). Eine teilweise Abhédngigkeit von
Ubiquitinierung fiir den Abbau des Degrons wurde jedoch ebenfalls bereits festgestellt
(Scheffer et al. 2019). Das psd-Modul kann genetisch C-terminal an ein Ziel-Protein angehingt
werden, um dessen Stabilitiit zu beeinflussen. Im Dunkeln wird das cODC-Degron (gekiirzt auf
23 AS) durch die eingeklappte J-o-Helix der LOV2-Domine maskiert und das Protein bleibt
stabil. Bei einer Beleuchtung mit Blaulicht (450 nm) entfaltet sich die J-a-Helix und das cODC-
Degron kann vom Proteasom bzw. der Ubiquitinierungmachinierie erkannt werden und es
kommt zum Abbau des Proteins (s. Abb. 4 A). Auf Basis dieses Moduls wurden weitere
Varianten (psd?, psd®) entwickelt, die eine schnellere Abbaurate unter Blaulicht und eine hohere
Stabilitdt im Dunkeln aufwiesen (Hasenjiger et al. 2019; Usherenko et al. 2014). Diese htheren
Schaltraten wurden durch das Koppeln des cODC-Degron an neue Photorezeptor-LOV?2-
Doménen erreicht. AuBerdem konnten durch gezielte und zufillige Mutation in
Schliisselregionen wie der J- a-Helix die Schaltrate der LOV-Doménen zusitzlich beeinflusst
werden (Jentzsch et al. 2009; Usherenko et al. 2014). Im Falle des psd®> war dies die
AfLOV2KPREIZZAEISG y1nq fiir psd3 die ASLOVILIDA64, bestehend aus einer verbesserten

AsLOV Domine des iLID-Konstrukts mit einer weiteren Mutation (Guntas et al. 2015).



10 Einleitung

A Blaulichtabhéangige Proteindegradation

-0,
Dunkel 6 g"l’ Proteasom
~

Blaulicht "t

GOl ~ psd-Modul

B Blaulichtabhangige Transkription

Dunkel ,»— Blaulicht -
- Civi) (i)
Cry2 ] 2

Abb. 4: Schematische Darstellungen optogenetischer Module. A) Abgebildet ist die Funktionsweise des
photosensitiven degron (psd)-Modul. Nach der Expression des Fusionsproteins liegt dieses im Dunkeln stabil vor.
Unter Blaulicht entfaltet sich die J-o-Helix der LOV-Domiine und gibt das cODC Degron fiir die Erkennung durch
das Proteasom frei und das Protein wird abgebaut. B) Funktionsweise des blaulichtabhéngigen
Transkriptionsfaktors LexA-Cry2 und VP16-Cibl. Im Dunkeln liegen die beiden Interaktionspartner unabhiingig
voneinander vor und die Transkription wird nicht aktiviert. Unter Blaulicht bilden Cry2-Cibl ein Heterodimer,
wodurch VP16-Cibl an das dauerhaft an die DNA gebundene LexA-Cry2 am Promoter rekrutiert wird und so die
Transkription eines gene of interest (GOI) aktiviert.

Cryptochrome sind eine sehr weit gefasste Gruppe von Photorezeptoren, die unterschiedliche
Funktionen erfiillen. Thnen allen gemein ist der strukturelle Aufbau aus zwei Doménen: Die
photolyase homology region (PHR) am N-Terminus und die cryptochrome c-terminal extension
(CCE) am C-Terminus (Liu et al. 2017). In der N-terminalen PHR-Doméne befindet sich der
Chromophor Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) (Zoltowski und Gardner 2011). Diese C-
terminalen Bereiche binden im angeregten Zustand aneinander und bilden so Homodimere.
CRY2 aus Arabidopsis thaliana ist auBerdem in der Lage ein Heterodimer mit dem
»Cryptochrome-interacting basic-helix-loop-helix protein* CIB1 tiber diese Region zu bilden
(Liu et al. 2008). Die Homo-Oligomerisierung von CRY2-CRY?2 héngt dabei stark von positiv
geladenen Aminosdure-Resten im C-Terminus ab, wohingegen die Hetero-Oligomerisierung
von negativen Ladungen am N-Terminus abhidngen (Duan et al. 2017). Die Eigenschaft der

Licht-abhingigen Hetero-Dimerisierung von CRY2 und CIB1 wird als optogenetisches Tool
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vielfach genutzt, um zwei Interaktionspartner, wie bspw. die zwei Hélften eines Split-GFPs,

innerhalb der Zelle nach Blaulichtbeleuchtung zueinander zu bringen (Kennedy et al. 2010).

