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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hefen sind in der Lage sich an unterschiedlichste Umweltbedingungen anzupassen und
dadurch eine grofle Anzahl von Habitaten zu besiedeln. Die erste Kontaktfliche mit ihrer
Umwelt bilden Hefen mit ihrer einzigartigen Zellwand und den darin integrierten Zellwand-
proteinen. Ein grofer Teil dieser Proteine, darunter die GPI-verankerten Zellwandproteine
(GPI-CWP), dient zur Zell/Zell- oder Zell/Substrat-Adhision und spielt damit eine essentiel-
le Rolle in der Lebensweise der Hefen. Einige dieser Proteine sind in der Lage Glycanstruktu-
ren zu binden und zeigen einen gemeinsamen Dominenaufbau. Einer C-Typ-Lektin-artigen
A-Domine folgt eine mittlere, hoch repetitive und O-glycosylierte B-Region. Die Fixierung
dieser Zellwandproteine gelingt durch die Transglycosylierung eines in der C-Domine be-
findlichen Glycosylphosphatidylinositolankers. Die Glycanbindedomine basiert strukeurell
auf der PA14-Domine des protektiven Antigens von Bacillus anthracis. Sie enthilt ein unge-
wohnliches Motiv aus zwei konsekutiven, mit einer cis-Peptidbindung verbundenen Asparta-
ten, welche ein Ca**-lon komplexieren. Zusammen mit Aminosiureresten aus verschiedenen
Schleifenbereichen wird hiermit die Affinitdt und Spezifitit der Glycanbindung erzeugt.

In dieser Arbeit gelang es, mittels einer sorgfiltigen bioinformatischen und phylogenetischen
Studie, neue Subtypen mit konservierten Eigenschaften dieser Adhisinfamilie in Ascomyce-
ten zu identifizieren. CealA, ein charakteristisches Mitglied des Pichia-Subtyps, konnte hier-
bei funktionell sowie strukturell charakterisiert werden. Dieses Adhisin bindet an V-
Acetylglucosamin und vermittelt damit die spezifische und hochaffine Erkennung nicht-
reduzierender Enden nicht-kristalliner chitinéser Polymere. Die Struktur von CealA zeigt,
neben einer neuartigen, stielférmigen Subdomine, einen eigenstindigen Bindungsmodus,
welcher eine kompakte Bindungstasche und ladungsgetriebene Interaktionen verbindet.
CealA konnte hiermit die molekulare Grundlage der Vergesellschaftung von Hefen mit In-
sekten darstellen. PpFlo1A, ein weiteres Adhisin dieser neuartigen Gruppe, zeigt strukeurelle
Ahnlichkeiten und dient méglicherweise zur Erkennung einer Subpopulation von Pichia-
Hefen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten weiterhin drei epitheliale Adhisine aus dem Humanpa-
thogen Candida glabrata, EpalA, EpaGA und Epa9A, strukturell und funktionell weiterge-
hend untersucht werden. Dieser Subtyp der pilzlichen Adhisine dient, unter Bindung von
Galactosiden auf Epithelzellen, zur Etablierung der Pathogenitit von C. glabrata. Durch die
Losung von Komplexstrukturen konnte gezeigt werden, dass eine funktionelle Klassifizierung
nicht zwingend mit phylogenetischer Verwandtschaft einhergeht.

Mit der strukturellen Untersuchung von Flo10A, einem Adhisin des Flokkulin-Subtyps,
welcher zur vegetativen Zellaggregation in Saccharomyces cerevisiae dient, konnte schliefilich
gezeigt werden, dass die Insertion von Subdominen im Bereich der flexiblen Loops einen

direkten Einfluss auf die Konformation der Bindungstasche und damit die Bindungseigen-

schaften hat.
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Summary

Summary

Yeasts are able to adapt to a broad variety of different ecological conditions and to therefore
colonize a vast number of habitats. The first interface for interaction with the surrounding
medium is the unique fungal cell wall with its embedded integral cell wall proteins. A huge
number of these proteins serve in cell/cell- and cell/substrate-adhesion. They play a crucial
role in many processes of fungal lifestyles. An important family of fungal adhesins uses a
common domain architecture for binding of glycan structures. The A-domain, which works
in a C-type-lectin like manner, is followed by a repetitive and highly O-glycosylated interme-
diate B-region. The fixation to the cell wall is provided by transglycosylation of a glyco-
sylphosphatidylinositol-anchor (GPI-anchor), which is part of the terminal C-domain. The
glycan recognizing A-domain is structurally related to the PA14 domain of the protective an-
tigen of Bacillus anthracis. It harbours a unique motif of two consecutive aspartate-residues
connected via a cis-peptide bond, which coordinate a Ca*-ion. In combination with different
loop-regions the affinity and specificity for specific glycans is generated.

Using a global bioinformatical and phylogenetic analysis, new subtypes of these adhesins with
conserved features could be identified in several ascomycetes. CealA, a member of a new
subtype from Pichia pastoris, was investigated using X-ray crystallography and biophysical as
well as in vivo studies. This adhesin binds to N-acetylglucosamine und mediates the highly
specific and affine recognition of non-reducing ends of non-crystalline chitinous polymers.
The structure of CealA shows, beside a unique stalk-shaped subdomain, a subtype-specific
binding mode combining a compact binding pocket with ionic interactions. This adhesin
may represent the molecular base of yeast/insect-symbiosis or pathogenesis. PpFlo1A is a fur-
ther adhesin of this subtype, which is showing structural similarities, and which might be
important in the recognition of Pichia-subpopulations.

Three epithelial adhesins, EpalA, Epa6A and Epa9A were structurally and functionally fur-
ther characterized. This adhesin-subtype is used by the pathogenic yeast Candida glabrata for
adhesion to epithelial cells via their recognition of surface galactosides. Different complex
structures of these adhesins revealed that a functional classification is not strictly linked to
phylogenetic dependencies.

Flo10A belongs to the flocculin-subtype, which is applied by the budding yeast Saccharomyces
cerevisiae in vegetative aggregation and floc formation. Structural investigations using this
flocculin showed that the insertion of subdomains in the region of the flexible loops has a
major effect on the conformation of the binding pocket and ligand recognition.

The connection of intra-subtype investigations with a global analysis led to the picture of a

complex yet highly adaptive kind of adhesion-proteins with conserved features.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hefen - Einzellige Arten des Reiches Fungi

Hefen sind meist einzellige Mikroorganismen des Reichs Fungi aus der Domine der Eukary-
oten. Sie stellen per se keine eigene taxonomische Einheit dar; die hierunter fallenden Mikro-
ben teilen sich auf die beiden Phyla Ascomycota (Schlauchpilze) und Basidiomycota (Stin-
derpilze) des Unterreiches der Dikarya auf. Pilze und ebenfalls Hefen sind erdgeschichtlich
sehr alte Lebewesen; erste potentielle Fossilien stammen bereits aus der Zeit des Prikambri-
ums'. Diese aquatischen Pilze haben vermutlich im Kambrium, bereits vergesellschaftet in

Form von Mykorrhiza, das Land besiedelt®?.

Heute sind Pilze und Hefen ubiquitir zu finden, sie kommen hiufig sogar mit extremen Be-
dingungen, wie Trockenheit (Hortaea werneckii)* oder radioaktiver Strahlung (Cryptococcus
neoformans)® zurecht. Neben Bakterien sind sie hauptverantwortlich fiir Recycling und Kom-
postierung von biologischem Material. Sie sind chemoorganotroph und nutzen organische
Molekiile, meist Hexosen wie Glucose und Fructose aber auch komplexere Oligosaccharide,
organische Sduren und Alkohole, zur Energiegewinnung®. Damit sind Hefen und Pilze in der
Lage, ansonsten meist unverdaubare biologische Makromolekiile zu verwerten und erneut
dem Okosystem zuginglich zu machen. Im Gegensatz zu Bakterien sind die Diversitit und
der Einfluss von Hefen auf ihr umgebendes Okosystem nur begrenzt bekannt’. Eine Studie
von HERRERA et a/. kam bspw. zu dem Schluss, dass einige Hefen durch Metabolisierung von
Zuckern aus Nektar die Mikroumgebung in der Blume um bis zu 6 °C erwirmen konnen®.
Hiufig sind Hefen in Vergesellschaftung zu finden. Sie bilden mit Algen Flechten oder sie
kommen als Symbionten und Pathogene von Insekten, Pflanzen und Tieren vor’'?. Obwohl
sich Hefen sexuell reproduzieren kénnen, findet man hiufig die asexuelle Reproduktion mit-
tels Knospung. Hierbei wird eine neue Zelle direkt durch die Mutterzelle gebildet und das
duplizierte Genom in die Tochterzelle tiberfithrt. Nach weiterem Wachstum folgt die Ab-

spaltung der Tochterzelle."

Die Kombination all dieser Eigenschaften liefert das Bild einer vielfiltigen Art von eukaryoti-
schen Einzellern. Aufgrund dieser Vielfalt fanden Hefen bereits frith in der Menschheitsge-
schichte Anwendung und finden diese auch heute noch, bspw. beim Brauen von Bier, der

Herstellung biotechnologischer Produkte oder der Gewinnung von Wirkstoffen wie Antibio-

tikal4-16

Obwohl zurzeit bereits tiber 1500 Hefespezies bekannt sind, wird davon ausgegangen, dass

dies nur etwa 1% der zu erwartenden Arten darstellt!”'8.
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Einleitung

1.1.1 Saccharomyces cerevisiae - Ein vielfaltiger Modelorganismus

Saccharomyces cerevisiae ist eine Hefe aus der Familie Saccharomycetaceae und der bekanntes-
te Vertreter dieser eukaryotischen Einzeller. Diese, auch als Bickerhefe bekannte Art, wird
bereits seit der Urgeschichte vom Menschen zur Produktion von Brot und Bier mittels Fer-
mentation und Girung genutzt'. Dies ist mdglich, da Hefe als fakultativ anaerob gilt. Hier-
bei werden als primire Nahrungsquelle Zucker wie Glucose, Fructose oder Maltose genutzt.
Die hauptsichlich entstehenden Produkte bei deren Metabolisierung sind CO, und Ethanol,
welches nach Verbrauch des Zuckers unter Oxidation wiederum als Nahrungsquelle dienen
kann. Diese Ausgangsstoffe sind in der Natur in reifen Friichte vorhanden, welche daher das
natiirliche Habitat von . cerevisiae darstellen; die Domestizierung erfolgte vermutlich zufil-
lig”’. Hefen nutzen Wespen als Vektoren, um sich neue Habitate zu erschlieffen und zu
tiberwintern®. Die einfache Zuginglichkeit und Kultivierbarkeit veranlasste den Menschen
zum detaillierten Studium von . cerevisiae, welcher als eukaryotischer Modelorganismus
dient. Dies fithrte zur frithen Entwicklung molekularbiologischer Methoden, zur ersten Se-
quenzierung eines eukaryotischen Genoms sowie der Etablierung der heterologen Produktion
von Proteinen und Metaboliten in der Biotechnologie®*. Ein weiterer Schritt war die kiirz-

lich erfolgte Vollsynthese eines der 16 Chromosomen®.

Festes Substrat Fliissiges Substrat
Kolonie Kolonie Flocken Flor
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@ © o Gas
A ol o o A it ©
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Abbildung 1.1 — Wachstumsformen von 8. cerevisiae. In Abhingigkeit des verwendeten Mediums ist S. cerevisiae in
der Lage unterschiedliche Wachstumsformen einzunehmen. Hierbei ist ebenfalls Zell/Zell- oder Zell/Substrat-
Erkennung zu unterscheiden. Die Eigenschaften des umgebenden Mediums sowie der einzelnen Zellen sind farbig
hervorgehoben. Mit freundlicher Genehmigung von STEFAN BRUCKNER?,

Der hohe Konservierungsgrad der grundlegenden eukaryotischen Zellmerkmale ermoglicht
die Erforschung der zugrundeliegenden molekularen Prinzipien. Dariiber hinaus kénnen
Homologe von medizinisch relevanten Genen in Hefe gut untersucht werden®?. Hefen, da-
runter S. cerevisiae, sind in der Lage, durch Nutzung unterschiedlicher Wachstumsformen
(pseudohyphales- oder adhisives Wachstum) und damit einhegender Zell/Zell- oder
Zell/Substrat-Adhision, neue Nahrstoffquellen zu erschlieffen und sich ihrer Umwelt anzu-
passen”?®. Hierbei bilden sie in fliissigem Medium und in Abhingigkeit der chemischen

Umgebung bspw. Flocken® oder einen schwimmenden Flor®® aus (Abbildung 1.1). Auf
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Einleitung

Festmedium kénnen ebenfalls Zellverbinde in Form von Biofilmen®" oder Pseudohyphen®

erzeugt werden.

1.1.2 Candida glabrata - Hefen als Pathogene

Da Hefen unter einer Vielzahl von Umweltbedingungen leben konnen, sind sie ebenfalls in
der Lage bspw. die menschliche Haut oder auch den Verdauungstrakt von Siugetieren zu
besiedeln. Infektionen kommen hierbei selten vor; sie sind eher als Kommensalen zu betrach-
ten’”. Als opportunistische Pathogene bei immunkompromittierten Menschen allerdings
spielen Hefen des Phylums Candida in den letzten Jahren eine immer groflere Rolle®. Sie
stellen hier nicht nur die dritthdufigste Ursache fur systemische Erkrankungsbilder auf Inten-
sivstationen dar, sondern bilden generell die Ursache von bis zu 10% der nosokomialen In-
fektionen. Kommt es zu einer systemischen Infektion betrigt die Mortalititsrate 47%.
Hauptsichlich sind fiir diese Krankheitsbilder die beiden Spezies Candida albicans und
Candida glabrata verantwortlich. Beide gehoren, wie die Bickerhefe, zur Gattung Saccharo-
mycetaceae. Interessanterweise zeigt C. glabrata hierbei auf Genomebene und im Phinotyp
eine grofere Ahnlichkeit zu S. cerevisiae als zu C. albicans*. Hauptsichlich wird dies durch

eine grofle Ahnlichkeit bei orthologen Genen (65%) sowie einem vergleichbare niedrigen

GC-Gehalt (38%) deutlich®.

Abbildung 1.2 — Morphogenese pilzlicher Pathogene. (A) Hyphen von C. albicans bei der Penetration von Epithel-
zellen. (B) Hyphales Wachstum von Aspergillus fumigatus in Lungengewebe. (C) Cryptococcus neoformans als gekap-
selte Hefe aus der Abteilung der Basidiomycota. (D) Ruptur einer Sphire von Cocddioides immitis und Freisetzung
einzelliger Individuen als pathogene Spezies®.

Dadurch, dass C. glabrata kommensalistisch mit Sdugetieren vergesellschaftet ist, ergeben
sich jedoch auch etwaige Unterschiede zu S. cerevisiae. Aufgrund der Verfiigbarkeit wichtiger

Metabolite im Sdugetiergewebe ist die Stoffwechselkapazitit von C. glabrata gegeniiber

19



Einleitung

S. cerevisiae stark reduziert*®. In Kombination deutet dies darauf hin, dass beide Spezies des
Phylums Candida unabhingig voneinander ihre Pathogenitit entwickelt haben. Die ver-
wandte Gattung Nakaseomyces stellt moglicherweise ein Bindeglied zwischen der mit Friich-
ten und Insekten verbundenen Lebensweise und der Entwicklung der Pathogenitit dar®.
Unterschiedliche Wachstumsformen und Adhision spielen bei der Pathogenitit ebenfalls ei-
ne grofe Rolle (Abbildung 1.2); so korreliert die Fahigkeit zur Ausbildung von Filamenten

oft mit der Qualitit der Pathogenitdc®®*.

Auch ohne direkt virulent zu agieren, konnen immunologische Sensibilisierungen gegeniiber
Hefen auftreten. So findet man bei bis zu 70% der Morbus Crohn-Patienten Antikorper ge-
gen S. cerevisiae, wihrend diese nur bei etwa 8% der gesunden Bevolkerung auftreten®. Fiir

die Krankheit selbst ist die Hefe allerdings nicht direkt verantwortlich zu machen*'.

1.1.3 Pichia pastoris - Eine methylothrophe Hefe

Die Diversitit der Hefen spiegelt sich auch in den von ihnen verwertbaren Nahrungsquellen
wieder. Wihrend S. cerevisiae Ethanol metabolisieren kann, ist die ebenfalls zu den
Saccharomycetaceae gehorende Hefe Pichia pastoris in der Lage, Methanol umzuset-
zen”(Abbildung 1.3). Diese sogenannte Methylotrophie, also die Verwendung von Methanol
als einzige Energiequelle, ist eine biotechnologisch nutzbare Eigenschaft. Methanol ist im
Vergleich zu anderen Nihrmedien sehr kostengiinstig zu erhalten; die Herstellung erfolgt
hauptsichlich katalytisch aus CO und H>*. Dies ist auch der Grund, warum zu Beginn der
70er Jahren des 20. Jahrhunderts versucht wurde, Pichia pastoris als industrielles Nahrungs-
mittel fiir die Tierhaltung zu etablieren***. Neben der giinstigen Nahrungsquelle lisst sich
P. pastoris zu hohen Zelldichten kultivieren. Aufgrund des steigenden Olpreises 1973 verteu-

erte sich allerdings ebenfalls die Methanolproduktion, womit diese Idee verworfen wurde.

Die meisten methylotrophen Hefen sind phylogenetisch einem groflen Cluster zuzuordnen;
mit P. pastoris als Ausnahme®®. Diese ist anhand der Studien von YAMADA ez al. eher einer
eigenen Subgruppe zuzuordnen, welche den Namen Komagataella trigt”’. Da diese Neuein-
teilung nicht final geregelt ist*, wird im Rahmen dieser Arbeit die allgemein bekanntere Be-
zeichnung Pichia beibehalten. Der Referenzstamm DSMZ70382, welcher als erstes Isolat
gilt, wurde in den Exsudaten von Rosskastanien und Eichen gefunden. Der Stamm GS115,
welcher aus dem Wildtypisolat NRRL Y-11430 u.a. durch Einfithrung einer Histidin-
Auxotrophie generiert wurde, dient hauptsichlich der heterologen Produktion von Proteinen
in der Biotechnologie und der Wissenschaft®. Die Genome beider Stimme wurden im Jahr
2009 sequenziert®®'. Ein dritter Stamm, CBS7435, folgte im Jahr 201152, Alle drei Genome

sind mit Hilfe eines Suchprogramms (http://www.pichiagenome.org/) zuginglich>.

Die oben erwihnte Erstbeschreibung durch GUILLIERMOND im Jahr 1919 gelang durch Un-
tersuchung von Baumexsudaten®. Bei Exsudaten handelt es sich um iiber die Pflanzenober-

fliche abgesonderte Ausscheidungen, welche vorwiegend aus Polysacchariden, aber auch aus
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organischen Siuren, Aminosiuren und Phenolen in Wasser bestehen®. Dieser viskose
Schleim (mucilage) wird bspw. von vielen Mikroorganismen oder Invertebraten als Nah-
rungsquelle genutzt. Die sich hierbei ansiedelnden Mikroorganismen kénnen dabei in Wech-

selwirkung mit der absondernden Pflanze treten’®.

Diese Exsudate stellen ein Habitat der Fruchtfliege Drosophila melanogaster dar. Diese ernihrt
sich von den hier lebenden Mikroorganismen und ist der Lage mit diesen in Wechselwirkung
zu treten’”%. Dariiber hinaus ist die Vergesellschaftung von Pichia-Spezies mit weiteren In-

sekten bekannt, jedoch nicht genau studiert™-2.

Abbildung 1.3 — Mikroskopische Aufnahme von Zellen des Pichia pastoris Stamms GS115. Vergroflerung 40x.

Biotechnologisch ist Pichia pastoris, vor allem der Stamm GS115, ein weit verbreiteter Orga-
nismus zur heterologen Proteinproduktion. Gerade die Fihigkeit der posttranslationalen
Modifikation durch Glycosylierung ist ein wichtiges Kriterium fiir die Untersuchung und
Herstellung vieler eukaryotischer Proteine®. Die Anpassung des Glycosylierungsmusters an
humane Verhiltnisse erméglicht zudem die Produktion von ,humanisierten® Proteinen zur
medizinischen Anwendung®. Die Pichia-eigene Glycosylierung kann aufgrund der bei He-
fen hiufig vorkommenden Hypermannosylierung zu einer Inmunantwort fithren®. Zur Pro-
teinproduktion macht man sich ebenfalls die Methylotrophie dieser Hefeart zu Nutze. Die
zwei Alkoholoxidasen AOX1 und AOX2 erméglichen die Verwertung von Methanol im Ge-
gensatz zu Ethanol. Die Promotoren beider Gene sind Methanol-induzierbar und mit Gluco-
se reprimierbar. Dementsprechend kann die Expression eines Zielgens, welches unter Kon-

trolle des AOX-Promotors steht, durch Zugabe von Methanol induziert werden®.

Die Kenntnis des Genoms und die breite Anwendung von Pichia pastoris fihrten jedoch, im
Gegensatz zu S. cerevisiae, nicht zur Untersuchung der weiteren Biologie und (")kologie dieser

Hefe. Diese Aspekte sind so gut wie unbekannt und bieten Raum fir weitere Forschung.
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1.2 Die Hefezellwand als physische Barriere und Interaktionsflache mit der

Umwelt

Mannoside

Chitin

" Membran

W T

Abbildung 1.4 — Schematischer Aufbau

Hefen besitzen eine einzigartige Zellwand, welche etwa
15-30% ihrer Trockenmasse ausmacht und der einzelnen
Zelle Schutz vor dufleren physikalischen und osmotischen
Einfliissen bietet’®. Bis zu 25% der Gene von S. cerevisiae
stehen mit der Synthese und der Integritit der Zellwand
in Verbindung, was die auflerordentliche Bedeutsamkeit
dieser Struktur unterstreicht’!. Die mechanische Stabilitit
wird hauptsichlich durch ihren schichtweisen Aufbau
erzeugt, welcher im Mittel eine Dicke von 70-100 nm
aufweist’>”3. Die duflere Schicht, welche eine biirstenarti-

ge Oberfliche zeigt, ist mit Proteasen entfernbar’>’%. Dies

der pilzlichen Zellwand. Der Lipiddop-
pelschicht als Zellmembran folgt eine
dinne Schicht aus polymerem M
Acetylglucosamin, Chitin. Hierdurch
und durch die folgende Schicht aus p-
Glucanen erhilt die Zellwand ihre Rigi-
ditit. Diese Polysaccharide sind stark
quervernetzt und bilden ein dichtes
Netzwerk. Eine dicke, biirstenférmige
Schicht aus Mannose, welche von man-
nosylierten Zellwandproteinen herriihre,
bildet den Glycokalyx-artigen Abschluss.

deutet bereits den hohen Gehalt an hoch-mannosylierten
Proteinen (Mannoproteinen) an. Der nachfolgende Teil
kann hingegen nur mit B-Glucanasen entfernt werden, er
besteht aus Oligo-/Polysacchariden”™. Die strukturelle
und chemische Einteilung ist jedoch komplexer. Dariiber
hinaus variieren die Zusammensetzung und die Lokalisa-
tion der Zellwandkomponenten mit dufleren Einfliissen,
dem Zellzyklus und Nahrungsbedingungen”. Eine Ein-
teilung unter chemischen Gesichtspunkten liefert einen

etwa 3-lagigen Aufbau (Abbildung 1.4).

1.2.1 Chitin - Ein weit verbreitetes Biopolymer vermittelt Rigiditat

Die erste Schicht, welche der Lipiddoppelschicht der Zellmembran folgt, besteht hauptsich-
lich aus Chitin, einem linearen Polymer aus N-Acetylglucosamin (GlcNAc)’®. Der Anteil an
der Gesamttrockenmasse der Zellwand betrigt nur etwa 1-2%7’. In Hefen, sowie bei den
meisten Arthropoden, kommt Chitin in der a-Konformation vor, welche eine a-helikale Spi-
ral-/Fibrillenform darstellt’®. B-Chitin ist viel seltener zu finden; so bspw. in den monokris-
tallinen Stacheln der Kieselalge 7halassiosira fluviatilis®. Da Chitin eher starr ist, dient es zur
Ausbildung der nétigen Rigiditit der pilzlichen Zellwand. Nur in Ausnahmen ist auch nicht-
kristallines Chitin in Hefen zu finden®. Die durchschnittliche Kettenlinge betrigt bei
S. cerevisiae etwa 190 GIcNAc-Einheiten®. Chitin tritct hauptsichlich in Septa bei der
Knospung, an Sprossnarben sowie in geringerem Umfang in der lateralen Zellwand selbst auf
. a- und B-Chitin unterscheiden sich anhand der zugrunde liegenden Kristallpackung und

den damit einhergehenden internen Wechselwirkungen (Abbildung 1.5).
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I

(a) a (b) b

e fam(”
a-Chitin C:H,ﬁ‘“‘“’? Ly | B-Chitin Mﬁiﬁ

P222

P2, a x
(c) b

(c) b

Abbildung 1.5 — a- und B-Chitin unterscheiden sich in ihrer Kristallpackung und den zugrunde liegenden Wechsel-
wirkungen. A: a-Chitin ist die hiufigste Variante dieses Biopolymers und zeichnet sich durch Kristallisation in der
Raumgruppe 212121 sowie durch das Vorhandensein zweier Konformationen der -CH2OH Gruppen aus. B: Das
seltenere -Chitin hingegen kristallisiert in der Raumgruppe P21 und zeigt eine homogene Orientierung der funkti-
onellen Gruppen (Nach RINAUDO)78,

In beiden Strukturen sind die Chitinketten in Stringen angeordnet, welche interne
C-O---NH Wasserstoffbriicken ausbilden. Die Ketten nehmen dadurch einen Abstand von
etwa 0.47 nm ein’®. Beide Formen kristallisieren in verschiedenen Raumgruppen; £2:2,2; fur
a-Chitin und P2, fir B-Chitin. Im Vergleich zeigt ersteres zusitzliche Wasserstoftbriicken-
bindungen zwischen den einzelnen Stringen in 4-Richtung des Gitters. Diese fehlen bei B-
Chitin und verursachen vermutlich die Quellung dieses Materials in Verbindung mit
Wasser®”. Die Konversion von B-Chitin zu a-Chitin ist irreversibel, was die groflere thermo-

dynamische Stabilitit und das hiufigere Auftreten letzterer Konformation erkldrt®.

1.2.2 Vernetzte -Glucane sorgen fiir strukturelle Integritat

Auf Chitin folgt eine stark quervernetzte Schicht aus $1,3 und B1,6-Glucanen, wobei letzte-
res eine hohere Verkniipfungsrate zeigt. B-Glucane stellen 30-60% der Trockenmasse der
Zellwand®. In lateralen Zellwandbereichen kann, in geringem Umfang, auch die glycosidi-
sche Verbindung der Chitinketten mit beiden B-Glucanen beobachtet werden®*¢. Der grofie
Anteil an der Gesamtmasse der Zellwand und die Vernetzung tragen zur mechanischen Sta-
bilitat der Zellwand bei®”. Hierdurch wird bspw. ebenfalls deren Flexibilitit unter osmoti-
schem Stress erzeugt’®. Ketten von B1,3-Glucanen sind moderat vernetzt und zeigen eine

Linge von bis zu etwa 1500 Glucose-Resten®.

1.2.3 Mannoproteine sind die Basis fiir wichtige zelluldare Funktionen

Als letztes ist eine fiir Makromolekiile fast unpassierbare Mannoseschicht vorhanden”. Diese

rithrt von der starken O-Mannosylierung (Man) Serin-/Threonin-reicher Repeat-Sequenzen
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der in der Zellwand verankerten Proteine her. Die Kettenlinge variiert, zeigt im Mittel aber
Lingen von 50 und mehr Mannosiden vor einer Verzweigung in a-1,2-Man-Biume”'. Es
wird davon ausgegangen, dass die O-Mannosylierung essentiell fiir die Funktion einiger
Zellwandproteine ist oder eine Rolle bei der Zell-/Zell-Kommunikation spielt.”® Von diesen
Proteinen existieren zwei Gruppen. Die erste Gruppe ist mit Hilfe eines Glycosylphos-
phatidylinositol-Ankers (GPI-CWP, glycosylphosphatidylinositole anchored cell wall proteins)
fixiert. Hierbei wird der Anker prozessiert, indem eine Trennung zwischen Glucosamin
(GlcN) und Mannose stattfindet®’. Uber letzteren Rest wird das Protein an das nicht-
reduzierende Ende eines B1,6-Glucanen transglycosyliert®** Die zweite Gruppe innerhalb
der Mannoproteine besitzt keinen solchen Anker. Diese PIR-Proteine (proteins with internal
repeats) sind iiber Aminosiuren der internen Repeats direkt mit B1,3-Glucanen verestert™.
Zur Sekretion besitzen die zellwandverankerten Proteine eine /V-terminale Signalsequenz®™.
Mit der Zellwand assoziierte Proteine lassen sich funktionell in drei Gruppen einteilen. Pro-
teine der ersten Gruppe sind an Konstruktion und Remodellierung der Zellwand beteiligt,
wie Glucosidasen und Hydrolasen. Bei der zweiten Gruppe handelt es sich um Mechano-
sensoren, welche membranstindig sind und in den extrazelluldren Bereich hinaus ragen. In
die dritte Gruppe lassen sich nicht-enzymatische Proteine wie Adhisine und Agglutinine ein-
ordnen, welche eine wichtige Rolle an der Grenzfliche Zelle/Zelle oder Zelle/Substrat spielen
und die Basis fuir die Interaktion mit dem umgebenden Medium darstellen”'. Adhisine dieser

Gruppe sind zentrales Objekt dieser Arbeit.

Wihrend B-Glucane vornehmlich in der pflanzlichen Zellwand zu finden sind, wird Chitin
hauptsichlich in Arthropoden gefunden. Die Kombination beider Materialien im Aufbau der
Zellwand ist nur bei Pilzen zu finden®. Dies erlaubt eine groffe Kombinationsmdglichkeit
und Flexibilitit. Der Aufbau der Zellwand aus Chitin, B-Glucanen und Mannoproteinen
stellt hierbei die Regel dar, allerdings finden sich auch weitere Zucker, wie bspw. Phos-
phomannose”. Eine Studie von KOPECKA konnte dariiber hinaus zeigen, dass in vitro eine
Mischung linearer B1,3-Glucane, verzweigter B1,6-Glucane, Oligomannosiden (Mannane)

und Glycogen spontan zur Bildung Zellwand-ihnlicher fibrillirer und amorpher Strukturen
fihre”.

Die Organisation und Synthese der Hefezellwand ist detailliert von ORLEAN und KLIS be-

schrieben”"8!

1.3 Pilzliche Zellwandproteine zur Adhdsion von Hefen

In der Gruppe der nicht-enzymatischen pilzlichen GPI-CWPs bilden Adhisionsproteine eine
wichtige Subgruppe mit vielfiltigen Funktionen. Prinzipiell unterscheidet man Adhision zur
geschlechtlichen Vermehrung und vegetativen Aggregation. Eine heterotypische Pro-
tein/Protein-Interaktion sichert hier bspw. die Paarung zweier Zellen unterschiedlichen Ge-

schlechtes (a und a)”. Fiir die nicht-sexuelle, also vegetative Adhision, nutzen Hefen ein
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Spektrum unterschiedlicher Adhisionsproteine”. Diese zeigen einen dhnlichen Aufbau, wo-
bei drei Dominen differenziert werden kénnen'®. Dem Sekretionssignal folgt die A-
Domine, welche die adhisive Funktion ausiibt. Diese wird von der B-Region flankiert, wel-
che stark O-glycosyliert ist und repetitive, Serin-/Threonin-reiche Einheiten enthilt. Die C-

Domine dient der Fixierung in der Zellwand iiber Transglycosylierung ihres GPI-Ankers
(Abbildung 1.6).

A B C

0O

Abbildung 1.6 — Die pilzlichen Adhisine haben den gleichen Dominenaufbau. Der M-terminalen Signalsequenz
(gestrichelte Linie) folgt die funktionelle A-Domine (rot). Es schliet sich eine hoch repetitive B-Region an, welche
Serin-/Threonin-reich und stark O-glycosyliert ist (blau). Die Fixierung in der Zellwand gelingt iiber den GPI-
Anker der C-Domiine (griin).

Die Funktion der repetitiven B-Region ist nicht abschlieflend geklart. Einerseits wird davon
ausgegangen, dass unter Bindung von Ca*-Ionen mit Hilfe der starken O-Glycosylierung an
Serinen und Threoninen eine stibchenférmige Konformation eintritt. Diese prisentiert die

bindende A-Domine auflerhalb der Zellwand'®'. Andererseits nimmt man an, dass amyloid-

bildende Bereiche existieren welche zur Erh6hung der Aviditit fihrt, indem mehrere Adhisi-

ne gebiindelt werden'™'*. Hierdurch soll bspw. |
auch cis-Bindung, also die Bindung von oberfli- ‘e-,,e\\e :
chenexponierten Liganden der eigenen Zelle unter- we S : "’
driickt werden. Das Vorhandensein der starken O- " -y / ..\. ;;
Glycosylierung scheint offenbar auch eine Rolle in o ( )
der Funktion mancher Adhisine zu spielen'®. e Py " {43 i :
Die A-Domine enthilt in der Superfamilie der pilz- > .{' ::E:;? :: ¢
lichen Adhisine die aktive Gruppe, welche die In- Zellwand *~Ca*-lon
teraktion mit biotischen oder abiotischen Substra- (\ ' f;pl?s.\':ire‘f
ten und Matrices tiber verschiedene Mechanismen y (": . ‘]

‘ sy A

erlaubt'®1%, Gut untersucht sind die Adhisine des
Flokkulin-Subtyps aus S. cerevisiae oder die epithe-
lialen Adhisine (Epas) aus C. glabrata''*. Diese
C-Typ-Lektin artigen Adhisine, welche calciumab-
hingig an Saccharide binden, stehen im Gegensatz
zu Als-Adhiasinen (Agglutinin-like) aus C. albicans
Adhisinen des  Flo11-Typs

cerevisiae'®''°. Erstere sind in der Lage mit Hilfe

oder aus S.
ihrer A-Domine bestimmte Proteine der Zellwand
des Wirts zu erkennen. Letztere verursachen eine

homotypische Interaktion, welche zu vegetativer

Hefezelle

Abbildung 1.7 — Schematische Darstellung der
Funktionsweise von Adhisinen mit PAl14-
Domine in Hefen am Beispiel der Zell/Zell-
Interaktion. Von links nach rechts: Nach dem
Transport durch die Zellmembran wird der GPI-
Anker abgespalten und das Adhisin mittels
Transglycosylierung in der Zellwand fixiert.
Unter Bindung von Ca*-lonen wird die A-
Domiine aktiviert und die B-Region nimmt ihre
stabférmige Konformation an.
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Aggregation fithrt und zeigen eine Ig-artige Struktur'®. Die lektinartige Wechselwirkung
wird durch eine Domine erzeugt, welche auf Struktur- und Sequenzebene Ahnlichkeit mit
der PA14-Domine des protective antigens (PA) von Bacillus anthracis aufweist'"'. Hierbei
fithrt, meist unter Bindung von Ca*-lonen, die Erkennung von Sacchariden in der Umge-
bung zur Adhision (Abbildung 1.7). Die subtelomere Lokalisation der pilzlichen Adhisine
macht diese Proteinfamilie sehr vielseitig, einerseits durch die stindige Entstehung von chi-
miren Adhisinen''* durch Rekombination, andererseits durch die mit der genomischen Lage
einhergende epigenetische Regulation, bspw. durch silencing'®''3'"4. Gerade die B-Region
kann durch slippage der DNA-Polymerase unterschiedliche Lingen annehmen, was Einfluss
auf die Effizienz der Bindung hat'®. Somit kann bereits eine kleine Population von Hefen
eine grofle Anzahl unterschiedlicher Adhisine tragen und sich optimal an die okologischen

Gegebenheiten anpassen'.

1.3.1 Das protektive Antigen von Bacillus anthracis als strukturelle Basis

Die PA14-Domine ist Bestandteil des Anthrax-

Toxin Propeptids und wird wihrend dessen wei-

PA1 4-Dorpéine

terer Reifung proteolytisch abgespalten. Das Mo-
lekulargewicht dieses abgespaltenen Teils betrigt
14 kDa, was dem Namensbestandteil der Domi-
ne entspricht. Proteine mit einer PA14-Domine
wurden bioinformatisch bisher in allen drei Do-
minen des Lebens nachgewiesen, darunter eben-
falls im Menschen. Zumeist ist die Domine im
Zusammenhang mit der Bindung und Prozessie-
rung von Kohlenhydraten zu finden ohne zwin-
gendermaflen in der direkten Bindung involviert
zu sein''®, Die Struktur der PAl14-Domine
selbst konnte im Jahr 1997 gel6st werden und
zeigt ein dicht gepacktes B-Sandwich Motiv wel-

ches aus zwei antiparallelen Faltblittern, eines mit

{
4 und eines mit 6 Stringen, aufgebaut ist''®. ‘\\@ ‘ U

A=W
Dieses Faltungsmotiv scheint sich evolutionir be-  Protective antigen \/\_,5\\&}

wihrt zu haben, da es nicht nur in einer groflen

<’

Abbildung 1.8 — Die Struktur des protective antigens

Anzahl unterschiedlicher Spezies (720 Spezies aus B anthracis (PDB-ID: 1ACC). Das grofiere,
reife Antigen (blau) wird unter proteolytischer Ab-

nach P fﬂm Datenbank’, auch in Homo -mﬁifns)’ spaltung der PA14-Untereinheit (rot) erhalten. Die-

sondern auch in Proteinen mit unterschiedlicher $€ stelle die strukturelle Grundlage fiir einige Sac-
charid-bindende pilzliche Adhisine dar. Es besteht

Funktion zu finden ist. Dazu zdhlen, neben wei- aus cinem B-Sandwich welches, aus je ecinem 4
stringigem und einem 6 stringigem Faltblatt gebil-
det wird.

" Stand 12.04.2015
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teren bakeeriellen Toxinen, vor Allem B-Glucosidasen, Glycosidasen, Glycosyltransferasen
oder Adhisine'”. In der letzteren Gruppe von Proteinen wird dariiber hinaus zwischen der
PA14-Domine (Pfam-1D: PF07691) und der PA14_2-Domine (Pfam-1D: PF10528), wel-
che auch GLEYA-Domine" genannt wird, unterschieden. Wihrend erstere vorwiegend am
N-Terminus von pilzlichen Adhisinen gefunden wird, kann letztere, eng verwandte Domine,
am C-Terminus einer Familie von Proteinen mit putativer Agglutinations-Funktion bspw. in

120 Dariiber hinaus konnte in die-

der Spalthefe Schizosaccharomoyces pombe gefunden werden
sen Proteinen bisher kein GPI-Anker nachgewiesen werden. Die automatische Annotation
der Datenbank Pfam'*' unterscheidet jedoch aufgrund der groflen Ahnlichkeit nicht zwischen

beiden Gruppen, so dass das Flokkulin Flo5 bspw. beiden Gruppen zugeordnet wird.

In den bekannten pilzlichen Adhisinen ist die PA14-Domine in eine C-Typ-Lektin artige
Bindung von terminalen Sacchariden involviert. Die PA14-Domine aus B. anthracis selbst

zeigt hingegen keine Bindung an Glycoside.

1.3.2 Flokkuline aus S. cerevisiae

Unter Flokkulation ist bei Hefen der Prozess der Agglutination und der damit einhergehen-
den Ausbildung von Flocken und nachfolgender Sedimentation zu verstehen'**'*. Dieser
Phinotyp wird durch sog. Flokkuline verursacht. Hierbei handelt es sich um einen Subtyp
pilzlicher Adhisionsproteine welcher die vegetative Zelladhision iiber deren A-Domine ver-
mittelt'**'?%, Der Nutzen dieses Phinomens liegt vor Allem im Schutz der Zellen im inneren
solcher Flocken. Diese sind vor duferen Stressbedingungen geschiitzt'”’. Flokkuline werden
den sog. Green Beard-Genen zugeordnet. Diese, auf RICHARD DAWKINS zuriickgehende
Theorie, geht von einem altruistischen Prinzip aus'?®. Auf die Biackerhefe bezogen bedeutet
dies: Zellen, welche mit einem entsprechenden Flokkulin ausgestattet sind aber sich im gene-
tischen Hintergrund unterscheiden kénnen, nehmen am Prozess der Flockenbildung teil und
sind dadurch, so sie sich im inneren der Flocken befinden, vor dufleren Einfliissen
geschiitzt'1#1°, Zellen, welchen das Genprodukt fehlt, haben keinen Anteil an diesem
Schutzmechanismus, da sie entweder nicht in einer Flocke, oder nur an deren duflersten
Rand zu finden sind. Die Flockenbildung wird biotechnologisch und bei der Produktion von
Nahrungsmitteln, vor allem Bier, ausgenutzt. Die hierdurch ausgeloste Sedimentation der

Zellen, bspw. am Ende des Girungsprozesses, vereinfacht die Abtrennung der Hefe'?'.

Bei den Flokkulinen aus S. cerevisiae und verwandten Arten wird zwischen zwei Mechanis-
men der Interaktion unterschieden'®'®. Neben der C-Typ-Lektin artigen Erkennung von
Mannosiden der Hefezellwand durch die Flokkuline Flo1, Flo5, Flo9, Flo10 und Lg-Flol
aus S. pastorianus ist die homotypische Interaktion von Flol1 Saccharid- und Calcium-
unabhingig. Die Flo11-induzierte Flokkulation ist dementsprechend nicht mit Zuckerzugabe

inhibierbar. In der ersten, Saccharid-bindenden Gruppe, lisst sich dariiber hinaus weiter zwi-

T Abgeleitet von einem konservierten Sequenzmotiv GLEYA.
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schen Flo1-Typ (Flo1, Flo5 und Flo9) und NewFlo-Typ (Lg-Flo1) differenzieren'*. Die In-
teraktion des Flo1-Typs ist hierbei durch Mannose-Zugabe inhibierbar, die des NewFlo-Typs
zusitzlich durch Maltose, Glucose und Saccharose!'*'#>133. Die Bildung von Flocken wird bei
beiden Typen durch Bindung von terminalen a-Mannosiden der pilzlichen Zellwand er-

reicht.

Untersuchungen von VEELDERS et al. konnten detaillierte Einblicke in die Struktur und
Funktion der A-Domine eines dominanten Flokkulins des calciumabhingigen Flo1-Typs,
Flo5, liefern (PDB-ID: 2X]JS)!. Dessen Struktur dient als Modell fiir die Saccharid-
bindenden Adhidsine vom PA14-Typ. Es besteht, wie vorhergesagt, aus einer dem protective
antigen dhnlichen B-Sandwich mit einzigartigen Eigenschaften (Abbildung 1.9). Das Haupt-
merkmal der Bindungstasche ist ein Ca**-Ion, welches tiber ein Motiv aus zwei konsekutiven,
tiber eine cis-Peptidbindung verkniipften Aspartaten komplexiert wird (DeisD-Motiv). Der
diese Reste enthaltene Loopbereich wird daher Calcium-binding Loop 1 genannt (CBL1). An-
stelle dieses Motives ist im protective antigen von Anthrax ein D#ransN-Motiv zu finden, wel-
ches kein Ca**-Ion koordinieren kann. Dies erklirt die fehlende Saccharidbindung. Ein zwei-
ter, darunter liegender Loop (CBL2) bildet den unteren Teil der Bindungstasche und intera-
giert direkt mit einem gebunden Mannoserest sowie iiber ein Asparagin mit dem Ca**-Ion.
Die 4 Reste, welche in direktem Kontakt mit dem Liganden stehen, werden als Position I-IV
bezeichnet. Neben dem auf Struktur- und Sequenzebene im Flokkulin-Subtyp konservierten
Kernbereich der PA14-Domine zeigen drei Loops (L1-L3), welche ebenfalls die den duflern
Teil der Bindungstasche formen und mit dem gebundenen Ligand interagieren, eine grofle

Variabilitit.

PA14 Flo5A

Abbildung 1.9 — Die Struktur der A-Domine von Flo5 (griin), ein Modell fiir pilzliche Adhisine mit PA14-
Domiine. A: Die PA14-Domine des protective antigens weist ein D transN-Motiv auf (grau). B: An der dquivalenten
Position in der PA14-Domine von Flo5A findet sich ein einzigartiges D cisD-Motiv, welches eine intrinsische Eigen-
schaft dieser Adhisine darstellt. Es befindet sich in einem von zwei Loops, CBL1 und CBL2, welche ein Ca?*-Ion
koordinieren, um die C-Typ-Lektin artige Bindung zu vermitteln. C: In der inneren Bindungstasche, welche aus
den gleichen Resten gebildet wird, liegt eine Mannose (orange) als Ligand vor. Abbildung nach VEELDERS er 2/,
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Der Loop L2 ist in den Flokkulinen hiufig durch spezifische Subdominen mit unterschiedli-
chen Funktionen ersetzt. So trigt die Subdomine von Flo5 zur Bildung der dufleren Bin-
dungstasche bei und ist in die Bindung der Mannose involviert. In Flo10 hingegen, welches
ein eng verwandtes Ortholog darstellt, wird davon ausgegangen, dass die Subdomaine fiir wei-
tere Prozesse, wie die Bindung an Agar, verantwortlich ist'®. Die beiden Termini der A-
Domine werden iiber ein Motiv aus zwei konsekutiven Cystein-Resten in riumliche Nihe
gebracht. Dass die Flokkulation durch Bindung von a-Mannosiden in der Zellwand der Hefe
ausgeldst wird, konnte hiermit molekular gezeigt werden. Bindungsstudien deuteten nur auf
eine Dissoziationskonstante im millimolaren Bereich hin. Die Prisentation einer grofSen An-
zahl von Flokkulin-Molekiilen (bis zu 10° Molekiile pro Zelle) auf der Zelloberfliche und die
hohe Dichte von Liganden erzeugt jedoch eine hohe Aviditit*'**. Die Strukturlésung von
Lg-Flo1A (PDB-ID: 4GQ7) durch SIM ez al. und von Flo1A durch IELASIS ez al. bestitigte
den C-Typ-Lektin artigen Mechanismus und machte die starke strukturelle Konservierung
des PA14-Motivs deutlich>'%. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Lg-Flo1A in der
Lage ist, an Phosphomannoside mit einer Dissoziationskonstante im hohen mikromolaren

Bereich zu binden.

