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1 Einleitung

Fettsduresynthasen vom Typ I (FAS I) sind Multienzymkomplexe, in denen samtliche
funktionellen Doménen fiir die de novo Synthese vollstandig gesattigter Fettsduren
einen raumlichen Verbund eingehen. Auch das fiir den Transport von Edukten und
samtlicher Intermediate nétige Acyl Carrier Protein (ACP) ist kovalent gebundener
Teil dieses Komplexes, der so zu einer hocheffizienten Megasynthase zur Produktion
dieser grundlegend essentiellen Zellbausteine wird.

FAS T kommen sowohl in Eukaryoten als auch wenigen Prokaryoten vor, unterschei-
den sich dabei aber teilweise stark in ihrem Aufbau. Die FAS I aus Pilzen (fFAS) mit
einer Masse von bis zu 2,7 MDa leistet sich dazu einen architektonisch besonderen
Aufwand, bei dem acht funktionelle Doménen auf einer einzelnen oder zwei Polypep-
tidketten in sechs Kopien zu einer , Fass-dhnlichen* Struktur multimerisieren. Dabei
werden zwei separate Reaktionskammern gebildet, in deren Innenrdumen flexibel
gebundene ACP-Doménen den Substrattransfer verrichten. Somit ist die komplette
Fettsauresynthese raumlich eingeschlossen. 50% aller Aminosiduren dienen in der
fFAS allein dem strukturellen Aufbau in Form von Insertionen und Expansionen
der enzymatischen Kerndoménen (Bukhari et al. (2014)) und machen die fFAS zu
einem der komplexesten heute bekannten Proteine. Daneben tragt auch das Interes-
se aus ihrer biologischen Relevanz dazu bei, dass ihre Kristallstruktur inzwischen
durch verschiedene Studien bis auf atomare Auflésung aufgeklédrt ist (Jenni et al.
(2007); Johansson et al. (2009); Leibundgut et al. (2007); Lomakin et al. (2007)).
Im Gegensatz zu diesen wertvollen, aber statischen Strukturinformationen ist noch
wenig tiber den Assemblierungsweg dieser molekularen Maschine verstanden. Dies
macht die fFAS zu einem interessanten Modellprotein, um tber die Assemblierung
multifunktionaler Proteinkomplexe im Generellen zu lernen.

Erkenntnisse iiber den Assemblierungsmechanismus der fFAS legen im Weiteren
das Fundament fiir Uberlegungen zu inhibitorischen Eingriffen in diesen Prozess.
Nur wenn zentrale Mechanismen und Wechselwirkungen offen gelegt sind, lassen sie
sich gezielt attackieren, um die Ausbildung der fFAS als fiir den Organismus un-
verzichtbare Fettsaurequelle zu unterbinden. Eine solche Assemblierungsinhibierung
stellt gegeniiber dem Ausschalten haufig stark konservierter aktiver Zentren einen
alternativen und hoch selektiven Ansatz fiir antimykotische Wirkstoffe dar.

Diese Arbeit soll das Verstandnis der Assemblierung der fFAS vorantreiben und

einen Akzent auf ihre Inhibierung legen.






2 Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1 Die Fettsaurebiosynthese

Fettsduren (FS) sind zentrale Bausteine des Lebens. In grofler Menge dienen sie
dabei als Phospholipide dem Aufbau von Zellmembranen, sind aber auch wichtig fiir
posttranslationale Modifikationen von eukaryotischen Proteinen (z.B. Myristoylie-
rung (Cok et al. (1998))) und sind Vorlaufermolekiile fiir Substanzen mit zelluléren
Signalaufgaben (Tehlivets et al. (2007); Schweizer and Hofmann (2004)) oder zum
Aufbau von Sekundiarmetaboliten (Watanabe and Townsend (2002); Crawford et al.
(2009); Balakrishnan et al. (2014)). Zudem bilden sie gebunden in Triacylglycerolen
einen wichtigen Energiespeicher (Kohlwein (2010); Schweizer and Hofmann (2004)).
Die Chemie ihrer Biosynthese ist trotz unterschiedlicher enzymatischer Systeme
hierfiir (vgl. Kap. 2.2) stets gleich und geht von den jeweils Coenzym A (CoA)
-gebundenen Edukten Acetyl und Malonyl aus, die in einem iterativen Zyklus aus
Kondensation und Reduktionsschritten kontrolliert zu vollstandig reduzierten FS
polymerisiert werden (Schweizer and Hofmann (2004); Jenni et al. (2007); Maier
et al. (2010)) (siehe Abb. 2.1). Die Reaktionenabfolge ist im Folgenden am Beispiel
der de-novo FS-Synthese in Pilzen erklart.

Substrate und Intermediate sind bei jeder Reaktion kovalent Enzym-gebunden und
werden vom mobilen Acyl-Carrier-Protein (ACP) zwischen den katalytischen Do-
manen weitergereicht. Das ACP ist fiir diesen Zweck an einem definierten Serinrest,
5180 in Fas2p aus S. cerevisiae, posttranslational durch Bindung einer Phosphopante-
thein-Gruppe modifiziert (vgl. Kap. 2.5). Hierdurch wird nicht nur eine prothetische
Verlédngerung fiir die Substratiibergabe erreicht, sondern auch durch die terminale
Thiol-Gruppe die Substratbindung als Thioester ermoglicht. Die hohere Reaktivitat
gegentiber einem Ester gewahrleistet so einen einfachen, reversiblen Substrattransfer.
Jeder Reaktionszyklus zur Synthese einer neuen Fettsdure wird initiiert durch die
ACP-vermittelte Beladung der Ketoacylsynthase (KS) -Doméne mit einem Acetyl-
Rest durch Thioesterbindung an Cystein.
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Abb. 2.1: Formaler Reaktionszyklus der FS-Biosynthese in Pilzen. Enzymatische Doménen
sind durch farbige Késtchen repréasentiert und abgekiirzt wie angegeben. Nach
dem initialen Beladen der KS-Doméne mit Acetyl als Startsubstrat (1) wird ein
iterativer Zyklus aus decarboxylierender Kondensation von Malonyl als Propa-
gationssubstrat (2) und Reduktionsschritten sieben- bis achtmal durchlaufen,
um Acylketten mit einer Lange von 16 oder 18 Kohlenstoffatomen zu erhalten.
Diese werden sodann durch die MPT-Doméne von ACP auf CoA {ibertragen
und verlassen das Enzym-System.

Die Verlangerung der Acylkette und entscheidende C-C-Bindungskniipfung gelingt
in der KS-Doméne durch eine Claisen-Kondensation unter Decarboxylierung von
Malonyl-ACP und sorgt so fiir eine Kettenverlingerung um jeweils zwei Kohlen-
stoffatome. Das Zwischenprodukt ist ein 3-Ketoacyl-ACP, das in der Folge die
reduzierenden Schritte des Zyklus durchléuft. Die Ketoacylreduktase (KR) -Doméne
reduziert zundchst mittels NADPH zum p-Hydroxyacyl-ACP, gefolgt von einer
Wassereliminierung durch die Dehydratase (DH) -Doméne zum o-B-ungesattigten
Acyl-ACP. Dieses wird darauthin durch die Enoylreduktase (ER) -Doméne mittels
NADPH und FMN zum vollstédndig reduzierten Acyl-ACP umgesetzt. Ob nun ein
weiterer Zyklus durch erneute Claisen-Kondensation an der verlangerten Acyl-Kette
beginnt, oder das Produkt vom Enzym freigesetzt wird und eine neue FS-Synthese
ausgehend von Acetyl startet, ist entscheidend fiir die Kontrolle der FS-Kettenlangen.
Die Termination des iterativen Zyklus und damit die Produktfreisetzung erfolgt in

den hier betrachteten Systemen zur FS-Biosynthese in Pilzen und Bakterien (vgl.



Kap. 2.2) durch Transthioesterifizierung der Acylkette von ACP auf CoA durch
die Malonyl- / Palmitoyl-Transferase (MPT)-Doméne. Diese katalysiert neben dem
spezifischen Import von Malonyl-Resten aus Malonyl-CoA ebenso den Export von
Palmitoyl- und Stearyl-Resten unter Kontrolle der Kettenlange (Sumper and Lynen
(1972)).

Die direkte Produktion von Fettsduren als CoA-Ester ist plausibel, da sie in dieser
Form universell in nachgeschalteten Stoffwechselvorgdngen eingesetzt werden kénnen.
Freie Fettsauren aus extrazellularen Quellen miissen in S. cerevisiae zunéchst durch
das FS-aktivierende Protein Faalp zu CoA-Estern derivatisiert werden (Robert et al.
(1992)).

Das FAS-Produktspektrum wird von Kettenldngen mit 16 (Palmitinsdure) und 18
(Stearinséure) Kohlenstoffatomen durch deren Wichtigkeit fiir Zellmembranen domi-
niert (Hofbauer et al. (2014)). Zudem ist von Myristinsaure (14 Kohlenstoffatome) als
Minderprodukt zur Deckung des vergleichsweise geringen, aber essentiellen Bedarfs
zur Proteinmyristoylierung in S. cerevisiae auszugehen (Robert et al. (1992); Cok
et al. (1998)).

Zur Synthese von FS mit sehr langen Kettenlingen dienen die FAS-Produkte
Palmitin- und Stearinsdure, bzw. deren CoA-Ester als Vorlaufer, indem sie von FAS-
unabhédngigen Multienzymkomplexen verldngert werden (Tehlivets et al. (2007)).
Auch ungesittigte FS, etwa die fiir Zellmembranen wichtige Olséaure mit einer Prisenz
von 80% aller FS in S. cerevisiae, werden nicht ab-initio von den in dieser Arbeit
behandelten FAS I-Systemen, sondern ausgehend von den gesittigten FS durch
desaturierende Enzyme, in S. cerevisiae etwa die A9-Desaturase Olelp, synthetisiert
(Stukey et al. (1989); Tehlivets et al. (2007)). Zur Synthese mehrfach ungeséttigter FS
finden sich in manch anderen Organismen aber auch spezialisierte Enzyme fiir deren
direkte Produktion, die PUFA (Poly unsaturated fatty acids) -Synthasen (Harwood
and Guschina (2009); Uemura (2012); Gemperlein et al. (2014)).

2.2 Strukturelle Unterscheidung von Fettsauresynthasen

Trotz stets gleicher chemischer Mechanismen zur FS-Synthese und damit einhergehend
auch starker Konservierung von Sekundér- und Tertidrstrukturen der enzymatischen
Kerndoménen fiir die einzelnen Reaktionsschritte (Jenni et al. (2007)) hat die Natur
unterschiedliche rdumliche Organisationen dieser Doménen entwickelt.

Die erste und grundlegendste Differenzierung tritt durch die rdumlich verschiedenen

Konzepte von FAS-Systemen der Typen I und II auf.



2.2.1 Fettsauresynthasen vom Typ Il

Typ IT FAS (FAS II) weisen alle synthetisch relevanten Enzymaktivitdten durch
separate und monofunktionelle Proteine vor, die ohne feste physische Interaktion
untereinander im Zytosol, in Chloroplasten oder Mitochondrien vorliegen (Erwin
(1973)). Sie représentieren mit ihrer minimalen strukturellen Komplexitiat den evolu-
tionaren Ursprung der Maschinerie zur FS-Biosynthese, bei der in diesem Fall die
ACP-gebundenen Substrate durch Diffusion zu den diskreten Enzymen eines jeden
Reaktionsschritts gelangen.

FAS II zur priméren FS-Produktion sind verbreitet in den meisten Bakterien sowie
Pflanzen und kommen untergeordnet auch in FAS I-verfiigenden Eukaryoten fiir die
mitochondriale FS-Synthese vor (Hoja et al. (2004); Tehlivets et al. (2007); Bunkoczi
et al. (2009)).

2.2.2 Fettsauresynthasen vom Typ |

In Typ I FAS (FAS 1) sind alle fiir die FS-Synthese notigen Enzyme raumlich
verbunden in einem Multienzymkomplex arrangiert, der aus multifunktionellen Poly-
peptidketten gebildet wird. ACP als kovalent gebundene Doméne dieser Megaenzyme
ermoglicht den Substraten kurze Wege zwischen den aktiven Zentren und damit eine
hohe Effizienz des Enzyms (McCarthy and Hardie (1984)). Nach heutigem Wissens-
stand kommen FAS I in Bakterien der Gattungen Corynebacterium, Mycobacterium
und Nocardia, allesamt Organismen mit einem unter Prokaryoten besonders hohen
FS-Bedarf (Radmacher2005, Takayama2005, Grzegorzewicz2012), sowie in Pilzen und
allen Metazoen vor. Hierbei kommt es zu einer weiteren, vornehmlich strukturellen
Differenzierung der bisher erforschten FAS I-Systeme in bakterielle FAS (bFAS),
Pilz-FAS (fFAS) und Metazoen-FAS (mFAS) (Maier et al. (2010); Grininger (2014)).

mFAS

Am deutlichsten grenzt sich dabei die mFAS ab, die ein 544 kDa schweres Homodimer
mit einer offenen und flexiblen, X-férmigen Struktur ist (Maier et al. (2008)). Durch
Verdrehung und Kippen der funktionellen Doménen tragenden Ausleger relativ zu-
einander um eine zentrale Taille (sieche Abb. 2.2) besteht eine grofie konformationelle
Freiheit (Grininger (2014); Herbst et al. (2016)). Zwischen diesen Auslegern bilden
ACP und eine Thioesterase (TE)-Doméne das flexible C-terminale Ende des Enzyms.
Durch diese flexible Anbindung ist das ACP in der Lage, simtliche Doménen des
Enzyms zu erreichen. Die TE-Doméne katalysiert am Ende der FA-Synthese die
Freisetzung der freien Fettsiure als Endprodukt des Enzyms und schafft damit einen
funktionellen Unterschied zu bFAS und fFAS, bei denen CoA-Ester als Endprodukte

das Enzym tiber die MPT-Doméne verlassen. Des weiteren existiert mit der Malonyl-



/Acetyl-Transferase (MAT)-Doméne eine gemeinsame Doméne fiir den Transfer von
Acetyl sowie Malonyl-Resten, wahrend bFAS und fFAS eine monofunktionelle AT-
Doméne und die bifunktionelle MPT-Doméne aufweisen (vgl. Kap. 2.1).

Mit ihrem strukturellen Aufbau erinnert die mFAS stark an iterative Typ I Polyke-
tidsynthasen (PKS I), mit denen sie eine gemeinsame evolutionédre Entwicklung zu
teilen scheint (Herbst et al. (2016)).

A

mFAS

Abb. 2.2: Strukturvergleich der drei FAS I-Varianten (entnommen aus Grininger (2014) und
verdndert). Es ist jeweils ein Satz katalytischer Doménen farblich entsprechend
der jeweiligen Doméneniibersicht hervorgehoben. In dunkelgrau sind zwischen
den Domaénen liegende strukturgebende Elemente hervorgehoben. Nomenklatur
und Einfarbung der katalytischen Doménen entsprechen dem in Abb. 2.1 ein-
gefithrten Schema. A Kristallstrukturmodell der homodimeren mFAS aus Sus
scrofa (PDB-Code: 2vZ8) in Cartoon- Reprasentation und Doménenverteilung
auf ihrer Polypeptidkette. In kursiver Schrift sind die katalytisch inaktiven Do-
ménen Pseudo-Ketoacylreduktase (KR) und Pseudo-Methyltransferase (MT)
angegeben, die offenbar aus strukturgebenden Griinden in der mFAS konserviert
wurden (Jenni et al. (2007); Maier et al. (2010)). Strukturell nicht aufgeldst sind
die C-terminal gebundenen, sehr flexiblen Domédnen ACP und TE. B Kristall-
strukturmodell der heterododecameren fFAS aus S. cerevisiae (PDB-Code: 3hmj)
in Cartoon-Reprasentation und Doménenverteilung auf ihren beiden Polypep-
tidketten  und «. C Strukturrekonstruktion aus Cryo-EM-Experimenten der
homohexameren bFAS aus Mycobakterium smegmatis (Boehringer et al. (2013))
in Cartoon-Repriasentation und Doménenverteilung auf ihrer Polypeptidkette.
Strukturell nicht aufgelost sind die ACP-Doménen im Inneren der Reaktions-
kammern.

bFAS und fFAS

Die bereits augenscheinlich sehr dhnlichen bFAS und fFAS als , fassformige® Homo-
hexa- bzw. Heterododecamere (Lomakin et al. (2007); Leibundgut et al. (2007);
Boehringer et al. (2013)) haben gegeniiber der mFAS eine separate, untereinander
allerdings verwandte Entwicklung erfahren (Bukhari et al. (2014)). Beide weisen



die gleiche Anordnung der enzymatischen Doménen auf (siehe Abb. 2.2), die in
Bakterien stets auf einer und in Pilzen abteilungs- oder klassenspezifisch auf einer,
oder aufgeteilt auf zwei Polypeptidketten liegen (siche Abb. 2.7).

Zum Verstandnis der evolutiondren Entwicklung von bFAS und fFAS wurde in einer
umfangreichen Abstammungsanalyse von Bukhari et al. (2014) dargelegt, dass zu-
nichst die bFAS aus sukzessiver Rekrutierung von monofunktionellen Einzelenzymen
aus FAS II, Polyketid- und PUFA-Biosynthesewegen zu einem integrierten Multi-
enzymkomplex hervorgegangen ist. Durch Insertionen immer weiterer struktureller
Domanen zur Stabilisierung immer komplexerer Verbande aus solchen separaten
Enzymen verlief diese Entwicklung tiber Homomultimere, groere Multidomanenpro-
teine und Genfusionsereignisse zur bekannten bFAS. Aus der weiteren Stabilisierung
der Architektur der bFAS durch Vergroerung von Interaktionsflichen (vgl. Kap. 2.4)
und der C-terminalen Fusion der PPT-Doméne ist schliellich eine einzelgencodierte
fFAS hervorgegangen (Bukhari et al. (2014)), deren weitere Entwicklung unterschied-
liche Strangbriiche in zwei separat codierte Polypeptidketten und in manchen Fallen
die Duplizierung der ACP-Doméne umfasst (siche Abb. 2.3, Abb. 2.7) (Grininger
(2014); Fischer et al. (2015)).

2.3 Strukturelle Beschreibung der Pilz-Fettsauresynthase (fFAS)

Kristallstrukturen der fFAS aus dem thermophilen Pilz Thermomyces lanuginosus
(TlanFAS) (Jenni et al. (2007)) und der Backerhefe S. cerevisiae (ScFAS) (Leibundgut
et al. (2007); Lomakin et al. (2007); Johansson et al. (2008)) liefern heute detaillierte
Einblicke in die atomare Struktur dieser molekularen Maschine, die unter den Pilzen
in Sequenz und Struktur stark konserviert ist (Jenni et al. (2007); Fischer et al.
(2015)) und im Folgenden am Beispiel der ScFAS beschrieben wird.

Die beiden multifunktionellen Polypeptidketten (3 (Faslp, 2051 AS, 229 kDa) und &
(Fas2p, 1887 AS, 207 kDa) bilden ein Heterododecamer mit einer Masse von 2,6 MDa
und einer Ds-symmetrischen, ,,Fass-ahnlichen* Struktur. Die sechs o-Ketten bilden
hierbei durch mehrere Dimerisierungsmodule (DM) ein hoch strukturiertes, soge-
nanntes ,zentrales Rad“, das beidseitig von je drei 3-Ketten unter Ausbildung von
sogenannten ,Domen* flankiert wird (siehe Abb. 2.4). So ergeben sich zwei getrennte
Reaktionskammern mit je drei Sétzen katalytischer Doménen, in deren Innenrdumen
ACP tiber flexible Linker kovalent an der ,,Fassinnenwand* und im Zentrum an einer
sogenannten ,,Nabe“ gebunden ist, um so zwischen den katalytischen Doméanen die
Substrate weiter zu reichen (vgl. Kap. 2.1).

Gegentiber der bFAS wendet die fFAS wesentlich mehr Aminosduren auf, um die
,Fass-Struktur® zu stabilisieren, indem 50% aller Aminosauren allein dem struktu-

rellen Bau des Enzyms zuzurechnen sind (35% in bFAS). Dies umfasst Insertionen
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Entwicklung der Pilz-FAS aus S. cerevisiae. Ad-
aptiert von Bukhari et al. (2014). Der evolutionére Verlauf ist von oben nach
unten abgebildet. Gebogene Pfeile reprisentieren die Herkunft der einzelnen
integrierten Doménen aus konkreten Analoga in trans-AT-PKS-Systemen oder
FAS II-Systemen, wie sie anhand von strukturell markanten Gemeinsamkeiten
identifiziert wurden. Gestrichelte symbolisieren eine mutmafliche Herkunft aus
PUFA-Synthasen oder FAS TI-Systemen.

in den sonst zu FAS II-Systemen sehr homologen Kerndoménen sowie Interdomaé-
nenmodule (Bukhari et al. (2014); Grininger (2014)) (siche Abb. 2.5, Abb. 2.6). Die
N-terminale Trimerisierungsdoméne, die die fFAS an ihren Polen schliefit, fehlt in der
bFAS komplett und weitere Interaktionsdoménen fehlen ebenso, oder sind verkiirzt
(Enderle et al. (2015)). Wahrend hierdurch die bFAS eine vergleichsweise dynamische
Flexibilitat aufweist (Ciccarelli et al. (2013)), ist die fFAS wesentlich rigider gebaut,
wodurch ihre ,Fass-Struktur® schon frith durch EM charakterisiert werden konnte
(Oesterhelt et al. (1969); Wieland et al. (1978)).

Eine weitere Besonderheit der fFAS gegeniiber der bFAS ist die C-terminale Fusion
der Phosphopantetheintransferase (PPT)-Doméne, die fir die posttranslationale
Aktivierung des ACP nétig ist (vgl. Kap. 2.5) und sich in der Kristallstruktur an der
Auflenseite des ,Fasses“ und damit raumlich getrennt vom ACP im Inneren aufhélt

(sieche Abb. 2.2, Abb. 2.4).
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Abb. 2.4: Quartérstrukturorganisation der ScFAS. Die Kristallstruktur der ScFAS (PDB-
Code: 3hmj) in kombinierter Cartoon- und Oberflichenreprisentation wurde in
zwei 3-Untereinheiten und eine og-Untereinheit separiert und diese voneinander
entfernt (durch Pfeile angezeigt), ungeachtet einer physiologischen Relevanz
dieser Zustédnde. Drehungen um 90° zeigen das xg-Rad und die Dome von oben
bzw. von innen entlang der Cs-Achse. Darunter ist eine Doméneniibersicht mit
Aufteilung auf den beiden Polypeptidketten 3 und o abgebildet. ACP wurde
aus der Struktur geldscht und stattdessen durch einen magenta-farbenen Ball
ersetzt, der iiber flexible Linker (gestrichelte Linien, magenta) kovalent am En-
zym gebunden ist. Zwei gegeniiberliegende Sétze enzymatischer Doménen in
Oberflachenrepréisentation sind nach dem in Abb. 2.1 eingefiihrten Farbsche-
ma eingefdrbt. Der auf der a-Kette liegende Teil der MPT-Doméne ist in rot
abgebildet. Die Termini je einer (3- und «-Kette sind durch eingekreistes ,,N*
bzw. ,,C* angezeigt. Wichtige strukturelle Doménen sind in der Struktur und
der Doméneniibersicht eingezeichnet. DM1-4: Dimerisierungsmodul 1-4, 4-HB:
4-helikales Biindel.

2.4 Protein-Protein-Kontakte in der fFAS

Mehrere Insertionen innerhalb katalytischer Doménen und Bindungsmodule zwischen
diesen Doménen (siche Abb. 2.4: Doméneniibersicht) vermitteln starke Bindungen fiir
die Statik der , Fass-Architektur®. Aufgrund der nicht vollstandigen Strukturierung
aller dieser Module in der ScFAS-Kristallstruktur (PDB-Code: 3hmj, (Johansson et al.
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(2008))) sind sdmtliche Wechselwirkungen im Folgenden anhand der hoch homologen
(Sequenzidentitéit Faslp: 57%, Fas2p: 63% (Clustal Omega))', aber diesbeziiglich
besser strukturierten Kristallstruktur der TlanFAS (PDB-Codes: 2uva, 2uvb, (Jenni
et al. (2007))) beschrieben.

2.4.1 o-o-Kontakte

Zum Aufbau des ag-Rads, bei dem insgesamt eine Interaktionsfliche von 77.000 A2
abgesattigt wird (Jenni et al. (2007)), interagieren die a-Ketten durch homodimere
Kontakte in head-head-tail-tail-Manier bis zum Ringschluss des Rads. Hierzu tragen
vor allem die hoch konservierten Homodimerisierungsflachen der Kerndoméanen von
KR und KS bei und werden erganzt durch die zusétzlichen Dimerisierungsmodule
DM1-4 (Jenni et al. (2007)) (siche Abb. 2.5 A). Innerhalb einer a-Kette findet eine
Interaktion zwischen KR~ und KS-Domaéne statt, die durch das zwischen diesen
Doménen liegende 4-helikale Biindel (siehe Abb. 2.4) stabilisiert wird.

2.4.2 (3-3-Kontakte

Vergleichsweise gering fallt demgegentiber die Interaktionsfliche der {3-f3-Kontakte
aus, die pro Ps-Dom weniger als 5.000 A% ausmacht und durch die N-terminale
Trimerisierungsdoméne (siehe Abb. 2.4) und durch den Kontakt der DH- mit der
AT-Doméne der benachbarten Kette gebildet wird (Jenni et al. (2007)).

2.4.3 «-f3-Kontakte

Fir die o-3-Wechselwirkung gibt es neben der Interaktion, die sich aus der Rekonsti-
tution der MPT-Doméne ergibt (vgl. Kap. 5.1), drei weitere maflgebliche Kontakte,
C1-3, die allesamt durch strukturelle Insertionen oder Expansion beziiglich der enzy-
matischen Kerndoménen gebildet werden. In C1 sitzt eine helikale Doméne unterhalb
der ER-Doméne der 3-Kette auf einer a-Helix oberhalb der KS-Kerndoméne und
bindet seitlich an den Linker zwischen KR- und KS-Doméne. Dieser bildet daneben
iiber eine 55 AS lange o-Helix an einen Hot-Dog-Fold innerhalb der DH-Doméne
derselben (-Kette C2. C3 wird hingegen mit einer KR-KR-benachbarten o-Kette
zwischen einer Expansion in der MPT-Doméne und der KR-Doméne ausgebildet
(sieche Abb. 2.5 B) (Jenni et al. (2007)).

Thttp://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (17.09.2016, 11:20 Uhr)
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Abb. 2.5: o-a- und «-p-Interaktionen in der fFAS. A ag-Rad aus der Kristallstruktur
der TlanFAS (PDB-Code: 2uvb, Jenni et al. (2007)) in Cartoon-Reprasentation
mit Blick entlang der Cs-Achse. Die Dimerisierungsmodule DM1-4 sind ex-
emplarisch fiir einen Satz entsprechend ihrer Beitrdge aus unterschiedlichen
a-Ketten jeweils in gelb und blau eingefarbt. Die angehdrigen katalytischen
Domaénen, KR und K8, sind beschriftet und ihre Herkunft von unterschiedlichen
o-Ketten durch Apostroph gekennzeichnet. Die PPT-Doméne ist in dieser Kris-
tallstruktur nicht sichtbar. B ag-Rad (grau) mit einzelner 3-Kette (gelb) aus der
Kristallstruktur der TlanFAS (PDB-Codes: 2uva, 2uvb, Jenni et al. (2007)) in
Cartoon-Représentation mit Blick von auflen entlang DM1. Beitrége der o-Kette
zu den o-f-Kontakten C1-3 und innerhalb der MPT-Doméne sind blau gefarbt.
Néhere Beschreibung im Text.

2.5 Phosphopantetheinylierung von ACP in der fFAS

Fiir seine Funktion muss das ACP posttranslational aktiviert werden, indem ein aus
CoA stammender Phosphopantetheinrest kovalent an eine spezifische Serinseiten-
kette, S180 der a-Kette bei S. cerevisiae, gebunden wird. Man unterscheidet dabei
zwischen apo-ACP, als inaktives, unmodifiziertes ACP, und holo-ACP, als aktive,
phosphopantetheinylierte Form (siehe Abb. 2.6). Diese Phosphopantetheinylierung
wird durch eine spezifische Phosphopantetheintransferase (PPT) katalysiert, die
bei allen fFAS als auflenliegende Doméne Teil des Enzymkomplexes ist (siehe Abb.
2.4) (Johansson et al. (2009)). Dies steht im Kontrast zu FAS I aus Bakterien und
Metazoen, die hierfir separate Proteine besitzen. Das ACP der ScFAS kann nicht
durch andere Phosphopantetheintransferasen, nicht einmal Ppt2p fir die Aktivierung
des mitochondrialen FAS IT ACPs in S. cerevisie, aktiviert werden. Umgekehrt kann
die PPT der ScFAS genauso wenig fremdes ACP phosphopantetheinylieren (Stuible
et al. (1998)).

Die sich aus raumlicher Separation von ACP und PPT in der fertigen fFAS sowie
Einschluss des ACP im Inneren der , Fass-Struktur® ergebende Konsequenz, dass die
Phosphopantetheinylierung vor dieser finalen Strukturausbildung stattfinden muss,

wurde in-vitro durch entsprechend zeitliche Variation der CoA-Zugabe bei chemisch
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gesteuert reversibler Dissoziation der ScFAS gezeigt (Fichtlscherer et al. (2000)).
Analog zur bakteriellen holo-ACP-Synthase (AcpS), die als Homotrimer katalytisch
aktiv ist (Lambalot et al. (1996)), wurden bei Analysen der isolierten PPT-Doméne
der ScFAS ebenso Trimere festgestellt, wobei das aktive Zentrum genauso wie bei
bakteriellen Phosphopantetheintransferasen (Chirgadze et al. (2000); Parris et al.
(2000)) durch die dimeren Schnittstelle zweier PPT-Monomere gebildet wird. Hierbei
binden der Nukleotidteil und der Pantetheinteil von CoA tiber polare Wechselwirkun-
gen an jeweils eine PPT-Untereinheit und présentieren den Pyrophosphat-Linker frei
in geeigneter Orientierung fiir den nukleophilen Angriff am (3-Phosphat durch die
zuvor deprotonierte Serinseitenkette des an der Schnittstelle andockenden apo-ACPs
(Johansson et al. (2009)).

