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Abb. 2.22: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von FloA-Dominen mit verschiedenen Subdoméinen
auf der Zelloberfliche von 8. cerevisiae. Der Leervektor, sowie der Vektor ohne FloA-Doméine (FloA-A),
dienten fiir die anschlieBenden in vivo-Tests jeweils als Negativkontrolle. Da der Leervektor kein HA-Taq
enthdlt wurde hier keine Fluoreszenz erwartet. Fiir die Referenzdominen FlolAs y7sp, Fl05Asi2780/5288¢, Und
Flo9Ag)s5., sowie fiir alle zu testenden FloA-Doménen konnte deren Anwesenheit in der Zellwand nachgewiesen
werden. Zusitzlich ist der Subdoménentyp, welcher in der jeweiligen FloA-Doméne enthalten ist, angegeben.
Der Groflenstandard gibt 3 um an.
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2.4.3.4 Messung des Flokkulationsvermogens reprisentativer FloA-Domiinen eines
Subdoménentyps

Die Messung der Zell-Zell Adhdsion erfolgte so, wie sie bereits in Abschnitt 2.1.2
beschrieben ist. Der Flokkulationstest wurde zweimal an jeweils verschiedenen Tagen
durchgefiihrt. Die angegebenen Flokkulationsraten stellen fiir die Tests mit FlolA- und
Flo9A-Doménen den Mittelwert aus mindestens sechs einzelnen Messwerten, und fiir die
FloSA-Doménen den Mittelwert aus mindestens fiinf einzelnen Messwerten dar. Dazu sind

die jeweiligen Standardabweichungen angegeben.

Von den getesteten Flol A-Doménen konnte fiir die Doménen welche aus klinischen Isolaten

stammten Flokkulation nachgewiesen werden (Abb. 2.23). Dariiber hinaus konnte die
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S. cerevisiae Stamme

Abb. 2.23: Flokkulationstest zur Uberpriifung der Zell-Zell Adhision verschiedener FlolA-Doménen. Das
Flokkulationsverhalten von Flo1 Ay, gleicht dem der Referenzdoméne Flo1Ag,7g,. Flo1 Ay, weist dagegen eine
deutlich schwichere Zell-Zell Adhésion auf, welche bereits durch relativ geringe Konzentrationen an freier
Mannose inhibierbar ist. Fir die Domdnen FlolAw,7, FlolAw, s und FlolAg, konnte keine Flokkulation
nachgewiesen werden. Fiir jede Doméne ist zusétzlich der jeweilige Subdoménentyp angegeben.
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Zell-Zell Adhésion dieser beiden FlolA-Domidnen durch Zugabe von Mannose inhibiert
werden. Die Flol Axpp-Doméne verhielt sich von ihrer Flokkulationsrate und ithrer Mannose-
Inhibierbarkeit her nahezu gleich zur Referenzdoméne Flo1Ay;,7s,. Da beide FloA-Doménen
die gleiche Subdoméne enthalten, und sich dariiber hinaus in ihrer PA14-Domaéne an nur zwei
Aminosdurepositionen voneinander unterscheiden (Abb. 2.21a+b), wurde ein &hnliches
Flokkulationsverhalten zwischen beiden erwartet. Die Zell-Zell Adhdsion von Flol Ay fiel
dagegen deutlich schwécher aus und konnte bereits durch Zugabe von 0,2 M Mannose
vollstindig inhibiert werden. Flo1 Akjs weicht insgesamt sequentiell von der Referenzdoméne
Flo1Azs278, ab, wovon u.a. auch die an der Bindung von Mannobiose beteiligten Aminoséuren
an den Positionen 117 und 227 betroffen sind (Abb. 2.21a+b). In Flol1 Aky4 befindet sich an
diesen Positionen ein Prolin, bzw. ein Alanin, statt wie in Flol Asiz7g, €in Glutamin und ein
Serin. Da fiir Flol Axis dennoch Flokkulation nachgewiesen werden konnte bestétigt dies, wie
schon in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, dass die an der Bindung von Mannobiose beteiligten
Aminosduren teilweise variabel sind. Die Doménen FlolAwni7, FlolAwns und FlolAg,
wiesen keine Flokkulation auf. Zwar sind alle der fiir die Bindung von Mannobiose kritischen
Aminosduren identisch mit FlolAgx27s,, ansonsten gibt es jedoch Unterschiede sowohl
innerhalb der Subdoméne als auch in der PA14-Doméne (Abb. 2.21a+b). Somit konnten,
hinsichtlich der Zell-Zell Adhédsion, mit Hilfe verschiedener Flol A-Doménen funktionale und
nicht-funktionale PA14/Subdoménen-Kombinationen nachgewiesen, und die teilweise

Variabilitit der an der Ligandenbindung beteiligten Aminosduren nochmals bestétigt werden.

Von den getesteten FloSA-Doménen konnten die Doménen FloSAwn4, FloSAkp und
Flo5Ak;; am stirksten Zell-Zell Adhésion vermitteln (Abb. 2.24). Dabei fiel jedoch auf, dass
die Dominen FloSAws,14 und FloSAkp, sequentiell zwar identisch sind, sich aber sowohl in
ihren maximalen Flokkulationsraten als auch in ihrem Inhibitionsverhalten gegeniiber
Mannose voneinander unterscheiden was vermutlich darauf zuriickzufiihren ist, dass wahrend
des Tests die Komplexierung des Ca®’-Ions durch EDTA bei beiden FloA-Dominen
unterschiedlich effektiv verlaufen ist. Dies ist anhand der Vergleichsmessung ohne
anschlieBende Zugabe von CaCl, zu sehen. Hinsichtlich der Subdoméne unterscheiden sich
die Flokkulations-vermittelnden Doménen Flo5Asi278b/s288¢c, FloSAwniake und Flo5Axss
jeweils voneinander, was auch fiir die PA14-Doméne zutrifft, wodurch funktionale
Unterschiede nicht allein auf die Subdomine zuriickgefiihrt werden konnen (Abb. 2.21,
Abb. 2.24). Dies zeigt auch der Vergleich von FloSAwnaxiz zu FloSAp;. Diese enthalten

jeweils die gleiche Subdoméne, jedoch unterscheidet sich Flo5Ap.,, welches keine
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Flokkulation vermitteln konnte, an vier Aminosadurepositionen von Flo5Awn4/kp. Dies betrifft

jedoch nicht die fiir die Mannobiosebindung kritischen Aminoséuren (Abb. 2.21a+b).
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S. cerevisiae Stamme

Abb. 2.24: Flokkulationstest zur Uberpriifung der Zell-Zell Adhision verschiedener Flo5A-Domiinen. Von
allen getesteten FloSA-Doménen wies Flo5Aw,4 nach der Referenzdomine FloSAgiy7gps28sc die hochste
Flokkulationsrate auf. Diese konnte mit zunchmender Konzentration an freier Mannose inhibiert werden.
Flo5Akp, und FloSAgp; erreichten anndhernd die gleiche Flokkulationsrate. Flo5SAg, war jedoch deutlich
empfindlicher gegeniiber Mannose als FloSAgp;, dessen Flokkulation erst durch ansteigende Mannose-
Konzentrationen abnahm. Die Doménen Flo5Aw,;s, FloSAk1, Flo5Ag; und Flo5Ap,,, konnten keine Zell-Zell
Adhésion vermitteln. Fiir jede Doméne ist zusétzlich der jeweilige Subdoménentyp angegeben.

Dadurch wird neben der Art der Subdoméne, wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, nochmals
der Einfluss der vorhandenen PAl4-Domine auf die Funktion der FloA-Doméne
hervorgehoben, was seinerseits bereits in Abschnitt 2.1.2 deutlich wurde. Fiir die Doménen
Flo5Awnis, FloSAki1, und Flo5Ag; konnte ebenfalls keine Flokkulation nachgewiesen
werden. Dadurch ergaben sich letztendlich hinsichtlich der Zell-Zell Adhésion weitere

funktionale und nicht-funktionale PA14/Subdominen-Kombinationen.

Von den Flo9A-Domidnen wurden drei Dominen getestet, welche jeweils in einem

S. cerevisiae-Stamm aus der Weinindustrie, der Brauerei-Industrie, und in einem klinischen
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Isolat gefunden wurden. Die Proteinsequenzen der Doménen unterscheiden sich sowohl
innerhalb ihrer PA14-Doméne als auch in ihrer Subdoméne voneinander, jedoch nur
geringfiigig (Abb. 2.21a+b). Im Gegensatz dazu gibt es gréere Sequenzabweichungen zur
Referenzdomédne Flo9Agyss, welche auch die an der Ligandenbindung beteiligten
Aminosduren an den Positionen 117 und 227 betreffen. Wéhrend die zu testenden Flo9A-
Doménen an diesen Positionen, wie auch Flo5Asi27sp/s288c, €in Glutamin und ein Serin
enthalten, sind dies bei Flo9Ag,gsc ein Prolin und ein Alanin. Trotzdem wies Flo9Agygs. die

hochste Flokkulationsrate auf (Abb. 2.25).
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Abb. 2.25: Flokkulationstest zur Uberpriifung der Zell-Zell Adhision verschiedener Flo9A-Dominen.
Obwohl alle drei der getesteten Flo9A-Doménen aus S. cerevisiae-Stimmen von unterschiedlicher Herkunft
stammten, wurde fiir diese eine etwa gleich starke Flokkulationsrate gemessen. Auch das Inhibitionsverhalten
gegeniiber freier Mannose war bei diesen Dominen vergleichbar und gemessen an der Referenzdomine
Flo9Ag,ss. eher schwach ausgeprigt. Fiir jede Doméne ist zusdtzlich der jeweilige Subdoménentyp angegeben.

Die Flokkulationsraten von F1o9Awnzo, FlIo9Ag;1, und Flo9Ak, waren dagegen niedriger, aber
etwa gleich stark. Auch das Inhibitionsverhalten gegeniiber freier Mannose war zwischen
diesen Doménen vergleichbar. Dabei war die Mannose-Sensitivitidt von Flo9Awnzo, Flo9Ag,

und Flo9Ak, aber weniger stark ausgeprégt als im Vergleich zur Referenzdoméane Flo9Ag;ss..
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Basierend auf diesen Ergebnissen mit verschiedenen Flo9A-Doménen konnte nochmal sehr
deutlich gezeigt werden, dass die an der Ligandenbindung beteiligten Aminosduren variabel
sind, und dass die letztendliche Adhidsionsstirke auch abhéngig ist von der Art der FloA-
Domine insgesamt. Dabei reichen relativ wenige Abweichungen in der Aminosduresequenz
aus um funktionale Unterschiede zu erreichen, was der Vergleich zwischen der
Referenzdomine Flo9Agss. und den Flo9Awno-, Flo9Ag-,und Flo9Ak;,-Dominen zeigt

(Abb. 2.25, Abb. 2.21a+b).

Nachdem von dem S. cerevisiae-Stamm KI2 alle drei FloA-Doménen, FlolA, Flo5SA, und
Flo9A, auf ihre Zell-Zell Adhidsion hin iiberpriift werden konnten war es moglich, einen
Vergleich zu den Ergebnissen der Laborstimme X1278b und S288c herzustellen. In Abb. 2.26
wurden die Flokkulationsraten der Flol Akpp-, Flo5Akp-, und Flo9Akpp-Doménen fiir diesen

Stamm nochmal zusammengefasst.
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Abb. 2.26: Vergleich zwischen den Flokkulationsraten von FlolA, Flo5SA, und Flo9A aus dem
8. cerevisiae-Stamm KI2. In diesem Stamm konnte fiir Flo1 A die hochste Flokkulationsrate von 69 % gemessen
werden. Flo5SA und Flo9A erreichten mit 43 %, bzw. 44 %, eine gleiche starke Zell-Zell Adhésionsrate. FloSA
erwies sich dabei jedoch als deutlich empfindlicher gegeniiber der Inhibition durch freie Mannose. Fiir jede
Doméne ist zusétzlich der jeweilige Subdoménentyp angegeben.
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Dabei wurde deutlich, dass nicht die Flo5SA-Domiéne, wie dies bei den Laborstimmen der Fall
war (Abb. 2.3), die hochste Flokkulationsrate aufwies, sondern Flo1Aky,. Dariiber hinaus war
die schwichste Flokkulationsrate bei den Laborstdimmen fiir die Flo9A-Doménen gemessen
worden. Flo9Ak;, weist dagegen eine vergleichbar starke Zell-Zell Adhédsion wie Flo5SAkp,

auf.

2.4.3.5 Messung der Agar-Adhision repriasentativer FloA-Doménen eines
Subdoménentyps

Zusétzlich zur Messung ihres Zell-Zell Adhédsionsvermdgens wurden die verschiedenen FloA-
Doménen in einem Agar-Adhésionstest auf ihre Adhdsion an eine zellfremde Oberfldche hin
iiberpriift. Dabei dienten der Leervektor und der Vektor ohne FloA-Doméne (FloA-A), wie
schon beim Flokkulationstest, als Negativkontrollen. Da fiir die Flol1A-Domine aus dem
Laborstamm X1278b bereits bekannt war, dass sie Agar-Adhésion vermitteln kann, wurde
diese als Positivkontrolle verwendet. Die Inkubationszeit wurde bei diesen Tests im Vergleich
zu denen in Abschnitt 2.1.3 und 2.2.3 verkiirzt, um besser zwischen stark und schwach
adhérierenden Doménen unterscheiden zu konnen. Die Plasmid-tragenden S. cerevisiae-
Stimme wurden groBflichig auf YEPD Agar-Medium ausgestrichen und die Platten
anschlieBend fiir 1 Tag bei 30 °C, und fiir 3 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Danach

wurden diese mit 4H,O gewaschen und getrocknet.

Von den getesteten Flol A-Doméinen konnten, neben der Referenzdoméne Flo1Ay,7g fiir die
bereits eine schwache Adhidsion an Agar nachgewiesen worden war (Abschnitt 2.1.3), auch
FlolAkp, FlolAku, FlolAwns, und FlolAg,; Agar-Adhidsion vermitteln (Abb. 2.27a). Bei
Flo1Akp, Flol Ak, und FlolAg,; erwies sich diese zudem als deutlich stirker im Vergleich
zur Referenzdomine und FlolAwys. Fiir Flol Awn7 konnte in diesem Test keine Adhéision
nachgewiesen werden. Somit konnte ein Grof3teil der getesteten Flol A-Doménen Agar-

Adhésion vermitteln.
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a) b)
YEPD-Medium YEPD-Medium
nach 4 Tagen nach 4 Tagen
Flo A-Doméne vorher nachher Flo A-Doméne vorher nachher

:
-

Leervektor Leervektor
Flo A Flo A
Flo11As 1278

FI05A;12780/s288¢
-Typ 2
Flo5A .14 - Typ 19

Flo1As 1278, - Typ 2
FIO1AWn17 = Typ 13
Flo5Ap, - Typ 19

FIO1AK|2 - Typ 2 F|05A3r3 - Typ 21

Flo1A. - Typ 7 Flo5Ay - Typ 19

Flo1Ays - Typ 3 FloSAyns - Typ 14

Flo1Ag, - Typ 13 Flo5A,; - Typ 9

F|05AK|11 = Typ 6

Abb. 2.27: Agar-Adhisionstest zur Uberpriifung der Adhiision an eine zellfremde Oberfliche, welche
durch verschiedene FlolA- und FloSA-Domiinen vermittelt wird. (a) Von allen getesteten Flol A-Doménen
konnten, bis auf Flol Ay,i7, neben der Positivkontrolle Flo11As 575, und der Referenzdoméne Flo1 Ay, alle
Doménen an Agar binden. (b) Dagegen konnte keine der getesteten FloSA-Domidnen Adhdsion an Agar
vermitteln.

Fiir die verschiedenen FloSA-Dominen ergab der Agar-Adhidsionstest, wie schon fiir die
Flo5As 278b/s288c-Referenzdoméne, dass keine der Doménen an Agar adhérieren kann
(Abb. 2.27b). Im Gegensatz dazu wiesen alle drei der getesteten Flo9A-Doménen Agar-
Adhision auf (Abb. 2.28). Lediglich die Referenzdoméne Flo9Ag;ss. konnte nach 4 Tagen
Inkubationszeit nicht an Agar adhérieren, was aber anhand vorheriger Ergebnisse erwartet

worden war (Abschnitt 2.1.3).
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YEPD-Medium

nach 4 Tagen

Flo A-Domane vorher nachher

Leervektor

Flo A-a

Flo9Agyes. - TYP 5

F|09AK|2 - Typ 13

FIOQAWn20 - Typ 12

FIo9As,, - Typ 18

Abb. 2.28: Agar-Adhisionstest zur Uberpriifung der Adhision an eine zellfremde Oberfliche, welche
durch verschiedene Flo9A-Domiinen vermittelt wird. Im Gegensatz zur Referenzdoméne Flo9Agygs. konnten
alle drei der getesteten Flo9A-Domédnen an Agar adhdrieren. Trotz der unterschiedlichen Herkunft der
S. cerevisiae-Staimme aus welchen die Doménen stammten, erwies sich die Agar-Adhésion aller Flo9A-
Doménen als anndhernd gleich stark.

82



Diskussion

3. Diskussion

3.1 Funktionale Variabilitit der PA14-artigen Flo-Adhisionsdoménen aus
den Laborstimmen X1278b und S288c¢

3.1.1 Flokkulation

Nachdem in der Arbeit von Veelders et al. (2010) die Adhésionsdoméine von Flo5 und ihre
adhésiven Eigenschaften bereits eingehend charakterisiert worden war, fand in dieser Arbeit
erstmals ein direkter Vergleich aller PAl4-artigen Flo-Adhdsionsdomédnen aus den
S. cerevisiae-Laborstimmen X1278b und S288c statt. Dieser Vergleich beinhaltete die
Expression der jeweiligen FloA-Doménen mit Hilfe eines ansonsten einheitlichen, auf FLO!I1
basierenden Vektors. Die nachfolgenden Messungen der Zell-Zell und der Zell-Oberflichen
Adhédsion mit Hilfe eines Flokkulations- und Agar-Adhésionstests ergaben ein sehr
unterschiedliches Bild, was die Adhédsionseigenschaften der einzelnen FloA-Doménen

anbelangt.

Bei der Zell-Zell Adhision erwiesen sich Flo5As 278u/5088¢, Flol1 Agogse und Flol Asia7sp als die
Doméinen mit den hochsten Flokkulationsraten von 88 %, 79 %, und 69 % (Abb. 2.3). Alle

drei enthalten jeweils identische Subdoménen (Abb. 3.1). Die dazugehorigen PA14-Doménen

Subdomiine
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Abb. 3.1: Vergleich der FloA-Proteinsequenzen. Die Subdoméne ist blau, und die an der Bindung von a-1,2-
Mannobiose beteiligten Aminosduren sind schwarz umrandet. Dariiber hinaus ist die Position der Ligand-
bindenden Aminosduren im Gesamt-Protein am Beispiel von Flo5A angegeben.
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unterscheiden sich dagegen stellenweise in ihrer Proteinsequenz voneinander. Dabei betrifft
aber keine der Sequenzabweichungen die fiir die Ligandenbindung entscheidenden
Aminosduren Q98, QI117, S227 oder das DcisD-Motiv. Demnach sind die funktionalen
Unterschiede in der restlichen PA14-Domine festgelegt. Die beiden Flo9A-Dominen
unterscheiden sich dagegen in ihrem Flokkulationsverhalten voneinander. Dabei konnte
Flo9Agygs. eine schwache Flokkulation vermitteln, wihrend fiir Flo9As 275, bel diesem Test
keine Adhésion nachgewiesen werden konnte (Abb. 2.3). Es bleibt aber bislang unklar, auf
welche sequentiellen Unterschiede dies zurlickzufiihren zu. Bei beiden Doménen befindet sich
an Position 117 anstatt eines Glutamins ein Prolin oder Lysin. Bei Flo9Ag,gs. befindet sich
zudem an Position 227 anstelle einer Serin eine Alanin-Seitenkette. Da die Doméine dennoch
funktional ist deutet dies auf eine erhohte Variabilitits-Toleranz an den Positionen 117 und
227 innerhalb der PAl4-artigen Flo-Adhédsionsdomdnen hin (sieche auch Abschnitt 3.3.4).
Beim Vergleich der Flo9A-Doménen zu der Flo5SA- und den Flol A-Doménen fillt jedoch auf,
dass die Subdomine von Flo9Ag,ss. eine deutlich hohere Ahnlichkeit zu den FlolA und
Flo5A Subdominen aufweist als Flo9Ay 278y (Abb. 3.1).