1.3.3 Epitheliale Adhasine aus C. glabrata

Um einen Wirt kolonisieren zu konnen, macht sich Candida glabrata ebenfalls Adhisine des
PA14-Typs zu Nutze, die epithelialen Adhisine (Epas)''"'¥. In vivo erméglichen diese die
Bindung an humane Epithelzellen, welche die gesamte Korperoberfliche, aber auch Hohlor-

gane, wie den Verdauungs- und Urogenitaltrake, auskleiden'?®

. Dies gelingt durch Erken-
nung von auf der Zelloberfliche prisentierten Sacchariden, bspw. Galactosiden. Aufgrund
der essentiellen Funktion, welche diese Adhisine ausiiben, tragen Candida Stimme hiufig
ein ganzes Spektrum von Epa-Orthologen. Das Genom des Stamms CBS138 kodiert bspw.
fiir 17 dieser Proteine. Insgesamt sind 23 verschiedene Epas bekannt**®. Die Regulation der
Expression sowie die subtelomere Lage der Gene dieser Adhisine zeigen starke Parallelen zu
den Flokkulinen'*'%. Epal ist unter Laborbedingung fiir etwa 95% des adhisiven Phino-
typs an HEp-2 Epithelzellen verantwortlich'¥. Eine Deletionsmutante zeigt in vivo jedoch
keinerlei Beeintrichtigung bei der Infektion von Miusen. Dies wird aufgrund einer Kom-
plementierung der Funktion durch weitere Epas mit dhnlicher Bindungsspezifitit moglich.
Werden dagegen EPA1, EPAG und EPA7 deletiert, zeigt sich der Verlust der Adhision''4.
Es wird davon ausgegangen, dass die Kolonisation verschiedener Gewebetypen auf die Bin-
dung durch ein spezielles Epa-Protein erfolgt'*'*. Mit Hilfe heterologer Expression und
Prisentation dieser drei Adhisine auf S. cerevisiae-Zellen konnte deren Bindungsspezifitit

untersucht werden'?®

. Diese Experimente zeigten eine selektive Adhision an Galactoside, je-
doch mit jeweils unterschiedlichen Restriktionen was das sekundire Saccharid oder die glyco-
sidische Bindung angeht. Dies machte deutlich, dass die reine Zusammensetzung von CBL2,

welche fir Epal und Epa7 identisch ist, nicht ausreichend ist, um die Bindungsspezifitit der
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Adhisine mit PA14-Domine zu erkliren. Die Strukturlésung und eingehende biochemische
Analyse zur A-Domine von Epal (PDB-ID: 4ASL) verdeutlichte diesen Zusammenhang'®.
Trotz einer verhiltnismiflig geringen Sequenzidentitit von rund 25% zu Flo5A ist global
eine dhnliche Faltung zu beobachten. Neben dem strukturell konservierten B-Sandwich der
PA14-Domine und dem DecisD-Motiv sind jedoch einige Unterschiede erkennbar
(Abbildung 1.10).

Abbildung 1.10 — Die Struktur der A-Domine von Epal. A: Die Struktur von EpalA (grau) im Komplex mit
Galp1-3Glc (Gal: gelb; Glc: blau). CBL1 und CBL2 (cyan) komplexieren ein Ca%-Ion (orange). Die flexiblen Loops
L1-L3 gehéren zur Bindungstasche und schiitzen den gebundenen Liganden vor Einfliissen durch das umgebende
Solvens. Dariiber hinaus vermitteln diese zusammen mit CBL2 die Ligandenspezifitit. Zum Vergleich ist die Struk-
tur der Flo5A-Domine gezeigt (hellgriin). B-E: Die EpalA-Domine als Komplex mit unterschiedlichen Liganden
(B+D: Galp1-3Glc; C+E: Galp1-3GalNAc/T-Antigen)!®.

So besitzt EpalA keine Subdomine, sondern einen verkiirzten Loop in L2. Dieser ist dariiber
hinaus mit einer Disulfidbriicke an Loop L1 fixiert, welcher im Vergleich zu Flo5A verlin-
gert ist. Wiahrend L3 iiber der Bindungstasche in Flo5A kaum in Wechselwirkung mit der
gebundenen Mannose tritt, steht dieser in EpalA mittels eines Tryptophans in direktem
Kontakt mit der terminalen Galactose. Dies erklirt die stirkere Adhision von EpalA mit ei-
ner Dissoziationskonstante im niedrigen mikromolaren Bereich. Solch eine starke Bindung,
gekoppelt mit entsprechender Aviditit, unterstreicht die Wirkung als Pathogenititsfaktor.
Auch in EpalA ist die innere Bindungstasche durch CBL1 und CBL2, der dufSere Teil durch
L1-L3 geformt. Die Orientierung der beiden Saccharide (Mannose bei Flo5A, Galactose bei
EpalA) unterscheidet sich durch eine Rotation um 180° um die glycosidische Bindung. Die
vicinalen Hydroxylgruppen tauschen dabei ihre Position. Dies gelingt durch die Abschir-
mung unterschiedlicher Bereiche in beiden Adhisinen sowie durch die unterschiedlichen
Reste in CBL2. So ist A225 in Position I von Flo5A in EpalA gegen ein raumforderndes
R226 ausgetauscht. Diese Anderung der Form der Bindungstasche ist wichtig, um die Bin-
dung B-verkniipfter Galactoside zuzulassen. Die Spezies Candida besitzt neben den epithelia-

len Adhisinen noch weitere Adhisionsdominen, mit und ohne PA14-Domine. Die 7 Prote-
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ine des PAI14-containing wall proteins-Subtyps (Pwp) aus C. glabrata enthalten, laut bioin-
formatischen Vorhersagen, ebenfalls eine PA14-Domine''"'®. Entscheidend ist hierbei das
Fehlen des in den Epas essentiellen Tryptophans aus L3. Fiir Pwp7 konnte in vitro bereits die
Adhision an Epithelzellen gezeigt werden'®. Dariiber hinaus existieren im gleichen Orga-
nismus etwa 42 weitere putative Adhisine mit keiner Ahnlichkeit zum Epa- oder PWP-
Subtyp. C. albicans trigt bspw. keines der Epa-Gene, die Adhidsion wird hier hauptsichlich
durch Als-Adhisine vermittelt, welche Peptid-Termini binden konnen'®'¥. Der Aufbau aus
3 Dominen bleibt erhalten, der Typ der A-Domine unterscheidet sich aber mitunter deut-
lich von der PA14-Domine. Obwohl die Etablierung der Adhision speziesabhingig durch
unterschiedliche Mechanismen erfiillt werden kann, konnten GABALDON ez /. anhand des
Epa-Subtyps zeigen, dass die Evolution dieses Subtyps durchaus mit der Pathogenitit in Zu-
sammenhang steht”’. Nicht oder minder pathogene Verwandte von C. glabrata aus dem Phy-
lum Nakaseomyces zeigen entweder eine stark verminderte Anzahl von Epa-Proteinen (1-2
Orthologe) oder eher Flokkulin-ihnliche Homologe.

1.3.4 PA14-Domanen in P. pastoris und weiteren Hefen

Das Vorhandensein von Adhisinen mit PA14-Domainen in weiteren pilzlichen Spezies wird
aufgrund der beobachtbaren, Zucker-inhibierbaren Flokkulation und Sequenzvergleichen
vermutet'?'. So wurde bereits von 15 flokkulierenden Hefen, darunter Kluyveromyces und
Pichia-Stimme, berichtet. Die Varianz innerhalb eines Phylums kann hierbei sehr grof3 sein.
Die Flokkulation von K. marxianus ist offenbar nur mit Mannose inhibierbar, wihrend in K.
bulgaricus mindestens 6 Saccharide, darunter Fucose, Galactose oder GlcNAc, in Frage

kommen149—151

. Dies kann einerseits auf eine grofle Spezifitit vorhandener Adhisine zuriick-
zufithren sein oder andererseits auf eine grofSen Spektrum von Orthologen mit unterschiedli-
cher Funktion. Hierbei ist zu beachten, dass es sich nur um den Phinotyp der Flokkulation
handelt und weitere, méglicherweise unbekannte Funktionalititen nicht untersucht sind.
Untersuchungen zur Flokkulation der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe deuten dariiber
hinaus auf das Vorhandensein einer zweiten Gruppe Ca*-sensitiver, Saccharid-inhibierbarer
Flokkuline hin'*. In diesem speziellen Fall wird die Flokkulation durch das putative Adhisin
Gsf2 (galactose specific flocculation) vermittelt, welches keinerlei Homologie zu den bekannten

Flokkulinen und Adhisinen aufweist.

Gerade die Adhisionseigenschaften von Pichia pastoris sind von groffem Interesse, denn es
handelt sich hierbei um einen Modellorganismus mit unbekannter Okologie aber weit ver-
breiteter Anwendung. Dies eréffnet die Chance zur Entdeckung unbekannter Funktionaliti-
ten und Phinotypen. In fritheren Arbeiten konnten erste putative PA14-Dominen in Pichia
pastoris gefunden werden' ">, Diese zeigten in vorldufigen bioinformatischen Studien auf
Sequenzebene starke Ahnlichkeit zu den PA14-Dominen von FloSA und EpalA bei nur be-
grenzter Sequenzidentitit (-25%). Dariiber hinaus konnte das konservierte DD-Motiv sowie

zwei konsekutive Cysteine identifiziert werden. Das Fehlen einer entsprechenden Subdomine
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wurde ebenfalls vorhergesagt. Erste Experimente deuteten auf eine Bindung von terminalen

GlcNAc-Resten durch eines dieser putativen Adhisine hin.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Aufgrund der Applikation von Adhisinen mit PA14-Dominen in fiir Hefen essentiellen Pro-
zessen, ist davon auszugehen, dass dieses Prinzip ein weit verbreitetes Konzept darstellt. Da
allerdings die globalen phylogenetischen Zusammenhinge zwischen den unterschiedlichen
Adhisinen so gut wie unbekannt sind, lassen sich kaum Riickschliisse auf deren Entwicklung
und Funktion in der Interaktion mit der Umwelt der Hefen treffen. Die moderne Genom-
analyse erlaubt das Auffinden neuer Adhisine mit unbekannter Funktion in weiteren Organ-
simen. Durch Untersuchung neuartiger PA14-Dominen in pilzlichen Adhisinen ergibt sich
dadurch nicht nur die Méglichkeit, die molekulare Grundlage der Spezifititserzeugung besser
zu verstehen, sondern auch, neue Funktionalititen zu entdecken. Da diese Adhisine in He-
fen weit verbreitet sind, lisst sich durch das Studium dieser Proteinfamilie ebenfalls etwas

tiber die Biologie und Okologie dieser vielfiltigen Organismen erfahren.

Im Speziellen sollte durch die detaillierte bioinformatische, biochemische und rontgenkris-
tallographische Untersuchung der nur schlecht charakterisierten putativen Adhisine aus
Pichia pastoris ein tieferes Verstindnis fiir die molekularen Grundlagen der pilzlichen Adhi-
sion geschaffen werden. Neu entdeckte Funktionen kénnten dabei auch Anwendung in Bio-
technologie und Medizin finden. Phylogenetische Studien zu der gesamten Adhisinfamilie
mit PA14-Domine sollten dariiber hinaus einen Einblick in die globalen Zusammenhinge

liefern und zeigen, ob sich im Laufe der Evolution spezielle Subtypen ausgebildet haben.

Um einen Einblick in die Ausbildung von Spezifitit und struktureller Integritit eines einzel-
nen Subtyps zu erlangen, sollten Bindungsstudien und rontgenkristallographische Untersu-
chungen an verschiedenen Mitgliedern der epithelialen Adhisine durchgefiihrt werden. Ge-
rade die Betrachtung dieses medizinisch relevanten Subtyps konnte einen Beitrag zur Ent-
wicklung von Inhibitoren der Adhision liefern. Dariiber hinaus sollten, anhand strukturbio-
logischer Untersuchungen von Flo10A, Informationen zum Einfluss der in L2 vorhandenen

Subdomine gewonnen werden.
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2 Material

2.1 Gerate
Gerit

Akta Prime-System
Autoklav

Bidest. Wasser-Anlage
Brutschrank

Chromatografiesiulen

Digitalkamera

Dokumentationssystem fiir
Agarosegele
Dokumentationssystem fiir
Kristallisationsansitze
Elektrophoresekammer fiir
Agarosegele
Elektrophoresekammer fiir

SDS-PAGE

Fluoreszenzmikroskop

FPLC-System

Glasperlenmiihle

Hochdruckhomogenisator

ITC-System

Kristallisationsroboter

Mikroskop
NGC-System
Peristaltikpumpe
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Real-Time PCR-Cycler

Bezeichnung (Hersteller)

(GE Healthcare)

T-Line (Fedegari), HV 110-L (HMC)
Seralpur Pro90CN (Seral)

BFED-53 (Binder)

XK 16/60-Sdulenkorper (GE Healthcare), Superdex 200/75-
Material (GE Healthcare), His-Trap Ni-NTA (Macherey Nagel)
D70s (Nikon)

Computer E.A.S.Y. (UVP), Kamera (UVP), UV-Schirm (He-
rolab)
Rockimager 1000 (Formulatrix)

Eigenbau (Feinmechanische Werkstatt, FB Chemie, Philipps-
Universitit Marburg)
Mighty Small II SE250 / SE260 (Hoefer)

Axiovert 200M (Carl-Zeiss AG), Plan Apochromat Ol-Objektiv
NA 1,4 (Zeiss), Orca ER (Hamamatsu), GFP- /| Rhodamin- /
DAPI-Filter Set (AHF Analysentechnik AG), Axiophot (Zeiss)
Gradient Programmer GP-250 Plus, Pump P-500, Single Path

Monitor UV-1, Fraktionskollektor Frac-100, Schreiber Rec112
(GE Healthcare)
FastPrep-24 (MP Biomedicals)

French Press (Aminco), Hochdruckzelle (Feinmechanische Werk-
statt, FB Biologie, Philipps-Universitit Marburg)
1T Cy0 (MicroCal)

Cartesian MicroSys 4000-XL (Genomic Solutions), Cartesian Ho-
neyBee 963 (Genomic Solutions)
B601 (Olympus), MZ 8(Leica)

NGC Chromatography System (Biorad)
P1 (GE Healthcare)
Basic Meter PB-11 (Sartorius)

ND-1000 (Nanodrop), Ultrospec 3100pro (GE Healthcare),
ODG00 (Implen)
Research (Eppendorf)

Rotor-Gene Q (Qiagen)
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Réntgendiffraktometer
Schiittelinkubatoren

Spannungsquelle

Synchrotron-Beamlines

Waagen
Wasserbad

Zentrifugen

Rotating Anode AXS FR591 (Bruker), MAR345dtb detector
(MAR research), Oxford cryosystem (Oxford)

Certomat IS (Sartorius), Controlled Environment Incubator Sha-
ker (New Brunswick Scientific), Multitron (InforsHT)

EPS 300 / 301 (GE Healthcare)

Beamline BL14.1 & BL14.2 BESSY-II Berlin (Helmboltz-
Gesellschaft), Beamline P13 & P14 PETRA III Hamburg (DESY)
PC2200 (Mettler), LabStyle 54 (Mettler Toledo)

NK22 (Haake)

Centrifuge 5810 R (Eppendorf), ]2-HS Zentrifuge mit JA10- /
JA20-Rotor (Beckmann), Biofuge 15 (Heraeus), Fresco2l (Ther-
mo Scientific)

2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial
Einmalkiivetten

Entsalzungssiulen

Kit fiir die qRT-PCR

Kit fiir DNA-Reinigung
Kit fiir Gelextraktion

Kit fiir Plasmidpraparation

Kit zum Aufschluss von
Hefezellen

Kit zur Priparation und
Reinigung von mRNA

Konzentratoren

Kristallisationszubehor

Spritzenvorsatzfilter

Sterilfilter
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Bezeichnung (Hersteller)
67.724 (Sarstedt)
PD-10 Desalting Column (GE Healthcare), PD MiniTrap G25

(GE Healthcare)
qScript One-Step SYBR Green Kit (Quanta Bioscience)

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
QIAshredder (Qiagen)

RNeasy Mini Kit (Qiagen)

Amicon Ultra-15 / Amicon Ultra-5 Centrifugal Filter Devices,
10000 MWCO (Merck Millipore)

96-well Innovaplate (Innovadyne), VIEWseal (Greiner BlOone),
SilverSeal (Greiner BIOone), 24-well Crystallization Tool mit
Crystal Support (Qiagen), Micromounts (MiTeGen), CrystalCap
HAT™ (Hampton researach), Cryotong / Crystal Wand™ /
Micro-Tools (Hampton Research)

Filtropur S 0.2 mit 0.2 pm Porengrofle (Sarstedr), Filtropur S
0.45 mit 0.45 pum Porengrof3e (Sarsted?)

Ultrafree-MC (Merck Millipore), Flaschenaufsatzfilter (Merck
Millipore)
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2.3 Chemikalien

Chemikalie

Acrylamid (30%)

Agar

Agarose

Alexa-Fluor® 488 (A30005)
APS

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Bradford-Reagenz

BSA

Calciumchlorid
Chitin-Beads
Coomassie-Brilliant-Blue
D-Glucose

Decon-90

DiOCGCq

MassRuler DNA Ladder Mix
Ethanol
Ethidiumbromid
Glycerin

Imidazol

IPTG

Kanamycin
Kristallisationsscreens
2-Mercaptoethanol
Na,EDTA

Ni-NTA Superflow
peQGOLD Protein-Marker
Peroxyessigsdure

PMSF

SDS

Spectinomycin
Streptomycin

TEMED

Tris

Tween-20

Virkon

Weizenkleie

Yeast Nitrogen Base

Hersteller

Roth

Roth

Invitrogen

Life Technologies
Fluka

Difco

Difco

Biorad

Roth
Riedel-de-Haén
New England Biolabs
Serva

Sigma

Decon Laboratories Limited
Santa Cruz Biotechnology
Fermentas

VWR

Roth

Fluka

Merck

Duchefa
AppliChem
Qiagen | NeXtal
Roth

Merck

Qiagen

peqlab

Sigma

Fluka

Serva

Applichem

Sigma

Roth

Roth

Roth

Du Pont
Spielberger GmbH
Roth

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden in p.a.-Qualitidt von den Firmen
Sigma-Aldrich, Fluka, Merck oder Roth bezogen.
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2.4 Saccharide und Oligosaccharide

Saccharid
Chitobiose
Galactose-6-O-sulfat

Galactose-B-(1,3)-6-Carboxy-Glucose
Galactose-B-(1,3)-6-Sulfo-Glucose
Galactose-B-(1,3)-Glucose

Glucosamin

Glucose

Lacto-/N-Biose

Lactose

Mannose

N-Acetyl-D -lactosamin
N-Acetylglucosamin
N-Acetylneuraminsiure
T-Antigen
a-Galactobiose

Abbreviatur
GIcNAcB1-4GIcNAc
Gal-6S
Galp1-3Gle-6COOH
Galp1-3Glc-6S
Galp1-3Glc

GIcN

Glc

GalPB1-3GlcNAc
Galp1-4Glc

Man
GalB1-4GIcNAc
GIcNAc

Neu5Ac
Galp1-3GalNAc
Galo1-3Gal

Hersteller

Dextra Laboratories Ltd
Dextra Laboratories Ltd
H. Lin, Academia Sinica
H. Lin, Academia Sinica
H. Lin, Academia Sinica
Alfa Aesar

Fluka

Dextra Laboratories Ltd
Roth

Fluka

Dextra Laboratories Ltd
Sigma

TCI Europe

Dextra Laboratories Ltd
Dextra Laboratories Ltd

Soweit nicht anders erwihnt handelt es sich bei den in dieser Arbeit verwendeten Sacchariden
um D-Saccharide. Die synthetischen Disaccharide, welche von Prof. LIN zur Verfiigung ge-

stellt wurden, besitzen zusitzlich einen Azido-n-Hexanol Linker an Position 1 der Glucose.

2.5 Enzyme

Enzym Hersteller

BSA New England Biolabs | Fluka
Chitinase aus Trichoderma viride (Endo- & Exo-Chitinase) Sigma Aldrich

DNAsel Boehringer

Lysozym (50 mg/mL) Boehringer

Ndel (20 U/pL) New England Biolabs
Phusion HiFi-DNA-Polymerase (2 U/pL) New England Biolabs
T4-DNA-Ligase (400 U/pL) New England Biolabs

Xhol (20 U/uL) New England Biolabs
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2.6 Primer zur Genamplifikation

Im Rahmen dieser Dissertation wurden pET-28-basierte Plasmidkonstrukte genutzt, welche
bereits in fritheren Arbeiten kloniert wurden. Der Vollstindigkeit halber sind die hierfiir
verwendeten Primer im Folgenden aufgelistet. Die fir die Klonierung in pET-28a(+)-

Vektoren genutzten Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol sind fett gedrucke.

Primer Sequenz in 5°->3’ Quelle
CealA-fwd CAGTCGACATATGGATGACAGTGGAAATGG 155-157
CealA-rev GCTCGAGTTATTCATGGCAGGAGTTCTC 155-157
EpalA-fwd CCATATGACATCTTCCAATGATATCAG 108,158
EpalA-rev ACTCGAGTTAAGAAGAATCGTAGCTG 108,158
PpFlo1A-fwd CAAGTTACATATGCAGGAAAGTGGTGATGG 155,156
PpFlo1A-rev GCTCGAGTTATGCTTGGCATTGTTCTTC 155,156

2.7 Primer zur Herstellung von Hefe-Expressionskonstrukten

Zur Erstellung von Hefe-Expressionsplasmiden fiir iz vivo Experimente im Rahmen dieser
Arbeit wurden folgende Primer von NINA WOZNIAK verwendet'™. Als Restriktionsenzyme
dienten hierbei Sacl und Sacll.

Primer Sequenz in 5"->3’ Quelle
CealA-fwd AAAAACCGCGGGATGACAGTGGAAATGGCG 157,159
CealA-rev AAAAAAGAGCTCTTCATGGCAGGAGTTCTCATC 157,159
PpFlo1A-fwd AAAAAACCGCGGCAGGAAAGTGGTGATGGTGAC 159

PpFlolA-rev. AAAAAAGAGCTCTGCTTGGCATTGTTCTTCGTCGAGTGCACC 159

2.8 Primer fiir die gRT-PCR
Primer fiir qRT-PCR wurden mit Hilfe des Programms Primer3Plus erstellt, welches das

Auffinden geeigneter Sequenzbereiche und Amplifikate fiir diese Methode erleichtert'®.

Primer Sequenz in 57->3’ Quelle
ACTI-fwd TCTGTTTTGGGTCTGGAAGC Diese Arbeit
ACTTI-rev TGCATACGCTCAGCAATACC Diese Arbeit
Ceal A-fwd TGGAATCCAAGTTCCAGGAC Diese Arbeit
CealA-rev CTCCTGAAACGTCAGCTTTG Diese Arbeit

PpFlo1A-fwd TTGATGCCACACGTTACGAC Diese Arbeit
PpFlo1A-rev TGGATCCCGTGTTAACCTTC Diese Arbeit
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2.9 Vektoren

2.9.1 pET-28a(+)-Vektor

Der Vektor pET-28a(+) (Novagen) wurde zur heterologen Produktion von rekombinanten A-
Dominen in Escherichia coli eingesetzt. In Verbindung mit kompatiblen Stimmen kann tiber
eine hierin genomisch kodierte T7-RNA-Polymerase die Transkription erfolgen'®'. Sowohl
die Expression dieser Polymerase als auch die Expression des auf dem Vektor kodierten re-
kombinanten Gens stehen unter Kontrolle des /zc/-Repressors. Dieser bindet an die Sequenz
des Jac-Operators im Bereich des /zc- und des T7-Promotors. Das fiir den Repressor kodie-
rende Gen liegt ebenfalls auf dem Vektor vor. Durch Zugabe von Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) lasst sich d Repressor losen und die Expression induzieren's.
Der Sequenzabschnitt der multiple cloning site (MCS) enthilt eine grofle Anzahl an Schnitt-
stellen fiir Restriktionsenzyme und erméglicht dadurch das Einbringen eines entsprechenden
Zielgens. Diese Region stellt auflerdem die Fusion mit einem N- oder C-terminalen Hexa-
Histidin-74g zur Verfiigung. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Fusionsproteine

wurden mit einem N-terminalen 7ag hergestellt.

2.9.2 YCplac33-Vektor
Der Shuttle-Vektor YCplac33 diente als Grundlage zur Erstellung von Expressionsplasmiden

tur S. cerevisiae. Zur Klonierung in E.coli enthilt der Vektor neben einer Ampicillin-Resistenz
zur Selektion einen entsprechenden Origin of Replication (ORI). Um eine Funktion und Rep-
likation in S. cerevisiae zu gewihrleisten ist auf dem Vektor eine Autonomously Replicating Se-
geuence (ARS), ein Hefe-Centromer (CEN) sowie das URA3-Gen zur Synthese von Uracil als
Selektionsmarker zu finden, wodurch bei transformierten Zellen eine entsprechende Kom-
plementation erfolgt. Neben einer hohen Transformationseffizienz zeichnet er sich durch sei-

ne mitotische Stabilitdt sowie durch seine einfache Kopienzahl aus.'®

2.10 Verwendete Plasmide zur Expression in E. coli

Folgende Tabelle enthilt die Plasmide, mit welchen rekombinante Proteine im Rahmen die-
ser Arbeit produziert worden sind. Dariiber hinaus beinhaltet diese Arbeit auch die Struktur-
l6sung von weiteren Adhisionsdominen. Diese wurden von Kooperationspartnern produ-

ziert und biochemisch untersucht. Der Vollstindigkeit halber sind diese in der Tabelle eben-

falls aufgefiihrt.

Name Konstrukt Quelle
pET28a-CealA CEA1A®* in pET28a(+) 153
pET28a-EpalA EPA1A’"*"" in pET28a(+) 158
pET28a-EpabA EPAGA**" in pET28a(+) 164,165
pET28a-Epa%A EPA9A*% in pET28a(+) 164,165
pET28a-Flo10A FLO10A>*” in pET28a(+) 159

pET28a-PpFlol1A PPFLO1A*% in pET28a(+) 155
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2.11 Verwendete Plasmide zur Expression in S. cerevisiae

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide auf Basis von YCplac33 zur Expression in
S. cerevisiae sind in untenstehender Tabelle aufgelistet. Die Expression erfolgt unter Kontrolle
des konstitutiven PGK1-Promotors (Phosphoglyceratkinase 1). Der Flo11 Signalsequenz,
welche den extrazelluliren Transport sicherstellt, folgt nach einer Spacersequenz (SP) und
einem 3HA-Epitop, die entsprechende A-Domine sowie B- und C-Region von Flo11. Das

Gen endet mit dem Flo11-Terminator.

Name Konstrukt Quelle
BHUM?2200 PpGKl-FLO 11 I-30-];LO 1 1214-1360-TFL011 165
BHUM?2296 Prcki-FLO113°-SP-3HA-PPFLO 122 FLO1 12139 Ty 14 157,159
BHUM?2297 Prori-FLO11°-SP-3HA-CEA1%2*-FLO 112" T¥; o 157,159

2.12 Bakterienstamme

2.12.1E. coli DH5

Genotyp: F- ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (r, mn') phoA
supE44 h- thi-1 gyrA96 relAl
E. coli Zellen dieses Stammes sind besonders geeignet zur Plasmidgewinnung'®®. Dafiir besit-

zen sie neben einer hohen Plasmidreplikationsrate bspw. eine Defizienz in Endonuclease Al

(endAl).

2.12.2 E. coli SHuffle® T7 Express

Genotyp: E" lac, pro, lacl? | Alara-len)7697 araD139 fhuA2 lacZ:'T7 genel
A(phoA) Pvull phoR ahpC* galE (or U) galK latt::pNEB3-r1-cDsbC (Spec®,
lacl?) AtrxB rpsL150(S#®) Agor A(malF)3 (K12 Stammbhintergrund)

Der SHuffle® T7 Express Stamm der Firma NEB wurde zur heterologen Proteinproduktion

genutzt. Der Vorteil dieses Stammes liegt zum einen in seinem oxidativen Zellmilieu, was

durch eine Mutation in der Glutathion-Reduktase und der Thioredoxin-Reduktase sicherge-
stellt wird. Zum anderen wird unter Kontrolle eines konstitutiven Promotors die Disulfid-
briicken-Isomerase Ds6C exprimiert. Weiterhin ist diese ein Chaperon und unterstiitzt damit

nicht nur die Kniipfung nativer Disulfidbriicken, sondern unterstiitzt den Faltungsprozess im

Ganzen'?’.
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2.13 Hefestamme

2.13.1P. pastoris DSMZ70382
Genotyp: Wildtyp-Isolat

Dieser Wildtyp-Stamm von Pichia pastoris wurde von der Deutschen Sammiung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen (DSMZ) kommerziell erworben und dient weiterhin als Referenz-
stamm. Hierbei handelt es sich um ein Isolat aus dem Exsudat eines Kastanien-Baums aus
der Gegend um Lyon. Da das Genom dieses Stammes komplett sequenziert vorliegt, stellte er
eine gute Grundlage fiir die Studien an unbekannten ascomycetalen Adhisionsdominen dar.
Genomische DNA von P. pastoris DSMZ70382 wurde fur die Genamplifikation genutzt.

Zellkulturen des Stammes wurden zu iz vivo-Experimenten genutzt™.

2.13.2P. pastoris GS115
Genotyp: his4 (NRRL Y-11430 Stammhintergrund)

Der Stamm GS115 wurde aus dem Wildtyp-Isolat NRRL Y-11430 abgeleitet, indem u.a.
eine Histidin-Auxothrophie eingefiihrt wurde*. In Kombination mit entsprechenden Vekto-
ren ldsst sich diese Eigenschaft als Selektionsmarker nutzen. Das Genom dieses Stammes ist
ebenfalls sequenziert und er bildete die Grundlage fiir die Weiterentwicklung von P. pastoris
zu einem weit verbreiteten System zur heterologen Proteinproduktion. Dieser Stamm wurde

ebenfalls fiir bioinformatische, biochemische sowie i vivo Studien eingesetzt.

2.13.3S. cerevisiae RH2520
Genotyp: MATa ura3-52 (§288c Stammbhintergrund)

Dieser Stamm der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae basiert auf dem Stammbhintergrund
§288c. Er besitzt den Mating type a und eine Uracil-Auxotrophie. Letztere kann als Selekti-
onsmarker genutzt werden. Dieser Stamm wurde zur Expression und Oberflichenprisentati-
on von Fusionskonstrukten aus unterschiedlichen Adhisin-A-Dominen und Flo11 B- und
C-Dominen genutzt. Diese Zellen wurden fiir Experimente iz vivo verwendet. Durch eine
Mutation im Transkriptionsfaktor FLO8 ist der Stammhintergrund $288c Flokkulations-

defizient und eignet sich dadurch fiir Experimente an heterologen Adhisionsdomanen's®!'®.

2.14 Insekten

2.14.1 Shelfordella lateralis
Die Schabe Shelfordella lateralis (dt. Trivialname: Schokoschabe) gehért zur Familie der Blat-

tidae und ist ein enger Verwandter der amerikanischen Grof§schabe Periplaneta americana.
Die Schaben wurden bei einem Ziichter erworben (/. Bernhard, Helbigsdorf) und dienten als

Modellorganismus zur Untersuchung von putativen Adhisin-vermittelten Wechselwirkungen
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zwischen Hefen und Insekten. S. lateralis wurde in fritheren Arbeiten bereits zur Charakteri-
sierung der bakteriellen Darmflora von Schaben genutzt'”’. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass die drei markanten Bereiche des Darms (Crop, Midgut & Hindgut) unterschiedliche bio-
chemische und physikochemische Eigenschaften besitzen.

41



Methoden

3 Methoden
3.1 Bioinformatische Methoden

3.1.1 Genome-mining nach Adhasionsproteinen des PA14-Typs innerhalb

der Ascomyceten

Um ein tieferes Verstindnis tiber die Evolution und die Diversitit der ascomycetalen
PAl4-Dominen enthaltenden Adhisine zu erhalten, wurden sequenzierte Genome unter-
schiedlicher Hefen nach putativen Adhisinen durchsucht. Fiir diesen Genome-mining dhnli-
chen Ansatz wurde hauptsichlich das Online BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) des
National Institute of Health (NIH) genutzt. Der Algorithmus dieses Tools erlaubt das Durch-
suchen einer Datenbank von Nukleotid- oder Proteinsequenzen mit Hilfe eines vorgegebe-
nen Templates nach verwandten/idhnlichen Sequenzen''. Hierbei wurde im Speziellen auf
die Submethoden nucleotide blast, protein blast, thlastn sowie PSI-BLAST, eine Variante des
protein blasts, zuriickgegriffen. Die Methoden unterscheiden sich hierbei in dem Format des

verwendeten Suchtemplates sowie in der durchsuchten Datenbank.

BLAST Programm Templat Datenbank

nucleotide blast Nukleotidsequenz Nukleotide

protein blast Proteinsequenz Proteine

Thlastn Proteinsequenz Translatierte Nukleotide

PSI-BLAST erlaubt hierbei das Auffinden von weiter entfernt verwandten Sequenzen indem
aufbauend auf einen ersten Suchschritt eine benutzerdefinierte scoring matrix* erstellt wird,

mit welcher die weiteren Schritte erfolgen'’>'72.

Standardmiflig wird mit dem BLAST eine Datenbank bestehend aus annotierten Genen und
Proteinen durchsucht. Davon abweichend erlaubt das Tool auch die Suche in annotierten &
nicht-annotierten Genomen (72 655 Sequenzen®) sowie in Genom-Fragmenten welche Re-
sultate von shotgun-Sequenzierungen sind (166 270 376 Sequenzen)'7*'7. Als Grundlage fiir
die Suche nach unbekannten, PA14-Dominen enthaltenen Homologen wurden die Sequen-
zen der A-Domine der biochemisch und strukturell bereits gut untersuchten Adhisine Flo5
und Epal genutzt. Hierdurch konnten vor allem Homologe in den Genomen dreier Pichia- |

Komogataella-Stimme identifiziert werden®*>2,

Als weitere Quelle fiir putative Adhisine des PA14-Typs in Ascomyceten dienten die Pro-
teinsequenzdatenbank der Online-Plattform InterPro sowie die Dominendatenbank
pfam' V77 InterPro ist ein Tool des European Bioinformatics Institutes zur funktionellen

Analyse von Proteinsequenzen. Dieses wird unter anderem genutzt um Proteinsequenzen der

¥ Standardmiflig wird in BLAST die BLOSUMG62 Matrix verwendet.
$ Stand 09.12.2014
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Datenbank UniProt zu annotieren'’®. Uber Sequenzvergleiche werden die Primirsequenzen
automatisch Dominen oder Familien zugeordnet; diese Automatisierung bildet andererseits
auch die Grundlage fiir fehlerhafte Annotationen. Pfam, eine Dominendatenbank des Sanger
Institutes, liefert zudem eine maschinelle Mustererkennung in Proteinsequenzen und lésst,
nach Zuordnung von Sequenzen zu Dominen und funktionellen Familien, einen Riick-
schluss auf die Funktion der Proteine zu. Die pilzlichen Adhisine des PA14-Typs sind so-
wohl hierin als auch in InterPro weitgehend zwei Dominen-Familien zugeordnet: Der PA14-
Domine (Pfam-ID: PF07691) und der PA14_2- oder Gleya-Domine (Pfam-ID: PF10528).

3.1.2 Multiples Sequenzalignment und phylogenetische Analyse

Die somit identifizierten putativen Homologe von Flo5 und Epal wurden zur weiteren Ana-
lyse einem multiplen Sequenzalignment (MSA) unterzogen. Da dariiber hinaus die dreidi-
mensionalen Strukturen beider Adhisionsdominen zur Verfiigung standen, wurde auf einen
strukturbasierten Algorithmus des Programmes 7Coffee zuriickgegriffen, 3D-Coffee'”. Hier-
bei wird das Alignment auf strukeureller Ebene mit 7Malign auf Basis der bekannten Struk-
tur-Template gebildet. Zuerst wurde ein robustes Alignment auf Grundlage der Sequenzen
bekannter Adhisionsdominen generiert: Epitheliale Adhisine, Flokkuline, PWP’s & Adhi-
sine aus Nakaseomyces””. Um die zuvor identifizierten, putativen Homologe in das Alignment
einzubringen wurden Algorithmen des Tools maffi--add, welches vom Alignment Programm
MAFFT7 abgeleitet ist, verwendet. Dieses erlaubt das Einfiigen neuer Sequenzen in ein be-

180, Dafiir wird die phylogenetische Beziechung zwischen den Sequenzen

stehendes Alignment
im bestehenden Alignment genutzt, um die Verwandtschaft der hinzuzufigenden Sequenzen

daraus abzuleiten!®!.

Dieses primire Alignment (303 Sequenzen) diente, neben der visuellen Inspektion und dem
Vergleich mit Flo5 und Epal, zur Definition der wahrscheinlichsten Grenzen der Adhisi-
onsdominen”. Des Weiteren wurden 19 redundante Sequenzen und 177 Sequenzen, welche
kein putatives DeisD-Motiv sowie das entsprechende Asparagin von CBL1 im Alignment

zeigten, geloscht.

Um den verwandtschaftlichen und evolutioniren Zusammenhang zwischen bekannten sowie
unbekannten Adhisionsproteinen des PA14-Typs zu untersuchen, wurde eine phylogeneti-
sche Studie auf Basis der Maximum-Likelihood Methode (ML) durchgefiihrt. Eine phylogene-
tische Analyse leitet mit Hilfe rechnergestiitzter Methoden und Algorithmen einen evolutio-
niren Zusammenhang zwischen unterschiedlichen biologischen Entititen (bspw. Spe-
zies/Taxa/Proteine) her. Als Grundlage hierfiir dienten historisch gesehen morphologische
oder phinotypische Merkmale, wihrend im heutigen Zeitalter molekulare Determinanten

wie Gen- & Proteinsequenzen Verwendung finden. Neben den Distance-Matrix-Methoden,

" Fiir das Alignment sowie die nachfolgende phylogenetische Untersuchung wurden ausschliefilich die Sequen-
zen der A-Domine benutzt, um den funktionellen Bezug in den Vordergrund zu stellen.
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welche einen phylogenetischen Zusammenhang auf alleiniger Grundlage der ,genetischen
Distanz® zwischen Sequenzen herleiten, werden auch weitere Methoden/Algorithmen wie

ML, Maximum Parsimony (MP) oder Bayesian genutzt.

Bei der hier gebrauchten ML-Methodik werden statistische Techniken verwendet um einer
grofleren Anzahl generierter Bidume eine Wahrscheinlichkeitsverteilung zuordnen und damit
den geeignetsten phylogenetischen Baum identifizieren zu konnen. Hierzu wird ein Substitu-
tionsmodel verwendet, welches die Wahrscheinlichkeit eines Austausches zweier bestimmter

Nukleotide bzw. Aminosiuren beinhaltet.'®?

Fiir das finale multiple Sequenzalignment sowie die darauf basierende phylogenetische Analy-
se wurden folgende 107 Sequenzen genutzt, wobei nur Adhisine der hervorgehobenen

Gruppen bisher genauer biologisch und biochemisch charakterisiert wurden:

Proteinfamilie Anzahl der Sequenzen
Epitheliale Adbdisine 19

Flokkuline 5

Pichia pastoris Adbisine aus genome mining 5

Putative Homologe 50

PWPs 6

Nakaseomyces Adhdsine 22

Fir die Konstruktion des phylogenetischen Baumes wurde die Software MEGAG

verwendet!'®?

und zu Beginn das am besten geeignete Modell zur Generierung des Baumes
ermittelt. Hierzu werden alle in MEGAG méglichen Kombinationen aus Substitutionsme-
thoden der Aminosiurereste, Rate der Substitution, Behandlung von Liicken im Alignment
und der heuristischen Methode zum Ableiten des entsprechenden Baumes verwendet. Jede
Kombination wird fiir einige Zyklen berechnet und die Statistiken der vorldufigen rekonstru-
ierten Phylogenien verglichen. Die Kombination, welche die besten statistischen Werte liefert
(Bayesian Information Criterion & Log Likelihood Gain) wird fiir die Berechnung der phylo-
genetischen Abstinde zwischen den Sequenzen sowie fiir die Konstruktion des Baumes ver-

wendet.'84

Fiir diese Arbeit folgte daraus die Verwendung eines LG Models™ mit Gamma Verteilung als
Substitutionsmatrix'® unter teilweiser Beachtung der Liicken und der heuristischen nearest-
neighbor-interchange (NNI) Methode, welche die Konnektivitit der Aste eines vorgegebenen
Baumes untereinander austauscht um die optimale Struktur mit den kiirzesten Abstinden
zwischen den Gruppen zu errechnen'®. Die Beachtung der Liicken im Alignment spielt ge-
rade bei Proteinen wie den Adhisinen vom PA14-Typ eine wichtige Rolle, da hierdurch der
Variabilitit der Loop-Bereiche sowie vorhandener Subdominen Rechnung getragen wird.

Der initiale phylogenetische Baum wurde hierbei automatisch durch MEGAG auf Basis der

" Nach den Autoren LE & GASCUEL
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Neighbor-joining Methode erstellt."” Der finale Baum wurde mit der Software Fig7ree 1.4

dargestellt und fiir die weitere Aufarbeitung in einem Grafikprogramm vorbereitet.

Weiterfiihrende Literatur zur Theorie und Praxis der phylogenetischen Analyse bieten SALE-
MI et al., die praktische Durchfithrung in MEGAG wurde von HALL zusammengefasst.'%'%
3.2 Molekularbiologische Methoden

Ein Teil der molekularbiologischen Grundlagen dieser Arbeit wurde bereits in vorhergehen-
den Arbeiten gelegt. Daher wird hier nur auf die fiir diese Arbeit relevanten Methoden niher

eingegangen.

3.2.1 Kultivierung von E. coli

Kulturen von E. coli-Stimmen wurden mit lysogeny broth-Vollmedium™® (LB) oder Terrific-

Broth-Medium™' (TB) hergestellt. Festmedium wurde unter Zugabe von 2% Agar (w/v) er-

halten.
Lysogeny broth Terrific broth

Bacto-Trypton 10 g/L Bacto-Tryton 12 g/L

Bacto-Hefe-Extrakt 5¢/L Bacto-Hefe-Extrakt 24 g/L

NaCl 10 g/L Glycerin (99%) 4 mL

NaOH-Lésung (10 M) 0.4 mL/L Phosphat-Puffer 1:10

Dest. HO ad1L Dest. HO ad 1L

Phosphat-Puffer (10x)

KH,PO4 0.17 M
K;HPO4 x 3 H,O 0.72M

Die Medien wurden bei 121 °C und 2 bar 30 min lang sterilisiert, wobei der Phosphat-Puffer
getrennt autoklaviert und nachfolgend dem Medium zugegeben wurde. Die Zugabe entspre-
chender Selektionsmarker erfolgt nach Abkithlung des Mediums auf etwa 55 °C. Das Wachs-
tum angeimpfter Kulturen wurde durch Messung der optischen Dichte bei 595 nm
verfolgt'”?. Als Selektionsmarker wurden Kanamycin (35 pg/mL; pET-28a(+)), Streptomycin
(50 pg/mL; E. coli SHuffle T7) und Spectinomycin (12.5 pg/mL; E. coli SHuffle T7) ver-

wendet.

3.2.2 Kultivierung von S. cerevisiae

S. cerevisiae-Stimme wurden in YEPD-Medium oder zur Selektion in SC-Medium kultiviert.
YNB-If (Yeast-Nitrogen-Base-low fluorescence) wurde fiir Immunfluoreszenzassays benutzt.
Festmedien wurden auch hier mit 2% (w/v) Agar hergestellt, die Sterilisation erfolgt ebenfalls

durch Autoklavieren.
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YEPD-Medium SC-Medium
Yeast Nitrogen Base
Pepton 2% (w/v) ohne Aminosiuren 0.15% (w/v)
und (NH4)ZSO4
Hefe-Extrakt 1% (w/v) (NH4),SO4 0.5% (wlv)
Glucose 2% (w/v) myo-Inositol 0.2 mM
Aminosiure-Mix 0.2% (w/v)
p-Aminobenzoat 0.02% (w/v)
10x Salz-Losung Spurenelemente-Losung
KH,PO, 10 o/L H,BO; 50 mg/100 mL
MgSO4 5¢g/L CuSO4 4 mg/100 mL
NaCl 1g/L KI 10 mg/100mL
CaCl, 1g/L FeCls 20 mg/100 mL
(NH4)>SO4 50 g/L MnSOq 40 mg/lOO mL
Dest. H,O ad1L Na;MoOg4 20 mg/100 mL
ZnSOy 40 mg/100 mL
Dest. H,O ad 100 mL
Vitamin-Lésung YNB-If
Biotin 0.2 mg/100 mL 10x Salz-Losung 100 mL/L
Calciumpantothenat 40 mg/100 mL Spurenelemente-Lésung 0.1 mL/L
Inositol 200 mg/100mL Vitamin-Losung 0.1 mL/L
Niacin 40 mg/100 mL Glucose (20% w/v) 100 mL/L
p-Aminobenzoesdure 20 mg/100 mL Aminosiure-Mix 0.2% (w/v)
Pyridoxin-HCl 40 mg/100 mL
Thiamin-HCI 40 mg/100 mL
Dest. H,O ad 100 mL

Der Aminosiuremix enthielt alle Standard-L-Aminosiuren abziiglich Histidin, Leucin und
Tryptophan. Nach Inokulation wurden die Kulturen schiittelnd oder rotierend bei 30 °C
inkubiert. Der Fortschritt des Wachstums wurde durch Bestimmung der optischen Dichte

verfolgt. Hierbei entspricht eine ODsos=1 einer Anzahl von etwa 1.5-107 Zellen/mL"2.

3.2.3 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Mit einer Ubernachtkultur (UNK) des zu priparierenden E. coli-Stamms, welche den ent-
sprechenden Selektionsmarker enthielt, wurden 4x 50 mL LB-Medium, ebenfalls mit Selek-
tionsmarker versetzt, im Verhiltnis 1:100 inokuliert. Diese Kulturen wurden bei 225 rpm
und 37 °C bis zu einer ODsos von 0.6 inkubiert. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation
bei 1500 g und 4 °C fiir 20 min geerntet. Nach Verwerfen des Uberstandes wird das Zellpel-
let in 60 mL TFBI-Puffer resuspendiert und 2 h auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifuga-
tion iiber 10 min bei 4000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in
4 mL TFBII-Puffer resuspendiert und die Suspension zu 50 pL aliquotiert und in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Zellen erfolgte nach MORRISON bei -80 °C'™.
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TFBI-Puffer TFBII-Puffer
RbCl 100 mM RbCl 10 mM
MnCl, 50 mM MOPS 10 mM
KOAc 30 mM CaCl, 75 mM
CaCl, 10 mM Glycerin 15% (v/v)
Glycerin 15% (v/v)

3.2.4 Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Transformation der zuvor behandelten E. coli-Zellen erfolgte nach einem abgewandelten
Hitzeschock-Protokoll nach MANDEL et al'* Hierfiir wurde ein tiefgefrorenes Aligout
(50 puL) mit 1 puL Plasmidlosung (50-250 ng) versetzt und 5 bis 20 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen werden einem Hitzeschock von 40 s bei 42 °C im Wasserbad unterzogen. Die Probe
wurde auf Eis mit 1 mL LB-Medium versetzt und 40 min bei 37 °C und 125 rpm schiittelnd
inkubiert. Anschliefend wurde 1 min bei 5000 rpm zentrifugiert und ca. % des Uberstandes
verworfen. Die Zellen wurden im {ibrigen Medium resuspendiert, auf einer LB-Agar Platte
mit entsprechendem Selektionsmarker ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C im Brut-

schrank inkubiert.