N7 PPT
VAR —

\P/DH
o / Do
Coenzym A (CoA) > mo . .
" - Adenosin- /\)J\ .
o/ 3',5"-bisphosphat " NS

.
/Ko

o

” o /\)L
° . P holo-ACP

Abb. 2.6: Phosphopantetheinylierung von ACP. ACP und PPT sind analog Abb. 2.1 und
Abb. 2.3 skizziert. Beschreibung siehe Text.

2.6 Die unterschiedlichen Typen der fFAS

Die umfangreichen und stetig expandierenden Analysen von Genomen und Prote-
insequenzen und deren bibliographische Organisation in Datenbanken ermoglichen
heutzutage leicht einen speziesiibergreifenden Vergleich der fFAS. Es sind bisher vier
verschiedene Varianten bekannt, die sich hinsichtlich der Position ihres Strangbruchs
in zwei separate Polypeptidketten voneinander unterscheiden und in dieser Arbeit
als unterschiedliche Typen entsprechend ihrer charakteristischen Préasenz innerhalb
Abteilungen oder Klassen benannt werden. Ein Strangbruch tritt dabei entweder
gar nicht (Agaricomycetes- und Ustilaginomycetes-Typ) oder stets in strukturell
definierten Doménen auf: beim Pucciniomycotina-Typ innerhalb der antiparallelen
B-Faltblatt-Domaéane, beim ScFAS-einschlieenden Ascomycota-Typ sogar innerhalb
der katalytisch aktiven MPT-Doméane und beim 7Tremellomycetes-Typ innerhalb
des 4-helikalen Bindels (siehe Abb. 2.7). Aufgrund der starken, strukturellen Kon-

servierung der fFAS (Fischer et al. (2015)) lassen sich diese Positionen iiber ein
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Sequenz- Alignment (vgl. Kap. 5.4) gut in der Kristallstruktur der ScFAS nachvollzie-
hen (siehe Abb. 2.7).

2.6.1 Fettsauresynthasen in Sekundarmetabolismen

Neben diesen fFAS fiir den Primarmetabolismus tauchen in manchen Pilzen fFAS-
abgeleitete, aber distinkte FAS I gemeinsam mit Polyketidsynthasen in Genclustern
zur Biosynthese von Sekundérmetaboliten auf. In Aspergillus flavus ist dies etwa
der Komplex NorS zur Synthese des Aflatoxinvorlaufers Norsolorinsdure (Brown
et al. (1996); Watanabe and Townsend (2002); Crawford et al. (2009)) oder in
Monascus purpureus MAzPs zur Synthese roter Azaphilonpigmente (Balakrishnan
et al. (2014)). In beiden Fallen dienen hier FAS I der Bereitstellung kurzkettiger
Fettséduren mit einer Lange von sechs (NorS, Watanabe and Townsend (2002))
oder acht und zehn Kohlenstoffatomen (MAzPs, Balakrishnan et al. (2014)), die
von kanonischen Polyketidsynthasen weiter umgesetzt werden (Foulke-Abel and
Townsend (2012)). Watanabe and Townsend (2002) haben Indizien fiir NorS als
X3 [32Y2-Proteinkomplex aus den beiden Faslp- und Fas2p-Analoga HexB und HexA
(Sequenzidentitat Fas2p/HexA 38%, Faslp/HexB 36% (Johansson et al. (2009))) und
der iterativen Typ I-Polyketidsynthase PksA herausgearbeitet, die zusammen mit
einem Vergleich aus Sequenz- Alignments HexA / HexB als strukturelle Minimalvari-
ante einer fFAS mit niederer Multimerisierung aufgrund fehlender Bindungsdoménen
(siehe Abb. 2.7) annehmen lassen (Jenni et al. (2007)). Konkretere Informationen

zur Struktur des NorS-Komplexes sind gegenwartig jedoch leider nicht vorhanden.
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Abb. 2.7: Ubersicht der unterschiedlichen fFAS-Typen. A Adaptiert von Grininger (2014).
Abgebildet sind die iibereinandergelegten Doméneniibersichten zum Vergleich
verschiedener fFAS-Typen, der sekundéiren FAS HexA / Hex B aus Aspergillus
flavus und der bFAS. Die Abkiirzungen der Doménennamen entsprechen Abb. 2.1
und sind nur fiir den Agaricomycetes-Typ angegeben, aber fiir alle weiteren giiltig.
Agaricomycetes- und Ustilaginomycetes-Typ und bakterielle FAS reprasentieren
FAS mit einzelner, multifunktioneller Polypeptidkette. In den anderen Fillen ist
die Position der Trennung in zwei separat codierte Polypeptidketten durch einen
roten Balken mit Schere angezeigt. Indices (i-iii) referenzieren auf die betref-
fenden Schnittstellen in den Sektionen B und C. Nicht-katalytische Abschnitte
sind in grau abgebildet und wichtige Strukturelemente sind zur Verfolgung grau
hinterlegt und oben benannt. HDD2: Hot-Dog-Doméne 2, DM1-4: Dimerisie-
rungsmodule 1-4, 4-HB: 4-helikales Biindel. Schwarze Bereiche kennzeichnen
Abwesenheiten gegeniiber den anderen Typen. B Separiertes af3-Fragment aus
der Kristallstruktur der ScFAS (PDB-Code: 3hmj) in Cartoon-Représentation. die
Schnittstellenmotive der Teilung in zwei separate Polypeptidketten sind fiir den
Pucciniomycotina- (i), Ascomycota- (ii) und Tremellomycetes-Typ (iii) angezeigt
und farblich in gelb fiir das C-terminale Ende der jeweils ersten Kette und blau
fiir das N-terminale Ende der zweiten Kette hervorgehoben. Eine schwarze Linie
skizziert zudem grob den Verlauf der kompletten Peptidkette vom N-Terminus
der ersten Kette (N) zum C-Terminus der zweiten Kette (C). C VergroBerungen
der Schnittstellenmotive aus B mit Angabe der Termini durch (N) und (C) in
(ii) bzw. der Positionen des Kettenbruchs entsprechend Sequenz- Alignments (vgl.
Kap. 5.4) durch rote Balken in (i) und (iii).
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2.7 Regulation der fFAS-Biosynthese in S. cerevisiae

Die regulatorischen Prozesse, denen die ScFAS seitens Transkription, aber auch
seitens proteolytischem Abbau unterworfen ist, sind durch intensive Bemithungen
unterschiedlicher Forschungsgruppen heute gut verstanden. Gegeniiber den aus
einer einzelnen Polypeptidkette bestehenden fFAS aus anderen Pilzen (siehe Abb.
2.7) ergibt sich fur die ScFAS die Notwendigkeit einer stochiometrisch balancierten
Bereitstellung ihrer beiden Ketten o« und 3, die durch eine koordinierte Transkription
und selektive Proteolyse erreicht wird (siehe Abb. 2.8) (Schueller et al. (1992);
Schweizer and Hofmann (2004)).
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Abb. 2.8: Regulation der ScFAS in Expression und Proteolyse. Schematische Darstellung
des 5’-Beginns fiir die Gene FAS! und FAS2 inklusive ihrer Promotorbereiche
mit 1.000 bzw. 500 bp upstream zum Leserahmens nach Idee von Schweizer
and Hofmann (2004) erweitert. Regulatorische Sequenzen fiir die Expression
sind eingezeichnet mit konstitutiv wirkenden Elementen in weifl, dem Inositol-
/Cholin-abhéngigen Element (ICRE) in schwarz und der Downstream Repression
Site (DRS) in rot. Darauf wirkende Faktoren sind {iber schwarze Pfeile zugeordnet.
Griine Pfeile stellen die Erschaffung der Polypeptidketten 3 und «, bzw. des o Pgs-
Komplexes, représentiert als Querschnitt der Kristallstruktur (PDB-Code__ 3hmj),
dar. Rote Pfeile zeigen unter Angabe der Halbwertszeiten den proteolytischen
Abbau an, wobei der schnelle Abbau der a-Kette in fett hervorgehoben ist.

2.7.1 Transkription von FAS1 und FAS2

Bei anderen Ascomyceten, wie etwa Neurospora crassa und Aspergillus nidulans,
wird die Transkription der Gene FAS1 und FAS2 fir die beiden Polypetidketten f3
und « vermutlich durch eine gemeinsame Promotorsequenz gekoppelt, die in diesen
Fallen zwischen den benachbarten, aber in entgegengesetzter Richtung laufenden
Genen liegt (Brown et al. (1996); Schweizer and Hofmann (2004)). In S. cerevisiae
finden sich FAS1 und FAS2 hingegen isoliert voneinander auf unterschiedlichen
Chromosomen (XI und XVI). Die Promotorsequenzen sind mit 1000 bp fiir FAS1
bzw. 500 bp fiir FAS2 in beiden Féllen gut identifiziert und hinsichtlich regulatorischer
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Elemente charakterisiert (Chirala (1992)). Durch Erkennungssequenzen der generellen
Transkriptionsfaktoren Raplp, Abflp und Reblp auf der FASI-Promotorsequenz und
Reblp auf der FAS2-Promotorsequenz ist die ScCFAS-Expression prinzipiell konstitutiv
reguliert, um eine haushélterisch wichtige Grundaktivitidt der Fettsduresynthese in
der Zelle zu gewahrleisten (Schiiller et al. (1994)). Eine direkte Abhangigkeit der
FAS1- oder FAS2-Transkription von extern zugefithrten freien Fettséduren ist nicht
pauschal annehmbar und zeigt sich gegenséatzlich in unterschiedlichen Hefestdmmen
(Meyer and Schweizer (1976); Schweizer et al. (1978); Chirala (1992)). Stattdessen
wird die Transkription jedoch definitiv iiber die intrazelluldren Inositol- und Cholin-
Pegel gesteuert, wodurch tiber diese Vorlaufer in der Phospholipidsynthese die
ScFAS-Biosynthese an den Bedarf aus der Phospholipidproduktion gekoppelt ist.
Dies geschieht tiber eine Ino2p/ Inodp-sensitive Sequenz, genannt ICRE (inositol/
cholin responsive element), die bereits gut aus den Promotoren anderer Gene fiir die
Phospholipidsynthese bekannt ist und in der FAS7-Promotorsequenz als doppeltes
Motiv und in der FAS2-Promotorsequenz als einfaches Motiv vorliegt. Es wirkt bei
Inositol-/ Cholin-Mangel aktivierend und bei Uberangebot unterdriickend (Schwank S
(1997); Schweizer and Hofmann (2004)).

Neben diesen externen regulatorischen Faktoren unterliegt die FASI-/FAS2-Trans-
kription fir deren stochiometrische Koordination aber auch einer strengen Autoregu-
lation, bei der maflgeblich FAST eine bestimmende Rolle gegentiber FAS2 einnimmt.
Denn wéhrend sich die FAS1-Transkription unbeeinflusst gegeniiber einer Deletion
von FAS2 zeigt, fillt die detektierbare Menge an FAS2-mRNA bei Deletion von
FAS1 auf 35% des Wildtyp-Pegels herab (Schueller et al. (1992); Wenz et al. (2001)).
Zudem zeigt ein Uberangebot an FASI einen stark aktivierenden Effekt auf die
FAS2-Transkription gegentiber dem Wildtyp-Niveau (Chirala (1992); Wenz et al.
(2001)). Der Wirkungsort fiir die FAS1-vermittelte Regulation von FAS2 liegt hierbei
nicht in der Promotorsequenz von FAS2, sondern ist auf den ersten 66 Nukleotiden
der proteincodierenden Sequenz von FAS2 lokalisiert und wird somit als Downstream
Repression Site bezeichnet. Das genaue Wirkprinzip dieses Repressors, der nur bei
Anwesenheit unkomplexierter 3-Kette direkt oder tiber weitere Co-Faktoren deakti-
viert wird, um die FAS2-Transkription zu ermoglichen, ist bisher nicht aufgeklért.
Jedoch determiniert dieser Mechanismus die balancierte Anpassung der Produktion
der o-Kette (FAS2-Produkt) an die Menge vorhandener 3-Kette (FASI-Produkt)
(Wenz et al. (2001); Schweizer and Hofmann (2004)).

2.7.2 Proteolyse von Faslp und Fas2p

Zusatzlich zur Transkriptionskontrolle wird eine Feinjustierung der Mengen an
- und B-Ketten durch deren unterschiedliche Abbaumechanismen im vakuolaren

und zytosolischen System von S. cerevisiae gewahrleistet. Fiir den assemblierten
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o6 Be-Komplex ist eine Halbwertszeit von iiber 20 h beschrieben, wohingegen die
unassemblierten Ketten o (1 h in Afas?-Stamm) und B (3 h in Afas2-Stamm)
wesentlich kurzlebiger sind (Egner et al. (1993)), und sich dadurch eine generelle
Intoleranz der Zelle gegentiber tiberschiissiger o~ bzw. (-Ketten zeigt (Schueller
et al. (1992); Egner et al. (1993)). Assemblierte ScFAS wird ausschlielich durch
die vakuolaren Proteinasen yscA und yscB abgebaut und unterliegt dabei unter
Hungerbedingungen einer selektiven Autophagie (Shpilka et al. (2015)). Fir den
Abbau der relativ kurzlebigen, unassemblierten o-Kette ist die zytosolische Proteinase
yscE zusténdig, die als Hefe-Analogon des Proteasoms beschrieben wird. Vacuolare
Abbauprozesse konnen fiir die o-Kette ausgeschlossen werden. Die unassemblierte
B-Kette findet sich hingegen trotz festgestellter, jedoch gegeniiber der o-Kette
langsamerer zytosolischer Degradation unter Hungerstress ebenfalls in Vakuolen und
unterliegt dort der Proteolyse durch yscA und yscB (Egner et al. (1993)).

Somit ist die differentielle Proteolyse von «- und [3-Kette neben deren koordinierter
Synthese ein komplementarer Mechanismus zur Stochiometriekontrolle, der durch den
beschleunigten Abbau der o-Kette gegeniiber der [3-Kette letztere wiederum verstarkt

als kausalen Ursprung in der Regulation der ScFAS-Biosynthese manifestiert.

2.8 Relevanz der Assemblierungsinhibierung der fFAS zu

therapeutischen Zwecken

Unter den humanpathogenen Pilzen sind besonders Vertreter der Gattungen Asper-
gillus, Candida und Cryptococcus fiir Mykosen verantwortlich, unter denen vor allem
immungeschwachte Menschen teilweise lebensbedrohlich leiden, indem diese kommen-
salen Organismen opportunistische Infektionen verursachen (Hedayati et al. (2007);
Miceli et al. (2011); Turner and Butler (2014)). Wahrend hierbei Cryptococcus-Arten
durch Befall von Lunge bis hin zum zentralen Nervensystem bei HIV-Patienten den
Ausbruch von AIDS als zentrale Pathogene definieren und eine der Haupttodesursa-
chen ausmachen (Njei et al. (2013); Tripathi et al. (2012)), bilden Candida-Arten
ein hohes und wachsendes Gefdhrdungspotential durch systemische nosokomiale
Infektionen (Miceli et al. (2011)). In einer dreijahrigen, USA-weiten Studie (Edmond
et al. (1999)) werden Candida-Infektionen mit immerhin 8% aus 10.000 untersuch-
ten, systemischen Infektionen in 49 Krankenhédusern beziffert und stellen mit einer
Mortalitat von 40% samtliche viel prominentere Vertreter der 91% bakteriellen In-
fektionen in den Schatten. Wey et al. (1988) kommen in ihrer Studie sogar zu dem
Schluss, dass zwischen 1983 und 1986 40% aller Todesfalle durch in den untersuchten
Krankenhéusern zugezogene Infektionen auf Pilze zuriickzufiithren sind, obwohl diese
auch hier nur 10% aller auslosenden Erreger ausmachen.

Eine besondere Brisanz erfahren diese Zahlen, wenn man die lange unterschétzte, aber
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zunehmende Resistenzbildung gegentiber bisher etablierten Standardmedikamenten,
vor allem Azole und 5-Flucytosin, vergegenwéartigt (Iwata (1992); Prole and Taylor
(2012); Ford et al. (2015); Caban et al. (2016)). Dies fithrt inzwischen bereits zur
Ausbreitung multiresistenter Candida auris in Krankenhdusern (Chatterjee et al.
(2015)).

Um diesen Resistenzen zu entgegnen, wird heute in schweren Féllen oft auf eine
Kombination von 5-Flucytosin (Inhibierung der DNS-Synthese) mit dem orthogonal
wirkenden Reserveantimykotikum Amphotericin B (Bindung an Ergosterin) zuriick-
gegriffen, wovon letzteres durch schwere Nebenwirkungen und inzwischen ebenfalls
Resistenzbildungen begleitet wird (Miceli et al. (2011); Ford et al. (2015)). Komplizier-
te Kombinationstherapien unter individueller Abwégung der oft nicht tolerierbaren
Nebenwirkungen mit teilweise lebenslanger Erhaltungstherapie sind auch charakte-
ristisch fir Cryptococcus-Infektionen bei vorliegen einer HIV-Infektion (Perfect et al.
(2010)). Neue Antimykotika mit verdnderter Wirkstrategie sind folglich aus Sicht
zunehmender Resistenzen sowie starker Nebenwirkungen dringend erforderlich.

Die Wichtigkeit der endogenen de-novo-Fettsduresynthese durch die fFAS fiir die
Virulenz unterschiedlicher Candida-Arten und Cryptococcus neoformans wurde in
Tiermodellen gezeigt (Nguyen et al. (2009); Zhao et al. (1996); Chayakulkeeree
(2007)). Diese unabhéngigen Ergebnisse belegen die unbedingte Notwendigkeit dieses
Primérmetabolismus und widerlegen die mégliche Annahme, dass die untersuchten
Organismen ihren Fettsdurebedarf durch Aufnahme von externen Fettsduren aus
ihrem Wirt ohne Verlust ihrer Virulenz ausreichend decken konnten.

Das Konzept der Inhibierung der Fettsauresynthese erweist sich ebenfalls in der
Tuberkulose-Therapie mit Isoniazid und Pyrazinamid als erfolgreich (Banerjee et al.
(1994); Zimhony et al. (2000)). Das in dieser Arbeit relevante Anvisieren der fFAS-
Assemblierung als therapeutisches Angriffsziel ist prinzipiell neu, aber verspricht
durch den einzigartigen Aufbau der fFAS gegeniiber der mFAS, und damit des
menschlichen Analogons, eine hohe Spezifitiat. Hingegen sind Wirkstoffe, die auf
aktive Zentren zielen, aufgrund derer weitlaufigen Konservierung in allen Lebewe-
sen vergleichsweise unspezifisch und lassen dadurch bereits a priori unerwiinschte
Nebenwirkungen erwarten (Kathiravan et al. (2012)). So wirkt etwa der starke FAS-
Inhibitor Cerulenin (Johansson et al. (2008); Nguyen et al. (2009)) durch kovalente
Bindung im aktiven Zentrum der KS ebenso auf die humane FAS (Agostini et al.
(2004); Ruth and Javier (2006)).
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Wasser

Wasser wurde fir sdmtliche Experimente in dieser Arbeit mit einem Wasserauf-
bereitungssystem auf eine Restleitfdhigkeit von 0,055 #S/em entionisiert. Fir mi-
krobiologische oder DNA-beteiligte Anwendungen wurde dieses Wasser zusétzlich

autoklaviert.

3.1.2 Chemikalien

Die im Anhang A, Tabelle A.2 befindliche Liste umfasst samtliche Feinchemikalien

sowie Zubereitungen und Mischungen, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

3.1.3 Enzyme

Alle in Anhang A, Tabelle A.1 gelisteten Restriktionsenzyme und Polymerasen
wurden, falls nicht anders angegeben, im jeweiligen, vom Hersteller empfohlenen und

bezogenen Puffer angewendet.

3.1.4 Synthetische Oligonukleotide / Primer

Alle synthetischen Oligonukleotide zur Verwendung als Primer (sieche Anhang A,
Tabelle A.3) in PCR oder als Klonierungsfragmente wurden entsalzt in Losung mit
einer Konzentration von 100 pM in Wasser von Sigma Aldrich (Sigma Aldrich Co.
LLC., USA) bezogen.

3.1.5 Plasmide

Die hier verwendeten Hefe-Vektoren (siehe Anhang A, Tabelle A.4) weisen einen
pRS-Hintergrung mit CEN/ARS-Replikationssequenz (Sikorski and Hieter (1989))
auf und wurden von Euroscarf! bezogen. Ein Ampicillin-Resistenzgen sowie eine
Replikationssequenz fiir £. coli ermoglichen zudem die Vermehrung und Klonierung in
diesem Organismus. Die Templat-Plasmide mit den Kennungen Mgfas oder VR (siehe

Tabelle A.4) stammen aus Vorarbeiten zu diesem Projekt durch Martin Grininger und

IEUROSCARF, Goethe-Universitét, Frankfurt, Deutschland
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Ronnald Vollrath am Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried. pAG-Vektoren
wurden von Susan Lindquist iiber Addgene? bereitgestellt. Zur Lagerung wurden
Plasmide generell bei -20 °C im Elutionspuffer des GeneJET Plasmid Midiprep Kits

aufbewahrt und bei Bedarf langsam auf Eis aufgetaut.

3.1.6 Synthetische Peptide

Peptide fiir die CD-spektroskopischen Untersuchungen wurden bei Caslo Aps (Dé-
nemark) als lyophilisierte Chloridsalze in 95%iger Reinheit synthetisiert und dabei
in Abhéangigkeit ihres jeweiligen biologischen Kontexts C-terminal amidiert oder

N-terminal acetyliert.

Tab. 3.1: Synthetische Peptide

’ Name \ Sequenz ‘
al_ K2S/ESR | MSPEVEQRLAHILLTELLAYQ-NH,
a67/68 Ac-VTKEYFQDVYDLTGSEPIKEIIDNWEKYEQ
ol MKPEVEQELAHILLTELLAYQ-NH,

3.1.7 Antikorper

Tab. 3.2: Antikorper

’ Antikorper ‘ Hersteller

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody,
HRP conjugate (polyclonal)
Rabbit anti-ScFAS Antiserum Egner et al. (1993)

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

3.1.8 E. coli-Stamme

Zur Klonierung und Priparation von Plasmid-DNA wurden stets Stellar™ Competent
Cells der Firma Clontech (Clontech® Laboratories, Inc., USA) verwendet.
Genotyp:

F-, endA1l, supEj44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96, phoA, ¢80d lacZA M15, A(lacZYA
- argF) U169, A(mrr - hsdRMS - merBC), AmerA, A\

2(https://www.addgene.org)
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3.1.9 S. cerevisiae-Stamme

In Tabelle 3.3 sind sdmtliche in dieser Arbeit verwendeten S. cerevisiae-Stamme

gelistet.

Tab. 3.3: S. cerevisiae-Stamme. YKL 182w entspricht FAS1, YPL231w entspricht FAS2.
Name Genotyp Quelle

MATa; uraSA0; leu2A0;
BY4742 his8A1; lys2A0
BY}743; MATa/MATx; ura3A0/ura3A0;
Y25032 leu2A0/leu2A0; hisSA1/hisSA1;
met15A0/MET15; LYS2/lys2A0;
YKL182w/YKL182w::kanMX},
BY743; MATa/MATx; ura3A0/ura3A0;
leu2A0/leu2A0; his3A1/his3A1;
met15A0/MET15; LYS2/lys2A0;
YPL231w/YPL231w::kanMX}
MATx; ura3A0;
leu2A0; his3A1; MET15;
BY.PK1238 1A lys2A0; YKL182w::kanMX}; 2
YPL231w::kanMX/
+ PRS/16_FAS1 FAS2
MATo; ura3A0;
leu2A0; his3A1; MET15;
lys2A0; YKL182w::kanMX/;
YPL231w::kanM X},
MATa; his3D1; leu2D0; met15D0;
ATCC 201588 _fasl-GFP | ura3D0; YKL182w-GFP met15D0; 3
ura3D0; YKL182w-GFP
L' EUROSCARF, Goethe-Universitit, Frankfurt, Deutschland
2 Diese Arbeit
3 Thermo Fisher Scientific Inc., USA

1

Y21061

BY.PK1238 1A__KO

3.1.10 Puffer

MES-Puffer TE-Puffer

50 mM MES 1,0 M Tris-HCI, pH 74
50 mM Tris, pH 7,3 0,5 M EDTA

0,1% SDS

1 mM EDTA
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Lammli-Probenpuffer

(4x konzentriert)

278 mM Tris-HC1, pH 6,8
44% Glycerin

4% Lithiumdodecylsulfat
0,02% Bromphenolblau
1420mM 2-Mercaptoethanol

Blue-Native-Kathodenpuffer

50 mM Tricin
15 mM BisTris
0,002% Serva Blue G250

WB-Transferpuffer

500 mM Bis-Tris, pH 7.2
500 mM Bicin
20 mM EDTA
10% Methanol

FAS-SEC-Puffer

100 mM NaPi, pH 7,2
200 mM NaCl
1 mM EDTA

Aufbruch-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
100 mM NaCl

1 mM EDTA

2% Triton X-100

1% Natriumdodecylsulfat

Blue-Native-Probenpuffer

(2x konzentriert)

1 M 6-Aminocapronséure
100 mM BisTris-HCI, pH 7,0
100 mM NaCl

20% Glycerin

0,1% Serva Blue G250

Blue-Native- Anodenpuffer

50 mM BisTris-HCI, pH 7,0

TBST

50 mM Tris-HCI, pH 7,6
150 mM NaCl
0,05% Tween®20

TSN

50 mM TRIS-HCI, pH 7,5
100 mM NaCl
1% Natriumdodecylsulfat

TBE-Puffer

100 mM Tris
83 mM Borsaure
1 mM EDTA
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ScFAS-Aufschlusspuffer

100 mM NaPi, pH 7.4

100 mM NaCl

1 Spatelspitze DN Ase-I

1 Tablette/25 mL Proteaseinhibitor-Cocktail

3.1.11 Nahrmedien

Sterilisation

Alle Nédhrmedien wurden mit Reinstwasser hergestellt und stets steril eingesetzt.
SD-Medien wurden durch Sterilfiltration durch Polystyrolfilter (Millez, 0,45 pm)
sterilisiert, alle anderen durch Autoklavieren. Glucose wurde dabei stets separat

gelost autoklaviert und erst danach zugesetzt.

Zugabe von Fettsauren

In SD-Medien und den YPD-basierten Medien fiir den FAS-Komplementationstest
(vgl. Kap. 3.3.7) wurden Fettséduren nach dem Sterilfiltrieren aus einer autoklavierten
Stammlosung (10% Tergitol® NP-40, 500 ms/t, Myristinsaure, 500 me/L Palmitinsdure,
500 mg/L Stearinsdure) nach deren Emulsion durch Erhitzen bis zur gewtinschten
Fettsdurekonzentration zugesetzt und, falls notig, wurde durch Zugabe von 10%igem

Tergitol® NP-40 dessen Endkonzentration im Medium von stets 1% eingestellt.

Zugabe von Antibiotika

Antibiotika wurden nach Bedarf nach dem Sterilisieren aus sterilfiltrierten (Millez-
Polystyrolfilter, 0,45 pm) Stammlosungen mit 50 &/1. Geneticin-2H,SO, bzw. 100 &/L

Ampicillin bis zur angegebenen Endkonzentration zugesetzt.
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E. coli-Nahrmedium

LB3

Trypton 10 &/
Hefeextrakt 5 &/L

LB-Agar?

Trypton 10 &/
Hefeextrakt 5 8/L

soc®

2,0% Pepton
0,5% Hefeextrakt

NaCl 5 g/L NaCl 5 g/L 10,0 mM NaCl
pH 7,040,2 Agar-Agar 15 g/L, 2,5 mM KCl
pH 7,040,2 10,0 mM MgCl,

10,0 mM MgSO,
20,0 mM Glucose

S. cerevisiae-Nahrmedium

YPD YPDF

1% Hefeextrakt 1% Hefeextrakt

2% Pepton 2% Pepton

2% Glucose 2% Glucose

1% Tergitol® NP-40
50 mg/, Myristinséure
50 mg/1, Palmitinsaure

50 mg/1, Stearinsdure

SD-Medien

SD (= synthetic defined)-Medien greifen an Stelle von Hefeextrakt und Pepton auf
definierte Mischungen aller lebensnotwendigen Stoffe als Feinchemikalien zurtick, um
gezielt einzelne Bestandteile auszuschlieBen. Die Fertigmischungen hierfiir wurden
fiir diese Arbeit von Sigma Aldrich Co. LLC., USA bezogen und wie angegeben

zubereitet:

3Fertigmischung von Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
4Fertigmischung von Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Ssteriles Fertigmedium von New England Biolabs, USA
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SD

6,8 ¢/t. Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids

1,4 ¢/u. Yeast Synthetic Drop-out Medium Supplements (without histidin, leucin, tryp-
tophan, uracil)

76 mg/1, L-Histidin

76 mg/1. L-Leucin

76 mg/1, Uracil

SD (-his; -leu; -trp)

6,8 &/L Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids

1,4 ¢/1. Yeast Synthetic Drop-out Medium Supplements (without histidin, leucin,
tryptophan, uracil)

76 8/L Uracil

SD (-trp; -ura)

6,8 ¢/t Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids

1,4 ¢/1. Yeast Synthetic Drop-out Medium Supplements (without histidin, leucin,
tryptophan, uracil)

76 mg/1, L-Histidin

76 mg/1. L-Leucin

SDF

analog SD-Medien
zusatzlich:

1% Tergitol® NP-40
50 me/r, Myristinsdure
50 mg/1, Palmitinsaure

50 mg/1, Stearinséure

Zur Praparation von Agarplatten wurden diese Medien zusétzlich mit 1,5% Agar-Agar
versetzt.
3.1.12 Kommerzielle Kits

DNA-Préparationen aus E. coli und DNA-Aufreinigung nach Agarosegelelektropho-
rese wurden stets mit kommerziell bezogenen Kits durchgefiihrt, die in Anhang A,
Tabelle A.5 gelistet sind.
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3.1.13 Gerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Geréte sind in Anhang A, Tabelle A.6 aufgelistet.

3.1.14 Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Anhang A, Tabelle
A.7 aufgelistet.