Flo10A weicht in seiner Primirstruktur, insbesondere aufgrund der deutlich lingeren und
sequenziell stark abweichenden Subdoméne, von den FlolA-, Flo5SA-, und Flo9A-Doménen
ab. Dennoch sind alle der in Flo5A an der Ligandenbindung beteiligten Aminosduren auch in
Flo10A vorhanden, mit Ausnahme von Q98 (Abb. 3.1). Stattdessen befindet sich in Flol10A
an dieser Position eine Aspartat-Seitenkette, welche entweder zur Ligandenbindung beitragt
oder die Bindung findet, bedingt durch die Flo10A Subdoméanen-Konformation, mit Hilfe des
nahe gelegenen Q108 statt. Trotz des Vorhandenseins der meisten flir die Ligandenbindung
kritischen Aminoséduren, ist die Flokkulationsrate welche durch Flol10A vermittelt wird nur
etwa halb so hoch wie die von Flo5SA (Abb. 2.3). Dies legt die Vermutung nahe, dass es sich
aufgrund der sehr individuellen Flol0A-Subdomidne um verdnderte sterische und
biochemische Wechselwirkungsmdéglichkeiten zwischen Adhésionsdomidne und Ligand
handelt. Dem widerspricht zunichst die strukturell nachgewiesene Bindung von D-Mannose
durch Flo10A, welche in Abb. 3.2 nochmal vergleichend mit FloSA dargestellt ist. Hier
konnte fiir die Bindung zwischen dem DcisD-Motiv und D-Mannose gezeigt werden, dass
sich die Abstidnde zwischen Protein und Ligand bei beiden kaum voneinander unterscheiden.
Da in der Struktur von Flo10A jedoch nur der Beginn und das Ende der Subdoméne zu sehen
sind konnte bisher nicht gezeigt werden, welche weiteren Aminosdure-Seitenketten

tatsdchlich an der Bindung von D-Mannose beteiligt sind, oder der Abstand zwischen beiden
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d %
b) | FlesA S

Abb. 3.2: Bindung von D-Mannose durch Flo10A und FloSA. (a) Bindung von D-Mannose durch das DcisD-
Motiv von Flo10A. (b) Bindung von D-Mannose durch das DcisD-Motiv von Flo5A. Bei beiden Abbildungen
sind die Abstinde zwischen den Aminosiure-Seitenketten und dem Liganden in Angstrom angegeben. Diese
unterscheiden sich in beiden Protein-Ligand-Komplexen nur geringfiigig voneinander (FloSA PDB-ID 2XJP aus
Veelders et al., 2010).

bestimmt werden. Zudem konnten Unterschiede in der Bindungs-Entropie zwischen beiden
Adhisin-Ligand-Komplexen, in diesem Zusammenhang Unterschiede in der Wasserstruktur,
ein Grund fiir die schwichere Ligandenbindung durch Flo10A sein. Der Grund warum nicht
die vollstindige Struktur der Flol10A-Doméne gelost werden konnte besteht moglicherweise
in einer allgemein hohen Beweglichkeit der Flol0A-Subdomine. Dariiber hinaus befinden
sich in dem bisher nicht-sichtbaren Bereich der Subdomine drei weitere Cystein-Seitenketten,
was theoretisch die Ausbildung von zwei alternativen Disulfidbriicken ermdglichen wiirde.
Dadurch konnte es zu alternierenden Subdoménen-Konformationen der im Kristall

vorhandenen Flo10A-Dominen kommen.

3.1.2 Agar-Adhision

Wihrend Flo10A im Flokkulationstest nur eine vergleichsweise schwache Zell-Zell Adhésion
vermitteln konnte, wies es im Agar-Adhésionstest von allen getesteten PAl4-artigen Flo-
Adhésionsdoménen die stirkste Adhdsion auf (Abb. 2.4). Auch Flol1Ag;27s, konnte nach 6
Tagen Inkubationszeit schwach an Agar adhidrieren. Im Gegensatz dazu konnte fiir die
Dominen FlolAsgpsse, FI09Asx1278 und Flo9Agyss. erst nach 10 Tagen Inkubationszeit eine
ebenfalls schwache Agar-Adhésion nachgewiesen werden, bzw. konnte fiir Flo5SA auch nach
diesem Zeitraum keine Agar-adhdsiven Eigenschaften beobachtet werden. Der Mechanismus
welcher der Agar-Adhésion zugrundeliegt ist bislang unklar. Bei der durch Flo11 vermittelten
Agar- und Plastik-Adhdsion wurde bisher vermutet, dass es sich dabei um hydrophobe
Wechselwirkungen handelt, da dessen Expression nachweislich die Hydrophobizitit der

Zelloberflache erhoht (Reynolds and Fink, 2001). Der gleiche Effekt wurde auch fiir die
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anderen Flo-Proteine nachgewiesen (Van Mulders et al., 2009). Bei Flo10 sprechen die
Ergebnisse dieser Arbeit jedoch eher fiir die Bindung eines oder mehrerer Liganden, da u.a.
gezeigt werden konnte, dass fiir die durch Flol0A vermittelte Agar-Adhdsion eine
vollstindige FloA-Doméne, bestehend aus einer PA14-Domédne und einer Subdoméne,
benétigt wird (Abb. 2.8). Dabei ist es zwar ausreichend wenn nur eine der beiden
Komponenten aus Flo10A stammt, es wurde jedoch ein groBerer Einfluss der Flol0A PA14-
Domine beobachtet. Die PA14-Doméne von Flo10A ist alleine nicht in der Lage an Agar zu
adhérieren, wie es bei einer hydrophoben Wechselwirkung zu erwarten gewesen wire
(Abb. 2.8). Da Agar hauptsidchlich aus Galaktose besteht wurde diese zundchst als moglicher
Ligand vermutet. In vitro Messungen mit aus E. coli aufgereinigten FloA-Doméinen ergaben,
dass Flol10A in der Lage ist Galaktose zu binden (Tab. 2.6). Dies konnte jedoch fiir die
chimire Flol0A>P-Domine nicht nachgewiesen werden, obwohl diese an Agar adhirieren
kann (Abb. 2.8), wonach bei dieser Form der Adhésion ein anderer Ligand als Galaktose

gebunden wird.

Bei einem Vergleich aller verfiigbarer FloA-Proteinstrukturen welche in dieser Arbeit
verwendet wurden stellte sich heraus, dass diese innerhalb der PA14-Doméne weitestgehend
eine einheitliche Konformation einnehmen. Deutliche Unterschiede ergaben sich dagegen in

einer Schleife in unmittelbarer Ndhe der primédren Bindetasche (Abb. 3.3, Abb. 2.11).

y F105A

Flo10A

Abb. 3.3: Strukturvergleich der FlolAg;ss:~, FloSAxia7ghs288c-s Und Flo10Ay7g1s288.-Doménen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass deren PA14-Doménen grofitenteils eine identische Konformation einnehmen. Eine
Ausnahme besteht in einer Schleife nahe der primédren Bindetasche, welche in an Agar-adhdrierenden FloA-
Doménen (FlolA und Flo10A) zur Bindetasche hin abgeflacht ist (FlolA PDB-ID 4LHN aus Goossens et al.,
2015; FloSA PDB-ID 2XIJS aus Veelders ef al., 2010; Flo10A diese Arbeit).
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Diese ist innerhalb der PA14-Doméne lokalisiert und in Flo1 Agygs. und Flo10As278b/5288¢ Zur
primédren Bindetasche hin abgeflacht. In Flo5Asx)7su/s28sc ist sie dagegen von der priméren
Bindetasche abgewandt. Nachdem FlolAgyssc und Flo10Asio7sp/s2ssc, aber nicht
Flo5As1278b/s288c an Agar adhérieren konnten, scheint eine Korrelation zwischen der
Konformation dieser Schleife zur Fahigkeit Agar-Adhésion vermitteln zu konnen zu bestehen

(siche auch Abschnitt 3.3.4.2).

Zusammengefasst konnte anhand der Ergebnisse mit FloA-Doménen aus den Laborstimmen
>1278b und S288c (I) der direkte Einfluss von Sequenzvariationen innerhalb der PA14-
Domine auf die Zell-Zell Adhdsion nachgewiesen werden, (II) festgestellt werden, dass die
an der Ligandenbindung beteiligten Aminosduren teilweise variabel bzw. hoch konserviert
sind und (IIT) dass bei der durch PA14-artige FloA-Doméinen vermittelten Agar-Adhésion die
Bindung eines Liganden wahrscheinlicher ist als dass es sich um hydrophobe
Wechselwirkungen handelt, wobei aber die Bindung von Galaktose als am naheliegendsten

Liganden gleichzeitig widerlegt werden konnte.

3.2 Die Funktion der PA14-artigen FloA-Domiinen ist abhéingig von der
Anwesenheit und Art der Subdoméne

3.2.1 Die Subdomine als funktionsvermittelnde Untereinheit der FloA-Doméinen

Nachdem der Flokkulationstest mit FloA-Doménen aus den Laborstimmen X1278b und
S288c unter anderem zu der Erkenntnis fithrte, dass trotz identischer Subdomine sich die
Adhiésionsstarken von  FlolAsiz7s, FlolAgygse und  Flo5Asio7sysosse  voneinander
unterscheiden und dies demnach auf Sequenzvariabilitdten innerhalb der jeweiligen PA14-
Dominen zuriickzufiihren ist, sollte umgekehrt der Einfluss der Subdoméne auf die
Funktionalitidt der Adhdsionsdomine ermittelt werden. Daher wurden in der vorliegenden
Arbeit die Subdoménen zwischen Flo5SA und Flo10A gegenseitig ausgetauscht, da sich diese
stark in ihrer Lange und Sequenz voneinander unterscheiden (Abb. 3.1). Zudem wiesen beide
FloA-Dominen bei der Zell-Zell- und Agar-Adhidsion sehr unterschiedliche Eigenschaften
auf. Zusédtzlich wurden von beiden Doménen Konstrukte hergestellt, in denen jeweils die
Subdomine durch eine G4S-Briicke ersetzt worden war, welche aufgrund ihrer Flexibilitdt
dennoch die natiirliche Konformation der PA14-Doménen erhalten sollte (Abb. 2.5). Die

Ergebnisse welche anschliefend im Flokkulations- und Agar-Adhésionstest erzielt wurden
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weisen darauf hin, dass die Subdoméne in vivo ein notwendiger Bestandteil der PA14-artigen
FloA-Dominen ist, ohne die keine Funktion vermittelt werden kann (Abb. 2.7 und 2.8).
Dartiber hinaus kann ein Grofteil der adhédsiven Eigenschaften, zumindest bei der Zell-Zell
Adhiésion, mit Hilfe der Subdomaine auf eine chimire Adhdsionsdoméne {ibertragen werden.
Allerdings konnten die chimdren Adhésionsdoménen bei der Zell-Zell Adhidsion nicht die
Adhésionsstiarke erreichen wie die FloA-Domédnen aus denen die jeweilige Subdomine
stammte (Abb. 2.7). Demnach handelt es sich bei der FloSA- und Flol10A-Doméne um
Adhésionsdoménen, welche strukturell ideal auf ihre Funktion hin aufgebaut sind. Die PA14-
Doméne stellt dabei mehr als eine Tragerdomine fiir die Subdoméne dar. Vielmehr scheint
das in vivo beobachtete Adhésionsverhalten das Resultat des Zusammenwirkens zwischen
Subdoméne und PAI14-Domine zu sein. Dies zeigte sich beispielsweise beim Agar-

AIOSD und

Adhésionstest, bei dem zwar die beiden chimdren Adhéisionsdoménen, Flo5
Flo10A*P, Adhision vermitteln konnten, diese jedoch fiir Flo10A*SP etwas stirker ausfiel
(Abb. 2.8). Beim strukturellen Vergleich der Flo10A*?-Domine mit Flo5A und Flo10A fiel
auf, dass die bereits in Abschnitt 3.1.2 beschriebene Schleife welche mit Agar-Adhésion in
Verbindung gebracht wird, in der chimiren Flol0A’*P-Domine groBtenteils die gleiche

Konformation einnimmt wie die in Flo5A (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Struktureller Vergleich der chimiiren Flo10A*"-Domiine mit FloSA und Flo10A. Dabei zeigte
sich, dass die Struktur der PA14-Doméne in der chimiren Doméne, welche aus Flo10A stammt, der von Flo5A
angeglichen wurde aber nicht vollstindig mit ihr iibereinstimmt. Diese Verdnderung wird auf die Subdoméne
zuriickgefiihrt. Demnach stellen die PA14-Domédne und die Subdoméne zusammen eine eher dynamische
Struktur dar, als dass die PA14-Doméne als reine Tridgerdoméne fiir die Subdoméne dient (FloSA PDB-ID 2XJS
aus Veelders ef al., 2010, Flo10A und Flo10A*® diese Arbeit).
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Demnach wurde die Struktur der PA14-Doméne, welche aus Flol10A stammt, der neuen
Subdomine aus Flo5A angeglichen, wobei sie aber nicht vollstindig mit der aus FloSA
iibereinstimmt. Daher handelt es sich bei den PAl4-artigen FloA-Doménen insgesamt um
dynamische Strukturen, deren Konformation und Funktion aber groBtenteils durch die

Subdoméne vorgegeben wird.

Der groBe Einfluss der Subdomine auf die Funktion der FloA-Domine ist insofern
iiberraschend, als dass beispielsweise die EpaA-Dominen, sowie LgFlolA, keine
ausgepragten Subdominen enthalten, sondern mehr oder weniger ausgedehnte Schleifen
(Abb. 1.9a). Allerdings weisen diese Domédnen auch ihr eigenes und, im Vergleich zu Flo5A,
ausgedehnteres Ligandenspektrum auf (Veelders et al., 2010; Maestre-Reyna et al., 2012; Sim
et al., 2013; Doktorarbeit Rike Diderrich). Dies legt die Vermutung nahe, dass je offener die
Proteinstruktur an der Liganden-Bindungsstelle ist, dies potentiell die Bindung von mehr
Saccharid-Liganden ermdoglicht. Eine eher geschlossene Struktur, wie die Bindetasche von
Flo5A, schrinkt dagegen die Zahl der Liganden ein und sorgt so fiir dessen Spezifitit. Dies
konnte am Beispiel von FloSA durch in vitro Messungen bestdtigt werden, welche im

nachfolgenden Abschnitt diskutiert werden.

3.2.2 Die PAl4-artigen FloA-Dominen stellen eine optimierte Version fiir ihre in vivo
Funktion dar

Die Ergebnisse aus den in vivo Messungen sollten in vitro bestétigt werden, indem die genaue
Bindungsaffinitit von aus E. coli aufgereinigten FloA-Domidnen gegeniiber ausgewéhlten
Saccharid-Liganden mit Hilfe von Fluoreszenz-Spektroskopie bestimmt wurde. Nachdem die
aus diesen Messungen resultierenden Dissoziationskonstanten aber nicht immer mit den
Ergebnissen aus den in vivo Tests ilibereinstimmten wirft dies die Vermutung auf, dass die
Bindungsstirke zwischen dem Protein und dem terminalen Saccharid eines Oligosaccharids
nur einen Teil der Gesamt-Bindungsstirke ausmachen. Dariiber hinaus scheinen weitere
biochemische und sterische Wechselwirkungsmoglichkeiten flir die in vivo gemessene
Affinitdtsstirke entscheidend zu sein. Beispielsweise konnte anhand der gewonnenen Werte
festgestellt werden, dass Flo10A*® im Vergleich zur Flo5A-Doméne in vitro eine etwa 40-
fach hohere Affinitit zu D-Mannose und a-1,2-Mannobiose aufweist (Tab. 2.6, Abb. 2.10).
Interessanterweise konnte die erhohte Liganden-Affinitit von Flol10A™P im Flokkulationstest

aber nur anhand der Inhibition durch D-Mannose beobachtet werden. Die maximale
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Flokkulationsrate von Flo10A™" war dagegen etwas niedriger als die von Flo5A (Abb. 2.7).
Durch Kristallisation von Flo10A®S® zusammen mit D-Mannose und o-1,2-Mannobiose
konnten von den Abstinden zwischen Protein und Ligand her jedoch keine grof3en

Unterschiede zu Flo5A nachgewiesen werden (Abb. 3.5).

58D
%+ D-Mannose

Abb. 3.5: Bindung der Liganden D-Mannose und a-1,2-Mannobiose durch Flo10A®" und Flo5A. (a)
Bindung von D-Mannose durch Flo10A**". (b) Bindung von D-Mannose durch Flo5A. (c) Bindung von a-1,2-
Mannobiose durch Flol0A™P. (d) Bindung von a-1,2-Mannobiose durch Flo5A. Die Abstinde zwischen den
Aminosiure-Seitenketten und den Liganden sind in Angstrém angegeben (FloSA PDB-ID 2XJP und 2XJS aus
Veelders et al., 2010, Flo10A>” diese Arbeit).

Die Abstinde zwischen den Liganden und den fiir die Bindung verantwortlichen Aminosaure-
Seitenketten sind in beiden Doménen in etwa gleich. Diese teilweise gegensitzlichen
Ergebnisse konnten zum einen auf eine verdnderte Wasserstruktur innerhalb der priméren
Bindetasche von Flol0A**®, und damit auch auf eine unterschiedliche Bindungsenthropie,
zuriickzufiihren sein. Dariiber hinaus kénnte die Bindetasche von Flo10A>* keine optimalen
biochemische und/oder sterische Bindemoglichkeiten fiir Oligosaccharide in der Zellwand
benachbarter Zellen mehr bieten, wodurch die Flokkulationsrate im Vergleich zu Flo5A
reduziert ist. Dennoch ist sie so ausgeformt, dass ihre Spezifitit gegeniiber bestimmten
Sacchariden erhalten bleibt wie sich anhand der in vitro Messungen herausstellte, bei der
weder FloSA noch Flol0A®® D-Galaktose binden konnten (Tab.2.6). Ein weiteres

interessantes Ergebnis ist, dass die Adhisionsinhibition von Flol0A**® und Flo5A durch
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Zugabe von 0,8 M D-Glukose im Flokkulationstest etwa gleich stark ausfiel, obwohl
Flo10A™ in vitro im Vergleich zu Flo5A eine 4-fach hohere Affinitit zu Glukose aufwies
(Abb. 2.7, Tab. 2.6, Abb. 2.10). Moglicherweise ist der Unterschied in der Glukose-Affinitét
jedoch zu gering, um ihn in vivo nachweisen zu konnen. Insgesamt stellt sich die Frage,
warum die FloA-Dominen keine hohere Liganden-Bindungsstirke aufweisen, obwohl dies
anhand von Flo10A*>® nachweisbar moglich ist. Vermutlich wirkt sich aber eine zu hohe
Affinitatsstirke fiir die einzelne S. cerevsisiae-Zelle wiederum nachteilig aus wenn es
beispielsweise darum geht, von einer mehrzelligen (z. B. Flocken) wieder in eine unizelluldre

Form zu wechseln.

Beim Vergleich zwischen den Ergebnissen der in vivo und in vitro Messungen stellte sich
zusitzlich die Frage, ob das Fehlen der Protein-Glykosylierung bei den aufgereinigten FloA-
Domainen einen Einfluss auf die Ergebnisse der in vitro Messungen hat. Dagegen spricht aber,
dass beispielsweise die Differenz zwischen den Flokkulationsraten von FloSA und Flo10A
und den in vitro gemessenen Affinititen gegeniiber D-Mannose und o-1,2-Mannobiose
jeweils bereinstimmt. Sowohl die Flokkulationsrate als auch die entsprechenden
Dissoziationskonstanten von Flo10A sind etwa halb so hoch wie die von FloSA (Abb. 2.7,
Tab. 2.6, Abb. 2.10).

Nachdem im vorherigen Abschnitt 3.2.1 bereits die Bedeutung der Subdoméne fiir die in vivo
Funktion der PA14-artigen FloA-Doménen hervorgehoben wurde, sollte dies auch durch die
in vitro Messungen bestitigt werden. Dazu wurde die Ligandenaffinitdt der Subdoménen-
deletierten Flo5A“*°-Domine, welche in vivo keine adhisiven Eigenschaften aufwies, mit
Hilfe von Fluoreszenz-Spektroskopie gemessen. Uberraschenderweise stellte sich dabei
ALSD

heraus, dass die Flo5

Affinitidt binden kann wie Flo5A (Tab. 2.6, Abb. 2.10). Dariiber hinaus ist sie, wie auch

-Doméne nach wie vor alle gemessenen Liganden mit der gleichen

Flo10A, in der Lage Galaktose zu binden. Demnach wurde durch das Fehlen der Subdoméne
die Ligandenspezifitit der FloSA-Doméne aufgehoben. Nachdem sie dennoch in vivo keine
Adhision vermitteln kann scheint der Wegfall von Ligand-Bindestellen, beispielsweise von
Q98 und Q117 innerhalb der Subdoméine, sowie eventuell weiterer Seitenketten welche fiir
die Bindung von Oligosacchariden benotigt werden, die Funktion der FloSA-Doméne in vivo

aufzuheben.
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Zusammengefasst konnte anhand der erzielten Ergebnisse die Rolle der Subdoméne fiir die
adhdsiven Eigenschaften und die Ligandenspezifitit der PAl4-artigen FloA-Doménen
hervorgehoben werden, da (I) die PA14-Dominen von FloSA und Flol10A alleine in vivo
keine Adhasivitdt aufweisen, (I) die Flokkulationsrate der chimiren Flol0A>*°-Domine im
Vergleich zur urspriinglichen Flol0A-Domine deutlich héher ist und (II) die Flo5A*S"-

Domine im Gegensatz zur FloSA-Doméne Galaktose binden kann.