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein Blaulicht-aktivierbarer Transkriptionsfaktor verwendet, der
aus zwei Teilen bestand. Zum einen aus einem Fusionsprotein aus der DNA-Bindedoméne des
LexA-Repressors (LexA) und Cry2 und zum anderen aus dem Transkriptionsaktivator VP16,
gekoppelt mit Cibl (Masterarbeit Jonathan Trauth, 2019). LexA-Cry2 ist dabei dauerhaft an
die LexA-Bindestelle im Promoter gebunden, wihrend im Dunkeln VP16-Cibl ungebunden
vorliegt (Abb. 4B). Unter Blaulicht bilden LexA-Cry2-Cib1-VP16 ein Heterodimer, wodurch

VP16 an den Promoter rekrutiert und die Transkription aktiviert wird.

1.4 Die Bedeutung von Hefen in der Biotechnologie und Metabolic
Engeneering

Neben der Herstellung von Lebensmitteln und Alkohol haben Hefen in den letzten Jahrzehnten
fiir die Biotechnologie eine enorme Bedeutung gewonnen. Die Bandbreite der in Hefen
produzierten Stoffe ist mannigfaltig, wie bspw. Lactat, Farnesen, Isobutanol, Succinat
Reseveratrol und Cephalexin (Borodina und Nielsen 2014). Die Vorteile der
biotechnologischen Produktion gegeniiber chemischer sind ebenso vielfiltig: So bedarf die
Produktion in S. cerevisiae weniger Ressourcen, da einfach zusammengesetzte Medien mit
Glukose als Kohlenstoffquelle und Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle ausreichen oder sogar
Abfallprodukte wie Lignocellulose in manchen Hefespezies, wie Scheffersyomyces stipitis, als
Nihrstoffe Verwendung finden (Mattanovich et al. 2014). Weitere Vorteile sind ein geringer
Energieverbrauch  durch vergleichsweise geringe Inkubationstemperaturen, keine
Notwendigkeit von Hochdrucktanks oder organischen Losungsmitteln (Johnson und Echavarri-
Erasun 2010). S. cerevisiae, aber auch andere Hefe-Spezies, wie Yarrowia lipolytika, haben
gegeniiber anderen biotechnologisch genutzten Organismen wie dem Bakterium Escherichia
coli den Vorteil, dass sie als sicheres Lebensmittel bereits zugelassen sind, was eine zusétzliche
Nutzung der produzierten Biomasse ermoglicht und die Zulassung von medizinischen
Produkten erleichtert. Daneben  hat S. cerevisiae gegeniiber  bakteriellen
Produktionsorganismen noch die Vorteile, dass pflanzliche Enzyme auf Grund einer néheren
Verwandtschaft besser exprimiert werden konnen, sie eine hohere pH-Toleranz, Salz-Toleranz,
Kultur-Robustheit (keine Anfilligkeit durch Phagen) und auf Grund der Zell-
kompartimentierung eine hohere Toleranz gegeniiber toxischen Verbindungen aufweisen
(Nielsen 2019). Hinzu kommt die bessere Moglichkeit zur Produktion von rekombinanten

Proteinen auf Grund der vorhandenen Proteinprozessierung, Glykolisierung und Sekretion



12 Einleitung

(Vieira Gomes et al. 2018). Je nach Anforderung kann es auch von Vorteil sein, andere Hefe-
Spezies als Produktionsstamm auszuwihlen, wie bspw. die stark lipidhaltige Hefe Y. lipolytica
fiir die Produktion von lipophilen Verbindung, wie B-Carotin (Jacobsen et al. 2020).