3.1.15 Software und Datenbanken

Die in dieser Arbeit verwendete Software und Datenbanken sind in Anhang A, Tabelle
A.8 aufgelistet.

3.1.16 Proteinsequenzen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Proteinsequenzen sind mit ihren UniProt-Zugangsnum-

mern in Anhang A, Tabelle A.9 aufgelistet.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Konzentrationsbestimmungen von DNA-Losungen

DNA-Konzentrationen wurden spektroskopisch durch Absorption bei 260 nm be-

stimmt.

3.2.2 Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

Zum Erhalt von chromosomaler DNA aus S. cerevisiae fiir PCR-Anwendungen wurden
Standardmethoden adaptiert (Lundblad and Struhl (2001)). Eine 10 mL-Kultur des
entsprechenden S. cerevisiae-Stamms in YPD-Medium wurde bei 30 °C und 200 Upm
24 h kultiviert (typische OD(600)=25). Nach Zentrifugation der Kultur (3.200 g;
5 min; 24 °C) wurde das Zellpellet zum Waschen in 500 nl. Wasser resuspendiert
und erneut abzentrifugiert (20.800 g; 5 s; 24 °C). Die Zellen wurden in 200 pL
Aufbruch-Puffer resuspendiert und es wurden 0,3 g Glasperlen (0,25 mm-0,50 mm)
sowie 200 pL. Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol-Mischung hinzugegeben. Nach
fiinfminiitigem Wirbeln mittels Vortexmischer auf Stufe 8, wurden 200 nL. TE-Puffer
zugegeben und der Ansatz nach sorgfiltigem Mischen zentrifugiert (20.800 ¢, 5 min;
24 °C). Der abgenommene Uberstand wurde mit 1 mL Ethanol versetzt, gemischt
und erneut zentrifugiert (20.000 g, 3 min, 24 °C). Der Uberstand wurde verworfen
und der sedimentierte Riickstand in 400 pL. TE-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe
von 30 pL. RNAse A-Losung (1 m8/mr in Wasser) wurde die Mischung 5 min bei 37 °C
inkubiert und anschlieffend mit 10 pl. Ammoniumacetatlosung (4 M in Wasser) sowie
1 mL Ethanol versetzt. Erneutes Zentrifugieren (20.800 g, 3 min, 24 °C) lieferte nach
Verwerfen des Uberstands die sedimentierte, chromosomale DNA, die in 100 uL. DNA

resuspendiert und zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert wurde.

3.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae wurden Standardmethoden (Lund-
blad and Struhl (2001)) adaptiert und durch Kombination mit kommerziellen Kits
(siche Anhang A, Tabelle A.5) verandert. Eine 8 mL-Kultur des transformierten S.
cerevisiae-Stamms in entsprechendem SD-Medium wurde bei 30 °C und 200 Upm 24 h
inkubiert. Nach Zentrifugation der Kultur (3.200 g; 5 min; 24 °C) wurde das Zellpellet
in 200 pLL TSN-Puffer resuspendiert und in ein 1,5 mL-Mikroreaktionsgefafl tiberfiihrt.
Nach Zugabe von 0,3 g Glasperlen (0,25 mm -0,50 mm) wurde der Ansatz 5 min
mittels Vortexmischer auf Stufe 8 gewirbelt. Anschlieflend wurden 400 pL. Resuspen-
sionspuffer (GeneJET Plasmid Midiprep Kit) sowie 100 pL Lyse-Puffer (PureYield™
Plasmid Miniprep System) hinzu pipettiert und nach sorgfaltigem Mischen 2 min
bei 24 °C inkubiert. Nach Zugabe von 250 nL. Neutralisationspuffer (Pure Yield"™
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Plasmid Miniprep System) und sorgfitigem Mischen wurde der Ansatz zentrifugiert
(20.800 g; 5 min; 24 °C), der Uberstand in ein Silica-Séulchen (PureYield™ Plasmid
Miniprep System) tuberfithrt und ab hier weiter nach Herstellerprotokoll des Mini-
prep-Kits (PureYield™" Plasmid Miniprep System) verfahren. Eine Amplifikation der
Plasmid-DNA in praparativem Mafistab wurde anschliefend durch Vermehrung in E.

coli-Kultur erreicht.

3.2.4 Praparative Amplifikation von Plasmid-DNA

Zur generellen Vermehrung von Plasmid-DNA wurden 50 mL LB-Medium unter
Zugabe von Ampicillin (100 m¢/1 Endkonzentration) mit monoklonalen Zellen des
transformierten E. coli-Stamms beimpft und 15 h bei 37 °C und 180 Upm im
Erlenmeyerkolben inkubiert. Die Kultur wurde zentrifugiert (3.200 g, 10 min, 4 °C)
und entsprechend Herstellerprotokoll mittels Midiprep-Kit weiter behandelt.

3.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCRs wurden mit den Polymerasen Phusion High Fidelity DNA-Polymerase, Q5
High Fidelity DNA-Polymerase oder zur analytischen Anwendung Taq DNA-Poly-
merase der Firma New England Biolabs nach Herstellerangaben in 25 pl-Ansétzen
zur analytischen Anwendung oder 50 pl-Ansétzen zur préaparativen Anwendung
durchgefiihrt. Die Annealing-Temperaturen wurden 0-10 °C unterhalb der berech-
neten Schmelztemperaturen (siche Anhang A, Tabelle A.8) gewédhlt. Ein typisches
PCR-Programm sah wie folgt aus:

Initiale Denaturierung: 98 °C 45 s
Denaturierung 98 °C 2 s

Annealing (Tp-3) °C 20 s

Elongation 72 °C 22 s/xb
Finale Elongation 2-10 min

30 Zyklen praparative Anwendung
40 Zyklen analytische Anwendung

Nach préaparativer PCR zur Linearisierung von Vektoren fiir eine spatere Klonierung

wurde im Anschluss stets ein Dpnl-Verdau durchgefiihrt.

3.2.6 DNA-Gelelektrophorese

Zur Aufreinigung oder Analyse von PCR-Produkten wurde eine Agarosegelelektropho-
rese in TBE-Puffer durchgefiihrt. Fiir die FAS-Konstrukte wurden zur Auftrennung
Agarosegele zwischen 0,5% und 0,7% verwendet, fiir kleinere Konstrukte bis zu 1,5%.
Zur Fluoreszenzdetektion der DNA wurde Roti®-GelStain nach Herstellerangaben

zugesetzt. Zur Groflenabschatzung der Fragmente wurden DNA-Marker von New
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England Biolabs verwendet. Alle Proben wurden in Probenpuffer von New England
Biolabs aufgetragen. Die Detektion erfolgte unter UV-Einstrahlung. Ausgeschnittene
DNA-enthaltende Gelstiicke wurden mit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

aufgearbeitet.

3.2.7 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde zum analytischen Verdau oder zur Linearisierung fiir Klonie-
rungen mit Restriktionsenzymen von New England Biolabs entsprechend Hersteller-
angaben verdaut und anschlieBend tiber DNA-Gelelektrophorese aufgereinigt. Beim

Einsatz mehrere Enzyme wurden diese gleichzeitig verwendet.

3.2.8 Klonierung von Plasmiden in E. coli

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide auler pMF001 wurden in E. coli mit
dem In-Fusion® HD Cloning Kit der Firma Clontech entsprechend Herstellerangaben
kloniert. Dazu wurden die Vektoren mittels Restriktionsverdau oder PCR linearisiert
(siche Anhang A, Tabelle A.4) und die zu klonierenden Gene mittels PCR (Anhang
A, Tab. A.3) amplifiziert.

3.2.9 Kilonierung von Plasmiden durch homologe Rekombination in

S. cerevisiae

Das Plasmid pMF001 wurde durch homologe Rekombination in BY/742 kloniert.
Dazu wurde der Vektor pRS416 (Euroscarf®) mit den Restriktionsenzymen Sac-I und
Sal-I linearisiert und mit einer Menge von 68 ng gemeinsam mit PCR-Amplifikaten
fur FAS1 (116 ng; Primer FAS1-GR1 + FAS1-GR2, Anhang A, Tab. A.3) und FAS2
(166 ng; Primer FAS2-GR1 + FAS2-GR2, Anhang A, Tab. A.3) in den Hefestamm
transformiert. Nach Selektion auf SD(-trp; -ura)-Agarplatten wurde das Plasmid
nach (vgl. Kap. 3.2.3) isoliert.

3.2.10 Erzeugung von Deletionen auf Plasmiden

Uber Linearisierung mit Primern (Anhang A, Tab. A.3) wurden gezielt Bereiche
ausgeschlossen und gleichzeitig die fiir die In-Fusion®-Klonierung nétigen homologen
Bereiche zur Recyclisierung und evtl. Start- oder Stopp-Codons eingefithrt. Durch
In-Fusion®-Klonierung wurden die so verkiirzten Plasmide wieder geschlossen.

In Anhang A, Tabelle A.4 sind sdmtliche verwendeten Plasmide gelistet und ihre
Historie reproduzierbar dargestellt. Dabei wird zwischen Plasmiden der Generationen

1 und 2 unterschieden, da sie zundchst ohne native FAS1-/FAS2-Terminatoren

SEUROSCARF, Institut fiir Molekulare Biowissenschaften, Goethe-Universitét, Frankfurt,
Deutschland, http://www.euroscarf.de
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(295 bp bzw 258 bp downstream des Leserahmens) (Generation 1) kloniert wurden,

diese aber nachtréaglich eingefiigt wurden (Generation 2).

3.2.11 Erzeugung von Punktmutationen auf Plasmiden

Zur schnellen und universellen Erzeugung verschiedener Punktmutationen im o1-
Helix-codierenden Bereich von FAS2 wurde pMF011 mit den Primern MF520 FOR
und MF520 REV via PCR linearisiert. Durch In-Fusion®-Klonierung mit syntheti-
schen DNA-Fragmenten MF515 oder MF545 mit den jeweiligen Mutationen wurde

das Plasmid wieder geschlossen.

3.2.12 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Alle klonierten Plasmide wurden bei den Firmen Seqlab (Seqlab Sequence Laborato-
ries Gottingen GmbH, Deutschland) oder GATC Biotech (GATC Biotech AG, Koln,
Deutschland) mit individuellen Sequenzier- Primern mit Schmelztemperaturen im

Bereich um 60 °C sequenziert.

3.3 Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Generelles zur Hefekultivierung

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen mit autoklavierten oder sterilfil-

trierten Medien und Materialien durchgefiihrt.

Lagerung

Hefestdmme und Transformanten hiervon wurden auf Agarplatten maximal einen
Monat bei 4 °C gelagert. Uber diesen Zeitpunkt hinaus wurden Replikate der Stimme
durch Ausstreichen auf frische Agarplatten und anschlieBender zweitdgiger Kultivie-
rung bei 30 °C erstellt. Zur langeren und stabileren Lagerung wurden Kulturen 1:1
mit 86%igem Glycerin verdiinnt, in Flissigstickstoff schockgefroren und bei —80 °C
gelagert. Bei Bedarf wurden hieraus durch Uberfithrung geringer Zellmengen mittels

steriler Pipettenspitzen neue Kulturen herangezogen.

Kulturgefalle

50 mL-Kulturen wurden stets in 100 mL-Erlenmeyerkolben angesetzt, 1 L- oder
2 L-Kulturen fiir die Proteinexpression in 3 L- bzw. 5 L-Erlenmeyerkolben. 5 mL-
Kulturen wurden in Reagenzglasern (16x160 mm) mit Aluminiumkappe angesetzt
und stets bei 50° Neigung und 200 Upm geschiittelt, um die Sedimentation von Zellen

zu vermeiden.
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3.3.2 DNA-Transformation in E. coli

Plasmid-DNA, sowie DNA-Fragmente zur Klonierung (vgl. Kap. 3.2.8) wurden stets
mittels Hitzeschock in kommerziell bezogene kompetente E. coli-Zellen (Clontech
Stellar™) nach Herstellerprotokoll transformiert und anschliefend auf LB-Agarplatten
mit 100 me/L Ampicillin selektiert. Nach Inkubation tiber Nacht bei 37 °C wurden

die Transformanten direkt weiterverarbeitet.

3.3.3 DNA-Transformation in S. cerevisiae

Zur Transformation von Plasmid DNA oder DNA-Fragmenten fiir die Klonierung
durch homologe Rekombination wurde eine etablierte LiOAc-Methode (Gietz and
Schiestl (2007)) unter Anpassung verwendet. Falls nicht anders angegeben, wurden
die Zellen dabei immer auf Eis gehalten.

Stets 1 pg jeder Plasmid-DNA, falls nicht anders angegeben, wurden dabei simultan
co-transformiert. Eine 5 mL-Ubernachtkultur des Hefestamms in YPD oder YPDF
bei 30 °C und 200 Upm wurde verwendet, um eine 50 mL-Hauptkultur im gleichen
Medium auf eine OD(600) von 0,2 zu beimpfen. Nach Inkubation bei 30 °C und
200 Upm bis OD(600)=0,8 wurden pro Transformationsansatz je 5 mL dieser Kultur
zentrifugiert (3.200 g, 5 min, 4 °C) und die Zellen je einmal durch Resuspension in
1 mL Wasser und erneutem Zentrifugieren (3.200 ¢, 5 min, 4 °C) gewaschen. Die
Zellen wurden in je 500 pL. Lithiumacetatlosung (0,1 M in Wasser) resuspendiert,
5 min bei 24 °C inkubiert und durch Zentrifugation (5.000 g, 15 s, 4 °C) wieder

sedimentiert. Das Zellpellet wurde daraufhin in folgender Mischung resuspendiert:

240,0 pL PEG-1.500-Losung (50% in Wasser)

76,0 pnL. Wasser

36,0 nL. Lithiumacetatlosung (1,0 M in Wasser)

5,0 nL. Heringssperma-DNA-Losung (10 ¢/1 in Wasser)
je 2,0 pLL Losung der zu transformierenden DNA

Die Suspension wurde vorsichtig und vollstandig durchmischt und 30 min bei 30 °C,
gefolgt von 20 min bei 42 °C und 450 Upm inkubiert. Nach dem Sedimentieren
der Zellen durch Zentrifugation (4.000 g, 15 s, 4 °C) und Waschen mit je 1 mL
Wasser wurden die Zellen in je 100 nL. Wasser resuspendiert und auf entsprechen-
den Agar-Platten zur Selektion ausgestrichen. Hefekolonien waren abhéngig vom

Selektionsdruck nach zwei bis vier Tagen sichtbar.
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3.3.4 Erzwungener Plasmid-Verlust bei S. cerevisiae

Zur Erzeugung des Stamms BY.PK1238 1A KO aus BY.PK1238 1A wurde dieser
einer Negativselektion gegen pMF001 unterworfen. Dazu wurde BY.PK1238 1A in
5 mL SD(-trp; -ura)-Medium mit 200 ms/L G418 bis OD(600)=1,8 kultiviert und
von dieser Kultur 28 pLi auf einer SDF(-trp)-Agarplatte mit 1 &/1 5-Fluororotsaure
ausgestrichen. Nach drei Tagen bei 30 °C wurde bei den Kolonien durch Test auf
Auxotrophie gegeniiber Uracil sowie den FAS-Komplementationstest (vgl. Kap. 3.3.7)
die Abwesenheit von pMFO001 bestétigt.

3.3.5 Enzymatische Lyse von S. cerevisiae-Zellen

Zum proteinschonenden Aufschluss von S. cerevisiae-Zellen in analytischem Mafistab
hinsichtlich Western Blot von ScFAS wurde eine enzymatische Methode unter Verdau
der S. cerevisiae-Zellwand, gefolgt von osmotischem Schock gewahlt. Eine 5 mL-
Ubernachtkultur in YPD- (bei BY4742), YPDF- (bei BY.PK1238_1A__KO) oder
entsprechendem SDF-Medium (bei BY.PK1238 1A_KO-Transformanten) bei 30 °C
und 200 Upm wurde verwendet, um eine 50 mL-Hauptkultur im jeweils gleichen
Medium auf eine OD(600) von 0,2 zu beimpfen. Nach Inkubation bei 30 °C und
200 Upm bis zu einer OD(600) von 1,5 wurde diese Hauptkultur zentrifugiert (3.200 g,
8 min, 4 °C), in 40 mL eiskaltem Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert
(3.200 g, 8 min, 4 °C). Die Zellen wurden daraufthin in 7,5 mL Verdauungsmedium
(20 mM Tris-HCI, pH 7,6; 1,1 M Sorbitol; 1 mM DTT, 57 wnits/m1, Zymolyase) re-
suspendiert und darin 2 h bei 30 °C und kurzem Schwenken alle 30 min inkubiert.
Anschliefend wurde der Ansatz zentrifugiert (3.200 g, 5 min, 4 °C) und die sedi-
mentierten Spheroplasten in 2,5 mL. Homogenisierungsmedium (50 mM Tris-HCI,
pH 7,6; 1,1 M Glycerin; 5 mM EDTA; 1 mM DTT, 1% einer Proteaseinhibitortablet-
te) resuspendiert. Diese Suspension wurde 2 h auf Eis inkubiert und darauthin die
Zelltrummer durch Zentrifugation sedimentiert (3.200 g, 15 min, 4 °C), wahrend der

Zelllysat-enthaltende Uberstand fiir weitere Experimente verwendet wurde.

3.3.6 S. cerevisiae-Spotting-Test

Zellen von einer einzelnen Hefekolonie nach Plasmid-Transformation wurden zum
Beimpfen einer 5 mL-Kultur in SDF (-his, -leu, -trp)-Medium mit 200 ms/1. G418
verwendet. Nach Inkubation dieser Kultur bei 30 °C und 200 Upm bis zur stationiren
Phase wurde daraus eine weitere 5 mL-Kultur im gleichen Medium inokuliert und
diese bei 30 °C und 200 Upm bis OD(600)=11-14 inkubiert. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation (3.000 ¢, 5 min, 4 °C) sedimentiert, einmal mit 1 mL Wasser
gewaschen und nach erneuter Resuspension in Wasser auf OD(600)=1 verdinnt.

Hieraus wurden vier weitere serielle 1:10-Verdiinnungen in Wasser hergestellt und
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gleiche Aliquote aller Zellsuspensionen wurden gleichzeitig mittels Metallstempel auf
eine YPD-Agarplatte iibertragen. Nach zweitdgiger Inkubation bei 30 °C wurden die
Platten abgelichtet.

3.3.7 FAS-Komplementationstest

Eine zweistufige Vorkultur der entsprechenden Hefetransformanten wurde analog zu
(Kap. 3.3.6) herangezogen, woraus die 5 mL-Hauptkulturen angeimpft wurden. Re-
produzierbare Inokula wurden dabei gewahrleistet, indem die leichten Unterschiede in
den OD(600)-Werten durch angepasste Inokulationsvolumen ausgeglichen wurden. So
wurden die Hauptkulturen immer auf OD(600)=32-10"2 inokuliert und anschlieBend
24 h bei 30 °C und 200 Upm inkubiert. Die Messung der OD(600) erfolgte in 20- oder

50-facher Verdiinnung der Kulturen in Wasser und in einer 10 mm-Polystyrolkiivette.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Expression und Isolierung von ScFAS aus S. cerevisiae

Der Stamm BY.PK1238 1A KO wurde mit den Plasmiden pMF011 und pMF014
transformiert und Zellen von einer einzelnen Kolonie wurden in 50 mL YPD-Medium
mit 200 me/r. G418 2,5 Tage bei 30 °C und 200 Upm bis zur stationdren Phase der
Kultur inkubiert. Hiervon wurde eine 2 L-Hauptkultur in YPD auf OD(600)=0,5
inokuliert und diese 10 h bei 30 °C und 120 Upm bis OD(600)=10 inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (4.000 ¢, 10 min, 4 °C) sedimentiert, zur Waschung
in 80 mL Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert (4.000 g, 10 min, 4 °C).
Nach anschlieender Resuspension in 35 mL ScFAS-Aufschlusspuffer wurden 10 mL
Glasperlen (0,25 mm-0,50 mm) hinzugegeben, die zuvor in konzentrierter Salzsaure
gewaschen wurden, und die Zellen durch Schiitteln der Mischung mittels

FastPrep®-2/ aufgeschlossen (10x 15 s bei 5 m/s; dazwischen jeweils 45 s auf Eis
pausiert). Nach Sedimentieren durch Zentrifugation von intakten Zellen (3.200 g,
10 min, 4 °C) und Zelltriimmern sowie unléslichen Proteinbestandteilen (20.000 g,
30 min, 4 °C) wurde der Uberstand zunichst iiber Glaswolle und anschlieend durch
einen Polystyrolfilter (Millez, 22 nm Porengrofe) gefiltert. Die Isolation der Strep-I-
markierten ScFAS wurde durch Affinititschromatographie an 5 mL Strep- Tactin®

Sepharose®-Material erreicht und lieferte 3,5 mg Protein.

3.4.2 Konzentrationsbestimmung und Aufkonzentrierung von Proteinlosungen

Proteinkonzentrationen wurden spektroskopisch durch Absorption bei 280 nm be-

stimmt. Zur Erzielung héherer Konzentrationen wurden Proteinlosungen bei 4 °C
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durch Querstromfiltration mit Membranfiltern (Amicon® Ultra) unterschiedlicher

Ausschlussgroen und Volumenkapazitaten aufkonzentriert.

3.4.3 GroBenausschlusschromatographie

Grofenausschlusschromatographie (SEC) der fFAS wurde mittels A K TAezplorer und
Saule Superose 6 10/300 GL im FAS-SEC-Puffer durchgefiihrt. Dabei wurden 500 pL
Proteinlosung mit typischen Konzentrationen von 1 8/L bis 2 /1, auf die Saule geladen
und 1 mL-Fraktionen bei einer Flussrate von 0,3 mL/min gesammelt. Die Absorption
bei 280 nm wurde dabei aufgezeichnet. Wéihrend aller Schritte wurde das Protein
stets auf Eis bzw. bei 4 °C gehalten. Die Kalibrierung des chromatographischen

Systems wurde mithilfe eines Gel-Filtration HMW Calibration Kit vorgenommen.

3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur denaturierenden PAGE wurden die Proteinproben nach Zusatz von Lammli-Puffer
5 min bei 95 °C im Heizblock inkubiert und abhéngig von Proteinkonzentrationen in
variierenden Volumen auf ein kommerziell bezogenes Fertiggel (Novea® NuPAGE"™
3-12% Bis-Tris) geladen.

Nach Elektrophorese (200 V, 1 h, Eiskithlung) in MES-Puffer wurde das Gel 1 h bei

24 °C unter konstantem Schwenken in InstantBlue Coomassic®-Fertiglosung gefirbt.

3.4.5 Native PAGE-Western Blot-Analyse von FAS

Zelllysate wurden, wie unter (Kap. 3.3.5) beschrieben, hergestellt und zur Vergleich-
barkeit unterschiedlicher Proben auf eine gemeinsame Gesamtproteinkonzentration
im Lysat zwischen 1 &/t und 5 &/1. durch Zentrifugenfilter mit einer Ausschlussgrofie
von 100 kDa gebracht. Die Proben wurden 1:1 mit Native PAGE-Probenpuffer ge-
mischt und zur Feinjustierung von Abweichungen in den Proteinkonzentrationen in
variierenden Volumen auf ein kommerziell bezogenes Fertiggel (Novea® NativePAGE"™
3-12% Bis-Tris) geladen. Als Referenz wurde eine Gesamtmenge von 0,1 pg bis 0,2 pg
gereinigte ScFAS (vgl. Kap. 3.4.1) in 2,0 pL bis 4,0 uL finaler Blue Native-Probe
verwendet.

Nach der Elektrophorese (150 V, 2 h, Eiskiihlung) im Blue Native-Puffersystem
wurden die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-Membran durch Elektrotransfer
(25 V, 1 h, Eiskithlung) in WB-Transferpuffer iibertragen. Die Membran wurde
daraufhin dreimal je 20 min in 30 mL TBST-Puffer mit 0,2% iBlock™ am Drehrad
bei 24 °C inkubiert. Die Inkubation mit den Primérantikorpern erfolgte iiber Nacht
mit einer 1:5.000-Verdiinnung eines Rabbit-anti-FAS-Antiserums (Egner et al. (1993))
in 15 mL TBST-Puffer mit 0,2% iBlock™ bei 4 °C am Drehrad. Nach dreimaligem
Waschen der Membran mit je 20 mL TBST mit 0,2% iBlock™ fiir je 20 min bei
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24 °C wurde der sekundére Antikérper, HRP-konjugiertes Goat-anti-Rabbit-IgG, mit
einer Konzentration von 200 n&/mL in 15 mL TBST-Puffer mit 0,2% iBlock™ 1 h bei
24 °C am Drehrad inkubiert. Abschliefend wurde die Membran dreimal 30 min mit
15 mL TBST-Puffer mit 0,2% iBlock™ sowie einmal 30 min mit 20 mL TBST-Puffer
am Drehrad bei 24 °C gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran mit 14 mL
Roti®-Lumin nach Herstellerangaben behandelt und daraufhin die Lumineszenz fiir
12 s bis 20 s (Peqlab Fusion SL aufgezeichnet).

3.4.6 CD-Spektroskopie

Die synthetischen Peptide (siche Tab. 3.1) wurden mit einer Konzentration von 1 &/L
in Wasser gelost und filtriert (Millez, 0,22 pm PES-Membran). Hieraus wurden die
Messproben mit 40 pM Peptid in gefiltertem (Millex, 0,22 pm MCE-Membran) Phos-
phatpuffer (100 mM NaPi, pH 7,2) mit variierenden Volumenanteilen Trifluorethanol
angesetzt. Die Messungen erfolgten in einer Quarzglaskiivette mit 1 mm Schichtdi-
cke (Hellma GmbH & Co. KG, Deutschland) bei 22 °C in Stickstoffatmosphére im
Wellenléngenbereich von 260-190 nm. Von jeder Probe wurden zehn Wiederholungen
gemessen und am FEnde gemittelt. Spektren zur Hintergrundmessung wurden mit
jeweiligem Puffer ohne Peptidzugabe unter sonst gleichen Bedingungen aufgenommen

und von den Probenspektren subtrahiert.

3.4.7 Split-GFP-Test

Transformanten des Stamms BY.PK1238 1A KO mit den Plasmiden pMF038
und pMF039 wurden bis OD(600)=1,3 bei 30 °C und 200 Upm in 5 mL YPD-
Medium kultiviert und Zelllysate nach Kap. 3.3.5 hergestellt. Die Messung der
Fluoreszenz erfolgte mit 100 pL Zelllysat an einem Mikroplattenleser mit einer

Anregungswellenldnge von 488 nm und Detektion bei 510 nm.

3.4.8 FAS-Aktivitatstest

FAS-Aktivitdten wurden durch die spektroskopische Messung des NADPH-Umsatzes
ermittelt. Dazu wurde die Enzymreaktion von 25 ng SEC-aufgereinigtem Protein
in 120 pL gepufferter, wéssriger Losung (200 mM Kaliumphosphat pH 7,3; 87 pM
DTT; 250 pM NADPH, 417 pM Acetyl-CoA, 500 pM Malonyl-CoA) bei 24 °C
durchgefithrt. Die Absorption bei 334 nm wurde zunéchst ohne Malonyl-CoA 2 min
gemessen und erst danach die Reaktion durch Malonyl-CoA-Zugabe gestartet. Zur
Berechnung der Aktivitat wurde nur der unmittelbar darauf folgende lineare Abfall
der Absorptionskurve herangezogen (Lynen (1969)). Eine Einheit ist dabei definiert
als der Umsatz von 1 pmol Malonyl-CoA, bzw. 2 pmol NADPH, wodurch ein
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kompletter Zyklus zur Verlingerung der Alkylkette um zwei CH,-Einheiten im

Reaktionsmechanismus der FAS beschrieben wird.

3.4.9 Disassemblierung der Fettsdauresynthase aus S. cerevisiae mit

2,3-Dimethylmaleinsaureanhydrid

1,5 mg affinitatschromatographisch aufgereinigte ScFAS (vgl. Kap. 3.4.1) in 500 pL
Puffer (100 mM NaP1i, pH 7,5; 100 mM NaCl; 10 mM DTT) wurde unter Eiskiihlung
alle 10 min mit jeweils 1,0 pL einer 10%igen Losung von 2,3-Dimethylmaleinsdurean-
hydrid (DMMA) in wasserfreiem THF versetzt. Nach sechsmaliger DMMA-Zugabe
und insgesamt einstiindiger Inkubation unter Eiskiihlung wurden weitere 1,5 nLi der
DMMA-Losung sowie 1,5 nl. Natriumhydroxidlésung (1 M in Wasser) zugegeben
und der Ansatz 0,5 h bei 24 °C inkubiert. Zur weiteren Verwendung in SEC- (vgl.
Kap.3.4.3) oder Native PAGE-Experimenten (vgl. Kap. 3.4.5) wurde die Probe
filtriert (0,22 pm PVDF-Membran).
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4 Projektrelevante Vor- und Kooperationsarbeiten

4.1 Proteinbiochemische Experimente zum Verstandnis der

Assemblierung der Pilz-Fettsauresynthase (fFAS)

Vorarbeiten

Seit 2008 wurden in der Forschungsgruppe von Martin Grininger am Max-Planck-
Institut fiir Biochemie in Martinsried Experimente zum Verstdndnis des Assem-
blierungsmechanismus der Fettsduresynthase aus S. cerevisiae (ScFAS) unter we-
sentlicher Beteiligung von Barbara Mulinacci und Ronnald Vollrath durchgefiihrt.
Diese umfassten rekombinante Versuche in E. coli mit Fokus auf Assemblierung und
Phosphopantetheinylierung im heterologen Wirt und in-vitro-Untersuchungen von
Wechselwirkungen an rekombinanten Konstrukten der ScFAS-a-Kette (vgl. Kap.
4.1.3, Kap. 4.1.4). Sie liefern neben meinen in Kap. 5 vorgestellten Ergebnissen
zusétzlich notige Erkenntnisse zum Verstédndnis des Assemblierungsmechanismus der
fFAS.

Die Resultate dieser Vorarbeiten sind ebenfalls im Manuskript ,,Molecular mecha-
nisms in fungal fatty acid synthase assembly* (Fischer et al. (2016)) eingebettet und
in Kap. 4.1.3 und Kap. 4.1.4 in Abgrenzung zu meinen eigenen Arbeiten in Ausziigen
fiir wichtige Schlussfolgerungen herangezogen.