3.3 Die sequenzielle und funktionale Variabilitit der PAl4-artigen Flo-
Adhisionsdominen

3.3.1 Phylogenetische Analyse der Flo1A-, FloSA-, Flo9A-, und Flo10A-Doménen

Um einen Eindruck zu gewinnen, inwiefern sich die Ergebnisse welche anhand der PA14-
artigen FloA-Doménen aus den Laborstimmen X1278b und S288c erzielt wurden auf
Saccharomyces-Stamme aullerhalb des Labors {ibertragen lassen, wurden in dieser Arbeit aus
verschiedenen  Stdmmen die FLOIA-, FLO5A-, FLOY9A4-, und FLOI0A-Gensequenzen
isoliert. Die daraus resultierenden Proteinsequenzen wurden zundchst in einer
phylogenetischen Analyse einander verwandtschaftlich zugeordnet. Diese ergab unter
Beriicksichtigung der jeweiligen Signalsequenz eine klare Gruppierung der FloA-Doménen
nach ihrem Flo-Typ (Abb. 2.13). Wurden dagegen nur die FloA-Doménen miteinander
verglichen ergab dies eine eher mosaikartige Baumstruktur was darauf schlieBen lésst, dass
es, wie schon von Christiaens et al. (2010) angedeutet, innerhalb der FLOA-Doménen zu
Rekombinationsereignissen kommt (Abb. 2.14). Dies scheint zwischen den FLOIA-, FLO5A-,
und FLO9A4-Dominen in allen moglichen Kombinationen zu erfolgen, da einzelne Gruppen
dieser FloA-Doménen phylogenetisch nahe einander zugeordnet wurden. Eine Ausnahme
bildet Flo10A, welches eine fast vollstindig in sich geschlossene Gruppe darstellt. Es wurden
lediglich zwei Flo5A-Doménen isoliert, welche entfernt mit Flol0A verwandt sind

(Abb. 2.14).
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3.3.2 Die sequenzielle Variabilitit der Flo1A-, FloSA-, Flo9A-, und Flo10A-Doméinen

Nach der ersten phylogenetischen Analyse aller isolierter FloA-Dominen folgte ein
detaillierter, sequentieller Vergleich der Doménen nach ihrem FloA-Typ. Dabei ergab der
sequentielle Vergleich der FlolA- und Flo9A-Doménen eine etwa gleich hohe Variabilitit.
Bei beiden wurden drei Hauptgruppen identifiziert, deren Proteinsequenzen untereinander
nahezu vollstdandig identisch sind, sowie einzelne individuelle Doménen (Abb. 2.15 und 2.17).
Diese vereinzelt identifizierten Doménen stellen mdglicherweise Vertreter einer zusétzlich
vorhandenen Gruppe dar, welche anhand der begrenzten Anzahl an verwendeten
Saccharomyces-Stimmen  nicht  vollstindig  erfasst wurde. Die  vergleichbare
Sequenzvariabilitit der FlolA- und Flo9A-Dominen konnte auf die chromosomale
Lokalisation zurlickzufithren sein. Sowohl FLOI als auch FLO9 befinden sich auf
Chromosom I in etwa gleichem Abstand von 27 kb, bzw. 28 kb, vom Chromosomenende
entfernt. Beide Regionen enthalten nach Gerton et al. (2000) Rekombinations-Hotspots
(Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Einteilung der S. cerevisiae-Chromosome I, VIII, und XI in Bereiche mit hiiufigen und seltenen
Rekombinationsereignissen. Die roten Markierungen geben Abschnitte mit vielen (,,Hotspot®), die griinen
Markierungen solche mit seltenen (,,Coldspot”) Rekombinationsvorkommen an. Dariiber hinaus ist die
Lokalisation der FLOI-, FLOS5-, FLO9-, und FLOI10-Gene in den Subtelomeren-Bereichen der jeweiligen
Chromosomen durch eine schwarze Umrandung markiert (Aus Gerton et al., 2000).

Die hochste Sequenzvariabilitit wurde fiir die FloSA-Doménen nachgewiesen. Allein bei
diesen Dominen wurden sieben Hauptgruppen, sowie einzelne individuelle FloA-Doménen
identifiziert (Abb. 2.16). FLOS befindet sich im telomeren Bereich auf Chromosom VIII. Ob
die genomische Lokalisation in diesem Fall ebenfalls eine Rolle fir die
Rekombinationshaufigkeit spielt bleibt zunidchst unklar, da diese Region von Gerton et al.

weder als Rekombinations-Hotspot noch als Rekombinations-Coldspot charakterisiert wurde
(Abb. 3.6).
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FlolAkp, die stirkste Flokkulation auf, gefolgt von Flo5Akj;; und Flo9Agj,, welche etwa
gleich stark flokkulierten. Dabei sind in allen drei Doménen die fiir die Bindung von a-1,2-

Mannobiose benodtigten Aminosduren gleichermallen vorhanden (Abb. 2.21a+b, Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Zusammenfassung der in vivo Testergebnisse von FloA-Domiinen, welche aus Saccharomyces-
Stimmen von unterschiedlicher Herkunft isoliert wurden (iibernommen aus der Masterarbeit von Eva
Ackermann). Dariiber hinaus sind die vorhandenen Aminosduren an den Positionen 98, 117, und 227
angegeben, welche am Beispiel von FloSA direkt an der Bindung von dessen bevorzugten Liganden
a-1,2-Mannobiose beteiligt sind. Auch die Anwesenheit des DcisD-Motivs, welches zur Komplexierung eines
Ca*"-Ions in der primiren Bindetasche und zur Bindung des ersten Mannose-Restes benétigt wird, wurde

iberpriift. +++ = starke Adhésion, ++ = mittelstarke Adhésion, + = schwache Adhésion, - = keine Adhédsion
nachweisbar.
. Maximale AI{]iﬂOfﬁure-Seiten.ketfen
:l]")';ll‘r‘l‘;‘;‘e Zell-Zell | Agar-Adhiision fir Ligandenspezifitat
Adhision Q98 Q117 DeisD  $227

Flol Ay 1278 n n Q Q DD S
Flol Awnir 3 : Q Q DD S
Flol Awns . n Q Q DD S
Flo1Axp ++ ++ Q Q DD S
Flo1 Ak + ++ Q P DD A
Flol Apy, 3 T+ Q Q DD S
FloS Ay 12780/3288¢ +++ - Q Q DD S
FloSAwni4 + - Q Q DD S
Flo5Awn1s - - Q K DD S
Flo5Axn n : Q Q DD S
Flo5Axs n : Q Q DD S
Flo5Axi - - Q P DD A
Flo5Ag;3 - - N fehlt DD A
Flo5Apm 3 : Q Q DD S
Flo9Agssc ++ - Q P DD A
Fl09A wno n T Q Q DD S
Flo9Axn n T Q Q DD S
Flo9Ap, n T+ Q Q DD S
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Allerdings unterscheiden sich die Flo1 Akpp-, Flo5Ak;-, und die Flo9Agj,-Domine sowohl in
threr Subdoméne als auch in ihrer PA14-Doméne voneinander wodurch es anhand dieses
Beispiels schwierig ist, funktionale Unterschiede mit Unterschieden in den entsprechenden

Proteinsequenzen korrelieren zu kénnen.

Dagegen warfen zwei andere Beispiele, bei denen sich die Flokkulationsraten zwischen
einzelnen FloA-Doménen unterscheiden obwohl die Proteinsequenzen zum grofiten Teil
iibereinstimmen die Frage auf, ob es durch das verwendete Expressionssystem teilweise zu
Limitationen in der experimentellen Anwendung kommen konnte. In diesen beiden Féllen
wurden sequentielle Unterschiede insbesondere im N- und C-terminalen Bereich festgestellt

(Abb. 3.9 und 3.10).
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Abb. 3.9: Vergleich von verschiedenen FloA-Doméinen mit hoher Sequenziibereinstimmung, aber

unterschiedlichen Flokkulationsraten. Dabei betrug die Flokkulationsrate von FloSAy,14 52 %, von Flo5Ag,
43 %, und von Flo5Ap,; 9 %. Bei diesem Vergleich wurden die grofiten Unterschiede zwischen den beiden
Flokkulations-vermittelnden Doménen Flo5Aw,14 und Flo5Akp,, und der nicht-funktionalen Doméne Flo5Ap,q,
im C-terminalen Bereich der FloA-Doménen gefunden.

Da diese Bereiche am Ubergang von der FloA-Domine zur Flo11B-Domine lokalisiert sind
besteht die Moglichkeit, dass es zu ungilinstigen Wechselwirkungen zwischen der jeweiligen
FloA-Domine und der Flol1B-Doméne kommt, sodass beispielsweise die FloA-Doméne
»abknickt* und nicht optimal auerhalb der Zellwand prisentiert werden kann. Dagegen
spricht aber der erfolgreiche fluoreszenzmikroskopische Nachweis der FloA-Doménen in der

Zellwand von S. cerevisiae (Abb. 2.22).
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Flo14_Wn17 1 B0
Flo1A_Bri 1 80
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Flog4 M2 81
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240
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271
271
271

Floi1A_Wni17 241
Flo1A_Bri 241
Flog4 M2 241

Abb. 3.10: Vergleich von verschiedenen FloA-Domiénen mit hoher Sequenziibereinstimmung, aber
unterschiedlichen Flokkulationsraten. Dabei betrug die Flokkulationsrate von FlolAy,17 7 %, von FlolAg,
10 %, und von Flo9Ag;, 44 %. Bei diesem Vergleich wurden die groBten Unterschiede zwischen der
Flokkulations-vermittelnden Doméne Flo9Ak;, und den Doménen welche keine Flokkulation vermitteln,
Flo1 A7 und Flol1 Ag,; im N-terminalen Bereich der FloA-Doménen gefunden.

Insgesamt konnte mit Hilfe der FloA-Domédnen aus verschiedenen Saccharomyces-Stimmen
im Flokkulationstest gezeigt werden dass, wie schon anhand der FloA-Doménen aus den
Laborstimmen X1278b und S288c angedeutet (Abschnitt 3.1.1), die an der Bindung des
Liganden a-1,2-Mannobiose beteiligten Aminosduren teilweise variabel sind. Davon sind Q98
und das DcisD-Motiv invariabel, Serin (S) 227 gegeniiber Alanin (A), und Glutamin (Q) 117
gegeniiber Lysin (K) oder Prolin (P) variabel (Abb. 2.21a+b, Tab. 3.1). Dariiber hinaus
konnte gegeniiber den Laborstimmen in diesen erweiterten funktionalen Tests nachgewiesen
werden, dass die Art der genannten variablen Aminosduren nicht ausschlaggebend fiir die
Flokkulationsrate ist, da beispielsweise FlolAgu, FloSAki;, und Flo9Agyss. jeweils
unterschiedliche Flokkulationsraten aufweisen obwohl sie an den entsprechenden Positionen

die gleichen Aminosduren enthalten.

Als nichstes konnte am Beispiel der FlolA-, FloSA-, und Flo9A-Dominen aus dem
Saccharomyces-Stamm K12 gezeigt werden dass Flo5A, wie es in den Laborstdimmen £1278b
und S288c der Fall war, nicht in jedem Saccharomyces-Stamm das Flokkulin ist, welches am
stiarksten Zell-Zell Adhésion vermittelt (Abb. 2.26). Da eine Klassifizierung nach dem
Beispiel der FloA-Domaénen aus den Laborstimmen aber vermutlich ohnehin nicht zureichend
ist, wie die Identifizierung einzelner Subdoménen in verschiedenen FloA-Typen belegt
(Abschnitt 2.4.3.1), ist dieses Ergebnis nur teilweise iiberraschend. Dariiber hinaus waren die

Flokkulationsraten aller getesteten FlolA-, Flo5A-, und Flo9A-Doménen im Vergleich zu
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denen der Referenzdoménen aus den Laborstimmen X1278b und S288c fast immer niedriger
was die Vermutung nahelegt, dass es sich bei der vergleichsweise starken Flokkulation der
Laborstimme um eine konservierte Eigenschaft handelt (Abb. 2.23-2.25). AuBlerhalb des

Labors scheint die Zell-Zell Adhédsion dagegen eine weniger gro3e Rolle zu spielen.

3.3.4.2 Die Agar-Adhisionseigenschaften einiger neu isolierter FloA-Domiinen
unterstiitzen die Theorie zur Bindung eines bisher unbekannten Liganden

Im Gegensatz zur Zell-Zell Adhésion wiesen die getesteten FlolA- und Flo9A-Dominen
beim Agar-Adhisionstest im Vergleich zu den Referenzdominen eine deutlich stérkere
Adhésion auf, wonach die Adhésion an zellfremde Oberflichen auBlerhalb des Labors eine
groflere Rolle spielen konnte als die Zell-Zell Adhdsion (Abb. 2.27a, Abb. 2.28). Basierend
auf diesen Ergebnissen wurde anschlieBend versucht, anhand eines Vergleichs der FloA-
Proteinsequenzen Unterschiede zu finden, welche einheitlich in allen adhérierenden und
nicht-adhirierenden Doménen zu finden sind. Nachdem solche Unterschiede nicht gefunden
werden konnten stellte sich die Frage, ob es sich stattdessen um einen mdglichen
kombinatorischen Effekt einzelner Aminosduren oder Bereiche innerhalb der FloA-Doménen
handelt. Tatsdchlich konnten zwei Beispiele gefunden werden, bei denen es zwischen jeweils
zwei FloA-Dominen starke Unterschiede im Agar-Adhésionsverhalten gibt, welche sich aber

kaum in ihrer Proteinsequenz voneinander unterscheiden.

Als erstes Beispiel dient der Vergleich zwischen den Domédnen Flol1Agy 75, und FlolAky,.
Wihrend Flo1Agx) 278, nur schwach an Agar adhdrieren konnte, wies Flol Ak, eine deutlich
stirkere Adhédsion auf (Abb. 2.27a). Beide Domédnen unterscheiden sich durch nur zwei
Aminosduren voneinander (rosa umrandet in Abb. 3.11b). Am Beispiel der Struktur von
Flo5A wurde ersichtlich, dass sich die entsprechenden Aminoséuren in einer Schleife nahe
des DcisD-Motivs und der primédren Bindetasche befinden (rosa markierter Bereich in
Abb. 3.12, siehe auch Abschnitt 3.1.2 und 3.2.1). Das zweite Beispiel ist der Vergleich
zwischen den Domédnen FlolAg,; und FlolAwn7 (Abb. 3.11atb). Wahrend FlolAg;; eine
starke Adhésion an Agar vermittelt, konnte fiir Flo1 Ayy;7 keine Agar-Adhésion nachgewiesen
werden (Abb. 2.27a). Beide Proteinsequenzen unterscheiden sich an nur fiinf Positionen
voneinander, von denen eine ebenfalls in einer Schleife nahe des DcisD-Motivs lokalisiert ist

(rot umrandet in Abb. 3.11a, rot markierter Bereich in Abb. 3.12).
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Abb. 3.11a: Proteinsequenzen aller FloA-Doménen, welche auf ihre Agar-Adhision hin getestet wurden.
Der schwarze Pfeil gibt den Beginn der A-Domine nach der Signalsequenz an. Die blaue Umrandung gibt den
Bereich der Subdoméne an. Adhédrierende und nicht-adhirierende FloA-Dominen sind durch die schwarze Linie
voneinander getrennt. Der sequentielle Unterschied zwischen den Doménen FlolAg,; und FlolAy,7, welcher
sich in der Néhe der primdren Bindetasche befindet, ist rot umrandet.
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Abb. 3.11b: Fortsetzung von Abb. 3.11a. Die beiden einzigen sequentiellen Unterschiede, welche zwischen
den Doménen Flo1Ag),75, und Flo1 Ay, gefunden wurden, sind rosa umrandet.

Abb. 3.12: Strukturelle Position der Aminosiuren, durch welche sich Flol1Ay;,75, und FlolAg;;, und
Flo1Ag,; und FlolAy,;; voneinander unterscheiden, am Beispiel von Flo5A. Die Unterschiede zwischen
FlolAs7s, und FlolAgp, sind Rosa gekennzeichnet, wihrend die Unterschiede zwischen FlolAg, und
Flo1 Awn7 Rot hinterlegt sind. Das DcisD-Motiv ist in Blau hervorgehoben. Die orangene Kugel stellt das Ca*'-
Ion innerhalb der priméren Bindetasche dar. (FloSA PDB-ID 2XIJS aus Veelders et al., 2010).
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Die Aminoséduren, welche in diesen beiden Beispielen zu funktionalen Unterschieden gefiihrt
haben, wurden anschlieend in allen getesteten FloA-Doménen miteinander verglichen um
eventuell Kombinationen zu finden, welche nur in Agar-adhisiven und nicht-adhésiven FloA-
Dominen vorhanden sind. Allerdings konnten solche Kombinationen nicht gefunden werden.
Nachdem aber bereits der Einfluss der Subdomine auf die Struktur der FloA-Doméne
insgesamt und auch auf die Agar-Adhédsion nachgewiesen werden konnte (Abschnitt2.2.3,
3.1.2, und 3.2.1), sind die strukturellen Kriterien welche fiir die Adhésion an Agar erfiillt sein
miissen vermutlich weitreichender, und nicht nur auf diese Positionen innerhalb der PA14-

Doméne beschrinkt.

Letztendlich fiihren auch die Ergebnisse des Agar-Adhésionstests mit FloA-Doménen, welche
nicht aus Laborstimmen stammen zu dem Schluss, dass es sich bei dieser Form der Adhéision
nicht hauptsidchlich um einen hydrophoben Effekt handelt, sondern dass die hydrophoben
Eigenschaften der Flo-Adhédsine jede Form von Adhésion unterstiitzen. Stattdessen wird bei
der Agar-Adhésion die Bindung von einem oder mehreren bisher unbekannten Liganden
durch verschiedene Aminosdure-Seitenketten vermutet. Dafiir sprechen bisher insbesondere
die erwdhnten Vergleiche zwischen jeweils zwei FloA-Doménen, welche sich in ihrer
Adhésion an Agar stark voneinander unterscheiden, wihrend die sequenziellen Unterschiede

so gering sind dass sie die Hydrophobizitit nicht wesentlich beeinflussen kénnen.

3.4 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmals die Funktion verschiedener FloA-Dominen in einem
ansonsten einheitlichen Expressionssystem gemessen und miteinander verglichen werden.
Dabei wiesen die Doménen sowohl sequentiell als auch von ihren adhésiven Eigenschaften
her eine hohe Diversitit auf. Um die Analyse weiterzufiihren wiren dariiber hinaus noch eine
Vielzahl weiterer Saccharomyces-Stimme sowie deren Genomsequenzen verfligbar, welche
direkt fiir Sequenzvergleiche genutzt werden konnten. Von Liti et al. (2009) wurden zum
Beispiel S. cerevisiae- und S. paradoxus-Stimme aus verschiedenen Quellen weltweit
bezogen und phylogenomisch miteinander verglichen. Von Strope et al. (2015) wurden
zudem die Genome von 93 S. cerevisiae-Stimmen sequenziert, welche ebenfalls aus
verschiedenen geographischen und 6kologischen Quellen stammen. Was jedoch noch nicht

beantwortet wurde ist die Frage, inwiefern die entsprechenden Flokkuline in ihrer
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urspriinglichen Doménenzusammensetzung Adhision vermitteln konnen, da beispielsweise
Léngenvariationen in der mittleren B-Doméne zu funktionalen Unterschieden fiihren
(Verstrepen et al., 2005; Liu et al., 2007). Auch wurde noch nicht untersucht, ob und unter
welchen Bedingungen die entsprechenden FLO-Gene in den einzelnen Saccharomyces-
Stimmen {iberhaupt exprimiert werden. Demnach stellen die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse zundchst ein Abbild eines potentiell vorhandenen Repertoires an

Adhiésionseigenschaften durch die PA14-artigen FloA-Doménen dar.

Eine weitere, konkrete Frage welche bislang noch offen bleibt, ist die Art des bei der Agar-
Adhésion gebundenen Liganden. Diese Fragestellung konnte zudem einen ersten Hinweis
darauf liefern, dass das Ligandenspektrum der PAl4-artigen FloA-Doménen noch
weitreichender ist als bisher bekannt. Angesichts der vielen 6kologischen Nischen welche von
Saccharomyces besiedelt sind (siehe Abschnitt 2.4), scheint dies plausibel zu sein. Nachdem
S. cerevisiae dariiber hinaus als opportunistisch pathogener Organismus eingestuft ist wire es
hilfreich, weitere Liganden zu identifizieren, um daraus mogliche Therapieansitze ableiten zu
konnen (Murphy and Kavanagh, 1999). Ob die gewonnenen Einsichten in die Funktion der
PA14-artigen FloA-Dominen biotechnologische Anwendung finden konnten bleibt dagegen
offen, da beispielsweise in der Lebensmittelherstellung eher traditionell bewdhrte Stimme

verwendet werden.
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4. Material

4.1 Gerite und Programme

Tab. 4.1: Verwendete Gerite und Hersteller.