3.2.,5 Stammhaltung von E. coli

Mit unterschiedlichen Konstrukten transformierte E. co/i-Stimme wurden zur Stammbhaltung
als Glycerinkulturen in Anlehnung an das Protokoll von MORRISON et 4l. pripariert'”®. Hier-
zu wurden 500 pL einer Ubernachtkultur mit 1 mL Glycerin (87%) versetzt und in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.6 Transformation von S. cerevisiae nach CHEN et al.

Zur Transformation von S. cerevisiae Zellen wurde ein verkiirztes One-Step Protokoll nach
CHEN et al. verwendet'”. Hierfiir wurde eine UNK, welche sich in der stationiren Phase be-
fand, pelletiert und in 100 L. One-step Puffer resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 0.1-
1.0 pg Plasmid-DNA sowie 5 pL frisch denaturierte Lachsspermien-DNA (10 mg/mL).
Nach einem Hitzeschock von 42 °C fiir ca. 25 min wurden 0.9 mL YEPD Medium hinzuge-
fiigt und die Zellen bei 3000 g fiir 1 min pelletiert. Etwa 3% des Uberstandes wurden verwor-
fen, die Zellen im tibrigen Medium resuspendiert und auf Agar-Platten mit entsprechendem

Selektionsmarker ausgestrichen.

One-Step Puffer
PEG 4000 40% (w/v)
DTT 100 mM
Lithiumacetat 200 mM
pH 5.0
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3.2.7 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Um Plasmide aus E. coli Zellen zu priparieren wurde auf ein kommerziell erhiltliches Kit der
Firma Qiagen zurtiickgegriffen (QLAprep Spin Miniprep Kit). Dieses basiert auf der alkalischen
Lyse von Zellen nach BIRNBOIM und DOLY sowie der Adsorption von Plasmid-DNA an Sili-
ka-Matrices nach VOGELSTEIN und GILLESPIE'**'”’. 4 mL einer UNK wurden sequentiell in
einem 2 mL Reaktionsgefif} pelletiert (1 min, 4000 rpm) und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wurde in 250 pL Puffer P1 resuspendiert und nach Zugabe von 250 pL Puffer P2
4-6x invertiert. Die Suspension wurde mit 350 uL Puffer N3 versetzt und erneut invertiert.
Nach Zentrifugation von 10 min bei 13000 rpm wurde der Uberstand auf eine QIAprep Spin
Sdule gegeben, fiir weitere 60 s bei 13000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.
Es folgte ein Waschschritt mit 750 pL PB-Puffer, erneute Zentrifugation bei 13000 rpm fiir
60 s sowie das Verwerfen des Durchflusses. Die Zentrifugation wurde zur Trocknung der
Sdule wiederholt. Als letzter Schritt erfolgte die Elution mit 35 pL EB Puffer oder bidest.
H,O bei 13000 rpm fiir 60 s. Die Plasmide wurden bei -20 °C gelagert. Das Protokoll ist

ebenfalls dem Handbuch des Kits zu entnehmen!®®.

3.2.8 Praparation von RNA aus Hefen

Zur Untersuchung der Expression von Adhisinen in Pichia pastoris wurde auf die Methode
der quantitativen Polymerasekettenreaktion zuriickgegriffen. Hierftir musste die Gesamt-
RNA aus Hefezellen pripariert werden. Bei der Arbeit mit RNA ist grof§e Vorsicht und Sorg-
falt geboten, da ubiquitir vorhandene RNAsen schnell zum Abbau der zu priparierenden
RNA fithren'”. Die Priparation wurde mit einem entsprechenden Kit der Firma Qiagen
durchgefiihrt und basierte auf der Adhision von RNA >200 bp an Silika-Matrices. Die Ex-
traktion und Isolation der RNA wurde auf Grundlage der Guanidiniumthiocyanat-
Extraktion nach CHOMCZYNSKI e al. durchgefithrt?”. Um eine maximale Ausbeute an ge-
reinigter RNA zu erhalten wurden 2-10° bis 5-107 Zellen verwendet (siche 1.2.2.). Die Kul-
tur, welche sich in der logarithmischen Wachstumsphase befand, wurde fiir 5 min bei 1000 g
und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig abgesaugt und in 600 pL Guanidinium-
thiocyanat-haltigem RLT-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden daraufthin mit Hilfe einer
Glasmiihle (Fast-prep 24, MP Biomedicals) aufgeschlossen. Dafiir wurden etwa 600 pL sdure-
gewaschene Glaskugeln mit einem Durchmesser von 0.25-0.5 mm zu den Zellen gegeben
und der Aufschluss in 2x 30 s bei einer Geschwindigkeit von 6.0 m/s unter zwischenzeitli-
chem Kiihlen durchgefiihrt. Das Lysat (ca. 350 pL) wurde in ein neues Reaktionsgefaf$ tiber-
fithrt und 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach Uberfithrung des Uberstandes in ein
weiteres Reaktionsgefif§ wurde das gleiche Volumen an 70% Ethanol zum homogenisierten
Lysat gegeben und mittels auf und ab pipettieren gemischt. Die Probe wurde auf eine RNeasy
spin Siule gegeben und 15 s bei 13000 rpm zentrifugiert. Nachdem 700 uL Puffer RW1 auf
die Siule gegeben wurden, erfolgte die Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 15 s. Dieser Schritt
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wurde 2x mit 500 uL. RPE Puffer wiederholt. Die abschliefende Elution erfolgte in 30-50 pL
RNAse-freies Wasser indem fiir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert wurde.

3.2.9 Konzentrationsbestimmung von DNA & RNA

Die Konzentration von DNA und RNA wurde photometrisch bestimmt*”'. Hierbei wird die
Absorption von DNA/RNA bei 260 nm genutzt. Weiterhin lisst sich durch Vergleich mit
der Absorption bei 280 nm die Verunreinigung mit Proteinen bestimmen. Die Messungen
erfolgten mit einem ND-1000 (Nanodrop). Mit folgenden Zusammenhingen lisst sich die

Konzentration der Nukleinsiuren bestimmen:

ng
Cpna = Aze0 * 50 uL
ng
= Ajgo - 40 —
CRNA 260 ul
Bei den Konzentrationsmessungen kann nicht zwischen der Absorption von DNA oder RNA

unterscheiden werden, somit sind Mischlésungen nicht zu identifizieren.

3.2.10Reverse Transkription mit anschlieBender q-PCR (qRT-PCR)

Die Stirke der Genexpression bestimmt, in welchem Mafle der Genotyp einer Zelle bzw. ei-
nes Organismus phinotypisch in Erscheinung tritt. Die Analyse der Expression von Genen
spielt somit in vielen Bereichen der Biowissenschaften eine wichtige Rolle; lassen sich hierbei
doch Informationen entwicklungsbiologischen, zellbiologischen oder molekularbiologischen
Inhalts gewinnen®**. Anwendung findet die Analyse der Genexpression bspw. in der Un-
tersuchung geinderter Expressionsstirken bei unterschiedlichen Krankheitsbildern (Onko-
gen-Expression bei Krebs)** und zur Identifikation von Virusinfektionen sowie der Kontrolle
der Viruslast?®. Das direkte Abbild der Expressionsstirke eines Gens stellt die relative Menge
an mRNA-Transkripten dar. Der wichtigste Schritt in Richtung der Entwicklung neuer,
glinstiger, sowie hochdurchsatz-fihiger Techniken zur Untersuchung der Expressionsstirke
von Genen gelang mit der Entwicklung der Polymerasekettenreaktion (eng. polymerase chain
reaction, PCR)*®. Fiir die Anwendung der PCR auf RNA-Template ist es notig, diese zuvor
in cDNA zu transkribieren. Hierftir werden reverse Transkriptasen verwendet***%. Der Ein-
satz von thermostabilen DNA-Polymerasen erlaubte erstmals die Durchfihrung einer sog.
One-Step-RT-PCR, der reversen Transkription mit anschlieffender PCR in einem Ansatz*”.
Um eine Quantifizierung durchfiithren zu kénnen, muss ein geeignetes Messsignal generiert
werden. Dies gelingt bspw. mit interkalierenden Farbstoffen*® wie SYBR® Green. Wihrend
eine absolute Quantifizierung eine numerische Anzahl an RNA-Transkripten pro Gen liefert,
wird bei der relativen Quantifizierung die Expressionsstirke des Zielgens mit der Expression
eines sog. Haushalts-Gens in Relation gesetzt?'»*'2. Bei diesem Haushalts-Gen, welches damit
als interne Kontrolle genutzt wird, ist darauf zu achten, dass die Expression dieses Gens un-

abhingig von Zellzyklus oder exogenen Einfliissen ist. Hierfiir eignet sich beispielsweise die
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Gene von B-Actin, Tubulin oder der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH)?. Die reverse Transkription sowie die quantitative PCR werden mit Zielgen und
Haushaltsgen durchgefiihrt und der crossing threshold (Cr), welcher den Zyklus angibt, bei
welchem die Fluoreszenz einen festgelegten Wert tibersteigt, miteinander verglichen. Dieser
soll in einem méglichst frithen Stadium der PCR-Reaktion festgelegt werden (exponentieller
Bereich), da hier die Effizienz der Reaktion am Maximum liegt und die Substratkonzentrati-
on und damit probenabhingige Determinanten keine limitierenden Faktoren darstellen?
Der beispielhafte Verlauf einer qPCR-Reaktion mit eingezeichnetem Cr-Wert ist in Abbil-
dung 3.1 dargestellt.

Plateau

Linear

PCR Product —— >

Exponential
= Crossing Threshold

Cycle ——»

Abbildung 3.1 - Darstellung der unterschiedlichen Phasen einer PCR-Reaktion mit eingezeichnetem Cr-Wert.2!4

Da im Rahmen dieser Arbeit eine One-Step-qRT-PCR durchgefihrt wurde, also die reverse
Transkription mit anschliefender quantitativer PCR in einem Reaktionsansatz, musste be-
sonderes Augenmerk auf die Generierung von Primern gelegt werden, da diese den Anforde-
rungen beider Reaktionen gerecht werden mussten. Beispielsweise wird empfohlen fiir Ziel-
gen und Haushaltsgen dhnliche Amplifikatgroflen zu nutzen, da die Stirke der entstehenden
Fluoreszenz hiervon abhingt. Weitere Kriterien sind einer Zusammenfassung von THORN-

TON und BASU zu entnehmen?",

In dieser Arbeit wurde die One-Step-qRT-PCR zur Untersuchung der Expression von Adhi-
sin-codierenden Genen in P. pastoris eingesetzt. Hierfiir wurde das gScript™ One-Step SYBR
Green gRT-PCR-Kit der Firma Quanta Bioscience verwendet, welches eine verbesserte Vari-
ante der reversen Transkriptase des murinen Leukidmievirus nutzt (MMLV). Der Vorteil die-
ses Kits besteht darin, dass die DNA-Polymerase zu Beginn durch einen Antikérper inakti-
viert vorliegt und damit keine Stérung der reversen Transkriptase erfolgt. Durch einen Hitze-
schock von 95 °C, welcher in das PCR-Programm integriert wurde, 16st sich der Antikdrper
von der Taqg-Polymerase. Das Design der Primer wurde mit Hilfe des Programms Pri-
mer3Plus durchgefiihrt, welches entsprechende Optionen zur Erstellung von Primern fiir die
qPCR enthilt'®. Als Haushaltsgen im Stamm DSMZ70382 wurde B-Actin verwendet. Die-
ses wurde zuvor mittels des BLAST und dem Homolog aus GS115 identifiziert. Auf Eis wur-
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de folgender Reaktionsansatz zusammen gegeben (Die Zugabe des RNA Templats aus 1.2.8.

erfolgt zum Ende):

Komponente Volumen Endkonzentration
One-Step SYBR Green Master Mix 12.50 uL Ix
Forward Primer 0.62 pL 250 nM
Reverse Primer 0.62 puL 250 nM
RNA Templat 0.35 uL 280 ng/pL
Reverse Transkriptase 0.50 pL 1x
Nuklease-freies Wasser 10.41 pL

Endvolumen 25.00 uL

Pro Gen wurden je drei Ansitze von jeweils drei unabhingigen RNA-Priparationen verwen-
det. Als Kontrolle wurde bei je einer Probe statt der reversen Transkriptase Wasser verwendet
um Falschergebnisse aufgrund vorliegender DNA-Kontaminationen zu identifizieren. Zum
Durchfiihren der Reaktion wurde ein Rotorgene Q (Qiagen)-Thermocycler verwendet und im
Kanal SYBR-Green bei automatischer Wahl der Sensitivitit aufgezeichnet. Um falschpositive
Fluoreszenz durch Primer-Dimere oder unspezifische Produkte zu identifizieren, wurde am
Ende der Reaktion eine Schmelzkurve der Amplifikate aufgenommen. Folgender Reaktions-

verlauf wurde gewihlt:

Schritt Zeit Temperatur
cDNA-Synthese (reverse Trankription) 10 min 50 °C
Taq-Aktivierung 5 min 95 °C

10 s 95 °C
qPCR (45 Zyklen) 30's 60°C

3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Heterologe Produktion von Proteinen im praparativen Maf3stab

Zur Produktion von Proteinen im priparativen Maflstab wurde der E. coli-Stamm SHuffle®
T7 Express genutzt. Die Produktion von PpFlo1A und CealA erfolgte in TB-Medium, wih-
rend EpalA in LB Medium produziert wurde. Hierfiir wurden aus der jeweiligen Glycerin-
kultur oder von einer Agar-Platte mit frischen Transformanden 3x 50 mL LB-Medium mit
entsprechendem Selektionsmarker als Ubernachtkultur angeimpft. Am nichsten Tag wurden
die Kulturen vereinigt und je 2 L vorgewidrmtes (37 °C) Medium mit Selektionsmarker in
Schikanekolben mit 40 mL dieser Kultur inokuliert (Verhiltnis 1:200). Die Kolben wurden
bei 37 °C schiittelnd bei 150 rpm bis zu einer ODgoo von 0.2 inkubiert und anschlieflend die
Temperatur auf 12 °C gesenkt. Nach 2 h und bei einer ODgoo von etwa 0.6 wurden die Kul-
turen mit 0.01 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) versetzt und somit die Ex-
pression induziert. Die Kulturen wurden bei 12 °C fiir 72 h schiittelnd inkubiert und an-

schlieffend mittels Zentrifugation geerntet (JA 10, 6000 rpm, 4 °C, 15 min). Die Zellpellets
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von 12 L wurden in etwa 25 mL AM-Puffer (Aufschlussmedium) resuspendiert, in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Produktion und Aufreinigung von
Flo10A erfolgte durch NINA WOZzNIAK'®, von Epa6A und Epa9A durch RIKE DIDER-
RICH'®,

AM-Puffer
Tris/HCI 100 mM
NaCl 200 mM
pH (HCI) 8.0

3.3.2 Zellaufschluss im praparativen Mal3stab

Der Aufschluss der geernteten Zellen erfolgte mit Hilfe eines Hochdruckhomogenisators
(French Press). Die Zellen werden hierbei einem hohen Druck ausgesetzt und schlagartig ent-
spannt. Die dabei entstehenden Scherkrifte fithren zur Lyse der Zellen. Die tiefgefrorene
Zellsuspension wurde dazu auf Eis aufgetaut und mit 20 pL Lysozym-Lésung (50 mg/ml),
5 uL EDTA-L6sung (100 mM), 5 uL PMSF-Lésung (200 mM) sowie einer Spatelspitze Des-
oxyribonuklease I (DNAse) versetzt. Die Hochdruckzelle (4 °C) wurde nach etwa 15 min mit
der Suspension befiillt und die Zellen in 2-3 Durchldufen bei einem Druck von 900 psi ly-
siert. Wihrend des gesamten Vorgangs wurden die Zellen auf Eis gekiihlt. Mittels Zentrifu-
gation wurden loslicher und unléslicher Teil voneinander getrennt (JA 20, 18000 rpm, 4 °C,
40 min). Der Uberstand wurde in ein frisches Gefif§ {iberfiihrt und mit Hilfe eines Spritzen-

vorsatzfilters (0.45 pm) fileriert.

3.3.3 Ni-NTA-Affinitatschromatografie
Wie bereits in Abschnitt 2.9.1 beschrieben wurden mittels des Vektors pET-28a(+) Fusions-

proteine mit einem N-terminalen Hexa-Histidin-7zg hergestellt. Diese Technik wurde be-
reits 1975 von PORATH verwendet um Proteine mittels Chelatisierung an Metallionen zu
isolieren. Die Fusionsproteine kénnen so in einer Sdule aus geeignetem Material an immobi-
lisierte Metallionen binden wihrend andere Proteine die Sdule ungehindert passieren*®. Die
Elution des gebundenen Proteins erfolgt durch Zugabe des Histidin-Strukturanalogons
Imidazol in erhohter Konzentration, welches das Fusionsprotein von der Siule verdringt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Komplexbildung zwischen Nickel-Ionen und dem Hexa-
Histidin-74#¢ ausgenutzt um produzierte Proteine zu isolieren und aufzureinigen. Die ver-
wendeten His-Trap Ni-NTA-Sdulen (1 mL oder 5 mL Siulenvolumen, Macherey Nagel) ent-
halten Ni**-lonen, welche als Komplex an Nitrilotriessigsdure (NTA) gebunden sind. Diese

ist wiederum an einer Gelmatrix aus Sepharose 6 Fast Flow Material verankert.

Der zuvor steril filtrierte, 16sliche Teil aus 3.3.2 wurde bei 4 °C iiber eine Peristaltikpumpe
auf die bereits mit AM-Puffer dquilibrierte Siule aufgetragen und diese an ein FPLC-System

angeschlossen (ebenfalls 4 °C). Bei einer Flussrate von 0.5 mL/min wurde mit einer Konzent-
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ration von 15 mM Imidazol in AM-Puffer (AMI-Puffer) unspezifisch gebundene Proteine
von der Sdule gewaschen um den Reinigungseffekt zu erhohen. Die Elution des Fusionspro-
teins erfolgte bei Imidazolkonzentrationen von 30-100 mM in AM-Puffer. Die Fraktionen
wurden in ihrem Volumen entsprechenden Gefif§en aufgefangen und die Siule bei 500 mMm
Imidazol gewaschen. Nach Spiilen mit dest. Wasser und 20% Ethanol wurde die Sdule bei
4 °C gelagert. Um die Siule nach hiufigem Gebrauch zu regenerieren wurde auf ein Proto-

217

koll der Firma Qiagen zuriickgegriffen

3.3.4 GroBBenausschlusschromatografie

Weit vor der Verwendung von Isolationsverfahren auf Basis der Wechselwirkung von Fusi-
onsproteinen mit Metallionen publizierte PORATH eine Methode zur Reinigung und Isolati-

218 Hierbei steht Proteinen mit ei-

on von Proteinen auf Grundlage ihrer apparenten Grofle
nem kleineren hydrodynamischen Radius beim Passieren eines pordsen Siulenmaterials ein
grofleres Diffusionsvolumen zur Verfiigung als Volumindseren. Durch das groflere Diffusi-
onsvolumen ist die Retentionszeit kleinerer Molekiile im Vergleich zu Proteinen, deren Gro-

e iiber dem Ausschlussvolumen der Poren liegen, erhoht.

Als stationdre Phase wurde in dieser Arbeit eine Siule mit 120 mL Volumen aus Super-
dex 200 Material verwendet (GE Healthcare), welches ein Kompositmaterial aus verzweigter
Agarose und Dextran ist. Vor Benutzung wurde die Sidule mit 3 Siulenvolumina SEC-Puffer
(Size-Exclusion) fir CealA oder AME-Puffer (Aufschlussmedium mit EDTA) fiir EpalA
dquilibriert und Proteinlosung mit einer Konzentration von 30-60 mg/mL aufgetragen. Die
Gelfiltrationsldufe wurden bei einem Durchfluss von 1 mL/min durchgefiihrt, Fraktionen in

1 mL aufgefangen und deren Reinheit mittels SDS-PAGE tiberpriift.

SEC-Puffer AME-Puffer
Tris/HCI 20 mM Tris/HCI 100 mM
NaCl 200 mM NaCl 200 mM
pH (HCI) 8.0 pH (HCI) 8.0
EDTA 10 mM

3.3.5 Konzentration von Proteinen durch Ultrafiltration

Um die Konzentration von Proteinlosungen zu erhdhen, wurden diese in Ultra-
Konzentratoren (MerckMillipore) zentrifugiert. Da die Adhisin-A-Dominen eine Masse von
etwa 25-30 kDa besitzen, wurden Filter mit einer Ausschlussgrofle von 10 kDa verwendet.
Um die Filtermembran zu dquilibrieren wurde der Filter mit dem entsprechenden Puffer ge-
fille und zentrifugiert (4000 rpm, 4 °C, 10 min). Anschliefend wurde die Proteinprobe in
den Konzentrator gegeben und sequentiell mit zwischenzeitlichem auf und ab pipettieren

zentrifugiert, (4000 rpm, 4 °C, 2-4 min) bis das gewiinschte Volumen erreicht war.
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3.3.6 Pufferwechsel

Die Verwendung des Proteins in mehreren analytischen Methoden setzte einen Wechsel des
Puffersystems voraus. Hierfiir wurde eine spezielle Groflenausschlusschromatografie genutzt,
bei welcher Siulen mit einem sehr kleinen Ausschlussvolumen (5 kDa) verwendet wurden.
Dies fiihrt dazu dass alle untersuchten Proteine im Ausschlussvolumen in der neuen mobilen
Phase eluieren. Neben PD-10 Siulen wurden kleinere PD MiniTrap G25-Siulen eingesetzt
(GE Healthcare), welche beide mittels Gravitationsfluss betrieben wurden. Nach Aquilibrati—
on mit 3 Sdulenvolumina des Zielpuffers wurden 2.5 mL (PD-10 Siule) bzw. 0.5 mL (G-25

Sdule) Proteinlosung aufgetragen und mit 3.5 mL respektive 1 mL eluiert.

3.4 Analytische Methoden

3.4.1 SDS-PAGE

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI werden Proteine
anhand ihrer apparenten Masse im elektrischen Feld mit Hilfe eines Gels aus Polyacrylamid

aufgetrennt®”

. Proteine werden unter Zugabe des Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS), B-
Mercaptoethanol zum reduzieren vorhandener Disulfidbriicken sowie hoher Temperatur
(95 °C) denaturiert. Thre Eigenladung wird hierbei durch Anlagerung des SDS an das somit
linearisierte Protein iiberdeckt und es entsteht ein nahezu konstantes Masse/Ladungs-
Verhiltnis. In einem Netz aus polymerisiertem Acrylamid, welches mit Bisacrylamid quer-
vernetzt ist, werden die Proteine bei Anlegen eines elektrischen Feldes anhand ihres Ladungs-
/Gyrationsradius-Verhiltnisses aufgetrennt und mittels Anfirben im Gel sichtbar gemacht.
Der Gehalt an Acrylamid im Trenngel bestimmt die Trennleistung, da mit hoherem Ac-
rylamidgehalt die Maschen des Polymers kleiner werden (15% fiir 10-60 kDa, 10% fiir 30-

120 kDa, 8% fiir 50-200 kDa).

Fir die diskontinuierliche Gelelektrophorese wurden Mighty Small II-Kammern (Hoefer)
genutzt; 11 Gele mit einem Acrylamidgehalt von 4% im Sammelgel und 12% im Trenngel
konnten parallel in einem Caster gegossen werden. Die zu untersuchenden Proteinproben
wurden mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95 °C fiir 5 min erhitzt. Die Elektropho-
rese erfolgte bei einer Stromstirke von 20-25 mA pro Gel und wurde beendet sobald die
Lauffront das Ende des Gels erreichte. Als Massenstandard wurde eine Mischung von Pro-
teinstandards aufgetragen (PeQQLab). Nach Trennung von Sammel- und Trenngel wurde letz-
teres durch Schwenken in erhitzter Firbelosung gefirbt und anschlieffend der Hintergrund
durch sukzessives Erhitzen und Schwenken in Entfirbeldsung entfirbt*?. Folgendes Rezept

bezieht sich auf die Herstellung von 11 Gelen in einem Caster.
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SDS-Gel 12% Trenngel Sammelgel

Acrylamid (30%) 24 mL 3.33 mL

SDS-Lésung (10% w/v) 600 pL 250 uL

Trenngelpuffer 20 mL

Sammelgelpufter 5 mL

TMEDA 60 pL 250pL

APS (10% w/v) 300 pL 75 uL

Dest. H,O 15 mL 16 mL

Sammelgelpuffer Trenngelpuffer

Tris/HCI, pH 6.8 625 mM Tris/HCI, pH 8.8 1.125 M

Saccharose 30% (w/v)
10x SDS-Laufpuffer 2x SDS-Probenpuffer

Tris/HCI, pH 8.8 1.125M Tris/HCI, pH 6.8 62.5 mM

Saccharose 30% (w/v) Glycerin 15% (v/v)
SDS 4% (wlv)
Bromphenolblau Spatelspitze
B-Mercaptoethanol 4% (v/v)

3.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Konzentration von Proteinen wurde photometrisch bestimmt. Diese Methode wurde
bereits 1941 von WARBURG und CHRISTIAN verwendet und stetig weiterentwickelt*”!. Sie
beruht auf der Absorption von elektromagnetischer Strahlung mit einer Wellenlinge von
280 nm. Diese wird in Proteinen hauptsichlich durch aromatische Aminosiuren wie Tyrosin
und Tryptophan sowie durch in Disulfidbriicken gebundenen Cysteinen verursacht. Diese
Eigenschaft erlaubt die Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Lésung mit Hilfe des
LAMBERT-BEER "schen Gesetzes**?. Der Server ProtParam diente zur Berechnung der theoreti-

schen molaren Extinktionskoeffizienten??3.

E=¢-c-d

£ £'m
V-M)-d
_E-M

CM_S-d

E: Extinktion; & molarer Extinktionskoeffizient; m: Masse; c: Stoffmengenkonzentration; d: Schichtdicke; V: Vo-
lumen; M: Molekulargewicht; cm: Massenkonzentration
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Protein g/M'cm? M/gM!

CealA 28100 26681.5
EpalA 41175 29401.6
Epa6A 48165 29909.0
Epa%A 54125 33203.5
PpFlo1A 28100 27245.8

3.4.3 Fluoreszenzmarkierung mit AlexaFluor-488-TFP

Sowohl fur fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen als auch fur Glycan-Array-Studien
wurden Adhisin-A-Dominen fluoreszenzmarkiert. Hierfiir wurde ein Tetrafluorphenylester
des Fluoreszenzfarbstoffes AlexaFluor 488 verwendet (/nvitrogen). Farbstoffe der AlexaFlu-
or*-Familie sind in der biotechnologischen Forschung weit verbreitet und werden durch Sul-
fonierung von bspw. Cumarin, Fluorescin und weiteren Farbstoffen gewonnen?*. AlexaFluor
488 hat eine molekulare Masse von 643 g/mol und das Absorptionsmaximum liegt bei
495 nm. Die maximale Emissionsintensitit wird bei 519 nm erreicht?®. Das hier verwendete
Derivat bildet mit primdren Aminen, wie sie in Proteinen am /N-Terminus und in unter-

schiedlichen Aminosiuren vorkommen, ein Amid.

Da die Proteine in Tris-haltigem Puffer vorlagen und Tris selbst ein priméires Amin enthilt,
wurde die Probe zuvor tiber eine G-25-Siule umgepuffert. Dazu wurde ein Puffer gewihlt,
welcher weiterhin sicherstellen sollte das bspw. ein grofler Teil der e-Amine von Lysinen
deprotoniert vorlagen (pK. ~10) um die Konjugation mit AlexaFluor 488 auch an diesen

durchfiihren zu kénnen. Hierftir wurde ein NaHCOs-Puffer mit pH 8.3 verwendet.

Die Reaktion wurde mit 0.5 mL einer Losung des zu markierenden Proteins (5 mg/mL) in
einem Thermomixer bei 200 rpm und 20 °C unter Zugabe von 25 pL Farbstoff (10 pg/pL in
DMF) durchgefiihrt. Nach 1 h erfolgte die Abtrennung des unreagierten Farbstoffs iiber eine
G-25-Sdule unter gleichzeitigem Pufferwechsel in SEC-Puffer. Der Erfolg der Reaktion lief$
sich mittels SDS-PAGE und anschlielender Betrachtung des Gels auf einem UV-Schirm

tiberpriifen.

3.4.4 Glycan Array Analyse durch das CFG
Zur Untersuchung der Spezifitit der PA14-Dominen enthaltenden Adhisine wurden Gly-

can-Array-Screens in Kooperation mit dem Consortium for Functional Glycomics (CFQG)
durchgefiihrt. Hierbei wird fluoreszenzmarkiertes Protein auf einen gedruckten Glas-Chip
gegeben, auf welchem 611 unterschiedliche, synthetische Glycane gebunden sind (Mammali-
an Screen V 5.1)*. Diese unterscheiden sich in ihrer Linge, Verkniipfung oder schlicht in
der Art der Kohlenhydrate (Glucose, Mannose etc.). Mit einem Fluoreszenzfarbstoft konju-

giertes Protein kann somit auf diesen Chip aufgetragen werden und nach Waschen des Chips

# Nach ALEX HAUGLAND, dem Sohn der Griinder von Molecular Probes, welche die Farbstoffe entwickelten.
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die resultierende Fluoreszenz gemessen werden. Die Quantifizierung der Fluoreszenz von 6
Messwerten pro Kohlenhydratstruktur fithrt zur Ableitung eines spezifischen Erkennungs-

musters des untersuchten Proteins.

Das nach 3.4.3 markierte Protein wurde in einer Konzentration von ca. 2 mg/mL eisgekiihlt
zum CFG geschickt, wo dieses mit einem Laufpuffer auf 200 pg/mL und 20 pg/mL ver-
diinnt wird. Die Losungen wurden 2 h auf dem Chip inkubiert, der Chip gewaschen und die
resultierende Fluoreszenz aufgezeichnet und quantifiziert (Request #2555). Als Positivkon-
trolle wurde Streptavidin verwendet. Das Vorgehen wurde auflerdem detailliert von HEIM-

BURG-MOLINARO et a/. beschrieben??’.

Glycan-Array-Laufpuffer
Tris/HCI 20 mM
NaCl 150 mM
CaClz 2 mM
Tween 20 0.05% (v/v)
BSA 1% (m/v)
pH (HCI) 7.4

3.4.5 Isothermale Titrationskalorimetrie - ITC

Die Kalorimetrie wird bereits seit langer Zeit verwendet, um Informationen zur Thermody-
namik chemischer Reaktionen zu gewinnen und ist eine der iltesten physikochemischen Me-
thoden®?®. Hierbei wird die Wirmeenergie gemessen, welche wihrend einer Reaktion frei o-
der konsumiert wird, um diese in direkten Zusammenhang mit der Enthalpie AH und damit
der freien Energie AG zu bringen. Die stetige Optimierung dieser Methode fithrte zur Ent-
wicklung von drei Gruppen von Instrumenten: Batch-Kalorimeter, Durchflusskalorimeter
und Titrationskalorimeter. Zur Untersuchung von Protein/Ligand-Wechselwirkung dienen
heutzutage hauptsichlich Gerite letzteren Typs, welche auf Grundlage der Arbeiten von
BRANDTS et al. und WISEMAN ez al.?*>*° entwickelt wurden. Diese basieren auf der direkten

Messung der Wirme-Menge beim Mischen zweier Komponenten mittels Titration.

Typischerweise werden etwa 1-10 uL eines Liganden zu 200 pL-1000 puL des Bindungspart-
ners gegeben. Die stattfindende Reaktion, bspw. die Bindung eines Proteins an ein Kleinmo-
lekiil, erzeugt oder konsumiert Wirme (q) proportional zur Menge des in der jeweiligen In-

jektion zugegebenen Kleinmolekiils (v-AL) und zur Enthalpie der Bindung (AH). Es folgt:
q=v-AH-AL

Durch einen Feedback-Mechanismus nach dem Wirme-Kompensations-Prinzip hilt das Ge-
rit die Temperaturdifferenz zwischen Mess- und Referenzzelle konstant. Das Messsignal ent-

spricht somit der Energie, welche aufgewandt werden muss, um diese Differenz sicherzustel-
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len (Abbildung 3.2). Mit steigender Ligandenkonzentration nimmt das Messsignal aufgrund
der Absittigung der Bindung ab. Nach Sittigung entstehen nur noch kleine Injektionspeaks,
welche der Verdiinnungswirme des Liganden entsprechen. Diese ist von der Messung zu
subtrahieren. Die Wirme der einzelnen Injektionen in Form einer Bindungsisotherme erhilt

man durch Integration der Kurve, welche aus dem zeitlichen Verlauf der Injektionen und

dem Messsignal besteht.”!
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Abbildung 3.2 — A: Schematische Darstellung eines ITC-Gerits. B: Rohdaten eines typischen ITC-Experiments, ein
Peak entspricht der freigewordenen Wirmeenergie der jeweiligen Injektion. C: Die Integration der Messung aus B
liefert die sigmoidale Bindungsisotherme. Abbildung nach REHM und LETZEL?*2,

Folgende Gleichung gilt fiir ein Modell in welchem ein Protein mit einer Bindungstasche

angenommen wird>":

Kq[L]; Ka[L]i—1 )

qi =v-AH-[P]- (1 + K,[L]; - 1+ Ku[L]i—1

qi=Wirmemenge der Injektion i; AH: Enthalpie; [P]: Konzentration des Proteins; Ka: Bindungskonstante; [L]i: Kon-
zentration des Liganden nach Injektion i

Diese Gleichung wird als nicht-linearer Fit numerisch an die Bindungsisotherme angepasst.
WISEMAN et al. zeigten 1989, dass um eine Bindungsreaktion direkt messen zu kénnen K,
einen Bereich von etwa 108-10° M nicht iiberschreiten darf?*°. Weiterhin st6{3t die Methode
bei sehr geringen Affinititen an ihre Grenzen, da im mM (Kq) Bereich die Titrationskurve
ebenfalls ihre charakrteristische Form verliert. Diese Limitationen konnen durch Kompetiti-
onsexperimente umgangen werden. Hierbei werden ein Protein und ein schwach gebundener

Liganden mit einem sehr affinen Liganden titriert und umgekehrt?324,

Die aus obiger Gleichung erhaltenen Werte fiir die Enthalpie und die Bindungskonstante

erlauben nun die Berechnung der freien Energie (AG):

AG = —RT -InK,

AG: freie Enthalpie; R: Universelle Gaskonstante 8.314 J-mol1.K!; T: Temperatur; Ka: Affinititskonstante
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Dies erlaubt wiederum die Kalkulation der Entropie tiber:

AG = AH — TAS
AG: freie Energie; AH: Enthalpie; T: Temperatur; AS: Entropie

Die so erhaltenen thermodynamischen Daten geben Aufschluss {iber die Art der Wechselwir-
kung zwischen Protein und Ligand und damit tiber die chemische und strukturelle Umge-

bung der Bindungstasche.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein ITCy der Firma MicroCal genutzt. Dieses ist mit
200 pL fassenden Zellen (Mess- & Referenzzelle) sowie einer Titrationsspritze mit 40 uL Vo-
lumen ausgestattet. Vor Beginn der Messung wurden beide Zellen griindlich durch Spiilen
mit 2% SDS-Losung sowie dest. H,O gereinigt. Eine Funktionskontrolle des Gerits erfolgte
mittels der Funktion y-axis calibration check, einer Titration von H,O/H,O sowie einer Titra-
tion von CaCl, (5 mM) mit EDTA (0.4 mM) in MES Puffer(10 mM MES, pH 5.6).

Fiir die Messung wurden 200 pL. H,O in der Referenzzelle, Proteinlésungen im mittleren
mikromolaren Bereich (450 pM in SEC-Puffer) in der Probenzelle, sowie Ligand im niedri-
gen millimolaren Bereich (-5 mM) verwendet. Wichtig ist hierbei der Parameter ¢, welcher
die Konzentration des zu untersuchenden Proteins [P] in der Messzelle in Relation zur Asso-
ziationskonstante K, setzt (c = K, X [P]). Idealerweise soll dieser einen Wert von 1000 nicht
tiberschreiten®'. Auflerdem ist die méglichst genaue Kenntnis der Konzentrationswerte fiir
die Berechnung der Ausgleichskurve der Bindungsisotherme noétig, da hieraus direke die
thermodynamischen Parameter gewonnen werden. ITC-Messungen wurden fiir Ceal A und
EpaGA mit unterschiedlichen Liganden durchgefiihrt. Hierftir wurden hauptsichlich folgen-

de Parameter gewihlt:

Parameter fiir ITC-Experimente

# Injektionen 20
Temperatur 10 °C
Referenzenergie 10 pcal/s
Startverzogerung 60 s
Volumen 1. Injektion 0.4 pL
Dauer 1. Injektion 0.8s
Zeit zwischen Inj. 360 s
Filter 5s
Volumen {ibrige Inj. Je2 pL
Dauer iibrige Inj. Jeds

3.5 Bestimmung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen

Die Moglichkeit, durch Strukturbestimmung von Proteinen und Nukleinsiuren, einen de-

taillierten Einblick in die molekularen Vorginge biochemischer und molekularbiologischer
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Prozesse zu erlangen, hat die Wissenschaft weitreichend beeinflusst. Zurzeit stehen mehrere
Techniken zur Verfiigung, um strukturelle Informationen iiber biologische Makromolekiile
zu erhalten. Neben der Rontgenstrukturanalyse, welche sich die Beugung von harter Ront-
genstrahlung an Kiristallen zu Nutze macht, wie dies bspw. zuerst mit den ersten Diffrakti-
onsbildern eines Enzyms (Pepsin) von BERNAL und CROWFOOT*” und der Struktur von
Myoglobin durch KENDREW gezeigt wurde?®, steht zur Strukeurlosung mit atomarer Aufls-
sung noch die Kernresonanzspektroskopie (NMR) zur Verfigung. Diese wurde hauptsich-
lich von RICHARD ERNST und KURT WUTHRICH an Proteinen etabliert””. Weitere Metho-
den um strukturelle Informationen mit geringerer Auflésung zu erhalten sind die Kleinwin-
kelstreuung an Proteinen in Losung (SAXS, small angle X-ray scattering)™® oder die Cryo-

elektronenmikroskopie®.

Wihrend letztere Methoden hauptsichlich der Untersuchung der Quartirstruktur grofler
Proteine/Komplexe sowie von Protein/Protein-Interaktionen dienen, werden die Kristall-
strukturanalyse und NMR genutzt um Informationen auf atomarer Ebene zu erhalten. Bei
der NMR werden Proteine Spin-gelabelt (“N- und "C-Isotope) und mehrdimensionale
Spektren (hauptsichlich COSY und NOESY) aufgenommen. Die Kopplung der Kerne in
Kombination mit entsprechenden restraints (bspw. Bindungslingen) liefert dadurch ein En-
semble an Strukturen. Hierdurch wird auch der Mobilitit von Strukturbereichen oder Do-
minen Rechnung getragen. Der limitierende Faktor der Methode besteht in der
Groflenrestriktion auf etwa 20-30 kDa, da bei groferen Proteinen oder Komplexen die Zu-
ordnung von Kopplungen (i) schwieriger wird und (7) sich Peaks zu iiberlappen beginnen*®.
Neben der Méglichkeit Strukturen in Lésung untersuchen zu kénnen bietet die NMR im

Vergleich zur Kristallstrukturanalyse eine einfachere Automatisierung®*'.

Da fiir das detaillierte mechanistische Verstindnis biochemischer Prozesse ein Einblick in die
atomare Umgebung bspw. einer Bindungstasche von groflem Interesse ist, stellt die Methode
der Kiristallstrukturanalyse von Proteinen auch heutzutage, fast 50 Jahre nach KENDREWs
Myoglobin-Strukeur, noch den ,Goldstandard“ der Strukturbestimmung dar*?. Dies wird
ebenfalls deutlich, wenn man die Anzahl der in der Worldwide Protein Data Bank (wwPDB)
hinterlegten Strukturen vergleicht*®. So stehen 93738 Strukturen der Kristallstrukturanalyse
10721 Strukturen aus NMR-Experimenten sowie 711 Strukturen der Elektronenmikrosko-
pie gegeniiber. Die kiirzlich vom European Molecular Biology Laboratory (EMBL) etablierte
Datenbank fiir Strukturen aus SAXS-Experimenten, SASDB, enthilc 178 Modelle?**%S. Ne-
ben der hohen Auflésung, bei welcher bisher die von SCHMIDT ez 4l. erhaltene als hochst-
aufgeloste Struktur (0.48 A) gilt*®, ist ein weiterer Vorteil, das keine Markierung des Proteins

erforderlich ist.

%% Alle Stand 09.01.2015
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Hiufig wird angefiihrt, das Proteine in crystallo nicht in nativer Umgebung vorlidgen, doch
konnte gezeigt werden, das durch den hohen Losungsmittelgehalt von etwa 50% nur eine
verhiltnismiflige geringe Kontaktfliche zwischen den Proteinen vorliegt®*. Nichtsdestotrotz
ist die Flexibilitdt der Proteine im Kristall eingeschrinke, so dass eine Beeinflussung bspw. der

Erkennung von Substraten nicht ausgeschlossen werden kann?¥-24.

Den Vorteilen der Kristallstrukturanalyse steht die Erzeugung von Einkristallen mit genii-
gender Streuqualitit gegentiber. Da die chemischen Bedingungen, welche fiir die Kristallisa-
tion von Proteinen nétig sind nur unzureichend rational abgeleitet werden kdnnen, stellt die

Gewinnung geeigneter Kristalle den kritischsten Schritt dieser Methode dar?*°

3.5.1 Kristallisationsscreening

Wird die Loslichkeit von Proteinen bei Zugabe von Prizipitanzien langsam herabgesetzt,
konnen diese Kristalle bilden. Das Ziel solcher Experimente ist es, etwa 40 Proteinmolekiile
dazu zu bringen sich zu einem Nukleus zu formieren, welcher dann zu einem makroskopi-

schen Kristall mit etwa 10> Molekiilen heranwachsen kann?#

. Da es nicht méglich ist, Kris-
tallisationsbedingungen fiir ein Protein rational aus dessen Primirsequenz abzuleiten, wird in
einem ersten Schritt eine grofle Anzahl von Bedingungen, welche bereits hiufig zur Bildung
von Kiristallen fithrten, getestet. Diese empirischen, sog. sparse-matrix-screens, folgen der
TAGUCHI-Methodik. Ein Experiment, welches von 4 Faktoren abhingt und dieser Faktor »
mal variiert werden soll, benétigt E=7* individuelle Experimente. Nach TAGUCHI ldsst sich
diese enorme Anzahl ohne signifikanten Verlust an Informationen auf E=24+1 Experimente
reduzieren®'. Das grofie Interesse an strukturellen Information fithrte zur Einrichtung struk-
turgenomischer Konsortien, was die weitere Verbesserung vorhandener sparse-matrix-screens

zur Folge hatte?>*.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden kommerzielle Screens der Firma Qiagen genutzt, welche

zum Teil in Zusammenarbeit mit dem Joint Center for Structural Genomics (JCSG) entwickelt

wurden:
Screen Informationen
JCSG Core I-IV Optimierte Literaturbedingungen
JCSG+ Vorginger der Core I-IV Screens
PACT Systematischer Screen: pH-, Anionen-, Kationen-Variationen
Classics, Classics light Literaturbekannte Lsungen
Cryo Literaturbedingungen mit Kryo-Protektion
Anions, Cations Systematische Ionen-Screens: pH-, Konzentrationsvariationen
PEGs Verschiedene Polyethylenglycole als Prizipitans
AmSO4 Systematischer Ammoniumsulfat-Screen
MbClass, MbClass 1T Literaturbedingungen vorzugsweise fiir Membranproteine

Die Kiristallisationsexperimente mit diesen Screens wurden in versiegelbaren 96wel/-Platten

im sitting drop-Dampffusionsverfahren durchgefiihrt. Hierbei wird eine geringe Menge kon-
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zentrierter Proteinlsung 1:1 mit der Kristallisationsbedingung vermischt und die Platte luft-
dicht verschlossen. Wihrend der Inkubationszeit steht so der Proteintropfen mit einem Re-
servoir der Kristallisationsbedingung iiber die Dampfphase in Kontakt. Aufgrund des Kon-
zentrationsgradienten zwischen beiden Losungen kommt es zur Dampfdiffusion des Lo-
sungsmittels vom Proteintropfen zum Reservoir. Hierbei erhoht sich die Konzentration des
Proteins im Idealfall soweit, dass ein labiler tibersittigter Bereich erreicht wird, in welchem
sich Kristallnuklei bilden. Der Ubergang in einen Bereich mit geringerer Proteinkonzentrati-
on in Losung, den metastabilen Ubersiittigungsbereich, fithrt dann ausschliefflich zum

Wachstum der Kristalle, neue Nuklei werden nicht gebildet®>%°.

Fiir diese Arbeit wurden mit Hilfe eines Pipettierrobotors (Cartesian Microsys SQ 4004 oder
Honeybee 963, beide Genomic Solutions) 300 nL einer Proteinlésung mit 20-60 mg/mL mit
300 nL der Prizipitanslosung in 96well Innovaplates (/nnovadyne) gemischt. Da jedes well
mit zwei Vertiefungen versehen war, wurde zusitzlich entweder Puffer als Negativkontrolle
oder einer Proteinlésung mit halber Konzentration genutzt. Das Reservoir wurde mit 80 puL
der Prizipitanslosung gefiillt, die Platte mit einer durchsichtigen Kunststofffolie (VIEWseal,
Greiner BIOone) verschlossen und diese bei 18 °C und/oder 4 °C gelagert. Die Dokumentati-
on erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops bei entsprechender Temperatur oder mit einem
Rockimager-Dokumentationssystem (Formulatrix). Die Kokristallisationsexperimente mit
Kohlenhydratliganden wurde durch Zugabe von 5 mM des jeweiligen Liganden und 5 mMm
CaCl; durchgefiihre.

3.5.2 Optimierung von Kristallisationsbedingungen

Die Qualitit der Kristalle, welche durch sparse-matrix-screening erhalten werden, ist meist
nicht ausreichend um sie direkt zur Strukturlosung einzusetzen. Hierbei spielen vor allem die
meist zu geringe Grofle, zu grofle Fehlordnung im Kiristall (Mosaizitit) aber auch die Mor-
phologie der Kristalle eine wichtige Rolle. Diese liegen hier hiufig noch nicht als Einkristalle

257,258

vor . In Einzelfillen konnte aber bereits aus dem sparse-matrix-screen Kristalle mit ausrei-

chender Qualitit gewonnen werden.