Das in Kap. 4.1.4 genannte Ergebnis zur Native PAGE- Western-Blot-Analyse der
ACP__S180A-Mutante stammt aus meinen eigenen Arbeiten analog zu Kap. 5.3 und

ist hier als thematisch ergianzende Erkenntnis integriert.

Kooperationen

In Kap. 4.1.1 sind Ergebnisse zur rekombinanten Expression der Fettsauresynthase
aus Rhodosporidium toruloides (RtFAS) gezeigt, die aus einer Kooperation mit den
Forschungsgruppen von Zongbao K. Zhao am Dalian Institute of Chemical Physics
in Dalian, China und Janet Vonck sowie Daniel Rhinow am Max-Planck-Institut
fir Biophysik in Frankfurt stammen. Sie sind in ,,Cryo-EM structure of fatty acid
synthase (FAS) from Rhodosporidium toruloides provides insights into the evolutio-
nary development of fungal FAS* (Fischer et al. (2015)) veréffentlicht. Klonierung,
Expression und Isolierung der RtFAS wurden hierbei von Zhiwei Zhu, Groflenaus-

schlusschromatographie (vgl. Kap. 3.4.3), die Analyse der FAS-Aktivitdt (vgl. Kap.
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3.4.8) und die phylogenetische Analyse (vgl. Kap. 4.1.2) von mir durchgefiihrt. Cryo-
EM, Datenprozessierung und strukturelle Modellierung wurden von Daniel Rhinow,
Deryck J. Mills und Janet Vonck durchgefiihrt.

4.1.1 Expression der Pilz-Fettsauresynthase (fFAS) in E. coli

Die erfolgreiche Exprimierbarkeit von fFAS in F. coli konnte anhand der RtFAS
gezeigt werden, indem neben korrekter struktureller Assemblierung (siehe Abb. 4.1
A) auch funktionell die Phosphopantetheinylierung des ACPs stattfindet, wie anhand
der Aktivitdt des Enzyms bestatigt wurde (siehe Abb. 4.1 B). Ein hervorragend
passendes Docking der Kristallstruktur der TlanFAS (PDB-Codes: 2uva, 2uvb, (Jenni
et al. (2007))) in die 7,8 A-aufgeloste Elektronendichtekarte aus Cryo-EM der RtFAS
bezeugt die hohe strukturelle Akkuratesse des rekombinant exprimierten Enzyms
(Fischer et al. (2015)). Folglich ist eine korrekte fFAS-Assemblierung ohne zusétzliche
trans-wirkende Faktoren, wie spezifische Chaperone, auch im heterologen Wirt durch
einen intrinsischen Trieb zur Phosphopantetheinylierung sowie Ausbildung der , Fass-
Struktur® gewéhrleistet. Dabei gilt besonders zu bemerken, dass die RtFAS als
Vertreter des Pucciniomycotina-Typs eine Teilung in zwei separate Polypeptidketten
zwischen ER- und DH-Doméne aufweist und die erste strukturell charakterisierte fFAS
ist, die nicht dem Ascomycota-Typ entspricht. Somit wird mit der Cryo-EM-Struktur
der RtFAS neben der hohen Sequenzhomologie von fFAS aus unterschiedlichen Pilzen
(vgl. Kap. 2.6) die ebenso anzunehmend starke Konservierung ihrer Struktur trotz

unterschiedlicher Positionen zur Separation in zwei Polypeptidketten bestétigt.

4.1.2 Phylogenetische Analyse der Fettsauresynthase aus Rhodosporidium
toruloides

Die rekombinante Expression der Fettsauresynthase aus Rhodosporidium toruloides
(RtFAS) in E. coli konnte erfolgreich gezeigt werden und durch Cryo-EM wurde
ihre hohe Strukturhomologie zur TlanFAS aufgedeckt (vgl. Kap.4.1.1). Nicht nur die
Variation in der Position zur Aufteilung in 3- und o-Kette zwischen diesen beiden
fFAS-Vertretern machen die RtFAS dabei zu einem interessanten Untersuchungsob-
jekt. Eine weitere Besonderheit wird ihr durch eine Duplizierung der ACP-Doméne
zuteil. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass es sich bei R. toruloides um einen
starken Lipidproduzenten handelt (Shen et al. (2013)), ist es schliissig, dies mit ei-
ner gesteigerten Produktivitdt der RtFAS durch Verdopplung der ACP-vermittelten
Transportkapazitét fiir Edukte und Intermediate in den Reaktionskammern in Verbin-
dung zu bringen. Messungen der Enzymaktivitat von rekombinanter RtFAS lieferten
aus drei individuellen Expressionen spezifische Aktivitdten von 6184132 mU/mg,
506£85 mU/mg und 304+31 mU/mg (der jeweils angegebene Fehler ist 3 o der Stan-
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Abb. 4.1: Struktur und Aktivitat der Fettsduresynthase aus R. toruloides (RtFAS). Adap-
tiert von Fischer et al. (2015). A Cryo-EM-Elektronendichtekarte der RtFAS
bei 7,8 AAuflésung mit eingepasster Kristallstruktur der TlanFAS (PDB-Codes:
2uva, 2uvb (Jenni et al., 2007)) in Cartoon-Reprasentation und eingefarbt ent-
sprechend des Schemas in Abb.1.1: hellgriin, AT; gelb, ER; orange DH, rot,
MPT; dunkelgriin, KR; blau, KS. Die Dimerisierungsmodule DM2 und DM4
zeigen keine Elektronendichte aufgrund konformationeller Flexibilitdt. Ebenso
ist keine Elektronendichte fiir die PPT-Doméne sichtbar. B Extinktionsprofil
des FAS-Aktivitéatstest von RtFAS (vgl. Kap. 3.4.8). Der Start der enzymati-
schen Aktivitdt durch Malonyl-CoA-Zugabe ist durch einen Pfeil angezeigt und
von einem raschen Abfall der Extinktion bei 334 nm durch Umsatz des hier
absorbierenden NADPH gefolgt.

dardabweichung aus drei individuellen Messungen) (vgl. Kap. 3.4.8). Verglichen mit
publizierten Werten fir die spezifische Aktivitdt der ScFAS zwischen 343 mU/mg
(Morisaki et al. (1993)) und 3.500 mU/mg (Fichtlscherer et al. (2000); Wieland et al.
(1979)) liegen diese Werte deutlich unter den Erwartungen an eine umsatzoptimierte
fFAS. Da die Cryo-EM-Experimente eine hohe Proteinqualitédt/ -homogenitat zeigten,
konnen Erkldrungen fir eine reduzierte Aktivitat eine unzureichende Phosphopan-
tetheinylierung der ACP-Doménen aufgrund des heterologen Expressionssystems
oder mangelhafte Bindung des Co-Faktors FMN sein (Fischer et al. (2015)).

Jede der beiden ACP-Doménen kann mit jeder enzymatischen Doméne in ihrem
jeweiligen Reaktionsraum interagieren, womit eine kategorische Aufgabenteilung im
Reaktionszyklus der FS-Synthese ausgeschlossen werden kann. Dies folgt aus der
bestehenden Enzymaktivitit in beiden Fallen eines mutagenetischen Austauschs des
aktiven Serins gegen Alanin in jeweils einer der beiden ACP-Doménen (unveroffent-
lichte Daten, Zhiwei Zhu, schriftliche Mitteilung, 16.06.2015).

Ohnehin zeigt der Vergleich beider ACP-Doménen eine hohe Sequenzidentitét (76%,
Zhu et al. (2012)) und kann evolutionir betrachtet das Resultat einer Gen- bzw.
Doménenduplizierung aus dem gesteigerten F'S-Bedarf des Organismus sein (Marsh
and Teichmann (2010)). Bei der sequenzbasierten Suche (Uniprot BLAST-Suche)
weiterer FAS I mit doppeltem ACP ausgehend von der RtFAS-Sequenz zeigt sich

dieser Phanotyp verstarkt in einzelgencodierten FAS und ein Kladogramm (Clustal
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Omega', Sievers et al. (2011)) deckt dabei ihre Verwandtschaftsverhéiltnisse auf
(sieche Abb. 4.2). So tragen ausschliefilich alle in der Analyse berticksichtigten Spezies
der Gruppe der Stramenopilen dieses Merkmal, darunter auch Protisten, die als
pilzahnliche Mikroalgen mit einer starken Lipidproduktion beschrieben sind (Xie and
Wang (2015)) (siche Abb. 4.2). Per se ist hierbei interessant, dass FAS I, wie wir sie
aus Pilzen kennen, mindestens in ihrer Sequenz auch in entfernteren nicht-pilzlichen
Eukaryoten konserviert ist, die in der Evolutionsgeschichte aber schon frih eine

eigene Entwicklung genommen haben.
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Abb. 4.2: Phylogenetische Analyse von fFAS mit dupliziertem ACP. Adaptiert aus Fischer
et al. (2015). Zwei separate Kladogramme wurden basierend auf der vollen
Lénge der FAS-Proteinsequenz und zum Vergleich basierend auf einem die
KS-Doméne umfassenden Bereich mit Clustal Omega mittels Neighbor-Joining-
Algorithmus (Sievers et al. (2011)) erstellt. Verwendet wurden alle kompletten
FAS I -Sequenzen mit dupliziertem ACP in der Uniprot-Datenbank nach BLAST-
Suche (Stand 19.12.2014) sowie weitere fFAS mit einzelnem ACP. In (- und «-
Kette geteilte FAS wurden als fusionierte Konstrukte verwendet. Unterschiedliche
Abstammungsgemeinschaften sind farblich hervorgehoben und eine Teilung in f3-
und o-Kette, sowie ACP-Duplizierung angezeigt.

Auch Pilze der Ordnung Mucorales verfiigen tiber dupliziertes ACP in ihren fFAS. Zu
bemerken ist hierbei jedoch, dass es unter ihnen mit Rhizopus delemar mindestens
eine Spezies gibt, deren fFAS nur ein ACP pro Satz enzymatischer Doménen besitzt.
Ein komplementéres Bild zeichnet sich in der Unterabteilung Pucciniomycotina, in der

Rhodosporidium toruloides die einzige Spezies mit dem Auftreten von dupliziertem

ACP ist.

Thttp:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (17.09.2016, 11:20 Uhr)
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Das FAS-basierte Kladogramm lasst eine gute Zuordnung der gewahlten Spezies
zu ihren tatsdchlichen Abstammungsgemeinschaften zu und die Spezies ordnen sich
dabei entsprechend des Auftritts bzw. der Position zur Teilung in (3- und «-Kette
ihrer FAS. Anhand dieser Analyse wurde in dieser Arbeit die Bezeichnung Puccinio-
mycotina-Typ fiir solche fFAS gewéhlt, die eine Teilung in 3- und «-Kette zwischen
ER- und DH-Doméne vorweisen. Das Auftreten duplizierter ACP-Doménen zeigt
sich hingegen verstreut iiber die Kladen und dabei nicht immer als gemeinschaftliches
Merkmal. In Konsequenz ist fiir die ACP-Duplizierung von einem spéteren Ereignis
in der Evolutionsgeschichte auszugehen, das nach einer Teilung in 3- und o-Kette
stattgefunden haben muss. Die weite Verbreitung einzelgencodierter FAS auch in evo-
lutionér entfernteren Pilzen oder sogar Protisten spricht erneut fiir eine Entwicklung
dieser Auspriagung, bevor sich in unterschiedlichen Abstammungsgemeinschaften
unterschiedliche Strangbriiche in (3- und o-Kette an geeigneten Positionen entwickelt
haben.

4.1.3 Untersuchung der Assemblierungs- und

Phosphopantetheinylierungsrelevanz von Domanen der ScFAS-x-Kette

Aufgrund der strengen Regulation der ScFAS in S. cerevisiae (vgl. Kap. 2.7) sind ihre
einzelnen Polypeptidketten, o« und 3 oder davon abgeleitete kiinstliche Konstrukte
nicht aus ihrem natiirlichen Wirt zugénglich. In E. coli zeigt die x-Kette alleine
exprimiert im Kontrast zur erfolgreichen Coexpression von o~ und [3-Kette sowie
Expression einer kovalenten Fusion von [3- und «-Kette zudem einen starken Trang
zur Aggregation. Dies erschwert in-vitro-Experimente mit separaten Protomeren zur
Untersuchung ihrer Assemblierung und Phosphopantetheinylierungsfahigkeit.
Sukzessive Verkiirzungen der ScFAS-a-Kette aus N-terminaler Richtung sollten die
Aggregations-verantwortlichen Bereiche aufdecken und Auskunft tiber die Phospho-
pantetheinylierungsfahigkeit der verbliebenen C-terminalen Abschnitte geben. Der
Multimerisierungsgrad wurde dabei mittels GroSenausschlusschromatographie (SEC)
beurteilt und die Phosphopantetheinylierung von ACP iiber Massenspektrometrie
nachgewiesen (Fischer et al., 2016).

Dass die separierte PPT-Doméne der ScFAS Trimere bildet und diese in der Lage
sind, ACP zu phosphopantetheinylieren, ist bereits literaturbekannt (Johansson et al.,
2009). N-terminal verliangert um die KS-Doméne sind durch Gréfenausschlusschro-
matographie hingegen lediglich Dimere feststellbar, ein Ergebnis, das durch die in
Kap. 5.1 folgende energetische Quantifizierung der starken KS-KS-Dimerisierung
verstandlich ist und moglicherweise bereits den Zustand im o«g-Rad der ScFAS repré-
sentiert (siehe Abb. 2.4). Dafiir spricht auch die Fahigkeit von KS-PPT, separates
ACP in-vitro zu phosphopantetheinylieren, womit gleichzeitig gezeigt ist, dass PPT

als Dimer aktiv ist. Durch positionelle Flexibilitat der als Monomere, aber benachbart
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Abb. 4.3: Ubersicht rekombinanter artifizieller Konstrukte der ScFAS-a-Kette und ihrer
Eigenschaften. Beruhend auf Ergebnissen aus nicht eigenen Vorarbeiten wie im
Text beschrieben. Sukzessive verkiirzte Konstrukte sind in Doméneniibersicht
abgebildet und nebenstehend ihre Multimerisierungsstufen, wie durch SEC er-
mittelt, angegeben. Die Dimerisierungsmodule DM1-4 und das 4-helikale Biindel
(4-HB) sind zur Nachverfolgung durch graue Balken angezeigt. Die komplette
B-Kette ist im Fall der 3-a-Fusion durch ein weiles Segment abgekiirzt. Die
Fahigkeit, eigenes oder separates ACP zu phosphopantetheinylieren, ist durch
griine Haken angezeigt.

auf DM4 ruhenden PPT-Doménen, wie durch die Schwierigkeit ihrer Strukturierung
in der TlanFAS-Kristallstruktur (Jenni et al., 2007) und fehlende Elektronendichte
bei Cryo-EM an der RtFAS (Fischer et al., 2015) deutlich wird, konnen diese offen-
sichtlich ihren aktiven, dimeren Zustand erreichen. Gleiches spiegelt sich auch in
der Phosphopantetheinylierungsfidhigkeit assemblierter ScCFAS gegeniiber separatem
ACP (Johansson et al., 2009).

Eine weitere N-terminale Verldngerung der KS-PPT-Einheit um KR inklusive der
Dimerisierungsmodule DM1 und DM2 fiithrt bereits zur unspezifischen Aggregation
des Proteins, die auch nicht durch Verldngerung um ACP oder bis hin zur Wildtyp-
o-Kette vermieden werden kann (sieche Abb. 4.3). Wahrend das KS-PPT-Konstrukt
neben der Homodimerisierungsfliche der KS-Doméne lediglich tiber die zur selben
Dimerisierung fithrenden Dimerisierungsmodule DM3, DM4 verfiigt und damit auf
der dimeren Stufe abgeséttigt ist, fiihrt die angeschlossene KR-Doméne inklusive
DM1 und DM2 ebenso durch Homodimerisierung insgesamt zu einem linearen head-
head-tail-tail-Wechselwirkungsmuster (vgl. Kap. 2.4.1). Die Abwesenheit der (3-Kette,
die offenbar notig ist, um diese Paarungen in die cyclische Form des ag-Rads zu
dirigieren, resultiert in der Aggregation des Proteins. Eine dennoch prasente PPT-
Aktivitét spricht fiir eine katalytisch aktive Anordnung der KS-PPT-Kerneinheit, wie
oben beschrieben. Entsprechend zeigt die Aufreinigung von o«  AMPT-ACP unter
denaturierenden Bedingungen, gefolgt von Riickfaltung durch SEC, neben hoheren

und unspezifischen oligomeren Zustinden bei geringeren Proteinkonzentrationen

W
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einen Trend zu dimeren Spezies.

Die intrinsisch fehlende strukturelle Information der o-Kette zur Ausbildung eines
xg-Rads schliefit dieses als eine isolierte Vorstufe im Assemblierungsprozess der
ScFAS aus. Vielmehr scheint die (3-Kette eine zur D3-Symmetrie fithrende Rolle zu
iibernehmen.

Die der KS-Doméne anhéngliche PPT-Doméne wird durch die KS-KS-Wechselwirkung
zu ihrer als Dimer aktiven Stufe gefiihrt, womit (KS-PPT), den fiir die Phosphopan-
tetheinylierung relevanten strukturellen Kern bildet (Fischer et al., 2016). Fur die
nicht-ACP-tragenden Konstrukte in diesen Experimenten (siche Abb. 4.3) bedeu-
tet dies eine intermolekulare Reaktion bzgl. separatem ACP, wiahrend dies fir die
ACP-tragenden Konstrukte nicht geklart ist, aber nachfolgend betrachtet wird.

4.1.4 Untersuchung der Rolle der ACP-PPT-Interaktion bei der

Assemblierung

Die nétige posttranslationale Phosphopantetheinylierung (Aktivierung) des ACP
stellt an den Assemblierungsmechanismus der fFAS die Anforderung eines Zustands,
in dem ACP und mindestens dimeres PPT in einer fiir diese Reaktion geeigne-
ter Weise zusammen finden (vgl. Kap. 2.5). Zur Charakterisierung der ACP-PPT-
Wechselwirkung wurden verschiedene ACP- und PPT-Konstrukte durch Groéfien-
ausschlusschromatographie, Crosslinking- und Pull-down- Experimente untersucht
(Fischer et al., 2016). In keinem Fall waren ACP/PPT-Komplexe feststellbar, wes-
halb von einer geringen Affinitit zwischen ACP und PPT auszugehen ist. Dies ist
gegensatzlich zur Interaktion bakterieller ACP/PPT-Paare, fiir die heteromultime-
re Komplexe beschrieben sind (Parris et al. (2000); Bunkoczi et al. (2007)). Dass
die Interaktion von ACP und dimerem PPT in einem Vorkomplex, bzw. niederen
strukturellen Rahmen vor der finalen og3¢-Auspragung stattfinden muss, ist durch
die geschlossene Struktur der fFAS mit raumlicher Trennung von ACP und PPT
plausibel (vgl. Kap. 2.3) und experimentell bestétigt (Fichtlscherer et al. (2000)).
Obschon bereits frither experimentell gezeigt werden konnte, dass der assemblierte
ScFAS-Komplex fahig ist, zusétzlich priasentes ACP intermolekular zu aktivieren
(Johansson et al. (2009)), spricht allein die Masse von 2,6 MDa der ScFAS gegen
eine intermolekulare ACP-Aktivierung. Solch einem entsprechend langsamen, dif-
fusiven Prozess (Berg and Hippel (1985)) miusste der Assemblierungsmechanismus
zeitlich untergeordnet sein und miisste idealer Weise tiber einen Kontrollmechanis-
mus verfiigen, der die Durchfithrung der Phosphopantetheinylierung sicherstellt,
bevor ACP im Innenraum der ,Fass-Struktur® eingeschlossen wird. Andernfalls
wiirde eine zur unabanderbaren Inaktivitat gefithrte ScFAS einen hohen Ressour-

cenverlust fiir den Organismus bedeuten. Durch die deutliche Prasenz assemblierter

ScFAS im Native PAGE-Western Blot (siche Anhang B, Abb. B.4 A Spur 2) trotz
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Phosphopantetheinylierungs-verhindernder Punktmutation des aktiven Serins im
ACP (S180A) ist jedoch die korrekte Assemblierung ohne ACP-Aktivierung be-
legt und diese Ergebnisse bestéatigen frithere vergleichbare Beobachtungen mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Fichtlscherer et al. (2000)). Das Fortlaufen des As-
semblierungsmechanismus ohne eine thermodynamisch stabilisierte Stufe, die eine
erfolgreiche ACP-Aktivierung abwartet, in Kombination mit den oben beschriebenen
Experimenten zur schwachen Wechselwirkung von ACP und PPT in-vitro zeichnet ein
Bild von sehr transient interagierenden Partnern ACP und PPT. Die rdumliche Néhe
durch kovalente Fusion beider Doménen auf einer Polypeptidkette kann hierbei wohl
die geringe Affinitdt kompensieren, indem ACP durch einen eingeschriankten Bewe-
gungsfreiraum vor weiteren Assemblierungsschritten auf phosphopantetheinylierendes
(KS-PPT), trifft.

4.2 Erzeugung eines Afasl/Afas2 -S. cerevisiae-Stamms

Zum Test artifizieller fFAS-Konstrukte in-vivo (vgl. Kap. 5.3 und folgende) sowie als
Wirt fiir die priaparative Produktion modifizierter ScFAS wurde ein S. cerevisiae-
Stamm ohne endogene ScFAS-Produktion benétigt.

In Kooperation mit Dr. Peter Kotter vom Institut fiir Molekulare Biowissenschaf-
ten der Goethe-Universitat in Frankfurt wurde wesentlich durch seinen Beitrag ein
Hefestamm generiert, in dem die beiden ScFAS-codierenden Gene FAS1 und FAS2
vollstandig deletiert sind (sieche Abb. 4.4). Hierzu wurden die beiden heterodiploiden
FAS1/Afas1- und FAS2/Afas2-Stamme Y25032 und Y21061 (siehe Tab. 3.3, Kap.
3) mit dem FASI- und FAS2-komplementierenden Plasmid pMF001 transformiert (i),
das beide Wildtyp-Gene unter Kontrolle ihrer nativen Promotoren und Terminatoren
(Chirala (1992)) triagt. Die Transformanten wurden sporuliert (ii) und resultieren-
de, Geneticin-resistente Afas- und Afas2-Segreganten miteinander gekreuzt (iii).
Erneute Sporulation der erhaltenen heterodiploiden Doppelmutante (FAS1/Afas1;
FAS2/Afas2) ergab nach Tetradenanalyse den haploiden, doppelmutierten (Afasi;
Afas2) Stamm BY.PK1238 1A (iv). Die Entfernung des Plasmids pMF001 wurde
durch Gegenselektion mit 5-Fluororotsaure (5-FOA) erreicht (v) und der erhaltene
Stamm BY.PK1238 1A KO konnte gut in Medien mit externer Fettsduresupplemen-
tierung (vgl. Kap. 3.1.11) kultiviert werden. Die Klonierung des Plasmids pMF001
(vgl. Kap.3.2.9) sowie Schritt (v) (vgl. Kap. 3.3.4) sind dabei meine Beitrédge, die
Schritte (i) - (iv) sind Beitrdge durch Dr. Peter Kotter.
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Abb. 4.4: Erzeugung des Afas! /Afas2-Deletionsstamms BY.PK1238 1A__KO. A Schema-
tischer Arbeitsablauf mit Schritten (i)-(v). Das Plasmid pMFO001 ist mit blauem
Kreis symbolisiert, Hefezellen durch schwarzes Oval unter Angabe des Geno-
typs bzgl. FAS! und FAS2. Beschreibung siche Text. B Tetradenanalyse nach
Sporulation der heterodiploiden Doppelmutante (A (iv)). Die Segreganten von
neun Tetraden sind horizontal auf YPD-Medium aufgetragen. Zwei vollstdndige
Tetraden sind mit weifl gestricheltem Kasten umrahmt, unvollstindige Tetraden
durch Uberlebensunfihigkeit einzelner Segreganten sind wahrscheinlich das Er-
gebnis des Verlusts von pMF001. Replikation auf G418-enthaltendem Medium
indiziert den nicht-parentalen Dityp (zwei lebensféhige Segreganten) mit (Afas;
Afas2)-Doppelmutation wie in C durch diagnostische PCR mit angegebenen
Primer-Paaren tiber den Nachweis der kanMX/-Kassette bestétigt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 In-silico-Analyse zentraler Protein-Protein-Interaktionen in

Fettsauresynthasen des Ascomycota-Typs

Fettsduresynthasen des Ascomycota-Typs weisen den Strangbruch in 3- und «-Kette
innerhalb der katalytisch relevanten MPT-Doméne auf (vgl. Kap. 2.6), wodurch
deren Rekonstitution nicht nur funktionell von essentieller Wichtigkeit ist, sondern
zugleich auch die Schnittstelle der beiden komplementaren Polypeptidketten gestaltet.
Dabei fallt durch einen Strukturvergleich der MPT-Domane mit der bakteriellen
FAS II-Transferase FabD (Verwoert et al. (1992)), als katalytische Kerndoméne, auf,
dass die MPT gegeniiber dieser Minimalstruktur vergrofiert ist. Insbesondere an den
Termini der Polypeptidketten 3 und « offenbaren sich «67 und «68 (x67/68) sowie
eine Verldngerung von «l um 10 Aminoséuren (1(2-11) als strukturelle Expansionen
(siehe Abb. 5.1), die die Voraussetzung zum Strangbruch in (- und a-Kette aus
einem einzelkettigen Vorfahren (vgl. Kap. 2.2.2) geschaffen haben kénnten. Malonyl-
transferasen bestehen aus einer «/fB-Hydrolasekernstruktur (TlanFAS: etwa 370
Aminoséuren) und einer kleineren (TlanFAS: etwa 120 Aminosdauren) Ferredoxin-
ahnlichen Unterdoméne (siehe Abb. 5.1 B), die sich in strukturellen Untersuchungen
flexibel zueinander zeigen und gemeinsam das aktive Zentrum bilden (Maier et al.
(2008)). In fFAS des Ascomycota-Typs wird die o/p-Hydrolasestruktur aus den
beiden auf (3- und «-Kette liegenden Fragmenten rekonstituiert, wahrend die Ferredo-
xinstruktur komplett auf der [3-Kette liegt. Die N-terminale o-Helix 1 der o-Kette
wird dabei zwischen den Helices der -Kette a67/68 und einem , Spangen-&dhnlichen*
Element aus a65 und eines strukturierten Loops C-terminal hierzu eingebettet (siche
Abb. 5.1 B).

Eine Betrachtung der Interaktionsoberfliche der (3-o-Schnittstelle und bei Bindung
resultierender Energiegewinne liefert quantitative Beitrdge zum Interaktionsnetzwerk
der fFAS und kann zum Verstiandnis ihres Assemblierungsablaufs naherungsweise bei-
tragen. Dass sich diejenigen Interaktionen mit groflen Oberflachen friith ausbilden, ist
fur viele andere Proteinkomplexe gezeigt (Marsh et al. (2013); Marsh and Teichmann
(2014)). Dies gilt selbstversténdlich vorausgesetzt der gleichzeitigen und equimolaren
Prasenz samtlicher komplett translatierter Monomere in Losung und ignoriert dabei
Einschrankungen, die sich aus diesen Zustand beeinflussenden zelluldren Ablaufen

ergeben, wie evtl. Co-Translationalitdt (Duncan and Mata (2011)) oder einer in Kap.
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Abb. 5.1:

Ferredoxin-
Struktur

a/B-Hydrolase-
Struktur

(iii)

' |DM4

Strukturelle Charakterisierung der MPT-Doméne und Ansichten weiterer Protein-
Protein-Kontakte in der TlanFAS. A Struktur- Alignment (erzeugt mit PyMOL)
der MPT Doméne aus der Kristallstruktur der TlanFAS (PDB-Code:4v58;
Faslp(Q1687-E2078), Fas2p(M1-P94)) in grauer Cartoon-Repréisentation mit der
Kristallstruktur von FabD (PDB-Code: 2g2z) in Cartoon-Repréasentation sowie
transparenter Oberfldche in cyan. o-Helices a1, 67 und «68 der TlanFAS sind
nach Nomenklatur aus (Jenni et al. (2007)) benannt. B Cartoon-Représentation
der MPT-Doméne aus der Kristallstruktur der TlanFAS (PDB-Code: 4v58;
Fas1p(Q1687-E2078), Fas2p(M1-P94)) mit dem auf der 3-Kette liegenden Anteil
in blau bzw. cyan (Helices «67 und «68) und dem auf der o-Kette liegenden An-
teil in gelb bzw. rot (M1-Y11) aus zwei Perspektiven. C Aus der Kristallstruktur
der TlanFAS (PDB-Code: 4v58) fragmentierte Dimere zur Berechnung der Werte
in Tab. 5.1 aus - und o-Kette mit Blick entlang DM1 (i), zweier iitber KR-KR-
Kontakt dimerisierter o-Ketten (ii) und zweier iiber KS-KS-Kontakt dimerisierter
a-Ketten (iii) (vgl. Kap. 2.4) in Cartoon-Représentation. Die separaten Peptid-
ketten sind jeweils in blau und gelb unterschieden und Dimerisierungsmodule
sind eingezeichnet.

2.7 begriindeten stochiometrischen Kontrolle der Protomere.