Gerit

Material | 106

Hersteller

CCD-Kameras ,,ORCA-ER-1394* und
,C9 100-02

HAMAMATSU PHOTONICS
DEUTSCHLAND GmbH (Herrsching, DE)

Digitalkamera ,,Canon PowerShot A620“

CANON DEUTSCHLAND GmbH (Krefeld,
DE)

DNA-Geldokumentationsanlage ,,GelDoc™
XR + System*

BIO-RAD LABORATORIES GmbH
(Miinchen, DE)

Fluoreszenzmikroskop ,,Axio Imager A1*

CARL ZEISS AG (Oberkochen, DE)

Fluoreszenzmikroskop ,,Axiovert 200M*

CARL ZEISS AG (Oberkochen, DE)

Fluoreszenzmikroskop ,,Axio Observer.Z1*

CARL ZEISS AG (Oberkochen, DE)

Fraktionskollektor ,,Frac-920*

GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES
(Chalfont St Giles, UK)

French Pressure Cell Press

AMERICAN INSTRUMENT COMPANY,
DIVISION OF TRAVENOL
LABORATORIES Inc. (Silver Spring, MD,
USA)

Gelelektrophoreseapparaturen flir Agarose-

und SDS-Gele

BIO-RAD LABORATORIES GmbH
(Miinchen, DE)
sowie Elektronikwerkstatt der Philipps-

Universitit Marburg

IKA® Vibrax VXR basic

IKA"® Werke GmbH & Co. KG (Staufen im
Breisgau, DE)

Kiihlfalle ,,CT 02-50%

MARTIN CHRIST
GEFRIERTROCKNUNGSANLAGEN
GmbH (Osterode am Harz, DE)

Membran-Vacuumpumpe ,,MZ 2C*

VACUUBRAND GmbH & Co. KG
(Wertheim, DE)




Gerit

Material

Hersteller

Multiband-Transilluminator 312/365 nm-1L-
20-M/L

H. SAUR LABORBEDARF
(Reutlingen, DE)

PCR-Gerit ,,Primus 25 advanced*

PEQLAB BIOTECHNOLOGIE GmbH
(Erlangen, DE)

PCR-Gerit ,,TProfessional Basic Gradient

ANALYTIK JENA AG (Jena, DE)

Peristaltikpumpe ,,Pump P-1¢

PHARMACIA BIOTECH (Uppsala, SE)

Photometer ,,Biochrom WPA CO8000

BIOCHROM Ltd. (Cambridge, UK)

pH-Meter ,,S20 Seven Easy™ pH”

METTLER TOLEDO Inc. (Greifensee, CH)

Pipetten

GILSON Inc. (Middleton, WI, USA)

PowerPac™ Basic Power Supply

BIO-RAD LABORATORIES GmbH
(Miinchen, DE)

Spektrofluorometer ,,FP-6500”

JASCO Inc. (Easton, MD, USA)

Spektrophotometer ,,Nano-Drop ND-1000*

THERMO FISCHER SCIENTIFIC Inc.
(Waltham, MA, USA)

Standzentrifuge mit Kiihlung ,,Sigma 4K15%

SIGMA LABORZENTRIFUGEN GmbH
(Osterode, DE)

Standzentrifuge mit Kiihlung ,,Heracus®

Megafuge® 1.0 R«

HERAEUS INSTRUMENTS GmbH (Hanau,
DE)

Standzentrifuge mit Kiihlung ,,Sorvall RC 5B
Plus*

THERMO FISCHER SCIENTIFIC Inc.
(Waltham, MA, USA)

Temperierbarer Inkubationsschiittler

,,Multitron Pro*

INFORS GmbH (Einsbach, DE)

Tisch-Zentrifugen ,,Heraeus® Biofuge®

fresco und ,,Heracus® Biofuge® pico*

HERAEUS HOLDING GmbH (Hanau, DE)

Ultrazentrifuge ,,Beckman L7-65

BECKMAN COULTER Inc. (Brea, CA,
USA)

AKTApurifier UPC 10

GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES
(Chalfont St Giles, UK)
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Tab. 4.2: Verwendete Programme, sowie deren Verwendungszweck.

Program

Anbieter

Material

Anwendung

Clone Manager Basic 9

SCI-ED SOFTWARE

Erstellen von Plasmidkarten,
Bearbeiten von Sequenzen,

Primerdesign

ClustalX?2

(Larkin et al., 2007)

Vergleich von Sequenzen

Dendroscope Version 2.7.4

(Huson et al., 2007)

Darstellung von

phylogenetischen Stammbédumen

ExPASy Prot Param tool web.expasy.org/protparam/ | Berechnung des
Swiss Institute of Molekulargewichts und des
Bioinformatics Extinktionskoeffizienten von
(Gasteiger et al., 2003) Protein A-Doménen
GraphPad Prism 5 GRAPH PAD Erstellen und Bearbeiten von
SOFTWARE grafischen Darstellungen
Image J Rasband, W.S., Imagel, U. | Bearbeiten von Mikroskopie- und
S. National Institutes of Kamerabildern
Health, Bethesda,
Maryland, USA,
http://imagej.nih.gov/ij/,
1997-2014.
Inkscape www.inkscape.org Erstellen von zeichnerischen
Abbildungen
Jalview www.jalview.org Bearbeiten von
Sequenzvergleichen
PyMOL www.pymol.org Darstellung von 3D-

Proteinstrukturen, Erstellen von

Abbildungen

SeaView Version 4

http://pbil.univ-
lyonl.fr/software/seaview

(Gouy et al., 2010)

Erstellen von phylogenetischen

Stammbiumen

Volocity Demo

PERKIN ELMER

Speichern und Exportieren von

Mikroskopiebildern



http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview
http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview

4.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Tab. 4.3: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller.

Material

Hersteller

Amicon® Ultra-4, Amicon® Ultra-15
Zentrifugalfilter

MERCK KGaA (Darmstadt, DE)

Impfschlinge 1 pl, weil3
Impfschlinge 10 pl blau

SARSTEDT AG & Co. (Niimbrecht, DE)

Omnifix® Einmalspritzen, mit Luer-

Anschluss, 5 ml

B. BRAUN MELSUNGEN AG (Melsungen,
DE)

Omnifix”“-F 1 ml Feindosierungsspritzen

B. BRAUN MELSUNGEN AG (Melsungen,
DE)

Rotilab0®-Spritzenﬁlter, CME, steril,
0,22 um

CARL ROTH GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
DE)

Sterican® Standardkaniilen Gr.17

B. BRAUN MELSUNGEN AG (Melsungen,
DE)

Steritop™ Flaschenaufsatzfilter, 150 ml

MERCK KGaA (Darmstadt, DE)

UFC30GV25/Ultrafree”-MC
Centrifugal Filters

MERCK KGaA (Darmstadt, DE)

Ni Sepharose™ High Performance

GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES
(Chalfont St Giles, UK)

4.3 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen CARL ROTH GmbH
& Co. KG (Karlsruhe, DE), SIGMA-ALDRICH Co. (St.Louis, MO, USA), QIAGEN N.V.
(Venlo, NL) und DEXTRA LABORATORIES Ltd. (Reading, UK) bezogen.
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4.4 Enzyme, Grofienstandards und Kits

Tab. 4.4: Verwendete Enzyme und Groflenstandards, sowie Kits und deren Hersteller.

Enzym, Groflenstandard, Kit

Hersteller

DNasel

APPLICHEM GmbH (Darmstadt, DE)

E.ZN.A.® Gel Extraction Kit

OMEGA BIO-TEC Inc. (Norcross, GA,
USA)

E.ZN.A.® Plasmid DNA Mini Kit I

OMEGA BIO-TEC Inc. (Norcross, GA,
USA)

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

THERMO FISHER SCIENTIFIC Inc.
(Waltham, MA, USA)

Restriktionsendonukleasen

THERMO FISHER SCIENTIFIC Inc.
(Waltham, MA, USA)

T4 DNA-Ligase

ROCHE DIAGNOSTICS DEUTSCHLAND
GmbH (Mannheim, DE)

T4 DNA-Ligase

THERMO FISHER SCIENTIFIC Inc.
(Waltham, MA, USA)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

THERMO FISHER SCIENTIFIC Inc.
(Waltham, MA, USA)

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

THERMO FISHER SCIENTIFIC Inc.
(Waltham, MA, USA)

QIAprep“Spin Miniprep Kit (50)

QIAGEN N.V. (Venlo, NL)

4.5 Puffer und Nihrmedien

In Tab.4.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Puffer, sowie deren jeweiliger
Verwendungszweck aufgefiihrt. Fiir die Kultivierung von E. coli und S. cerevisiae wurden die
Medien laut Tab. 4.6 verwendet, wobei bei festem Medium zusétzlich die Zugabe von 2 %
(w/v) Agar erfolgte. In Antibiotika-haltigen Medien wurden diese erst nach dem

Autoklavieren des Mediums hinzugefiigt.
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Tab. 4.5: Ubersicht iiber alle verwendeten Puffer und weitere Losungen, und deren jeweiliger

Verwendungszweck.
Puffer Zusammensetzung Verwendungszweck
AM-Puffer 20 mM Tris
200 mM NaCl Proteinaufreinigung
Mit HCI auf pH 8,0 eingestellt.
AM-Puffer Siehe AM-Puffer. Spiilen der NiNTA-Sdule

+15 mM Imidazol

15 mM Imidazol

nach Auftragung des

Proteins

AM-Puffer
+500 mM Imidazol

Siehe AM-Puffer.
500 mM Imidazol

Elution des gebundenen
Proteins innerhalb eines

Gradienten

Coomassie-Farbelosung

0,25 % (w/v) Coomassie-Blau

5 % (v/v) Essigsdure

Einfarben von

Proteinbanden nach

50 % (v/v) Ethanol SDS-PAGE
Entfarbelosung 5 % (v/v) Essigsdure Entfirben von SDS-
50 % (v/v) Isopropanol Gelen
Flo10AP- 20 mM Tris Puffer fiir Flo10A>>"
Kristallisationspuffer 100 mM NacCl welches fiir

Mit HCI auf pH 8,0 eingestellt.

Kristallisation eingesetzt

wurde
Flo10A-Kristallisationspuffer | 20 mM Tris Puffer fiir Flol0A
100 mM NaCl welches fiir

Mit HCI auf pH 8,0 eingestellt.

5 mM Mannose

Kristallisation eingesetzt

wurde

Flo10A-Vorbereitungspuffer

20 mM Tris
100 mM NacCl

Mit HCI auf pH 8,0 eingestellt.

0,8 M Mannose

Puffer zur Vorbereitung
von Flo10A fiir
Kristallisation

zusammen mit Mannose
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Puffer Zusammensetzung Verwendungszweck
HU-Puffer 8 M Urea
5 % (w/v) SDS
0,2 M NaH,PO4 pH 6,8 Probenpuffer fiir SDS-
0,1 mM EDTA Gelelektrophorese
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
Zugabe von 15 mg/ml DTT.
Laufpuffer fiir SDS- 0,025 M Tris
Gelelektrophorese 0,2 M Glycin SDS-Gelelektrophorese
0,1 % (w/v) SDS
6xLoading Dye 10 mM Tris-HCI pH 7,6
0.03 % (w/v) Bromophenolblau
0.03 % (w/v) Xylene Cyanol FF | Probenvorbereitung fiir
0.15 % (w/v) Orange G Gelelektrophorese
60 % (w/v) Glycerin
60 mM EDTA pH 8,0
Lysepuffer 2 % (w/v) Triton X-100
1 % (w/v) SDS Isolation von
100 mM NacCl S. cerevisiae
10 mM Tris-HCI pH 8,0 genomischer DNA
1 mM EDTA
PEG-Lo6sung 100 mM Lithiumacetat Herstellung und

10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA/NaOH pH 8,0

Transformation

chemisch kompetenter

40 % (w/v) PEG 4000 S. cerevisiae-Zellen
Phosphatgepufferte Salzlosung | Je Liter:
(Phosphate buffered saline) - 8,0 g NaCl
PBS 0,2 g KCl
Vorbereitung von
1,78 g Na,HPO4-2 H,O
S. cerevisiae-Zellen fuir
0,27 g KH2P04 . .
Fluoreszenzmikroskopie
Auf pH 7,4 eingestellt.

Zusitzlich Zugabe von

2 % (w/v) BSA.
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Puffer Zusammensetzung Verwendungszweck

Phosphatpuffer 0,1 M NaH,PO4 Messungen am

pH 5,2 Spektrofluorometer
RF1-Losung 100 mM RbCl

50 mM MnCl,-4 H,0O

30 mM KOAc

10 mM CaCl,-2 H,O

15 % (w/v) Glycerin

Mit 10%-iger Essigsdure auf Herstellung chemisch

pH 5.8 eingestellt, sterilfiltriert. | kompetenter E. coli-
RF2-Losung 10 mM MOPS Zellen

10 mM RbCl

75 mM CaCl,-2 H,O
15 % (w/v) Glycerin
Mit 10%-iger Essigsdure auf

pH 5,8 eingestellt, sterilfiltriert.

SORB-Losung

100 mM Lithiumacetat

10 mM Tris-HCI pH 8,0

1 mM EDTA/NaOH pH 8,0
1 M Sorbitol

Mit Essigsédure auf pH 8,0

Herstellung und
Transformation
chemisch kompetenter

S. cerevisiae-Zellen

eingestellt.
TAE-Puffer Je Liter:
. Agarosegele und
242 g Tris
Laufpuffer fiir Agarose-
57,1 ml Essigsédure
Gelelektrophorese
18,61 g EDTA
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0 Isolation von
1 mM EDTA S. cerevisiae

genomischer DNA
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Tab. 4.6: Fiir die Kultivierung von E. coli und S. cerevisiae verwendete Nihrmedien.

Medium

Zusammensetzung

Aminosduremischung

% Je 2 g L-Alanin, L-Arginin, L-

Asparagin, L-Asparaginsdure, L-
Cystein, L-Glutamin, L-Glutaminséure,
Glycin, L-Isoleucin, L-Lysin, L-
Methionin, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-
Serin, L-Threonin, L-Tyrosin, L-Valin,

Adenin

% 0,2 g p-Aminobenzoat

LB
(,,Lysogeny Broth®)

1 % (W/v)
0,5 % (W/v)
1%

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

SC-4
(,,Synthetic Complete*, ohne Uracil, L-
Histidin, L-Leucin und L-Tryptophan)

0,15 % (W/v)

0,5 % (W/v)

Difco™ Yeast Nitrogen
Base (w/o0 aa & as)

NH4SOq4

2mM  Meso-Inositol
0,2 % (w/v) Aminosduremischung
2 % (w/v) Glukose
YEPD 2 % (w/v) Pepton
(,, Yeast Extract, Peptone, Dextrose*) 1 % (w/v) Hefeextakt
2 % (w/v) Glukose
4.6 Polyacrylamid- und Agarosegele
Tab. 4.7: Zusammensetzung der verwendeten Gele.
Gel Zusammensetzung

Agarose-Gel

1 % (w/v) Agarose
TAE-Puffer
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Gel

Material

Zusammensetzung

SDS-Sammelgel

2,5 ml
6,1 ml
1,3 ml

100 pl
10 pl
100 pl

0,5M Tris-HCI pH 6,8

H,O

Rotiphorese“Gel30

(CARL ROTH)

30 % Acrylamid/Bisacrylamid
im Mischungsverhiltnis 37,5:1
10 % (w/v) SDS

TEMED

10 % (w/v) APS

SDS-Trenngel (10%)

3,75 ml
2,5ml
3,4 ml
100 pl

Sul
100 pl

IM Tris-HCI pH 8,8
H,0O
Rotiphorese“Gel30
10 % (w/v) SDS
TEMED

10 % (w/v) APS

4.7 Antibiotika

Nach dem Autoklavieren der Ndhrmedien erfolgte ggf. die Zugabe von den in Tab. 4.8

aufgefiihrten Antibiotika mit einer jeweiligen Verdiinnung der Stocklosungen von 1:1000.

Tab. 4.8: Antibiotika, welche den Nihrmedien zugesetzt wurden.

Antibiotikum Konzentration der Stocklosung Hersteller
Ampicillin 100 mg/ml
CARL ROTH GmbH & Co. KG
Kanamycin 35 mg/ml
Spectinomycin 12,5 mg/ml
: APPLICHEM GmbH
Streptomycin 50 mg/ml
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4.8 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper wurden fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie
eingesetzt, bei der die HA-markierten Proteine auf der Zelloberflaiche nachgewiesen werden
sollten. Die Lagerung der Antikorper erfolgte beim Sekundérantikorper bei 4 °C. Der primire
Antikdrper wurde zundchst mit 50 % Glyzerin (Endkonzentration) versetzt, und anschlieBend

bei -20 °C gelagert.

Tab. 4.9: Fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie verwendete Antikorper.

Antikorper-
Verdiinnung | Hersteller/Bestellnummer | Verwendungszweck
bezeichnung
Mouse anti-HA 1:1000 SIGMA-ALDRICH Co., Primérantikdrper
(monoklonal) H3663
Goat anti-Mouse 1:1000 SIGMA-ALDRICH Co., Sekundarantikorper
(polyklonal) C2181

4.9 Oligonukleotide

Mit der Synthese der Oligonukleotide wurden die beiden Firmen metabion international AG
(Martinsried, DE) und Microsynth AG (Balgach, CH) beauftragt. Vor der Verwendung der
Oligonukleotide wurde zunédchst ein laut Hersteller entsprechendes Volumen 4¢H,0
hinzugegeben um eine Anfangskonzentration von 100 uM zu erreichen. Je nach Bedarf folgte

eine weitere, separate Verdiinnung auf 10-20 uM. Die Lagerung erfolgte jeweils bei -20 °C.
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Tab. 4.10: Verwendete Oligonukleotide.

Primer

Sequenz 5°-3°

Beschreibung und Verwendungszweck

1601-A2-Sacl Sacll

AAA CCG CGG GAA GGA GGG GGA TCC ACT
AG

% Whole-Vector PCR zur Herstellung von BHUM 1760
¢ Enthélt Sacl/Sacll Restriktionsschnittstelle

Flo11-5

AAA ATA GAT TGT GAC AAC AAT TGT GCT
CCA GTA CC

% Komplementdrer Primer zu 1601-A2-Sacl Sacll
% Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

% Diplomarbeit Sandra Benthin

FLOIA gen. fw.

CTCTTG CTC GTT TGA TGT AAG C

% Amplifizierung der FLO1A-Doméne aus S. cerevisiae-

Stdimmen

FLOIA gen. rev.

TAG AGG TGA AAG TAC CGG TCC

% Komplementérer Primer zu FLO1A_gen. fw.

FLOIA rev. Sacl

AAA AAA ATA ATT TGA AGG GTC TGG AAT GG

Y

»  Amplifizierung von FLO1As1278, aus YHUMO0271
Amplifizierung von FLOI1As)ss. und FLO9As,83. aus
YHUMI1605

«» Amplifizierung von FLO1As278, aus BHUM?2033

X/
°e

«» Komplementérer Primer zu FLOS5-1 Sacll und
FLO9A fw. Sacll
% Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO1A 2071 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACA GAG GCG TGC TTA CTA GC

% Amplifizierung von FLO14 (YHUM2071) aus BHUM2600
¢ Enthalt Sacll Restriktionsschnittstelle
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FLO1A 2071 Sacl rev

AAA AAA ATA GTT TGA AGG ATC TGG AAT GG

+»» Komplementdrer Primer zu FLO1A 2071 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLOIA 2075 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACA GAG GCG TGC TTA CCA GC

% Amplifizierung von FLO14 (YHUM2075) aus BHUM2603
« Enthéilt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLO1A 2075 Sacl rev

AAA AAA ATA ATT TGA AGG GTC TGG AAT GG

% Komplementdrer Primer zu FLO1A 2075 Sacll fw
¢ Enthilt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO1A 2077 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACA GAG GCG TGC TTA CCA GC

% Amplifizierung von FLO14 (YHUM2077) aus BHUM2605
« Enthéilt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLOIA 2077 Sacl rev

AAA AAA ATA ATT TGA AGG GTC TGG AAT GG

% Komplementdrer Primer zu FLO1A 2077 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO1A 2087 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACA GAG GCG TGC TTA CCA GC

% Amplifizierung von FLO14 (YHUM2087) aus BHUM2614
¢ Enthalt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLOIA 2087 Sacl rev

AAA AAA ATA ATT TGA AGG GTC TGG AAT GG

+»» Komplementdrer Primer zu FLO1A 2087 Sacll fw
¢ Enthilt Sacl Restriktionsschnittstelle

LgFLOI1A rev. Sacl

AAA AAA ATG TTT TGA AGG ATC AGG GAT AG

L)

«» Amplifizierung von FLO94s1278, aus YHUMO0271
Amplifizierung von FLO9A4s273, aus BHUM2857

X/
°e

X/
°e

Komplementdrer Primer zu FLO9A fw. Sacll

X3

s Enthalt Sacl Restriktionsschnittstelle
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FLOY9A fw. Sacll

AAA AAA CCG CGG ACA GCG GCA TGC CTG CCA GC

0

» Amplifizierung von FLO9Y9A4sx1278, aus YHUMO0271

%  Amplifizierung von FLOY9Ag,ss. aus YHUM1605
Amplifizierung von FLO9A4s273, aus BHUM2857
Sequenzierprimer fiir FLO9A51,73, in BHUM2857 und
FLO9A4s1278, in BHUM2299

RS

X/
°e

X/
°e

FLO9A gen. fw.

CTT CCT TCT TAT TTA CAG GTA CG

% Amplifizierung der FLO9A4-Doméne aus S. cerevisiae-

Stdmmen

FLO9A gen. rev.

CAA TGA CGG TTT CGT CAG TTG G

% Komplementérer Primer zu FLO9A gen. fw.