Waurde in einer Bedingung aus dem vorhergehenden Screening Kristallwachstum beobachtet,
konnte eine Optimierung dieser erfolgen. Dazu wurden die chemischen Determinanten, wie
der pH-Wert (Schritte von 0.1-0.2 Stufen), die Konzentration der Prizipitanzien und von
Additiven wie Salzen oder der Puffersubstanz systematisch variiert. Hierfiir wurden sowohl
96well-Platten (Innovadyne) im sitting-drop-Verfahren als auch 24well-Platten (Qiagen) im
sitting- und hanging-drop-Verfahren genutzt. Im letzteren Fall konnten somit auch unter-
schiedliche Zusammensetzungen des Kristallisationstropfens aus Protein- und Prizipitansls-
sung getestet werden (1:1, 1:2, 1:3, 2:3). Diese wurden in Volumina von 1-2 pL auf einem
Schraubdeckel gemischt und nach Verschrauben tiber dem 1 mL fassendenden Reservoir in-

kubiert. Die 24wel/-Platte fur das sitting-drop-Verfahren bot nur Platz fir einen Tropfen (1-
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2 uL), welcher ebenfalls in Kontakt mit einem Reservoir von 1 mL Prizipitansldsung stand.
Die Dokumentation erfolgte fir die 96well-Platten durch das Rockimager Dokumentations-

system (Formulatrix), fir die restlichen Platten mit dem Lichtmikroskop.

3.5.3 Streak-Seeding mit Kristallkeimen

Um die morphologische Qualitit und die Grofle von Proteinkristallen weiter zu verbessern,
macht man sich zu Nutze, dass die Bildung eines Kristallkeims und das Wachstum der Kris-
talle unabhingige Prozesse sind. Wie oben beschrieben ist die Bildung von kritischen Nuklei
in der labilen tbersittigten Phase moglich, wihrend das Wachstum von Kiristallen erst bei
niedrigerer Ubersiittigung erfolgt. Um das Wachstum von wenigen, daftir grofleren und
wohlgeordneteren Kiristallen zu begiinstigen kénnen bereits in einem frithen Stadium Kristal-
lisationskeime in Kristallisationstropfen manuell eingebracht werden®”. Bei diesem, Mikro-
Seeding (vom eng. to seed, sihen) genannten Prozess, konnen neben Nuklei des zu kristallisie-
renden Proteins auch exogene Fremdkérper, wie Glassstaub, Fasern oder Nanopartikel ge-
nutzt werden. Der Einsatz von Nanopartikeln dient auch bei schwer zu kristallisierenden
Proteinen dazu, die Bildung von Nuklei erst zu ermoglichen?®*!. Das Seeding kann dariiber
hinaus angewandt werden, um die Bildung einer bestimmten Kristallform zu steuern. Dazu
werden Keime des zu kristallisierenden Proteins nur in der gewiinschten Kristallform einge-
bracht. Hiervon zu unterscheiden ist das Makroseeding, bei welchem ganze Kristalle in einen

neuen Kiristallisationstropfen tiberfithrt werden, um deren Grof3e zu beeinflussen®*.

Fiir diese Arbeit wurde die Qualitidt von CealA-Kristallen durch Seeding verbessert. Hierfiir
wurden zwei Varianten der Microseeding-Methode verwendet®®2%4. Bei der ersten Ausfithrung
wurden Kiristallkeime durch vortexieren (15 s) eines Proteinkristalls mit einer Stahlkugel in
einem Teil der Mutterlésung erzeugt und mit einem Katzenschnurrbarthaar in Form einer
Verdiinnungsreihe nacheinander durch mehrere neue Kristallisationstropfen gezogen. Dieses
sog. streak-seeding wurde ebenfalls in der zweiten Variante genutzt. Dazu wurde die auf nano-
skaliger Ebene raue Oberfliche des Haares direkt zu Nutze gemacht, um einen Proteinkristall
zu beriihren, randomisiert mikroskopische Bruchstiicke herauszubrechen und diese ebenfalls
als Verdiinnungsreihe in neue Tropfen einzubringen. Neben Katzenschnurrbartharren kon-

nen ebenfalls Pferdeschweithaar oder Hasenschnurrbarthaare verwendet werden?®.

3.5.4 Soaking von Kristallen mit Sacchariden

Es gibt mehrere Moglichkeiten, um Komplexstrukturen von Proteinen mit Liganden zu er-
halten. Neben der gemeinsamen Kristallisation eines Proteins mit einem Liganden kann
ebenso ein bestehender Proteinkristall in einer Losung des Liganden gesoakt werden. Aufler-
dem kénnen Liganden bereits wihrend der Aufreinigung zugesetzt werden oder, solange es
sich um einen Kofaktor handelt, koexprimiert werden. Einen guten Uberblick iiber Metho-

den zum Erzeugen von Kokristallen liefern HASSELL ez a2,
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Neben der Kokristallisation von CealA, EpalA, Epa6A, Epa9A und Flo10A mit unter-
schiedlichen Sacchariden wurden auch erhaltene Kokristalle mit anderen Liganden gesoakt.
Hierbei wurde die erfolgreiche Kristallisation von bspw. Epa6A und Epa9A mit Lactose aus-
genutzt, um weitere Komplexstrukturen zu erhalten. Beim Einsatz dieses sogenannten 7e-
placement-soaking muss beachtet werden, dass die neuen Liganden moglicherweise eine gerin-
gere Affinitit zum Protein aufweisen als derjenige, mit dem kokristallisiert wurde?®. Um die-
ses Problem zu umgehen, wurde in einem ersten Schritt der Kristall mit EDTA-haltigem
Puffer gewaschen um das Ca**-Ion der Bindungstasche inklusive dem gebundenem Ligand zu
entfernen. Kokristalle von Epa6A und Epa9A wurden von RIKE DIDERRICH hergestellt'®.

Das replacement-soaking von EpalA und CealA wurden mit Hilfe folgenden Protokolls
durchgefiihre: Kristalle wurden dem Kiristallisationstropfen entnommen und wiederholt in
der entsprechenden, reproduzierten Kiristallisationslosung mit 2 mM EDTA gesoaket (2 h,
1 h, 30 min, 20 min, 10 min). Diese Losung wurde ebenfalls im Reservoir vorgelegt (1 mL,
24well Platte). Die Kristalle wurden in einen Tropfen mit 5 mM CaCl, und 5 mM Saccharid
tiberfithrt, wiederholt tiber unterschiedliche Zeitriume gesoakt (1 h, 2 h, 6 h, tiber Nacht)

und der Losung entnommen.

3.5.5 Vorbereiten von Kristallen zur Rontgenbeugung

Kristalle, welche fiir Rontgenbeugungsexperimente genutzt werden sollten, wurden mit Cry-
oLoops (Hampton Research) oder MicroMounts (MiTeGen) mit Hilfe eines Stereomikroskops
aus der Losung aufgenommen. Strahlenschiden, wie Radikalbildung und Destruktion von
Disulfidbriicken, welche bei einem Beugungsexperiment entstehen und zu vermehrter Un-
ordnung im Kristall fithren, lassen sich durch Reduktion der Temperatur auf 100 K stark
verringern®”’. Um zu verhindern, das bei dieser geringen Temperatur das im Kiristall enthal-
tene Losungsmittel kristallin gefriert, nutzt man unterschiedliche organische Substanzen wie
Glycerin, MPD oder auch Kohlenhydrate als Kryoprotektanzien®®. In dieser Arbeit wurden
hierzu die Kristalle in reproduzierter Kristallisationslosung mit 15-20% Glycerin etwa 30 s
gesoakt und danach in fliissigem Stickstoff schockgefroren, gelagert und in einem Tranport-

dewar zur Rontgenquelle transportiert.

3.5.6 Rontgenbeugungsexperimente

Die Réntgenstrukturanalyse basiert auf der Beugung von Rontgenstrahlung mit einer Wel-
lenlinge welche etwa den Gitterparametern des Proteinkristalls entspricht. Die Beugung wird
durch die LAUE-Bedingung bzw. das BRAGG sche Gesetz beschrieben. Die Intensitit und
Position der durch die konstruktive Interferenz entstehenden Beugungsmaxima sind abhin-
gig von der Art und des Inhalts der Einheitszelle des Kristalls. Sie werden mit Hilfe geeigne-
ter Detektoren aufgenommen und weiter verarbeitet. Die Theorie des Rontgenbeugungsex-

periments ist in der Fachliteratur ausfithrlich beschrieben?®27°.
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Kristalle wurden zum Teil mit Hilfe einer Ip™ Mikrofokusrohre (Bruker) und einem
MAR345 Detektor (marresearch) vorcharakeerisiert, bevor diese an einem Messplatz des
Deutschen Elektronensynchrotrons (DESY, PETRA-III, Hamburg) oder des BESSY-II Syn-
chrotrons (HZB, Berlin-Adlershof) auf einem Goniometerkopf montiert wurden und bei
einer Temperatur von 100 K im Rontgenstrahl ausgerichtet wurden. Die detaillierte Ausstat-
tung der Messplitze kann fiir das BESSY der Publikation von MULLER ez 4/. und fiir PET-
RA-III der Webseite des EMBL entnommen werden? %72,

Die Menge an Daten, die gesammelt werden muss, hingt stark von der Symmetrie und den
Zellparametern der Kristalle ab. Daher wurden zu Beginn 2 Testbilder bei einem Oszillati-
onswinkel von 1° in einem Winkelabstand von 90° zueinander aufgenommen. Diese gaben,
neben einem ersten Eindruck der Streuqualitit des Kristalls, auch die Méglichkeit, mit Hilfe
der Software Imosflm*>**, die Zellparameter und damit eine Strategie zur Sammlung eines
kompletten Datensatzes bei der hochstméglichen Auflésung und Multiplizitit zu berechnen.
Die anzupassenden Parameter waren () die Anzahl und (i7) die Dauer der einzelnen Exposi-
tionen des Kristalls (je Bild 0.1 s-20 min), (#i7) der Oszillationswinkel um welchen wihrend
der Exposition gedreht wurde (0.1°-1°) sowie (iv) der Abstand des Detektors zum Kristall.
Nach der Messung wurde der Kristall erneut in flissigem Stickstoff gefroren und ggf. zum

Seeding verwendet.

3.5.7 Prozessierung und Reduktion der Daten

Der Zusammenhang zwischen der gebeugten Welle und der Elektronendichte im Kristall ist

durch folgende Fourier-Transformation gegeben:

1 ) ;
X,V,2) = — F, eZEL(hx+ky+lz)+ch>(hkl)
p(x,y,2) v Eh Ek El | Frkil

p(x,y,2z); Elektronendichte am Ort xy,z V: Volumen der Einheitszelle, hkl: Miller’sche Indizes;
|Fppil: Strukeurfakeoramplitude; ®: Phasenwinkel

Aus der Gleichung wird ersichtlich, dass die Berechnung der Elektronendichte an jeder Stelle
der Einheitszelle p(x, y, z) méglich ist, wenn man die Strukturfaktoren Fua mit den zugehs-
rigen Phasenwinkeln @ kennt. Unter Beriicksichtigung eines Korrekturfaktors lassen sich die

Strukturfaktoramplituden durch die Intensititen der Reflexe errechnen®:
I(hkl) o |F(hkl)|?

Die Intensititen der gemessenen Reflexe konnen dazu mit Hilfe geeigneter Software inte-
griert und skaliert werden. Die Integration erfolgte mit den Programmen XDS”>%¢ oder i-
mosflm?>?%. Hierbei wird jeder Reflex Akl erfasst, seine Intensitit gemessen, Korrekturen fiir
die Strahlposition, den Detektorabstand und die Mosaizitit einberechnet sowie die genauen
Zellparameter beriicksichtigt. Qualitdtskriterien stellen an dieser Stelle etwa die Vollstindig-

keit, welche den Anteil der gemessenen an den theoretisch moglichen Reflexen wiedergibt,
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der Intensititsunterschied zwischen symmetriedquivalenten Reflexen (Rumege) und der Rausch-

abstand I/o(I) dar.

Die Skalierung wurde mit der Software XSCALE”” oder SCALA*® des CCP4-Pakets*2%
durchgefiihrt. Hier werden die symmetriedquivalenten Reflexe zusammengefiihrt (merging)
und skaliert. Neben der Zusammenfassung der Reflexe wurde in diesem Schritt die real er-
reichbare Auflosung bestimmt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass der Wilson-Plot zu ho-
hen Auflésungen hin maéglichst linear verlduft, der Rauschabstand einen Wert von 2 nicht
unterschreitet sowie Ruerge bZw. Rincas, welcher im Gegensatz zu Ruere die Multiplizitde bertick-
sichtigt, nicht grofler als 70% war. Hiufig werden an dieser Stelle in der Literatur geringere
Werte als Ausschlusskriterium fiir die Strukturldsung angegeben, doch konnte gezeigt wer-
den, dass ein fester Wert fiir die Festlegung der Auflésung experimentellen Daten nicht aus-

reichend gerecht wird*®2%2™",

3.5.8 Das Phasenproblem - Strukturlésung mittels molekularen Ersatzes

Nachdem nun die Intensititen der Reflexe bekannt sind, fehlt noch der Phasenwinkel zur
Berechnung der Elektronendichte und zur Losung der Strukeur. Wie zuvor angedeutet, kor-
respondiert die Amplitude der gebeugten elektromagnetischen Welle mit den Intensititen
der Reflexe. Die Phase der Rontgenstrahlung geht allerdings wihrend des Experiments verlo-
ren, sie lisst sich nicht aus den experimentellen Daten direkt errechnen. Problematisch ist
hierbei, dass der Informationsgehalt der Phasen grofer ist als der der Intensititen (Abbildung
3.3).

Dennoch lassen sich die Phasen tiber Umwege berechnen®®?. In dieser Arbeit wurde zur Lo-
sung der Strukturen der Adhisionsdominen die Methode des molekularen Ersatzes (MR,
molecular replacement) genutzt. Diese wurde in den 1960er Jahren zuerst von ROSSMANN
und BLOW sowie unabhingig von ROBERT HUBER™™ angewandt?®4?*. Hierbei macht man
sich zu Nutze, das verwandte Proteine hiufig ein dhnliches Faltungsmotiv zeigen?®®. Die Pha-
sen lassen sich damit durch Korrelation der experimentellen Daten mit einer bekannten
Struktur erhalten bzw. annihern. PATTERSON entwickelte 1935 eine Fourier-Transformation

der Intensititen statt der Strukturfaktoren, indem er die Phasenwinkel auf 0 setzte?®’.

P(x, y, Z) — Z Z Z |Fhkl|2 e—2ni(hx+ky+lz)
h k l

P(x,y, z): Pattersonfunktion am Ort x,y,z; bkl: Miller’sche Indizes; |F kil Betragsquadrat der Strukturfaktoren

™ The traditional R factors measuring internal consistency, Rumcrge 0r better Rues, are not suitable measures for
setting a resolution cutoff despite their apparent popularity with referees.“ (EVANS & MURSHUDOV, 2013)
T Hier als ,,Faltenmolekiilmethode” bezeichnet.
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Abbildung 3.3 — Die Bedeutsamkeit der Phasenwinkel. In der oberen Reihe ist sowohl die Fourier-Transformation
einer Ente als auch die einer Katze gezeigt. Werden die Amplituden der Ente mit den Phasenwinkeln der Katze
kombiniert und das urspriingliche Bild errechnet erhilt man eine Katze?3.

Die sog. PATTERSON-Funktion ldsst sich direke tiber die experimentellen Daten berechnen
und liefert Informationen tiber die interatomaren Abstinde in der Einheitszelle. Wird die
PATTERSON-Funktion nun fiir die unbekannte Struktur und ein Strukturhomolog erstellt,
kann versucht werden, diese tiber maximum-likelihood-basierte Algorithmen zu korrelieren.
Die Methode ist haufig bereits bei einer Sequenzidentitit von 20%-30% erfolgreich?®®. Diese
6-dimensionale Suche (3 Freiheitsgrade fiir die Rotation, 3 Freiheitsgrade fiir die Translati-
on) wird in zwei Schritten durchgefiihrt. Zuerst wird die berechnete PATTERSON-Karte der
bekannten Struktur einer Rotation um alle drei Raumachsen unterzogen und mit der PAT-
TERSON-Karte der experimentellen Daten verglichen. Hierbei wird die grofite Korrelation
erzielt, wenn beide Strukturen sich in dhnlicher Orientierung befinden. Das so orientierte
Model wird nun durch Translationsfunktionen versucht in der Einheitszelle erfolgreich zu
platzieren. Gelingt dieser Vorgang, lassen sich iiber das bekannte Model initiale Phasen be-
rechnen, welche ausreichend sind, um eine erste Elektronendichtekarte zu erhalten. Da, wie
oben beschrieben, die Phasen einen hoheren Informationsgehalt haben als die Intensititen,
muss hierbei darauf geachtet werden, dass der Einfluss des Suchmodells nicht zu grof§ wird
und dies die Elektronendichte beeinflusst*®. Das Qualititsmerkmal fiir Strukturldsungen
mittels MR stellt der Z-Score dar, welcher sich aus dem logarithmischen likelihood gain der

errechneten Losungen (LLGy) abziiglich eines logarithmischen likelihood gain einer zufilligen
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Losung (LLGr) zusammensetzt?®. Dieser Zusammenhang wird durch die Standardabwei-

chung einer Auswahl zufilliger LLG-Werten vom Mittel geteilt.

LLG, — LLG
l=—
OLLG

Z: Qualitdtskriterium; LLGu: log. likelihood gain der Losung; LLGr: log. likelihood gain einer zufilligen Losung;
011¢: Standardabweichung der LLG vom arithmetischen Mittel

Fiir den molekularen Ersatz wurde hauptsichlich das Programm Phaser” verwendet, imple-
mentiert in das CCP4-Paket*® und die Phenix Suite”'. Epa6A und Epa9A konnten mit Hilfe
von EpalA als Suchmodel gelost werden, wihrend die Losung der Strukturen von PpFlo1A
und CealA erst nach mehrfacher Modellierung und Bearbeitung von Homologiemodellen,
welche mit modeler9v7°* auf Basis von EpalA erstellt wurden, gelang. Die Losung der Struk-
tur von Flo10A gelang mit Hilfe eines zuvor aufgeklarten Strukturmodells eines Fusionspro-
teins aus Flo10A mit der Subdomine von Flo5A. Wurden erfolgreich Phasen erhalten, konn-
te mit ARP/wARP?* ein erstes Modell der unbekannten Struktur automatisiert gebaut wer-

den.

Es existieren, neben der reinen Kalkulation der Phasenwinkel, auch die Maglichkeit diese
experimentell zu bestimmen?®?%3. Hier ist zum einen der isomorphe Ersatz zu nennen, wel-
cher die Abhingigkeit eines jeden Reflexes von den Eigenschaften jedes einzelnen Atoms der
Einheitszelle ausnutzt. Durch Einbringen von elektronenreichen Atomen in den Kiristall wird
der Einheitszelle ein starker Streuer zugefiigt; dies gelingt meist durch Soaking eines Kristalls
in der Losung eines Schwermetalls. Die Komplexitit der Substruktur der Schwermetallatome
ist im Vergleich zum Proteinkristall sehr gering, weshalb sich die Phasen dieser Substruktur
mittels direkter Methoden?®? oder der PATTERSON-Funktion?®’ l6sen lassen. Uber die nach-
folgende HARKER-Konstruktion®* lassen sich mit den Intensititsanteilen der Proteinatome
und der Schwermetallatome jeweils zwei Phasenwinkel berechnen, wenn ein nativer sowie ein
isomorpher Schweratom-Datensatz zur Verfugung stehen (single isomorphous replacement,
SIR). Sind zwei oder mehrere Schweratomderivate vorhanden, kann eine eindeutige Phase

ermittelt werden (multiple isomorphous replacement, MIR).

Eine dritte Methode beruht auf der Absorption von Réntgenstrahlung durch elektronenrei-
che Atome in der Nihe ihrer Absorptionskante. Hier ist die Giiltigkeit des FRIEDEL schen
Gesetzes aufgehoben, da die Schweratome die Réntgenstrahlung absorbieren und reemittie-
ren, was die Phase und die Intensitit aller Reflexe beeinflusst. Da dies allein durch die Positi-
on der Schweratome gegeben ist, lassen sich auch hier die Phasenwinkel mittels der PATTER-
SON-Funktion und der HARKER-Konstruktion errechnen. Fiir die SAD-Methode (single
wavelength anomalous dispersion) wird ein nativer Datensatz sowie ein anomaler Datensatz
benotigt, wihrend fir MAD (multi wavelength anomalous dispersion), welche eindeutige Pha-

sen liefert, zwei anomale Datensitze bei unterschiedlichen Wellenlidngen benétigt werden.
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Unter der Voraussetzung, dass ein Kristall bis zu einer Auflésung von <1.2 A streut und die
Grofle des Proteins etwa 1000 Atome nicht iibersteigt™, gibt es die Moglichkeit, die Pha-
senwinkel direkt zu bestimmen?”. Hierbei werden die Form der Atome, welche durch ihre
positive Elektronendichte definiert wird, sowie statistische Zusammenhinge zwischen den
Strukturfaktoren ausgenutzt. Die Kenntnis der Phasenwinkel weniger Reflexe, welche infor-
matisch mittels Exhaustionsmethode erhalten werden, kann hierbei tiber Bootstrapping-

Methoden zu den Phasenwinkeln aller Reflexe fithren?®.

3.5.9 Verfeinerung von initialen Modellen & Generierung von Liganden-
bibliotheken

Die Anpassung der erhaltenen Modelle an die Elektronendichte, die sog. Verfeinerung, er-
folgte alternierend mit der automatischen Verfeinerung durch refmac5”® und manueller In-
spektion sowie Modellbau mittels coo#””. Die Qualitit der maximum-likelihood Verfeinerung
und damit des Models wurde mit dem R-Faktor (refiability-factor) quantifiziert, welcher die
Giite der Korrelation zwischen den aus dem Model berechneten Strukturfaktoramplituden
und den experimentell beobachteten darstellt. Hierbei wird zwischen dem Ryorc und dem R
unterschieden. Der Ryon gibt den Wert fiir die wihrend der Verfeinerung direkt genutzten
Reflexe an, wihrend Rge. den Wert fiir Testreflexe, welche im Schritt der Datenreduktion

ausgewdhlt wurden (-5%, max 2000 Reflexe), beschreibt.

R = Z“Fobsl - IFcalc”
ZlFobsl

R: Zuvetlissigkeitsfaktor; |Fops|: Experimentelle Strukturfaktoramplituden; Fiqi: Berechnete Strukturfaktora-
mplituden

Die Testreflexe wurden bei Strukturen mit einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit
(mol/asu) linear tber alle Aufldsungsschalen hinweg zufillig ausgewihlt. Bei CealA und
PpFlolA hingegen, welche aufgrund nichtkristallografischer Symmetrie (NCS) 4 respektive
2 mol/asu besitzen, wurden die Testreflexe in diinnen Auflésungsschalen mit dem Programm
DataMan festgelegt*®®. Dies war notig, da gezeigt wurde, dass die R-Werte mit zunehmender
NCS beeinflusst sein konnen, wenn die Testreflexe in linearer Form festgelegt werden®”. Die
NCS wurde auflerdem teilweise als restraint wihrend der Verfeinerung genutzt; dieses kann

gerade zu Beginn der Verfeinerung eine Verbesserung des Modells bewirken®®.

Bei der Verfeinerung wird versucht die kristallographische Zielfunktion E.w zu minimieren

um experimentelle Daten und chemische Vorgaben (restraints) wie Bindungslingen, Bin-

dungswinkel ez cetera in Einklang zu bringen®®.

# SHELDRICK s Regel®
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Etotal = Echem + WA - Eexp

Ewu: kristallographische Zielfunktion; Echem: Abweichung von den chemischen Vorgaben; WA: Gewichtungsfaktor
der experimentellen Daten; Eap: Abweichung von den experimentellen Daten.

Alle zur Verfeinerung benutzen Programme bendtigen somit Bibliotheken welche die restrai-
nts und damit die Beschreibung der im Model vorkommenden Molekiile beinhalten. Die
proteinogenen Aminosduren sowie viele Kleinmolekiile, wie Puffersubstanzen und etwaige
Liganden, sind bereits in internen Bibliotheken der Programme enthalten. Des Weiteren
konnen weitere Bibliotheken iiber in der PDB hinterlegte Strukturen bezogen werden. Im
Falle dieser Arbeit wurden allerdings synthetische Kohlenhydrate verwendet, welche weder
einen korrespondierenden Eintrag in einer Bibliothek noch in der PDB haben. Um eine ei-
gene Bibliothek fiir diese Liganden zu erstellen, wurde einerseits das Programm ¢ZBOW?"
der PhenixSuite genutzt, welches mit Hilfe von sog SMILES-Strukturcodes®® (Simplified
Molecular Input Line Entry Specification) eine energieminimierte PDB-Datei des Liganden
sowie eine Bibliothek mit entsprechenden restraints erstellt. Fiir komplexere Fille andererseits
wurde der Server PRODRG®” verwendet, welcher das Zeichnen eines Liganden mit anschlie-
Bender Verarbeitung erlaubte. Die so generierten Bibliotheken konnten darauthin in refmac5

und coot verwendet werden.

3.5.10 Strukturvisualisierung und Analyse von Proteinstrukturen

Die Visualisierung von Strukturmodellen und das Anfertigen von Abbildungen erfolgten mit
PymolP* sowie Chimera®®. Die Berechnung elektrostatischer Oberflichen wurde mit dem

Plugin APBS**® durchgefiihrt und die Strukturen mit dem PDBePISA-Server auf Interakti-

onsflichen untersucht.

3.6 Methoden zur Funktionsuntersuchung von Adhasinen in vivo

Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen der Funktion von Adhisionsproteinen aus
Pichia pastoris in vivo wurde in enger Zusammenarbeit mit Dr. STEFAN BRUCKNER durchge-
fihrt. Die Interaktionsstudien mit Schaben erfolgten mit Unterstiitzung von DOROTHEE
TEGTMEIER.

3.6.1 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Um Experimente mit Adhésin-prisentierenden S. cerevisiae-Zellen durchfiihren zu koénnen,
muss zuvor sichergestellt werden, dass die Zellen das Fusionsprotein produzieren und auf der
Zelloberfliche tragen. Dies erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie nach Antikorpermarkie-
rung. Dazu wurden zunichst S. cerevisiae-Zellen vom Stamm RH2520 mit den Konstrukten
BHUM?2200 (AA-Domine), BHUM?2296 (PpFlo1A) und BHUM?2297 (CealA) transfor-
miert, siche 3.2.6. Diese tragen, neben der entsprechenden A-Domine auf Basis der Flo11 B-
und C-Domine, ein 3HA-Epitop (3x Himagglutinin), welches die Markierung mit Antikor-

pern und Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundirantikdrpern erlaubt um die erfolgreiche

70



Methoden

Expression sowie die Lokalisation der Proteine in der Zellwand zu bestitigen (Abbildung

3.4).

PGK1 Promotor ___ CEA1A-Domine
S~ mit 3x-HA Epitop
FLO11
Slgnalseq\uen\ Flo11 B & C Domine
/ Genprodukt CealA SN I DN BN BN BN PN \ .

FLO11 B/C Doméne

%

FLO11 Term

Lsx HA Epitop
Zellwand
BHUM2297

11.151 kbp

Abbildung 3.4 — Schematische Darstellung des Konstruktes BHUM2297 und des codierten Fusionsproteins. Die
Expression des Gens steht unter Kontrolle des PGK1-Promotors; die Flol11 Signalsequenz stellt die Lokalisation auf
der Zelloberfliche sicher. Das Genprodukt besteht aus cinem 3x HA-Epitop (rot), gefolgt von der Ceal A-Domine
(orange) und der Flo11 B & C Domine (blau, griin).

Kulturen der Konstrukt-tragenden Stimme wurden in YNB-If Medium (Yeast-Nitrogen-Base,
low fluorescence) hergestellt und bis zu einer ODsos=1 wachsen gelassen. 3 mL der Kultur
wurden pelletiert (3 min, 2000 rpm) und dreimal mit 1 mL PBS (+1% BSA) gewaschen. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in PBS(+1% BSA) mit monoklonalem Maus-
Anti-HA-Antikdrper (1:1000; H3663, Sigma Aldrich) resuspendiert und 30 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurden die Zellen in PBS(+1%
BSA) mit Cy3-konjugiertem sekundiren Ziege-Anti-Maus-Antikérper (1:10000; C2181,
Sigma Aldrich) aufgenommen und 20 min bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Nach
erneutem dreimaligem Waschen wurden 2-5 puLL der Zellen auf ein Bett aus 1% Agarose ge-
geben und mit einem inversen Zeiss Axiovert 200 M Fluoreszenzmikroskop mit CCD-
Kamera untersucht. Zuerst wurden die immunochemisch markierten Zellen mittels Differen-
tialinterferenzkontrast-Mikroskopie visualisiert (DIC) und anschlieffend die Fluoreszenz des
Sekundirantikorpers mit einem Rhodamin-Filter-Set (Anregung 551 nm, Emission 573 nm)
bei einer Belichtungszeit von 600 ms analysiert. Die Aufnahme der Bilder mit einer Abmes-
sung von 10.062 Pixeln/pum wurde ohne softwareseitige Verinderung mit Velocity (PerkinEl-
mer) durchgefithrt und die Bearbeitung erfolgte anschlieflend mit dem Bildbearbeitungspro-

gramm Image] (Improvision)**®.
PBS-Puffer
KH,PO4 2 mM
Na,HPO4 10 mM
NaCl 137 mM
KClI 2.7 mM
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3.6.2 Bindung von Adhasin-prasentierenden Zellen an Chitin-Beads

Um zu untersuchen ob die in vorigen Experimenten identifizierte und charakterisierte Bin-
dung von CealA an GlcNAc, welches den Baustein von Chitin darstellt, 7z vivo funktional
ist und in welchem Mafle diese Funktion phinotypisch beobachtbar ist, wurden CeaA-
prisentierende S. cerevisiae Zellen mit Chitin-Beads gemischt und das Resultat fluoreszenz-

mikroskopisch analysiert.

Dazu wurden Zellen des Stammes S. cerevisiae RH2520 mit den Konstrukten BHUM2200
(AA-Domine), BHUM2296 (PpFLolA) und BHUM2297 (CealA) transformiert, siche
3.2.6. Eine Kultur in SC-4 Medium (exponentielle Phase) wurde auf eine ODsos=10 durch
Pelletieren konzentriert und 1 mL mit 50 uL DiOCs (3,3’-Dihexyloxacarbocyanin-iodid;
Santa Cruz Biotechnology; 0.3 mg/mL in 1:9 PBS/EtOH), einem Lebendfarbstoff welcher das
endoplasmatische Retikulum anfirbt, versetzt’”. Nach Vortexieren wurden die Zellen geern-
tet (3 min, 2000 rpm) und in 200 pL SC-4 mit CaCl, (10 mM) resuspendiert. Die Zellsus-
pension wurde im Verhiltnis 3:1 mit Chitin-Beads (New England Biolabs) gemischt.

Die Beads wurden zuvor mit einer Mischung aus einer Endo- und einer Exochitinase aus
Trichoderma viride (Sigma Aldrich) behandelt, um das Vorhandensein terminaler GlcNAc-
Enden sicherzustellen. Dafiir wurden 1.5 mL aufgeschlimmte Beads pelletiert (3 g, 1 min)
und 5x mit 500 pL Phosphat-Puffer (100 mM, pH 6.1) gewaschen und der Uberstand ver-
worfen. Die Beads wurden in 500 pL Phosphat-Puffer mit 0.5 mg Chitinase resuspendiert
und bei 25 °C 3 h bei 500 rpm inkubiert. Die Inaktivierung der Chitinase erfolgte durch 3x
waschen mit 800 pL 70% Ethanol. Nach 5x waschen mit Phosphat-Puffer wurden die Beads

in demselben Puffer resuspendiert und bei 4 °C gelagert.

Zu 200 pL der S. cerevisiae-Zell/Bead-Mischung wurde 1 mL SC-4 (+10 mM CaCl,) gege-
ben, vorsichtig durch Invertieren gemischt und 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Suspension wurde erneut invertiert und nach 10 s der Uberstand abgenommen um unge-
bundene Zellen zu entfernen. Dieser Schritt wurde erneut durchgefiihrt und die sedimentier-
ten Beads auf 1% Agarose-Betten mikroskopiert (Axiovert 200 M, Zeiss). Anstatt eines Rho-
damin-Filter Sets wurde diesmal ein GFP-Filter-Set fir die Detektion der DiOCe-
Fluoreszenz (Anregung 485 nm, Emission 501 nm) verwendet. Eine Quantifizierung erfolg-

te, indem freie und gebundene Zellen in 10 vergleichbaren Bildern gezihlt wurden
(Image])*®.
3.6.3 Fluoreszenzmikroskopie mit AlexaFluor 488 markiertem Protein

Neben Experimenten mit Adhisin-prisentierenden Zellen wurden ebenfalls S. cerevisiae-

Zellen mit heterolog produziertem Protein versetzt, welches zuvor mit AlexaFluor 488 mar-

kiert wurde; sieche 3.4.3.
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Ubernachtkulturen unterschiedlicher S. cerevisiae und P. pastoris Stimme in YNB-If wurden
auf eine ODsys=2 gebracht und Objekttriger mit 6 Wells mit 30 pL 0.1% Polylysin be-
schichtet. Nach 3-5 min wurde der Uberstand von den Wells gesaugt und 3x mit 30 pL
YNB-If gespiilt. 30 pL frisch vortexierter Zellsuspension wurden auf ein Well gegeben,
20 min abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert und der Uberstand vorsichtig entfernt. Zur
Absittigung des Polylysins wurden 30 pL PBS (+1% Triton X100) pro Well fir 5 min inku-
biert und entfernt. Mit je 30 uL dieser Losung wurde weitere 3x gespiilt und nach dem letz-
ten Schritt 20 min inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und 5 pL des gelabelten Pro-
teins (1 mg/mL) + 25 uLL PBS (+1% Triton X100) auf die Zellen gegeben und 5 min inku-
biert. Nachdem 3x mit 30 pL PBS (+1% Triton X100) gewaschen wurde, wurden 25 pL des
Uberstandes entfernt und die Zellen an einem Fluoreszenzmikroskop untersucht (Axiovert
200 M, Zeiss). Hierbei wurde erneut auf das GFP-Filterset zuriickgegriffen (Anregung
495 nm, Emission 519 nm) und die Bilder anschlieffend mit /mage/ bearbeitet.

3.6.4 Interaktionsuntersuchung zwischen Hefen und Schaben

Da bereits in fritheren Arbeiten von Interaktionen zwischen Hefen und Insekten berichtet
wurde (siche Einleitung) und bekannt ist, das Insekten eine komplexe Darmflora besitzen,
sollte tiberpriift werden inwiefern die untersuchten Adhisine eine mégliche Wechselwirkung
vermitteln kénnen. Weiterhin ist bisher nicht bekannt, ob eine gezielte Etablierung von He-
fen im Darm von Insekten moglich ist. Als Model wurde auf die Schabe Shelfordella lateralis
zuriickgegriffen, da diese einfach zu kultivieren ist, die biochemischen Eigenschaften der drei
distinkten Bereiche des Darms, wie pH-Wert und RedOx-Potential, (Crop, midgut & hind-
gut) gut bekannt sind und die Schabe fir seine enorme Darmflora bekannt ist'”*. Um mogli-
che symbiotische/pathogene Interaktionen zu untersuchen, wurden die Adhisin-

prisentierenden Zellen aus 3.6.1 an frisch kultivierte, sterile Schaben verfiittert.

Folgender Abschnitt ist bildlich in Abbildung 3.5 dokumentiert. Zunichst wurden Ootheken
von in Plastikkisten gehaltenen Schaben gesammelt. Die Schaben werden darin bei 25 °C,
50% Luftfeuchtigkeit und einem 12 h Hell/Dunkel Rhythmus gehalten. Nachdem die Oo-
theken mit 2% Peressigsdure sterilisiert (max. 5 min) und in sterile Falcon-Tubes (50 mL)
gelegt wurden, folgte eine 2-3 wochige Inkubation bis zum Schliipfen der sterilen Larven.
Die Sterilitit wurde durch Ausplattieren einer Larve auf Vollmedium kontrolliert. Die Fiitte-
rung mit den entsprechenden Hefe-Staimmen erfolgte durch Aufsaugen von ca. 1 mL einer
vortexierten Ubernachtkultur (ODsos=5-8) in ein autoklaviertes Filterpapier, welches in das
Falcon mit den Larven gegeben wurde. Es folgte eine Inkubation von einem Tag bei 25 °C,
50% Luftfeuchtigkeit und einem 12 h Hell/Dunkel Rhythmus. Die Schaben wurden auf ei-
ner Clean-Bench in ein neues Gefif tiberfihrt und ab diesem Zeitpunkt mit Stirke (Spiel-
berger GmbH: 36% Ballaststoftfe, 15% Proteine) oder Hithnerfutter (Gold Plus, Versele-Laga)
sowie Wasser ernihrt, welches ad libitum zugefiihrt wurde. Die Sektion der Schaben erfolgte

nach 4 Tagen, einer Woche und zwei Wochen post inoculation. Hierzu wurden die zu unter-
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suchenden Schaben isoliert und in einem neuen Gefify 5 min auf Eis immobilisiert. Mit ste-
rilen Pinzetten wurde zuerst der Kopf entfernt und der Darm durch die entstandene Offnung
priapariert. Crop, Midgut und Hindgut, welche morphologisch gut voneinander zu unter-
scheiden sind, wurden getrennt und auf einem Bett aus 1% Agarose mittels Differentialinter-
ferenzkontrast mikroskopiert (Axiophot; Zeiss). Nach der Mikroskopie wurden die Darm-
Proben mit Glasskugeln mit einem Durchmesser von 0.25-0.5 mm unter vortexieren homo-
genisiert und auf Platten aus SC-4 Festmedium ausgestrichen um eine halbquantitative Aus-

sage tiber die Besiedlung treffen zu kénnen.

Abbildung 3.5 - Interaktionsuntersuchungen an Schaben. A: Schaben werden in Plastikkisten gehalten. B: Oothe-
ken werden mit 2% Peressigsdure sterilisiert und 2-3 Wochen bis zum Schliipfen der sterilen Larven inkubiert. C:
Sterilisiertes, mit Hefe-Ubernachtkultur getrinktes Filterpapier wird 1 d mit den Schaben zum Fiittern inkubiert.
D-F: Schaben werden nach Immobilisation auf Eis seziert und der Darm pripariert.
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4 Ergebnisse

Die in dieser Arbeit untersuchten GPI-verankerten Hefezellwandproteine sind in Abbildung
4.1 zusammengefasst. Der Fokus lag hierbei auf deren A-Domine, welche die Glycanbin-
dung vermittelt. Die molekulare Grundlage der Interaktion von Hefen mit ihrer Umwelt
stellt, unter anderem, die Ca**-vermittelte Bindung dieser Zellwandproteine an Glycane dar.
Wihrend die Genome von Candida glabrata CBS138% und Saccharomyces cerevisiae S288c*!
vollstindig sequenziert und grofStenteils annotiert sind, stehen fir Pichia pastoris
DSMZ70382 nur einzelne Abschnitte aus shotgun-Sequenzierungen zur Verfigung™. Die
Gene von Ceal und PpFlol sind daher nur teilweise bekannt. Wihrend die A-Domine voll-

standig verfiigbar ist, endet die bekannte Sequenz am Beginn der B-Region.

D23 E241

Cea1l B-Region

Q26 A246
PpFlo1 I A-Doméne B-Region

31 S271 Y850
Epa1 [ A-Doméne B-Region q
GPI
K26 S271 N634

Epaé [NADomane) B-Region q

GPI
L21 D305 N1348

Epa9 B-Region q

GPI
25 H293 AB99

Floto | ISR B-Region  coomane
GPI

Abbildung 4.1 — Ubersicht iiber die untersuchten Zellwandproteine. Der A-Domiine ist jeweils eine Signalsequenz
vorgelagert (braun) um die Sekretion sicherzustellen. Gefolgt wird die A-Domine von der Serin-/Threonin-reichen,
repetitiven B-Region (blau). Die C-Domine (griin) bildet die Basis der Verankerung des Proteins in der Zellwand
durch Transglycosylierung tiber den GPI-Anker.

In nachfolgender Tabelle 4.1 sind die untersuchten A-Dominen aufgelistet und beschrieben.

Tabelle 4.1 — Informationen zu den untersuchten Adhisinen und den zugehérigen Fusionsproteinen. Die Daten-
bank-ID bezieht sich bei CealA und PpFlolA auf den Pichia Genome Browser, bei dem Rest auf UniProt.’>!78

Mol. Masse mit

Adhisin Organismus Datenbank-ID Aminosiuren His- Tag/ Da
CealA P. pastoris DSMZ70382 PIPA03174 D23-E241 26681.5

PpFlolA  P. pastoris DSMZ70382 PIPA05092 Q26-A246 27245.8
EpalA C. glabrata CBS138 QG6VBJ0 T31-5271 29401.6
Epa6A  C. glabrata CBS138 Q6DTM7 K26-5271 29909.0
Epa9A C. glabrata CBS138 B4UMX2 L21-D305 33203.5
Flo10A S. cerevisiae S288c P36170 T25-H293 31599.7
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4.1 Phylogenetische Analyse der PA14-Démanen enthaltenden GPI-CWP’s

Die Hefezellwand ist sehr dynamisch, denn sie ist die Grenzfliche, an der die molekulare In-
teraktion zwischen Zelle und Umwelt stattfindet. Da zu erwarten ist, dass sich Hefen durch
diese Wechselwirkung an ihre Lebensbedingungen anpassen, sollte eine phylogenetische Ana-
lyse einer groflen Anzahl PAl14-Dominen enthaltender GPI-verankerter Zellwandproteine
Informationen dariiber liefern, inwiefern sich dieser Prozess auch auf der Ebene der Adhision

wiederspiegelt.

Hierzu wurde, wie in Abschnitt 3.1.1 detailliert beschrieben, neben unterschiedlichen Da-
tenbanken auch beispielhaft die Genome®* dreier Stimme aus dem Genus Pichia
| Komagataella nach putativen PA14-Dominen enthaltenden Adhisinen durchsucht und die-
se anschlieflend einem multiplen Sequenzalignment sowie einer phylogenetischen Analyse
nach der ML-Methodik unterzogen. Als Grundlage fiir diese Analyse dienten die bereits be-
kannten GPI-CWPs mit PA14-Domine: Flokkuline, epitheliale Adhisine (Epa), PAI4-
containing wall proteins (PWP’s) sowie Epa-Homologe aus Nakaseomyces-Stimmen. Hierun-

ter waren EpalA und Flo5A biochemisch und strukturell bereits gut charakterisiert.

Der phylogenetische Baum in Abbildung 4.2 zeigt, dass der Grof3teil der Sequenzen in gut
abgegrenzten Gruppen vorliegt. Diese Subtypen unterscheiden sich stark in ihrer Diversitit.
Wihrend die Flokkuline (griin) sehr nah beieinander liegen, ist der Subtyp der epithelialen
Adhisine und Homologe weit aufgespalten (blau). Die Datenbanksuche fiihrte weiterhin zur
Identifikation von engen Verwandten der Flokkuline aus S. cerevisiae in weiteren Hefen. Der
Subtyp der Epas hingegen zeigt neben verwandten Sequenzen aus dem Genus Nakaseomyces
keine neuen putativen Adhisine. Interessant ist an dieser Stelle, das in der Spezies
C. bracarensis dieses Genus sowohl Flokkulin- als auch Epa-dhnliche Genprodukte gefunden
wurden. Dies ist im Einklang mit den Beobachtungen von GABALDON et 4l., welche nicht-
pathogene Stimme dieses Genus ohne oder mit nur wenigen EPA-Genen identifizierten und

stattdessen unter anderem Flokkulin-dhnliche Sequenzen entdeckten®.

Die Subtypen der PWPs (gelb) und der Adhisine aus Pichia-Stimmen (orange) sind hinge-
gen sehr klein und die Sequenzen scheinen weniger variabel. Ein weiterer distinkter Subtyp
putativer Adhisine besteht hauptsichlich aus Sequenzen welche zu dem Ascomycet Kluyve-
romyces lactis und Verwandten gehdren (grau). Ein grofler, weitgefasster Subtyp enthilt neben
Sequenzen aus einer grofen Anzahl unterschiedlichster Hefen auch Sequenzen aus Insekten-
und Pflanzenpathogenen (braun). Entfernte Verwandte, welche eine groflere Ahnlichkeit zur

PA14-Domine selbst zeigen, bilden eine weiter distanzierte, kleine Gruppe (rot).
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Abbildung 4.2 —Phylogenetische Analyse der ascomycetalen Adhisine/putativen Adhisine mit PA14 oder Gleya-
Dominen. Die Sequenzen bilden definierte Cluster, welche farblich gekennzeichnet sind: Pichia-Klasse (orange), Flok-
kulin-Klasse (griin), Epa-Klasse (blau), K. marxianusKlasse (grau), PWP-Klasse (gelb), Insekten- / Pflanzenpathogene
(braun) & entfernte Verwandte (Rot). Einige Gruppen wie die Epa-Klasse zeigen eine starke Diversitit, wihrend bspw.
die Gruppe der putativen Pichia-Adhisine einen vergleichsweise kleinen Cluster bilden. Dies spricht unter Anderem
fiir eine geringere Variabilitit auf Gen-Ebene.
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Die pilzlichen Adhisionsdominen des PA14-Typs scheinen sich damit neben einer funktio-
nellen Klassifizierung in bspw. Flokkuline und epitheliale Adhisine auch phylogenetisch in
Subtypen aufzuteilen. Ein Alignment (Abbildung 4.3 A) von jeweils einer reprisentativen

Sequenz pro Subtyp gibt einen Uberblick iiber die Unterschiede zwischen den einzelnen Sub-
typen.

Im Vergleich fillt auf, das grofle Subdominen an der Position des flexiblen Loops L2, wie die
Flo5-Subdomaine, hauptsichlich im Subtyp der Flokkuline auftreten. Groflere Einschiibe in
L1 treten vorwiegend bei Epa-dhnlichen Adhisinen sowie bei putativen Adhisinen aus K.
marxianus und in PWP’s auf. CealA aus Pichia pastoris, welches seinen Namen aufgrund der
im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten Erkennung von terminalen Chitin-Enden trigt

(Chitin End Adbesin 1), zeigt keine Insertionen in diesen Bereichen.

Die mittleren Bereiche mit auffallend grofer Ahnlichkeit stellen Bestandteile des strukturell
konservierten Faltungsmotivs der Adhisine dar, eines B-Sandwichs vom PA14/Flo5-Typ.
Wihrend alle Sequenzen, aufler die der PA14-Domine selbst, das prominente DD-Motiv
(blau hinterlegt) in CBL1 tragen, sind groflere Unterschiede in CBL2 (rot hinterlegt) zu er-
kennen. Wihrend an Position I oft ein Arginin zu finden ist, aufler bei Flo5 und Ceal, wel-
che ein Alanin zeigen, sind die weiteren Positionen auch innerhalb der Subtypen sehr varia-
bel. Augenscheinlich tragen Mitglieder des K. marxianus Subtyps sehr volumindse Reste in
CBL2, wie zwei konsekutive Tyrosine. Das putative Adhidsin aus dem Subtyp der Insekten- /

Pflanzenpathogene hingegen zeigt sehr kleine Reste (G283, G284, P285) an dieser Position.