Samtliche Berechnungen in diesem Kapital basieren auf der Kristallstruktur der
TlanFAS (PDB-Code: 4v58, Jenni et al. (2007)), um das hierin gut strukturierte
und fiir die KR-KR-Interaktion wichtige Dimerisierungsmodul DM2 mit zu bertick-

sichtigen (vgl. Kap. 2.4). Die Berechnungen wurden mit der Online-Software PISA
(Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies) (Krissinel and Henrick (2007)) durch-
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Tab. 5.1: Interaktionsflichen und Energiegewinne in der TlanFAS. Unterschiedliche, aus
der Kristallstruktur der TlanFAS (PDB-Code: 4v58) abgeleitete Dimere von -
und B-Kette, MPT-Schnittstellenfragmenten und Dimerisierungsmodulen (DM1-
4) (siehe Abb. 5.1) sind nach aufsteigendem A'G (Krissinel (2010)) gelistet.
Die jeweils durch Bindung abgeschirmten Proteinoberflichen und die resultie-
renden Bindungseffizienzen (Kastritis and Bonvin (2013)) sind angegeben. Die
zur Berechnung beteiligten Peptidketten, wie in der PDB-Datei festgelegt, sind

benannt.
AIG Abgeschirmte | Beteiligte | Schnittstellen- | Bindungs-

Dimer Oberflache Ketten oberflache effizienz

[cal/mol] [A%] [A%] [c2)/mo1A2]
xf -71 11,286 EK 5643 -6
P Aani(1-11) -64 10,196 EK 5098 -6
P Aan67/68 -64 10,448 EK 5224 -6
MPT-Doméne (o/f3) -60 7,102 EK 3551 -8
oy (KR-dimerisiert) -55 10,014 BE 5007 -5
oy (KS-dimerisiert) -53 15,434 AE ey -3
x65-68 /1 -28 3,014 EK 1507 -9
DM1 -26 2,464 BE 1232 -11
DM2 -17 1,834 BE 917 -9
DM3 -15 2,518 AE 1259 -6
DM4 0 2,518 AE 1259

gefithrt. Betrachtet wurden dabei die durch Interaktion zweier Monomere geschaffene
Schnittstellenoberfliche und der daraus resultierende Energiegewinn A'G gegeniiber
den freien Strukturen in Losung (Krissinel (2010)). Der Fokus lag dabei auf den
dimeren Strukturen, um frithe Interaktionen der Monomere abzuschatzen. Diese
strukturbasierte Vorhersage identifiziert das 3«-Heterodimer, wie es in der fertigen
Kristallstruktur vorliegt, mit A’G = -71 keal/mol als energetisch gewinnbringendstes
Dimer vor den KR~ bzw. KS-dimerisierten os-Homodimeren (siehe Abb. 5.1 C)
mit -55 keal/mol bzw. -53 keal/mol. Den grofiten Beitrag in der fo-Interaktion liefert
dabei die Rekonstitution der MPT-Doméne mit A'G = -60 keal/mol, deren Ausbil-
dung damit alleine schon einen grofleren Energiegewinn liefert als eine der beiden
denkbaren o-o-Dimerisierungen. Hiervon wiederum macht das durch die Termini
beider komplementéarer Peptidketten geschaffene helikale Arrangement «65-68/ o1
bereits knapp 50% aus (A'G = -28 keal/ql) (siehe Tab. 5.1). Das Fehlen einer strin-
genten Korrelation dieser Energiewerte mit den Schnittstellenoberflichen resultiert
aus gegenseitiger elektrostatischer Beeinflussung der Bindungspartner und ist ein
von den Entwicklern der Software beschriebenes Phénomen (Krissinel and Henrick
(2007)). Es werden hierdurch variierende Bindungseffizienzen deutlich (Kastritis and
Bonvin (2013)), die eine tibliche Beobachtung bei Protein-Protein-Wechselwirkungen
in Proteinkomplexen sind. Eine Bewertung der Bindungsaffinitdten durch exklusive

Oberflachenbetrachtung wére demnach naiv (Day et al. (2012)). Nicht zu vernachléssi-
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gen ist hierbei der Effekt einer konformationellen Anderung der Schnittstellenmotive,
die direkt durch die Bindungspartner selbst induziert wird, oder durch allosterischen
Einfluss (Kastritis and Bonvin (2013)). Zudem ist eine aus der fertig assemblierten
fFAS entnommene dimere Anordnung zweier Untereinheiten zwar sicher im fertigen
Komplex die thermodynamisch stabilste, aber nicht zwangslaufig ein physiologisch
durchlaufener Zustand in Isolation zweier Monomere. Dies schréinkt Zahlenwerte aus
Rechnungen anhand der statischen Kristallstruktur ein. Deren Interpretation fiir einen
Assemblierungsablauf ist zudem nur in einem idealisierten System bei gleichzeitigem
Vorliegen samtlicher Monomere in gleicher Menge und Zuganglichkeit zulassig. Unter
Vorbehalt dieser Einschrankungen ist die durch Rekonstitution der MPT-Domane
getriebene Bildung einer Pseudoeinzelkette aus den beiden Polypeptidketten 3 und
« als frither Schritt im Assemblierungsablauf von Fettsduresynthasen des Ascomyco-
ta-Typs thermodynamisch wahrscheinlich. Die vergleichsweise hohe Bindungseffizienz
des gegeniiber der enzymatischen Kernstruktur vergrofferten Schnittstellenmotivs
(o65-68/ 1) innerhalb der MPT-Doméne (Tab. 5.1) tragt dazu massiv bei und stellt

dadurch einen moglichen Angriffspunkt zur Assemblierungsinhibierung dar.

5.2 In-vitro-Disassemblierung der Fettsauresynthase aus

S. cerevisiae

In vielen Studien wird die Dissoziation von Proteinkomplexen unter vergleichba-
ren physiologischen Bedingungen als linear reversibler Prozess ihrer Assemblierung
betrachtet und die Giltigkeit hierfiir an verschiedenen Beispielen iiberprift (Levy
et al. (2008); Quintyn et al. (2015)). Wahrend bei den dort getesteten Komplexen
die Dissoziation iiber die Variation der Ionenstirke in Losung steuerbar ist, sind
vergleichbar einfache und milde Methoden auf die ScFAS nicht anwendbar (Sumper
et al. (1969); Wieland et al. (1979)). Dimethylmaleinsdureanhydrid (DMMA) kann
pH-abhéngig Proteinkomplexe reversibel dissoziieren (Mehrishi (1972); Pintor-Toro
et al. (1981)). In Anwendung dieser Methode auf die ScFAS wurde dabei eine Re-
aktivierungsrate von bis zu 50% der FAS-Aktivitat beschrieben (Fichtlscherer et al.
(2000)). Separate Arbeiten lassen bei der DMMA-induzierten Dissoziation der ScFAS
mehrere Riickschliisse ziehen, die in ihrer Gesamtheit jedoch ein Bild unspezifischer

Dissoziation zeichnen:

1. Eine Auflésung der KR-KR-Dimerisierung als Konsequenz des Verlusts der
Dimer-benotigenden KR-Aktivitdt (Werkmeister et al. (1981)).

2. Eine Auflésung der KS-KS-Dimerisierung durch Wiederherstellung der PPT-
Aktivitat nach hybrider Reassoziation zweier ScFAS mit zwei unterschiedlichen
PPT-Defekten durch Punktmutationen (Fichtlscherer et al. (2000)). Dies folgt
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vorausgesetzt der Annahme, dass die Dimer-erfordernde PPT-Aktivitéat (Johans-
son et al. (2009)) durch den dimeren Charakter der angrenzenden KS-Doméne
gewéhrleistet wird (vgl. Kap. 4.1.3). In hybriden PPT-Dimeren werden beide

unterschiedlichen Punktmutationen offensichtlich gegenseitig kompensiert.

. Eine Auflésung der -a-Verbindung durch Identifizierung zweier Fraktionen

nach Zentrifugation im Saccharose-Dichtegradienten, wovon ausschliefSlich eine
die Prasenz der AT-Doméne (f3-Kette) und ausschliefllich die andere die Priasenz
der KS-Doméne («-Kette) zeigt. Bei der im Gradienten langsamer migrierenden
Fraktion handelt es sich dabei um die &-Ketten-Fraktion (Lynen et al. (1980)).

Die Reassoziation der ScFAS in-vitro durchlauft eine phosphopantetheinylie-
rungsfihige Stufe (Fichtlscherer et al. (2000))

Eigene Experimente zur DMMA-induzierten Disassemblierung der ScFAS zeigen

nach Native PAGE und Grofienausschlusschromatographie Mindermengen an Protein

mit einem niederen Multimerisierungsstatus (siehe Abb. 5.2).

(i) (ii) R. toruloides FAS
1.2 M |
¢ 6.5 S. cerevisiae FAS
1 [kDa] 8,5mL e "
b 1204  a,,(2,6 MDa)
M,‘ __ 6.0 ‘\\‘ .
1 100 s \,\'Thyroglobulm
1 = 2 Ferritin
' 720 < 80; 55 rRR=097 %
' E e ' .. Aldolase
o, =430 § 60 .
: 272 < 40 14,0 mL 5.0 ' ‘ ' '
X 8 10 12 14 16
: - 146 * o0 0.4 MDa Elutionsvolumen [mL]
1 67
1 0 T T J
I ~45 5 10 15 20

Elutionsvolumen [mL]

Abb. 5.2: Disassemblierung der ScFAS mit Dimethylmaleinsdureanhydrid. A Coomassie-

Uber

gefirbtes Blue Native PAGE -Gel mit einer DMMA-behandelten (1) neben einer
unbehandelten ScFAS-Probe (2). M = Proteinmarker. Der gezeigte Ausschnitt
ist aus Bereichen des selben Gels horizontal zusammengeschoben, wie durch die
gestrichelte Line angezeigt. Das volle Gel ist in Anhang B, Abb. B.1 gezeigt.
B Groflenausschlusschromatographie von Proben analog A. (i) Absorptionspro-
file bei 280 nm von unbehandelter (schwarze Linie) und DMMA-behandelter
ScFAS (rote Linie) in gleichem Puffer (FAS-SEC-Puffer). Neben dem intensi-
ven Signal der assemblierten ScFAS mit bekannter Masse von 2,6 MDa ist die
Masse der bei 14,0 mL eluierenden Spezies anhand einer Grofienkalibration des
chromatographischen Systems (ii) auf 0,4 MDa geschétzt.

Grofenermittlung entsprechend des Proteinmarkers im Native PAGE und der

Kalibration der Gréfenausschlusschromatographie kann es sich dabei um nicht naher

charakterisierte Dimere handeln (og: 414 kDa; Bo: 458 kDa; of3: 436 kDa), wobei
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o-Dimere aufgrund der symmetrischen, homotrimeren Kontakte im (33-Dom und
insgesamt schwachen Wechselwirkungen (vgl. Kap. 2.4.2) unwahrscheinlich sind.
Unter Beriicksichtigung der Erkenntnisse (3), sowie (1) und (2) aus der Literatur
bleiben s und «f3 denkbar.

Obschon nach DMMA-Behandlung die Assemblierung der ScFAS in-vitro einge-
schriankt funktional (50% Aktivitétsverlust) inklusive Phosphopantetheinylierung
nachgestellt werden kann (Fichtlscherer et al. (2000)), konnten in keiner der obigen
Arbeiten konkrete Assemblierungsvorstufen oder Dissoziationsprodukte charakteri-
siert werden. Eigene Versuche hierzu lieferten nur Mindermengen disassemblierten
Proteins. Zudem bleibt die Frage nach Giiltigkeit und Einschrankungen der Annahme
eines reversibel anwendbaren Pfads fiir Assemblierung und Dissoziation der ScFAS.
Denn im Gegensatz zu den simplen bindren Interaktionen der in der Literatur be-
trachteten Modellproteine ist sie nicht nur strukturell durch massive Verwindungen
der Peptidketten ineinander (vgl. Kap. 2.4) wesentlich komplexer aufgebaut, son-
dern kann ihr Assemblierungsmechanismus dariiber hinaus in-vivo durch die strenge
Kontrolle ihrer Monomer-Synthese (vgl. Kap. 2.7) beeinflusst sein.

Demnach stdnden die Protomere gerade nicht, wie oben vorausgesetzt, in gleicher
Menge raumlich und zeitlich zur Verfiigung. Stattdessen dominiert die 3-Kette die
Produktion der a-Kette und ist durch eine relativ geringere Proteolyse im Verhéaltnis
zur x-Kette tiberreprasentiert. Eine reversible Betrachtung ist durch den Verlust dieser
Kausalitiaten in Dissoziationsexperimenten nicht anwendbar. Aus diesen Griinden
wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit auf Erkenntnisse aus in-vivo-Experimenten

mit rational entworfenen ScFAS-Mutanten gezielt.

5.3 In-vivo-Evaluierung der Bedeutung von Schnittstellenmotiven

der Fettsdauresynthase aus S. cerevisiae

In Kap. 5.1 wird die durch die beiden Termini der komplementaren Polypeptid-
ketten  und o gebildete Schnittstelle x65-68/xl als wichtiges Interaktionsmotiv
vorgeschlagen, das in einem frithen Schritt der ScFAS-Assemblierung zur Bildung
einer Pseudoeinzelkette aus 3- und o-Kette fiihren konnte. Eine Storung dieser
Schnittstelle sollte einen unterbindenden Einfluss auf die Assemblierung nehmen,
wenn sie als frithe Interaktion eine wichtige Rolle spielt und als ein Schliisselschritt
den weiteren Assemblierungsverlauf bedingt.

Zur Uberpriifung, ob die Vergréfierung der Interaktionsfliche dieser Schnittstelle in-
nerhalb der MPT-Doméne gegeniiber der enzymatisch relevanten Kernstruktur einer
Transferase (vgl. Kap. 5.1) eine Notwendigkeit fiir die Assemblierung ist, wurde die {3-
Kette der ScFAS um die Helices 67 und o68 C-terminal verkiirzt (Ax67/68) und die
o-Kette N-terminal auf der al-Helix um die Aminosauren K2-H11 (Ax1(2-11). Die
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mutierten Gene fas!* und fas2* standen stets unter Kontrolle der jeweiligen, nativen
FAS1-/ FAS2-Promotoren und -Terminatoren aus S. cerevisiae (Chirala (1992)). Als
Vektorsystem wurden pRS-Vektoren (Sikorski and Hieter (1989)) mit orthogonalen
Auxotrophiemarkern gewéhlt, die durch eine CEN/ ARS-Replikationsstelle eine gerin-
ge Kopienzahl und gemeinsam mit dem Promotor/Terminator-System basale Expres-
sionslevel gewdahrleisteten, wie fiir den Vergleich mit dem Wildtyp-Fall notig. Jeweils
in Kombination mit ihrer komplementiaren Wildtyp-o- bzw. Wildtyp-f-Kette wurden
beide Mutanten im ScFAS-deletierten S. cerevisiae-Stamm BY.PK1238 1A KO
(siche Tab. 5.2) durch Wachstum der entsprechenden Transformanten in Abhén-
gigkeit externe Fettsduresupplementierung bewertet. Dazu wurden diese in einer
siebenstufigen Konzentrationsreihe bzgl. einer 1:1:1-Mischung an Myristin-, Palmitin-
und Stearinsdure fiir 24 h kultiviert und ihr Wachstum iiber die optische Dichte bei
600 nm (OD(600)) ausgelesen (siehe Abb. 5.3 A). Der maximale Fettsdurebedarf
von BY.PK1238 1A KO fiir optimales Wachstum innerhalb dieses Zeitraums ohne
de-novo-FS-Synthese wurde zuvor auf 50 me/i, jeder der drei FS ermittelt (siehe
Anhang B, Abb. B.2). Erginzend hierzu wurden die selben Transformanten in einem
sogenannten Spotting-Test (vgl. Kap. 3.3.6) als etablierte Methode zur Bewertung von
Zellwachstum bei S. cerevisiae (Kétter et al. (2009)) in seriellen Verdiinnungen einer

Vorkultur auf Medium ohne Fettséduresupplementierung analysiert (siche Abb. 5.3 B).

Tab. 5.2: Ubersicht der S. cerevisiae-Stimme zur Evaluierung der Schnittstellenmotive in

der ScFAS.
Stamm fFAS-Typ | Genotyp (siche Anhang A; Tab.A.4) | Modifikation
Sc._ KO — Afas1/Afas? Volle Deletion
Sc. WT S. cerevisiae FAS1/FAS2 Keine
Sc K2S S. cerevisiae FAS1/fas2 K2S Punktmutation
Sc ESR S. cerevisiae FAS1/fas2 ESR Punktmutation
Sc. K2S/E8R, | S. cerevisiae FAS1/fas2 K2S/FESR Punktmutation
Sc_Aaxl(2-11) | S. cerevisiae FAS1/fas2 A«al(2-11) Deletion
Sc_Aab7/68 | S. cerevisiae fasl_Aa67/68/FAS2 Deletion

Da aufgrund der Modifikationen innerhalb der MPT-Domaéne in den hier getesteten
ScFAS-Mutanten nicht festgestellt werden kann, ob der Ausfall der de-novo-FS-
Synthese tatsdchlich Resultat einer Assemblierungsunfihigkeit ist, oder sich statt-
dessen aus einer allosterisch invasiven Storung dieser katalytischen Doméne trotz
peripherer Lage der Eingriffe zum aktiven Zentrum (Verwoert et al. (1992)) ergibt,
wurde zur direkten Visualisierung assemblierter FAS, und damit komplementér zur
rein funktionellen Betrachtung in den Wachstumsexperimenten, eine Methode zur
Western Blot-Analytik nach nativer Gelelektrophorese (Native PAGE) mit Immu-
nodetektion durch ScFAS-Antikorper (Egner et al. (1993)) entwickelt (vgl. Kap.
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3.4.5). Kulturen der Transformanten wie zuvor wurden dazu enzymatisch lysiert

und das Zelllysat appliziert (siehe Abb. 5.3 C). Durch den Vergleich mit praparativ

aufgereinigter SCFAS und Zelllysat einer Wildtyp-Referenz (Sc_ WT) sowie des
untransformierten Stamms BY.PK1238 1A KO kann die An- oder Abwesenheit

von assemblierter FAS im Western Blot eindeutig festgestellt werden.

100 10" 102 10° 10+
m Sc_WT
---#--- S¢_ WT ---<--- Sc_Aa1(2-11) ---e--- Sc_E8R <Sc_KO
<y S KO -4 Sc_Aa67/68 A Sc K2S --p-- Sc_K2S/E8R
#Sc_Aa67/68
A Sc_Aa1(2-11)
354
304 » Sc_K2S
254 ey o Sc_E6R
g 20 wSc_K2S/E8R
©
8 15
104 N
N
C ¢ &
& o ) &2
5 9 94 i X & ¢ o@
g 7/ O/ > (4 (g [N
0- * 79 -6 < 4% oro <
T T T T T T T T T T T 1 - E E ‘ ‘
0 5 10 15 20 35 50 n . “
H .
FS-Konzentration* [mg/L] " .

Abb. 5.3: In-vivo-Evaluierung des [-o-Schnittstellenmotivs in der ScFAS. A FAS-

Komplementationstest von S. cerevisiae-Stdmmen mit unterschiedlichen Punkt-
mutationen oder kompletten Deletionen im MPT-rekonstituierenden Schnittstel-
lenbereich wie angegeben. Die angegebenen FS-Konzentrationen beziehen sich
auf jede der drei FS (*). Die eingezeichneten Fehlerbalken entsprechen +30 der
Standardabweichung aus 5 technischen Replikationen der OD(600)-Messung. Die
gestrichelten Linien dienen nur zur Orientierung im Trend einzelner Stamme
und stellen keinen durch Messwerte begriindeten Kurvenverlauf dar. Das insge-
samt hohere Niveau im Wachstum von Sc¢. WT sowie von Sc¢_ KO bei hohen
FS-Konzentrationen ist das Resultat abweichender Anfangsbedingungen gegen-
iiber den anderen Stdmmen durch Kultivierung der Vorkultur in YPD- statt
SD-Medium. Biologische Replikationen sind in Anhang B, Abb. B.3 gezeigt. B
Spotting-Test der Stdmme aus A. Die gezeigten Ausschnitte stammen teilweise
von unterschiedlichen Kulturplatten bei gleichem Medium und Bedingungen. C
Native PAGE- Western Blot-Analyse von assemblierter fFAS in Zelllysaten der
Stamme aus A. Die Abbildung zeigt lediglich einen die ScFAS-Bande umfassen-
den Ausschnitt und ist, wie durch gestrichelte Linien angegeben, aus Aufnahmen
separater Western Blots unter Orientierung an einer jeweils prasenten Bande
aufgereinigter ScFAS (Ref.) zusammengesetzt. Die kompletten Western Blots
sind in Anhang B, Abb. B.4 gezeigt.
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Bei SC__WT als Wildtyp-Referenz handelt es sich zur optimalen Vergleichbarkeit
ebenso um Transformanten von BY.PK1238 1A_ KO, jedoch mit den Wildtyp-Genen
FAS1 und FAS2 auf pRS-Plasmiden. Dem gegentiber steht der massive Wachstums-
einbruch des untransformierten Stamms (Sc_KO) bei Reduktion der FS-Zugabe
(siche Abb. 5.3 A).

Sowohl die Ax67/68- als auch die Aol (2-11)-Mutation verursachen eine Uberlebens-
unfihigkeit der Hefetransformanten ohne externe FS-Supplementierung (siche Abb.
5.3 A, B). Die Native PAGE-Western Blot Analytik (siehe Abb. 5.3 C) bestétigt
durch Abwesenheit von Banden auf Hohe der ScFAS, dass diese Wirkung tatséchlich
aus einem Ausfall der Assemblierung resultiert und nicht aus einem katalytischen
Defekt der MPT-Domaéne.

Auch auf anderen Migrationsweiten sind im Western Blot keine Banden detektierbar,
die Hinweise auf Assemblierungsvorstufen geben kénnten, doch ist in Einzelfillen
eine erhohte Inhomogenitét feststellbar (siehe Anhang B, Abb. B.4). Beides ldsst
sich durch die strikte Proteolyse unassemblierter - und p-Ketten (vgl. Kap. 2.7.2)
erklaren. Ausgeschlossen werden kann ein Eingriff in die FAS2-Transkription im Fall
der Axl1(2-11)-Mutation, da der FAS2-Leserahmen zwar iiber ein regulatorisches
Element auf den ersten 66 Nukleotiden verfiigt (vgl. Kap. 2.7.1), dieses aber repressiv
wirkt und dessen Verlust experimentell bestétigt zu einer konstanten Transkription
fihrt (Wenz et al. (2001)).

Zur weiterfiihrenden Feststellung der molekularen Schliisselwechselwirkungen in
der B-a-Schnittstelle der ScFAS wurden Punktmutationen auf der «l-Helix der
a-Kette eingefiihrt. Thre rationale Auswahl basiert auf einem Sequenz- Alignment
eines acl-Helix-umfassenden Bereichs von FAS-Sequenzen des Ascomycota-Typs mit
Sequenzen anderer fFAS-Typen, die im Gegensatz tiber eine ungeteilte MPT-Doméne
verfiigen. Eine Notwendigkeit der starken Konservierung von K/R2, E6 und E8 im
Ascomycota-Typ bei gleichzeitig chemisch gegensétzlichen Aminosduren an diesen
Positionen in den Sequenzen der anderen FAS-Typen mit teilweise gegensétzlichen
Ladungen unter physiologischen Bedingungen wurde experimentell evaluiert. Neben
den Einzelmutationen der ScFAS-a-Kette K2S, E6V, ESR und H11A, in denen
jeweils gegen Aminosauren aus der U. maydis-Sequenz mutiert wurde, wurden diese
Punktmutationen paarweise kombiniert. Wahrend sémtliche Einzelmutationen keinen
Effekt auf die Assemblierung zeigen, weist lediglich die Kombination K2S/E8R einen
kompletten Assemblierungsdefekt auf (siehe Abb. 5.3, weitere Mutationen in Anhang
B, Abb. B.3). Dass diese zwei Hotspot-Aminosauren tatsidchlich Schliisselinterak-
tionen zur Zusammenfiihrung von f3- und «-Kette der ScFAS bilden, ist zudem
spéter durch die uneingeschriankte Funktionalitat bei analoger K2S/E8R-Mutation
im FAS-Nachbau des MPT-fusionierten Tremellomycetes-Typs gezeigt (siehe Abb.
5.6 A, Stamm Sc_ Tre_ ESR).
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Abb. 5.4: Primérstrukturanalyse der «1-Helix in der ScFAS. A Artifizielle Représentation
von ol von oben aus N-terminaler Richtung. Aminosdurepositionen der x-Kette
sind durch weifle, rote oder blaue Kreise dargestellt. Schwarze Kreise zeigen an die
Kristallstruktur (PDB-Code: 3hmj) angelehnte Positionierungen von denjenigen
Aminosduren der B-Kette, die bis zu einer Obergrenze von 4,0 A mit Seitenketten
der o-Kette sowie K2 polar wechselwirken (rot bzw. schwarz gestrichelte Balken).
FEine Ausnahme hierunter bildet E8-K2047 mit groflerer Distanz. Die fiir die
Assemblierung der ScFAS wichtigen Aminosduren K2 und ES8 sind in rot hervorge-
hoben, die gegeniiber Mutation toleranten Aminoséurepositionen von E6 und H11
in blau. B Multiples Sequenz- Alignment von Proteinsequenzen von fFAS verschie-
dener Pilze. Der gezeigte Ausschnitt umfasst einen C-terminalen Abschnitt der
ScFAS-[3-Kette, wie angegeben, und den «l-abdeckenden Bereich der a-Kette. Er
basiert auf einem Alignment der Volllangensequenzen (Verbindung von Faslp und
Fas2p falls notig) mittels Clustal Omega (sieche Anhang A, Tab. A.8). Farblich
eingerahmt sind die unterschiedlichen fFAS-Typen: griin, Ascomycota-Typ; gelb,
Agaricomycetes- und Ustilaginomycetes-Typ; rot, Tremellomycetes-Typ; blau,
Pucciniomycotina-Typ. Mit rotem Namen ist zudem die in dieser Arbeit stets
verwendete Fusion von (- und a-Kette der ScFAS angegeben (vgl. Kap. 5.4).
Zylinder tiber den Sequenzen reprisentieren die Sekundarstruktur fiir die ScFAS
nach Vorhersage durch PSIPRED (siehe Anhang A, Tab. A.8) und tatséchlicher
Erscheinung in der Kristallstruktur (PDB-Code: 3hmj). In rot und blau sind
die Aminosduren aus A hervorgehoben, die in fFAS des Ascomycota-Typs stark
konserviert sind, sich aber gegeniiber anderer Typen unterscheiden.

Bei Betrachtung der polaren Wechselwirkungen der «1-Helix in der Kristallstruktur
der ScFAS (PDB-Code: 3hmj) fallt auf, dass gerade K2 und E8 Bindungen zu Ami-
noséuren der B-Kette auszubilden vermogen (siche Abb. 5.4). K2, N-terminal vor
Prolin positioniert, ist nicht Teil von «1, weshalb hier nicht von einer klassischen
Interaktion eines Helixbiindels ausgegangen werden kann. Die mogliche Salzbriicke
E8-K1998 wurde zudem experimentell als unwichtig befunden, indem eine Kombina-
tion der K2S-mutierten ScFAS-a-Kette mit der K1998 A-mutierten ScFAS-[-Kette
als angenommen komplementéirer Wechselwirkungsbruch einer K2S/E8R-Mutation

der ScFAS-o-Kette keine Beeintrachtigung der Assemblierung zeigt (sieche Anhang B,

o8



Abb. B.6). Denkbar bleibt eine wichtige Rolle eines mit 5,5 A weiter entfernten Lysins
an Position 2047 der 3-Kette. Abseits von bindungsvermittelnden Energiebeitrigen
durch Salzbriicken kénnen K2 und E8 auch essentiell in der molekularen Erkennung
der Bindungspartner und Vermittlung einer korrekten Wechselwirkungsgeometrie
sein (Kastritis and Bonvin (2013)).

Die Sensibilitdt der ScFAS-Assemblierung gegeniiber einer minimalsten Modifika-
tion an 2 aus 1887 Aminosdurepositionen spricht fiir eine wichtige (3-o-Kupplung
iber die Schnittstelle ®65-68/«1 als Initialschritt im Assemblierungsablauf. Eine
kovalente Fusion der geteilten MPT-Domaéne, wie im folgenden Kapitel beschrieben
(vgl. Kap. 5.4, Stamm Sc_ Tre_FE8R), dient trotz Beibehalt des K2S/E8R-Musters
diesen andernfalls disruptiven Punktmutationen entgegnend als Korrektiv fiir die
Assemblierung. Die Fusion schreibt die Verbindung innerhalb der MPT-Doméne
bereits auf Gen-Ebene fest und macht dadurch eine posttranslationale Verkniipfung

iiberfliissig.
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5.4 In-vivo-Komplementation der FS-Synthese durch artifizielle

Nachbauten anderer fFAS-Typen in S. cerevisiae

Die evolutionidre Analyse der fFAS (vgl. Kap. 2.2.2) zeigt das Auftreten einer ,Fass-
Struktur® bereits frith auf der Stufe der einzelgencodierten bFAS. Ab der Stufe
der fFAS haben sich zudem kaum mehr strukturelle Veranderungen zwischen derer
unterschiedlichen Typen ereignet (Fischer et al. (2015)). Vergleichsweise spét tritt
das Ereignis der Aufteilung in zwei separat codierte Polypeptidketten ein. Diese
Separation kann unter der Annahme eines konservierten Assemblierungsmechanis-
mus (Marsh et al. (2013)) der fFAS — in Konsequenz zur starken Sequenz- und
Strukturkonservierung — also nur dann stattfinden, wenn sie von diesem Assemblie-
rungsmechanismus toleriert wird.

Die Verkniipfung des Evolutionsverlaufs von Proteinkomplexen mit deren Assemblie-
rungspfad zeigt an vielen Beispielen Korrelation, indem Gen- bzw. Proteinfusionser-
eignisse frithe Schritte auf Assemblierungspfaden verwandter, aber unfusionierter
Homologe reprisentieren (Levy et al. (2008); Marsh and Teichmann (2015)). Ein
Fusionsereignis konserviert dabei einen Assemblierungsschritt unter gleichzeitiger
Verminderung der Notwendigkeit aufwendiger Schnittstellen durch die kovalente
Verbindung (Marsh et al. (2013)). Im Umkehrschluss bedeutet dies fur die fFAS, dass
ein Kettenbruch in zwei separate Polypeptidketten o und (3 deren Rekonstitution zu
einem «f3-Dimer als Schritt wahrend der Assemblierung notwendig macht. Eine solche
Dimerisierung zu einer Pseudoeinzelkette als frithes Ereignis in der Assemblierung ist
folglich sehr wahrscheinlich, da somit samtliche fFAS-Typen, ob einzelgencodiert oder
geteilt, entsprechend friith in einen universell giiltigen Assemblierungsmechanismus
laufen. Zudem wiirde so der fundamentale Unterschied im Hinblick auf die Phospho-
pantetheinylierung des ACP beim Tremellomycetes-Typ, bei dem im Gegensatz zu
allen anderen Typen ACP und PPT auf getrennten Ketten liegen, durch vorherge-
hende Bildung einer Pseudoeinzelkette nicht notwendigerweise einen alternativen
Mechanismus der Phosphopantetheinylierung bedeuten.