FLO9A 2073 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACAGCGGCATGCCTGCCAG

«» Amplifizierung von FLO94 (YHUM2073) aus BHUM2524
«» Enthalt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLO9A 2073 Sacl rev

AAA AAA ATA ATT TGA AGG GTC TGG AAT GG

+»» Komplementdrer Primer zu FLO9A 2073 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO9A 2075 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACA GCGGCATGCCTGCCAG

«» Amplifizierung von FLO94 (YHUM2075) aus BHUM?2248
« Enthéilt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLO9A 2075 Sacl rev

AAA AAA ATA ATT TGA AGG GTC TGG AAT GG

% Komplementdrer Primer zu FLO9A 2075 Sacll fw
¢ Enthilt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO9A 2087 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACAGCGGCATGCCTGCCAG

% Amplifizierung von FLO94 (YHUM2087) aus BHUM2522
« Enthéilt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLO9A 2087 Sacl rev

AAA AAA ATA ATT TGA AGG GTC TGG AAT GG

% Komplementdrer Primer zu FLO9A 2087 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle
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FLOS5-1 Sacll

AAA CCGC CGG ACA GAGGCGTGCTTA CCA GC

* Amplifizierung von FLO1As278, aus YHUMO0271
« Amplifizierung von FLO1As83. aus YHUM1605
s Amplifizierung von FLOI1As 3753, aus BHUM2033
% Amplifizierung von FLO5A4 aus BHUM1441 und

BHUM2009
¢ Sequenzierprimer fiir

FLO54™" in BHUM2007,

FLO54 in BHUM2009,

FLO1As)278, in BHUM2033,

FLO1As)278, in BHUM2298,

FLOI1Agys3. in BHUM2856
¢ Enthélt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLOS-3

AAA ATG TAT TGA AGG ATC AGG GAT AG

* Komplementérer Primer zu FLOS5-1 Sacll
+¢ Enthilt Sacl Restriktionsschnittstelle

% Diplomarbeit Sandra Benthin

FLOSA-FLO10S_ fw.

AAA AAA CCG CGG ACA GAG GCG TGC

% Sequenzierprimer fiir FLO5A™” in BHUM2853 und
FLO5A"%P in BHUM2852
«» Enthélt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLOSA_G4S_fw.

AGA ACC ACC ACC ACC ATA ATC AAT CGA AAT ATC
AGT TTG

+* Whole-Vector PCR
% 5’-terminale G4S-Briicke

+ Erstellen von BHUM2007

FLOSA_G4S rev.

TAC TGG AGT ACT GATTTATITG

« Komplementirer Primer zu FLOSA G4S fw.

FLOSA-
FLO10S fw. pET

AAA AAA CAT ATG ACA GAG GCG TGC TTA CCA GC

< Amplifizierung von FLO54™" aus BHUM2007 und
Ligation in pET28a(+)
% Enthélt Ndel Restriktionsschnittstelle
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FLOSA-
FLO10S rev. pET

AAA AAA ATG TAT TGA AGG ATC AGG
GAT AG

+ Komplementirer Primer zu FLOSA-FLO10S fw. pET
% Enthélt Stopcodon und Xkol Restriktionsschnittstelle

FLOSA gen. fw.

TCT TGC TCT GCA GTA AAT TCC GC

% Amplifizierung der FLO5A4 Doméne aus S. cerevisiae-

Stammen

FLOS5SA gen. rev.

GTG ATG GTG GTC ATCTCA GTG G

« Komplementirer Primer zu FLOSA gen. fw.

FLOS5A 2066 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ATG GAA GCA TGC CTG CCA GAT
G

« Amplifizierung von FLO54 (YHUM2066) aus

BHUM?2233
«» Enthalt Sacll Restriktionsschnittstelle
FLOSA 2066 Sacl rev | AAA AAA ATG TAT TGA AGG ATC ATG GAT

AG

s Komplementirer Primer zu FLOSA 2066 Sacll fw
+¢ Enthilt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO5A 2067 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ATG GAA GCATGCCTGCCA G

« Amplifizierung von FLO54 (YHUM2067) aus

BHUM2634
«» Enthalt Sacll Restriktionsschnittstelle
FLOSA 2067 Sacl rev | AAA AAA ATG TTT TGA AGG ATC AGG GAT

AG

s Komplementérer Primer zu FLO5SA 2067 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLOS5A 2075 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ATG GAA GCATGCCTGCCA G

% Amplifizierung von FLO54 (YHUM2075) aus
BHUM?2240
«» Enthélt Sacll Restriktionsschnittstelle

121



Material

FLOS5SA 2075 Sacl rev

AAA AAA ATG TAT TGA AGG ATC ATG GAT AG

+»» Komplementdrer Primer zu FLOSA 2075 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLOSA_ 2076 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACA CAA GCATGC CTG CCA GTG

% Amplifizierung von FLO54 (YHUM2076) aus BHUM2640
« Enthéilt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLOS5SA 2076 Sacl rev

AAA AAA ATG TTT TGA AGG ATC AGG GAT AG

% Komplementdrer Primer zu FLO5SA 2076 Sacll fw
¢ Enthilt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLOSA 2084 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACA GAG GCG TGC TTA CCA GG

% Amplifizierung von FLO54 (YHUM2084) aus BHUM2649
« Enthéilt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLOSA 2084 Sacl rev

AAA AAA ATA ATT TGA GGG GTC TGG AAT G

% Komplementdrer Primer zu FLO5SA 2084 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLOSA 2089 Sacll fw

AAA AAA CCG CGG ACA CAA GCA TGC CTG CCA GTG

% Amplifizierung von FLO5A (YHUM2086) aus BHUM2651
und FLO5A (YHUM2089) aus BHUM2655
« Enthéilt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLOSA 2089 Sacl rev

AAA AAA GAG CTC ATA CTT TGA AGG ATC TGG AAT GG

% Komplementdrer Primer zu FLO5SA 2089 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLOSA 2086 _Sacl rev

AAA AAA ATG TTT TGA AGG ATC AGG GAT AG

% Komplementdrer Primer zu FLO5SA 2089 Sacll fw
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO10A-FLOSS fw.

AAA AAA CCG CGG CTA GGT ACTACAG

% Amplifizierung von FLOI104™*” aus BHUM 1899
% Sequenzierprimer fiir FLO104”" in BHUM2854
% Enthélt Sacll Restriktionsschnittstelle
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FLO10A-FLO5S rev.

AAA AAA ATG CTC AGCAGGG

+» Komplementirer Primer zu FLO10A-FLOSS fw.
¢ Enthélt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO10A G4S_fw.

AGA ACC ACC ACC ACC ATA ATC GAT GGA AAG CTT
TGT TTG

s Whole-Vector PCR
% 5’-terminale G4S-Briicke

« Erstellen von BHUM2008

FLO10A_G4S rev.

TAC TGG AGT TCA GAT CTG TTC G

+»» Komplementdrer Primer zu FLO10A G4S_fw.

FLO10-int

GGA GGT AAT GTT GCCTTT G

+*»+ Sequenzierprimer

% Bindet in FLO104-Doméine

FLOI10A gen. fw.

ACT GTT TCG AGT TTA CGT TGA AG

% Amplifizierung der FLO10A-Doméne aus S. cerevisiae-

Stdimmen

FLOI10A gen. rev.

GAC TCG GTC TCG GTA CACTC

% Komplementérer Primer zu FLO10A gen. fw.

FLOI10 A-

Domain_for Sacll

AAA AAA CCG CGG CTA GGT ACT ACA GAG GCT TG

«» Amplifizierung von FLO10A aus BHUM1896
% Sequenzierprimer fir BHUM2008 und BHUM2300
% Enthélt Sacll Restriktionsschnittstelle

FLOI10 A-

Domain_rev_Sacl

AAA AAA ATG CTC AGC AGG GTT TGG AAC

% Komplementérer Primer zu FLO10 A-Domain_for Sacll

«» Enthalt Sacl Restriktionsschnittstelle

FLO10A-
FLO5S fw. pET

AAA AAA CAT ATG CTA GGT ACT ACA GAG GCT TG

% Amplifizierung von FLOI104™*"” aus BHUM1899 und
Ligation in pET28a(+)

% Amplifizierung von FLO10A aus YHUMO0271 und
Ligation in pET28a(+)

% Sequenzierprimer fiir BHUM2036

¢ Enthélt Ndel Restriktionsschnittstelle
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FLO10A-
FLOSS rev. pET

AAA AAA ATG CTC AGC AGG GTT TGG

+ Komplementirer Primer zu FLO10A-FLOSS fw. pET
+¢ Enthilt Stopcodon und X#%ol Restriktionsschnittstelle

FLOI10A rev. pET

AAA AAA CTC GAG TGA TAC ACA AGT TCT TGC
ATG

* Amplifizierung von FLO10A aus YHUMO0271 und
Ligation in pET28a(+)

s Komplementérer Primer zu FLO10A-FLOS5S fw. pET

% Enthélt Stopcodon und Xhol Restriktionsschnittstelle

fw FLOI11 150 TTG AAG GGT TCC CAATTG A
% Sequenzierprimer fir BHUM1896, BHUM2009,
BHUM?2033, BHUM2857
2074 PGK- GGT GGT TTA GTT TAG TAG AAC CTC G

Sequenzier for

% Sequenzierprimer
+»+ Bindet in PGKI-Promotor

+* Masterarbeit Stefanie Henkel

pJET1.2 seq. fw.

CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG GC

% Sequenzierprimer

% Bindet vor MCS in pJET1.2

pletl.2 seq. rev.

AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG

« Komplementérer Primer zu pJET1.2_seq. fw.

FLOI1A 2080 seq fw

CCT TGA CTA TTA GAA CAAGCAC

¢ Sequenzierprimer fiir FLOIA (YHUMZ2080) in

BHUM2568

Seq. pMA-T FLO-Sub | ACG GCC AGT GAG CGC GAC
% Sequenzierprimer fiir FLO54™P in BHUM2007 und

FLO104™" in BHUM2008

T7 Promotor Primer TAATACGACTCACTATAGGG

(Novagen

% Sequenzierprimer fir BHUM2036, BHUM2858,
BHUM2859
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Die Synthese der chimiren A-Dominen FLOSA'™P und FLO104’*" erfolgte durch die

Geneart AG in Regensburg was den Vorteil hatte, dass keine Restriktionsschnittstellen

innerhalb der A-Domidnen eingefiihrt werden mussten. Dabei wurden die synthetisch

hergestellten A-Doménen mit Hilfe von Sfil Restriktionsschnittstellen in den Vektor pMA-T

ligiert (Tab. 4.14), sequenziert, und anschlieBend versandt.

4.11 Stamme und Plasmide

4.11.1 E. coli-Stamme

Tab. 4.11: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stimme.

Stammname

Genotyp

Herkunft

DH5a™

F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169
recAl endAl hsdR17 (tK—, mK+) phoA
supE44 h— thi-1 gyrA96 relAl

Invitrogen AG

Origami™ 2

A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR
araD139 ahpC galE galK rpsL F'[lac” lacl?
pro] gor522::Tnl0 trxB (Str~, Tet®)

Novagen®

SHuffle® T7

F’ lac, pro, laclQ | A(ara-leu)7697 araD139
fhuA?2 lacZ::T7 genel A(phoA)Pvull phoR
ahpC* galE (or U) galK Aatt::pNEB3-r1-
¢DsbC (Spec®, lacl?) AtrxB rpsL150(Str™)
Agor A(malF)3

New England

Biolabs® Inc.

Top10

F—mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

Invitrogen AG
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4.11.2 S. cerevisiae-Stamme

Die Stimme in Tab. 4.12 wurden fiir die in vivo Experimente mit FloA-Doménen aus den
Laborstimmen X1278b und S288c verwendet. Dabei wurden die FLOA-Doménen teilweise
aus YHUMO271 (£1278b) und YHUM1605 (S288c) amplifiziert. Die Plasmide mit den
verschiedenen FLOA-Doménen wurden anschlieend in den nicht-adhdsiven X£1278b Stamm

YHUMO0924 transformiert.

Tab. 4.12: S. cerevisiae-Stimme, welche fiir die in vivo Experimente mit verschiedenen FloA-Doménen
verwendet wurden.

Stammnummer Genotyp Herkunft
MATa ura3-52 leu2::hisG
YHUMO0271 his3::hisG trpl::hisG Stammsammlung AG Mosch
21278b
MATa ura3-52 flol1A4::kanR
YHUMO0924 Stammsammlung AG Mdsch
21278b
MATo ura3-52 leu2A1
YHUM1605 Stammsammlung AG Mosch
his34200 S288¢

Fiir die Amplifikation der FLOI, FLOS5, FLOY und FLOI0 A-Doménen aus verschiedenen
nicht-Laborstimmen wurden die Stimme in Tab. 4.13 verwendet. Die letztendlich dadurch
gewonnenen Proteinsequenzen wurden anschlieBend in einer phylogenetischen Analyse
miteinander verglichen. Bei ausgewdhlten FloA-Domidnen wurden auflerdem funktionale
Tests durchgefiihrt. Der sequenzielle Vergleich der Flo10A-Doménen erfolgte im Rahmen der
Bachelorarbeit von Johanna Miiller. Der sequenzielle, phylogenetische und funktionale
Vergleich von Flol, Flo5 und Flo9 A-Dominen wurde wihrend der Masterarbeit von Eva

Ackermann durchgefiihrt.
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Tab. 4.13: S. cerevisiae-Stimme, welche zur Analyse der FloA-Variabilitit verwendet wurden.

Vorherige Bezogen von /
Bezeichnung | Stammnummer Herkunft
Bezeichnung Referenz
Wnl YHUM2053 SIHA Cryarome
Wn2 YHUM?2054 SIHA 7
SIHA white
Wn3 YHUM2055
arome
Wn4 YHUM?2056 Lalvin R-HST
Wn5 YHUM2057 | LalvinEC 1118 | Yerkaufskultur
Wn6 YHUM2058 wvaferm SVG | WYeinherstellung
Wn7 YHUM?2059 uvaferm CEG
Wn8 YHUM2060 uvaferm VRB
Wn9 YHUM2061 Oenoferm Freddo
Wnl0 YHUM2062 Fermicru L 52
Wnll YHUM2063 10-S1-G1-Spa-11
Wildisolat aus
Wnl2 YHUM2064 10-S1-G1-Spa-96
Spontangarung o
Wnl3 YHUM?2065 10-S1-G1-Spa-12 Dr. Christian von
CK 5 Schloss Wallbrunn,
Wnl4 YHUM?2066 ) ]
Vollrads 2004 Geisenheim
CK 3 Schloss (DE)
Wnl5 YHUM2067 Wildisolat aus
Vollrads 2004 .
Wein
DS 60
Wnlé6 YHUM2068 Geisenheimer
Mauerchen 2005
Verkaufskultur
Wnl7 YHUM2070 G74
Weinherstellung
BS 4 Steinberg
Wnlg YHUM2071
2009
BS 5 Steinberg
Wnl9 YHUM2072 2009 Wildisolat aus
Wn20 YHUM2073 Steinberg Wein
Wn2l YHUM2090 11-ESA-92
Wn22 YHUM2091 11-ESA-105
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Vorherige Bezogen von /
Bezeichnung | Stammnummer Herkunft
Bezeichnung Referenz
Wn23 YHUM?2092 11-ESA-130
Wn24 YHUM2093 11-ESA-132 Dr. Christian von
Wn25 YHUM2094 11-ESA-181 Wildisolat aus Wallbrunn,
Wn26 YHUM?2095 11-ESA-215 Wein Geisenheim
Hanseniaspora (DE)
Wn27 YHUM2069
uvarum
Kll YHUM2074 SSI1, Zeh Statens Serum
Ki12 YHUM2075 SSI2, Nebenniere Institute,
Kopenhagen
Ki13 YHUM2076 SSI6, Vagina
(DK)
YIM128 (CBS
Kl4 YHUM2077
7833), Lunge
YIM222 (CBS
K15 YHUM2078
7834), Mann
YIM273 (CBS
Kl6 YHUM2079
7835), Bauchfell
YIM308 (CBS
K17 YHUM2080 7836), Fliissigkeit Centraalbureau
aus Punktion Klinisches Isolat voor
YIM309 (CBS Schimmelcultures
KI8 YHUM2081
7837), Blut (CBS)
YIM310 (CBS Utrecht
K19 YHUM?2082
7838), Mann (NL)
YIM311 (CBS
K110 YHUM?2083
7839), Galle
YIM312 (CBS
7840),
K111 YHUM2084
Fliissigkeit von
Bauchwassersucht
K112 YHUM?2135 SSI3, Blut
K113 YHUM2136 SSI4 (RH 7806)
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Vorherige Bezogen von /
Bezeichnung | Stammnummer Herkunft
Bezeichnung Referenz
K114 YHUM2137 5515
(Hvidovre112) Statens Serum
KI15 YHUM2138 SSI7, Vagina | Klinisches Isolat Institute,
KI16 YHUM2139 SSI8, Vagina Kopenhagen
DK
K117 YHUM2140 SSI9, Vagina (DK)
Brl YHUM2087 A6, Hirsebier Ghana
Isolat aus der
o (van der Aa
Hirsebier-
Br2 YHUM2088 A18, Hirsebier Kiihle et al.,
herstellung
2001)
Stamm aus der
Jespersen et al.,
Br3 YHUM2089 KVLO012 Ale Bier 1699
Herstellung
Isolat aus
56, Déanischer
Dénischem Hansen and
Br4 YHUM2142 Blauschimmel-
Blauschimmel- Jakobsen, 2001
kéase
kase
Italien
Gorgonzola, (van der Aa
Br5 YHUM2143 D7, Gorgonzola
Italien Kiihle et al.,
2005)
Burkina Faso
Isolat aus der
(van der Aa
Br6 YHUM2144 C1, Hirsebier Hirsebier-
Kiihle et al.,
herstellung
2001)
Logic aps., Lynge
Precosa®, batch sieap yne
(DK)
259, Probiotischer
Prol YHUM2085 (van der Aa
S. cerevisiae var. Stamm
Kiihle and

boulardii

Jespersen, 2003)
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Vorherige Bezogen von /
Bezeichnung | Stammnummer Herkunft
Bezeichnung Referenz
Euro Tier,
Levucell® SB, Niederzissen
Futtermittelzusatz, (DE)
Pro2 YHUM2086
S. cerevisiae var. (van der Aa
boulardii Kiihle and
Jespersen, 2003)
Probiotischer
Laboratoires
Stamm
Biocodex,
Ultra-Levure,
Montrouge
batch 7103,
Pro3 YHUM2141 (Fr)
S. cerevisiae var.
(van der Aa
boulardii
Kiihle and
Jespersen, 2003)

4.11.3 Plasmide

Tab. 4.14: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
B2445 YCplac33 Gietz and Sugino,
Amp®, URA3, CEN 1988
AFLO Negativkontrolle fiir in vivo Experimente
BHUM1424 pJET1.2 mit DONI Fragment Stammsammlung
Amp®, pMBI, MCS AG Mabsch,
pJET1.2 mit EcoRV-Fragment von DONI aus Thermo Fisher
U. maydis. Scientific Inc.
BHUM1441 Amp", URA3, CEN Diplomarbeit Sandra

FL052127gb in B2445

Benthin
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz

BHUMI1514 Kan®, fl-origin, pBR322 origin, lacl Veelders et al., 2010
T7 Promotor und Terminator
FLO5A51278, (AS23-271) aus RH2754 in
pET28a(+).

BHUM1593 pET28a(+) Novagen®
Kan®, fl-origin, pBR322 origin, lacl
T7 Promotor und Terminator

BHUMI1601 AmpR, URA3, CEN Maestre-Reyna et al.,
FLOI1Is1278, aus WY423 in BHUMO778. 2012

BHUM1760 BHUM1601 1601-A2 Flo11-5, Klon 17 diese Arbeit
Amp" URA3, CEN Maestre-Reyna et al.,
Die FLO11A-Domine wurde in BHUM1601 2012
entfernt und durch Sacll/Sacl
Restriktionsschnittstellen ersetzt. Wurde iiber
Whole-Vector PCR hergestellt.

BHUMI1839 Kan®, fl-origin, pBR322 origin, lacl Maik Veelders,
T7 Promotor und Terminator Vertiefungspraktikum
FLO10A4 (AS23-293) aus S. cerevisiae S288c in Elisabeth Martin
pET28a(+).

BHUM1896 BHUM1760+FLO10A, Klon 14 diese Arbeit
Amp®, URA3, CEN
FLOI10A (AS23-293) aus BHUM1838.

BHUM1898 FLO5A-FLO10Subdomain pMA-T GENEART AG
Col E1 origin, Amp® (Regensburg, DE)
Synthetisch hergestellte FLO54'*"-Domiine.

BHUM1899 FLO10A-FLO5Subdomain pMA-T GENEART AG
Col E1 origin, Amp® (Regensburg, DE)
Synthetisch hergestellte FLO104’*”-Domine.

BHUM1985 Amp", URA3, CEN Maestre-Reyna et al.,

Sall-XFLO118S*'~'-Sp-3HA-Sacll-EPA2-Sacl-
SFLO1IBC** 3 _spronir

2012
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz

BHUM2007 pMA-T+FLOS5A-G4S diese Arbeit
Col E1 origin, Amp" (Bachelorarbeit
FLO5A Subdomine wurde mit Hilfe von Whole- | Benedikt von der
Vector PCR durch G4S-Briicke ersetzt Heyde)
(FLOSA™P).

BHUM?2008 pMA-T+FLO10A-G4S diese Arbeit
Col E1 origin, Amp" (Bachelorarbeit
FLO10A4 Subdoméne wurde mit Hilfe von Whole- | Benedikt von der
Vector PCR durch G4S-Briicke ersetzt Heyde)
(FLO104™P).

BHUM?2009 BHUM1760+FLOSA, Klon 2 diese Arbeit
Amp®, URA3, CEN
FLO5A4 (AS26-271) aus BHUM1441 in zuvor
Sacl/Sacll verdautem BHUM1760.

BHUM?2033 BHUM1760+FLO1 Agigma, Klon 20 diese Arbeit
Amp®, URA3, CEN
FLOI1As12780 (AS26-271) aus YHUMO271 in
zuvor Sacl/Sacll verdautem BHUM1760.