Vergleicht man die Cysteine, welche in den Subtypen der Flokkuline und der epithelialen
Adhisine Disulfidbriicken zeigen, fillt auf, dass das erste und letzte Cystein stark konserviert
ist. Allen Mitgliedern des Insekten- / Pflanzenpathogene-Subtyps fehlt das prominente CC-
Motiv hingegen. In den PWP’s auf der anderen Seite ist dieses Motiv auf ein Cystein redu-
ziert. Allerdings findet sich bei diesen ein zusitzliches Cystein in der Nihe des C-Terminus
der Domine. Hiermit zeigt sich, dass die Subtyp-interne Konservierung der Cysteine und

damit der putativen Disulfidbriicken ein Charakteristikum des jeweiligen Subtyps darstellt.

In Kombination mit den prozentualen Identititen und Ahnlichkeiten (Abbildung 4.3 B),
lasst sich feststellen, dass die im Alignment abgebildeten Sequenzen zwar stark konservierte
Bereiche zeigen, allerdings die Zuordnung zu Subtypen nicht willkiirlich, sondern auf variab-
len Bereichen basiert, welche diesen putativen Adhisinen maoglicherweise spezifische Funkti-

onen verleihen kdnnen.

Um ein tieferes Verstindnis dieser diversen Hefezellwandproteinfamilie zu erhalten und
mogliche neuartige Selektivititen und Bindungsmodi zu entdecken, wurden im Rahmen die-

ser Arbeit mehrere Mitglieder strukturell und funktionell untersucht.
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4.2 Adhasine aus P. pastoris - Charakterisierung eines neuen Subtyps

Zur Untersuchung einer mittels phylogenetischer Untersuchung identifizierten neuartigen
Subtyps pilzlicher Adhisine wurden exemplarisch putative Adhisine aus Pichia pastoris ge-
wihlt (Abbildung 4.2, orange). Diese Spezies ist gut bekannt und ein weit verbreitetes Ex-
pressionssystem, doch stehen zu Okologie und Adhisionsverhalten keine detaillierten Infor-

mationen zur Verfiigung (siche Einleitung).

Die Klonierung geeigneter Plasmide zur rekombinanten Expression von CealA und PpFlo1A

in E. coli wurden bereits in fritheren Arbeiten durchgefiihrt'>>'5¢.

4.2.1 Expression, Isolation und Aufreinigung von CealA

As Die Produktion von CealA wurde mit Hilfe des T7-

‘pﬁ \;\'é 00*'(\ Expressionssystems in E. co/i Shuffle T7 Express-Zellen bei 12 °C

[kDa] éfﬁ oe("o (@’(}\ tiber einen Zeitraum von 72 h durchgefithrt. Nach dem Auf-
. schluss der Zellen mittels French-Press oder Glaskugelmiihle und

Kliarung des Lysats wurde die Isolation und Aufreinigung von

116.0 - CealA mit Ni-NTA-Affinitdtschromatographie und nachfolgen-
66.2 der Groflenausschlusschromatografie vollzogen. Wie in fritheren
::g Arbeiten konnte bei letzterem Schritt eine starke Retention von

25.0 o v <« CealA auf der Siule beobachtet werden. Eine Bindung an die
0

Glycanstrukeur der Siulenmatrix wurde hierfiir als Ausldser an-
184 geftihrt™®. Der Erfolg der Isolation und Aufreinigung kann an-
14.4 hand der SDS-PAGE in Abbildung 4.4 abgelesen werden. Es

Abbildung 4.4 - SDS-PAGE konnten nach beiden Chromatografien etwa 80 mg reines, mo-
von CealA (26.7 kDa): Neben . .

dem GroRenstandard ist eine Nomeres CealA pro Liter Expressionskultur erhalten werden.
Probe nach Ni-NTA- sowie nach
nachfolgender Gréfenausschlus-
schromatografie gezeigt 4°C.

Eine Lagerung des Proteins erfolgte iiber mehrere Wochen bei

4.2.2 Untersuchungen zur Glycanbindung von CealA

Obwohl die Bindung von CealA an die Siule der Groflenausschlusschromatografie bereits
erste Hinweise auf die Bindung an Glycanen lieferte, wurde die Spezifitit und die Qualitit
der Bindung mit Hilfe einer chipbasierten Glycan-Array-Analyse untersucht (Ab-
schnitt 3.4.4). Fluoreszenzmarkiertes CealA wurde hierfiir in Konzentrationen von

20 pg/mL und 200 pg/mL auf einen mit diversen Glycanen besetzten Glas-Chip gegeben.
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Abbildung 4.5 — Glycan-Array Analyse in Kooperation mit dem Consortium for Functional Glycomics. A: Auslesung
der relativen Fluoreszenz bei einer Ceal A-Konzentration von 20 pg/mL. B: : Auslesung der relativen Fluoreszenz bei
einer Ceal A-Konzentration von 200 pg/mL. C: Quantifizierung der gebundenen, eindeutigen Glycane.

Unter den 611 vorhandenen Glycan-Strukturen zeigte CealA eine eindeutige Priferenz fiir
die Bindung von endstindigem N-Acetylglucosamin (GlcNAc), welches den Baustein weit
verbreiteter biologischer Polymere wie Chitin darstellt (Abbildung 4.5 A & B). Kein anderer
endstindiger Zuckerrest war in der Lage, eine vergleichbar starke relative Fluoreszenz zu lie-

fern.

Zur Quantifizierung der Spezifitit wurde der Anteil eindeutiger Glycanstrukturen®® gezihlt,
welche mindestens 4% der maximal beobachteten relativen Fluoreszenz erreichten; diese un-
tere Schwelle entspricht einem einzelnen GlcNAc-Rest welcher tiber einen Linker direke an
den Chip gebunden ist (Abbildung 4.5 C). Wihrend hierbei die Spezifitit fiir den terminalen
Rest sehr stark ist, scheint die Auswahl der folgenden glycosidischen Bindung sowie des zwei-
te Zuckers selbst weniger determiniert. Es ist zu beobachten dass in den Glycan-Array Studien
ebenfalls V-Acetylneuraminsiure (Neu5Ac, eine Sialinsiure), ein Saccharid der Glycokalyx,

eine Bindung an CealA zeigte.

% Unverzweigte Glycane und solche, welche am Terminus von Verzweigungen den gleichen Zucker tragen.
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Isothermale titrationskalorimetrische Messungen mit GlcNAc (orange) und dem Dimer
N’,N’-Diacetylchitobiose (griin) (5 mM in SEC-Puffer, Abbildung 4.6 A) zeigten, dass die
Bindung an GIcNAc nicht nur durch eine hohe Spezifitit ausgezeichnet ist, sondern ebenfalls
durch eine relativ hohe Affinitdt im niedrigen pM-Bereich (Abbildung 4.6 B). Diese ist mit
der Bindung von EpalA an galactosidische Liganden vergleichbar, welche hierbei fiir eine
starke, pathogene Interaktion sorgt. Zum weiteren Vergleich dienen Flo5A und Lg-Flo1A,

deren Bindunggsaffinitit an Mannose respektive Mannosephospat im mittleren bis hohen mM
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Abbildung 4.6 — ITC Experimente mit GlcNAc (orange) und Chitobiose (griin). A: Strukeuren beider Liganden. B:
Vergleich der ITC-Experimente beider Liganden, oben Rohdaten, unten Bindungsisotherme. C: Thermodynamische
Auswertung.

Beide Liganden binden in einem exothermen Prozess an CealA, allerdings zeigt die Bindung
von Chitobiose einen kleineren enthalpischen Beitrag (AH) als die von GlcNAc. Da die auf-
tretende freie Energie (AG) allerdings in der gleichen Gréflenordnung liegt, ergibt sich eine
Differenz im entropischen Beitrag (AS) der Bindungs-Thermodynamik (Abbildung 4.6 C &
Tabelle 4.2). Die Bindung des Monomers scheint entropisch ungiinstig, wihrend bei der
Bindung an Chitobiose die Entropie geringfligig steigt. Der Grund kénnte die Freisetzung
einer grofferen Anzahl von Wasser-Molekiilen bei Bindung des Dimers sein®'’. In fritheren
Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die Bindung durch Zugabe von 5 mM EDTA
nahezu vollstindig zum Erliegen kommt, was eine Bestitigung der C-Typ Lektin-artigen

Bindung darstellt'.
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Tabelle 4.2 —Thermodynamische Parameter der Bindung von CealA an GIcNAc und Chitobiose.

Thermodynamischer Parameter CealA*GIcNAc CealAeChitobiose

Ko (pM) 767 + 049 1308 * 3.56
AH (kJ*mol™?) -43.03 + 0.06 2246 + 0.20
-TAS (kJ*mol™) 1255 + 3.94 -433 + 1.39
AG (kJ*mol?) 2776 + 0.11  -26.57 + 0.67
N (Bindungsstellen) 0.919 + 0.001 1.046 =+ 0.007

Die Titration von CealA mit Glucose (blau) oder Glucosamin (rot) (jeweils 5 mM in SEC-
Puffer) hingegen lieferte keine signifikante Bindung (Abbildung 4.7), was den Einfluss der
Acetylgruppe (orange) auf die Bindung unterstreicht. Ebenfalls die vom Glycan-Array sugge-
rierte Bindung von CealA an Neu5Ac (schwarz) zeigte kein Signal (5 mM in SEC-Pulfter).
Hierbei konnte eine unvollstindige Synthese bzw. Kettenabbriiche der synthetischen Glycane
auf dem Chip fiir die falsch-positiven Ergebnisse verantwortlich sein; jede dieser Ketten zeigt
an den Positionen 3-5 ebenfalls ein GIcNAc.
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Abbildung 4.7 — ITC-Experimente mit weiteren Sacchariden. A: Um den Einfluss der funktionellen Gruppen von
GlcNAc auf die Bindung zu zeigen wurde Glucose (blau), Glucosamin (rot), und N-Acetylneuraminsiure (schwarz)
zu CealA gegeben. B: Die Bindungswirmen (oben) sowie -isothermen (unten) zeigen deutlich den Einfluss der N-
Acetylgruppe (orange) auf die Bindung,
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4.2.3 Kiristallisation von Cea1A und Strukturlésung mittels molekularen
Ersatzes

CealA konnte bereits zuvor erfolgreich als Apoprotein kristallisiert werden. Das Streuvermo-
gen der Kristalle war allerdings nicht ausreichend um die Struktur 16sen zu kénnen. Hierbei
konnte bei einer Auflésung von ~4 A eine Vollstindigkeit von lediglich knapp 25% erzielt

werden!®.

Die Zugabe von 5 mM der in Glycan-Array- und ITC-Analysen als passende Liganden identi-
fizierten Saccharide GlcNAc bzw. Chitobiose in Kombination mit 5 mM CaCl, fiihrte da-
raufhin zur Bildung dreidimensionaler, orthorhombischer Kristalle in den Bedingungen 60
& 87 des kommerziellen Screens MBC II bei 4 °C. Zusammen mit Chitobiose konnten wei-
terhin nadelformige Kristalle in Bedingung 82 dieses Screens erhalten werden (Tabelle 4.3).
Bei allen Kristallisationsexperimenten wurde CealA in einer Konzentration von 15-

30 mg/mL in SEC-Puffer verwendet (Abbildung 4.8).

Tabelle 4.3 — Kristallisationsbedingungen von CelA.

MBC #60 MBC #82 MBC #87
MgCl, 100 mM NaOAc 200 mM Li,SO4 500 mM
NaCl 100 mM MES 100 mM | PEG 8000 10%

Nascitrat 100 mM pH 6.5 - -
pH 35 | PEG8000  10% - -
PEG 4000 12% - - - -

Mikroseeding mit Kristallen aus Bedingung 60 sowie Reproduktion & Verfeinerung der Be-
dingung im 24 well / hanging drop Maf3stab fithrte zu dreidimensionalen, orthorhombischen

Einkristallen mit einer Grofle von bis zu etwa 200 pm.

b

Abbildung 4.8 — Kristalle von CealA. A: Nadelférmige Kristalle aus Bedingung 82. B: Kleinere orthorhombische
Kristalle aus Bedingung 87. C: Grofle dreidimensionale, orthorhombische Kristalle aus Bedingung 60. D: Kristalle
nach Optimierung und Mikroseeding. Gréflenmafistab A-C: 100 pm; D: 200 pm.

Mit diesen Kokristallen von CealA mit beiden Zuckern wurden nach initialer Charakterisie-
rung an einer inhouse Rontgenquelle Datensitze im Auflosungsbereich bis ~1.7 A am BESSY
II-Synchrotron aufgenommen (siche Tabelle 4.4). Die Integration und Datenreduktion wur-

de mit XDS sowie XSCALE durchgefiihrt und Testreflexe aufgrund der vorhandenen nicht-
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kristallographischen Symmetrie in diinnen Aufldsungsschalen mit DATAMAN ausge-

W:,ihlt277,298

Tabelle 4.4 — Datensammlungsstatistik von CealA-Kokristallen.

CealA*GIcNAc CealAe«Chitobiose

Datensatz MKI113 MK120
Datum 25.05.2012 16.11.2012
Rontgenquelle BESSY II BL14.1 BESSYII BL14.3
Detektor MARmosaic 255 mm
Temperatur (K) 100 K
Wellenlinge (A) 0.91841 0.89120
Raumgruppe P2,2,2, P2,2,2;
ZellmaRe (A)
a 102.34 101.70
b 106.21 105.35
c 107.60 106.47
o,p,y 90°, 90°, 90° 90°, 90°, 90°
Molekiile / a.s.u. 4 4

) ., 19.84-1.66 19.98-1.75
Auflosung (A) (1.75-1.66) (1.84-1.75)
Beobachtete Reflexe 797571 423782
Multiplizitat 5.8 (5.8) 4.0 (4.0)
Einzigartige Reflexe 137801 106663
Reerge (%) 9.9 (59.0) 9.9 (52.3)
Vollstindigkeit (%) 99.6 (100.0) 92.7 (95.3)
Mittleres I/o(I) 14.9 (3.3) 12.4 (2.8)
Mosaizitit (°) 0.12 0.09
Wilson B-Faktor (A?) 10.7 8.9

Aufgrund der aus der phylogenetischen Analyse zu erwartenden strukturellen Ahnlichkeit zu
den bekannten Adhisin-Strukturen von Flo5A und EpalA wurde eine Losung des Phasen-
problems mittels molekularen Ersatzes in phaser versucht®®. Hierzu wurde auf EpalA (PDB-
ID: 4ASL) als Suchmodel zuriickgegriffen, da wie in Abbildung 4.2 A&B zu erkennen ist,
CealA eine hohere Ahnlichkeit auf Primirsequenzebene zu EpalA als zu FloSA aufweist
(43% vs. 40%). Des Weiteren konnte aufgrund des Alignments erwartet werden, dass, wenn

keine Subdomine in CealA vorhanden ist, die Faltung vergleichbar mit EpalA sein sollte.

Die Verwendung des vollstindigen Models von EpalA™" und der Primérsequenz von CealA
in phaser’™ fihrte auch mit unterschiedlichen Suchparametern und Auflésungsgrenzen nicht
zum gewiinschten Erfolg (Abbildung 4.9 A). Hauptsichlich fithrte das Suchmodell zu haufi-
gen Zusammenstoflen in der Kristallpackung, weshalb keine geeignete Losung erhalten wer-

den konnte. Um dies zu umgehen, wurden alle flexiblen Bereiche, wie Loops L1-L3, sowie

™" Die Vollstindigkeit ist hier nur auf die Polypeptidkette bezogen; um den Einfluss der Phasen des genutzten
Models so gering wie moglich zu halten, wurden alle anderen Atome entfernt.

85



Ergebnisse

der Bereich der Termini mit dem konservierten CC-Motiv entfernt (Abbildung 4.9 B). Das
somit nur noch aus dem B-Sandwich bestehenden Model fiihrte ebenfalls zu keiner Losung.
Das primire Problem in diesem Fall war, dass das Suchmodel nicht korreke platziert werden
konnte; offenbar beschreibt dieses Kernmotiv die Struktur nicht ausreichend um eine eindeu-
tige Anordnung zu erhalten. Somit wurde die Verbindung der Vorziige beider Modelle, még-
lichst dhnliche globulire Form bei gegebener Freiheit auf Ebene der flexiblen Bereiche, getes-
tet. Dies sollte quasi @ minori ad maius von einer moglichst erfolgreichen Platzierung der 4
Molekiile in der asymmetrischen Einheit ebenfalls zu wenigen bzw. keinen Zusammenstof3en
in der Packung fithren. Dazu wurde mittels modeler9v7** ein Homologiemodell von CealA

auf Basis von EpalA erstellt und die flexiblen Bereiche bis auf die Fixierung der Termini ent-

fernt (Abbildung 4.9 C).

flexible
> Loops B c
B-Sandwich

Abbildung 4.9 — Modelle fiir den molekularen Ersatz. A: Zu Beginn wurde auf ein vollstindiges Modell von EpalA
zuriickgegriffen (PDB-ID: 4ASL). Dies fiihrte zu einer groflen Anzahl von Zusammenstéfen in der Kristallpackung.
B: Stark bearbeitetes Modell, bei welchem folgende Bestandteile entfernt wurden: flexible Loops, Termini & CC-
Motiv zur Fixierung der Termini. Auch dies fithrte nicht zur Lésung des Phasenproblems C: Die Verwendung eines
Homologiemodells von CealA auf Basis von EpalA mit entfernten flexiblen Bereichen aber erhaltenem CC-Motiv
fithrte zum Erfolg.

Mit einer maximal genutzten Auflésung von 3.5 A konnte damit eine einzige Losung in der
Raumgruppe P2,2,2; erhalten werden. Zwar wurden keine Zusammenstf3e in der Kristall-
packung entdeckt, die erhaltenen Translations-Z-Werte (TFZ) fur die 4 Molekiile waren al-
lerdings eher gering. Werte zwischen 5-6 weisen generell darauf hin dass eine korrekte Lo-
sung cher noch unwahrscheinlich ist, hier wurden Werte von 5.5, 4.9, 5.4 & 5.1 fiir die ein-
zelnen Molekiile erhalten. Eine Inspektion der erhaltenen Elektronendichtekarte zeigte den-
noch eine gute Korrelation mit dem von phaser generierten Model. Dessen Korrektheit konn-
te durch erfolgreiche Verfeinerung (Ruon=17.1%; Rgee=20.2%; Tabelle 4.5) und vollstindige
Beschreibung der Elektronendichte bestitigt werden. Die Ursache der geringen statistischen
TFZ-Werte dieser ,,borderline”-Losung wurde bei detaillierter Untersuchung der endgiiltigen

Struktur ersichtlich.
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Tabelle 4.5 — Verfeinerungsstatistik fiir Ceal A-Komplexe.

CealA*GIcNAc CealAe*Chitobiose

Auflésung (A) 19.84-1.66 19.99-1.75
Ruvorks Reree (%) 17.07, 20.21 18.26, 21.14
Reflexe (Arbeits-, Test-) 135716, 2084 105044, 1619
Vollstindigkeit (%) 99.46 92.20
r.m.s.d.

Bindungslingen(A) 0.011 0.012
Bindungswinkel (°) 1.57 1.63
Anzahl Atome 7996 8035
Mittlerer B-Wert (A% 16.28 14.98

4.2.4 Die Struktur von CealA

Der molekulare Ersatz lieferte eine Losung mit 4 Molekiilen in der asymmetrischen Einheit.
Diese sind mit einer pseudo-222-Punktsymmetrie antiparallel zueinander angeordnet
(Abbildung 4.10) und unterscheiden sich aufgrund individueller Kristallkontakte mit einem
maximalen r.m.s.d. von 0.22 A nur sehr geringfiigig voneinander. Diese Differenzen be-
schrinken sich zudem bis auf die Seitenkettenkonformation von Arginin 206 in der Bin-
dungstasche nur auf den Bereich der Termini. Daher erfolgt die weitere Betrachtung anhand

des Referenzmolekiils A.

Abbildung 4.10 — Orientierung der 4 Molekiile der asymmetrischen Einheit. Die Ceal A-Molekiile bilden in crystallo
cin pseudo-222-punktsymmetrisches Tetramer. Die Molekiile unterscheiden sich aufgrund individueller Kristallkon-
takte nur geringfiigig voneinander.

Als Mitglied der PA14-Dominenfamilie zeigt CealA ein ausgeprigtes B-Sandwich. Dieses
strukeurell konservierte Motiv besteht aus 10 B-Stringen, wobei ein 6-stringiges -Faltblatt
(B3B2B5PB12P7P10) gegen ein kleineres 4-stringiges B-Faltblate (34/14B13B6P11) gepacke
ist (Abbildung 4.11). Neben dem DecisD-Motiv in CBL1 (Inlay, hellbraun), welches ein

Ca*-Ion in Kombination mit einem Asparagin aus CBL2 koordiniert (Inlay, dunkelbraun),
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formt letzterer zusammen mit den flexiblen Loops L1-L3 die Bindungstasche. Die in diesen
Bereichen exponierten Aminosduren sorgen fiir die Spezifitit und in Kombination mit dem
durch das DeisD-Motiv komplexierte Ca**-lon fiir die Affinitdt der C-Typ Lektin-artigen
Bindung an /V-Acetylglucosamin (GlcNAc).

Disulfidbriicken /
l”
]

Stielférmige
Verldngerung

nm v

cBL2 A|L[E|R

Abbildung 4.11 — Die Struktur von CealA. Neben dem konservierten p-Sandwich und den Disulfidbriicken zeigt
CealA eine spezifische stielfsrmige Verlingerung (orange hinterlegt). Der Loop CBL1 (hellbraun) komplexiert mit
Hilfe des DdsD-Motivs ein Ca?*-Ion (ocker) iiber welches der Ligand GlcNAc (blau) gebunden wird. Hauptsichlich
die Reste aus CBL2 (dunkelbraun) vermitteln die Selektivitit und die Hauptinteraktionen mit dem terminalen Zu-
cker.

Der hypervariable Loop L1 zeigt, wie in Flo5A und Lg-Flo1A, keine Disulfidbriicke zur Fi-
xierung von L1 an L2, wie diese in EpalA vorkommt. Die Mobilitit von L1 wird in CealA
jedoch durch einen hydrophoben Bereich zwischen diesem und der PA14-Domine selbst
eingeschrinke (Abbildung 4.12 A). Die Disulfidbriicke zur Fixierung dieses Loops L1 in
EpalA ist aufgrund seiner Linge offenbar nétig um dessen Beitrag zur Form der Bindungs-
tasche zu erhalten. Der zweite flexible Loop (L2) enthilt keine Flokkulin-artige Subdomine,
er ist im Vergleich der kiirzeste. Ein weiterer Unterscheid kann in L3 festgestellt werden.
Dieser weist eine deckelférmige Konformation auf und umschlief3t das terminale Saccharid
und die Bindungstasche. In FloSA und Lg-Flo1A hingegen ist dieser Loop vom Liganden
weggeklappt und zeigt nur einen untergeordneten Beitrag zur Erkennung des Glycans.
EpalA trigt an dieser Stelle einen in der Epa-Familie konservierten Tryptophan-Rest, wel-

cher direkt in die Interaktion mit Galactosiden eingebunden ist.

Fiir Flo5A wurde eine Stabilisierung des DeisD-Motivs durch eine Wasserstoftbriicke zwi-

107 In

schen einem Tyrosin im f-Sandwich und dem Peptidriickgrat des Motivs beobachtet
CealA ist dieses Y222 gegen ein F200 ausgetauscht, welches den Einfluss dieser Wasserstoff-

briickenbindung in Frage stellt (Abbildung 4.12 B).
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L1~ L61°% Bereich

Abbildung 4.12 - Strukturelle Details von CealA. A: Hydrophober Bereich zur Fixierung von L1. Die Struktur ist
anhand der EISENBERG schen Hydrophobizititsskala eingefirbe®!!. B: Stabilisierung des D aisD-Motivs im Vergleich
zu Flo5A.

Ein einzigartiger struktureller Bestandteil stellt die stielfsrmige Verlingerung des Bereiches
um die beiden Termini dar. Obwohl die Cysteine, welche die beiden konsekutiven Disulfid-
briicken bilden, hochkonserviert sind, zeigt sich eine alternative Faltung in CealA im Ver-
gleich mit anderen bekannten Adhisinstrukturen mit PA14-Domine. Statt eines helika-
len/loop-formigen Bereiches wird der Ubergang zur repetitiven B-Region in diesem Fall aus-
gehend von B7 tiber B8-B9 als B-Schleife geformt (Abbildung 4.13 A & B). In EpalA sowie
in den weiteren bekannten Strukturen ist diese Region in der Regel als kurze a-Helix oder als
Loop-Bereich direkt am B-Sandwich fixiert. Als Resultat ergibe sich ein Winkel von etwa 55°
zwischen A- Domine und B-Region in CealA. Diese unvorhersehbare Konformation bzw.
die Ausbildung dieser kleinen Subdomine stellt vermutlich den Grund fiir den grofien Anteil

der suboptimalen Statistiken bei der Losung des Phasenproblems mittels molekularen Ersat-

zes dar.
A ,"N CealA B c EpalA
' &Y
W T
y —[2? B \C1e0
Y. ™ stielférmige .
/ B-Schieife a-helikaler
! Bereich

Abbildung 4.13 — Die Bereiche der Termini von CealA und EpalA. Im Vergleich fillt der unterschiedliche Verlauf
im Bereich der Fixierung iiber das CC-Motiv auf. Wihrend CealA eine B-Schleife zeigt, welche einen Winkel zwi-
schen der A-Domine und der B-Region von etwa 55° erzeugen wiirde, ist in EpalA sowie in den anderen bekannten
Strukturen von Adhisinen mit PA14-Dominen ein a-helikaler Bereich zu finden, welcher die Termini in eine ande-
re Orientierung bringt.

Nachdem bereits die globale Analyse der Struktur Alleinstellungsmerkmale zeigt, verdeutlicht
eine eingehende Betrachtung des Bindungsmodus von CealA an GIcNAc/Chitobiose die
Eigenstindigkeit des neu entdeckten Adhisin-Subtyps. Die Bindung des Liganden wird

durch ein komplexes Netzwerk aus Wasserstoftbriickenbindungen und elektrostatischen
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Wechselwirkungen herbeigefithrt (Abbildung 4.14 A & B). Neben dem Ca*-Ion (ocker),
welches durch das DcisD-Motiv sowie N202 aus CBL2 fixiert ist, wird die Bindung des ter-
minalen GlcNAc hauptsichlich durch die Reste in CBL2 vermittelt. In Position I-IV von
CBL2 sind dies die Aminosiuren A203, 1.204, E205 & R206.

A N175 2|

~

Abbildung 4.14 — Blick in die Bindungstasche von CealA. A: Die Bindung von GIcNAc fiihrt zur Ausbildung eines
komplexen Netzwerkes aus Wasserstoffbriickenbindungen sowie ladungsgesteuerten und hydrophoben Interaktio-
nen. B: Durch die Bindung der dimeren Chitobiose wird der sekundire Zucker ebenfalls in die Wechselwirkungen
integriert, obwohl die Anzahl der direkten Kontakte mit dem zweiten Zucker untergeordneter ist. Die Chitobiose ist
mit SigmaA-gewichteter 2Fus-Fai-Elektronendichte gezeigt (Konturierungsgrad 1.20).

Wihrend A203 und L204 einen hydrophoben Bereich der Bindungstasche bilden um mit
dem Kohlenstoffatom in Position 6 des GlcNAc zu interagieren, zeigt die restliche Tasche
einen eher polaren Charakter. Eine Riickschau
auf die globalen Eigenschaften von CealA zeigt
dariiber hinaus eine Hiufung positiver Ladung
in der Nihe der Bindungstasche wie diese bei
keinem der anderen Adhisine beobachtet wurde,
obwohl der berechnete pl 5.23 betrigt®
(Abbildung 4.15). Im Vergleich zu Flo5A ist in
der Nihe der Bindungstasche eher eine Hiufung

negativer Ladungen zu beobachten. Dies ver-

Abbildung 4.15 — Elektrostatische Oberfliche von stirkt den Eindruck einer primir polaren Wech-
CealA. Die mit APBS bei 0.15 M NaCl berechnete
Oberfliche zeigt dass die Bindungstasche von einem
Bereich positiver Ladung umgeben ist. dem Stickstoffatom des acetylierten Amids wih-

selwirkung. Hierbei interagiert E205 direkt mit
rend R206 gemeinsam mit W92 aus L2 eine

Wasserstoftbriickenbindung zur Acetylgruppe beisteuert. Die Indolgruppe von W92 bildet
eine kleine, hydrophobe Interaktionsfliche welche direkt in Richtung des Acetyl-Kohlenstoffs
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orientiert ist. Der flexible Loop L3 spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Bindung des
Glycans. Er zeigt eine Konformation, welche die Bindungstasche von oben wie ein Deckel
gegen Losungsmittel abschirmt. K172 interagiert zum Einen direkt mit der 6-OH-Gruppe
und trigt zum Anderen zu einem komplexen Wasserstoffbriickennetzwerk tiber und um den

monomeren Liganden herum bei.

Der zweite GIcNAc-Rest in Chitobiose fiihrt zur Substitution einiger in Wasserstoftbriicken
eingebundener Wassermolekiile. Hierbei wird allerdings auch deutlich, dass die Interaktions-
fliche zwischen dem sekundiren Zucker und CealA, abgesehen von einer Interaktion mit
N175, eher klein ist. Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen des Glycan-Array und zeigt
damit, dass die Selektivitit diesen zweiten Rest betreffend eher untergeordnet ist. Die in Ab-
bildung 4.14 B dargestellte Elektronendichte der Chitobiose zeigt dariiber hinaus deutlich,
das neben dem terminalen GlcNAc auch das sekundire Saccharid sehr geordnet und rium-

lich fixiert in der Bindungstasche vorliegt.

Im Vergleich des Bindungsmodus von CealA mit der Situation in Flo5A und EpalA fillt
auf, dass die Orientierung des GlcNAc der Position der Mannose in Flo5A sehr stark dhnelt
(r.m.s.d. des Hexosenrings 0.3 A, Abbildung 4.16 A).

I v B L v

Abbildung 4.16 — Der Bindungsmodus von CealA im Vergleich. A: Die Orientierung des primiren Zuckers in
Flo5A (griin) und CealA (orange) ist sehr dhnlich, wihrend die Orientierung des zweiten Rests sich aufgrund der
unterschiedlichen glycosidischen Bindung (a1,2 in mannobiose und P1,4 in Chitobiose) stark unterscheidet. B:
Zwar ist die Anordnung des gebundenen Saccharids in EpalA (grau) deutlich abweichend von der Position von
GlcNAc in CealA, doch ist der flexible Loop L3 in beiden Adhisinen in eine direkte Interaktion mit dem Ligand
eingebunden.

Position I und II in CBL2 sind 3hnlich, sie bilden in beiden Adhisinen einen hydrophoben
Bereich zur Bindung des Hexosen-C-6-Kohlenstoffs. Der groffte Unterschied ist in den bei-
den nichsten Positionen zu finden. Wihrend Flo5 in Position III ein kleines Serin zur Bin-
dung der o-Mannobiose trigt, ist in CealA an dieser Stelle ein groflerer Aspartatrest zu fin-
den, welcher die Bindung dieses Disaccharids sterisch verhindern wiirde. Ebenfalls fehlt ein

Pendant zu Q117 aus der Flo5-Subdomine, welches ebenfalls mit der glycosidischen Bin-
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dung interagiert. Die Situation in Position IV ist vice versa. In Flo5A findet man an dieser
Stelle ein volumindses Tryptophan, welches in Kombination mit Q98 aus seiner Subdomine
diesen Bereich der Tasche stark abschirmt und damit die Bindung an GlcNAc oder ManNAc
sterisch hindern wiirde. CealA hingegen besitzt an dieser Stelle einen flexiblen Arginin-Rest
in einer Konformation welche die spezifische Interaktion mit der Acetylgruppe des Liganden
erlaubt. Das bereits zuvor angesprochene, konservierte Lysin im flexiblen Loop L3 nimmt im
Gegensatz zu Flo5A in CealA direke an der Bindung teil. Die Konformation des Loops in
Flo5A verhindert eine direkte Interaktion mit gebundener Mannose und exponiert die Bin-

dungstasche viel stirker gegeniiber dem Losungsmittel.

Im Vergleich mit der zweiten strukturell literaturbekannten Familie der epithelialen Adhisi-
ne'*® zeigt sich eine um 180° entlang der glycosidischen Bindung rotierte Position der Hexose
(Abbildung 4.16 B). In diese Orientierung wird die Galactose durch die Interaktion mit
W198 aus L3 gezwungen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass dieser Rest essentiell fiir die
korrekte Ligandenerkennung und Bindung ist. Interessanterweise nimmt dieses Tryptophan
die gleiche rdumliche Position ein wie K172 in CealA. Umgekehrt unterscheidet sich die
Zusammensetzung von CBL2 sehr stark zwischen EpalA und CealA. So trigt EpalA an Po-
sition I anstatt eines hydrophoben Restes ein Arginin, welches damit die Bindung von
GlcNAc in der gegeben Orientierung ausschlieflen wiirde. Kein Pendant in Flo5A und
EpalA hat hingegen W92 aus L2, welches zur Bindung der Acetylgruppe beitrigt.

Es bleibt festzuhalten, das CealA Charakeeristika beider Adhisin-Subtypen zeigt, allerdings
einen komplett eigenstindigen Bindungsmodus entwickelt hat. Die phylogenetische Einord-

nung in einen neuen Subtyp wird hierdurch funktionell sowie strukturell untermauert.
4.2.5 Die CealA-vermittelte Chitin-Bindung von S. cerevisiae

A CealA B AA-Doméne
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Abbildung 4.17 — Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zu CealA. A: Immunfluoreszente Anfirbung zur
Lokalisation des chimiren Adhisins. B: CealA vermittelte Adhision an Chitin-Beads.

92



Ergebnisse

Zur Untersuchung der Effektivitit der Erkennung von V-
Acetylglucosamin und damit chitinésen Polymeren durch Ceal in
vivo wurde dessen A-Domine als Fusionsprotein mit der B- und C-
Domine von Flol11 auf S. cerevisiae Zellen des Stamms RH2520
prisentiert (BHUM2297; sieche Abschnitt 3.6.4). Die korrekte Lo-
kalisation dieses chimiren GPI-CWP in der Zellwand wurde mit
Hilfe von immunfluoreszenter Anfirbung eines amino-terminal co-
dierten 3xHA-7ags und konsekutiver Mikroskopie bestitigt
(Abbildung 4.17 A). Ein Expressionsplasmid, welches lediglich zur
Prisentation der B- und C-Domiine fiihrte (AA) diente in den nach-
folgenden Experimenten als Negativkontrolle. Die mit der
CealA/Flo11BC-Chimire modifizierten Zellen adhirierten nach
Inkubation und multiplen Waschschritten stark an mit Chitinase
behandelten Chitin Beads (Abbildung 4.17 B). Die Variante mit De-
letion der A-Dominen hingegen zeigte weder eine initale Adhision
an die Chitin Beads noch eine groflere Anzahl an Zellen nach dem
Waschen der Beads.

Die Ceal A-pisentierenden Zellen waren nicht in der Lage an unbe-
handelte Beads zu binden (Abbildung 4.18 A). Dies untermauert
zum Einen, dass die beobachtete Adhision durch die C-Typ-Lektin-
artige Bindung von CealA vermittelt wird und keine unspezifische
Erkennung der Struktur des polymeren, nicht-kristallinen Chitins
auftritt, zum Anderen allerdings auch, dass nicht-reduzierende
GlcNAc-Termini fir die Bindung benétigt werden. Die Beobach-
tung das die Zellen nach Inkubation, dreimaligem pelletieren und
waschen noch in der Lage sind an den Beads gebunden zu bleiben,
deckt sich mit den Ergebnissen der ITC-Messungen, welche eine
Affinitit im mikromolaren Bereich anzeigte. Die Auszihlung der
adhirierenden und freien Zellen quantifiziert den Einfluss der
CealA Domine zudem. Es zeigte sich, dass pro 0.54 mm?* groflem
Bildausschnitt etwa durchschnittlich 1100 statt 100 Zellen an Chitin
Beads binden, wenn sie die CealA-Domine auf der Oberfliche tra-
gen (Abbildung 4.18 B). Dariiber hinaus ist bei diesen Zellen die
Bildung von mikroskopisch beobachtbaren Zellaggregaten zu be-
obachten; im Gegensatz zu Zellen mit fehlender A-Domine
(Abbildung 4.18 C). Die Zellwand von Hefen besteht aus einer ba-
salen Schicht Chitin welche auf dem Grof3teil der Zelloberfliche
durch P1-3-verkniipfte Glucane und stark mannosylierte Proteine

verdeckt ist’'*#'3. Da diese unterste Schicht an begrenzten Flichen

CealA & unverdaute Beads

B

1600

1400{ IMFrei
TE Beads
g 1200
<
9 1000
[=]
—
T 800
(]
N
T 400
N

200.

|
0
AA  CealA

AA-Doméne

CealA +25 mm EDTA

204

Abbildung 4.18 — Weitere
mikroskopische Untersu-
chungen. A: Unbehandelte
Beads bieten keine Bindungs-
stellen fiir CealA. B: Quanti-
fizierung adhirierender Zel-
len. C: Bildung mikroskopi-
scher Aggregate.

93



Ergebnisse

wie SprofSnarben und der Geburtsnarbe von Zellen zu Tage tritt, kann durch CealA-
vermittelte Adhision die Bildung mikroskopisch kleiner Zellaggregate méglicherweise ausge-

314

16st werden®'. Die Aggregate konnten ebenfalls das Resultat von CealA-induzierter unvoll-

stindiger Ablosung von Tochterzellen sein.
4.2.6 Produktion, Isolation und Aufreinigung von PpFlo1A

PpFlo1A, ein zweiter Vertreter des Pichia-Subtyps wurde zur weiteren Charakeerisierung die-

ses phylogenetisch eigenstindigen Subtyps untersucht.

L1
PpFlolA QESGDGDISDSAYACDI|I .DATRYDGFNATIYEFQPGDGRLT 65
CealA DDSGNGDNSDTAYGCDI . TTNAVDGFDATIYQYNANDLRLI . 62
Flo5A AT .. ... .. ... EACLP. AGQRKSGMNINFYQYSLKDSSTY . 54
EpalA ASK .DPTTFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDFRKKGSYP 77
L1
PpFlo1A . . . . .. RDPVFMSTGYLNRTQLHSITGVTD.PGFSIY .. ... 95
CealA . ... .. RDPTFMSTGYLGRNVLNKISGVTV.PGFENIW. .. .. 92
FloBA . . . . .. SNAAYMAYGYASKTKLGSVGGQTD . ISIDYNIPCVS 89
EpalA CWDAAYLDPNYPRTGYKSHRLLAKVDGVTGNINFYYHAT . .. 116
Flo5-Subdoméne / L2
PpFlo1A . . . . . .. TP.GVP . TTTLYGI 107
CealA . . . . e NP.SSR.TATVYGV 104
Flo5A SSGTFPCPQEDSYGNWGCKGMGACSNSQGI .AYW.STDLFGF 129
EpalA . . . . .. KGCTPQLGHLPASYNYPK 134
CBL1
PpFlolA PNVNWENLLLELKGYFRAEVSGDYGLSLRNI SAILFFGKE 149
CealA KNVNYYNMVLELKGYFKADVSGDYKLTLSHI SSMLFFGKE 146
Flo5A YTTPTNVTLEMTGYFLPPQTGSYTFSFATYV SAILSVGGS 170
EpalA .PLTMTNFTMLLYGYFRPKVTGFHTFTISA. LLFVNFGAG 174
L3

PpFlolA TAFQCCNENSIS NEASTDYSLFTIFRQEGDETTNLDSFTYT 190
CealA TAFKCCDAGSIPLNEAPTDYSLFTI...KPSNQVNSEVISAT 185
Flo5A |AFECCAQEQPPIT. . .STNFTINGI KPWDGSLPDNITGT 207
EpalA NAFDCCRRDSSADH FGNYQAYAI WGS .. KTAKDELT 208

CBL2
PpFlolA QYLEAGKYYPVRTFFV RHAVFNFTMTLPDGT.ELTDFHN 231
CealA QYLEAGKYYPVRIVFYV ERARFDFKLTIPSGA.VLDDFQN 226
Flo5A VYMYAGYYYPLKVVYS SWGTLPISVELPDGTTVSDNFEG 249
EpalA VHLDAGVYYPIRLFYN YDGALSFTFKTESNENTVSDFSE 250

v
PpFlolA Y| YQFGA.LDEEQC...QA 246
CealA YIYQFGD.LDENSC. . . .HE 241
Flo5A YVYSFDDDLSQSNCTIPDP 268
EpalA YFFSLDD.T.EEGCPGLIS 267

Abbildung 4.19 — Multiples Sequenzalignment zwischen PpFlo1A, CealA, Flo5A und EpalA

Trotz der erhdhten Sequenzidentitit von 59% zwischen PpFlo1A und CealA zeigt ein mul-
tiples Sequenzalignment von PpFlolA mit weiteren Adhisinen Differenzen innerhalb des
Pichia-Subtyps sowie zwischen den Subtypen auf (Abbildung 4.19). Neben der unterschied-
lichen Zusammensetzung von CBL1 und CBL2 sind auch die Loops, welche die Bindungs-
tasche formend, variabel in Sequenz und Linge. Dies wird vor allem an Loop L3, welcher
tiber der Bindungstasche liegt, deutlich. Dieser erscheint in PpFlo1A am lingsten. Dariiber
hinaus scheint sich PpFlo1A durch dasselbe Disulfidbriickenmuster wie CealA auszuzeich-
nen und es tragt keine Flokkulin-artige Subdomine. Die hohe Sequenzidentitit spiegelt sich
daher eher in Bereichen wieder, welche nicht direkt in an der Ligandenerkennung beteiligt

sind.
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Die heterologe Produktion von PpFlolA erfolgte nach dem fiir CealA o
L S
etablierten Protokoll. Das putative Adhisin konnte hierbei ebenfalls tiber KDal éq’&i”'&o""&

Ni-NTA-Affinitdtschromatografie und anschlieflende Grofienausschluss-
chromatografie gereinigt werden (Abbildung 4.20). Wie zuvor beschrie- 4,
ben, konnte bei PpFlo1A, im Gegensatz zu CealA, keine Bindung an die 457
Sdulenmatrix wihrend beiden chromatografischen Schritten beobachtet
werden'”. Die Produktion, Isolation und Reinigung des Adhisins konn- 164
te erfolgreich optimiert werden, sodass nach Groflenausschlusschroma- 444

tografie bis zu 100 mg monomeres, homogenes PpFlo1A pro Liter Ex- Abbildung  4.20 -

. Chromatografische
pressionskultur erhalten werden konnten. Reinigung von

PoFlol1A
4.2.7 Studien zur Funktion von PpFlo1A

Da zu Beginn dieser Arbeit dieses Adhisin, ebenso wie CealA, weitgehend unbekannt war,
konnte auch kein Riickschluss auf die vermutliche Funktion gezogen werden. Da das multip-
le Sequenzalignment auf eine Verwandtschaft mit den zuvor untersuchten PA14-Dominen
GPI-CWP’s hinwies, wurde mittels Glycan-Array Analyse versucht einen kompatiblen Lig-
anden fiir PpFlo1A zu finden. Trotz der zweimaligen unabhingigen Durchfithrung von Sex-
tett-Messungen fiir jedes Glycan konnte keinerlei messbare, nicht fehlerbehaftete Fluoreszenz
gemessen werden (Abbildung 4.21). Dies wurde beispielsweise an Glycan 401 deutlich; hier
lag die gemessene Fluoreszenz bei 273 REU (Relative Fluorescence Units), der Fehler allerdings
bei 492 RFU.

PpFlo1A 200 pg/mL

2000

1000

Relative Fluoreszenz
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Abbildung 4.21 — Glycan Array Analyse von PeFlo1A. Es konnte hierbei keine Bindung an cinen Zucker des Chips
gemessen werden.

Hierbei kommen mehrere Dinge in Frage, welche fiir dieses Ergebnis verantwortlich sein
kénnten. Neben dem Fall, dass es sich bei PpFlolA (7) nicht um ein lektinartiges Adhisin
handeln kénnte, kam in Frage, dass (i7) die Konzentration des Liganden eine ausschlagge-
bende Rolle spielt und in diesem Fall die Bindung nicht beobachtet wurde. Weiterhin be-
stand die Méglichkeit das PpFlol1A (i) nicht aktiv war, sei dies aufgrund fehlendem Ca*
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oder einem unzureichenden pH-Bereich oder (i) der passende Ligand nicht auf dem Chip

vorlag.

Dieselbe Charge fluoreszenzmarkierten PpFlolAs wurde in Interaktionsstudien mit
S. cerevisiae und P. pastoris Zellen verwendet um eine mogliche Funktion von PpFlo1A weiter
eingrenzen zu konnen. Hierbei wurde das markierte Protein auf immobilisierte Zellen beider

Spezies gegeben, nach Inkubation gewaschen und die Proben fluoreszenzmikroskopisch un-

tersucht (Abschnitt 3.6.3).

S.cerevisiae S288c P.pastoris GS115 P.pastoris DSMZ 70382

Abbildung 4.22 — Fluoreszenzmikroskopische Untersuchen zu PpFlo1A. Nach der Inkubation fluoreszenzmarkierten
PpFlolA mit S. cerevisiac und P. pastoris Zellen zeigt sich bei etwa 5-10% der letzteren Fluoreszenz, wihrend diese
bei 8. cerevisiae nicht beobachtet werden konnte.

Wihrend etwa 5-10% der Zellen beider P. pastoris Stimme (GS115, DSMZ70382) Fluores-
zenz zeigten, konnte diese bei S. cerevisiae Stimmen nicht beobachtet werden (Abbildung
4.22). Die Aufnahmen kénnten darauf hindeuten, das PpFlo1A zur Wechselwirkung zwi-
schen Zellen einer bestimmten Subpopulation dient, welche das korrekte Substrat auf der
Oberfliche tragen. So ist bekannt, dass sich die Zusammensetzung der Zellwand bei Hefen
nicht nur mit der Spezies, sondern ebenfalls mit ihrem Zellstadium, ihrer Nahrung und iu-
Beren Faktoren dndern kann”"'537. SIM ez al., welche die Struktur von Lg-Flo1A studierten,
konnten zeigen, dass dieses Flokkulin offenbar eine Selektivitit fiir phosphorylierte Mannose
zeigt'®, welche ebenfalls in der Zellwand von Hefen beobachtet wird®?'#31%, aber nicht auf

dem Chip der Glycan Array Analyse vorhanden ist.