Zur Uberpriifung der Giiltigkeit dieser Annahme wurde die Toleranz der ScFAS in
ihrem nativen Wirt, S. cerevisiae, gegentiber (1) der Fusion von $- und o-Kette
zu einer Einzelkette, die konzeptionell dem Agaricomycetes-Typ entspricht, und (2)
gegeniiber der Einfithrung von Kettenbriichen entsprechend des Pucciniomycotina-
sowie Tremellomycetes-Typs getestet (siehe Abb. 5.5, Tabelle 5.3). Der Peptidlinker
fir die Fusion der ScFAS-f- und -a-Kette wurde basierend auf einem Sequenz-
Alignment analog zu einzelgencodierten Sequenzen gestaltet (siehe Abb. 5.4) und fiir
alle weiteren Konstrukte in dieser Arbeit mit MPT-Fusion beibehalten. Die artifi-
ziellen Gene fas!* und fas2* standen stets unter Kontrolle der jeweiligen, nativen
FAS1-/FAS2-Promotoren und -Terminatoren aus S. cerevisiae (Chirala (1992)).
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T_mesenterica 1TPVFSALKARTFDSSWWWRQSSIQLFYDI I HGDLDPSMVFNDEPRYRPNTSMAAGMDSEST VRREI TSRCI ATMNRADST LLDYMKYHI DSVNASKGPTYEKAKKFGQI LLDNCQEAVDKPPVYRDVALPTA
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Abb. 5.5: Strukturelle Grundlage zur Konstruktion der fFAS-Nachbauten. A Doméneniiber-
sicht der fFAS mit unterschiedlichen Positionen des Strangbruchs analog Abb. 2.7.
B Ausschnitte aus der Kristallstruktur der ScFAS (PDB-Code: 3hmj) in Cartoon-
Reprisentation des antiparallelen (-Faltblatts (i) und des 4-helikalen Biindels
(4-HB) (ii). Rote Balken mit Schere markieren die zum Nachbau artifizieller fFAS-
Typen gesetzten Schnitte zur Separation in zwei Polypeptidketten. Die jeweils
resultierende C-terminalen und der N-terminalen Anteile sind sind in gelb bzw.
blau eingefirbt. Sekundérstrukturelemente sind nach Jenni et al. (2007) benannt.
C Multiples Sequenz- Alignment verschiedener fFAS mit farblicher Einrahmung
der verschiedenen Typen analog Abb. 5.4 und um drei Vertreter des Pucciniomy-
cotina-Typs (blauer Rahmen) erweitert. Die Ausschnitte decken das antiparallele
B-Faltblatt (i) und das 4-helikale Biindel (ii) ab. Die Numerierung folgt der
Sequenz der - (i) bzw. «-Kette (ii) aus S. cerevisiae. Einfarbung, Schnitte (rote
Balken) und Sekundéarstrukturangaben zur S. cerevisiae-Sequenz entsprechen
B. Ebenso eingefarbt sind C- und N-Termini der Pucciniomycotina-fFAS ((i),
blauer Rahmen) und der Tremellomycetes-fFAS ((ii), roter Rahmen).
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Tab. 5.3: Ubersicht der S. cerevisiae-Stimme zur Evaluierung von artifiziellen fFAS-
Nachbauten und deren Schnittstellenmotiven. Die Positionsbeschreibung E8
im Namen von Sc_ Tre_ESR bezieht sich analog zum Stamm Sc_ ESR auf die Po-
sitionierung der Aminosédure in der ScFAS, wihrend im Genotyp des Stamms die
entsprechende Positionierung E2058 im Tremellomycetes-Typ-Nachbau angegeben

ist.
Genotyp . .
Stamm fFAS-Typ (siehe Anhang A: Tab.A 4) Modifikation
Sc_fasl-fas2 ﬁ‘g g’ﬁao;nycetes—Typ— fas1-fas2-Fusion Fusion
Tremellomycetes-Typ- Tre Tre
Sc_Tre Nachbau fas1'"¢ /fas2 Strangbruch
Tremellomycetes-Typ- | fasl1Tre E2058R/ Strangbruch &
Se_Tre E8R Nachbau fas2Tre Punktmutation
Tremellomycetes-Typ- | fas1'™ /fas2'™ Strangbruch &
Se_Tre_Aall-12 1\, dhibau Aa10-12 Deletion
Sc_Puc gzgﬁ)nazgmycotma—Typ— fas1Pue [fas2Fue Strangbruch
Pucciniomycotina-Typ- | fas1¥* /fas2Fue Strangbruch &
Se_Puc_AB34-37 Nachbau AB34-37 Deletion

Das fusionierte Konstrukt fasi-fas2 verfiigte iiber FAS1-Promotor und FAS2-
Terminator. Die Komplementationsfihigkeit der artifiziellen FAS-Konstrukte wur-
de analog zu Kap. 5.3 auf pRS-Vektoren im FAS-deletierten S. cerevisiae-Stamm
BY.PK1238 1A KO bzgl. Komplementation der FS-Synthese evaluiert. Beide
Wachstumsexperimente zeigen iibereinstimmend eine volle Komplementation der
de-novo-FS-Synthese fiir alle fFAS-Nachbauten, wie durch Wachstum ohne externe
F'S-Zugabe ersichtlich ist (siche Abb. 5.6 A). Konsistent hierzu ist auch die De-
tektion von FAS-Banden im Western Blot auf Migrationsweite entsprechend der
Wildtyp-Referenzen. Nicht komplementierend sind hingegen solche Konstrukte dieser
Nachbauten, die analog zur Vorgehensweise bzgl. der MPT-Domaéane in Kap. 5.3 um
Sekundarstrukturelemente ihrer Schnittstellenmotive reduziert sind (Sc_ Tre  Aa10-
12 und Sc_ PucAB34-37).

Die Ergebnisse belegen, dass die Assemblierung der ScFAS unterschiedliche Positio-
nen des Kettenbruchs in (3- und a-Kette uneingeschrankt toleriert. Die kovalente
Verkniipfung beider Ketten durch Genfusion von FASI? und FAS2 als Vorwegnahme
der posttranslationalen Verbindung der codierten Proteine steht im Einklang mit
einem Assemblierungsmechanismus der in einem ersten oder sehr frithen Schritt
eben dieses Ereignis enthalt. Dieses Prinzip ist fiir viele Beispiele anderer Multi-
doménenproteine ebenfalls beschrieben (Marsh et al. (2013)). Ebenso wie bei der
ScFAS treten auch bei den anderen fFAS-Typen die Positionen zum Strangbruch in
strukturell geordneten Motiven auf, die wichtig fiir die Assemblierung sind und auch

hier die frithe Verkniipfung beider Polypeptidketten verantworten. Bei FAS des Tre-
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Abb. 5.6: In-vivo-Evaluierung von artifiziellen Nachbauten anderer fFAS-Typen. A FAS-

Komplementationstest von §. cerevisiae-Stadmmen mit unterschiedlichen, auf der
ScFAS-Sequenz beruhenden Nachbauten anderer fFAS-Typen sowie Schnittstellen-
mutierten Varianten hiervon. Die angegebenen FS-Konzentrationen beziehen
sich auf jede der drei FS (*). Die eingezeichneten Fehlerbalken entsprechen
430 der Standardabweichung aus fiinf technischen Replikationen der OD(600)-
Messung. Die gestrichelten Linien dienen nur zur Orientierung im Trend einzelner
Stdmme und stellen keinen durch Messwerte begriindeten Kurvenverlauf dar.
Das insgesamt hohere Niveau im Wachstum von Sc_ Tre  ES8R ist das Resultat
von abweichenden Anfangsbedingungen gegentiber den anderen Stdmmen durch
Kultivierung der Vorkultur in YPD- statt SD-Medium. Biologische Replikationen
sind in Anhang B, Abb. B.3 gezeigt. B Spotting-Test der Stdmme aus A. Die
gezeigten Ausschnitte stammen teilweise von unterschiedlichen Kulturplatten bei
gleichem Medium und Bedingungen. C Native PAGE- Western Blot-Analyse von
assemblierter fFAS in Zelllysaten der Stdmme aus A. Die Abbildung zeigt lediglich
einen die ScFAS-Bande umfassenden Ausschnitt und ist, wie durch gestrichelte
Linien angegeben, aus Aufnahmen separater Western Blots unter Orientierung
an einer jeweils priasenten Bande aufgereinigter SCFAS zusammengesetzt. Die
kompletten Western Blots sind in Anhang B, Abb. B.4 gezeigt.

mellomycetes-Typs sind dabei Insertionen um insgesamt ca. 25 Aminosduren an den

interagierenden Termini auffallig. Wahrend die umgebende Sequenz sehr stark auch

gegentiber der ScFAS konserviert ist (sieche Abb.5.5 C), womit von ihrer strukturellen

Entsprechung des 4-helikalen Biindels aus der ScFAS auszugehen ist, konnen diese

Verlangerungen zur Verstarkung der Interaktion zwischen beiden Peptidketten als

Notwendigkeit des hier vorhandenen Strangbruchs dienen. Dies scheint analog des

Falls zur VergroSerung der MPT-Doméne zu sein (vgl. Kap. 5.1), jedoch présentieren

sich hier diese Expansionen verzichtbar, da sie im Tremellomycetes-Nachbau in diesen

Experimenten fehlen.
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5.5 In-vivo-Experimente zur kompetitiven Inhibierung der

Assemblierung von Fettsauresynthasen

Die Sensibilitat der 3-a-Schnittstelle in der ScFAS-Assemblierung (vgl. Kap. 5.4)
weckt die Neugier nach der Moglichkeit zur Inhibierung durch externen Eingriff. Dies
ware insbesondere fiir die weiterfithrende Evaluierung als Drug-Target fiir neuartige
Antimykotika hoch interessant (vgl. Kap. 2.8) und ist durch die minimale Stérung
von Wechselwirkungen mit maximalem Effekt (vgl. Kap. 5.4) fir kleine Molekiile als
Wirkstoft vielversprechend.

In dieser Arbeit wurde eine Inhibierung der ScFAS-Assemblierung durch kompe-
titive Wechselwirkung ihrer Polypeptidketten mit Proteinfragmenten getestet, die
Sekundéarstrukturelemente oder groflere Bereiche der Schnittstellenmotive umfassen
(Anhang B, Abb. B.5). Sowohl der C-Terminus der $-Kette wurde dazu adressiert
durch die al-Helix oder den gesamten FAS2-codierten Teil der MPT-Doméne (o~
MPT) als auch der N-Terminus der «-Kette durch ein die Helices ®65-68 umfassendes
Fragment (a65-68) oder den gesamten FAS1-codierten Teil der MPT-Doméne (f3-
MPT). Zudem wurde der fusionierte Bereich a65 der 3-Kette bis einschlieBlich ol
der a-Kette (a65-68-x1) getestet. Auch das 4-helikale Biindel als Schnittstelle im
Tremellomycetes-FAS verfiigenden Stamm Sc_ Tre (siehe Tab. 5.3) wurde analog
durch Angebot isolierter «9-Helix hinsichtlich kompetitiver Inhibierung untersucht
(Anhang B, Abb. B.5).

Die Experimente verliefen in-vivo unter starker konstitutiver Expression der Kon-
strukte durch den starken GPD-Promotor auf pAG-Vektoren (Alberti et al. (2007))
im S. cerevisiae-Stamm Sc_ WT fiir alle ScFAS-Kompetitoren, bzw. im Stamm ScTre
fur die «9-Helix (siche Tab. 5.3).

In keinem der Félle konnte ein signifikanter Einfluss auf das Wachstum der entspre-
chenden Transformanten ohne FS-Supplementierung festgestellt werden. Auch eine
Inhibierung der putativ vulnerablen Mutanten K2S und E8R (Stdmme Sc_ K2S und
Sc_E8R, siche Tab. 5.3) durch die native ocl-Helix blieb aus (siche Anhang B, siche
Abb. B.5).

Weitere Experimente zu Expressionsmengen und Stabilitdten der getesteten Kompe-
titionskonstrukte stehen jedoch aus, wodurch keine abschliefende Beurteilung dieser
Ergebnisse moglich ist.

Stattdessen wurde eine kompetitive Bindung in cis untersucht, indem im ScFAS-Fall
die al-Helix (Stamm Sc_ fasI-a1, siche Tab. 5.4) oder der komplette FAS2-codierte
Teil der MPT-Doméne (Stamm Sc_ fasi-full MPT, siehe Tab. 5.4) C-terminal an die
-Kette fusioniert wurde. Eine intramolekulare Abséttigung der 3-o-Schnittstelle
bzw. der kompletten MPT-Doméne sollte gegeniiber der intermolekularen 3-«-

Kupplung bevorzugt sein und bestétigt sich in analog zu Kap. 5.3 durchgefiithrten

64



Experimenten (siche Abb. 5.7).

Wéhrend beim Angebot der kompletten MPT-Doméne auf der 3-Kette eine Assemb-
lierung bis auf eine sehr schwache Bande im Western Blot nahezu voéllig ausbleibt,
fithrt die Fusion von «l lediglich zu eingeschrankten, aber dennoch signifikanten
Vitalitatseinbufen der entsprechenden Transformanten. Im Fall des Tremellomyce-
tes-FAS-Nachbaus wurde die o-Kette N-terminal um o9 verlangert (Stamm Sc_a9-
fas2™r¢, Tab. 5.4) und zeigt ebenso bis auf eine sehr schwache Bande im Western
Blot einen nahezu kompletten Assemblierungsdefekt durch interne Absattigung des
4-helikalen Biindels, wodurch ebenso wie im Fall Sc_fasi-full MPT kein Wachstum

entsprechender Kulturen in Medium ohne FS-Zugabe moglich ist.

Tab. 5.4: Ubersicht der S. cerevisiae-Stimme zur Evaluierung einer Assemblierungsinhibie-
rung durch intramolekulare Kompetition.

Stamm fFAS-Typ Genotyp (siehe Anhang A; Tab.A.4 | Modifikation
Sc_fasl-al S. cerevisiae fas1-ac1/FAS2 Verlangerung
Sc_fasi-full MPT S. cerevisiae fas1-full MPT/FAS2 Verlangerung
Tremellomycetes- .
_ I're Tre _ 1I're
Sc_a9-fas? Typ-Nachbau fas1'"¢ /a9-fas2 Verlangerung

Diese Ergebnisse zeigen zum einen die prinzipielle Moglichkeit zum Ausschalten dieses
Ablaufs durch Interaktion an den Schnittstellen der separaten Polypeptidketten bei
ausreichender lokaler Konzentration, wie hier durch Fusion erreicht, und des weiteren
liefern sie fiir den Assemblierungsmechanismus der fFAS weitere Unterstiitzung fir
die Annahme einer frithen (3-a-Interaktion, da durch interne Abséttigung der (-o-
Schnittstellen vor einem Zugriff der Polypeptidketten aufeinander iiber eben diese
initiale Schnittstelle die Assemblierung unterbunden wird. Die unvollstdndige Assem-
blierungsinhibierung bei Fusion von lediglich a1 gegeniiber vollstandiger Inhibierung
bei Fusion des kompletten a-Ketten-Teils der MPT-Doméne an das C-terminale
Ende der B-Kette steht im Einklang mit der Annahme einer reversiblen Bindung
im «65-68/x1-Motiv. Diese wiirde in einem der Assemblierungsbeeintrachtigung
entsprechenden Mafl die Verdrangung der kovalent gebundenen «1-Helix durch «1
einer separaten Wildtyp-o-Kette ermoglichen, wohingegen der Umkehrfall durch die
subsequente stabilisierende Ausbildung der o/3-Hydrolasestruktur (siche Abb. 5.1)

thermodynamisch gehemmt wére.
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Abb. 5.7: In-vivo-Evaluierung intramolekular Assemblierungs-inhibierter FAS-Konstrukte.

A FAS-Komplementationstest von S. cerevisiae-Stdmmen mit unterschiedlichen
Kompetitionskonstrukten, wie angegeben, sowie dem fas!-fas2-Fusionskonstrukt
als voll komplementierende Referenz. Die angegebenen FS-Konzentrationen be-
ziehen sich auf jede der drei F'S (*). Die eingezeichneten Fehlerbalken entsprechen
430 der Standardabweichung aus fiinf technischen Replikationen der OD(600)-
Messung. Die gestrichelten Linien dienen nur zur Orientierung im Trend einzelner
Stdmme und stellen keinen durch Messwerte begriindeten Kurvenverlauf dar.
Biologische Replikationen sind in Anhang B; Abb.B.3 gezeigt. B Spotting-Test
der Stdmme aus A. Die gezeigten Ausschnitte stammen teilweise von unter-
schiedlichen Kulturplatten bei gleichem Medium und Bedingungen. C Native
PAGE- Western Blot -Analyse von assemblierter fFAS in Zelllysaten der Stdmme
aus A und B. Die Abbildung zeigt lediglich einen die ScFAS-Bande umfassenden
Ausschnitt und ist, wie durch gestrichelte Linien angegeben, aus Aufnahmen
separater Western Blots unter Orientierung an einer jeweils prasenten Bande
aufgereinigter SCFAS zusammengesetzt. Die kompletten Western Blots sind in
Anhang B; Abb. B.4 gezeigt.
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5.6 Sekundarstrukturanalyse von Schnittstellenmotiven der

Fettsdauresynthase aus S. cerevisiae

Mittels Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie an synthetischen Peptiden wurde
der helikale Charakter der isolierten Fragmente ol (N-Terminus ScFAS-a-Kette) und
«67/68 (C-Terminus ScFAS-B-Kette) (siehe Abb. 5.1) ermittelt. Hierdurch sollte die
Frage geklart werden, ob ihre a-helikale Sekundérstruktur in der Kristallstruktur das
Resultat gegenseitiger Induktion intrinsisch ungeordneter Sequenzen ist, wie es fiir
Proteininteraktionen oft beschrieben wird (Marsh and Teichmann (2011)), oder ob
diese Termini der beiden ScFAS-Ketten tiber vorausgebildete o-Helices der isolierten
Sequenzen interagieren.

Zur Wahrung des chemischen Kontexts im Peptidriickgrad des Proteins wurde o1
C-terminal amidiert und «67/68 N-terminal acetyliert. Neben der Wildtyp-o1-Helix
wurde zudem eine K2S/E8R-mutierte al-Helix (a1l K2S/E8R) getestet, um einen
Einfluss dieser Mutationen auf die Sekundérstruktur als Grund ihres invasiven Effekts
in der Assemblierung (vgl. Kap. 5.3) zu iiberpriifen. Durch Zusatz von Trifluorethanol
(TFE) in unterschiedlichen Konzentrationen wurde Sekundérstruktur induziert, um
die Tendenz zur o-Helix-Bildung abzuschétzen (Hite et al. (2012)).

A al B al1_K2S/E8R C a67/68
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Abb. 5.8: Sekundarstrukturanalyse der interagierenden Termini von f3- und a-Kette der
ScFAS. CD-Spektren der isolierten Peptide. A o1, B a1l K2S/E8R und C o67/68
in gepufferter Losung bei unterschiedlichen Volumenanteilen Trifluorethanol
(TFE) wie angegeben. Aufgetragen ist die molare Elliptizitat pro Peptidbindung
gewichtet ([0] MRW). Vertikale gestrichelte Linien markieren Wellenldngen, bei
denen die fir a-Helices charakteristischen Extrema zu erwarten sind (Greenfield
(2006)).

Beide «1-Helices, Wildtyp und K2S/E8R-Mutante, zeigen ohne TFE eine geringe
Neigung zur Helixbildung, die durch Zugabe von TFE verstarkt werden kann. Dieses
Verhalten ist bei a1l K2S/E8R sogar noch ausgeprégter und schliet damit einen
durch diese Mutationen hervorgerufenen Defekt der Heliziat aus. Wahrend das Peptid
«67/68, angezeigt durch geringe Elliptizitdt oberhalb 210 nm und ein Minimum bei

195 nm, im rein wassrigen Puffer eindeutig unstrukturiert vorliegt, ldsst sich auch
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dieses durch TFE-Zugabe eindeutig o-helikal induzieren (siehe Abb. 5.8).
Entgegen einer Interaktion von 3- und «-Kette iiber beiderseits konformationell
ungeordnete Termini, deuten diese Daten darauf hin, dass sich ein zur o-Helix
tendierender N-Terminus der x-Kette in den strukturell flexiblen C-Terminus der
B-Kette bettet und dabei Helizitat induziert, um das Schnittstellenbiindel x65-68/ a1
auszubilden. Die Mutationen K2S/E8R haben keinen destruktiven Einfluss auf die
Helizitéat von &1, womit K2 und E8 eine Wichtigkeit in der molekularen Erkennung
fiir die Assemblierung der ScFAS bleibt (Kastritis and Bonvin (2013)).

5.7 Entwicklung eines split-GFP-Tests zur Anwendung fiir
Schnittstelleninteraktionen der Fettsauresynthase aus

S. cerevisiae

Zur weiteren Untersuchung von kompetitiv an den Schnittstellen bindenden Peptiden
oder Proteinfragmenten, wie in Kap. 5.6, aber auch in einem iiber diese Arbeit
hinausgehenden Verlauf zum Test nicht-peptidischer Inhibitoren, wie Helixmimetika
(Pelay-Gimeno et al. (2015)), sollte eine Methode entwickelt werden, die eine direkte
Visualisierung der Wechselwirkungen der (3-o-Schnittstelle oder Wechselwirkungen
von peptidischen Kompetitoren an der Schnittstelle ohne Umwege iiber Betrachtung
der Zellvitalitat oder Western Blot gewéahrleistet.

Die Méglichkeiten zur Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen sind mannig-
faltig (Arkin et al. (2012)). Viele erfordern jedoch eine posttranslationale Modifikation
der aufgereinigten Proteine durch Konjugation mit signalgebenden Sonden und die
experimentelle Durchfithrung in-vitro. Wie in Kap. 4.1.3 beschrieben, sind die Ketten
o und (3 der ScFAS jedoch nicht getrennt isolierbar, um ihre Wechselwirkung durch
nachtrigliche Mischung zu untersuchen. Gleichzeitig sind die rdumliche Néhe des C-
Terminus der p-Kette zum N-Terminus der «-Kette mit 8,3 A in der Kristallstruktur
(PDB-Code: 3hmj, Q2050-C1 bis M1-C1) und deren frei zugangliche Lage an der Au-
Benseite der ,,Fass-Struktur® aber ideal geeignet fiir Sonden, die durch rdumliche Nahe
zueinander ein Signal liefern. Fiir gerade solche Anwendungen sind heute geteilte
Protein-Reporter etabliert, unter denen vor allem geteiltes Griin-Fluoreszierendes-
Protein (split-GFP) durch sein optisches Signal ohne Bedarf weiterer Substrate
einfach auszulesen ist (Cabantous et al. (2013)). GFP lasst sich bereits tiber die
Gensequenz in die zu untersuchenden Proteinpaare einbringen und entsprechende
Bindungstests funktionieren dadurch sehr gut in-vivo. Das Funktionsprinzip beruht
auf der Rekombination fragmentierter Untereinheiten zur Wiederherstellung der
Funktionalitit, indem sie durch die gegenseitige Bindung ihrer fusionierten Proteine
in rdumliche Néahe zueinander gebracht werden, ohne dass sie diesen Zustand selbst-

standig erreichen konnten.
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In dieser Arbeit wurde zunédchst die gesamte ScFAS als untersuchtes System gewahlt,
um das Prinzip zur split-GFP-Modifizierung zu prifen. In weiteren Arbeiten kénnte
dann eine Reduktion auf die wesentlich wechselwirkenden Proteinmotive der 3-o-
Schnittstelle stattfinden.

Ein modifiziertes GFP mit verbesserten Faltungseigenschaften und Signalstarke
(Pedelacq et al. (2006)), um einer Beeintrachtigung durch die Teilung und Fusion
an die ScFAS entgegen zu wirken, wurde nach Literaturangaben (Cabantous et al.
(2005)) in ein N-terminales (Y GFP, M1-E172) und ein C-terminales Fragment (“GFP,
D173-K238) geteilt (sieche Abb. 5.9 B ii).

Jeweils iiber die Linkersequenz (GGSG), wurde YGFP an den N-Terminus der o-
Kette und “GFP an den C-Terminus der B-Kette fusioniert (siche Abb. 5.9 B i). Die
split-GFP-markierte ScFAS wurde auf pRS-Vektoren unter Kontrolle ihrer nativen
Promotoren und Terminatoren (Chirala (1992)) in BY.PK1238 1A KO exprimiert
und die GFP-Fluoreszenz im Zelllysat einer Kultur frither logarithmischer Phase an
einem Mikroplattenleser detektiert. Als Negativkontrolle (neg. Ref.) wurde Zelllysat
mit Wildtyp-ScFAS (Sc¢_ WT, Tab. 5.2) und als Positivkontrolle Zelllysat des Stamms
ATCC 201388 _fas1-GFP (Huh et al. (2003)), der tiber eine chromosomal integrierte
Fusion einer S65T-Mutante von GFP C-terminal an die 3-Kette verfiigt (Faslp-GFP/
Fas2p), herangezogen.

l
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Abb. 5.9: Ergebnis und strukturelle Grundlagen des split-GFP-Tests. A Relative Fluo-
reszenzintensititen in Prozent bzgl. der C-terminalen Fusion von GFP an die
ScFAS-B-Kette (Faslp-GFP) auf eine Proteinkonzentration von 1 g/L gerechnet.
Die Fehlerbalken entsprechen +3¢ aus zehn Messungen. Beschreibung siehe
Text. B (i) Ausschnitt aus der Kristallstruktur der ScFAS (PDB-Code: 3hmj) in
Cartoon-Reprisentationen, der die Exponiertheit und relative Nahe der Termini
(N) der a-Kette (Fas2p) mit der Helix «1 in gelb und (C) der 3-Kette mit den
Helices a67/68 in blau zeigt. (ii) Kristallstruktur von GFP (PDB-Code: 1q4a)
in Cartoon-Reprisentation. Die Fragmente Y GFP und “ GFP entsprechend des
split-GFP-Tests sind in gelb bzw. blau eingeférbt und die Position ihrer Trennung
sind durch einen roten Balken angezeigt. Die nativen Termini (N) und (C) sind
cingezeichnet sowie die Sekundérstrukturelemente f9-11, die “ GFP ausmachen.
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Im Ergebnis wurde eine Fluoreszenz des split-GFP-Reporters detektiert, die mit 28%
(£7%) Signalintensitét zwar deutlich unter dem Wert der Positivkontrolle liegt, aber
trotz konservativer Fehlerbetrachtung mit +30 auch ebenso signifikant iber dem
Hintergrund aus der Negativkontrolle, der bei 8% (£12%) der Signalintensitét der
Positivkontrolle liegt (sieche Abb. 5.9 A). Die Hintergrundfluoreszenz ist das Resultat
der Autofluoreszenz des applizierten Zelllysats in diesem Experiment. Die quanti-
tative Vergleichbarkeit von split-GFP mit der Positivkontrolle ist hier bisher nicht
gewéhrleistet, da es sich um unterschiedliche Expressionssysteme handelt (Positivkon-
trolle: chromosomal integriert, split-GFP: pRS-Vektorsystem) und unterschiedliche
GFP-Mutanten im Einsatz sind.

Entscheidend sind die erwiesene Toleranz der beiden Termini der ScFAS gegentiber
der Fusion der GFP-Fragmente und dabei die Rekonstitution des Proteinchromophors.
Durch Optimierung der verwendeten Peptidlinker fiir die Fusion, der Position zur
Teilung des GFP oder Anderung der Orientierung der GFP-Fragmente besteht
Potential zur Erhohung der Sensitivitat dieser Methode. In der Literatur sind hierzu
selbst dreigeteilte GFP-Reporter beschrieben, die mit der paarweisen Fusion von (310
und 11 (siche Abb. 5.9) an die wechselwirkenden Proteinpartner in Gegenwart des N-
terminalen Rests als separates Proteinfragment auskommen (Cabantous et al. (2013)).
Dies wiirde den Vorteil sehr kleiner Proteinanhénge mit weniger Einfluss auf die
FAS-Assemblierung bieten. Dariiber hinaus kann durch Anwendung rotverschobener

GFP-Varianten, die Autofluoreszenz des Zelllysats verringert werden (Jung et al.
(2005)).
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

6.1 Assemblierung der fFAS in drei Schliisselschritten

Die Typ I-Fettsauresynthase aus Pilzen (fFAS), ein Multienzymkomplex in der Gro-
Benordnung um 2.6 MDa (Wert der ScFAS aus S. cerevisiae), assembliert je nach
betreffendem Organismus aus sechsmal einer multifunktionalen Polypeptidkette zu
einem Homohexamer oder aus je dreimal zwei separaten Polypeptidketten (3 und o)
durch Teilung der selben Sequenzabfolge auf Gen-Ebene zu einem Heterododecamer.
Diese Teilung tritt dabei in unterschiedlichen Abstammungsgemeinschaften zudem
an drei unterschiedlichen Positionen bzgl. der urspriinglichen und als evolutionérer
Vorlaufer annehmbaren einzelgencodierten Sequenz auf, dabei aber immer innerhalb
strukturell gut definierter Motive, wie etwa interagierenden «-Helices. Hiervon ist
aus Einblicken in die Kristallstruktur der ScFAS als meist erforschter Repriasentant
der bzgl. Sequenz und Struktur hoch konservierten fFAS auszugehen. Die aus der
Teilung in zwei Polypeptidketten neu resultierenden freien Termini bilden somit
eine geordnete Schnittstelle fiir die Rekonstitution zu einer Pseudoeinzelkette durch
solche interagierenden Sekundarstrukturmotive. Sowohl die Tatsache, dass beim As-
comycota-Typ diese Teilung innerhalb einer katalytischen Doméne stattfindet, sowie
die phylogenetische Analyse von fFAS aus unterschiedlichen Organismen begriinden
eine einzelgencodierte fFAS als evolutionédren Vorldufer der geteilten Typen. Es wird
heute angenommen, dass Proteinkomplexe unter evolutiondrem Druck stehen, auf
geordneten Pfaden zu assemblieren (Marsh et al. (2013)), wonach die verschieden
geteilten fFAS-Typen noch immer einem Mechanismus einer einzelgencodierten fFAS
folgen miissten. Die ScFAS-Sequenz toleriert, wie in dieser Arbeit gezeigt, sowohl eine
kovalente Fusion von 3- und «-Kette durch Genfusion als auch durch Verschiebung
ihrer Teilung in - und «-Kette an Positionen der anderen bekannten fFAS-Typen.
Ein konservierter Assemblierungsmechanismus ist damit stark anzunehmen, der in
einem ersten oder zumindest frithen Schritt die Bildung einer Pseudoeinzelkette
umfasst (siehe Abb. 6.1, Schliisselschritt 1), wodurch alle fFAS-Typen frithzeitig
auf einen gemeinsamen Assemblierungspfad geleitet werden wiirden.