BHUM2036 pET28a+FLO10A-FLOSSD, Klon 14 diese Arbeit
Kan®, fl-origin, pBR322 origin, lacl
T7 Promotor und Terminator
FLO104™" aus BHUM1899 in Expressionsvektor
pET28a(+).

BHUM2157 AmpR, URA3, CEN Masterarbeit
PGK1-Sall-XFLO118S*'7'-Sp-3HA-Sacll/Sacl- | Cornelia Hillenbrand
XFLOIIBC*™ P spLo1IT
AFLOA Negativkontrolle fiir in vivo Experimente

BHUM2158 AmpR, URA3, CEN Masterarbeit

PGK1-Sall-XFLO118S*"7!-Sp-3HA-SFLO1 15
B-Sacl-SFLO11BC* 3% _yrro11T

FLOI11As1278, Kontrolle fiir in vivo Experimente

Cornelia Hillenbrand
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2227 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2066 (Wnl4) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2228 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2055 (Wn3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2229 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2070 (Wnl17) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2230 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA aus YHUM2141 (Pro3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2231 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM?2086 (Pro2) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2232 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM?2085 (Prol) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2233 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2066 (Wnl14) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2234 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2055 (Wn3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2235 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2070 (Wnl17) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Enthélt Frameshift. Johanna Miiller)
BHUM2236 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2141 (Pro3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2237 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM?2086 (Pro2) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2238 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2085 (Prol) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2239 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2089 (Br3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2240 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM?2075 (K12) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM?2241 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM?2079 (K16) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2242 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM2070 (Wnl7) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2243 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2141 (Pro3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM?2244 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2086 (Pro2) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2245 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2085 (Prol) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2246 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM?2087 (Brl) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2247 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM?2088 (Br2) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2248 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2075 (KI12) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM?2249 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2079 (K16) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2250 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2066 (Wnl4) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2251 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2067 (Wnl5) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2252 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2068 (Wnl6) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 1. Johanna Miiller)
BHUM2253 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2069 (Wn27) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2254 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI10A4 aus YHUM2071 (Wnl8) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2255 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2072 (Wnl9) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2256 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2073 (Wn20) in pJET1.2. (Bachelorarbeit

Johanna Miiller)
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2257 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2091 (Wn22) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2258 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2092 (Wn23) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2259 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2093 (Wn24) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2260 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2094 (Wn25) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2261 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2063 (Wnll) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2262 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2064 (Wnl12) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2263 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2065 (Wnl3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2264 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2053 (Wnl) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2265 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2054 (Wn2) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2266 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2055 (Wn3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit

Johanna Miiller)
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2267 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2056 (Wn4) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2268 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2058 (Wn6) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 3. Johanna Miiller)
BHUM2269 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2059 (Wn7) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2270 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2060 (Wn8) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2271 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2061 (Wn9) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2272 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2062 (Wn10) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 1. Johanna Miiller)
BHUM2273 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2070 (Wnl7) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2274 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2087 (Brl) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 3. Johanna Miiller)
BHUM2275 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2088 (Br2) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2276 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2089 (Br3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit

Johanna Miiller)
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2277 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2142 (Br4) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2278 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2074 (KI11) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2279 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2075 (KI12) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2280 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2076 (KI3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 4. Johanna Miiller)
BHUM2281 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2077 (K14) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2282 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2078 (KI5) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2283 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2079 (K16) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2284 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2080 (K17) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2285 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2081 (KI8) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2286 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2082 (K19) in pJET1.2. (Bachelorarbeit

Johanna Miiller)
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2287 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2084 (KI11) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2288 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI10A4 aus YHUM2136 (K113) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2289 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI10A4 aus YHUM2137 (K114) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2290 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2138 (KI115) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2291 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2140 (K117) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2292 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2085 (Prol) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2293 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2086 (Pro2) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM2294 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2141 (Pro3) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Johanna Miiller)
BHUM?2295 BHUMI1985+FLOSA diese Arbeit
AmpR, URA3, CEN (Bachelorarbeit
FLO5A (AS26-271) aus BHUM2009 in zuvor Johanna Miiller)
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157.
BHUM?2298 BHUM1985+FLO1Aigma, Klon 4 diese Arbeit

Amp®, URA3, CEN
FLOI1As1778, (AS26-271) aus BHUM2033 in
zuvor Sacl/Sacll verdautem BHUM1985.
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz

BHUM2299 BHUM1985+FLO9Aigma, Klon 1 diese Arbeit

Amp®, URA3, CEN

FLO9A451278, (AS26-271) aus BHUM2857 in zuvor

Sacl/Sacll verdautem BHUM1985.
BHUM2300 BHUMI1985+FLO10A, Klon 1 diese Arbeit

Amp®, URA3, CEN

FLOI10A (AS23-293) aus BHUM1896 in zuvor

Sacl/Sacll verdautem BHUM1985.
BHUM2452 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2456 FLOY94 aus YHUM?2142 (Br4) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2480 Eva Ackermann )
BHUM2487
BHUM2453 Amp" pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2454 FLOY94 aus YHUM2138 (K115) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2466 BHUM2466 und BHUM2469 enthalten Eva Ackermann )
BHUM?2469 vorzeitiges Stopcodon.
BHUM2455 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2457 FLOY94 aus YHUM2136 (K113) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2459 Eva Ackermann )
BHUM2462
BHUM?2458 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2461 FLOY94 aus YHUM2137 (Kl114) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2473 BHUM?2458 und BHUM?2473 enthalten Eva Ackermann )
BHUM?2486 Frameshift.
BHUM2460 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2481 FLOY94 aus YHUM2135 (K112) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2489 Eva Ackermann )
BHUM2491
BHUM?2463 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2464 FLO9Y94 aus YHUM2095 (Wn26) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2465 Eva Ackermann )

BHUM?2490




Material

Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2467 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2468 FLOY94 aus YHUM?2144 (Br6) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2482 Eva Ackermann )
BHUM2483
BHUM2470 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2471 FLOY94 aus YHUM2139 (K116) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2472 BHUM2470 mit vorzeitigem Stopcodon, Eva Ackermann )
BHUM?2477 BHUM?2471 enthélt Frameshift.

BHUM2474 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2475 FLOY94 aus YHUM2140 (K117) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2476 BHUM?2474 und BHUM?2475 enthalten Eva Ackermann )
BHUM?2484 Frameshift.
BHUM2478 Amp" pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2479 FLOY94 aus YHUM2143 (BrS) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2485 Eva Ackermann )
BHUM2488
BHUM2511 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM?2079 (K16) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2512 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM?2080 (K17) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2513 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2072 (Wn19) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2514 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2083 (K110) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2516 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2090 (Wn21) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2517 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM?2082 (K19) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2518 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2089 (Br3) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2519 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2088 (Br2) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2520 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM?2086 (Pro2) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2521 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM?2085 (Prol) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2522 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM?2087 (Brl) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2523 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2094 (Wn25) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2524 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2073 (Wn20) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2525 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2063 (Wnll) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2526 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM?2081 (K18) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2527 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM2066 (Wnl4) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2528 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2068 (Wn16) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2529 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2064 (Wn12) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2530 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM2071 (Wnl8) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2531 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM?2078 (K15) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2532 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM2077 (K14) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2533 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2076 (KI3) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2534 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2074 (KI1) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2535 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2067 (Wnl5) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2536 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM2093 (Wn24) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )




Material

Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2537 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM2092 (Wn23) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2538 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2091 (Wn22) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2539 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2540 FLOIA aus YHUM2139 (K116) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2541 Eva Ackermann )
BHUM?2542
BHUM?2543 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2544 FLOIA aus YHUM2135 (K112) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2545 Eva Ackermann )
BHUM?2546
BHUM2547 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2548 FLOIA aus YHUM2136 (K113) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2549 Eva Ackermann )
BHUM?2550
BHUM2551 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2552 FLOIA aus YHUM2137 (K114) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2553 Eva Ackermann )
BHUM2554 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2140 (K117) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2555 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2556 FLOI1A4 aus YHUM2142 (Br4) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2557 Eva Ackermann )
BHUMZ2558
BHUM?2559 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2560 FLOIA4 aus YHUM2143 (Br5) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2561 BHUM2561 enthilt Frameshift. Eva Ackermann )
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2562 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2563 FLOI1A aus YHUM2144 (Br6) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )
BHUM2564 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2665 FLOIA aus YHUM2138 (K115) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2666 Eva Ackermann )
BHUM2567 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2074 (KI1) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2568 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO1A aus YHUM?2080 (K17) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2569 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM2084 (Kl111) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2570 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2571 FLOI1A4 aus YHUM2095 (Wn26) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2572 BHUM2571, BHUM2572 und BHUM2573 Eva Ackermann )
BHUM2573 enthalten vorzeitiges Stopcodon.
BHUM2574 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM?2053 (Wnl) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2575 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2054 (Wn2) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2576 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2055 (Wn3) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2577 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2056 (Wn4) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2578 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM2057 (Wn5) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2579 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2058 (Wn6) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2580 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2059 (Wn7) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2581 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM2060 (Wn8) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2582 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM2061 (Wn9) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2583 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM2062 (Wnl0) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2584 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO9A4 aus YHUM2065 (Wn13) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2585 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO94 aus YHUM2084 (KI11) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2586 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2587 FLOIA4 aus YHUM2053 (Wnl) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2588 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA aus YHUM2054 (Wn2) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )




Material

Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2589 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM2056 (Wn4) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2590 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2057 (Wn5) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2591 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2058 (Wn6) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2592 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM?2059 (Wn7) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2593 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM2060 (Wn8) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM25%4 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA aus YHUM2061 (Wn9) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2595 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2062 (Wn10) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2596 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2064 (Wnl12) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2597 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2065 (Wn13) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2598 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2067 (Wnl5) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2599 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2068 (Wnl6) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2600 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2071 (Wnl8) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2601 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA aus YHUM2072 (Wn19) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2602 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2073 (Wn20) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2603 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM?2075 (KI12) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2604 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO1A aus YHUM?2076 (K13) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2605 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2077 (Kl14) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2606 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2079 (K16) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2607 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2081 (KI8) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2608 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM?2082 (K19) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2609 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2610 FLOI1A aus YHUM?2085 (Prol) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )
BHUM2611 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2086 (Pro2) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2614 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2087 (Brl) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2615 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM?2088 (Br2) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2616 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO1A aus YHUM?2089 (Br3) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2617 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2090 (Wn21) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2618 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2091 (Wn22) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2619 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2092 (Wn23) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2620 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2093 (Wn24) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2621 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2094 (Wn25) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )




Material | 150

Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2622 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2053 (Wnl) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2623 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2054 (Wn2) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2624 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2056 (Wn4) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2625 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2057 (Wn5) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2626 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2058 (Wn6) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2627 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUMZ2059 (Wn7) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2628 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2060 (Wn8) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2629 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2061 (Wn9) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2630 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2062 (Wn10) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2631 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2063 (Wnl1) in pJET1.2. (Masterarbeit

Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )




Material

Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2632 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2064 (Wnl2) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2633 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2065 (Wn13) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2634 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2067 (Wnl5) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2635 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2068 (Wnl6) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2636 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2071 (Wnl8) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2637 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2072 (Wnl9) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2638 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2073 (Wn20) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM?2639 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2074 (KI1) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2640 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2076 (KI3) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2641 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2077 (K14) in pJET1.2. (Masterarbeit

Enthalt Frameshift.

Eva Ackermann )
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2643 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM?2078 (K15) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2644 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2079 (K16) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2645 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2080 (K17) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2646 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM?2081 (K18) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM?2647 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM?2082 (K19) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2648 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2083 (K110) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2649 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2084 (KI11) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2650 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2085 (Prol) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2651 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2652 FLO5A aus YHUM2086 (Pro2) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2651 enthilt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM?2653 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM?2087 (Brl) in pJET1.2. (Masterarbeit

Eva Ackermann )
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Material

Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2654 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM?2088 (Br2) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2655 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2089 (Br3) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2656 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2090 (Wn21) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2657 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2091 (Wn22) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM?2658 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2092 (Wn23) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2659 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2093 (Wn24) in pJET1.2. (Masterarbeit
Enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2660 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2094 (Wn25) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2661 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2662 FLO5A4 aus YHUM2095 (Wn26) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2663 Eva Ackermann )
BHUM?2664
BHUM2665 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2666 FLO5A4 aus YHUM2135 (K112) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2667 Eva Ackermann )

BHUM?2668
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2669 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2670 FLO5A aus YHUM2136 (K113) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2671 Eva Ackermann )
BHUM2672
BHUM2673 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2674 FLO5A aus YHUM2137 (Kl114) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2675 Enthalten alle Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2676
BHUM2677 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2678 FLO5A aus YHUM2138 (K115) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2679 Eva Ackermann )
BHUM2680
BHUM2681
BHUM2682 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2683 FLO5A aus YHUM2139 (K116) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2684 BHUM2684 und BHUM?2685 enthalten Eva Ackermann )
BHUM?2685 Frameshift.

BHUM2686 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2687 FLO5A4 aus YHUM2140 (K117) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2688 BHUM2688 enthilt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM2689

BHUM2690 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2691 FLO5A aus YHUM2142 (Br4) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM?2692 Eva Ackermann )
BHUM2693

BHUM2694 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM2695 FLO5A4 aus YHUM2143 (Br5) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2696 Eva Ackermann )

BHUM?2697
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM?2698 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
BHUM?2699 FLO5A4 aus YHUM2144 (Br6) in pJET1.2. (Masterarbeit
BHUM2700 BHUM?2698 enthélt Frameshift. Eva Ackermann )
BHUM?2642
BHUM?2701 Amp" URA3, CEN diese Arbeit

FLO1A4 aus YHUM2070 (Wnl7) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157. Eva Ackermann )
BHUM?2702 Amp" URA3, CEN diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2075 (KI2) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157. Eva Ackermann )
BHUM2703 Amp®, URA3, CEN diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2077 (K14) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM2157. Eva Ackermann )
BHUM2704 Amp®, URA3, CEN diese Arbeit
FLOI1A4 aus YHUM2071 (Wn18) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM2157. Eva Ackermann )
BHUM2705 Amp®, URA3, CEN diese Arbeit
FLOI1A aus YHUM?2087 (Brl) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM2157. Eva Ackermann )
BHUM?2706 Amp" URA3, CEN diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2066 (Wnl4) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157. Eva Ackermann )
BHUM?2707 Amp" URA3, CEN diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2086 (Pro2) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157. Eva Ackermann )
BHUM?2708 Amp" URA3, CEN diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2089 (Br3) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157. Eva Ackermann )
BHUM2709 Amp®, URA3, CEN diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2075 (KI2) in zuvor (Masterarbeit

Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157.

Eva Ackermann )
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM2710 Amp", URA3, CEN diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2067 (Wnl5) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157. Eva Ackermann )
BHUM2711 Amp" URA3, CEN diese Arbeit
FLO5A aus YHUM2076 (KI3) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157. Eva Ackermann )
BHUM2712 Amp®, URA3, CEN diese Arbeit
FLO5A4 aus YHUM2084 (KI11) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM2157. Eva Ackermann )
BHUM2713 Amp®, URA3, CEN diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM?2075 (K12) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM2157. Eva Ackermann )
BHUM2714 Amp", URA3, CEN diese Arbeit
FLOY94 aus YHUM2073 (Wn20) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM2157. Eva Ackermann )
BHUM2715 Amp" URA3, CEN diese Arbeit
FLO9Y94 aus YHUM?2087 (Brl) in zuvor (Masterarbeit
Sacl/Sacll verdautem BHUM?2157. Eva Ackermann )
BHUM2716 BHUM1985+FLO9Ag;ssc, Klon 15 diese Arbeit
Amp®, URA3, CEN
FLOY94s:83. (AA26-271) aus YHUM1605 in zuvor
Sacl/Sacll verdautem BHUM1985.
BHUM2723 Amp® pMBI, MCS diese Arbeit
FLOIA4 aus YHUM2078 (KI15) in pJET1.2. (Masterarbeit
Eva Ackermann )
BHUM2852 BHUM1985+FLOSA-FLO10SD, Klon 1 diese Arbeit

Amp®, URA3, CEN

FLO5A4'%P aus BHUM1898 in zuvor Sacl/Sacll

verdautem BHUM1985.
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Vorherige Bezeichnung / Beschreibung

Material

Referenz

BHUM2853

BHUM1985+FLOS5A-G4S, Klon 6

Amp®, URA3, CEN

FLO5A4*P aus BHUM2007 in zuvor Sacl/Sacll
verdautem BHUM1985.

diese Arbeit

BHUM?2854

BHUM1985+FLO10A-FLOS5SD, Klon 2

Amp®, URA3, CEN

FLO104™" aus BHUM1899 in zuvor Sacl/Sacll
verdautem BHUM1985.

diese Arbeit

BHUM2855

BHUMI1985+FLO10A-G4S, Klon 14

Amp®, URA3, CEN

FLO104"" aus BHUM2008 in zuvor Sacl/Sacll
verdautem BHUM1985.

diese Arbeit

BHUM2856

BHUM1985+FLO1Agzssc, Klon 19

Amp®, URA3, CEN

FLOI1Agg3. (AS26-271) aus YHUM1605 in zuvor
Sacl/Sacll verdautem BHUM1985.

diese Arbeit

BHUM?2857

BHUM1760+FLO9Aigma, Klon 39

Amp®, URA3, CEN

FLO9A4s12780 (AS26-271) aus YHUMO271 in
zuvor Sacl/Sacll verdautem BHUM1760.

diese Arbeit

BHUM?2858

pET28a+FLO10Asigma, Klon 8

Kan®, fl-origin, pBR322 origin, lacl

T7 Promotor und Terminator

Erweiterte FLO10A-Doméne (AS23-299) aus
YHUMO271 um gerade Anzahl Cysteine zu
erhalten. In Expressionsvektor pET28a(+).

diese Arbeit

BHUM2859

pET28a+FLOS5A-G4S, Klon 2

Kan®, fl-origin, pBR322 origin, lacl

T7 Promotor und Terminator

FLO54P aus BHUM2007 in Expressionsvektor
pET28a(+).

diese Arbeit
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Plasmidname Vorherige Bezeichnung / Beschreibung Referenz
BHUM?2860 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2087 (Brl) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 2. Johanna Miiller)
BHUM2861 Amp™ pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2062 (Wnl0) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 2. Johanna Miiller)
BHUM2862 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A4 aus YHUM2076 (K13) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 3. Johanna Miiller)
BHUM?2863 Amp®, pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2068 (Wnl6) in pJET1.2. (Bachelorarbeit
Klon 2. Johanna Miiller)
BHUM2864 Amp", pMBI, MCS diese Arbeit
FLO10A aus YHUM2058 (Wn6) in pJET1.2. (Bachelorarbeit

Klon 2.

Johanna Miiller)
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5. Methoden

5.1 Kaultivierung der Mikroorganismen

5.1.1 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in Fliissigmedium und je nach dem Volumen der Kultur
entweder im Roll- oder auf dem Schiittelinkubator bei 37 °C. Kulturen auf festem
Agarmedium wurden bei der gleichen Temperatur inkubiert. Als Medium wurde immer LB-
Medium verwendet. Je nach dem Resistenzmarker der Plasmide und ggf. der E. coli-Stimme
wurde zusitzlich das entsprechende Antibiotikum / die entsprechenden Antibiotika, wie in

Abschnitt 4.7 und Tab. 4.8 angegeben, dem Medium hinzugegeben.

5.1.2 Kaultivierung von S. cerevisiae

S. cerevisiae Kulturen wurden in fliissigem Medium ebenfalls je nach dem Volumen der
Kultur auf dem Roll- bzw. Schiittelinkubator inkubiert. Alle Kulturen in sowohl fliissigem als
auch auf festem Nahrmedium wurden bei 30 °C herangezogen. Als Medium wurde entweder
YEPD oder SC-4 Medium verwendet. Die Selektion auf Plasmid-tragende Zellen erfolgte in
SC-4 Medium durch den Auxotrophie-Marker URA3.

5.2 Manipulation von Nukleinsiduren

5.2.1 Isolation von genomischer DNA aus S§. cerevisiae [Hoffman and Winston, 1987]

Um genomische DNA aus §. cerevisiae zu isolieren, wurde nach der Verfahrensweise wie sie
von Hoffman und Winston (1987) beschrieben wurde vorgegangen. Dabei wurde eine Kultur
von 10 ml zunichst fiir 2 Min. bei 1520 g abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die
Zellen wurden dann in 0,5 ml 4H,O resuspendiert, in ein frisches 1,5 ml Eppendorf
Reagiergefal iiberfiihrt, und unter den gleichen Bedingungen erneut abzentrifugiert.
Nachdem auch hier der Uberstand abgenommen worden war, erfolgte die Zugabe von 0,2 ml

Lysepuffer (2 % Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8,0, | mM EDTA),
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0,2 ml Roti® -Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
DE) und 0,3 g Glasperlen. Durch 3-4 miniitiges Inkubieren auf einem Vibrax Schiittler
wurden die Zellen zundchst aufgeschlossen und anschlieBend 0,2 ml TE-Puffer
hinzugegeben. Das Lysat wurde dann fiir 10 Min. bei 16060 g zentrifugiert, die wissrige
Phase in ein frisches 1,5 ml Reagiergefdl3 tiberfiihrt, 1 ml EtOH dazugegeben und durch
Invertieren beide gut vermischt. Nach erneuter Zentrifugation unter den gleichen
Bedingungen wurde der Uberstand abgenommen. Es folgte die Zugabe von 0,4 ml TE-Puffer
und 3 ul RNAseA (10 mg/ml), welche vor der erstmaligen Anwendung zuvor fiir 10 Min. bei
100 °C aufgekocht worden war. Nach 5 miniitiger Inkubation bei 37 °C wurden zusétzlich
10 ul 4 M Ammoniumacetat und 1 ml EtOH zugegeben und durch Invertieren gemischt.
Zuletzt folgte eine Zentrifugation fiir 10 Min. bei 16060 g. Danach wurde der Uberstand

abgenommen, der Niederschlag an der Luft getrocknet, und in 50 pl 44H,O resuspendiert.