Ist ein Ziel-Produkt und dessen Syntheseweg identifiziert, muss dieser an einen geeigneten
zelleigenen Stoffwechselweg ,,angeschlossen® werden. Zwei beliebte Synthesewege sind der
Mevalonatweg fiir die Synthese von Terpenen und Sterole und der Syntheseweg von
aromatischen Aminosduren. Dieser kann fiir die Produktion von Flavonoiden und Opioiden
genutzt werden (Nielsen 2015). Durch die einfache Handhabung von S. cerevisiae bei
molekularbiologischen Arbeiten und das Aufkommen neuer Technologien wie CRISPR-Cas9
ist es zunehmend einfacher, komplexe Synthesewege in Hefe zu rekonstruieren und zu

optimieren (s. Abb. 5).
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Abb. 5: Schematische Darstellung einer eukaryotischen Zelle mit moglichen Modifikationspunkten.
Dargestellt ist eine schematische Zelle mit einem integrierten heterologen Produktionsweg fiir ein gewiinschtes
Endprodukt. Die Prozesse in Rot sind mogliche Ansatzpunkte fiir die Optimierung des Synthesewegs und
allgemeinen Energieflux hin zum Endprodukt.

Gingige Mittel um den Energiefluss in diesen Syntheseweg und den abzweigenden heterologen
Synthesewegen zu erhohen ist, neben der Uberexpression der heterologen Enzyme, eine
Repression der Enzyme konkurrierender abzweigender biosynthetischer Wege. Der

Metabolismus ist eng reguliert, weswegen es von Vorteil sein kann, die negative
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Riickkopplungsregulation auszuschalten, um den Energiefluss ungehindert aufrecht zu erhalten
(Lee und Kim 2015). Ein Beispiel hierfiir ist die gekiirzte tHmgl in S. cerevisiae, deren
regulatorische N-terminale Transmembran-Dominen entfernt wurde. Die Hmg1 kontrolliert
einen limitierenden Schritt im Mevalonatweg von HMG-CoA zu Mevalonat und durch erhohte
Enzymmengen wird die Flussrate hin zu dem Produkt erhoht (Ignea et al. 2014; Polakowski et
al. 1998). Neben direkten Substraten ist auerdem eine ausreichende Menge von Co-Faktoren
fiir die Produktion des Endprodukts wichtig (van Rossum et al. 2016). Um dies zu gewihrleisten
ist sowohl die Manipulation nativer Enzyme moglich, als auch das Einbringen heterologer
Enzyme. Zusitzlich ist es eventuell von Vorteil die Produktion Kkonkurrierender
Nebenprodukte, also abzweigender Stoffwechselwege, auszuschalten (Lee et al. 2012). Im
Falle von B-Carotin, dessen Synthese in S. cerevisiae von Farnesylpyrophosphat (FPP) ausgeht,
wire dies die Produktion von Ergosterol (Beekwilder et al. 2014). Durch Repression des
Schliisselenzyms Erg9 kann hierbei der B-Carotin Titer deutlich erhoht werden, bei
gleichzeitiger Hochregulation des Mevalonatwegs (Jennings et al. 1991; Duplus-Bottin et al.
2020). Es sollte jedoch bedacht werden, dass sich Zellen evolutionir so entwickelt haben, dass
es einen Ausgleich zwischen Katabolismus und Anabolismus herrscht und Homeostasis
erreicht werden kann. Ein zu starker Eingriff in den Metabolismus der Zelle kann eine starke
Schwichung der Resilienz nach sich ziehen, wodurch die Wachstumsrate verringert wird, und
damit die Produktionsrate des Ziel-Produkts. Es gilt also ein Gleichgewicht zu finden, zwischen
maximaler Ausnutzung der zelluldren Ressourcen fiir den heterologen Syntheseweg und
Aufrechterhaltung der Resilienz gegen die Stress-Faktoren einer industriellen Fermentation,
wie z.B. hohe Osmolaritit, toxische Nebenprodukte, Hitze und pH.