4.2.8 Die Struktur von PpFlo1A
Um zu kliren, ob es sich bei PpFlo1A wirklich um ein Adhisin mit PA14-Domine handelt

und wenn ja, welche strukturellen Eigenschaften es hat, wurden Versuche zur Kristallisation
und Réntgenstrukturanalyse durchgefithre. Wie fiir CealA konnten bereits in fritheren Ar-
beiten erste Kristalle erhalten werden'. Da diese nur untergeordnete Streuqualitit haupt-
sichlich aufgrund sehr starker anisotroper Streuung zeigten, wurde ein erneutes Screening
mit anschlieender Optimierung durchgefiihrt. Da kein zugehériger Ligand fiir PpFlo1A be-
kannt war, wurde die Kristallisation des Apoproteins versucht. Dies stellte sich als recht auf-
wendig heraus, da eine grofe Zahl Kristalle unterschiedlicher Kristallformen getestet und op-
timiert werden musste um einen ausreichend streufihigen Kristall zu erhalten. Dies mag da-

rauf zuriick zu fithren sein, das durch das Fehlen eines Liganden PpFlo1A nicht stark genug
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in seiner Flexibilitdt eingeschrinkt war um zur Ausbildung von gut streuenden Kiristallen zu

neigen.

Ein monokliner Kristall mit ausreichender Qualitit konnte durch Reproduktion von Bedin-
gung 42 des Screens JCSG Core I bei 18 °C und einer Konzentration von 30 mg/mL in
SEC-Puffer erhalten werden (Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6 — Kristallisati-
onsbedingung von PpFlolA.

JCSG Core I #42
MgCl, 200 mM
NaCaco 200 mM

pH 6.5

PEG 200 50%

Abbildung 4.23 - Kristallisation von
PpFlolA. Der markierte Kristall MK102
wurde zur Strukturbestimmung verwandt.
Gréflenmafstab: 100 pm.

Der etwa 100 pm grofle, dreidimensionale Einkristall (Markierung in Abbildung 4.23) wur-
de mit 20% Glycerin als Kryoschutz in fliissigem Stickstoff zum BESSY-II Synchrotron ge-

bracht und einem Réntgenbeugungsexperiment unterzogen.

Hier konnte ein vollstindiger Datensatz des Kristalls an Beamline 14.1 gesammelt werden
(siche Tabelle 4.7) und die Daten mit Hilfe von imosflm integriert und mit SCALA reduziert
werden”*?8, Aufgrund der vorhandenen nichtkristallographischen Symmetrie wurden die
Testreflexe auch hier in diinnen Auflésungsschalen mit DATAMAN gewihle®®.

Da ebenfalls wie im Fall von CealA eine enge strukturelle Verwandtschaft mit den phyloge-
netischen Subtypen der Flokkuline und epithelialen Adhisine vorausgesetzt wurde, wurde
eine Losung des Phasenproblems mittels molekularen Ersatzes versucht. Hierzu wurde ein
Model von PpFlolA auf Basis der Struktur von EpalA (PDB-ID: 4ASL) mit der Software
chainsaw erstell®. Die flexiblen Bereiche des Models, wie L1-L3, wurden in angemessener
Weise gekiirze und dieses in phaser bei einer maximalen Auflésung von 2.5 A verwande®.
Hierbei konnte eine einzige Losung in Raumgruppe C121 mit den TFZ-Werten 4.0 und 8.6
erhalten werden, welche in autoBuild zur Generierung eines ersten Models genutzt wurde®'.
Die Verfeinerung mit 5 alternierenden Runden Coor und REFMACS lieferte bisher einen
Ruork=21.3% und einen Rg.=25.25%. Weitere vorliufige Statistiken sind in Tabelle 4.8 gelis-

tet.
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Tabelle 4.7 - Datensammlungsstatistik des PpFlo1A — Kristalls.

Tabelle 4.8 — Verfeinerungsstatistik fiir PpFlol1A.

Die Anordnung der beiden Molekiile in der asymmetrischen Einheit entspricht einem
antiparallelen Dimer (Abbildung 4.24). Beide sind sich bei einem durchschnittlichen r.m.s.d.
von 0.085 A iiber 177 Cy,-Atome sehr ihnlich. Die Kontakte zwischen den Molekiilen
werden im Kiristall durch einen zusitzlichen B-Strang erzeugt, welcher keinem der beiden
Molekiile definitiv zugeordnet werden kann, da die Elektronendichte an den Enden des

Stranges abbricht. PpFlol1A besteht ebenfalls aus einem kompakten B-Sandwich, welches
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PpFlo1A
Datensatz MK102
Datum 25.05.2012
Rontgenquelle BESSY II BL14.1
Detektor MARmosaic 255 mm
Temperatur (K) 100 K
Wellenlinge (A) 0.91841
Raumgruppe C121
ZellmaRe (A)
a 79.94
b 103.19
C 72.10
a,B,y 90°, 113.51°, 90°
Molekiile / a.s.u. 2
Auflésung (A) (429'2677_ 22‘ '1155)
Beobachtete Reflexe 107631
Multiplizitit 3.7 (3.7)
Einzigartige Reflexe 29204
Reerge (%) 7.1 (56.1)
Vollstindigkeit (%) 100.0 (100.0)
Mittleres I/o(I) 11.7 2.4)
Mosaizitit (°) 0.19
Wilson B-Faktor (A2) 32.6
PpFlo1A
Aufldsung A) 39.41-2.15
Ruvotks Reree (%) 21.33,25.25

Reflexe (Arbeits-, Test-) 28187, 1005

Vollstindigkeit (%) 99.96
r.m.s.d.

Bindungslingen(A) 0.012
Bindungswinkel (°) 1.33
Anzahl Atome 3524
Mittlerer B-Wert (A% 34.3
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typisch fiir die pilzichen Adhisine dieser Familie ist. Dariiberhinaus ist ebenfalls in PpFlo1A

das konservierte DeisD-Motiv zu finden.

Abbildung 4.24 — Orientierung beider Molekiile der asymmetrischen Einheit. Die antiparallele Anordnung wird
durch die Wechselwirkung beider PpFlol1A-Molekiile mit einem einzelnen, nicht zuzuordnenden B-Strang stabili-
siert.

Neben dem DeisD-Motiv sind auch die flexiblen Loops L1-L3 zu erkennen, sowie CBL2 und
das Ca*-lon der Bindungstasche. Die Struktur einerseits beweist damit, das PpFlo1A sehr
wohl ein Mitglied der PA14-Dominen enthaltenden Lektin-artigen GPI-CWP’s ist, wih-
rend die Anwesenheit des Calcium-lons andererseits die Aktivitit des Proteins sicherstellen
sollte. Dariiber hinaus konnte von SIM ez al. fiir Lg-Flo1A eine Dissoziationskonstante von
etwa 14 nM fur das Ca*-Ion gezeigt werden'”. Dies widerlegt bereits zwei Annahmen der

negativen Glycan-Array Analyse.

Wihrend die flexiblen Loops L1 und L2 gut durch die Elektronendichte definiert sind, ist
die Position von L3 nicht so eindeutig. Dessen Riickgrat lief§ sich in Molekiil A noch darstel-

len, in Molekiil B ist die Position von L3 allerdings nicht gut abgegrenzt (gestrichelte Linie
Abbildung 4.24).

Interessant ist im Fall von PpFlolA die Orientierung der beiden Disulfidbriicken und die
Region der Termini (Abbildung 4.25). Diese entspricht hier der in Flo5A und EpalA gefun-
denen Helix-/Loop- Region. Dies bestitigt die Komplikationen der Lésung des Phasenprob-
lems fiir CealA, da bei PpFlol1A die Verwendung des EpalA-Models mit vorhandenem CC-

Motiv zum Erfolg des molekularen Ersatzes fiihrte.

99



Ergebnisse
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Abbildung 4.25 - Die Struktur von PpFlo1A. Neben dem konservierten B-Sandwich und den Disulfidbriicken trigt
PpFlolA einen stark verlingerten Loop L3. Die Region beider Termini bildet hier den aus den Flokkulinen und den
Epas gewohnten Verlauf. CBL1 (hellbraun) komplexiert mit Hilfe des DcisD-Motivs ein Ca?*-Ion (ocker) iiber wel-
ches hier in der apo-Form des Adhisins ein Glycerol gebunden vorliegt.

Der B-Strang, welcher den Kontake zwischen den Molekiilen A und B sicherstellt und kei-
nem der beiden eindeutig zuzuordnen ist, lisst sich durch Modellierung eines Histidin-
Hexapeptidst gut beschreiben; offensichtlich handelt es sich hierbei um den N-terminalen
Hexa-Histidin-7a¢. Die Interaktion iiber ein solch regelmifliges Element wird verstindlicher
wenn beriicksichtigt wird, dass der Kontakt von Molekiil A und B jeweils mit dem gleichen
B-Strang der PA14-Domine (B11) und damit anhand der gleichen Kristallkontakte tiber den
Hexa-His Strang erfolgt (Abbildung 4.26).

Molekil A

Abbildung 4.26 — Der einzelne PB-Strang der asymmetrischen Einheit. Die SigmaA-gewichtete 2FusFei-
Elektronendichte bei einem Konturierungsgrad von ¢ =1.0 zwischen den Molekiilen A & B deutet auf einen Teil
des Hexa-Histidin- Tags hin, welcher sich aufgrund der Symmetrie keinem der beiden Molekiile eindeutig zuordnen
lasst.

Die Bindungstasche zeigt deutliche Unterschiede zwischen PpFlo1A, CealA und den weite-
ren Adhisinen. Der flexible Loop L3 ist nicht nur der Lingste in den bekannten Strukturen,

er besteht dariiber hinaus aus einem noch unbekannten Sequenzmotiv. Tragen Epas einen
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konservierten Tryptophan-Rest und die meisten Flokkuline und CealA ein Lysin in L3, so
zeigt PpFlolA in dieser Position das ungeladene F174. L1 und L2 sind, wie in CealA, sehr
kurz im Vergleich zu beiden anderen Familien. Komplementir zu W92 in CealA trigt

PpFlo1A an dieser riumlichen Position Tyrosin 95.

Abbildung 4.27 — Die Bindungstasche von PpFlolA. Neben einem hydrophoben Bereich, welcher durch 1208 und
F174 gebildet wird, ist die Bindungstasche durch die Prisenz volumindser Aminosiuren sterisch sehr anspruchsvoll.
Dariiber hinaus bieten sich sowohl Arginin, Histidin und Tyrosin aus Loop L2 durch ihre Ladungen und exponierte
Lage als Wechselwirkungspunkte fiir einen méglichen Glycanliganden an. Das in der Tasche vorhandene Glycerol
ist mit SigmaA-gewichteter 2FuFai-Elektronendichte bei einem Konturierungsgrad von o =1.0 gezeigt.

CBL2 ist durch grof3e Reste sehr raumfordernd. So besteht er in Position I aus 1208, welches
dhnlich wie in den Flokkulinen eine hydrophobe Fliche in der Tasche bildet und darauf fol-
gend aus Q209, R210 sowie H211. Letztere formen einen positiv geladenen Bereich. In der
Summe scheint die Bindungstasche sterisch am anspruchsvollsten zu sein. Da PpFlo1A ohne
Glycan kristallisiert wurde, findet sich in der Bindungstasche ein Glycerin, dessen vicinale
Diole an das Ca?*-lon analog zu einem Zucker koordiniert sind (Abbildung 4.27). Dessen
Anwesenheit spricht fiir die vorhandene Aktivitit des Adhisins da bspw. Flo5A im apo-

Zustand ebenfalls ein Glycerin bindet.

4.2.9 Untersuchungen zur Vergesellschaftung von Hefen und qPCR

Um weitere Informationen zum biologischen Kontext des phylogenetischen Pichia-Subtyps
der Adhisine zu erlangen wurden in Kooperation mit DOROTHEE TEGTMEIER erste Experi-
mente mit Schaben durchgefithrt um den Einfluss der Erkennung von terminalen GIcNAc-
Resten durch CealA auf die Interaktion zwischen Hefen und Schaben, welche Chitin bzw.
chitinése Polymere in einem Grof3teil ihres Korperaufbaus enthalten, zu untersuchen. Da
Wechselwirkungen zwischen Hefen und Insekten literaturbekannt sind (sieche Abschnite 1.1)
und die Bindungseigenschaften von CealA auf dessen Verwicklung in einen solchen Prozess
hinweisen konnten, wurde untersucht, ob sich Adhisin-prisentierende Hefen selektiv in In-

sekten etablieren konnen. Da dartiber hinaus die Funktion von PpFlolA unbekannt war,
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PpFlo1A wurde ein Plasmid auf Basis von BHUM2297 erzeugt, welches die
Prisentation von PpFlol1A auf der Zelloberfliche von S. cerevisiae
ermdglicht. Fiir dieses Fusionsprotein konnte ebenfalls die Lokali-

sation auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden (Abbildung
4.28).

Wie in Abschnitt 3.6.4 beschrieben, wurden Schaben der Gattung
Shelfordella lateralis mit S. cerevisiae Zellen, welche die CealA-,
die PpFlolA-, die Flo11A- sowie die Flol1BC-Domine trugen,
geftictert. Wahrend letztere Probe als Negativkontrolle diente,
wurden P. pastoris DSMZ70382 und S. cerevisiae S288c als Wild-
typstimme eingesetzt. Flol11A wurde als Adhdsin ohne PA14-

Abbildung 4.28 — Prisentation
von PpFlolA auf der Zellober- Domine zur Kontrolle verwendet. Nach 4 Tagen sowie einer und

fliche von 5. corevistac zwei Wochen wurden Schaben seziert um auf die Anwesenheit
und Verteilung von Hefen in den unterschiedlichen Darmbereichen der Schaben zu tiberprii-
fen. Bereits nach 4 Tagen konnten bei allen verwendeten Hefestimmen, so auch bei der Ne-
gativkontrolle, Zellen in jedem Bereich des Darms nachgewiesen werden (Abbildung 4.29).
Dieser Trend setzte sich fiir die folgenden Sektionen post inoculation fort; in jedem Teil des

Darms konnte Besiedlung nachgewiesen werden.

Hindgut

Abbildung 4.29 — Mikroskopische Aufnahmen von S. cerevisiae Zellen in zwei unterschiedlichen Darmbereichen von
Shelfordella lateralis 4 Tage post inoculation. A: Flol1-prisentierende Zellen im Crop-Bereich; B: P. pastoris
DSMZ70382 Zellen im Hindgut-Bereich. Hefezellen sind durch orange Umrandungen hervorgehoben.

Um eine halbquantitative Aussage iiber den Gehalt an Hefen zu erhalten, wurden Scha-
bendirme nach 1.5 Wochen homogenisiert und auf SC4-Medium ausgestrichen. Dazu wur-
de ebenfalls eine Probe des Futters homogenisiert und auf Bewuchs getestet. Hierbei wurde
deutlich, das Hefen, hier sogar Laborstimme, offenbar in der Lage sind, nicht nur in Shelfor-
della lateralis zu iberleben, sondern diese dauerhaft zu besiedeln. Es zeigten sich zwar grofSere
Unterschiede zwischen dem P. pastoris- und dem S. cerevisiae-Wildtypstamm, doch war der

Bewuchs offenbar unabhingig vom verwendeten Stamm, da ebenfalls Zellen ohne prisentier-
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te A-Domine Wachstum zeigten. Die Betrachtung der Futterprobe deutet allerdings darauf
hin, dass eine Besiedlung des jeweils neu hinzugegebenen Futters durch auf der Schabenober-
fliche vorhandene Hefen méglicherweise zu einem perpetuum mobile von Reinfektionen
fithrte. Obwohl es sich hierbei um vorldufige Ergebnisse erster Experimente handelt zeigen
diese dennoch eine erfolgreiche Besiedlung von Schaben durch Hefen unter Laborbedingun-

gen und bilden die Grundlage fiir weitergehende Untersuchungen.

Weiterhin wurden erste Analysen zur Expressionsstirke von Adhisin-Genen in Pichia pastoris
mittels QPCR durchgefiihrt. Diese dienten im Rahmen dieser Arbeit primir der Etablierung
dieser Methode als Basis fiir die strukturierte Untersuchung des Expressionsverhaltens der
Adhisin-Gene in Hefen. Nachdem Gesamt-RNA aus P. pastoris DSMZ70382 pripariert
wurde, konnte mit entsprechenden Primern die relative Menge an Transkripten durch Be-

stimmung des Cr-Werts ermittelt werden.

Um einen relativen Vergleich durchfithren zu kénnen, wurde Actin als Haushaltsgen ver-
wendet, da dieses einen stabilen Expressionsverlauf zeigt?". In Abbildung 4.30 ist ein qPCR-
Experiment mit PpFlolA (blau) und CealA (orange) als Zielgene und Actin (schwarz) als
Haushaltsgen gezeigt. Vergleicht man die Cr-Werte der Reaktionen wird deutlich, dass diese
sich in einem dhnlichen Bereich bewegen. Um falsch-positive Ergebnisse zu identifizieren,
wurde eine Probe mit Actin-Primern mit Wasser anstatt der reversen Transkriptase versetzt

(rot).

1.00

;1 Probe C_-Wert
i  Actin 17.04
on{ PpFlo1A 17.71

.,is,, Actinw/o 17.10

0.20

0.10 /
(==

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

PCR-Zyklus

Schwelle

Normalisierte Fluoreszenz

Abbildung 4.30 — Etablierung der qPCR zur Analyse des Expressionsverhaltens von Adhisin-Gene in Hefen. Der
Cr-Wert der Kontrolle ohne reverse Transkriptase (rot) liegt im gleichen Bereich wie die Werte der Proben. Dies
deutet auf eine Kontamination mit genomischer DNA hin. Dennoch konnte die prinzipielle Funktionalitit der Pri-
mer und der PCR-Protokolls bewiesen werden.

Da der Cr-Wert dieser Probe 17.10 betrdgt und dieser damit im Bereich der anderen Proben
liegt, kann davon ausgegangen werden, dass bei der RNA-Isolation eine Kontamination mit
genomischer DNA erfolgt ist. Diese fiihrt zu einer Verfilschung der Cr-Werte und damit der

Quantifizierung. Die Verwendung einer DNA-spezifischen Nuklease im Prozess der RNA-
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Extraktion sollte hier zur Vermeidung dieser Kreuzkontamination fithren. Trotz des Opti-
mierungsbedarfs konnen diese Experimente ex nunc als Grundlage fiir Genexpressionsanaly-

sen der Adhisin-Gene in Hefen dienen.

4.3 Epitheliale Adhasine aus C. glabrata - Struktur und Funktion

Der phylogenetisch abgegrenzte, aber dennoch sehr breite Subtyp der epithelialen Adhisine
(Epas) ist bekannt fiir jhre Beteiligung an der Pathogenitit von Candida glabrata. Die Epas
stellen hier wichtige Pathogenititsfaktoren dieser Hefe dar, da sie zur Adhidsion an Epithelzel-
len und damit zur Etablierung einer Infektion bendtigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit
und in Zusammenarbeit mit RIKE DIDERRICH wurden strukturelle Untersuchungen in
Kombination mit funktionellen Betrachtungen durchgefiihrt, um einen vertieften Einblick in
die Bindungseigenschaften dieser physiologisch relevanten Familie der PA14-Dominen GPI-
CWP’s zu erhalten. Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf die Korrelation zwischen
Struktur und Funktion einerseits und der phylogenetischen Beziehung der einzelnen Epas

andererseits gelegt.

4.3.1 Die Kokristallstruktur von EpalA
Das beststudierte epitheliale Adhisin stellt EpalA dar (siche Einleitung). Hier ist neben der

physiologischen Relevanz auch die Struktur und der Mechanismus der molekularen Erken-
nung von Galactosiden bekannt. Die Komplexstrukturen von EpalA konnten zuvor haupt-
sichlich nur durch replacement-soaking von Lactose-Kokristallen erhalten werden. Hierzu
wurde durch Inkubation des Kristalls in EDTA-haltige Kristallisationspuffer der Ligand mit
dem Ca’-lon aus der Bindungstasche gewaschen und ein neuer Ligand in den Kristall geso-
akt'®®8. Die Loops L1-L3 weisen eine gewisse Flexibilitit auf, was strukturell bspw. bei
PpFlol1A, Lg-Flo1A (PDB-ID: 4GQ7) sowie FlolA (PDB-ID: 4LHL), welche ohne Ligand
kristallisiert werden konnten, durch die nur schwach definierte Elektronendichten und hohe

Temperatur-Faktoren in den Loop-Bereichen deutlich wird (Abbildung 4.31).

Da hierdurch nicht auszuschliefen ist, dass die Fixierung dieser Loop-Regionen durch alter-
native Wechselwirkungen bei Bindung verschiedener Liganden voneinander abweicht, wurde
die Kokristallisation von EpalA mit einem zweiten Liganden neben Lactose durchgefiihrt.
Neben der Maglichkeit, die Flexibilitit der Loop-Bereiche studieren zu kénnen, wiirde solch
eine Struktur bei unverinderten Interaktionen mit dem Liganden das etablierte soaking-

Protokoll bestitigen.
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B-Faktor

Abbildung 4.31 — Uberlagerung der apo-Strukturen von PpFlolA, FlolA (PDB-ID: 4LHL) und Lg-FlolA (PDB-
ID: 4GQ7). Die Einfirbung nach Wert des B-Faktors von 10 A2.50 A2 zeigt das die Loops L1-L3 eine gewisse Fle-
xibilitit aufweisen, wenn kein Ligand gebunden ist.

Da EpalA eine hohe Affinitit zu Galp1-3GalNAc (T-Antigen) aufweist, wurde dieser Ligand
fur die Kokristallisation ausgewihlt. Durch ein Screening mit EpalA (15 mg/mL) und 5 mM
T-Antigen sowie 5 mM CaCl, konnten grofle dreidimensionale Kristalle in Bedingung #34
des Screens JCSG Core I bei 18 °C erhalten werden (Tabelle 4.9, Abbildung 4.32).

Tabelle 4.9 — Kokristallisationsbe-
dingung fir EpalA mit 5mM T-
Antigen

JCSG Core I #34
HEPES pH 6.5 100 mM
PEG 6000 20%
Finaler pH 7.0

-
Abbildung 4.32 — Fotografie der
Kokristalle von EpalA mit T-
Antigen. Mafistab: 100 pm

Bereits bei der Erstcharakterisierung des Kristalls deutete sich an, dass der erhaltene Kristall
eine zweite Kristallform fiir EpalA darstellt. Statt in der Raumgruppe €222, kristallisierte
der EpalAeT-Antigen Komplex in der Raumgruppe P4,2,2. Erhilt man verschiedene Kris-
tallformen eines Proteins, kann durch Studium neuartiger Kristallkontakte und damit ein-
hergehender Anderungen der Proteinkonformation die Zuverlissigkeit der molekularen

Struktur erhéht werden.

Der molekulare Ersatz mittels Phaser’® und der EpalA-Strukeur (PDB-ID: 4ASL) in Raum-
gruppe €222, lieferte bei einer Aufldsung von 2.5 A eine einzige Losung mit einem Transla-
tion-Z-Wert von 56. Die Verfeinerung erfolgte alternierend mit REFMAC5*® und Coor™”.
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Tabelle 4.10 - Datensammlungsstatistik des EpalA*T-Antigen-Komplexes.

EpalAeT-Antigen

Datensatz
Datum
Rontgenquelle
Detektor
Temperatur (IS)
Wellenlinge (A)
Raumgruppe
ZellmaRe (A)

a

b

C

o,p,y
Molekiile / a.s.u.

Auflésung (A)

Beobachtete Reflexe
Multiplizitit
Einzigartige Reflexe
Reerge (%)
Vollstindigkeit (%)
Mittleres I/o(I)
Mosaizitit (°)

Wilson B-Faktor (A2)

MK119
25.05.2012
BESSY II BL14.1
MARmosaic 255 mm

100 K
0.91841
P4,2,2

55.01
55.01
139.75
90°, 90°, 90°
1
24.60-1.50
(1.58-1.50)
384090
10.9 (10.6)
35383
10.1 (50.5)
100.0 (100.0)
13.4 (4.2)
0.48
9.1

Tabelle 4.11 — Verfeinerungsstatistik des Epal A T-Antigen-Komplexes.

EpalAeT-Antigen
Aufldsung A) 24.60-1.50
Ruworks Reree (%) 15.79, 18.30
Reflexe (Arbeits-, Test-) 31.761, 1767
Vollstindigkeit (%) 99.93
r.m.s.d.
Bindungslingen(A) 0.012
Bindungswinkel (°) 1.61
Anzahl Atome 2183
Mittlerer B-Wert (A?) 15.6

Die Kokristallstruktur von EpalA mit T-Antigen in Raumgruppe P4,2,2 zeigt im Vergleich
mit der zuvor bekannten Struktur nur sehr marginale Abweichungen bei einem 7.m.s.4. von
0.31 A iiber 172 C,-Atome. In Abbildung 4.33 ist ein Uberblick iiber die Kokristallstrukeur
von EpalA gezeigt, welches neben dem strukturell dominierenden B-Sandwich das DeisD-
Motiv sowie die bereits in der Einleitung beschrieben Charakteristika aufzeigt. Dariiber hin-

aus ist eine Uberlagerung der soaking-Struktur und der Kokristallstruktur zu sehen, welche

anhand der auf das jeweilige Cy-Atom bezogenen r.72.s.d. eingefirbt ist.

106



Ergebnisse

A oo
cBL2 R|E|Y|D

W
CF 2

é 1 i
_-l)(-

Abbildung 4.33 — Die Kokristallstruktur von EpalA. A: Neben dem konservierten B-Sandwich zeigt EpalA das fiir
die epithelialen Adhisine typische Disulfidbriickenmuster (2x im terminalen Bereich; 1x zur Fixierung von L1 &
L2). B: Der Vergleich zwischen der Kokristallstruktur und der Struktur welche mittels soakings erhalten wurde zeigt
nur geringe Abweichungen im Bereich der Termini. Die Strukturen sind nach Gréfle des r.m.s.d. gefiirbt (rot: hohe
Abweichung; blau: geringe Abweichung).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass () das f-Sandwich von EpalA sehr rigide ist und
(ii) die flexiblen Loops L1-L3 unter Bindung eines Liganden ebenfalls eine vorgegebene Kon-
formation, welche global unabhingig vom gebundenen Liganden ist, einnehmen. Dariiber
hinaus (i) stellt die geringe Abweichung der soaking-Struktur von der Kokristallstruktur eine

Validierung der vorgenannten replacement-soaking-Methodik dar.

4.3.2 Losung weiterer Komplexstrukturen von EpalA

Nach Bestitigung der Zuverlissigkeit des Liganden-soaking, wurden die Bindungseigenschaf-
ten von EpalA strukturell detaillierter untersucht. Bereits in Arbeiten von MANUEL MAEST-
RE-REYNA und RIKE DIDERRICH konnte gezeigt werden, dass epitheliale Adhisine in der La-
ge sind sulfatierte Glycane, meist Galactoside, zu binden'®'®. Diese kommen unter anderem
in Sulfomucinen in der humanen Mucosa vor und kénnten hier als Liganden fiir Epas die-
nen®?. Um im Speziellen die Interaktion von EpalA mit sulfatierten Sacchariden zu untersu-
chen, wurden zuerst EpalA Kristalle mit Lactose'™ im 24we//-Format reproduziert und mit-

tels streak-seeding optimiert (Tabelle 4.12 & Abbildung 4.34).

1" Der gebundene Ligand ist hier Galp1-3Glc. Dieser stammt als Verunreinigung aus der kommerziell erwor-
benen Lactose.
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Tabelle 4.12 — Kristallisationsbedingung fiir EpalA

EpalA X-Tal Bedingung

MES pH 6 100 mM

(NH4)zSO4 200 mM
PEG 5000 MME 25%

Abbildung 4.34 - EpalA-
Kristalle nach Reproduktion
und Seeding. Mag-
stab 100 pm

Mehrere Kristalle wurden daraufthin mittels replacement-soaking nach dem Protokoll aus Ab-
schnitt 3.5.4 behandelt und mit 5 mM 6-O-Sulfogalactose versetzt. Kristalle, welche nur we-
nige Stunden in Glycanlosung inkubierten, zeigten hiufig ein verschmiertes Diffraktionsbild
bei der Réntgenbeugung. Kristalle, welche hingegen tiber Nacht im Tropfen verblieben, zeig-
ten hiufig klar begrenzte Intensititsspots und ein storungsfreies Diffraktionsbild. Maglich-
erweise sorgte die lingere Inkubationszeit fiir eine Relaxation von Packungsstérungen, welche

durch den groflen Konzentrationsgradienten zu Beginn des Soakings induziert worden waren.

Daraus folgend wurde ein vollstindiger Datensatz eines Kristalls aufgenommen, welcher tiber
Nacht in der soaking-Losung inkubierte. Die Prozessierung erfolgte mit XDS und XSCALE
wihrend die Phasen mit Mo/Rep*® aus dem bekannten EpalA-Modell (PDB-ID: 4ASL) er-
halten werden konnten (CONTRAST-Wert von 15.01). Die Testreflexe wurden vom ur-
springlichen EpalA-Datensatz MV310 iibernommen™® und die Verfeinerung mit phenix
refine, REFMACS sowie Coot durchgefiithrt. Die zugehorigen Statistiken sind Tabelle 4.13

und Tabelle 4.14 zu entnehmen.
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Tabelle 4.13 - Datensammlungsstatistik des EpalAeSulfogalactose-Komplexes.

EpalAeSulfogalactose

Datensatz
Datum
Rontgenquelle
Detektor
Temperatur (IS)
Wellenlinge (A)
Raumgruppe
ZellmaRe (A)

a

b

C

o,p,y
Molekiile / a.s.u.

Auflésung (A)

Beobachtete Reflexe
Multiplizitit
Einzigartige Reflexe
Reerge (%)
Vollstindigkeit (%)
Mittleres I/o(I)
Mosaizitit (°)

Wilson B-Faktor (A2)

MK140
26.05.2012

BESSY II BL14.1
MARmosaic 255 mm

100 K
0.91841
222,

75.21
104.75
69.91
90°, 90°, 90°
1
46.00-1.41
(1.49-1.41)
385473
7.2(7.1)
53563
4.2 (57.6)
99.9 (99.6)
21.9 (3.4)
0.11
16.8

Tabelle 4.14 — Verfeinerungsstatistik des EpalAeSulfogalactose-Komplexes.

EpalAeSulfogalactose
Aufldsung A) 41.78-1.41
Ruvorks Reree (%) 18.21, 20.32
Reflexe (Arbeits-, Test-) 53530, 1866
Vollstindigkeit (%) 99.17
r.m.s.d.
Bindungslingen(A) 0.016
Bindungswinkel (°) 1.78
Anzahl Atome 1948
Mittlerer B-Wert (A?) 15.5

Die Komplexstruktur von EpalA zeigt, auler der gebunden 6-O-Sulfogalactose, keinen Un-
terschied zur Kokristallstruktur mit GalB1-3Glc (PDB-ID: 4AF9). Die flexiblen Loops zei-
gen die gleiche Orientierung, ebenso ist der Grofiteil der Kontakte zwischen den Liganden
und EpalA konserviert (Abbildung 4.35 A). Die Elektronendichte der Sulfogalactose zeigt,

dass diese zwar gebunden ist, die Besetzung der Sulfatgruppe aber nur ~60% betrigt. Die

restliche Galactose ist zu 100% vorhanden. Hierbei handelt es sich um ein Artefakt aus dem

replacement soaking. Im Vergleich mit der Galpf1-3Glc Komplexstruktur ist die Orientierung
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der Hexose unverindert, ihre Position ist nur leicht verkippt (Abbildung 4.35 B). Direkte
Interaktionen, welche unter Beteiligung der Sulfat-Gruppe erfolgen, gibt es aufgrund der
groflen Abstinde keine. Hingegen werden durch Prisenz dieser Gruppe drei Wassermolekii-
le, welche in der GalB1-3Glc-Struktur gebunden vorliegen und in komplexe Wasserstoftbrii-

ckenbindungen eingebunden sind, ersetzt.

Abbildung 4.35 — Strukturelle Details der Sulfogalactose-Bindung von EpalA. A: Die 6-O-Sulfogalactose (gelb)
zeigt eine fixierte Position in der Bindungstasche, welche durch die SigmaA-gewichtete 2Fus-Fai-Elektronendichte
bei einem Konturierungsgrad von o =1.0 deutlich wird. Hierbei zeigt die Sulfat-Gruppe aus der Bindungstasche
heraus. B: Die Orientierung des Hexoserings der Galactose entspricht der fiir Galp1-3Glc (transparent; PDB-ID:
4AF9) beobachteten. Direkte Wechselwirkungen zwischen dem Sulfat und EpalA treten nicht auf, allerdings sind
drei Wassermolekiile, welche in der EpalA*Galp1-3Glc Struktur vorhanden sind, durch das Sulfat ersetzt.

Obwohl die Sulfat-Gruppe als Elektronen- und damit donor-/akzeptorreiche Gruppe gebun-
den vorliegt, ist die Anzahl der Interaktionen zwischen diesem Liganden und EpalA be-
grenzt. Offenbar sind die konservierten Bereiche (C1-C5) des Glycans die primiren Interak-
tionspartner bei der Erkennung galactosidischer Liganden. Moglicherweise dient dieser Bin-
dungsmodus dazu, Galactoside bei Gewihrung einer Variabilitit der Derivatisierung, speziell

an der C6-Position der Galactose, zu erkennen.

Um weitergehend zu untersuchen, inwiefern sich die Derivatisierung der zweiten, sekundiren
Hexose auf die molekulare Erkennung der Glycane durch EpalA auswirkt, wurden dhnliche
replacement-sokaing Experimente mit synthetischen Galactosiden durchgefiihrt. Diese wurden
von Prof. LIN von der Academia Sinica in Kooperation mit MANUEL MAESTRE-REYNA zur
Verfiigung gestellt.

Die zuvor reproduzierten EpalA-Kristalle wurden fiir diese Experimente mit drei Disaccha-
riden versetzt, welche aus einer Galactose gefolgt von einer B1-3-verkniipften derivatisierten
Glucose bestanden. Dies entspricht dem Liganden, welcher als primirer Bindungpartner in
Lactose-Kokristallisationsexperimenten gefunden wurde'®. Neben ihrer Grundform, in wel-
cher die Glucose an der C6-Position eine (7) OH-Gruppe trigt, wurde diese durch eine (i7)
Sulfat-Gruppe oder eine (i) Carboxy-Gruppe modifiziert. Von Kiristallen, welche jeweils mit

einem der Sacchride gesoakt wurden, konnten am BESSY-II Synchrotron vollstindige Da-

110



Ergebnisse

tensitze aufgenommen werden. Die Prozessierung erfolgte in diesem Fall mittels imosflm

274

und SCALA?®, zwei Runden der Verfeinerung erfolgten wie zuvor fiir den 6-O-

Sulfogalactose-Komplex. Die zugehérigen Statistiken sind folgenden Tabellen zu entnehmen.

Tabelle 4.15 - Datensammlungsstatistik der EpalAe¢Disaccharid-Komplexe.

EpalA«Galp1-3Glc

EpalA+Galp1-3Glc-6COOH  EpalA«Galp1-3Glc-6S

Datensatz
Datum
Roéntgenquelle
Detektor
Temperatur (If)
Wellenlinge (A)
Raumgruppe
ZellmaRe (A)

a

b

C

o,p,y
Molekiile / a.s.u.

Auflésung (A)

Beobachtete Reflexe
Multiplizitic
Einzigartige Reflexe
Reerge (%)
Vollstindigkeit (%)
Mittleres I/o(I)
Mosaizitit (°)

Wilson B-Faktor (A?)

MK251
13.02.2013

BESSY II BL14.1
PILATUS 6M

100 K
0.91841
222,

74.84
103.78
69.49

90°, 90°, 90°

1
37.42-1.35
(1.42-1.35)

361183
6.1(5.7)
58995
8.2 (58.1)
99.1 (98.4)
10.5 (2.8)
0.16
14.6

MK250
13.02.2013

BESSY II BL14.1
PILATUS 6M

100 K
0.91841
222,

74.37
102.75
68.98
90°, 90°, 90°
1
41.20-1.25
(1.32-1.25)
468781
6.4 (6.5)
73154
5.2 (45.8)
100.0 (100.0)
15.5(3.8)
0.12
12.1

MK252
13.02.2013
BESSY I BL14.1
PILATUS 6M

100 K
0.91841
€222,

75.02
104.40
69.79
90°, 90°, 90°
1
37.50-1.25
(1.32-1.25)
497773
6.6 (6.7)
75797
5.1 (56.2)
99.9 (100.0)
15.2 (3.0)
0.11
13.4

Tabelle 4.16 - Verfeinerungsstatistik der Epal A®Disaccharid-Komplexe.

EpalA«Galp1-3Glc

EpalA«Galp1-3Glc-6COOH

EpalA«Galp1-3Glc-6S

Aufldsung A)
Ruorks Reree (%)
Reflexe (Arbeits-,
Test-)
Vollstindigkeit (%)
r.m.s.d.
Bindungslingen(A)
Bindungswinkel (°)
Anzahl Atome
Mittlerer B-Wert
(A2)

31.40-1.35
15.33, 18.65

58981, 2043
98.96
0.015

1.56
2243

14.2

41.20-1.25
14.96, 17.53

73126, 2526
99.97
0.015

1.55
2212

12.2

33.04-1.25
17.17,19.28

75768, 2608
99.92
0.014

1.52
2132

13.5
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-3Glc

"C6-COOH

Abbildung 4.36 — Bindung von Liganden mit se-
kundiren, derivatisierten Glucosiden. Der Bin-
dungsmodus aller drei Liganden ist dquivalent.
A: EpalA+Galp1-3Glc. B: EpalA*Galp1-3Glc-
6COOH. C: EpalA*Galf1-3Glc-6S

Die Bindungsmodi der drei Liganden unterschei-
den sich nur minimal. Die Interaktionen von
EpalA mit dem Disaccharid sind jeweils konser-
viert. Die Derivatisierung an C6 der Glucose zeigt
jeweils vom Protein weg und ist damit in keine
direkten Wechselwirkungen involviert
(Abbildung 4.36). Die Glucose enthilt in jedem
Disaccharid an C1 einen von der Synthese stam-
menden Azido-n-Hexanol-Linker, von welchem
in der Elektronendichte bis zu 5 CH>-Gruppen

zu erkennen sind.

Maoglicherweise sorgt W79 aus Loop L1 fiir eine
sterische Hinderung der Rotation der derivatisier-
ten Glucose und zwingt diese in ihre beobachtete
Orientierung. Dieser Effekt wird durch eine Was-
serstoffbriicke von W79 tiber ein Wassermolekiil
zur C2-OH-Gruppe verstirkt. In der Kom-
plexstruktur EpaleT-Antigen ist dieser Effekt
ebenfalls zu beobachten. Hier sorgt dieses Tryp-
tophan offenbar durch eine Kombination aus ste-
rischer Hinderung und direkter Wechselwirkung
mit der C2-Acetylgruppe des
N-Acetylglucosamins fiir eine Rotation des
GlcNAc um etwa 90°. Weiterhin ist das C2-OH
des Glucosederivats in eine Wasserstoftbriicke zu
E227 aus CBL2 involviert.

4.3.3 Die Struktur und Bindungseigenschaften von Epa6A

EpaGA als weiterer Vertreter der Familie der epithelialen Adhisine Epaé
zeigt ein im Vergleich zu EpalA verindertes Bindungsmuster. An-
statt, wie EpalA, hauptsichlich die Bindung von B-glycosidisch
verbriickten Galactosiden zu ermdglichen, zeigt EpaGA die Fihig-
keit, ebenfalls a-verkniipfte Glycane zu erkennen'®. Weiterhin zeigt 20%
EpaGA eine generell stark erhohte Promiskuitit im Vergleich zum
spezifischen EpalA und lésst sich trotz der hohen Sequenzidentitit — cBL2 [IRINSHNNING

von 79% einer anderen funktionellen Klasse zuordnen'®. Dies mag
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Abbildung 4.37 — Spezifitit
von EpaGA. Ergebnisse der
Glycan Array Studien. Nach
DIDERRICH.
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vor allem in der unterschiedlichen Zusammensetzung des fiir die Bindung wichtigen Loops
CBL2 begriindet liegen, doch zeigt sich die Ligandenerkennung aufgrund der hypervariablen
Loops L1-L3 weitaus komplexer. Darauthin wurden die strukturellen Grundlagen fiir dieses
Verhalten untersucht, um die Bindungseigenschaften der epithelialen Adhisine auf molekula-
rer Ebene besser verstehen zu kénnen. Da EpaGA eine breite Spezifitit aufweist, wurde eine
Kollektion von Galactosiden, welche sich in ihrer Verkniipfung und in der sekundiren

Hexose unterscheiden, eingesetzt, um Komplexstrukturen zu erhalten.

Tabelle 4.17 — Zur Studie von Epa6A-Komplexstrukturen verwendete Disaccharide.

Name Zusammensetzung
Lactose Galp1-4Glc
T-Antigen GalP1-3GalNAc

Lacto-N-Biose

N-Acetyl-D-lactosamin

GalB1-3GIcNAc
Galp1-4GIcNAc

a-Galactobiose Gala1-3Gal
Die Bindung von EpaGA an diese Disaccha- Zeit (min)
ride wurde zuvor mittels isothermaler Titrati- ? . 1|° . 2'0 . 3|° 4|° 5|° . 5|° 70
onskalorimetrie und durch RIKE DIDERRICH 0.00 .
mittels Fluoreszenztitrationsanalysen quanti- 100 ;
fiziert. Hierbei konnte die Promiskuitit von g 001 ]
EpaGA ebenfalls beobachtet werden, denn % 200 : ga:B: -ggflmc )
alle Liganden aufer Lacto-N-Biose binden = . - G:I§1 :4GI§N Ag ]
mit vergleichbarer Stirke an EpaGA. Dieser +00 M Gala1-3Gal 1
Trend konnte mit beiden Methoden beo- .00 ' ' ' ' .
bachtet werden. Mit Hilfe der Fluoreszenztit- = . |
rationen konnte weiterhin gezeigt werden, §-2.oo- .
dass die Bindung von Epa6A an al-3 Galac- :O' 200 ] ] ]
tobiose im Vergleich zu EpalA und Epa7A % B 82:03pm |
am stirksten ist'®, £ 6004 W158.8:276.3 km
W 21.8%25pm |
Die Kristallisation sowie das replacement- 800 " s = 1:fzi 1.7 b e

Stochiometrie

Abbildung 4.38 — ITC Experimente mit Epa6A. Pro
Disaccharid ist eine reprisentative Messung gezeigt. Die
Bindungskonstante ist fiir alle Disaccharide, abgesehen
von Lacto-N-Biose (schwarz), vergleichbar. Ebenfalls
konnte hierbei die Bindung von Epa6A an a-verkniipfte
Galactoside verfolgt werden (orange). Der Trend in den
Affinititen konnte mittels Fluoreszenztitrationen besti-
tigt werden.

soaking von EpaGA wurden von RIKE DIDER-
RICH und HOLGER STEUBER durchgefiihrt'®.
Vollstindige Datensitze konnten daraufthin
fir jeden Komplex gesammelt werden (Sta-
tistiken der Datensammlung im Anhang in
Tabelle 7.1). Die Prozessierung und Daten-
reduktion erfolgte mit Hilfe von XDS¥°,
XSCALE* und SCALAY®. Aufgrund der hohen Sequenzidentitit zwischen EpalA und
Epa6A wurde auch in diesem Fall eine Losung des Phasenproblems mittels molekularen Er-

satzes getestet. Hierzu wurde ein Modell auf Basis von EpalA mit verkiirzten Loop-
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Bereichen mittels modeler9v7 erstellt*?. In Zusammenarbeit mit MANUEL MAESTRE-REYNA
konnten in phaser erfolgreich erste Phasen mit einem TFZ-Wert von 30.3 erhalten werden.
Die Verfeinerung der Komplexstrukturen erfolgte mit phenix refne”', REFMAC5* und
Coor”” (Verfeinerungsstatistiken im Anhang in Tabelle 7.1).

A
P L3
e /’/ “““““
L1 \ g W T-Antigen.__ - c
R [ Cat
{ Disulfidercken ~
N I
% i
\'L\
c Disulfidbriicken

Abbildung 4.39 - Die Kokristallstruktur Epa6A*T-Antigen. A: Neben dem konservierten p-Sandwich zeigt Epa6A
das fiir die epithelialen Adhisine typische Disulfidbriickenmuster (2x im terminalen Bereich; 1x zur Fixierung von
L1 & L2). B: Der Vergleich zwischen Epa6A*T-Antigen und Epale*T-Antigen zeigt nur geringe Abweichungen im
Bereich der Termini und in L3. Die Strukturen sind nach Gréfe des r.m.s.d. gefirbt (rot: hohe Abweichung; blau:
geringe Abweichung).

Die globale Faltung von EpaGA ist der von EpalA mit einem 7.m.s.d. von 0.37 A iiber
177 Cgy-Positionen sehr dhnlich (Abbildung 4.39). Es besteht ebenfalls aus dem strukeurell
konservierten B-Sandwich-Motiv der PA14-Domine, der typischen Bindungstasche aus den
zwei Calciumbindungs-Loops CBL1 & 2 sowie den hypervariablen Loops L1-L3, wobei L1
und L2 durch eine Disulfidbriicke miteinander verkniipft sind und L3 das fiir die Epa-
Familie typische Tryptophan enthilt. Die Verkniipfung beider Loops verengt die Bindungs-
tasche und schiitzt diese vor dem umgebenden Losungsmittel. Unterschiede werden aller-
dings im Detail deutlich. Neben den beiden konservierten, iiber eine cis-Peptidbindung ver-
kntipften Aspartaten aus CBL1 besitzt CBL2 eine andere Zusammensetzung als in EpalA.

Der Einfluss dieser gednderten Region zeigt sich bei Vergleich der Bindung des T-Antigens
(Abbildung 4.40).
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EpabA+«T-Antigen

Abbildung 4.40 — Vergleich der Bindungsmodi von Epa6AsT-Antigen und EpalT-Antigen. Obwohl die Orientic-
rung des Liganden in beiden Komplexstrukturen sehr dbnlich ist, zeigen sich verschiedene Interaktionen. Vor allem
Position IT und I1I sind direkt in die Erkennung des Liganden und der glycosidischen Bindung involviert.

Obwohl die Orientierung des Liganden vergleichbar ist, unterscheidet sich das Interaktions-
muster. Im Fall von Epa6A sind D227 und N228 an der Ligandenbindung beteiligt, wih-
rend die korrespondierenden Reste in EpalA E227 und Y228 sind. Vergleicht man
Epa6Aea-Galactobiose mit einem Model von EpalAea-Galactobiose, so wird deutlich, dass
die Zusammensetzung von CBL2 einen Einfluss auf die Effizienz der Diskriminierung zwi-
schen a- und B-verkniipften Galactosiden hat (Abbildung 4.41). Denn wihrend EpaGA an
Position II von CBL2 das kiirzere D227 trigt, findet sich an dieser Stelle in EpalA das linge-
re E227. Dies deutet darauf hin, dass die Verkiirzung dieses Restes eine effizientere Erken-

nung von a-verkniipften Galactosiden durch eine geringere sterisch Hemmung erméglicht.