5.2.2 PCR Amplifikation von Nukleinsauren

Die Amplifikation von Nukleinsduren erfolgte je nach dem anschlieBendem
Verwendungszweck in 20, bzw. 50 ul Ansdtzen nach Angaben des Herstellers. Fiir
analytische PCRs, beispielsweise eine Kolonie-PCR, wurden dabei jeweils 20 pul Ansitze
verwendet wihrend fiir Amplifikate welche weiterverwendet wurden 50 pl Ansétze eingesetzt
wurden. Als Polymerase wurde die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase der Firma
Thermo Fisher Scientific Inc. benutzt. Die Wahl der PCR-Programme erfolgte nach der
Empfehlung des Herstellers. Je nach Art der Template-DNA, der Schmelztemperatur der
Primer, und der Liange des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts wurde das Programm jeweils
entsprechend angepasst (Tab. 5.2). Die Schmelztemperatur der Primer wurde den Angaben
des Herstellers entnommen oder nach der Wallace (2+4)-Regel berechnet. Fiihrte eine PCR zu

keinem zufriedenstellenden Ergebnis wurde alternativ eine Gradienten-PCR durchgefiihrt.
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Tab. 5.1: Die genaue Zusammensetzung der PCR-Ansétze.
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Ingrediens 20 pl Ansatz | 50 pl Ansatz | Endkonzentration
aaH20 x ul x ul | nahezu unverdiinnt
5xPhusion HF-Puffer 4 ul 10 pl
oder

1x
10xPfu-Puffer mit 20 mM MgSQO4 2 ul Sul
(beide Thermo Fisher Scientific Inc.)
10 mM dNTPs 0,4 ul 1,0 ul je 200 uM
Forward-Primer (10 uM / 20 uM) x ul x ul 0,5 uM
Reversed-Primer (10 uM / 20 puM) x ul x ul 0,5 uM
Template DNA x ul x ul 2-5 ng/ul
Phusion DNA Polymerase 0,2 ul 0,5 ul 0,02 U/ul

Tab. 5.2: Die verwendeten PCR-Programme fiir die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase.
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Programmschritte Plasmid DNA Genomische DNA Physikalischer Schritt
98°C 30 Sek. 30 Sek. - 2 Min.
Denaturierung
98°C 10 Sek. 10 Sek.
30% x °C x Sek. x Sek. Primerhybridisierung
x Sek. x Sek.
72°C Elongation
(1000 bp/15 Sek.) | (1000 bp/30 Sek.)
Zusitzliche
72°C 5 Min. 5 Min. . .
Elongationszeit
8°C o0 00 Verwahrung

5.2.3 DNA-Restriktion mit Hilfe von Endonukleasen

Analytische Restriktionen zur Uberpriifung von Plasmiden wurden in 10-20 pl Ansitzen mit
jeweils 1-10 U Endonuklease durchgefiihrt. Préparative Restriktionen erfolgten in 30-50 pl
Ansdtzen mit 20-30 U Enzym. Die Endonukleasen wurden von der Firma Thermo Fisher

Scientific Inc. bezogen.
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5.2.4 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Fiir die Gelelektrophorese wurden die Proben mit 6xLoading Dye (Tab. 4.5) gemischt, so
dass dieser danach einfach verdiinnt vorlag. AnschlieBend wurden die Proben auf ein
1 %-iges Agarosegel aufgetragen. Als Groflenstandard diente der GeneRuler™ DNA Ladder
Mix der Firma Thermo Fisher Scientific Inc.. Die Durchfiihrung der Gelelektrophorese
erfolgte in TAE-Puffer (Tab. 4.5) und mit Hilfe eines PowerPac™ Basic Power Supply der
Firma Bio-Rad Laboratories GmbH bei 120 V und 40 Min. Die Gele wurden dann fiir ca.
10 Min. in einem Ethidiumbromid-Farbebad (1 pg/ml) inkubiert. Im Anschluss folgte eine
weitere Inkubation fiir ca. 10 Min. in einem Wasserbad. Fiir die Visualisierung der DNA-

Fragmente wurde die GelDoc™ XR der Bio-Rad Laboratories GmbH verwendet.

5.2.5 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente aus Agarosegelen isolieren zu konnen, wurden die Gele auf den
Multiband-Transilluminator 312/365 nm-IL-20-M/L der Firma H. Saur Laborbedarf gelegt.
Zuvor wurde der Transilluminator bei 365 nm fiir 1 Min. eingelaufen, bevor die
Lichtintensitdt auf 70 % heruntergeschaltet und das Gel aufgelegt werden konnte. Mit einem
Skalpell wurden die gewiinschten Banden herausgeschnitten und auf 2 ml Reagiergefilie
aufgeteilt. Danach erfolgte die Extraktion mit dem E.ZN.A.® Gel Extraction Kit der Firma
Omega Bio-Tek Inc. laut Herstellerangaben. Dazu wurde zundchst das Gewicht der
jeweiligen Agarosestiicke bestimmt. Fiir jedes Gramm Agarose erfolgte die Zugabe von 1 ml
,Binding Buffer, um die Agarose wéhrend der Inkubation bei 60 °C darin zu I6sen. Die
Isolation der gelésten DNA wurde durch Auftragung von jeweils 700 ul auf eine HiBind®
DNA Mini Column und anschlieender Zentrifugation bei 10000 g fiir 1 Min. erreicht. Im
Anschluss daran folgte nochmals die Auftragung von 300 pl ,,Binding Buffer und eine
Zentrifugation bei 13000 g fiir 1 Min.. Die gebundene DNA wurde durch Zugabe von 700 pl
»SPW Wash Buffer” und anschlieBender Zentrifugation bei 16060 g fiir 1 Min. gewaschen.
Fiir die Entfernung eventueller Pufferreste folgte eine weitere Zentrifugation bei 16060 g fiir
2 Min.. Vor der Elution wurde die Sdule mit einem frischen 1,5 ml Reagiergefall versehen,
bevor 30 ul 44aH,O aufgetragen und die Saule fiir 2 Min. stehen gelassen wurde. SchlieBlich
erfolgte die Elution der DNA-Fragmente von der Sdule durch Zentrifugation bei 16060 g fiir
1 Min..
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5.2.6 DNA-Ligation

Ligationen erfolgten in einem Volumen von 10-20 pl. Darin enthalten waren das Plasmid und
das Insert in unterschiedlichen Verhéltnissen zueinander, wobei bei der Berechnung der
jeweils eingesetzten Mengen auch das Grofenverhiltnis bertlicksichtigt wurde. AuBlerdem
wurden zusdtzlich zum bereits im Ligationspuffer enthaltenen ATP nochmals 2 mM ATP
(Endkonzentration) aus einer 100 mM Stocklosung zum Ansatz dazugegeben. Die Ligation
erfolgte mit Hilfe von 1 U T4 DNA-Ligase der Firma Roche Diagnostics Deutschland GmbH

oder Thermo Fischer Scientific Inc..

5.3 Manipulation von Mikroorganismen

5.3.1 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen [modifiziert nach Mandel and Higa,
1970]

Fiir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen mit Hilfe von Calcium-Ionen wurde
aus einer ii. N. Kultur eine Hauptkultur mit einer Verdiinnung von 1:50 angeimpft. Zu der
Hauptkultur wurden auflerdem MgCl, und MgSO, bis zu einer Endkonzentration von 10 mM
dazugegeben und diese anschlieend bei 37 °C und 200 rpm inkubiert, bis eine ODggonm von
0,6 erreicht war. Die Zellen wurden dann fiir 10 Min. auf Eis inkubiert, fiir 10 Min. bei 1912 g
und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Danach erfolgte die Zugabe und
Resuspendierung der Zellen in 17 ml kalter RF1-Lésung (Tab. 4.5). Nach einer weiteren
Inkubation fiir 15 Min. bei 4 °C folgte eine erneute Zentrifugation unter den gleichen
Bedingungen wie zuvor. Nachdem der Uberstand abgenommen worden war, wurden die
Zellen in 2,5 ml kalter RF2-Losung (Tab. 4.5) resuspendiert, fiir 30 Min. bei 0 °C inkubiert,
und in jeweils 100 pl Aliquots schockgefroren. Die Lagerung der Zellen erfolgte anschlieBend

bei -80 °C.
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Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die gefrorenen E. coli-Zellen wurden zunéchst auf Eis aufgetaut und die zu transformierende
DNA zu den Zellen dazugegeben. Das Gemisch aus Zellen und DNA wurde dann fiir 30 Min.
auf Eis inkubiert. Anschliefend folgte ein Hitzeschock fiir 1 Min. bei 42 °C. Fiir die
Regenerierung der Zellen erfolgte die Zugabe von 1 ml LB-Medium und eine Inkubation fiir
1 Std. bei 37°C. Nach einer Zentrifugation fiir 2 Min. bei 2376 g wurde der Uberstand
dekantiert, die Zellen im restlichen Uberstand resuspendiert und auf vorgewirmtem, mit

Antibiotikum/Antibiotika versetztem LB-Medium ausplattiert.

5.3.2 Herstellung und Transformation kompetenter S. cerevisiae-Zellen
[Knop et al., 1999]

Die ODgponm einer . N. Kultur wurde zunichst gemessen und anschliefend eine 50 ml
Hauptkultur in YEPD mit einer Anfangs-ODgponm von 0,2 angeimpft. Diese wurde bei 30 °C
bis zu einer ODgoonm von 0,6 inkubiert. AnschlieBend folgten zwei Waschritte mit jeweils
25 ml dH;0, bzw. 5 ml SORB-L&sung (Tab. 4.5), nachdem die Zellen zuvor fiir 3 Min. bei
500 g abzentrifugiert worden waren. Danach erfolgte die Zugabe von 360 pl SORB-Losung
und 40 pl Heringsperm-DNA (10 mg/ml, zuvor fiir 10 Min. bei 100 °C inkubiert und dann in
Eiswasser gekiihlt). Zu jeweils 50 pl dieses Gemisches wurden 10 ul DNA hinzugegeben.
Nach der Zugabe von 360 ul PEG-Losung (Tab. 4.5) wurden die Transformationsansétze fiir
30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss folgte ein Hitzeschock fiir 15 Min. bei
42 °C. Zur Regeneration wurden die Zellen erneut abzentrifugiert und fiir 1 Std. in jeweils
1 ml YEPD-Medium bei 30 °C inkubiert. SchlieBlich folgte die Ausplattierung der Zellen auf
YEPD, bzw. SC-4-Medium. Von mehreren Kolonien wurde dann zunichst ein
Vereinzelungsausstrich hergestellt, von dem wiederum eine einzelne Kolonie fiir die in vivo

Tests verwendet wurde.
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5.4 Analytische Methoden zur Uberpriifung von Nukleinsiiuren

5.4.1 Quantitative und qualitative Messung von DNA am Spektrophotometer

Nach der Aufreinigung mit Hilfe des E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit I, QIAprep”Spin

Miniprep Kit (50) oder E.ZN.A.® Gel Extraction Kit, wurde die quantitative Menge der

gewonnenen DNA mit Hilfe des Spektrophotometers ,,Nano-Drop ND-1000* bestimmt. Um

eine Messung nach der Aufreinigung mit dem E.ZN.A.® Gel Extraction Kit méglich zu

machen, wurde das Eluat zuvor nochmals fiir 1 Min. bei 16060 g zentrifugiert. Als Referenz

fiir die Messung diente jeweils die Losung, mit der die DNA zuvor von der Sdule eluiert

worden war. Neben der quantitativen Messung in ng/pl wurde gleichzeitig auch das

Verhiltnis 260nm/280nm gemessen, wobei die DNA bei einem Wert um die 1,8 als rein gilt.

5.4.2 Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden von der Firma Sequence Laboratories Gottingen GmbH

durchgefiihrt. Je nach Art der Plasmidaufreinigung wurden verschiedene Sequenzierungs-

ansétze vorbereitet. Die erhaltenen Sequenzen wurden anschliefend mit Hilfe des Programms

Clustal X2 ausgewertet.

Tab. 5.3: Zusammensetzung der Sequenzierungsansitze nach Art der Plasmidaufreinigung.

Art der Plasmidaufreinigung Sequenzierungsansatz
Alkalische Lyse 5,3 ul  Plasmid DNA
1,0 ul  Primer (20 uM)
0,7 ul 100 mM Tris-HC1
pH 8.8
E.ZN.A.® Plasmid DNA Mini Kit I/ 600-800 ng Plasmid DNA
QIAprep”“Spin Miniprep Kit (50) 1,0 ul  Primer (20 uM)
x ul  4qH,O

Insg. 7 ul




Methoden

Art der Plasmidaufreinigung Sequenzierungsansatz
E.ZN.A.® Plasmid DNA Mini Kit 1/ 720-1200 ng Plasmid DNA
QIAprep“Spin Miniprep Kit (50) 1 pul Primer (20 uM)

x ul  4qHO
Insg. 15 pl

5.5 Stammhaltung in Glycerin-Dauerkulturen

Die dauerhafte Stammbhaltung in Form von plasmidtragenden E. coli-Zellen erfolgte in 15 %-
igem Glycerin (Endkonzentration) bei -80 °C. Dazu wurden 700 pl, bzw. 900 ul einer
frischen Kultur mit dem gleichen Volumen 30 %-igen Glycerins (steril) in einer 2 ml Mikro-
Schraubrohre (Sarstedt AG & Co.), bzw. einem CryoPure Gefal3 1,8 ml (Sarstedt AG & Co.)

gemischt.

5.6 Funktionale Analyse der FloA-Domiinen

5.6.1 Fluoreszenzmikroskopie

Um das Vorhandensein des jeweiligen Flokkulinkonstrukts auf der Zelloberfliche von
S. cerevisiae zu tiberpriifen, wurde eine Immunfluoreszenzmikroskopie mit Hilfe der in
Tab. 4.9 beschriebenen Antikérper durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Bindung des priméren
Antikorpers an das dreifache, N-terminale HA-Taq, welches in den Konstrukten bereits
enthalten war (Abb. 2.1). Der sekundédre Antikdrper bestand aus einem IgG Antikorper der
mit Cy3 verkniipft ist, welches bei einer Wellenldnge von 550 nm angeregt werden konnte
und dessen Emission bei 570 nm lag. Fiir die Vorbereitung wurden einige Zellen aus einer
Kolonie in 100 ul PBS + 2 % BSA (Tab. 4.5) gelost. Nach einer Inkubation fiir 1 Std. bei
30°C wurden diese fiir 2Min. bei 380g abzentrifugiert. Danach erfolgte die
Resuspendierung in 100 ul PBS + 2 % BSA + Mouse anti-HA (1:1000) Antikorper. Nach
erneuter Inkubation wurden die Zellen wieder abzentrifugiert und dreimal mit jeweils 100 pl
PBS + 2 9% BSA gewaschen. Anschlieend wurden 100 ul PBS + 2 % BSA + Goat anti-
Mouse (1:1000) Antikdrper zu den Zellen dazu gegeben und diese fiir 20 Min. bei 30 °C

inkubiert. Danach wurde wieder dreimal gewaschen und die Zellen nach dem letzten
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Waschschritt im Rest-Uberstand resuspendiert. Fiir die Mikroskopie wurden 3 pl der
Zellensuspension mit dem gleichen Volumen PBS + 2 % BSA auf einem, mit 2 %-iger
Agarose beschichtetem, Objekttrager gemischt. Die Beschichtung erfolgte wiederum durch
Losen der Agarose in ¢H,O, wovon 1ml pro Objekttriger verwendet wurde. Durch
Zusammendriicken der Agarose zwischen zwei Objekttrigern wurde diese verteilt.
AnschlieBend wurde der obere Objekttrager durch seitwirtiges Verschieben entfernt, und die

beschichteten Objekttrager mindestens iiber Nacht bei RT getrocknet.

Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit den Mikroskopen ,,Axiovert 200M*“ und ,,Axio
Observer.Z1“ der Firma CARL ZEISS AG. Dazu wurden jeweils die Kameramodelle
,2Hamamatsu ORCA-ER-1394* und ,,Hamamatsu C9 100-02 verwendet. Die Steuerung der
Mikroskope und der Aufnahmen erfolgte durch die Software ,,Volocity 5.3.1“ (PERKIN
ELMER). Fiir die Aufnahmen wurde ein 63x Ol-Objektiv verwendet. Die Anregung der
Fluoreszenz von Cy3 erfolgte bei einer Wellenldnge von 550 nm, wéhrend die Emission bei
570 nm beobachtet wurde. Die Belichtungszeit betrug dabei fiir die Aufnahmen bei
Durchlicht 100 ms, und fiir die Fluoreszenz-Aufnahmen 80 ms. Fiir die anschlieBende
Bearbeitung der Bilder in Form von Zuschneiden und Einfiigen des Mafstabs wurde das

Programm ,,Image J* verwendet.

5.6.2 Flokkulationstest zur Verifizierung der Zell-Zell Adhésion [Bester ef al., 2006]

Fiir die Messung der Zell-Zell Adhédsion wurde ein Flokkulationstest durchgefiihrt. Dazu
wurden von jedem zu messenden Stamm mehrere Kolonien in jeweils 8 ml SC-4-Medium
angeimpft und fiir 2 Tage bei 30 °C inkubiert. Um die anfingliche ODgponm der Kulturen
messen zu konnen, erfolgte die Zugabe von 50 mM EDTA pH 8,0 (Endkonzentration). Durch
Mischen wurden zunichst alle Zell-Zell Verbindungen gelost und die ODgponm gemessen.
Dazu wurden jeweils 100 pul entnommen und zu 900 ul 50 mM EDTA pH 8,0 pipettiert
(Messung vorher). AnschlieBend wurde jede Kultur auf eine ODgyonm von 4,0-5,5 eingestellt.
Fiir jede Testlosung bei der das Flokkulationsvermdgen gemessen werden sollte wurde dann
1 ml abgenommen. Die Aliquots wurden zundchst fiir 2 Min. bei 1521 g zentrifugiert und der
Uberstand dekantiert. Danach folgte ein Waschschritt mit jeweils 1 ml sterilem 4H,O. Nach
erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand mit der Pipette abgenommen und jeweils 1 ml

der folgenden Testlosungen dazugegeben: ¢H,O, 10 mM CaCl,, 10 mM CaCl, / 0,2 M D-
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Mannose, 10 mM CaCl, / 0,4 M D-Mannose, 10 mM CaCl, / 0,8 M D-Mannose, 10 mM
CaCl, / 0,8 M D-Glukose. Nach dem gleichzeitigen Mischen aller Aliquots fiir 10 Sek. auf
dem Vortexer wurden diese fiir 1 Min. ruhen gelassen, bevor jeweils 100 pul direkt unterhalb
des Meniskus der Fliissigkeitsoberfliche entnommen wurden. Diese dienten der erneuten
Messung der ODgoonm (Messung nachher) und der Berechnung des prozentualen

Flokkulationsvermdgens nach folgender Formel:

Formel II: Flokkulation (%) = (#) x 100

5.6.3 Waschtest zur Verifizierung der Zell-Oberflichen Adhision
[Roberts and Fink, 1994]

Um die einzelnen FloA-Doménen auf ihr Agar-Adhédsionsverhalten hin {iberpriifen zu
konnen, wurden die gleichen Kolonien von den Stimmen welche bereits im Flokkulationstest
verwendet wurden auf YEPD-Medium groBflichig ausgestrichen. AnschlieBend folgte eine
Inkubation fiir 3 Tage bei 30 °C. Danach erfolgte die weitere Inkubation bei RT fiir 3, bzw. 7
Tage. Alternativ wurden die Platten fiir 1 Tag bei 30 °C, und anschlieend fiir 3 Tage bei RT
inkubiert. Wie die Inkubation im Einzelnen durchgefiihrt wurde ist in den entsprechenden
Abbildungen durch die Inkubationsdauer angegeben. Das Gesamtwachstum der Stimme
wurde nach der Inkubation zunichst fotographisch dokumentiert. Danach wurden die Platten
mit ¢H,O gewaschen, indem diese zundchst unter Wasser gesetzt, und anschliefend ein
weicher Wasserstrahl gleichméBig iiber die jeweilige Platte gefiihrt wurde. Nachdem diese
dann zur Trocknung etwa 1 Std. stehen gelassen wurden, wurden die Platten erneut

fotographiert.