Es kann daher notwendig sein, konditionelle Mutanten zu verwenden, bei denen die Expression
von ungewiinschten Proteinen reprimiert wird. Géngige Strategien hierfiir sind Knock-down
Techniken wie die synthetische Kontrolle der Proteindegradation (Trauth et al. 2019). Als
Induktor hierfiir kann Temperatur, kleine Molekiile oder Licht verwendet werden (Renicke et
al. 2013; Dohmen und Varshavsky 2005; Beenukumar et al. 2015). Temperatur hat den
Nachteil, dass die Wirkung sehr zeitverzogert ist, hohe Energiekosten erzeugt und mogliche
Nebenwirkungen hat. Die Zugabe von Induktor-Molekiilen wie Auxin oder Galaktose ist teuer
und wirkt ebenfalls eher langsamer und nicht anhaltend (Nishimura et al. 2009; Jungbluth et al.
2010). Licht hingegen benotigt relativ wenig Energie, kann zeitlich beliebig begrenzt werden,
wirkt schnell und ist minimal invasiv fiir den Produktionsorganismus. Neben der offensichtlich
moglichst hohen Transkriptionsrate der notwendigen Enzyme des Ziel-Synthesewegs, ist eine

Induzierbarkeit in manchen Fillen notig. Wirkt das Endprodukt beispielsweise toxisch, hemmt
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dies das Zellwachstum der Kultur, und eine ausreichende Zelldichte kann nicht erreicht werden.
Fiir solche regulatorischen Eingriffe, bei denen die heterologen Enzyme nach Bedarf exprimiert
werden, bendtigt man einen geeigneten Induktor. Entsprechende Systeme sind gut etabliert und
umfassen als Induktoren ebenfalls Temperatur (Fischer et al. 2016), kleine Molekiile wie
Tetracyclin (Gossen und Bujard 1992) und Galactose (Choi et al. 1994), oder IPTG (Mclsaac
et al. 2011) und Licht (Pathak et al. 2014; Shimizu-Sato et al. 2002). Dabei gelten die gleichen
Vor- und Nachteile wie im Falle der Proteindegradation.

Im Falle von Hefen ist zusitzlich noch die Zellkompartimentierung zu beachten, die sowohl
einen limitierenden Faktor darstellen kann, da Enzyme und Substrate so raumlich voneinander
getrennt sein konnen, als auch von Vorteil sein kann, um toxische Haupt- und Nebenprodukte
zu isolieren (Roze et al. 2011; Siddiqui et al. 2012). Um eine Akkumulation eines toxischen
Produkts zu verhindern und auferdem den Flux in Richtung Produkt aufrechtzuerhalten, ist
weiterhin der Einsatz von Efflux-Pumpen vorteilhaft. Diese sondern das Produkt konstant ins
Medium ab, und halten die Konzentration innerhalb der Zelle gering (Pfeifer und Khosla 2001;
Lee et al. 2012). AuBlerdem ist eine Extraktion des Ziel-Produkts aus dem Medium einfacher,
als eine Aufbereitung aus der produzierten Biomasse. Sollten keine nativen Transporter
vorhanden sein, kann es notwendig werden diese einzubringen, wie etwa Cns4 fiir Cordycepin
in S. cerevisiae oder verschiedene ABC-Transporter in E. coli fiir den Export von Amorphadien
(Wu et al. 2014; Qian et al. 2011; Xia et al. 2017; Zhang et al. 2016).

Alles in allem ist die Produktion wertvoller Metaboliten in Hefe eine zukunftsweisende
Technik. Mogliche Optimierungspunkte, ausgehend von einem ersten Konzeptstamm mit
etabliertem enzymatischen Syntheseweg, hin zur fertigen, voll optimierten Zell-Fabrik, sind

dabei zahlreich und greifen hiufig ineinander.

1.5 Produktion sekundirer Pilz- und Pflanzenstoffe

Sekundédre Metaboliten aus Pflanzen und Pilzen sind von hoher Bedeutung in der Medizin und
Lebensmittelsindustrie. Dabei ist die Gewinnung aus den Ursprungsorganismen hédufig sowohl
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