N228
v v228 Pos 1l

R226 ) D229

POSIRZZS o

Pos |

Abbildung 4.41 — Die Bindung a-glycosidisch verkniipfter Galactoside durch EpaGA. Die Ubetlagerung der Struk-
tur von EpalA (grau) mit Epa6Aeoa-Galactobiose (blau) erklirt die gréfere Selektivitit von Epa6A fiir a-verkniipfte
Galacoside. Ein voluminéseres Glutamat in Position II des CBL2 von EpalA sorgt fiir eine sterische Hinderung bei
Bindung solcher Liganden. Epa6A hingegen triigt an dieser Stelle ein kiirzeres Aspartat.

Weiterhin kommt es in Epa6Aea-Galactobiose zu einer in EpalA abwesenden Wasserstoff-
briickenbindung zwischen Position IIT (N228) und dem Liganden. Diese Beobachtung deckt

sich mit Experimenten von MAESTRE-REYNA et al., in welchen die CBL2 Region von EpalA
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gegen die von EpaGA ausgetauscht wurde und dadurch eine verringerte Diskriminierung zwi-
108

schen beiden Bindungstypen gefunden wurde'®.

Die Bindung von Liganden mit Unterschieden in Verkniipfung und zweiter Hexose fithrt
trotz konservierter Orientierung der primiren Galactose zur Torsion des zweiten Restes ent-
lang der glycosidischen Bindung im duf8eren Bereich der Bindungstasche (Abbildung 4.42 A-
D). Dies wird vor allem durch alternative H-Briicken zwischen D227 und der 4-OH Gruppe
des GlcNAc in Galf1-3GlcNAc, des 3-OH des GIcNAc in Galp1-4GlcNAc und der 6-OH

der Glucose in Lactose erreicht.

Lactose Lacto-N-biose

GalB1-3GIcNAc

-4GlcNAc Galp1-3GalNAc

W198 -4Glc

Abbildung 4.42 — Bindungsmodi unterschiedlicher Disaccharide in Epa6A. A-D: In Abhingigkeit der glycosidischen
Bindung und des sekundiren Saccharids ist die Orientierung des zweiten Zuckers bei Bindung an Epa6A sehr divers.
E: Die Anderung der glycosidischen Bindung von B1-3 zu B1-4 sorgt fiir ein alternatives Interaktionsmuster und
verursacht damit eine Rotation des GIcNAc um etwa 180°. F: Die Uberlagerung der Komplexe von Epa6A mit
Galp1-3GalNAc und Galp1-4Glc unterstreicht die Komplexitit der Erkennung des sekundiren Zuckers und deutet
dariiber hinaus auf einen im Vergleich zur Galactsoe verminderten energetischen Beitrag zur Gesamtbindung hin.

Korrespondierend zu EpalA wird die Konformation der Seitenkette von D227 in EpaGA
durch eine H-Briicke zur Peptid-Gruppe von C119 in L2 stabilisiert.

Wird bei der Erkennung des Disaccharides Gal-GlcNAc die glycosidische Bindung von 1,4
zu B1,3 gedndert, fithrt dies zur Rotation des GIcNAc um nahezu 180° und einem Austausch
der Interaktionspartner (Abbildung 4.42 E). Wihrend die 6-OH-Gruppe des PB1,3-
verkniipften Saccharids mit C119 wechselwirke, zeigt bei f1,4-Verkniipfung die /V-Acetyl-
Gruppe in diese Richtung. Bei letzterem Liganden wird dariiber hinaus eine Salzbriicke zwi-
schen dessen 6-OH und N228 gebildet. Dies unterstreicht die Komplexitit der von pilzli-

chen Adhisinen mit PA14-Dominen entwickelten Bindungsmodi; obwohl die gleichen Reste
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der Bindungstasche in die Ligandenerkennung involviert sind, dndert sich das Interaktions-
muster deutlich. Dieser Effeke ldsst sich ebenfalls bei Vergleich von Epa6AeGalB1-3GalNAc
mit EpaGA*GalB1-4Glc beobachten; hier ist die zweite Hexose um etwa 90° gedreht, was

wiederum zu alternierenden Wechselwirkungen fithrt (Abbildung 4.42 F).

Diese Differenzen in der Orientierung des zweiten Zuckers deuten darauf hin, dass dessen
energetischer Beitrag zur Gesamtbindung des Galactosids unabhingig von seiner Position

und Orientierung in der dufleren Bindungstasche ist.

4.3.4 Die Struktur und Komplexstrukturen von Epa9A

Die Kiistallisation von Epa9A durch RIKE DIDERRICH ermdglich- Epa9

te, durch die Losung dessen Struktur im Rahmen dieser Arbeit, B Galats
neben EpalA ein zweites epitheliales Adhisin mit dhnlicher Spezi- 50% M Gala14
fitic (Abbildung 4.43, Funktionsklasse I nach DIDERRICH ez :z::::j
al.'*®) zu untersuchen. Dariiber hinaus ist das Studium von 20% (6S)Galp14
Epa9A interessant, da es trotz der Einordnung in dieselbe Funkti- non Gal
onsklasse nur eine Sequenzidentitit von 42% zu EpalA aufweist. Lnomwv

Dies ist unter anderem damit begriindet, das Epa9A, laut multip- ceL2 [R'D[¥[H

Abbildung 4.43 - Spezifitit von

Epa9A. Ergebnisse der Glyan

Loop L1 besitzt'®. Array Studien. Nach DIDER-
RICH.

lem Sequenzalignment, einen stark verlingerten hypervariablen

Fiir die Analyse von Komplexstrukturen wurden ebenfalls die in

Tabelle 4.17 aufgelisteten Disaccharide verwendet. Die Losung des Phasenproblems sowie
die Verfeinerung der Strukturen wurden, unter Vorarbeit von HOLGER STEUBER, in Anleh-
nung an das Vorgehen fiir Epa6A durchgefiihrt. Fiir den molekularen Ersatz wurde ein Mo-
del auf Basis von EpalA verwendet und es konnte hierbei ein TFZ-Wert von 21% erhalten
werden. Die Statistiken zur Datensammlung und Verfeinerung der Modelle sind im Anhang

in Tabelle 7.2 zu finden.

Im Gegensatz zu EpaGA konnten fiir Epa9A, abgesehen von Glycan Array Analysen'®, keine
Bindungsstudien 7z vitro durchgefiihrt werden. Zum Einen konnten mittels isothermaler
Titrationskalorimetrie keine eindeutigen Bindungsisothermen erhalten werden. Zum Ande-
ren zeigte Epa9A einen zu geringen Fluoreszenz-guench um Fluoreszenztitrationen mit aussa-
gekriftigen Ergebnissen durchfithren zu kénnen'®. Die strukturelle Betrachtung der Wech-
selwirkungen zwischen Ep9A und seinen Liganden liefert allerdings weitere Einblicke in das

Bindungsverhalten dieses Adhisins.

Der strukturelle Kern von Epa9A ist sehr stark vergleichbar mit EpalA und EpaGA
(Abbildung 4.44). So betrigt der .7.5.d. zwischen Epa9A und EpalA nur 0.64 A iiber 144
Cq-Atome. Leichte Abweichungen zeigen hier die Bereiche der Loops L1 und L2. Interessan-
terweise ist die Verlingerung von L1 nicht in der Elektronendichte definiert. Moglicherweise

ist dieser sehr flexibel und daher dessen Orientierung im Einkristall nicht homogen.
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Abbildung 4.44 - Die Kokristallstruktur Epa9AeLactose. A: Neben dem konservierten p-Sandwich zeigt Epa9A das
fiir die epithelialen Adhisine typische Disulfidbriickenmuster (2x im terminalen Bereich; 1x zur Fixierung von L1 &
L2). B: Der Vergleich zwischen Epa9AeLactose und EpaleT-Antigen zeigt Abweichungen im Bereich der Termini
(etwa 18.7 A), in L3 und in L1, welcher in Epa9A stark verlingert, aber nicht durch die Elektronendichte abgebildet
ist. Die Strukturen sind nach Gréfe des r.m.s.d. gefirbt (rot: hohe Abweichung; blau: geringe Abweichung).

Die Orientierung der Lactose in den entsprechenden Komplexstrukturen von EpaGA und
Ep9A ist vergleichbar, doch sind aufgrund der unterschiedlichen Reste in CBL2 die Interak-
tionen modifiziert. In diesem Loop der epithelialen Adhisine ist Position I absolut (N) und
Position II sehr stark (R) konserviert. An Position III und IV befinden sich in Epa9A Y259

gefolgt von H260.

Durch diese unterschiedliche Sequenz haben EpaGA und Epa9A verschiedene Mechanismen
zur Erkennung von Glycanen, hier speziell von Galactosiden, entwickelt. Dies wird beim
Vergleich der Orientierung der Disaccharide in der Bindungstasche deutlich. Wihrend in
Epa9AeLacto-N-Biose (Galp1-3GlcNAc) der GIcNAc Rest im Vergleich zu Epa6AeLacto-/V-
Biose um etwa 90° verdreht ist, betrigt der Unterschied in der Rotation des GlcNAc-Rests
bei B1-4-Verkniipfung in der /V-Acetyl-D-lactosamin—Komplexstruktur fast 180° (Abbildung
4.45).
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A \ . -3Gle | B . -4Glc
| Epa9A-GalB1-3Glc \ Epa9A+Galf1-4Gle

Abbildung 4.45 — Die duflere Bindungstasche kontrolliert die Orientierung der zweiten Hexose. Wie bereits bei
EpabA zeigen auch die Komplexstrukturen von Epa9A ein komplexes Interaktionsmuster in der duf8eren Bindungs-
tasche. A: Die verinderte Form der Bindungstasche in Epa9A (braun) fiihrt zur Torsion der Glucose von Galp1-
3Glc um etwa 90° im Vergleich zum Komplex mit Epa6A (blau; transparent) und sorgt fiir alternative Wechselwir-
kungen. B: Dieser Effeke sorgt bei fl1-4-verkniipfung fiir eine Rotation um etwa 180° und damit fiir einen Aus-
tausch der Bindungspartner.

Im Epa9AeLacto-N-Biose Komplex ist eine senkrechte Orientierung des GIcNAc zur Galac-
tose, wie dies in Epa6GA der Fall ist, sterisch nicht méglich. Eine direkte Interaktion zwischen
dem zweiten Zucker und Epa9A wird nur durch D258 vermittelt. Hier nimmt in
Epa9AeLacto-N-Biose die N-Acetylgruppe des GlcNAc die Position der C4-OH Gruppe des
Epa6A-Komplexes ein (Abbildung 4.45 A). Diese verminderte Interaktion, aufgrund steri-
scher Kontrolle, korrespondiert mit den Ergebnissen der Glycan-Array Experimente, in denen

EpaGA eine bessere Erkennung von B1-3-verkniipften Galactosiden zeigt.

Die Rotation von 180° im Fall der B1-4-Verkniipfung lisst sich ebenfalls durch die Verin-
derte Anzahl und Art der Interaktionsméglichkeiten sowie durch den differenten sterischen
Anspruch der Bindungstasche erkliren. Wihrend EpaGA mittels N228 eine Interaktion mit
der 6-OH-Gruppe des GIcNAc ermoglicht, ist Y259 in Epa9A weiter von der N-Acetyl-
Gruppe, welche die Position der 6-OH Gruppe einnimmt, entfernt (4.1 A). Stattdessen deu-
tet die 6-OH Gruppe hier in Richtung der Disulfidbriicke und D258 (3.0 A) (Abbildung
4.45 B).

Die in EpaGA vorhandenen Interaktionen zwingen den GIcNAc Rest in die vorgefundene,
verzerrte Orientierung, wihrend in Epa9A beide Hexosen fast koplanar vorliegen. Der steri-
sche Anspruch durch zwei volumingse Reste in CBL2 lisst offenbar nur eine koplanare An-
ordnung der beiden Hexosen zu, wihrend die im Vergleich kleineren Reste in EpaGA eine
groflere Variation in der Orientierung des zweiten Restes ermdglichen. Dies erklirt ebenfalls

die bessere Erkennung von sterisch anspruchsvolleren a-verkniipften Galactsosiden durch
EpaGA.
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4.4 Strukturelle Untersuchungen beziiglich Flokkuline - Flo10A

Die Losung der Struktur von Flo5A legte den Grundstein fir die weitergehende strukturelle
und funktionelle Untersuchung der pilzlichen Adhisine mit PA14-Domine®**. Wie die phy-
logenetische Studie aus Abschnitt 4.1 darlegte, zeichnen sich die Subtypen unter anderem
durch Insertion an den Positionen der hypervariablen Loops L1-L3 aus. Wihrend die epithe-
lialen Adhisine oft einen verlingerten Loop L1 sowie eine Disulfidbriicke zwischen diesem
und L2 aufweisen, tragen Flokkuline hiufig eine subdominenartige Insertion in Loop L2.
Flo5 und Flo10 sind sich sehr ihnlich (Identitit der A-Dominen etwa 70%). Neben einer
abweichenden Anzahl an Repeats in der B-Region zeigt Flo10A eine nicht nur verlingerte,

sondern auf Sequenzebene auch sehr unterschiedliche Subdomine (Abbildung 4.46).

Flo5SA MTIAHHCIFLVILAFLALINVASGATEACLPAGQRKSGMN 40
FIo10A MPVAARY I FLTGLFLLSVANVALGTTEACLPAGEKKNGMT 40
L1

FlIo5A INFYQYSLKDSSTYSNAAYMAYGYASKTKLGSYVGGQTDI S 80

FIo10A INFYQYSLKDSSTYSNPSYMAYGYADAEKLGSYVSGQTKLS 80
Flo-Subdoméne / L2

FloSA IDYNIPCVSSSGTFPCPQEDSYGNWG. . .. .. CKGMGACS 114

FIo10A IDYSIPCNGASDTCACSDDDATEYSASQVVPVKRGVKLCS 120

Flo-Subdoméne /L2

Flo5A N . . . . . . . . . . ... ... SQGIAYWSTDLFGFYTTPTNVTL 138

FIo10A DNTTLSSKTEKRENDDCDQGAAYWSSDLFGFYTTPTNVTV 160
CBL1

Flo5A EMTGYFLPPQTGSYTFSFATV.SAILSVGGSIAFECCAQ 178

FIo10A EMTGYFLPPKTGTYTFGFATYV SAILSVGGNVAFECCKQ 200
L3

Flo5SA EQPPITSTNFTINGIKPWDGSLPDNITGTVYMYAGYYYPL 218

FIo10A EQPP I TSTDFTINGIKPWNADAPTDIKGSTYMYAGYYYP | 240

CBL2
FlIo5A KVVYS SWGTLPISVELPDGTTVSDNFEGYVYSFDDDL 258
FIo10A K IV YS SWGTLPVSVVLPDGTEVNDDFEGYVFSFDDNA 280
it v
FlIo5SA SQSNCTIPDP 268
FIo10A TQAHCSVPNP 290

Abbildung 4.46 — Ein Alignment der Primirsequenzen von Flo5A (UniProt-ID: P38894) und Flo10A (UniProt-
ID: P36170) unterstreicht die hohe Ahnlichkeit und Identitit, verdeutlicht allerdings auch die Unterschiede, welche
hauptsichlich in der unterschiedlich groffen Subdomine sowie den abweichenden Sequenzen des hypervariablen
Loops L3 zu finden sind.

Um den Einfluss der Subdomine auf die Glycanbindung zu untersuchen, wurde die Kristall-
struktur von nativem Flo10A in Kooperation mit NINA WOZNIAK untersucht. Obwohl die
Kristallisation von Wildtyp-Flo10A zuvor nicht gelang konnte ein chimires Adhdsin aus
Flo10A und der Subdomine von Flo5, Flo10A>P erfolgreich kristallisiert werden und dessen

Struktur aufgeklirt werden'.

4.4.1 Strukturlosung des Flo10A-Wildtyps

Weitere Kiristallisationsexperimente von NINA WOZNIAK mit Flol0A und Mannose bei
18 °C lieferten einen trigonalen Kiristall in Bedingung 94 des JCSG+-Screens (QLAgen), des-
sen Streuvermégen am BESSY-II Synchrotron sehr gut fiir eine Strukturldsung geeignet
war'”. Die gesammelten Daten wurden mit XDS, XSCALE und SCALA prozessiert und das
Phasenproblem mit Mo/Rep**® und dem bekannten Flo10A*P-Modell gelést (CONTRAST-
Wert von 21.94). Das Modell wurde daraufhin mit REFMAC5’” und Coo#?” verfeinert.
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Tabelle 4.18 — Datensammlungsstatistik fiir Flol0A*Mannose.

Flo10A*Mannose

Datensatz
Datum
Roéntgenquelle
Detektor
Temperatur (IS)
Wellenlinge (A)
Raumgruppe
ZellmaRe (A)

a

b

C

o,p,y
Molekiile / a.s.u.

Auflésung (A)

Beobachtete Reflexe
Multiplizitit
Einzigartige Reflexe
Reerge (%)
Vollstindigkeit (%)
Mittleres I/o(I)
Mosaizitit (°)
Wilson B-Faktor (A2?)

10-H10
16.05.2013

BESSY II BL14.1
Pilatus 6M

100 K
0.91841
P3,21

76.63
76.63
76.23
90°, 90°, 120°
1
34.23-1.65
(1.74-1.65)
311673
9.9 (9.4)
31603
6.8 (52.3)
100.0 (99.0)
25.6 (4.8)
0.07
13.0

Tabelle 4.19 — Verfeinerungsstatistik fiir Flol0A*Mannose.

Flo10A*Mannose

Auflésung (A)
Rwork; Rfree (%)

Reflexe (Arbeits-, Test-)

Vollstindigkeit (%)
r.m.s.d.
Bindungslingen(A)
Bindungswinkel (°)
Anzahl Atome
Mittlerer B-Wert (A2)

34.26-1.65
15.92, 18.61
30009, 1594
99.98

0.008
1.31
2219
19.31

Neben dem konservierten B-Sandwich finden wir in Flo10A die bekannten Strukturelemente

der Adhisine mit PA14-Domainen, wie das DeisD-Motiv in CBL1 welches gemeinsam mit

CBL2 ein Ca**-Ion komplexiert, die hypervariablen Loops und das konservierte Disulfidbrii-
ckenmuster (Abbildung 4.47). Im Gegensatz zum sehr dhnlichen Flo5A (r.m.5.d. von 0.28 A)
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und der Flo10A5P-Chimire (r.m.5.d. von 0.30 A) ist die Subdomine an Position des Loops
L2 allerdings nicht durch die Elektronendichte beschrieben.

A P mom v

"—l;];;’oSD ) L3 ) ceL2 [V SW
i oy D - -
|_1\ c \{ A Mannose.__ C 7 Qk’#\; ya X&:

- / ) ] ! . E e | 7 .».‘\

~~

Disulfidbriicken

Abbildung 4.47 - Die Struktur von Flo10A. A: Neben dem konservierten p-Sandwich und den Disulfidbriicken
tragt Flo10A eine nicht durch die Elektronendichte abgebildete Subdomine. Die Konformation des hypervariablen
Loops L3 ist der deckelférmigen Orientierung in PpFlolA sehr dhnlich. CBL1 (hellbraun) komplexiert mit Hilfe des
DdsD-Motivs ein Ca*-Ion (ocker) iiber welches eine Mannose gebunden vorliegt. B: Der Vergleich zwischen
Flo10A*Mannose und Flo5A*Mannose zeigt hauptsichlich Abweichungen im Bereich Subdomine, in L3 und im
Bereich der Termini. Die Strukturen sind nach Grofle des r.m.s.d. gefirbt (rot: hohe Abweichung; blau: geringe
Abweichung; grau: keine geeignete Uberlagerung)

Das Modell von Flo10A bricht nach der ersten Disulfidbriicke der Subdomine ab. Moglich-
erweise ist die Subdomine von Flo10A flexibler als diejenige von Flo5A, welche in allen be-
kannten Strukturen eine definierte Orientierung besitzt. Betrachtet man allerdings die Bin-
dungstasche genauer und vergleicht diese mit Flo5A und Flo10A*P, so fallen weitere Abwei-

chungen auf.

Nicht nur die Orientierung der Mannose ist leicht verindert, sondern vor Allem die Orien-
tierung von L3. Wihrend in Flo10A>" dieser Loop die Konformation wie in Flo5A ein-
nimmt, zeigt L3 in Flo10A eine geschlossene, deckelférmige Konformation; dhnlich wie in
CealA. Weiterhin interagiert K216 direkt mit der gebundenen Mannose, was ebenfalls der
Bindung des GlcNAc in CealA entspricht. Moglicherweise ist die Modifizierung des Bin-
dungsmodus in Flo10°*" durch die Interaktion von Q98 aus der Flo5A-Subdomine mit der
Mannose induziert. Hierdurch wird die Mannose leicht gekippt und Loop L3 indert seine

Konformation. Weiterhin ist ein sterischer Einfluss der rigiden Flo5-Subdomine moglich.
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Flo10A «Mannose

Abbildung 4.48 — Vergleich der Form der Bindungstasche von Flo10A mit Flo5A (PDB-ID: 2XJS) und dem chimi-
ren Flo10A*P. Die Anwesenheit der Flo5A-Subdomine fiihrt zu einer sterischen Restriktion der Bindungstasche
durch Q98. Hierdurch wird die Orientierung der Mannose leicht gekippt und damit L3 in eine verinderte Konfor-
mation gezwungen wird. Durch den Austausch der rigiden Flo5A- gegen eine flexiblere Flo10-eigene Subdomine
erlangt Loop L3 seine native Konformation und interagiert direke mit der gebunden Mannose.

Dies macht deutlich dass die Subdomine einen direkten Einfluss auf die globale Form der
Bindungstasche hat. In Flo10A ist durch die flexible Subdomine der Loop L3 nicht in seiner
Orientierung beeinflusst und nimmt seine deckelférmige Orientierung an. Dies korrespon-

diert dartiber hinaus mit der Beobachtung in CealA, welches keine Subdomine besitzt.

Im Sequenzalignment von Flo5A mit Flo10A ist ebenfalls zu erkennen, dass die Zusammen-
setzung von L3 unterschiedlich ist. NINA WOZNIAK konnte zeigen, dass Flo5A sowie Flo10A
ohne Subdomine nicht funktional sind™’. Méglicherweise dndert hierbei die Bindungstasche
zu stark ihre Konformation. Dies erklirt ebenfalls, warum die Chimire Flo5A'P in ihren
Flokkulationseigenschaften stark eingeschrinke ist. Die Bindungstasche ist degeneriert, da die
Flo10A-Subdomine zu flexibel ist um die Flo5A-Bindungstasche stabil zu halten. Stattdessen
zeigt dieses Adhisin eine Bindung an Agar. Dies lisst in der Summe folgenden Schluss zu:
Die Flo10A-Subdomine ist nicht direkt in die Bindung von Glycanen involviert, stattdessen
hat Flo10A die Mannosebindung tiber einen modifizierten Loop L3 mit direkter Interaktion
von K216 erreicht und nutzt die Subdomine fiir eine weitere Funktion. Die Flo5A-
Subdomine dagegen ist direkt in die Glycanerkennung involviert, da die Orientierung von
L3 in Flo5A ohne die Subdomine nicht zur Mannosebindung und damit zur Flokkulation

ausreicht.
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5 Diskussion

Hefen haben sich im Laufe der Evolution an ein grofles Spektrum an Umweltbedingungen
anpassen konnen und sind heute fast ubiquitir vorhanden. Zur Interaktion mit Zellen der
eigenen Garttung oder mit dem sie umgebenden Okosystem haben sie eine Palette zellwand-
verankerter Adhisionsproteine entwickelt”. Ein grofler Teil dieser Adhisine basiert auf der
strukeurell konservierten PA14-Domine aus B. anthracis. Diese Ca**-abhingigen GPI-
verankerten Zellwandproteine vermitteln die Bindung an diverse Glycanstrukturen und sind
damit fiir einige wichtige Prozesse im Lebenszyklus von Hefen verantwortlich. Neben Flok-
kulinen, welche in der Bickerhefe S. cerevisiae die vegetative Adhision und Verklumpung
von Zellen der eigenen Gattung vermitteln, sind als zweite Gruppe die epithelialen Adhisine
aus C. glabrata, welche unter Bindung physiologisch relevanter Galactoside als Pathogenitits-

faktoren wirken, gut charakeerisiert! %3

. Obwohl beide Adhidsingruppen eine hohe struktu-
relle Ahnlichkeit aufweisen und Glycane binden, finden sie in unabhingigen Prozessen An-

wendung.

Hefen sind erdgeschichtlich sehr alt und bilden seit Millionen Jahren einen unverzichtbaren
Baustein in der Verwertung und dem ,Recycling“ von komplexen biologischen Materialien’.
Adhisine mit PAl4-Dominen sind an grundlegenden, aber mitunter spezies- bzw. habi-
tatabhingigen Prozessen beteiligt. Dies legt den Schluss nahe, dass deren Anwendung ein in
Hefen hiufig vorkommendes Prinzip darstellt. Aufgrund der hohen genetischen Varianz, der
diese Adhisine bspw. aufgrund ihrer Lokalisation in subtelomeren Bereichen unterliegen,
bilden diese ein breites, grofitenteils unbekanntes Spektrum an Funktionalititen ab®®. Dies

erlaubt den Hefen die stetige Anpassung an verinderliche Umweltbedingungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein tieferes Verstindnis fiir die Funktionalititen, aber auch
fir die globalen Determinanten der Bindungsspezifitit dieser diversen Adhisin-Gruppe ge-
schaffen. So konnte mit CealA und PpFlol1A ein neuer Subtyp identifiziert und biochemisch
charakeerisiert werden. Wihrend CealA die selektive Bindung an N-Acetylglucosamin ver-
mittelt, ist fir PpFlo1A bisher kein Ligand bekannt. Das Studium weiterer Familienmitglie-
der der beiden bekannten Subtypen der Flokkuline und Epas lieferte ein tieferes Verstindnis
der speziesinternen Variation auf Struktur- und Funktionsebene. Diese bildet die Grundlage
fur die stetige Entwicklung und Anpassung neuartiger oder verbesserter Varianten in Abhin-
gigkeit der Umweltbedingungen. Aufgrund dieser Eigenschaften verglichen Christiaen ez al.
die pilzlichen Adhisine mit der Haupthistokompatibilititskomplex-Familie (MHC) des Im-

munsystems' ',

Aufgrund dieser mafSgeblichen Vielfalt an Funktionalititen bilden die Adhidsine mit PA14-
Dominen auch das Potential fiir die Anwendung in Biotechnologie und Pharmazie bspw. zur

Bindung physiologisch relevanter Glycokonjugate.
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5.1 Globale Betrachtung der pilzlichen PA14-Doméanen -

Genetische Varianz fiihrt zum Erfolg

Bei zusammenfassender Betrachtung der globalen Zusammenhinge zwischen den einzelnen
Subtypen der pilzlichen Adhisine mit PA14-Domine wird eine grofle Varianz auf Sequenz-
und auf Strukturebene deutlich. Wie ldsst sich damit eine Klassifizierung in Subtypen in

Einklang bringen?

5.1.1 Interne Gemeinsamkeiten definiert die einzelnen Subtypen

Neben der Vielfalt auf Sequenzebene lassen sich Gemeinsamkeiten in den einzelnen Subty-
pen ausmachen (Abbildung 5.1 A). So ist dies das Vorhandensein von Subdominen in den
Flokkulinen, die Konservierung von Disulfidbriickenmustern innerhalb der Gruppen, aber
auch strukturelle Determinanten, welche gruppenspezifisch sind. Hier ist die jeweilige Ver-
lingerung unterschiedlicher flexibler Loops zu nennen. Wihrend in den Epas vorwiegend der
Bereich um L1 verlidngert ist, ist dies in den Flokkulinen die Subdomine/L2 und im Pichia-
Subtyp L3 iiber der Bindungstasche. Daraus folgend zeigen die Subtypen dhnliche Spezifiti-
ten. Eine tiefergehende Analyse der potentiellen Adhisine ohne CC-Motiv deutet an, dass
diese eine alternative Dominenorganisation besitzen. Hier ist nach der Signalsequenz direkt
ein S/T-reicher Bereich zu finden, auf welchen C-Terminal die PA14-Domine folgt; ein
GPI-Anker fehlt. Dies erinnert an die urspriingliche Definition der GLEYA-Domine als C-
terminale PA14-Domine. In S. pombe sowie Hirsutella minnesotensis, einem carnivoren As-
comycet, konnten bereits erste Vertreter gefunden werden®®%”. Zwei ebenfalls im phyloge-
netischen Baum verzeichnete GLEYA-Proteine der Nematoden-fangenden Pilze Drechslerella
stenobrocha (UniProt-1D: W71935) und Arthrobotrys oligospora (UniProt-1ID: G1X146) spie-

len méglicherweise eine direkte Rolle in der Erkennung und Bindung des Fadenwurms®2#3%.

Um die Einordung in Subtypen zu untermauern, wurde ein Sequenz-Ahnlichkeits-Netzwerk
(Sequence-Similiarity-Network, SSN) mit Hilfe des Enzyme Function Initiative-Enzyme Simi-
larity Tools (EFI-EST) erstellt und mit Cytoscape visualisiert *°%. Solch ein Netzwerk gibt
die Ahnlichkeit vorgegebener Sequenzen grafisch wieder. Hierfiir wurden 5242 in der Inter-
pro-Datenbank gelistete Sequenzen mit PAl4-Domine verwendet (Interpro Familie
IPRO11658). Sequenzen, welche eine Identitit von >95% aufweisen, sind zu einem Knoten
zusammengefasst**. Die Knoten fallen hierbei zu wohldefinierten Gruppen zusammen
(Abbildung 5.1 B). Neben bakteriellen Enzymen und Toxinen (blau), findet man Gruppen,
welche sekretierten, bakteriellen Proteinen (griin) oder der Fibroschleimdomine (gelb) zuzu-
ordnen sind. Pilzliche Adhisine (rot), sowie solche ohne CC-Motiv (violett) finden sich vor

allem in kleineren aber dennoch gut abgegrenzten Gruppen.

## Daraus folgen 3086 Knoten, welche 5228 Sequenzen reprisentieren.
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Abbildung 5.1 — Globale Betrachtung der pilzlichen Adhisine mit PA14-Domine. A: Der Einordnung der im phy-
logenetischen Baum abgebildeten Adhisine in Subtypen liegen funktionelle (Art des erkannten Liganden) und struk-
turelle Eigenschaften (konservierte Disulfidbriicken, Insertionen in unterschiedliche Schleifenbereiche) zu Grunde.
Die Sequenzen zeigen dariiber hinaus zwei verschiedene Dominenorganisationen. Wihrend der Grofiteil der Adhi-
sine dem bekannten Muster mit MN-terminaler PA14-Domine folgt, tragen hauptsichlich die Sequenzen ohne CC-
Motiv diese Domine am CTerminus. Dies entspricht der urspriinglichen GLEYA-Domaine. Im Rahmen dieser Ar-
beit konnte das funktionelle und strukturelle Bild der Pichia-Adhisine (orange), der Epas (blau) und der Flokkuline
(griin) weiter komplettiert werden. Die Klupveromyces-Adhisine (grau), die PWPs (gelb) sowie die Adhisine ohne
CC-Motiv (violett) sind weitgehend unerforscht. (Adhisine, welche nicht Gegenstand dieser Arbeit waren, sind mit
einem roten Stern markiert.) B: Eine Sequence-Similarity-Network Analyse der PA14-Familie aus allen Dominen des
Lebens untermauert die Einteilung der pilzlichen Adhisine in Subtypen. Die dargestellten Cluster sind mit denen
der phylogenetischen Analyse in Gré8e und Diversitit vergleichbar.

Die Subtypen, welche im Rahmen dieser Arbeit identifiziert werden konnten, finden sich
ebenfalls in dieser Betrachtung wieder. So bilden Flokkuline, epitheliale Adhisine und
Pichia-Adhisine sowie Kluyvermyces-Adhisine und solche ohne CC-Motiv jeweils einen Clus-
ter aus. Dariiber hinaus zeigen die hier dargestellten Gruppen eine dhnliche interne Streuung

wie im phylogenetischen Baum; bspw. ist der Subtyp der Epas breiter als der der Flokkuline.

5.1.2 Diversitat innerhalb der Subtypen wird durch Anpassung erzeugt

Die Stirke der Varianz in den einzelnen Subtypen ist méglicherweise mit dem auf den Orga-
nismus wirkenden Selektionsdruck zu erkliren; vor allem vor dem Hintergrund der essentiel-
len Funktionen, welche die Adhisine ausiiben. Die epithelialen Adhisine dienen der Adhisi-
on an die Epithelzellen eines Wirtsorganismus und sind unverzichtbarer Bestandteil bei der
Etablierung der Pathogenitit'?%. Da Candida glabrata mit der Mikroheterogenitit der Gly-
cosylierung, auch im Siugetierkorper, konfrontiert ist®***%, muss dieser Organismus eine
Bandbreite anpassbarer aber effektiver Adhisionsproteine auf seiner Oberfliche prisentieren,
die epithelialen Adhisine. Dies fiihrt zu einer Verbreiterung der phylogenetischen Gruppe.
Im Gegensatz dazu sieht sich Saccharomyces cerevisiae einem nur sehr begrenzten Selektions-
druck ausgesetzt, zumindest was die Bildung von multizelluliren Aggregaten, d.h. Biofilmen
und Flocken, angeht. Es gilt nur eine Art Glycan zu erkennen, Oligomannoside mit
Mano1-2Man-Enden. Dies fiihrt zu der Ahnlichkeit der Flokkulinsequenzen untereinander

und damit zu kurzen Asten im phylogenetischen Baum sowie einer kleineren Gruppe im

SSN.

Solche Mechanismen der molekularen und genetischen Anpassung®”*%* findet man in der
Natur hiufiger®*, so bspw. bei Proteinen der Ig-Familie™®, den VSG bei Trypanosomas®”
oder bei Molekiilen des Haupthistokompatibilititskomplexes (MHC)**!, mit welchen
CHRISTIAENS et al. bereits die Subtypen der Flokkuline und epithelialen Adhisine vergli-

chen''?

. Die Varianz wird hauptsichlich durch die bereits in der Einleitung erwihnte sub-
telomere Lage der Adhisingene und die damit einhergehende Rekombination verursacht.
Slippage der DNA-Polymerase bei der Transkription fiihrt bspw. ebenfalls zur Variation der

Linge der B-Region'®. Dieses ,verrutschen® beim Ablesen des parenteralen Stranges wird

durch die hohe Anzahl repetitiver Einheiten verursacht.
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Abbildung 5.2 — Die pilzlichen Adhisine mit
PA14-Domine sind unabhingig von ihrer Sub-
typ-Zugehorigkeit morphologisch divers. Oran-
ge:  Pichia-Subtyp, griin: Flokkulin-Subtyp,
blau: Epa-Subtyp.
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Die Rekombination fungiert als eine Art Baukasten-
prinzip zur stindigen Anpassung an die Umwelt'®.
Mutationen und neue Kombinationen erweisen sich
als vorteilhaft und werden angewandt oder werden
zu funktionslosen Genen oder Genfragmenten, wie
dies moglicherweise bei PpFlolA der Fall ist. Das
Vorhandensein solcher Genfragmente konnte eben-
falls fiir die VSG’s bei Trypanosoma gezeigt werden.
Derselbe Effekt ist anzunehmen, wenn sich durch
Wechsel des Habitats {iber mehrere Generationen
hinaus ein Adhisin nicht mehr als positiv fiir die fiz-

ness erweist.

Diese Zusammenhinge machen deutlich, dass es
sehr schwer ist, die pilzlichen Adhisine im Ganzen
zu betrachten. Die Komplexitit und Eigenstindig-
keit der einzelnen Subtypen verdeutlicht dies bspw.
anhand der unterschiedlichen Bindungsmodi; auch
innerhalb der einzelnen Subtypen. Diese Vielfalt
zeigt sich bereits anhand der diversen strukturellen
Morphologien (Abbildung 5.2). Hinzu kommen die
dadurch verursachten Unterschiede in den chemi-
schen und physikalischen Eigenschaften der Ober-
fliche. Auch die Flokkuline, deren Variabilitit im
Bereich der PA14-Domine kleiner ist als die der
Epas, zeigen durch unterschiedliche Subdominen

stark variierende Formen.

Aufgrund dieser Diversitit ergibt sich eine Vielzahl
von chemischen und strukturellen Determinanten,
welche die Funktion der Subtypen und der einzelnen
Mitglieder beschreiben. Daher ist es kaum mdoglich,
rational die Funktion eines Adhisins blof§ anhand
seiner Primirsequenz vorherzusagen, bzw. ob es sich
definitiv um ein Adhisin mit PA14-Domine han-
delt. Dies macht es umso schwieriger, wie im Falle
der Epas gezeigt werden konnte, Funktion und phy-
logenetische Nihe in Korrelation zu bringen. Auf
der einen Seite kann die Verwandtschaft bzw. die

Herkunft der einzelnen Adhisine nicht von deren
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Funktion entkoppelt betrachtet werden, doch zeigt sich ein tiberaus grofes Spektrum von
Feinabstimmungen innerhalb der Gruppen. Dies lisst auf der anderen Seite Raum fiir weite-
re Entdeckungen, bspw. in den in dieser Arbeit identifizierten Subtypen ohne CC-Motiv o-
der im Subtyp der Kluyveromyces-Adhisine mit z.T. volumindsen Resten in der vorhergesag-

ten Bindungstasche.

Die Varianz und die Rekombination beleuchten allerdings eine Schwiche der phylogeneti-
schen Analyse. Aufgrund der Rekombination sind die Abstinde und Lage der Adhisine im
phylogenetischen Baum, evolutionir betrachtet, verfilscht''2. Nichtsdestotrotz gibt der Baum
die Ahnlichkeit und Identitit der Primirsequenzen wieder und erlaubt somit eine globale
Gegeniiberstellung. Dies erklirt, warum eine funktionelle Betrachtung mitunter losgeldst von

der Verwandtschaft geschehen muss.

Zusammengefasst untermauert und validiert die globale Betrachtung: (7)) Die Einteilung in
Subtypen sowie (i7) die Existenz eines Pichia-Subtyps, (7i7) die Konsistenz innerhalb der Sub-

typen aber auch (i) Varianz und Anpassungsfihigkeit als generelles Prinzip

Der Erfolg der Mitglieder des Reiches Fungi in der Erdgeschichte ist durchaus mit deren An-
passungsfahigkeit, welche sich auch auf der Ebene der Adhisionsproteine wiederfindet zu
erkliren. Dies wird Hefen, neben anderen Mikroorganismen, vermutlich weiterhin zu einem

erfolgreichen Teil der eukaryotischen Domine des Lebens machen®sS.

5.2 Adhasine aus Pichia pastoris bilden einen eigenstandigen Subtyp

Die phylogenetische Analyse einer groflen Zahl von etwaigen Adhidsinen mit PA14-Domine
deutete bereits an, dass die untersuchten Hefegattungen eigens an ihr Okosystem und ihre
Lebensbedingungen angepasste Varianten von Adhisinen entwickelt haben (Abschnitt 4.1).
Aufgrund der geringen Sequenzidentititen im Bereich von max. 20-25% lésst sich allerdings
kaum ein Riickschluss auf mogliche Funktionen oder Bindungseigenschaften ziehen. Dies
wird durch die Erkenntnisse dieser Arbeit gestirkt. Die Charakteristika der Erkennung von
Liganden sind keineswegs nur anhand der Primirsequenz von CBL2 abzulesen, da die Form
der Bindungstasche durch eine grofle Anzahl von Faktoren beeinflusst wird. So spielt bspw.
die Linge und Orientierung der hypervariablen Loops eine tragende Rolle. Durch die Beein-
flussung dieser Loops untereinander, wie bei Flo10A durch eine alternative Subdomine ge-
zeigt werden konnte, wird dieser Effekt weiter verstirkt. Die geringe Sequenzidentitit fiihrt
dartiber hinaus dazu, das selbst die Eigenschaften der einzelnen Loops nur schwer direkt aus
der Primirsequenz abzulesen sind, da gerade diese hypervariablen Bereiche unter dem Druck

standiger Anpassung zu stehen scheinen.

%% Oder frei nach DAVID MOORE: ,Don’t turn your back on a fungus!”
(aus MOORE, D. Slayers, Saviors, Servants, and Sex: An Exposé of Kingdom Fungi. (Springer New York, 2001))
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Um einen Eindruck von der Komplexitit und ein tieferes Verstindnis der strukturellen Ei-
genschaften dieser komplexen Proteinfamilie zu erhalten, wurden CealA und PpFlolA als

erste Beispiele eines weiteren Subtyps untersucht.

5.2.1 Der Domanenaufbau von CealA

Die Identifikation von CealA durch ein multiples Sequenzalignment'*®

und die nachfolgen-
de phylogenetische Analyse lieferte die Primirsequenz der A-Domine von CealA. Die Se-
quenz der B- und C-Domine hingegen blieb bisher aufgrund der unvollstindigen Sequenzie-

rung unbekannt. In einer kiirzlich erschienen Veroffentlichung®*

eines in silico Screenings
nach GPI-verankerten Zellwandproteinen in P. pastoris GS115 wurde ein putatives Adhisin
identifiziert, welches sich nach eingehender Betrachtung als Homolog von CealA mit einer
Sequenzidentitit der A-Domine von etwa 89% herausstellte (UniPort-ID: C4R3A8, Abbil-
dung 5.3). Fiir dieses Gen ist dagegen die Gesamtsequenz verflighar. Dem 21 Aminosiuren
langen Signalpeptid folgen die A-Domine mit 219 Resten und die B-Region. Ein Vergleich
der vorhandenen Repeats mit RADAR*? fiihrte zur Identifikation zwei unterschiedlicher
Typen (8x32 aa gefolgt von 3x18 aa). Es verbleiben 80 Reste fiir die C-Domine und den
mittels PredGPI identifizierten GPI-Anker**. Im Vergleich mit den epithelialen Adhisinen
und den Flokkulinen fillt auf, dass die Linge der B-Region stark variiert. In CealA betrigt

diese etwa 330 aa wihrend Epa6 ~360 aa und Epa9A ~1000 aa in der B-Region zeigen.

D23 E241
\'ADoméne’ | B-Region DSMZ70382
Ceat D22 E240 T569

| A-Domdne  B-Region q GS115
" Identitat: 89% GPI

Abbildung 5.3 — Komplettierung des Domiénenaufbaus von CealA anhand eines homologen Adhisins aus P. pastoris
GS115 mit einer Identitit von 89% bezogen auf die A-Domine. Dem Signalpeptid (braun) folgt die A-Domine
(orange), die repetitive B-Region (blau) sowie die zur Fixierung in der Zellwand zustindige C-Domaine (griin).

Der Einfluss der B-Region auf die Bindung wurde in der Literatur bereits hiufig diskutiert.
Die generelle Auffassung ist hierbei, dass die B-Region unter Ca**-Bindung durch deren O-
Glycosylierungen eine stibchenférmige Konformation einnimmt um die A-Domine aufler-
halb der Glycokalyx, der markanten Glycanschicht der Zellen, zu prisentieren'®. Auch amy-
loidbildende Sequenzbereiche zur Verhinderung von ¢is-Bindung und zur Erhohung der
Aviditit sind vorgeschlagen worden®>3%. Untersuchungen mittels Einzelzellkraftspektrosko-
pie (single-cell-force-spectroscopy, SCES) und in silico-modelling am Beispiel vergleichbarer
Repeats aus Als-Adhisinen, welche zu Adhisinen mit Ig-dhnlicher Faltung zahlen'®, konnten
erste Einblicke in ihre Struktur vermitteln®”. Die Repeats sollen hiernach aus einzelnen, stark

glycosylierten, B-Faltblatt-reichen Dominen bestehen, welche sich in der SCES einzeln ent-

falten.
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Die Strukturlgsung von CealA bestitigte die Annahme, dass es sich hierbei um ein struktu-
rell mit Flo5A und EpalA verwandtes Adhisin handelt und es das fiir diese Adhisin-Familie
typische DeisD-Motiv besitzt (Abschnitt 4.2.4). Auch hier wird die Bindung von Glycanen
tiber ein Ca?*-lon vermittelt. Die Selektivitit wird durch eine komplexe Anordnung hyperva-

riabler Loops gesteuert.

5.2.2 CealA zeigt strukturelle Alleinstellungsmerkmale

Die Eigenstindigkeit der Adhisine aus P. pastoris zeigt sich funktionell wie strukturell. Dies
wird vor allem am Ubergang der A-Domine zur B-Region deutlich, welcher in CealA aus
einer stabférmigen Verlingerung gebildet wird und hierbei die B-Region voraussichtlich mit
einem Winkel von etwa 55° zur A-Domine abwinkelt (Abschnitt 4.2.4). Mit Hilfe des a6
initio Servers QUARK konnte das Modell eines Repeats von CealA erstellt werden und mit
Hilfe des GLYCAM-Servers in silico glycosyliert werden™ . Hierbei erkennt der Server po-
tentielle O-Glycosylierungen, addiert einen benutzerdefinierten Glycan-Baum und fiihrt eine
Energieminimierung iiber AMBER mit Hilfe des GLYCAM-Kraftfeldes aus***'(Abbildung
54 A). In diesem Fall wurde die in Hefen hiufig vorkommende Glycosylierung
MansGlcNAc; an drei Threoninen und einem Serin gewihlt. Die volumindse Struktur und
die Komplexitit der gesamten B-Region lassen sich hierdurch erahnen. Das Modell dhnelt
der von FRANK ez al. vorgeschlagenen Faltblatt-Struktur, welche bei der Modellierung eines
Als-Adhisin Repeats erhalten wurde®”. Verbindet man die kristallografisch erhaltene Struk-
tur der A-Domine mit dem Repeat und fithrt eine Energieminimierung mit AMBER durch,
erhilt man einen Eindruck des Ubergangs zur B-Region. Das Modell zeigt hierbei kein Ab-
spreizen von 55° an, doch handelt es sich dabei bestenfalls um eine Anniherung der in situ
Situation. Hierbei wird eher ein henkelfsrmiger Ubergang zur B-Region erhalten (Abbildung
5.4 B). LIPKE et al. & RAMSOOK et al. berichteten von der Moglichkeit, das Adhisine iiber
ihre B-Region Di- oder Oligomere bilden kénnten, welche die Aviditit der Wechselwirkung
weiter erhohen, indem die Glycan-bindenden Zentren in riumliche Nihe gebracht wer-
den'%3194352 Zwei der zuvor gebildeten Fusionsproteine aus der A-Domine und eines Repeats
lassen sich beispielsweise zu einem Dimer mit zweizihliger Symmetrie zusammenfithren. Die
Tatsache, dass in der Kristallstruktur der Kontakt zwischen den 4 mol/asu ebenfalls tiber eine
Verlingerung des B-Sandwichs herbeigefithrt wird, bestirke die Moglichkeit einer solchen
Dimer- oder Oligomerisierung (Abbildung 5.4 C).