5.7 Phylogenetische Analyse von FloA-Doménen

Die phylogenetische Analyse von verschiedenen Flol1, Flo5 und Flo9 A-Doménen erfolgte
mit Hilfe des Programms SeaView Version 4 (Tab. 4.2; Gouy et al., 2010). Dabei wurden
folgende Einstellungen verwendet: BIONJ Algorithmus (Gascuel, 1997), Poisson-Verteilung.
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5.8 Proteinchemische Methoden

5.8.1 Bedingungen fiir die Proteinsynthese in E. coli

Die Synthese einzelner FloA-Doménen in E. coli erfolgte stets im 12 Liter Mal3stab. Dazu
wurde am Tag zuvor eine 130 ml Vorkultur in LB-Medium mit Kanamycin und Streptomycin
oder Spectinomycin (Abschnitt4.7) aus einer Glycerin-Dauerkultur angeimpft. In S L
Erlenmeyerkolben wurden jeweils 2 L, auf 37 °C vorgewarmtes LB-Medium gegeben und mit
Kanamycin versetzt. Danach wurden die Kulturen 1:100 angeimpft und bei 37 °C und
100 rpm bis zu einer ODgyonm von ca. 0,6 inkubiert. Die Proteinsynthese wurde mit 1 mM
IPTG (Endkonzentration) induziert und die Kulturen anschlieBend fiir 3 Tage bei 12 °C und
100 rpm weiter inkubiert. Nach der Synthese wurden die Zellen abzentrifugiert, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur Proteinaufreinigung verwahrt. Die
Zentrifugation erfolgte entweder mit der Standzentrifuge Sigma 4K15 (Sigma
Laborzentrifugen GmbH) fiir jeweils 20 Min. bei 12 °C und 3000 g, oder mit der Sorvall RC
5B Plus (Thermo Fisher Scientific Inc.) fiir 16 Min. bei ca. 10 °C und 4225 g.

5.8.2 Zellaufschluss von E. coli-Zellen

Zu den trockenen Zellen wurde AM-Puffer bis zu einem Volumen von 30 ml dazugegeben.
Dartiber hinaus erfolgte die Zugabe von 0,02 mg/ml Lysozym, 0,02 mM PMSF, 0,04 mM
EDTA (jeweils Endkonzentrationen) und einer Spatelspitze DNAsel (Applichem GmbH).
Nachdem die Zellen in der Losung aufgetaut und gelost worden waren, folgte der
Zellaufschluss mit Hilfe einer French Pressure Cell Press (American Instrument Company) in
einem zuvor gekiihlten Zylinder. Nach 3-5 Durchldufen wurde das Zelllysat in einer
Beckman L7-65 Ultrazentrifuge (Beckman Coulter Inc.) fiir 45 Min. bei 4 °C und 59457 g
zentrifugiert, und der Uberstand durch einen Rotilabo-Spritzenfilter (PorengroBe 0,22 pm)
filtriert.
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5.8.3 Aufreinigung iiber His-Taq mit Hilfe einer NiNTA-Séule

Alle fiir die Proteinaufreinigung verwendeten Losungen wurden zuvor filtriert und entgast.
Eine NiNTA-Sdule, bestehend aus einer XK16/20 Sédule mit 3 ml Ni Sepharose™ High
Performance (beide GE Healthcare Life Sciences), wurde vor dem Auftragen des Proteins
mit Hilfe der Peristaltikpumpe Pump P-1 (Pharmacia Biotech) mit jeweils 9 ml ¢H,O und
AM-Puffer gespiilt und dquilibriert. Die Auftragung erfolgte bei 0,3 ml/min. Danach wurde
nochmals mit 9 ml AM-Puffer + 15 mM Imidazol gespiilt, bevor die Elution des gebundenen
Proteins mit Hilfe des AKTApurifiers (GE Healthcare Life Sciences) erfolgte. Dabei wurde
ein Gradient mit einer Endkonzentration von 500 mM Imidazol in AM-Puffer verwendet. Die
Durchflussrate wihrend der Elution betrug 1 ml/min. Das Protein wurde im
Fraktionskollektor Frac-920 (GE Healthcare Life Sciences) in 1,5 ml Fraktionen
aufgefangen. Die Sdule wurde danach mit 15 ml AM-Puffer + 500 mM Imidazol, 9 ml 4H,O

und 9 ml 20%-igem Ethanol gewaschen bevor sie bei 4°C gelagert wurde.

5.8.4 Aufkonzentrieren von Proteinen / Pufferwechsel

Um Proteine aufzukonzentrieren wurden diese in zuvor &quilibrierte Amicon® Ultra
Zentrifugalfilter (Merck KGaA) umgefiillt und bei 4 °C und 3000 g zentrifugiert. Nach
jeweils 5 Min. wurde das Protein durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt, um
eine teilweise zu hohe Konzentration zu verhindern. Protein, welches weiter aufgereinigt
werden sollte, wurde auf ca. 1 ml aufkonzentriert und bei 5°C gelagert. Fiir eine
Umpufferung wurde bereits aufkonzentriertes Protein (< 200 ul) in einen &quilibrierten
Amicon” Ultra-4 Zentrifugalfilter gegeben und auf 4 ml mit dem gewiinschten Puffer
aufgefiillt. AnschlieBend wurde das Protein auf ca. 200 pul eingeengt, nochmal auf 4 ml

aufgefiillt und auf das gewiinschte Volumen autkonzentriert.

5.8.5 GroBensortierung von Proteinen iiber Gelfiltration

Fir die GroBensortierung von Proteinen wurde die Gelfiltrationssdule HilLoad™ 16/60

Superdex™ 75 prep grade, mit einer Matrix aus Dextran und Agarose, und der AKTApurifier
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(beide GE Healthcare Life Sciences) verwendet. Zur Vorbereitung wurde das Protein weiter
auf 500 pl auftkonzentriert, fiir 1 Min. bei 16060 g zentrifugiert, und mit einem dquilibrierten
Ultrafree®-MC Zentrifugalfilter (Merck KGaA) durch erneute Zentrifugation fiir 1 Min. bei
16060 g gefiltert. Die Auftragung auf die &dquilibrierte Séule erfolgte iiber eine 2 ml
Probenschleife (GE Healthcare Life Sciences), welche zuvor mit jeweils 15 ml 20 %-igem
Ethanol, 4H,O und AM-Puffer gespiilt worden war. Die Durchflussrate wihrend der
Gelfiltration betrug 1 ml/min. Das Protein wurde in 1,5 ml Fraktionen aufgefangen und

anschlieflend aufkonzentriert.

5.9 Proteinanalyse

5.9.1 Quantitative Analyse am Spektrophotometer

Die quantitative Messung aufgereinigter Proteine erfolgte, wie auch fiir Nukleinsduren, am
Spektrophotometer ,,Nano-Drop ND-1000“. Bei der Messung von Proteinen wurde der
Probentyp ,,Other Protein (E & MW)*“ gewdhlt. Unter Eingabe des Extinktionskoeffizienten
und des Molekulargewichtes, welche zuvor mit Hilfe des ExPASy Prot Param tool (Tab. 4.2)
ermittelt wurden, konnte die jeweilige Menge der Proteine in mg/ml ermittelt werden. Als

Referenz diente jeweils der Puffer, in dem das Protein geldst war.

5.9.2 Qualitative Analyse mit Hilfe von SDS-PAGE

Zusatzlich zur Messung am Spektrophotometer wurden nach der Gelfiltration Proben aus
einzelnen Fraktionen, bzw. aus bereits aufkonzentriertem Protein, auf ein 10 %-iges SDS-Gel
aufgetragen. Dazu wurden aus den Fraktionen jeweils 10 pul entnommen und mit dem
gleichen Volumen High-Urea (HU)-Puffer (Tab. 4.5) versetzt. Fiir die Auftragung von bereits
aufkonzentriertem Protein wurden variable Mengen an Protein eingesetzt und ebenfalls mit
dem gleichen Volumen HU-Puffer gemischt. Anschlieend wurden die Proben fiir 10 Min.
bei 65 °C inkubiert und 10 pl, bzw. die gesamte Probe auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer (Tab.4.5) bei zundchst 100V, bis eine
einheitliche Lauffront erreicht war. Die weitere Elektrophorese wurde dann bei 150V

durchgefiihrt bis die Lauffront ca. 0,5 cm vor der unteren Kante des Gels stand. Als
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GroBenstandard diente der PageRuler™ Prestained Protein Ladder der Firma Thermo Fisher

Scientific Inc..

Nach der SDS-PAGE wurde das Sammelgel entfernt, und das Trenngel in einer 0,25 %-igen
Commassie-Blau-Fiarbelosung fiir 1 Std., bzw. iiber Nacht, unter leichtem Schwenken
inkubiert. Zum Entfarben wurde das Trenngel mehrmals mit Entfarberlosung versetzt, bis die
Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Die Dokumentation erfolgte durch Einscannen des

Gels (modifiziert nach Bennett and Scott, 1971).

5.9.3 Funktionale Analyse am Spektrofluorometer

Die funktionale Analyse mit Hilfe des Spektrofluorometers ,,FP-6500” (Jasco Inc.) diente der
Bestimmung der Dissoziationskonstante (K4) ausgewéhlter FloA-Doménen zu bestimmten
Mono- und Disacchariden. Dies erfolgte hier unter Verwendung der intrinsischen
Tryptophane, welche bei einer Wellenldnge von 295 nm angeregt, und deren Fluoreszenz bei
einer Wellenldnge von 345 nm beobachtet wurde. Bindet ein Ligand in der Nihe eines
Tryptophans kann es jedoch zu einem strahlungslosen Energietransfer vom Tryptophan auf
den Liganden kommen, wodurch ein teilweises Erloschen der Fluoreszenz (,,quenchen®)
beobachtet werden kann. Fiir die Fluoreszenz-Spektroskopie wurden die aus E. coli
aufgereinigten Proteine zundchst von AM-Puffer in Phosphatpuffer (Tab. 4.5) umgepuffert.
Dies erfolgte vor jeder Messung mit der jeweils bendtigten Menge an Protein, wobei ein
geringfiigiger Verlust wéhrend der Probenvorbereitung mit einberechnet wurde. Das
umgepufferte Protein diente dann der Herstellung einer Ausgangslosung, welche sowohl das
Protein als auch CaCl, in doppelt so hoher Konzentration enthielt wie sie spdter in den
Titrationslosungen vorlagen. Diese wurde durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut
gemischt. Aus der Ausgangslosung wurden anschlieBend zwei unterschiedliche
Titrationslosungen hergestellt. Fiir eine Einzelmessung wurden zundchst 300 pl der
Ausgangslosung entnommen und mit 300 ul Phosphatpuffer gemischt (Losung 1). Dann
wurde eine weitere, individuell bendtigte Menge der Ausgangslosung entnommen und mit
dem gleichen Volumen einer Zuckerlosung versetzt. Die Zuckerlosung enthielt den
jeweiligen Zucker in doppelt so hoher Konzentration wie er fiir die Titration benétigt wurde,
geldst in Phosphatpuffer (Losung 2). Die beiden Losungen wurden ebenfalls gut gemischt.

Alle Arbeiten zur Vorbereitung der Titrationslosungen wurden mit gekiihlten Ldsungen
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durchgefiihrt und die neu hergestellten Losungen jeweils auf Eis inkubiert. Bei der Titration
wurden zu 500 pl Losung 1 bestimmte Mengen an Losung 2 gemif eines vorher festgelegten
Pipettierschemas gegeben. Dabei wurde das Pipettierschema fiir nahezu jede Protein-
Saccharid Kombination individuell erstellt, basierend auf Vorab-Messungen bei denen der
K4 -Wert zunichst abgeschétzt wurde. Das Schema, welches anschlieBend fiir die Messungen
verwendet wurde, sollte mdglichst 10-Messpunkte unter und oberhalb des Ky —Wertes
ergeben. Jede Protein-Saccharid Kombination wurde dreimal an jeweils unterschiedlichen
Tagen gemessen. Dabei wurden die Messungen bei 10 °C und mit folgenden Parametern

durchgefiihrt:

Tab. 5.4: Endkonzentrationen des CaCl, und der Proteine in den beiden Titrationslésungen.

Komponente Endkonzentration
CaCl, 10 mM
FloSA#27 0,300 mg/ml
Flo5SA*P 0,150 mg/ml
Flo10A>2% 0,200 mg/ml
Flo10A>" 0,300 mg/ml

Tab. 5.5: Die fiir die Fluoreszenz-Spektroskopie verwendeten Mono- und Disaccharide, sowie deren
Artikelbezeichnung und Hersteller.

Mono / Disaccharid Artikelnummer Hersteller

DEXTRA LABORATORIES Ltd.

o-1,2-Mannobiose M202 .
(Reading, UK)
D-Mannose 4220.2
CARL ROTH GmbH & Co.
D-Galaktose 4987.2

(Karlsruhe, DE)

D-Glukose 6780.2

173



Methoden

Tab. 5.6: Die Bedingungen, unter denen die Messungen am Spektrofluorometer ,,FP-6500” der Firma
Jasco Inc. durchgefiihrt wurden.

Parameter Erklirung

Band Width Ex + Em 5 nm Spektrale Bandbreite vom Monochromator

Response 0,2 Sek. Reaktionsgeschwindigkeit

Sensitivity Medium Detektionslimit

Excitation WL 295 nm Anregungswellenlédnge

Start 300 nm Start der Aufzeichnung

End 400 nm Ende der Aufzeichnung

Data Pitch 0,2 nm Gibt das  Wellenldngenintervall — zur
Datenaufzeichnung an

Scanning Speed 500 nm/Min. | Aufzeichnungsgeschwindigkeit

Accumulate 3 Anzahl Wiederholungen einer Messung
deren Durchschnitt den Messwert angibt

Alle vor und wihrend dieser Messungen verwendeten Pipetten waren zuvor kalibriert
worden. Vor Beginn der Titration wurden 500 ul Losung 1 zunéchst fiir 30 Min. bei 10 °C in
der Kiivette unter stindigem Riihren inkubiert. Danach wurde der Riihrer ausgeschaltet. Nach
30 Sek. erfolgte die Aufzeichnung des ersten Messwertes. Dann wurde eine bestimmte
Menge an Losung 2 hinzugegeben, beide Losungen mit dem Riihrer 1 Min. lang gemischt,
und nach weiteren 30 Sek. der nichste Messwert ermittelt. AnschlieBend wurde, basierend
auf den jeweils gemessenen Emissionsmaxima, der prozentuale Fluoreszenzquench ermittelt
und gegen die entsprechende Konzentration des Liganden mit Hilfe des Programms
,»QraphPad Prism 5 aufgetragen. Die Berechnung des Ky-Wertes erfolgte in einem nicht-
linearen Fit mit dem gleichen Program, unter Erwartung einer spezifischen Bindung an nur

eine Bindungsstelle und der Verwendung von folgender Formel:

Y = Ymax X X

Formel I: BRI S

Y = Prozentualer Fluoreszenzquench, Y, = Maximaler Fluoreszenzquench

X = Ligandenkonzentration, K4 = Dissoziationskonstante
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5.10 Kristallisation von Proteinen

5.10.1 Vorbereitung der Proteine fiir die Kristallisation

Vorbereitung der chiméiren Flo10A**"-Domiine

Fiir die Kristallisation von Flo10A*5? (BHUM?2036) wurde das aufgereinigte Protein zunichst
von AM-Puffer in Flo10™ -Kristallisationspuffer (Tab.4.5) umgepuffert, um die
Wabhrscheinlichkeit eines Auskristallisierens des enthaltenen NaCls zu verringern.
AnschlieBend wurde das Protein mit Hilfe eines Ultrafree®-MC Centrifugal Filters gefiltert.
Da es sich dabei zunichst um das native Protein ohne Zugabe von Ca®’-Ionen oder
Sacchariden handelte, wurde ein Teil des Proteins oder der Protein-Kristalle anschlieBend mit
diesen Komponenten versetzt. Die Zugabe von Ca*'-Ionen erfolgte mit Hilfe von 50 mM
CaCl,, mit dem das Protein iiber Nacht inkubiert wurde. Um Proteinstrukturen mit zusétzlich
gebundener D-Mannose und a-1,2-Mannobiose zu erhalten, wurden bereits vorhandene
Kristalle mit einer entsprechenden Zuckerlosung inkubiert. Die Inkubation mit Mannose
erfolgte dabei liber Nacht, wihrend die Inkubation mit a-1,2-Mannobiose iiber einen Zeitraum

von 2 Tagen erfolgte.

Vorbereitung der nativen Flo10A Domiine

Die Kristallisation der nativen Flo1 0A3%3%

(BHUM1839)-Doméne erfolgte zusammen mit
D-Mannose. Dabei wurde erwartet, dass durch die Bindung von D-Mannose das Protein eine
rigidere Konformation einnimmt, wodurch die Kristallisation erleichtert werden sollte. Dazu
wurden 600 pl aufgereinigtes Protein in AM-Puffer mit Flo10A-Vorbereitungspuffer
(Tab. 4.5) auf 1,5 ml aufgefiillt und fiir 1 Std. auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das
Protein in einen Amicon® Ultra-15 Zentrifugalfilter —gegeben, mit Flol0A-
Kristallisationspuffer (Tab. 4.5) auf 15 ml aufgefiillt und so lange gewaschen, bis Flo10A

ausschlieBlich in diesem Puffer vorlag. Zuletzt erfolgte die Filtrierung von Flo10A mit Hilfe

eines Ultrafree®-MC Centrifugal Filters.
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5.10.2 Auspipettieren der Proteine mit Kristallisationsbedingungen

Das Auspipettieren der Proteine zwecks Kristallisation erfolgte mit Hilfe des Roboters
,Honeybee 963 der Firma Digilab Inc. durch Dr. Holger Steuber und Ralf Pdschke vom
LOEWE-Zentrum fiir Synthetische Mikrobiologie. Fiir das Auspipettieren der
Kristallisationsansitze wurden eigens dafiir vorgesehene 96-Well Innovaplatten der Firma
Innovadyne Technologies Inc. verwendet. Diese enthalten neben einer Reservoir-Vertiefung
zwel weitere kleinere Vertiefungen, in denen sich spéter jeweils ein proteinhaltiger Tropfen
befindet wo die eigentliche Kristallisation nach dem ,,sitting drop* Verfahren stattfindet. Die
Konzentration der Proteine betrug vor dem Auspipettieren jeweils ca. 20 mg/ml. Die
Kristallisationsbedingungen waren in den ,JCSG Core Suites I[-IV®, | JCSG+ Suite®,
,»Classics Suite” und ,,Cryos Suite* enthalten und wurden von der Firma Qiagen bezogen.
Zunidchst wurden 80 ul der Kiristallisationsbedingungen in die Reservoir-Vertiefung
pipettiert. Aus diesem wurden dann jeweils 300 nL mit dem gleichen Volumen der
Proteinldsung gemischt. AnschlieBend wurden die Platten mit einer VIEWseal™-
Abdeckfolie der Firma Greiner Bio-One GmbH verschlossen und bei 18 °C, bzw. 4 °C
inkubiert. Die Dokumentation von eventuellem Kristallwachstum erfolgte automatisch mit
Hilfe des Rock Imager 1000 der Firma Formulatrix Inc. zunichst im Abstand von einem Tag,

spéter im Abstand von mehreren Tagen bis Wochen.

5.10.3 Rontgenbeugung und Strukturlosung

Die Datensitze, resultierend aus den erhaltenen Protein-Kristallen, wurden sowohl fiir
Flo10A™" als auch fiir Flol0A mit Hilfe der Photonenquelle BESSY II am Helmholtz-
Zentrum Berlin fiir Materialien und Energie GmbH aufgenommen. Das Sammeln der
Datensitze wurde fir FlolOA™" von Dr. Holger Steuber, damals LOEWE-Zentrum fiir
Synthetische Mikrobiologie, durchgefiihrt. Die Datensétze fiir Flol0A wurden von Michael
Kock aus dem Fachbereich Chemie/Biochemie (AG Essen) der Philipps-Universitit Marburg
aufgenommen. Die Prozessierung der Datensitze erfolgte ebenfalls durch Dr. Holger Steuber
und Michael Kock in Form von ,,Molecular Replacement®, wobei fiir Flo10A>P die bereits
vorhandene Struktur von Flo5A, und fiir Flol10A die Struktur von Flo10A>P verwendet

wurde. Die Verfeinerung der so erhaltenen dreidimensionalen Strukturen wurde mit Hilfe
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alternierender Runden in den Programmen REFMAC und Coot (Crystallographic Object-
Oriented Toolkit) durchgefiihrt.
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Anhang Ala: Sittigungskurven und Scatchard-Plots aus den Fluoreszenz-Spektroskopie Messungen.
Links sind die aus den Fluoreszenz-Titrationen resultierenden Séttigungskurven zu sehen, mit deren Hilfe die
Dissoziationskonstante Ky fiir jede angegebene Protein-Ligand Kombination abgeleitet wurde. Rechts sind die
gleichen Werte nochmal als Scatchard-Plots aufgetragen, um deren linearen Verlauf zu iiberpriifen.
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Flo10A%SP + o, 1-2 Mannobiose
30+

204

Fluoreszenzquench [%]

Ve T

T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Mannobiose [mM]

Flo10A5SP + D-Glukose
30

20+

104

Fluoreszenzquench [%]

c T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Glukose [mM]

Anhang Ald: Fortsetzung von Anhang Alec.

Bound/Free

Bound/Free

Anhang | 195

Flo10A3P + ¢ 1-2 Mannobiose

300+
[ ]
[ ]
200 °.
[ ] ..
[ ]
100 ® e
[ ]
....
0 T T 1
0 10 20 30
Bound
Flo10A5SP + D-Glukose
0.5+
[ )
0.4-
[ ]
0.34 L ]
. ...
[ ]
0.2 ®e .
0.1 q“\.
0.0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Bound