Evidenz fiir eine frithe B-o-Verkniipfung ldsst sich auch aus der Sensibilitdt der
Assemblierung gegeniiber relativ subtilen Modifikationen an den (3-a-Schnittstellen
ziehen. Gegentiber den relativ grofflachigeren und zahlreichen Doméanen-Domanen-
Interaktionen in der fFAS kann die hohe Bedeutsamkeit der [3-a-Schnittstellen am
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besten durch ihre wichtige Rolle in einem initialen Kontakt erklért werden.

Ein wichtiger Aspekt fiir die Assemblierung der fFAS resultiert aus der Notwendigkeit
zur posttranslationalen Phosphopantetheinylierung von ACP fiir dessen Aktivitéit
durch mindestens dimeres PPT. Gleichwohl wurde in dieser Arbeit anhand assemblie-
render ScFAS-Mutante mit entsprechendem ACP-Defekt die Unabhéngigkeit dieses
Akts fiir die rein strukturelle Assemblierung gezeigt. In Ubereinstimmung mit in
Kap. 4 gezeigten Ergebnissen aus Vorarbeiten zu diesem Projekt zum Fehlen einer
stabilen ACP-PPT-Interaktion tritt die Phosphopantetheinylierung offensichtlich
in einem sehr transienten Zustand ohne thermodynamische Stabilisierung dieser
Partner ein. Da sowohl fertig assemblierte fFAS als auch ein ag-Rad als in-cis phos-
phopantetheinylierungsfihige Struktur bereits durch experimentelle Arbeiten bzw.
Schlussfolgerungen ausgeschlossen werden konnen (Fichtlscherer et al. (2000); Johans-
son et al. (2009)), ist hierzu eine niederoligomere Vorstufe wahrend der Assemblierung
vonnoten. Diese muss offensichtlich nicht einen Vorkomplex darstellen, der auf eine
erfolgreiche Phosphopantetheinylierung wartet. In den in Kap. 4 genannten Vorar-
beiten zu diesem Projekt konnten bereits Daten gesammelt werden, die eine dimere
KS-PPT-Einheit als phosphopantetheinylierungsfiahig gegeniiber ACP charakterisie-
ren. Diese konnte der strukturelle Kern einer Anordnung zweier Pseudoeinzelketten
zur Phosphopantetheinylierung sein, der PPT zur Dimerisierung treibt und das tran-
siente Aufeinandertreffen mit ACP zu dessen Aktivierung in einer schnellen Reaktion
gewahrleistet (siche Abb. 6.1, Schliisselschritt 2). Denn diese muss zeitlich vor der
Ausbildung des Dimerisierungsmoduls DM1 bei KR-KR-Kontakt mit einem weiteren
s [32-Protomer stattfinden, um die rdumliche Freiheit des ACP zu gewéhrleisten.
Die KR-Doméne selbst wird dabei zunachst von den Interdoménensequenzen zur
KS-Doméne einerseits und zum ACP andererseits umschlungen (siche Abb.6.1). Die
bereits initial angedockte 3-Kette leitet iber Interdomanenkontakte die Interaktion
dreier solch dimerisierter Pseudoeinzelketten in die Ds-symmetrische , Fass-Struktur
(Schliisselschritt 3). Ihr frither Zugriff auf die «-Kette wird auch hierbei wieder
deutlich, um auf der kurzen Zeitskala von Proteinfaltungsabldufen rechtzeitig die
Assemblierung in dieser Weise zu dirigieren. Im Fall des Tremellomycetes-Typs wird
so zudem das auf der (3-Kette getragene ACP in einem konservierten Mechanismus
in gleicher Weise beriicksichtigen. Bzgl. ScFAS bringt die 3-Kette dabei erst die
entsprechende Strukturinformation ein, wihrend die o-Kette alleine, experimentell
gezeigt (vgl. Kap. 4), zur unkontrollierten Aggregation neigt. Ein co-translationaler
Assemblierungsmechanismus, ein weit verbreitetes Phdnomen in Hefen (Duncan and
Mata (2011)), ist zur Gewéhrleistung der frithen Bildung einer Pseudoeinzelkette
denkbar, bei dem die fertig translatierte 3-Kette auf die naszierende o-Kette zugreift.
Experimentell ware zur Aufklarung einer co-translationalen Interaktion von (3- und

x-Kette die Isolierung von pausierenden Ribosomen an N-terminalen Fragmenten
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naszierender o-Kette weiterfithrend. Signalsequenzen, in E. coli z.B. SecM (Secretion
Monitoring Protein), konnen Ribosomen bis auf weiteres anhalten und gewéhrleisten
dabei deren Aufreinigung in Komplexen mit der naszierenden Peptidkette und deren

Wechselwirkungspartner zur spéateren Charakterisierung (Rutkowska et al. (2009)).

B-Kette Schliisselschritt 1

! Schliisselschritt 2
— KR” : KR p—

Abb. 6.1: Postuliertes Modell zur Assemblierung der Fettsduresynthase aus S. cerevisiae.
Unterschiedliche Doménen oder deren Formationen sind aus der Kristallstruk-
tur der ScFAS (PDB-Code: 3hmj) entnommen und in teilweise abstrahierter
Oberflachenreprasentation dargestellt. Die Doméneneinfiarbung entspricht dem
Standardschema wie in Abbildungen zuvor, Interdoménen-Abschnitte sind in
grau gehalten. Einzelne Doménen oder Strukturen sind blass gehalten, um
den Fokus auf den essentiellen Schliisselschritten zu halten oder im Fall der
KR”-KR-Interaktion die dimerisierten Struktureinheiten zu unterscheiden. Sym-
metrieachsen Co und C3 im fertigen Komplex sind eingezeichnet.

6.2 [-o-Schnittstellenmotive als potentielles Ziel zum

Ausschalten der fFAS-Assemblierung

In den fFAS der medizinisch besonders relevanten human-pathogenen Pilze der
Gattungen Cryptococcus (Tremellomycetes-Typ) sowie Aspergillus und Candida
(Ascomycota-Typ) werden die komplementéren Polpeptidketten (- und o-Kette
durch Interaktion im 4-helikalen Biindel bzw. der MPT-Doméne zur Pseudoeinzel-
kette verkniipft. Beide Motive konnten in dieser Arbeit als sensible Schnittstellen
festgestellt werden, deren Unversehrtheit essentiell fiir die Assemblierung ist. In der
ScFAS, und damit ebenso reprasentativ fiir den gesamten Ascomycota-Typ, sind
nicht weniger als zwei Punktmutationen notig, um ihre Assemblierung und damit die
Uberlebensfihigkeit ihres Organismus ohne ausreichende Fettsauresupplementierung
komplett auszuschalten. Die N-terminale Hélfte von «l, die in dieser Arbeit als

fir die Assemblierung essentielle Expansion bzgl. der enzymatischen Kerndoméne
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charakterisiert wurde, ist von zahlreichen polaren Seitenketten gepragt. Sie kénnten
die korrekte Koordination von «1 in der Schnittstelle verantworten, wovon K2 und E8
essentiell sind. Die C-terminale Hélfte von «1 sorgt durch einen hohen Lysin-Anteil
fiir hohe energetische Beitridge zur Interaktion aus der Abséattigung hydrophober
Oberflachen (siehe Abb. 6.2 A). Ein Inhibitor, der ein ausreichendes Wechselwir-
kungsmuster imitieren kann, konnte am C-Terminus der [3-Kette binden und so
die B-a-Kupplung als ersten und unumgehbaren Assemblierungsschritt verhindern
(siche Abb. 6.2 B). Eine weiterfithrende Analyse dieser Schnittstelle mit erweiterten
Punktmutationen insbesondere bzgl. komplementéirer Aminosauren auf der 3-Kette
ist zum tiefgehenden Verstandnis der molekularen Wechselwirkungen nétig und liefert

wertvolle Informationen fiir ein rationales Inhibitor-Design.

A 0] L B
? 1I0 2|0 3|0 .
MKPEVEQELAHILLTELLAYQFASPVRWIE (0) Native fFAS-Assemblierung

a,-Komplex

(ii)

Assemblierungsinhibierung durch <«

0 -7

Proteolyse

0-7

Abb. 6.2: Assemblierungs-Inhibierung der ScFAS. A (i) Proteinsequenz eines N-terminalen
Abschnitts der ScFAS-a-Kette und (ii) Ausschnitt aus Kristallstruktur der ScFAS
(PDB-Code: 3hmj) in Cartoon-Reprisentation mit C-terminalem Abschnitt der
B-Kette in grau und N-terminalem Abschnitt der a-Kette in gelb (M1-H11) und
rot (I12-P94). Fiir die Assemblierung wichtige Aminosaurereste K2 und E8 auf
a1 sind eingezeichnet sowie ihre polaren Wechselwirkungen zu Aminoséureresten
der 3-Kette durch griin gestrichelte Linien unter Angabe der Absténde in der
Kristallstruktur. B Konzept eines mdglichen Wirkprinzips von Assemblierungs-

Inhibitoren in schematischer Darstellung und generell auf heterododecamere
fFAS tibertragbar.

Das 4-helikale Biindel als Schnittstelle im Tremellomycetes-Typ konnte in dieser
Arbeit noch nicht bis auf einzelne Aminosaurepositionen charakterisiert werden. Hier
zeigt sich jedoch bereits durch die Assemblierungsinhibierung bei intramolekularer
struktureller Abséttigung des Biindels hohes Potential zu einer Inhibierung durch
Bindung kompetitiver Wechselwirkungspartner.

Weiterfithrende Experimente sollten fiir fFAS des Ascomycota- sowie Tremellomycetes-
Typs die intermolekulare Bindung mit separaten Peptiden gezielter untersuchen, da
den Experimenten in dieser Arbeit hierzu konkrete Betrachtungen von Expressions-
niveaus und Peptidstabilitiaten fehlen. Eine Reduzierung des untersuchten Systems

auf die wesentliche Schnittstelle durch separate Praparation der bindungsbeteilg-
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ten Motive, evtl. fusioniert an stabile und l6sliche Trégerproteine, und Analysen
in-vitro wéaren hier sinnvoll, dies bedarf aber zunédchst der Entwicklungsarbeit zur
erfolgreichen Expression von den entsprechenden Substrukturen. Der in dieser Arbeit
eingefiihrte split-GFP-Test wére sodann ein geeignetes Werkzeug zur Untersuchung
der Wechselwirkungen. Dieser bietet auf dem aktuellen Status durch Entwicklung
optimaler Linker-Sequenzen fiir die Proteinfusion, veranderter Orientierung der
GFP-Untereinheiten und Variation der spektralen Eigenschaften Potential zur Ver-
besserung seiner Sensitivitdt. Auch andere Reporter, wie split-Luciferase (Luker et al.
(2004); Paulmurugan and Gambhir (2007)) wéaren denkbar.

In weiteren Schritten wéren Inhibitor- bzw. Bindungsstudien mit rational entwor-
fenen Helixmimetika (Pelay-Gimeno et al. (2015)) oder im Hochdurchsatz mit
Bibliotheken kleiner Molekiile (z.B. Prestwick Chemical Library') moglich. Ein
Computer-gestiitztes Auffinden von Leitstrukturen potentieller Inhibitoren aus den

strukturbasierten Erkenntnissen kann hierfiir sinnvoll sein.

'Prestwick Chemical, France, http://www.prestwickchemical.com
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A Anhang Materialien

Tab. A.1: Restriktionsenzyme und Polymerasen

Sonstige Enzyme

Zymolyase® 20T

AMS Biotechnology Ltd., UK

Rnase A AppliChem GmbH, Deutschland
DNAse I AppliChem GmbH, Deutschland
Restriktionsenzyme

Dpn-I

BamH-I

xho-1 New England Biolabs, USA
Sac-1

Sal-1

Nde-I

DNA-Polymerasen

Phusion High Fidelity DNA-Polymerase

Taq DNA-Polymerase

Q5 High Fidelity DNA-Polymerase

Q5 Hot Start High Fidelity DNA-Polymerase

New England Biolabs, USA
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ten Proteinsequenzen fiir verschiedene fFAS.

Tab. A.9: Proteinsequenzen. Die Tabelle enthélt die UniProt-Zugangsnummern (GenBank-
Zugangsnummern im Fall (Tremella mesenterica) der in dieser Arbeit verwende-

UniProt-Zugangsnummer

Organismus Faslp ‘ Fas2p
Absidia idahoensis thermophila AOAO7TTWZ31
Albugo candida A0A024GHL5
Albugo laibachii FOWVF1
Amylomyces rouxii E2DDL2
Aphanomyces astaci W4GDM9
Aphanomyces invadans A0A024TSY3
Candida albicans P34731 ‘ P43098
Coprinopsis cinerea A8NUBS3
Cryptococcus gattii E6R622 E6R621
Cryptococcus neoformans Q5KGI8 Q5KG99
Debaryomyces hansenii Q6BWVS Q6BWN1
Hyaloperonospora arabidopsidis M4BNVA4
Kluyveromyces lactis Q6CWNG6 ‘ Q6CT25
Laccaria bicolor BOD9Q1
Lichtheimia corymbifera AOA068S7Q9
Microbotryum violaceum U5HCLS USHCL7
Mixia osmundae G7DTSS G7DY64
Mucor circinelloides S2KJ19
Phytophthora infestans DONFR3
Phytophthora parasitica W2RBAS8
Phytophthora ramorum H3GFG1
Phytophthora sojae G47031
Pseudozyma hubeiensis R9P8H2
Puccinia graminis E3K822 \ H6QS39
Pythium ultimum K3WEQ6
Rhizopus delemar [1CSNO
Rhodosporidium toruloides M7TWSW5 M7XM89
Saccharomyces cerevisiae P07149 P19097
Saprolegnia diclina TOQIJ7
Schizochytrium sp AOFJYS
Schizosaccharomyces pombe QIUUGO Q10289
Thermomyces lanuginosus A4VCJ6 A4VCIT
Tremella mesenterica XP 007006732.1 | XP_ 007006745.1

Ustilago maydis

AOAOD1C5S0
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B Anhang Zusatzliche Ergebnisse

720

w545

— -t 250
272

146

67

e e 45

Abb. B.1: Blue Native PAGE nach Disassemblierung der ScFAS mit Dimethylmaleinsédure-
anhydrid. Coomassie-gefirbtes Blue Native PAGE-Gel mit DMMA-behandelten
ScFAS-Proben bei unterschiedlichen Bedingungen. Abweichungen zum Protokoll
(vgl. Kap. 3.4.9) wie folgt: a: Lagerung der Probe fiir fiir 20 h bei 4 °C; b: keine
Abweichung; ¢: pH 9,0; d: DMMA als methanolische Lésung; e: unbehandelte
ScFAS; f-h: Marker.

W 24h
0 48h
601 Iy A 120h
A
4 A
50 °
[o]
8
404
g °
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[a) [ ]
o g é a a ]
204
8 a
10
n
2]
o4 o
T T T T T T
0 50 100 150 200 250

FS-Konzentration [mg/L]

Abb. B.2: Fettsaurebedarf von BY.PK1238 1A KO. Das Wachstum von 5 mL -Kulturen
bei 30 °C und 200 Upm wurde durch Messung der OD(600) nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten in Abhéngigkeit der FS-Konzentration im Medium ermittelt.
Die FS-Konzentration bezieht sich auf jede einzelne der drei FS (Myristin-,
Palmitin- und Stearinséure).
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Abb. B.3: Biologische Replikationen zu Ergebnissen in Kap. 5.3 ff. Daten entstammen Ex-
perimenten aus separaten Transformationsanséitzen der entsprechenden Stdmme.
A analog Abb. 5.3 A. B analog Abb. 5.6 A und Abb. 5.7 A. C Biologische
Replikation des Stamms Sc_Tre ES8R in (i) analog Abb. 5.6 A. Zudem in zwei
biologischen Replikationen ((i) und (ii)) Ergebnisse zu weiteren Kombinationen
von Punktmutationen, wie in Kap. 5.3 und Abb. 5.4 genannt.

102



A B C

123405 12 3 4 5 6 7 8 9 10 12 3 45 6 78 9 10

Abb. B.4: Ungeschnittene Western Blot-Aufnahmen zu den Abbildungen in Kap. 5.3 ff. A
Spuren 1, Sc_ fas1-fas2; 2, aufgereinigte ScFAS; 3, Sc_ K2S/ESR; 4, Sc_ E8R;
5, Sc_K2S. B Spuren 1, aufgereinigte ScFAS; 2, Sc_S180A; 3, Sc_ fasl-al; 4,
Sc_Aal(2-11); 5, Sc_?267/68; 6, Sc__fasl-full _MPT; 7, Sc_ WT; 8, Labor-
stamm BY4742; 9, SC_KO; 10, aufgereinigte ScFAS. Spuren 8-10 sind von einer
Blase wihrend des Elektrotransfers gekennzeichnet. C Spuren 1, aufgereinigte
ScFAS; 2, keine Relevanz fir diese Arbeit; 3, Sc_ Puc AB34-37; 4, keine Rele-
vanz fiir diese Arbeit; 5, Sc_ Puc; 6, Sc_ a9-fas2Tr; 7, Sc_Tre Aal10-12; 8,
Sc_Tre, 9, Sc_ fas1-fas2; 10, Sc_ WT.

A Stamm Peptid / Proteinfragment
SC_WT at (M1-Y20)
SC_wTt a-MPT (M1-P94)
Sc_Tre a9 (D403-H422)
Sc_K2S at (M1-Y20)
Sc_E8R al (M1-Y20)
SC_WT a65-68 (N1983-S2051)
sC_wt a65-68-a1 (H1977-A23)

SC_WT B-MPT (V1661-S2051)

B
3
3

2
2
2

Abb. B.5: Spotting-Test peptidischer Inhibitoren. A Transformanten der S. cerevisiae-
Stdmme, wie angegeben (siche Tab. 5.2 und 5.3), mit fiir die jeweiligen Peptide
codierenden Sequenzen auf pAG-Vektoren wurden auf entsprechendem SD-
Medium ohne FS-Zugabe getestet. B Ansichten der MPT-Doméne und des
4-helikalen Biindels (im Fall «9) aus der Kristallstruktur der ScFAS (PDB-Code:
3hmj) in Cartoon-Représentation. Jeweils in rot ist der namentlich genannte
Bereich, wie in A eingesetzt, hervorgehoben. Eine griin gestrichelte Linie bei
x65-68-1 symbolisiert die kovalente Fusion analog Abb. 5.4 B (Sc_ fas1-fas2).
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10° 10" 102 103 10+

Sc_K28

oSy Sc_E8R
Se_K2S/E8R
BN sc K19984/K2S

Abb. B.6: Spotting-Test weiterer Punktmutationen. Spotting-Test analog Abb. 5.3 B fiir
die Kombination der Punktmutationen K1998A auf der 3-Kette der ScFAS mit
K2S auf der a-Kette. Im Vergleich dazu nochmals die Punktmutanten aus Abb.

5.3 B.
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C Anhang Sequenzen

C.1 Plasmidkarten

C.1.1 pRS-Plasmide

“’"&
>

(lac operator]

i
i

)

WL TSV | lac py,
T3 promoter

PRS313_FAS2-FAS2Term
11,328 bp

45 R promoter
«
(S

lac operator;-_

wo ¥

PRS315_FAS1-FAS1Term
13,428 bp

77 promoter

Abb. C.2: pRS315-Vektor mit einkloniertem FAS1-Gen (exemplarisch).
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T

>

lac operator|.

T3 promoter

PRS416_FAS1-FAS2
19,159 bp

Abb. C.3: pRS416-Vektor mit einklonierten Genen FASI und FAS2 (pMF001).

C.1.2 pAG-Plasmide

PAG426GPD_alphal
6627 bp

CYC1 terminator’

‘i
Nn
o P,
Mg 0t 4
%f\j}’ lac promoter
N K 0

30052

(fac operator

Abb. C.4: pAG426-Vektor mit einklonierter acl1-Helix (exemplarisch). pAG425-Plasmide
hierzu analog mit LEUZ2-Auxotrophie-Marker-Kassette (siehe Abb. C.2) statt
URAS.
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C.2 DNA-Sequenzen

C.2.1 Gene

Im Folgenden sind die urspriinglichen DNA-Sequenzen der Wildtyp-Gene FAS1 und FAS2
aus S. cerevisiae mit Thren Promotor- und Terminatorbereiche, wie in dieser Arbeit ver-
wendet, angegeben. Alle weiteren hier eingesetzten Konstrukte sind hiervon, wie in Anhang

A, Tabelle A.4 aufgestellt, abgeleitet. Zudem ist die Sequenz des verwendeten GFP gezeigt.

FAS1-Promotor:

TGOGGTCTOGTCCTCTACGAATATGGCTATTTGOCTICGTATATACCTTICTAT
ATGTTCAGCAAACGGCAGCATGTGAAAAAACOOGTAGAAGGTOOGCATCAGCCT
TOCATACCAAGTAATGAATGTCTTGAGGGOOOGTATGGCOGOGCGAAGGCTTAG
TTAAGGOOOGTGCACOCACGGCTCCTOGGAGGOOGGGTTATAGCAGCGTCTGCT
OOGCATCACGATACACGAGGTGCAGGCACGGTTCACTACTOOCCTGGCCTCCAA
CAAACGAOGGOCAAAAACTTCACATGOOGCCCAGOCAAGCATAATTACGCAACA
GOGATCTTTOOGTOGCACAAGTTAAAAGAAATTGTTGAAAAATACAAATAATOG
OGAACAATACGTTGTTGCTATTTAACGCTTTTGGTCTGACAGTAAGTGTGCCTIT
TCOCAATCACOGAAAAGTGTTGAACGATTCACTGOGACAATAATCAGAGATTAC
AGTOGGCATTTTGGCATTTTTGGCATACTTTTTATOGATTGAACCATCTITCTICC
AAACACTTTTOCTTTTTCCTTCTATTCTGCAGGACCAACTAAAACTGGGTATAT
ATATCATTATCTATATATATAAACGGCTTTCAACAAAGTTATAGGGGAAAACTA
AAAATATAAGAAAAAAAAAGGTATTGATTGATAAGGAAAAAGAACCAAGGGAAA
AATATAAAAAAGTACATTGGGCCTTTTCATACTTIGTTATCACTTACATTACAAA
GAAGAACAAACAACTTTTTTAAACGAATTTTCITICTTOCTTTTTCAATTTATT
AATTCTTTTTTTCCATACAATTCAAGGTCAAATATATTCTTATATGCTCTTTGA
ATATTTCTGAAAAATATATAAAGAAAAGAAACTACAAGAACATCATOOGGAAAA
TCAGATTATAGACTAGGATTOOGCTCTTTTTAGTATATTTATTOGOCACACCTA
ACTGCTCTATTATTCGCICATT

FAS1-Leserahmen:

ATGGACGCTTACTCCACAAGACCATTAACCCTATCTCACGGTTCTTTAGAGCAC
GIGCTTICTGGTACCAACOGCTTCATTTTTCATTGCTTCGCAATTACAAGAACAA
TTTAATAAAATTTTGOOCGAACOCACTGAAGGGTTTGCTGCAGATGACGAGCCT
ACCACACCTGCTGAACTAGTGGGGAAATTCCTTGGCTACGTATCTTCTCTAGTC
GAACCTTCCAAGGTOGGTCAATTOGATCAGGTCTTGAACCTTTGCTTAACAGAA
TTTGAAAACTGTTATTTAGAAGGCAATGACATTCAOGOCTTGGCTGCTAAACTA
TTACAGGAAAACGACACAACTTTAGTGAAGACTAAAGAACTAATTAAAAATTAT
ATTACOGOCAGAATAATGGCTAAGAGACCATTTGACAAAAAATCCAACTICIGCT
CITTTTAGGGOOGTOGGOGAGGGTAACGCACAATTGGTAGOCATTTTOGGTGGT
CAAGGTAACACCGACGACTACTTTGAAGAATTGOGTGATCTATATCAAACTTAT
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CATGTCTTAGTGGGAGATTTAATCAAGTTCTOOGCTGAAACTTTAAGTGAACTG
ATTAGAACTACTTTAGATGCTGAAAAAGTCTTTACTCAAGGTTTAAACATATTG
GAATGGTTGGAGAACCCTTCAAATACOOCAGACAAGGACTATTTACTTTCCATT
OCAATTTCATGCOOCTTAATTGGTGTCATTCAATTGGCTCACTACGTAGTTACT
GOCAAGCTTTTGGGTTTCACTCCAGGTGAGTITAAGATCTTACTTAAAAGGTGCT
ACAGGTCACTCTCAAGGTTTGGTTACTGCTGTOGCCATAGCTGAGACGGATTOC
TGGGAATCCTTCTTOGTCTCOGTAAGAAAAGCAATTACTGTATTATTCITCATC
GGIGTTOGTTGTTAOGAAGCATACOCAAACACTTCOCTACCACCATOCATCT TG
GAAGATTOCTTGGAAAACAATGAAGGTGTTCCATCTOCAATGTTGTCCATTTOC
AATCTAACTCAAGAACAAGTTCAAGACTATGTAAATAAGACTAACTCTICATTTG
OCAGCTGGTAAACAAGTTGAAATTTCTICTAGTCAATGGTGOGAAGAATCTAGTC
GTATOGGGOOCACCACAATCATTATATGGTTTAAACTTGACTTTAAGAAAGGCOC
AAGGOOCCATCTGGACTGGATCAATCAAGAATOOCATTCAGOGAAAGAAAATTG
AAGTTCTCCAATAGGTTCTTACCTGTTGCATCACCATTCCATTCOCATCTATTG
GITCCAGCTTCAGATTTGATTAACAAAGACTTAGTCAAAAACAATGTCAGCTTT
AAOGCTAAAGATATTCAAATOOOOGTTTACGACACTTTTGATGGTTCAGATCTA
AGAGTCCTTTCAGGTTOCATTTOOGAGAGAATOGTOGACTGCATCATTAGATTA
CCTGTCAAATGGGAAACTACTACACAATTCAAAGOCACCCACATATTAGACTTT
GGTOCAGGTGGAGCTTCOGGTTTAGGTGTTTTAACOCATCGTAATAAAGATGGT
ACTGGTGTTOGTGTITATOGTTGOOGGTACTCTOGACATTAACCCAGATGATGAT
TAOGGATTCAAGCAAGAAATCTTTGATGTTACTAGTAATGGTTTGAAGAAAAAT
CCAAACTGGTTGGAAGAATACCATOCAAAATTAATTAAGAACAAATCAGGCAAA
ATTTTTGTCGAAACAAAATTTTCTAAATTAATOGGTAGACCACCTTTATTGGIT
OCTGGTATGACACCATGTACTGTTTCTOCAGATTTOGTAGCTGCTACCACAAAT
GCIGGTTATACCATTGAGTTGGOCCGGTGGTGGTTACTTTTOOGCAGCAGGTATG
ACOGOOGCTATTGATTCTGTGGTITICTCAGATAGAAAAGGGTAGTACCTTOGGT
ATCAACTTGATCTACGTCAATOCATTTATGTTACAATGGGGTATTOCATTAATC
AAGGAACTAAGAAGCAAAGGTTATOCAATTCAATTCTTGACCATTGGTGCTIGGT
GTOOCATCATTGGAAGTTGCTAGTGAATACATAGAGACATTAGGTTTGAAGTAC
TTGGGTTTGAAACCAGGTTOCATTGATGCTATTTOGCAAGTTATAAACATTGCT
AAAGCACATOCAAACTTOCCAATAGCTTTACAATGGAOOGGTGGTAGAGGTGGT
GGTCATCATTCTTTOGAAGATGOOCACACTOCAATGTTACAAATGTACTCCAAG
ATTAGAAGACATCCAAACATTATGTTGATATTOGGTTCTGGTTTICGGTTCIGCT
GATGACACTTACCCATACTTAACOGGTGAATGGTCCACAAAATTOGATTATCCA
CCAATGOCATTOGATGGTITTOCTATTTGGTTCGAGGGTCATGATTGCTAAGGAA
GITAAAACTTCTCCTGATGCTAAGAAGTGTATTGCTGCTTGTACTGGTGTTOCT
GATGATAAATGGGAACAAACCTACAAGAAGOCAACTGGTGGTATTGTCACTGIT
OGCTCTGAAATGGGTGAACCAATTCACAAAATTGOCACTCGTGGTGTTATGCTA
TGGAAGGAATTOGACGAAACCATCTTCAACTTACCAAAGAATAAGTTGGTACCA
ACTTTGGAAGCAAAGAGAGATTACATTATCTCAAGATTGAACGOCGATTTOCAA
AAACCATGGTTTGCTACOGTCAACGGTCAAGOOOGTGACCTAGOCACAATGACA
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TACGAAGAAGTTGCAAAGAGATTGGTGGAATTAATGTTCATCAGATCTACCAAC
TCTTGGTTTGATGTCACATGGAGAACCTTTACTGGTGATTTOCTACGTOGTIGIC
GAAGAACGTTTCACTAAAAGTAAGACATTGICTTTAATOCAATOCTATTCICTA
CTAGACAAGOCTGATGAAGCTATTGAAAAAGTATTTAATGCTTATCCTGOOGCT
AGGGAACAGTTCTTGAATGOGCAAGATATTGATCACTTTTTGAGCATGTGTCAA
AATCCAATGCAAAAACCAGTGOCTTTTGTTCCAGTTTTGGATOGTAGATTOGAG
ATTTTTTTCAAAAAAGATTOGTTATGGCAATCTGAGCACTTGGAAGOOGTOGTC
GACCAAGACGTTCAAAGAACATGTATOCTACATGGACCTGTTGCAGCACAATTC
ACTAAAGTCATOGATGAACCAATTAAGAGCATTATGGATGGTATTCACGATGGT
CACATCAAAAAGTTACTACATCAATATTACGGTGACGATGAGTCAAAGATTCCA
GCAGTTGAGTACTTTGGTGGTGAAAGCCCTGTAGAOGTACAAAGTCAAGTTGAT
TCTTCCICTIGTATCTGAAGACTCAGCTGTTTTTAAGGCAACATCCICTACTGAT
GAAGAAAGCTGGTTTAAGGCTTTGGOGGGATOOGAAATTAACTGGAGACATGCA
AGTTTCITATGTTOCTTTATCACTCAAGATAAAATGTTTGTTTCTAACCCAATT
AGAAAAGTTTTCAAGCCAAGCCAAGGAATGGTTGTTGAGATTTCCAAOGGCAAT
ACTTCTTCAAAGACTGTTGTCACTCTTTCAGAACCTGTTCAAGGTGAATTGAAA
OCAACTGTTATTTTGAAGTTGTTGAAGGAGAACATAATOCAAATGGAAATGATT
GAGAACAGAACTATGGATGGTAAGOCOGTCAGCTTGOCATTGTTGTACAACTTC
AACCCAGATAATGGTTTTGCTOCAATCTCTGAAGTTATGGAGGACAGAAACCAA
AGAATTAAGGAAATGTACTGGAAATTATGGATTGATGAGOCTTTCAATTTGGAC
TTTGACOCAAGAGATGTCATTAAGGGCAAAGATTTOGAGATCACCOGCTAAAGAA
GTTTATGACTTTACACACGCTGTTGGAAACAATTGTGAAGACTTOGTTTCTAGA
COCTGATAGAACGATGTTGGOOCCAATGGACTTTGCTATTGTTGTOGGATGGAGA
GOCATCATCAAGGOCATTTTOCCTAATACGGTCGATGGTGACTTATTGAAGTTG
GTTCATTTGTCTAACGGCTACAAGATGATTOCTGGOGCTAAGOCACTGCAAGTT
GGTGATGTTGTITTCAACTACTGCTGTTATTGAATCTGTOGTCAACCAACCTACA
GGAAAGATTGTOGATGTGGTAGGTACATTATOCGAGAAATGGCAAGOCTGICATG
GAAGTCACCTCCTCATTCTTCTACAGAGGCAACTATACTGACTTTGAAAACACT
TTOCAAAAGACTGTTGAACCTGTTTATCAAATGCACATCAAAACTTCTAAAGAT
ATAGCIGTCTTGOGCTCTAAGGAGTGGTTCCAATTGGACGATGAAGACTTCGAT
CTGTTAAACAAAACTTTGACTTTOGAAACTGAAACTGAAGTTACTTTCAAGAAT
GCTAACATCTTCTCTTCAGTGAAATGTTTTGGOOCAATTAAAGTTGAATTGCCA
ACCAAAGAAACCGTGGAGATOGGTATTGTOGATTACGAAGOOGGTGCCTICTICAC
GGTAAOCCTGTTGTTGATTTCTTGAAGAGAAACGGTTCCACATTGGAACAAAAG
GTCAATCTAGAAAATCCTATTOCAATTGCAGTACTTGATTOGTACACTCCAAGT
ACCAACGAACCATACGCTAGAGTTTCTGGTGATTTGAATCCAATTCACGTTTCA
OGTCATTTTGOCTCTTACGCAAACTTGOCAGGTACTATCACGCACOGGTATGTTT
TCTTCTGCTTOCGTCOGTGCTTTGATTGAAAACTGGGCTGCTGACAGTGTTTCA
TCCAGGGTAOGTGGCTACACTTGTCAATTTGTTGACATGGTTTTGOCTAACACT
GCTTTGAAAACATOGATTCAACATGTTGGTATGATCAATGGTAGAAAATTGATA
AAGTTTGAAACTAGAAATGAAGATGACGTTGTAGTTTTGACTGGTGAAGCOCGAA
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ATTGAACAACCTGTTACTACCTTOGTTTTCACTGGTCAAGGTTCACAAGAACAA
GGTATGGGTATGGACTTATACAAAACTTCTAAAGCTGCTCAAGATGTTTGGAAT
AGAGCTGACAACCATTTCAAGGACACTTATGGTTTCTCTATCTTAGACATTGTC
ATTAACAACCCAGTTAACTTAACAATTCACTTOGGTGGTGAAAAGGGTAAGAGG
ATCAGAGAAAACTATTCTGCTATGATCTTTGAGACTATOGTGGATGGAAAATTG
AAGACTGAAAAAATTTTCAAGGAAATTAATGAGCACAGTACTTCTTACACATTT
AGATCTGAAAAAGGTTTATTGTCTGCTACTCAATTTACACAACCAGCTTTAACT
TTGATGGAAAAAGCTGCTTTCGAAGACTTGAAATCTAAAGGTTTGATOOCAGCOC
GATGCTACTTTTGCIGGTCACTCTTTAGGTGAGTATGCTGCTTTGGCOCICITIG
GCTGATGTTATGTCTATOGAATCTTTAGTTGAAGTTGTGTTCTACAGAGGTATG
ACTATGCAAGTTGCIGTTOCAAGAGATGAGTTGGGCAGATOCAACTATGGTATG
ATTGOCATTAACCCAGGTAGAGTCGCTGCATCATTCTCTCAAGAAGCTTTGCAA
TATGTTGTTGAGAGAGTTGGTAAGAGAACOGGCTGGTTGGTTGAAATOGTCAAC
TACAAOGTTGAAAACCAACAATATGTTGCAGCTGGTGATCTAAGAGCTTTAGAC
ACOGTTACCAATGTTCTAAACTTCATCAAATTACAAAAAATTGATATTATTGAA
CTACAAAAGTCCTTATCTTTGGAAGAAGTTGAAGGTCATTTGTTTGAGATCATT
GACGAAGCTTCCAAGAAATCTGCTGTCAAGCCTCGOOCACTTAAATTGGAGAGA
GGITTTGCTTGTATOCCATTAGTTGGTATTTCTGTTCCTTTOCATTOCACCTAC
TTGATGAATGGTGTTAAACCATTCAAGAGTTICTTGAAGAAGAATATCATAAAA
GAAAATGTGAAGGTTGCTAGATTGGOOGGAAAGTACATTOCAAACTTGACTGCA
AAACCATTCCAGGTTACTAAGGAATATTTOCAGGACGTTTATGATTTGACTGGC
TOCOGAACCTATCAAGGAAATCATOGACAACTGGGAAAAGTATGAACAATCOCTAA

FAS1-Terminator:

TTTCTTAAGTGATTATATAACOGTAAGAAATATTTAACTTTGAAACTOCTGTAT
ACTAATGTTTAATATAGCTGGCTTATGATTTTAGTTCICTTCTCCTATTATAAA
TAGATACATTGATTAGGTATTTTTATAATATACTTGGGATTAACAGATGCTATA
TGAATTTTTTTTTOOGCOGCAAGOOCTOGCTAGGGOGGGGCAGATGCTGAAGAA
AAAATTTTCTGTTOCATTGGGTTATGTTTAAAAATCAACGATATTCOGAACATAA
TOGATGACCTTGATGATTAGOGAAG

FAS2-Promotor:

TTCTATCOGAACTCOCCTTTTGTATATCAATATATCTTAATACTTTCGCCTATT
CITTACTATATTTOCTAAATTTTCTCTGGTCTGCAGGOCAAAAACAACAACTTA
CTACTGAATCATGGACGTGTATTTAGTTTAGOCAAGCAATATTTAAATATCACT
CTTCCTAAAAATACATTGGGCATTACCOGCAAACTAACOCATOGCTTAGCAAAA
TOCAACCATTTTTTTTTTATCTCOCGOGTTTTCACATGCTACCTCATTCGCCTC
GTAAOGTTACGACCGAAATCTCACTAAGGCAOGGTTIGTTGGGCAGTTTACAGA
TGTTGGATAACCAGTTGTTTCTAAACGGTTATGOCTCATATATAACTTIGITAAC
TGAAGGTTACACAAGACCACATCACCACTGTOGTGCTTTTCTAATAACCGCTAT
ATTAGAOGTTTAAAGGGCTACAGCAACACCAATTGAAATACCATCATT
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FAS2-Leserahmen:

ATGAAGOOGGAAGTTGAGCAAGAATTAGCTCATATTTTGCTAACTGAATTGTTA
GCTTATCAATTTGOCTCTCCTGTGAGATGGATTGAAACTCAAGATGTTTTTTIG
AAGGATTTTAACACTGAAAGGGTTGTTGAAATCGGTOCTICTOCAACTTTGGCT
GGGATGGCTCAAAGAACCTTGAAGAATAAATACGAATCTTACGATGCTGCTCTG
TCTTTACATAGAGAAATCTTATGCTATTOGAAGGATGCCAAAGAGATTTATTAT
ACCCCAGATCCATCCGAACTAGCTGCAAAGGAAGAGOOOGCTAAGGAAGAAGCT
OCTGCTOCAACTCCAGCTGCTAGTGCTCCTGCTOCTGCAGCAGCAGOOCCAGCT
OOOGTOGOGGCAGCAGOOOCAGCTGCAGCAGCTGCTGAGATTGCOGATGAACCT
GTCAAGGCTTCCCTATTGTTGCAOGTTTTGGTTGCTCACAAGTTGAAGAAGTCG
TTAGATTCCATTCCAATGTOCAAGACAATCAAAGACTTGGTOGGTGGTAAATCT
ACAGTCCAAAATGAAATTTTGGGTGATTTAGGTAAAGAATTTGGTACTACTCCT
GAAAAACCAGAAGAAACTCCATTAGAAGAATTGGCAGAAACTTTCCAAGATACC
TTCTCTGGAGCATTGGGTAAGCAATCTTOCTOGTTATTATCAAGATTAATCTCA
TCTAAGATGCCTGGTGGGTITTACTATTACTGTOGCTAGAAAATACTTACAAACT
OGCTGGGGACTACCATCTGGTAGACAAGATGGTIGTCCTTTTGGTAGCTTTATCT
AACGAGOCTGCTGCTOGTCTAGGTTCTGAAGCTGATGOCAAGGCTTTCTTGGAC
TCCATGGCTCAAAAATACGCTTCCATTGTTGGTGTTGACTTATCATCAGCTGCT
AGCOGCTAGTGGTGCTGOUGGTGCAGGTGCTGCTGOOGGTGCAGCTATGATOGAT
GCTGGOGCTCTGGAAGAAATAACCAAAGACCACAAGGTTTTGGOGCGTCAACAA
CIGCAAGTATTGGCTCGTTATCTAAAAATGGACTTGGATAACGGTGAAAGAAAG
TTCTTGAAAGAAAAGGACACTGTTGCTGAACTTCAAGCTCAGTTGGATTACTTG
AATGOCGAATTAGGTGAATTCTITTGTTAACGGTGTTGCTACTTCTTTCTCTAGA
AAAAAGGOCAGAACCTTCGATTCTTCCTGGAACTGGGCTAAACAATCTTTATTA
TCATTATACTTTGAGATAATTCATGGIGTCTTGAAAAACGTTGATAGAGAGGIT
GITAGTGAAGCTATCAATATCATGAACAGATCTAACGATGCTTTGATTAAATTC
ATGGAATACCATATCTCTAACACTGATGAAACAAAAGGTGAAAACTATCAATTG
GITAAAACTCTTGGTGAGCAGTTGATTGAAAACTGTAAACAAGTTTTGGATGTT
GATOCAGTTTACAAAGATGTTGCTAAGCCTACCGGTOCAAAAACTGCTATTGAC
AAGAAOGGTAACATTACATACTCAGAAGAGOCAAGAGAAAAGGTTAGGAAATTA
TCTCAATACGTACAAGAAATGGOCCTTGGTIGGTOCAATCACCAAAGAATCTCAA
OCTACTATTGAAGAGGATTTGACTOGTGTTTACAAGGCAATCAGTGCTCAAGCT
GATAAACAAGATATTTCCAGCTOCACCAGGGTTGAATTTGAAAAACTATATAGT
GATTTGATGAAGTTCTTGGAAAGCTOCAAAGAAATOGATCCTTCTCAAACAACC
CAATTGGOOGGTATGGATGTTGAGGATGCTTTGGACAAAGATTOCACCAAAGAA
GTTGCTTCTTTGOCAAACAAATCTACCATTTCTAAGACGGTATCTTCAACTATT
CCAAGAGAAACTATTOOGTTCTTACATTTGAGAAAGAAGACTCCTGOOGGAGAT
TGGAAATATGACOGOCAATTGTCTTCTCTTTTCTTAGATGGTTTAGAAAAGGCT
GOCTTCAACGGTGTCACCTTCAAGGACAAATACGTCTTGATCACTGGTGCTGGT
AAGGGTTCTATTGGTIGCTGAAGTCTTGCAAGGTTTGTTACAAGGTGGTGCTAAG
GTTGTTGTTACCACCTCTCGTTTCICTAAGCAAGTTACAGACTACTACCAATCOC
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ATTTACGOCAAATATGGTGCTAAGGGTTCTACTTTGATTGTTGTTCCATTCAAC
CAAGGTTCTAAGCAAGACGTTGAAGCTTTGATTGAATTTATCTACGACACTGAA
AAGAATGGTGGTTTAGGTTGGGATCTAGATGCTATTATTOCATTOGOGGOCATT
CCAGAACAAGGTATTGAATTAGAACATATTGATTCTAAGTCTGAATTTGCTCAT
AGAATCATGTTGACCAATATCTTAAGAATGATGGGTTGTGTCAAGAAGCAAAAA
TCTGCAAGAGGTATTGAAACAAGACCAGCTCAAGTCATTCTACCAATGTCTOCA
AACCATGGTACTTTOGGTGGTGATGGTATGTATTCAGAATCCAAGTTGTICTITTG
GAAACTTTGTTCAACAGATGGCACTCTGAATCCTGGGCCAATCAATTAACOGTT
TGOGGTGCTATTATTGGTTGGACTAGAGGTACTGGTITTAATGAGOGCTAATAAC
ATCATTGCTGAAGGCATTGAAAAGATGGGTGTTOGTACTTTCTCTCAAAAGGAA
ATGGCTTTCAACTTATTGGGICTATTGACTCCAGAAGTOGTAGAATTGTGOCAA
AAATCACCTGTTATGGCTGACTTGAATGGTGGTTTGCAATTTGTTCCTGAATTG
AAGGAATTCACTGCTAAATTGOGTAAAGAGTTGGTTGAAACTTCTGAAGTTAGA
AAGGCAGTTTCCATOGAAACTGCTTTGGAGCATAAGGTTGTCAATGGCAATAGC
GCTGATGCTGCATATGCTCAAGTOGAAATTCAACCAAGAGCTAACATTCAACTG
GACTTOCCAGAATTGAAACCATACAAACAGGTTAAACAAATTGCTOOOGCTGAG
CTTGAAGGTTTGTTGGATTTGGAAAGAGTTATTGTAGTTACCGGTTTTGCTGAA
GTCGGOOCATGGGGTTOGGOCAGAACAAGATGGGAAATGGAAGCTTTTGGTIGAA
TTTTOGTTGGAAGGTTGOGTTGAAATGGOCTGGATTATGGGCTTCATTTCATAC
CATAACGGTAATTTGAAGGGTOGTOCATACACTGGTTGGGTTGATTOCAAAACA
AAAGAACCAGTTGATGACAAGGAOGTTAAGGOCAAGTATGAAACATCAATCOCTA
GAACACAGTGGTATCAGATTGATCGAACCAGAGTTATTCAATGGTTACAACCCA
GAAAAGAAGGAAATGATTCAAGAAGTCATTGTOGAAGAAGACTTGGAACCATTT
GAGGCTTOGAAGGAAACTGOOGAACAATTTAAACACCAACATGGTGACAAAGTG
GATATCTTOGAAATOOCAGAAACAGGAGAGTACTCTGTTAAGTTACTAAAGGGT
GOCACTTTATACATTOCAAAGGCTTTGAGATTTGACCGTTTGGTTGCAGGTCAA
ATTCCAACTGGTTGGAATGCTAAGACTTATGGTATCTCTGATGATATCATTTCT
CAGGTTGACCCAATCACATTATTOGTTTTGGTCICTGTTGIGGAAGCATTTATT
GCATCTGGTATCACOGACOCATACGAAATGTACAAATACGTACATGTTICTIGAG
GITGGTAACTGTTCIGGTTCIGGTATGGGTIGGTIGTTTCTGCCTTACGTGGTATG
TTTAAGGACOGTTTCAAGGATGAGOCTGTOCAAAATGATATTTTACAAGAATCA
TTTATCAACACCATGTOOGCTTGGGTITAATATGTTGTTGATTTOCTCATCTGGT
OCAATCAAGACACCTGTTGGTGOCTGTGOCACATOOGTGGAATCTGTTGACATT
GGIGTAGAAACCATCTTGTCTGGTAAGGCTAGAATCTGTATTGTOGGTGGTTAC
GATGATTTOCAAGAAGAAGGCTCCTTTGAGTTOGGTAACATGAAGGOCACTTCC
AACACTTTGGAAGAATTTGAACATGGTOGTAOOOCAGOGGAAATGTOCAGACCT
GOCACCACTAOOOGTAACOGGTTTTATGGAAGCTCAAGGTGCTGGTATTCAAATC
ATCATGCAAGCTGATTTAGCTTTGAAGATGGGTGTGOCAATTTACGGTATTGIT
GOCATGGCTGCTACOGCCACOGATAAGATTGGTAGATCTGTGOCAGCTOCAGGT
AAGGGTATTTTAACCACTGCTCGTGAACACCACTCCAGTGTTAAGTATGCTTCA
CCAAACTTGAACATGAAGTACAGAAAGOGOCAATTGGTITACTOGTGAAGCTCAG
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ATTAAAGATTGGGTAGAAAACGAATTGGAAGCTTTGAAGTTGGAGGOOGAAGAA
ATTOCAAGOGAAGACCAAAACGAGTTCTTACTTGAACGTACCAGAGAAATCCAC
AACGAAGCTGAAAGTCAATTGAGAGCTGCACAACAACAATGGGGTAACGACTTC
TACAAGAGGGACCCAOGTATTGCTOCATTGAGAGGAGCACTGGCTACTTACGGT
TTAACTATTGATGACTTGGGTGTCGCTTCATTOCACGGTACATOCACAAAGGCT
AATGACAAGAACGAATCTGOCACAATTAATGAAATGATGAAGCATTTGGGTAGA
TCTGAAGGTAATOOOGTCATTGGTGTTTTOCAAAAGTTCTTGACTGGTCATOCA
AAGGGTGCTGCTGGTGCATGGATGATGAATGGTGCTTTGCAAATTCTAAACAGT
GGTATTATTCCAGGTAACOGTAACGCTGATAACOGTGGATAAGATCTTGGAGCAA
TTTGAATACGTCTTGTACCCATOCAAGACTTTAAAGACCGACGGTGTCAGAGOC
GIGTCCATCACTTCTTTOGGTTTTGGTCAAAAGGGTGGTCAAGCTATTGTGGTT
CATCCAGACTACTTATACGGTGCTATCACTGAAGACAGATACAACGAGTATGTC
GOCAAGGTTAGTGOCAGAGAGAAAAGTGOCTACAAATTCTTCCATAATGGTATG
ATCTACAACAAGTTGTTOGTAAGTAAAGAGCATGCTOCATACACTGATGAATTG
GAAGAGGATGTTTACTTGGACCCATTAGOOOGTGTATCTAAGGATAAGAAATCA
GGCTCCTTGACTTTCAACTCTAAAAACATOCAAAGCAAGGACAGTTACATCAAT
GCTAACACCATTGAAACTGOCAAGATGATTGAAAACATGACCAAGGAGAAAGTC
TCTAAOGGTGGOGTOGGTGTAGATGTTGAATTAATCACTAGCATCAACOGTTGAA
AATGATACTTTTATOGAGOGCAATTTCACOOOGCAAGAAATAGAGTACTGCAGC
GOGCAGOCTAGTGTGCAAAGCTCTTTOGCTGGGACATGGTOOGOCAAAGAGGCT
GITTTCAAGTOCTTAGGOGTCAAGTCCTTAGGOGGTGGTGCTGCATTGAAAGAC
ATOGAAATOGTACGOGTTAACAAAAACGCTOCAGCCGTTGAACTGCACGGTAAC
GOCAAAAAGGCTGOOGAAGAAGCTGGTGTTACOGATGTGAAGGTATCTATTTCT
CAOGATGACCTCCAAGCTGTOGOGGTOGOOGTTTCTACTAAGAAATAG

FAS2-Terminator:

AGAGAGCACTACGTAGTOCOCTCTTTTAATATGTAACGTGTCGCTTCTATTTATC
AGACATAATAGTAATTACTTTIGTTATTTTTCTATOGTTTCCTTACTTTAGCCIC
TGATTTOGATCTGGOCTAATCATTGTGTACGTCTATAATCATATGGOCCTGAGC
GTACACACOGTTCAATTCTTCTATTTGGTOGGOCCACACAAATTOGOGOGGGGG
CATATTGACGOGTGGAAGAATAGAAGTOOGOGTAGCAGCTCT

GFP:

ATGGTGAGCAAGGGOGAGGAGCTGTTCAOUGGGGTGGTGOOCATOCTGGTOGAG
CIGGAOGGOGACGTAAACGGOCACAAGTTCAGOGTGOGOGGOGAGGGOGAGGGC
GATGOCACCAACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACOGGCAAGCTG
OOO0GTGCCCTGGOOCACCCTOGTGACCACOCTGACCTACGGOGTGCAGTGCTTC
AGOOGCTACOOOGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTOOGOCATGOOC
GAAGGCTACGTOCAGGAGOGCACCATCTOCTTCAAGGACGACGGCACCTACAAG
ACCOGOGOOGAGGTGAAGTTOGAGGGOGACACCCTGGTGAACOGCATOGAGCTG
AAGGGCATOGACTTCAAGGAGGACGGCAACATOCTGGGGCACAAGCTGGAGTAC
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AACTTCAACAGOCACAACGTCTATATCACGGCOGACAAGCAGAAGAACGGCATC
AAGGOGAACTTCAAGATOOGOCACAACGTOGAGGAOGGCAGOGTGCAGCTOGOC
GACCACTACCAGCAGAACACOOOCATOGGOGACGGOOCCGTGCTGCTGOOOGAC
AACCACTACCTGAGCACOCAGTCCAAGCTGAGCAAAGACOOCAACGAGAAGOGC
GATCACATGGTOCTGCTGGAGTTOGTGAOOGOOGCCGGGATCACTCTOGGCATG
GACGAGCTGTACAAGTAG

C.2.2 Plasmide

Die kompletten Sequenzen der Ausgangsplasmide Mgfas360__M_ 5, Mgfas360_M12, VR749 3 4,
VR788 1 _1und VR788 2 1 befinden sich auf der beiliegenden Daten-CD.

C.2.3 Daten-CD

Dieser Dissertation liegt eine Daten-CD mit den folgenden Inhalten bei:
- Elektronische Fassung dieser Dissertation

- DNA-Sequenzen der Plasmide:
e Mgfas360_M_5
o Mgfas360_M_ 12
e VR749 3 4
« VR788 1 1

e VR788_2 1
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D Abkiirzungen und Nomenklatur

D.1 Abkiirzungen

Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen gelistet. Nicht extra
ausgewiesen sind die Standardeinheitenzeichen aus dem internationalen Einheitensystem
(SI), Aminosduren, die ausschliefllich im Einbuchstabencode angegeben sind, sowie Gen-

Namen, die unten separat beschrieben sind.

°C Grad Celsius (als Einheit der Temperatur)
4-HB 4-helikales Biindel

5-FOA 5-Fluororotsaure

Abflp ARS-binding factor 1

Ac Acetyl

ACP Acyl Carrier Protein

AcpS holo-acyl carrier protein synthase

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome
ARS Artificial replication site

AS Aminosiure(n)

Asc Ascomycota

AT Acetyltransferase

bFAS Bakterielle FAS

BIS-TRIS Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan
bp Basenpaare

bzgl. beziiglich

bzw. beziehungsweise

C. neoformans

CD

Cryptococcus neoformans

Circulardichroismus

CEN (Yeast) centromere

CoA Coenzym A

CYC1 Cytochrom C, Isoform 1

Da Dalton (1 Da = 1 8/mol)

DH Dehydratase

DMMA 2,3-Dimethylmaleinsdureanhydrid
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic acid

DRS Downstream Repression Site
DTT 1,4-Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli
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EDTA
EM
ER
ESI
EUROSCARF
evtl.
Faalp
FAS
FAS T
FAS 1T
fFAS
FMN
FS

g

9
G418

GFP
GPD

his
HIV
HRP
ICRE
IeG
Ino2p
Inodp
kb
KR
KS
LB
leu
LiOAc
lys
MAT
MCE
MES
mFAS

MPT
mRNA
MRW

Ethylendiamintetraacetat-Na,-Salz
Elektronenmikroskopie

Enoylreduktase

Electrospray ionisation

European Saccharomyces Cervisiea Archive For Functional Analysis
eventuell

Fatty acid activation Protein 1

Fatty acid synthase (Fettsduresynthase)
Typ I FAS

Typ IT FAS

Fungal FAS (Pilz-FAS)
Flavinmononukleotid

Fettsédure(n)

Gramm

mittlere Erdbeschleunigung

Geneticin*2 - H,SO,

Griin fluoreszierendes Protein
Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase
Stunde(n)

Histidin

Humanes Immundefizienz-Virus
Horseradish peroxidase

Inositol/ cholin responsive element
Immunglobulin G

inositol-1-phosphate synthase assoziiertes Protein 2
inositol-1-phosphate synthase assoziiertes Protein 4
Kilobasenpaare

Ketoreduktase

Ketoacylsynthase

Lysogeny Broth

Leucin

Lithiumacetat

Lysin

Malonyl-/ Acyltransferase

Mixzed Cellulose Esters
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure
Metazoen-FAS

Minute(n)

Malonyl-/ Palmitoyltransferase
Messenger ribonucleic acid

Mean residue weight
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NADPH
NaPi
neg. Ref.
OD(600)
Olelp
p.a.
PAGE
PCR
PDB
PEG
PES
PISA
PKS1I
PPT
PUFA
PVDF
R. toruloides
R. toruloides
Raplp
Reblp
Ref.

rel.

Rho
RNA
RtFAS
S. cerevisiea
ScFAS
SD

SDF
SDS
SEC
SecM
SOC
TFE
THF
TlanFAS
T

Tre

Tris

trp

TST

Nicotinamidadenindinukleotidphosphathydrid
Na,HPO, und NaH,PO, in verdnderlichem Verhaltnis
Negativreferenz

Optische Dichte bei 600 nm

Oleic acid requiring Protein 1

pro analysi
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Protein data base

Polyethylenglycol

Polyethylenstyrol

Protein interfaces, surfaces and assemblies
Polyketidsynthase(n) vom Typ I
Phosphopantetheintransferase

Poly unsaturated fatty acids
Polyvinylidenfluorid

Rhodosporidium toruloides

Rhodosporidium toruloides
Repressor/activator protein 1

RNA polymerase enhancer binding protein 1
Referenz

relativ(e)

Rhodosporidium

Ribonucleic acid

Typ I FAS aus Rhodosporidium toruloides
Saccharomyces cerevisiae

Typ I FAS aus Saccharomyces cerevisiae
Synthetic Defined

Synthetic Defined plus free Fatty acids
Sodium Dodecyl Sulfat

Size Fxclusion Chromatography

Secretion Monitoring Protein

Super Optimal broth with Catabolite repression
Trifluorethanol

Tetrahydrofuran

Typ I FAS aus Thermomyces lanuginosus
Schmelztemperatur

Tremellomycetes
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tryptophan

Twin-Strep-tag(R)
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Upm Umdrehungen pro Minute

ura Uracil

WB Western Blot

WT Wildtyp (im genetischen Kontext)
YPD Yeast Peptone Dextrose

YPDF Yeast Peptone Dextrose Fatty acids
z.B. zum Beispiel

D.2 Nomenklatur von Genen

Hefegene werden in Anwendung etablierter Systematik (Saccharomyces Genome Database,
http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces) mit drei kursiven Buchstaben und einer
hinten angestellten Zahl beschrieben. Die Zahl benennt separate Gene fiir eine gemeinsame
Funktion der resultierenden Proteine, z.B. einen Stoffwechselprozess. Unmutierte WT-
Gene werden hier simplifiziert in GroBbuchstaben (z.B. FASI!) und mutierte Gene in
Kleinbuchstaben unter Angabe der Mutation (z.B. fas2 K25, Punktmutation von Lysin
an Position zwei zu Serin) angegeben. Die komplette Deletion eines Gens wird durch
das Voranstellen von A gekennzeichnet (z.B. Afas!), wahrend partielle Deletionen unter
Angabe der deletierten Strukturelemente (Nummerierung nach (Jenni et al., 2007)) oder
Aminosiuren (Nummerierung 1-n beginnend mit N-Terminus) hinten angestellt sind (z.B.
fas2-Ax67/68, Deletion der «-Helices 67 und 68). Der Austausch von Genen, formal
durch vollstdndige Deletion eines Ursprungsgens bei gleichzeitiger Insertion eines neuen
Gens an diese Stelle, wird mit ,,::“ angezeigt (z.B. fas!::uptag-kanMX4-downtag, Austausch
von FAS1 gegen eine kanMX/-Kassette inklusive flankierender Bereiche (Wach et al.
(1994))). Genfusionen werden durch Bindestrich gekennzeichnet (z.B. fasl-a1, bzgl. des
codierten Proteins C-terminale Fusion der al-Helix an das FASI-codierte Protein). Die
jeweilig codierten Proteine werden, falls nicht mit einem Trivialnamen benannt, unter
ihrem Gennamen mit angefiigtem, kleinem “p*“ gefiihrt (z.B. Faslp fur die FAS1-codierte
-Kette der ScFAS).
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