***** Aufgrund der fehlenden Sequenz der B-Region in CealA wurde der erste Repeat (Uniprot-ID:C4R3AS,
Reste: E277-T309) des Homologs aus P. pastoris GS115 verwendet.
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B-Region
Repeat

b

Abbildung 5.4 — Modellierung des Ubergangs zur B-Region. A: Das mit Hilfe des QUARK- und des GLYCAM-
Servers erstellte Model eines Repeats aus der B-Region mit MansGlcNAcz-Glycosylierung zeigt einen B-Faltblatt-
Verlauf, welcher bereits fiir die B-Region der Als-Adhisine vorhergesagt wurde. B: Die Fusion des Modells mit der
Kristallstruktur der A-Domine und die Energieminimierung mittels AMBER deuten einen henkelférmigen Uber-
gang zur B-Region an. C: Der henkelférmige Ubergang und die Orientierung der B-Region kénnte, in Verbindung
mit relevanter Literatur, auf eine Oligo- bzw- Dimerisierung von CealA bzw. weiterer Adhisinen auf der Zellwand
hindeuten. Hier ist eine zweizihlige Symmetrie angedeutet.

Die alternative Faltung im Bereich der Termini ist ein Alleinstellungsmerkmal unter den be-
kannten Strukturen. Dementsprechend zeigt die Primérsequenz ebenfalls eine starke Abwei-
chung in diesem Bereich (Abbildung 5.5 A). Fithrt man mit der /V-terminalen Sequenz des
Stielbereichs eine Suche mittels BLASTp durch, so findet man ausschliefSlich die in der phy-
logenetischen Analyse genutzten putativen Orthologe von CealA (E-value von etwa 107172,
Eine Ubereinstimmung mit {iber 90% ist dariiber hinaus nur noch in bzp (UniProt-ID:

Q4ZHU4), einem Biofilm-assoziierten Protein aus Staphylococcus, zu finden®>3,
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A

CoalA Stiel

FloSA

CealA DDSGNGDNSDTAYGCD! .TTNAVDGFDATIYQYNANDLRLI .. ..... ROPTFMSTGYLGRNVLNKISGVTV . PGFNIWE . ..o, .. 2

FloSA  AT.......... EACLP.AGQRKSGMN INFYQYSLKDSSTY .. ... .. SNAAYMAYGYASKTKLGSVGGQTD. ISIDYNIPCVSSSGTFPCPQED 100

EpalA ASK...DPTTFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDFRKKGSYPCWDAAYLDPNYPRTGYKSHRLLAKVDGVTGN INFYYHAT . ... ......... K 117

Lg-FIOIAST. ... ...... QACLP.VGSRKNGMNVNFYKYSLQDSTTY .. ... .. SDPQYMAYKYSDTKKLGSVSGQTH . LSIYYGPN . ...\ ovou.n .. T &

PA14  EV.......... KQE. o e e MRLLN.ESES....... SSQGLLGYYFSDLNFQAPMYVTSS . TTGDLS | oo, .. 24

HGT  MA.......... RADPV.PKARPWGEHQHQFRGRA .NLHVF. . ... .. EDWCGSSITQOLRRNLHFPLYPH . ool 51

CBL1 Stief

CealA

FlosA  Ep—mm)p——mm)

CealA .o NP.SSR.TATVY..GVKNVNYYNMVLELKGYFKADVSGDYKLTLSH IBBSSMLFFGKETAFKCCDAG.SIPLNEAPTD 165

FloS5A SYGNWGCKGMGACSNSQGI.AYW.STDLF. .GF.YTTPTNVTLEMTGYFLPPOTGSYTFSFATVBBSA I LSVGGS IAFECCAQE.QPPIT. . STN 187

Epa1A AAAAAAAAAAAAA GCTPQLGHLPASYNY . .PK.PLTMTNFTMLLYGYFRPKVTGFHTFTISA. LLFVNFGAGNAFDCCRRD.SSADH..FGN 191

Lg-FlolA . . ... ... ... AFWNT _ASW.SSDLF. GF.YTTPTNVTVEMTGYFLPPQTGSYTFKFATVIBBSA | LSVGGS IAFECCAQE.QPPIT..STD 160

PAY4 ... L. . LIP.SSELE. . NIPSENQYFQSAIWSGFIKVKKSDEYTFATSA. HVTMWVDDQEV I . . . ... ... .o 97

HET ot | CRTTLRKLAV.SPKWTNYGLRIFGYLHPFTDGKIQFAIAA. BBNAEFWLSLDDOVSGLOLLASVGKT. .GKE 119
CBL2 Stiel

CealA =

FloSA =

CealA YSLFTIKPSNQVNSEVISATQYLEAGKYYPVRIVFV LER.ARFD......... FKLTIPSGA.VLDDFQNY | .YQFGD.LDENSC.. .HE 241

Flo5A FTINGIKPWDGSLPDNITGTVYMYAGYYYPLKVVYS LSW.GTLP . L L ISVELPDGTTVSDNFEGYV.YSFDDDLSQSNCTIPDP 268

EpalA YQAYAIWGS...KTAKDELTVHLDAGVYYPIRLFYN L¥D.GALS . .. ... FTFKTESNENTVSDFSEYF.FSLDD.T.EEGCPGLIS 267

Lg-Flo1A FTING I KPWDAATPTDIKGSTYMYAGYYYP I KIVYS LAL.ARLP. ........ VSVVLPDGTEVNDDFEGYV.YSFDDDLSQSNCTIPDP 241

PAI4 ... .. ..., NKASNSNKIRLEKGRLYQIKIQYQ) LPTEKGLD . .. .. .. .. [P KLYW. T DSQ 140

HGT  WTAPGEF...GKFRSQISKPVSLSASHRYYFEVLHKE@MEEGT . DHVEVAWRRNDPGAKFTIIDSL.SLSLFTNETFLOM. ... ... DEVGHI 199

B

PA14-Domaéne ¢
B-Sandwich

rm.s.d. C -Atome

c ™ Flo5A  1.038 94
Stielférmige 0.988 124
EpalA 1349 92

Verlangerung  gpaga  1.358 109

Abbildung 5.5 — Vergleich der strukturellen Eigenschaften reprisentativer Adhisine mit PA14-Domine. A: Ein mul-
tiples Sequenzalignment mit T-COFFEE beleuchtet Unterschiede auf Primirsequenzebene. Ein Vergleich mit den
Sekundirstrukturelementen von Flo5A unterstreicht die alternative Faltung im stielférmigen Bereich, welche in
CealA hauptsichlich aus 8 und B9 in Verbindung mit den beiden Termini gebildet wird. Das hoch konservierte
D dsD-Motiv (grau/blau) ist ebenso wie der fiir die Glycanbindung wichtige Bereich des CBL2 (grau/rot) hervorge-
hoben. (UniProt-IDs: Flo5A, P38894; EpalA, Q6VBJ0; LgFlolA, B3IUAS8; PA-14, P13423; HGT, Q8N9VO0) B:
Uberlagerung der Riickgrate von PA14-Adhisinstrukturen. Wihrend die PA14-Domine als Kern der Strukturen
sehr rigide ist (grau hinterlegt), zeigen sich Abweichungen besonders im Bereich der hypervariablen Loops L1-L3
(orange und griin) sowie im Bereich der Termini (orange). C: Die Abbildung des Konservierungsgrades auf Grund-
lage des T-COFFEE Alignments auf die Strukturoberfliche von CealA zeigt, dass die strukturelle Konservierung
nicht unbedingt auf Sequenzebene wiederzuerkennen ist. Uber die phylogenetischen Gruppen hinweg sind nur Res-
te, welche fiir die strukturelle Integritit und die Glycan- und Calciumbindung essentiell sind, erhalten.

Eine Uberlagerung der Riickgrate reprisentativer Strukturen unterstreicht diese Einzigartig-
keit (Abbildung 5.5 B). Wihrend der hypervariable Loop L1 eine mit Flo1A, Flo5A und Lg-
Flo1A vergleichbare Konformation einnimmt, ist in L2 das Fehlen einer Subdomine zu er-
kennen; der Loop von CealA ist in allen Strukturen der Kiirzeste'”!%!135. Am ehesten ist die-
ser mit dem in PpFlo1A beobachteten Loop vergleichbar. Trotz Fehlens der Subdomine sind
beide Loops nicht wie bei den epithelialen Adhisinen aus C. glabrata mit einer zusitzlichen
Disulfidbriicke verbunden. Diese wird durch die Verkiirzung beider Loops und die Fixierung

von L1 mit einem hydrophoben Bereich funktionell ersetzt. Der entsprechend verlingerte
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Loop L3, welcher iiber der Bindungstasche eine Art Deckel bildet, kompensiert die Offnung
der Tasche.

Bildet man den Konservierungsgrad der einzelnen Reste mittels des Alignmenta auf die 3D-
Struktur ab, so zeigt sich eine grofle Varianz (Abbildung 5.5 C). Die Reste, welche dem Lo-
sungsmittel zuginglich sind, zeigen eine intermedidre Variabilitdt, wihrend sich die Bin-
dungstasche als hypervariabel erweist. Auch der Bereich, welcher das PA14-Kernmotiv bildet,
scheint auf Sequenzebene eher variabel zu sein. Die strukturelle Rigiditdt und Integritit ohne
global konservierte Sequenzbereiche ist ein Kennzeichen weiterer -Sandwich Dominen wie
bspw. Ig-artigen Proteinen®, zu welchen ebenfalls die Adhisine vom Flo11-Typ zahlen'®.
Wihrend der PA14-Kern eine rigide strukturelle Grundlage zur Glycanbindung bildet, wer-
den die weiteren Bindungseigenschaften durch die intrinsische Variabilitit auf Sequenz- und

Strukturebene der Loops erreicht, welche die Bindungstasche bilden.

5.2.3 Energetische Betrachtung des DcisD-Motivs

Wie in Abschnitt 4.2.4 beschrieben, wird das DcisD-Motiv in CealA, im Vergleich zu
Flo5A, nicht durch ein Tyrosin des B-Sandwichs stabilisiert'””. Das an dieser Stelle liegende
Phenylalanin ist nicht in der Lage einen Einfluss auf die cis-Peptidbindung zu nehmen und
entspricht der fiir Flo5A untersuchten Mutante Y222F, welche ebenfalls zeigte, dass diese
Interaktion zumindest nicht essentiell fiir die Ausbildung der cis-Peptidbindung und C-Typ

Lektinfunktion ist'%.

Wie ist die Bildung des DcisD-Motivs energetisch zu erkliren? Cis-Peptidbindung kommen
nur selten nach anderen Aminosiuren als Prolin vor (0.03%)?°°; zumeist in der Nihe aktiver
Zentren von Enzymen, wo Metallionen koordiniert werden®”>». Die Aktivierungsenergie,
welche fur die cis/trans-Isomerisierung aufgewendet werden muss, ist mit etwa 20 kcal/mol
sehr hoch®?2¢!. Dies erklirt (i) das seltene Auftreten dieser Bindungsform sowie (i7) die Iso-
merisierung als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Faltung von Proteinen mit
nicht-Prolin-cis-Peptidbindungen aufgrund der kinetischen Barriere bei physiologischer
Temperatur®”3233, Zur Beschleunigung dieses Prozesses haben sich cis/trans-Isomerasen
entwickelt, welche bisher allerdings nur fiir Prolyl-cis-Peptidbindungen bekannt sind**“. Die
Energie fiir die Isomerisierung muss demnach bei der Faltung aufgewandt werden. Moglich-
erweise lisst sich die Bildung des DeisD-Motivs durch den Energiegewinn erklaren, welcher
durch Ausbildung des sehr rigiden B-Sandwiches entsteht. Die Energie wird hier (7) durch
Bildung der beiden groflen Faltblitter sowie (i7) deren Zusammenlagerung in das Sandwich
durch den hydrophoben Effekt gewonnen (Abbildung 5.6 A). Dass die Entstehung des B-
Sandwiches einen entscheidenden Einfluss auf die Bildung und Stabilitit der cis-
Peptidbindung hat, wird weiterhin durch Abbildung 5.5 B verdeutlicht. Das bei aller struk-
tureller Variabilitit dieser Kernbereich in allen Strukturen nahezu unverindert vorliegt, deu-

tet auf die Unverzichtbarkeit dieser Einheit hin.
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f DcisD-Motiv

PA14

Abbildung 5.6 — Die Bildung des p-Sandwiches trigt mafigeblich zur Ausbildung der csPeptidbindung bei. A: Im
Kern der PA14-Domine von CealA ist eine grofle Anzahl hydrophober Reste zu erkennen, welche die rigide Ver-
bindung der beiden Faltblitter verursachen. Dadurch wird die Region um das D dsD-Motiv (i) konformativ einge-
schrinkt und (i) die nétige Energie fiir die Isomerisierung aufgebracht. Die Bindung des Ca?*-Ions erzeugt weitere
Energie sowie eine stabile Umgebung fiir csPeptidbindung. B: Auch die PA14-Domine selbst zeigt einen hydro-
phoben Kern, welcher allerdings sehr viel weniger stark ausgeprigt ist. Die starke Verlingerung des zu CBL2 analo-
gen Loops und das Fehlen eines rigiden Loops L3 iiber dem CBLI1-Analogon sorgt méglicherweise fiir verminderte
Stabilitit und damit fiir eine vergroferte Flexibilitit in diesem Bereich, was die Bildung der favorisierten erans
Peptidbindung zur Folge hat.

Eine Analyse von PAL und CHAKRABARTI kommt ebenfalls zu dem Schluss, das nicht-prolyl-
cis-Peptidbindungen eher durch umgebende Sekundirstrukturelemente stabilisiert werden als

durch direkte Interaktionen der Peptidbindung mit umliegenden Resten®

. Dementspre-
chend werden diese cis-Bindungen fast nur in oder in der Nihe von B—Stringen oder seltener
N-terminal an Helices gefunden. Das DcisD-Motiv ist nur peripher iiber die Aspartatseiten-
ketten oberflichenexponiert und befindet sich ansonsten eingebettet im Sandwich. Aus die-
sem Grund ist die faltungsinduzierte Bildung des DeisD-Motivs wahrscheinlicher als eine
nachfolgende, bspw. Calcium-induzierte Isomerisierung. Letztere Hypothese wiirde eine
aufwendige strukturelle Konformationsinderung durch die sterisch anspruchsvolle Isomeri-
sierung voraussetzen®. Eine konzertierte Verbindung beider Prozesse ist ebenfalls denkbar,
da auch die Bindung des Ca**-Ions einen Energiegewinn bringen sollte, welcher zur Isomeri-
sierung verwendet werden kénnte. SIM und Mitarbeiter erhielten fir die Komplexierung des

Ca*-Ions an Lg-FlolA ein Kp-Wert von etwa 14 nM'>. Aufgrund des hohen Konservie-
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rungsgrades des Calcium-Bindungsmotivs ist fiir CealA etc. eine dhnliche Bindungsstirke zu
erwarten. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die Ausbildung des DeisD-Motivs
wihrend des Reifungsprozesses (Faltung, Disulfidbriickenbildung, Ca**-Bindung, Glycosylie-
rung etc.) beim Transport tiber das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat zu-
stande kommt. Die detaillierte Untersuchung der Bildung des DcisD-Motivs kénnte anhand
von Flo5A gelingen, da dieses in der CD-spektroskopischen Schmelzpunktbestimmung eine

gewisse Tendenz zur Riickfaltung nach Denaturierung zeigte™®.

Neben den pilzlichen Adhisinen sind nur zwei weitere Proteinstrukturen mit einem DeisD-
Motiv bekannt, eine Zn?*-abhingige Aminopeptidase®” (PDB-ID: 1AMP) und die ATP-
Synthase’® (PDB-ID: 1BMF). In beiden Proteinen wird durch dieses Motiv ein Metallion
komplexiert, jedoch ist die direkte strukturelle Umgebung der konsekutiven Aspartate haupt-
sichlich a-helikal und schlecht vergleichbar. In der PA14-Domine aus B. anthracis selbst
liegt kein DeisD-Motiv vor*®. Stattdessen ist hier ein Aspartat mit einem Asparagin {iber eine
trans-Peptidbindung verkniipft (Abbildung 5.6 B). Das B-Sandwich besteht hier nicht nur
aus kiirzeren und weniger Stringen, sondern es ist breiter und nicht so dicht gepackt wie in
den Adhisinen. Dies gewihrt dem zu CBLI1 analogen Loop eine grofSere Flexibilitit, welche
dazu genutzt wird um eine alternative Konformation einzunehmen. Das die Abstinde zwi-
schen den beiden Faltblittern vergroflert sind, ist auf eine weitaus geringere Anzahl hydro-
phober Reste in der Mitte zuriickzufithren. Das Vorhandensein der #ans-Peptidbindung ist
weiterhin damit zu begriinden, dass Loop L3 iiber dem DN-Motiv nur vermindert am
Sandwich beteiligt ist und dariiber hinaus hoch flexibel ist, was zu einer geringeren sterischen
Blockade des CBL1-Analogs fiihrt. CBL2, welcher in den Adhisinen das Ca*-lIon um-
schliefSt, ist in der PA14-Domaine stark verlingert und durch einen grofSen Loop-Bereich ge-
kennzeichnet, welcher dem Loop mit DN-Motiv weitere Flexibilitit ermoglicht. Weiterhin
fehlen die in Adhisinen konservierten Disulfidbriicken, welche hier das Sandwich weiter sta-
bilisieren und ,zusammenschniiren®. Zusammenfassend ist anzunehmen, dass die PA14-
Domine (7) zu viele flexible Bereiche besitzt, als das sie eine cis-Peptidbindung begiinstigen
kénnte und (77) der verlingerte CBL2-Loop keine Bindung eines weiterhin stabilisierend wir-

kenden Metallions erlaubt.

5.2.4 Der Einfluss der hypervariablen Bereiche auf die Ligandenbindung

In CealA wird der Einfluss der hypervariablen Loops auf die Bindung sehr deutlich. Wih-
rend in Flo5A kaum von einer Bindungstasche, eher von einer breiten, dem Ldsungsmittel
gut zuginglichen Bindungsfliche, gesprochen werden kann, wird diese im Verlauf {iber
EpalA nach CealA immer enger und abgeschirmter (Abbildung 5.7 A-C). Dies liegt unter
anderem an der Konformation der variablen Loops. Wihrend in Flo5A die Subdomine in L2
eine wichtige Rolle bei der Mannosebindung spielt, wird dies in EpalA durch L3 tiber dem

Liganden ibernommen. L1 und L2, welche iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden
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sind, bilden den raumlichen Abschluss der Bindungstasche unter dem gebundenen Galacto-

sid.

133 A2
29 mm

. Fliche

Affinitat

EpalA-Galactose
Flache 164 A?
» Affinitat 2 um

CealA«GIlcNAc
Flache 192 A2
Affinitit 8 pm

CealA

Abbildung 5.7 — Die hypervariablen Loops formen die Bindungstasche. A: Die Bindungstasche in Flo5A (PDB-ID:
2X]S) ist stark solvensexponiert und nur durch die Subdomine partiell abgeschirmt. B: In EpalA (PDB-ID: 4ASL)
findet eine Abschirmung durch L1 und L3 statt. C: In CealA wird der Ligand durch einen stark verlingerten L3 fast
umschlossen. D: Ein Vergleich der drei Bindungsmodi macht deutlich, dass durch in Sequenz und Konformation
stark abweichende hypervariable Loops jeweils einen anderen Bereich der Bindungstasche abschirmen. E: Der Ver-
gleich der elektrostatischen Oberflichen von Flo5A, EpalA und CealA zeigt deutliche Unterschiede. Wihrend
Flo5A stark negativ geladen ist und EpalA eine ausgeglichen Ladungsverteilung zeigt, ist in CealA eine Hiufung
positiver Ladungen im Bereich der Bindungstasche zu finden (hervorgehobene Bereiche).

In CealA allerdings, welches zwar stark verkiirzte L1 und L2 besitzt, liegt der verlingerte
Loop L3 deckelartig fast tiber dem gesamten terminalen GlcNAc und sorgt damit fiir eine
direkte Interaktion mittels K172. Dies erlaubt eine hochaffine Bindung mittels einer Mi-
schung aus ladungsgetriebener und hydrophober Wechselwirkung mit dem Liganden durch
Abschirmung vom bulk-Losungsmittel. Die Berechnung der Interaktionsflichen zwischen
Glycan und Protein mit Hilfe des PDBePISA-Servers verdeutlichen dies weiter®”. Fiir
Flo5A*Mannose erhilt man hierbei eine Fliche von 133 A2, fiir EpalAeGalactose 164 A2
und fiir CealAsGlcNAc 192 A2 Die Variation der Loops in Sequenz und Konformation

fithrt dazu, dass in jedem der drei Adhisine jeweils eine andere Seite der Bindungstasche ab-
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geschirmt ist (Abbildung 5.7 D). Diese raumliche Abgrenzung der Bindungstasche kénnte
bei der Steuerung der Selektivitit in Bezug auf die glycosidische Bindung und die nachfol-
genden Glycane eine Rolle spielen. Dariiber hinaus konnte in CealA eine einzigartige, zur
Bindung der NV-Acetyl-Gruppe geeignete, positiv geladene Fliche in der Nihe der Bindungs-
tasche gefunden werden. In Flo5A und EpalA, welche keine geladene Wechselwirkung an
dieser Stelle unterstiitzen, findet sich ein eher leicht negativ geladener Bereich (Abbildung

5.7 E).

Wihrend Flo5A eine schwache, eher durch Aviditit getriebene, aber selektive Bindung von
Mannose zeigt, vermag Lg-FlolA Mannose-1-phosphat im hohen mikromolaren Bereich zu
erkennen'”'®, Nur EpalA bindet aufgrund einer abgeschirmten Bindungstasche und der
hydrophoben Interaktion mittels W198 in vergleichbarer Stirke an Galactoside'®. CealA
verbindet nun die Merkmale einer abgeschirmten Bindungstasche mit einer ladungsgetriebe-

nen Interaktion.

CealA vermittelt die Bindung an terminale N-Acetylglucosamine in Glycanketten mit pM
Affinitit. Hierdurch sind, wie in den Ergebnissen dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
CealA-prisentierende Zellen in der Lage an enzymatisch behandelte Chitin-Beads zu adhi-
rieren. Es gibt weitere Beispiele Chitin-bindender Proteine in der Literatur; auch auflerhalb
des Reiches Fungi. Hierzu zihlen zellwandassoziierte und cytoplasmatische sowie sekretierte
Proteine”®. Der Unterschied ist, das diese, im Gegensatz zu Ceal A, meist eine breite Spezifi-
tit zeigen und ausschliefSlich die fibrillire Superstruktur des kristallinen a-/B-Chitins erken-

nen. Dies ist unter anderem bei vielen Chitinasen der Fall?”!,

Die vergleichende Betrachtung von CealA mit den beiden Reprisentanten weiterer Subklas-
sen, Flo5A und EpalA, verdeutlicht die Komplexitit der Glycanerkennung durch diese viel-
seitigen Zellwandproteine. Flokkuline sind in der Lage Mannoside zu binden, wihrend
epitheliale Adhisine vordringlich die Erkennung von Galactosiden vermitteln. Die selektive,
hochaffine Adhision an Glucoside, hier N-Acetylglucoside, wurde bei dieser Proteingruppe
noch nicht beobachtet. CealA schafft es, durch Anpassung der hypervariablen Loops, eine
chemisch sowie konformationell einzigartige Bindungstasche zu erzeugen, welche diese Bin-
dung erméglicht. Weiterhin verdeutlicht das Studium von CealA und dessen Einordnung in
den Kontext der Adhisine mit PA14-Domine, dass die Erkennung von Glycanen durch die-

se Proteinfamilie sehr viel komplexer ist, als bislang vermutet.

5.2.5 Die biologische Funktion von Cea1

Obwohl die exakte biologische Rolle von CealA nicht eindeutig geklirt ist, lassen die identi-
fizierten Eigenschaften doch eine Einordnung in einen biologischen Kontext zu. Die Bildung
mikroskopischer Flocken bei Oberflichenprisentation von CealA auf S. cerevisiae ist zwar zu
beobachten, doch ist diese weitaus schwicher als die von FloSA oder Flo11A verursachte. Die

Ausbildung dieser Flocken kann durch Bindung von freiem nicht-kristallinem Chitin in der
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Zellwand von Hefen verursacht werden. Zwar ist dieses tief in der Zellwand unter Schichten
von Mannoproteinen und B-Glycanen verborgen und macht nur 1-2% der Trockenmasse
der pilzlichen Zellwand aus, doch ist es bspw. an Sprossnarben oberflichenexponiert’*?'*
314372 Die hohe Bindungsaffinitit von CealA deutet allerdings cher in die Richtung eines
adhisiven, Epa-dhnlichen, anstatt eines flokkulierenden, Flokkulin-artigen, Phinotyps. Die
beobachtbare Flokkulation in P. pastoris Wildtyp-Zellen ist dadurch erklirbar, das neben
Ceal A weitere putative Adhdsine mit PA14-Domine in P. pastoris vorliegen und diese fir

diesen Effekt verantwortlich sein konnen3”.

Bei aktueller Faktenlage ist davon auszugehen, dass das Habitat von Hefen der Genera Pichia
oder Komagataella verrottendes Holz is¢*. In der Literatur gibt es wiederum viele Insekten,
welche in enger Beziechung zu Hefen stehe. Hierbei sind die Hefen Futter, Symbiont oder
Pathogen®©!37>376 So konnten STEFANINI ez al. zeigen, dass Wespen von S. cerevisiae und
weiteren Hefen als Vektoren genutzt werden, um neue Habitate zu erschlieflen®. Vielmehr
wurden auch zu Pichia gerechnete Hefen im Darm unterschiedlicher Kifer, wie Odontotaeni-
us disjunctus, gefunden®’. Als Mycosymbionten dienen Hefen hierbei zur Verdauung kom-
plexer Glycane in speziellen Organellen, den Mycangia. TOKI ez al. berichteten von sog.
~Fungal farming® in D. bucculenta., wo Hefen in abdominalen Mycangien gesammelt und zur
Auskleidung des Baues genutzt werden®® (Abbildung 5.8).

Abbildung 5.8 — Mycangium von Doubledaya bucculenta zur gezielten Besiedlung mit symbiotischen Hefen. A: Dor-
sale Ansicht vom Ende des achten Segmentes. B: Ventrale Ansicht. C: Laterale Ansicht des in Paraffin eingebetteten
und longitudinal geschnittenen Segments. D: Longitudinale Sektion des Segments, gefirbt mit SCHIFF’s Reagenz
und Himatoxylin. Die Linien deuten den Beginn der Offnung des Mycangiums an. Abkiirzungen: M: Mycangium,
O: Ovipositor, Y: Hefe, AT: Anterior, DO: Dorsal, PT: Posterior, VE: Ventral. Entnommen aus TOKI er 2P,

In Anlehnung hierzu wurde Pichia pastoris zuerst in riumlicher Nihe zur Fruchtfliege Droso-

phila melanogaster isoliert™. Alle diese Insekten besitzen nicht nur ein aus Chitin bestehendes
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Exoskelett, sondern hiufig auch einen aus chitinésen Polymeren aufgebauten Verdauungs-
trake, die sog. peritrophe Matrix*”. In Verbindung mit sekretierten Chitinasen zum Auf-
bruch der kristallinen Strukeur des Chitins, ist eine CealA-vermittelte Adhision von Hefen
an Insekten denkbar. Solche Chitinasen sind in Hefen durchaus bekannt®°. Die starke Be-
siedlung von . lateralis durch Hefen (sogar durch Laborstimme), welche im Rahmen dieser
Arbeit beobachtet werden konnte, sowie die hohe Affinitit von CealA fiir nicht-reduzierende
Enden nicht-kristallinen Chitins sprechen fiir solch eine hypothetische Vergesellschaftung.
Das Chitin der peritrophen Matrix scheint dariiber hinaus von Natur aus mit terminalen,

nicht reduzierenden Enden versehen zu sein, welche fir die Bindung durch Proteine zuging-

lich sind3®!.

5.2.6 Potenzielle Anwendung von Ceal als Reporter in der Medizin

Fluorophor Da CealA durch eine hohe Affinitit zu N-Acetylglucosaminen mit

4

7. sehr enger Spezifitit gekennzeichnet ist, bietet sich dessen Anwen-
dung in der Biomedizin an. Diese Eigenschaften sind wichtige
pharmakodynamische und pharmakokinetische Parameter, um Wir-
kort oder Wirkmechanismus eines Therapeutikums zu steuern. So-
mit kénnten durch CealA selektiv Zellen markiert werden, welche
terminale GlcNAc-Reste tragen; wie dies bspw. bei einigen Krebsar-
ten der Fall ist. Hier wird durch den Warburg-Effekt die hyper-O-
GlcNAc-ylierung an der Zelloberfliche ausgeldst®®>3%. Die Anwen-
dung GlcNAc-erkennender Proteine fiir solche Zwecke wurde in der
Literatur bereits diskutiert®®3%. Nachteilig wirken sich bei den hier-
fur ausgewidhlten Proteinen allerdings hauptsichlich die schlechtere
Selektivitit und geringere Affinitdt aus. Darliber hinaus zeigen so
gut wie alle bekannten GlcNAc-bindenden Proteine mehr als eine

387

Bindungstasche oder eine Dimer-/Oligomerisierung®. Dies wiirde

bei therapeutischer oder diagnostischer Anwendung zur uner-

wiinschten Koagulation oder Quervernetzung von Zellen fiihren.
CealA hingegen besitzt (7) nur eine Bindungstasche, (77) eine durch

EDTA-Zugabe l5sbare Bindung, (iii) ohne B-Region nicht die Nei-
Abbildung 5.9 - Modell

ciner Anwendung von
CealA als Reporter. Die
Kopplung mit einem Flu-
orophor kénnte die Diag-
hyper- O-GlcNAc-
ylierter Tumorzellen ermég-
lichen. GlcNAc-Reste sind

nostik

gung zur Oligomerisierung sowie (iv) von der Bindungstasche weit
entfernte Termini zur Funktionalisierung. Eine Funktionalisierung
ist hier einerseits mit Fluoreszenzfarbstoffen zur Detektion von Tu-
moren denkbar, auf der anderen Seite kénnten auch gekoppelte
Wirkstoffe

an den gewiinschten Wirkort gebracht werden

(Abbildung 5.9). Aufgrund dieses Potentials wurde Ceal und dessen A-Domine sowie daraus

resultierende Produkte zur Patentierung angemeldet (Anmeldenummer: EP15160171.3,
Anmeldedatum: 20.03.2015)388,
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5.2.7 PpFlo1A besitzt eine PA14-Domane mit unbekannter Funktion

Neben CealA konnte im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres putatives Adhisin mit PA14-
Domine aus P. pastoris charakterisiert werden. PpFlo1A besteht ebenfalls aus dem strukeurell
konservierten, rigiden B-Sandwich Motiv (Abschnitt 4.2.8). Die Identitit beider A-Dominen
betrigt 59%, doch konnte bereits bei den epithelialen Adhidsinen gezeigt werden, dass eine
hohe Konservierung auf Sequenzebene nicht automatisch mit einer konservierten Funktion
korrelieren muss. Dies ist in PpFlo1A ebenfalls der Fall, wie durch die Glycan-Array Experi-
mente gezeigt werden konnte. Trotz der hohen Identitit zeigt PpFlol1A keine Bindung an
einen Liganden des Mikrochips. Das hier kein Glycan identifiziert werden konnte, kann
mehrere Griinde haben. Neben den bereits in Abschnitt 4.2.7 angesprochenen ist denkbar,
dass dhnlich wie bei Flo5A, die Affinitdt von PpFlo1A zu seinem Liganden zu gering ist, um
die Wechselwirkung mit Hilfe des Glycan-Array nachweisen zu konnen. Moglicherweise ist
der native Ligand von PpFlo1A auch nicht auf dem Chip vorhanden, da dieser primir mit
Sduger-spezifischen Oligosacchariden bestiickt ist. Die Bindungstasche von PpFlolA expo-
niert viele geladene Reste in Richtung des zu bindenden Liganden, besitzt aber, wie alle ande-
ren Adhisine einen, hier aus F174 und 1208 geformten, hydrophoben Bereich fiir die Bin-
dung eines C6-Kohlenstoffs. Dies eréffnet die Moglichkeit der selektiven Erkennung deriva-
tisierter Glycane, wie sulfatierte oder phosphorylierte Zucker. Fiir die Aktivitit des Proteins
spricht, dass in der Kristallstruktur deutlich die Elektronendichte von Glycerol zu erkennen
ist, welches, wie ein gebundenes Glycan, mit zwei vicinalen Hydroxylgruppen an das Ca*-
Ion bindet. Dariiber hinaus sind phosphorylierte Mannoside in der Zellwand von Hefen lite-
raturbekanne®®®. Die Zusammensetzung der Zellwand variiert mit Zellstadium, Nahrungs-
aufnahme, chemischer Umgebung und dem Vorhandensein von Stressbedingungen®®. Sie
unterliegt parallel dem stindigen Umbau durch Glucanasen und Chitinasen®**. Hierbei ist
denkbar, dass nur eine Subpopulation von Hefen gebunden wird. Dies wurde durch die fluo-
reszenzmikroskopischen Experimente angedeutet. Da bei PpFlolA prisentierenden Zellen
keine ausgeprigte Flockenbildung beobachtet werden konnte, ist Mannose als primirer Lig-

and auszuschliefen.

Ginge man davon aus, PpFlo1A sei nicht in der Lage, Glycane OH
zu binden, so boten sich in Hefen und dem sie umgebenden /

Okosystem noch weitere Liganden mit dhnlich angeordneten

funktionellen Gruppen an. Beispielsweise konnte kiirzlich ge- N OH
zeigt werden, das Melanin in der Zellwand und im Cytosol H

) ) _ Abbildung 5.10 — Struktur von 5,6-
von Hefen vorkommt, dessen Funktion hier aber noch weit- Dihydroxyindol als Monomer von

gehend unbekannt ist (Abbildung 5.10)*”". Eine Bindung der Ewmelanin.
beiden Hydroxyle an das Ca**-lon wire hier prinzipiell denkbar.
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5.2.8 PpFlo1A besitzt moglicherweise keinen GPI-Anker

Eine Sonderstellung nimmt PpFlo1A méglicherweise auch beim Dominenaufbau ein. Wih-
rend bei dem hier verwendeten Gen nur die Sequenz der A-Domine bekannt ist, sind zwei
putative Homologe aus P. pastoris CBS7435 und GS115 mit jeweils ~74% Sequenzidentitit
in der A-Domiine vollstindig sequenziert (UniProt-ID: F2QQ27 und C4QYW?7). Die hier
annotierten Genprodukte zeigen nach der A-Domine nur einen Repeat und brechen danach
mit einem Stop-Codon ab. Dariiber hinaus sind die Reste in CBL2 nicht identisch mit de-
nen in PpFlolA. In CealA hingegen ist in den 2 Homologen der Bereich der Bindungstasche
konserviert. Weitere annotierte, putative Homologe fiir PpFlolA sind nicht bekannt. Der
vorhergesagte Abbruch des Genproduktes nach dem ersten Repeat kann an einer fehlerhaften
Annotation oder Sequenzierung in dem hochvariablen und schlecht zuginglichen subtelome-
ren Bereich liegen'®. Da es sich hierbei allerdings um Befunde aus zwei unterschiedlichen
Stimmen handelt und die Sequenzen in der Mitte eines shotgun-contigs liegen, ist davon aus-
zugehen, dass die Sequenzen valide sind. Dabei stellt sich die Frage ob PpFlo1A tiberhaupt
eine Funktion hat oder es sich um ein ungenutztes Genfragment handelt, welches durch Re-
kombinationsereignisse in den subtelomeren Bereichen des Chromosoms entstanden ist.
Weitere qPCR-Experimente kénnten hier fir Klarheit sorgen. PpFlolA besifle demnach
auch keinen GPI-Anker und wire ein sekretiertes PA14-Protein ohne Zellwandverkniipfung,
da das Sekretionssignal hingegen vorhanden ist. Dies konnte ebenso gut auch eine neuartige
Funktion fiir PA14-Dominen in Hefen darstellen. So wurde fiir Flo11A bspw. sogenanntes
»shedding® beobachtet*?. Hierbei wird Flo11A, vermutlich durch posttranslationale Reakti-
on mit einer Protease, vom GPI-Anker getrennt und sekretiert. Dies dient méglicherweise
zur Optimierung der Flo11A-induzierten Wechselwirkung und einer Mucus-artigen Funkti-
on, wie diese in hoheren Organsimen bekannt ist®”®. Untersucht man den Bereich, der dem
Stop-Codon folgt, ist keine Ahnlichkeit mit der typischen B-Region festzustellen; es handelt
sich also auch nicht um eine nonsense-Mutation. Der Dominenaufbau kénnte ebenso ein /V-
terminales Pendant zu den urspriinglich als GLEYA-Dominen bezeichneten, C-terminalen
PA14-Dominen ohne GPI-Anker darstellen®”. Hierbei konnte die Fixierung in der Zellwand

bspw. tiber eine Veresterung wie bei PIR-Proteinen erfolgen®.

Moglicherweise ist der Genus Pichia im Verlauf seiner Entwicklung mit einem Glycan in sei-
ner Umgebung in Kontakt gekommen, fiir welches sich ein passendes Adhisin, PpFlol,
durch Rekombination und Mutation entwickelte. Entweder war dieser Versuch nicht erfolg-
reich oder der Selektionsdruck wurde durch Wegfall des Liganden verringert und das Gen
bzw. die Funktion verloren. Dariiber hinaus ist ebenso ein Verlauf denkbar, bei welchem es

sich einfach um eine zufillig generierte Rekombination handelt, welche nie zum Einsatz kam.

5.2.9 Der Ubergang zur B-Region von Cea1A und PpFlo1A im Vergleich

Trotz der erhéhten Sequenzidentitit zwischen CealA und PpFlolA zeigt letzteres den aus

den weiteren Strukturen bekannten helikalen/loopformigen anstatt den in CealA gefunde-
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nen stielformigen Verlauf (Abschnitt 4.2.4). Da auch diese Bereiche im Pichia-Subtyp auf
Sequenzebene gut konserviert sind (Abbildung 5.11 A), ldsst sich anhand eines Vergleichs

zeigen, warum es zu zur Ausbildung verschiedener Strukturmotive kommt.

A

N-Terminus i erminus
PpFlolA QESGDGDISDSAYAC CQA 246
CealA DDSGNGDNSDTAYGC CHE 24
B CealA Typl 1A

G155 B-Schleife

-----

verzerrte
B-Schleife

A154

PA14-Domane

Abbildung 5.11 — Vergleich der Faltungsmotive am CC-Motiv. A: Ein Alignment der Sequenzbereiche die das Fal-
tungsmotiv bilden zeigt nur geringe Abweichungen. B: Der strukturelle Vergleich hingegen macht deutlich, dass
bereits die geringen Abweichungen ausreichen das alternative Faltungsmotiv zu erzeugen. Hierzu gehéren in
PpFlo1A (blau) zwei Serine, welche in CealA (orange) gegen Proline ausgetauscht (rot hinterlegt) sind sowie die
Reste, welche direke in die Bildung der B-Schleife involviert sind. Sterisch weniger anspruchsvolle Reste sorgen in
CealA zur Ausbildung einer Schleife vom Typ I (ocker hinterlegt) in Form einer Haarnadelschleife. In PpFlo1A
sind diese gegen voluminésere Reste ausgetauscht, was zur Verzerrung dieser Region und der Ausbildung des unge-
ordneteren Bereichs fiihrt.

Hierbei wird deutlich, dass in CealA zwei Serine gegen Proline ausgetauscht sind. Dies
schrinkt die konformationelle Freiheit stark ein und verhindert dadurch die Ausbildung des
helikalen Bereichs. Dariiber hinaus ist die Sequenz, welche die Schleife bildet, verindert. In
CealA besteht die B-Schleife aus C152, N153 und den sterisch anspruchslosen Resten A154
und G155. Hierbei werden zwei Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Stringen még-
lich und es kommt zur Ausbildung einer B-Schleife vom Typ I (Abbildung 5.11). Dieser un-
terscheidet sich von den weiteren Typen durch die Orientierung (Winkel @ und ‘¥) des Pep-
tid Sauerstoffs zwischen Rest n+1 (N153) und n+2 (A154)** Typ I ist in Proteinstrukturen
am hiufigsten zu finden, jedoch wird er in Form einer Haarnadelschleife wie in CealA nur
selten beobachtet?>**. Ebenso selten ist das Vorhandensein eines Cysteins und damit einer
Disulfidbriicke an erster Stelle. Zur Ausbildung der B-Haarnadelschleife des Typs I trigt vor
allem G155 an Position n+3 bei, da dieses sterisch besonders anspruchslos ist und damit sehr
hiufig in diese Schleifentyp gefunden wird (Uber 30% der Fille)*”. Das Sequenzmotiv
CDAG wurde laut ,,Motivated Proteins“ Server, welcher eine Datenbank fiir kleine, durch

Wasserstoftbriicken gebildete Strukturmotive ist, noch nicht in B-Schleifen gefunden®”. So-
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mit ist der stielférmige Bereich in CealA durch das kleine Faltblattmotiv, die B-Schleife so-

wie zwei Disulfidbriicken stabilisiert und vermutlich sehr rigide.

Der Austausch der an einer Schleife beteiligten Reste in PpFlo1A zu CCNE fithrt aufgrund
des sterischen Anspruchs zu der Bildung einer stark verzerrten B-Schleife, welche nicht zur
Bildung einer Haarnadelschleife geeignet ist. Offenbar ist der Austausch des Schleifenmotivs
und der Serine ausreichend, um in CealA den stielférmigen Bereich zu erzeugen, wihrend
dieser in PpFlo1A helikal/loopformig vorliegt. An den gleichen Positionen finden sich in den
Strukturen der tibrigen Adhisin-Subtypen ebenfalls riumlich sehr anspruchsvolle, fiir solch

eine Schleifenregion ungeeignete Reste.

Eine Besonderheit in der Struktur von PpFlolA ist die Ausbildung von Kristallkontakten
tiber den N-terminal vorhandenen Hise-7g (Abschnitt 4.2.8). Die Etablierung der Aufreini-
gung von heterolog produzierten Proteinen als Fusionsprotein mit Affinitdtstags fiihrte zur
Diskussion iiber den Einfluss solcher 7ags bei der Untersuchung dieser Proteine. Hierbei
wurde dazu tendiert, bei Kristallisation von Proteinen 7ags abzuschneiden, da deren Mobili-
tit die Kristallisation im schlimmstenfalls verhindern kénne®*®*”. Es konnte allerdings immer
haufiger gezeigt werden, dass ein terminaler Hiss- oder Hise-74¢ in aller Regel keine signifi-
kante Auswirkung auf die Kristallisation von Proteinen hat®”. Die Ausbildung von direkten
Kristallkontakten tiber einen His-74g blieb hierbei eher die Ausnahme. Bei Betrachtung der
Anordnung der beiden PpFlo1A-Molekiile in der asymmetrischen Einheit wird deutlich, dass
der Hise-7ag den grofiten Anteil der Kristallkontakte innerhalb der Einheit stellt. Obwohl,
aufgrund der exakt gleichen Orientierung beider Molekiile zum 74g, dieser keinem der bei-
den Molekiile eindeutig zugeordnet werden kann, ist die Validitit des Modells auch dadurch
bestitigt, dass N-terminal zwischen jedem Molekiil und dem potentiellen His-7ag etwa 20
Aminosiuren nicht durch die Elektronendichte beschrieben sind. Diese Linkerregion wire

ausreichend lang, um eine Verbindung zu dem isolierten Strang herzustellen.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass auch in der Subklasse der Pichia-Adhisine eine hohe
Ahnlichkeit auf Sequenzebene nicht auf eine korrelierende Funktion schliefen lisst. Obwohl
CealA und PpFlolA phylogenetisch eng verwandt sind, zeigen sich unterschiedliche Bin-
dungstaschen und terminale Bereiche. Stindige Rekombination beeinflusst den phylogeneti-
schen Baum und macht erneut die Komplexitit dieser Proteinfamilie bewusst. Nichtsdestot-
rotz ist die Zuordnung der einzelnen Genprodukte zu den entsprechenden phylogenetischen
Subtypen valide, da globale Eigenschaften trotzdem konserviert vorliegen. Im Pichia-Subtyp
sind dies das Disulfidbriickenmuster, das Fehlen von Subdominen bzw. die Linge der Loop-

bereiche und die dhnliche Sequenz im Bereich der PA14-Domine.
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5.3 Die epithelialen Adhasine aus C. glabrata erzeugen funktionelle Vielfalt

durch Anpassung hypervariabler Bereiche

Die bioinformatische Untersuchung der epithelialen Adhisine zeigte die grofite Varianz in-
nerhalb eines Subtyps, was im phylogenetischen Baum durch einen breiteren Ast angedeutet
wird (Abschnitt 4.1, Abbildung 4.2). Der Vergleich der Sequenzen macht deutlich, dass diese
Varianz hauptsichlich in den hypervariablen Loops und CBL2 zu finden ist; also dem fiir die
Glycanerkennung wichtigen Bereich der Struktur. Bereits am Beispiel von PpFlolA und
CealA wurde gezeigt, dass eine phylogenetische Nihe nicht zwingend mit einer funktionel-
len Konservierung korreliert. Bei den epithelialen Adhisinen ist dieses Prinzip insofern ver-
dndert, als das mit strukturell variablen Adhisinen dhnliche Liganden erkannt werden. Diese
Erkennung von unterschiedlich gebundenen und derivatisierten Galactosiden durch eine
Vielzahl der 17 Epa Paralogen in C. glabrata dient der Adhision an Epithelzellen und damit
der Etablierung der Pathogenizitit'®. Der hohe Selektionsdruck erfordert eine stindige
Adaption an den Wirtsorganismus, was moglicherweise zur Entwicklung einer ganzen Band-
breite an Adhiésinen gefiihrt hat. Ob jedes Mitglied der Epa-Familie bspw. selektiv einen ei-
genen Epithelzelltyp erkennt oder es sich um eine Batterie an Adhidsinen zur generellen Ad-
hision handelt, welche stindiger Adapation unterliegen, ist Gegenstand aktueller Debat-
ten'%816401 " Letztere Hypothese lisst sich komplementir zur Anpassung der Glycosylierung
von Trypanosoma beschreiben. 7. brucei besitzt mehr als 1000 Gene, welche fiir sog. Variable
Surface Glycoproteins (VSG) codieren®. Durch Verinderung des Expressionsmusters lassen
sich so die fiir den Wirt erkennbaren Oberflichenstrukturen dndern um dem Immunsystem
zu entkommen. Diese Gene unterliegen ebenfalls starker Rekombination. Mit den epithelia-
len Adhidsinen wird nicht versucht, dem Wirt auszuweichen, sondern spezifisch an ihn zu
binden. Dieser starke Selektionsdruck resultierte in der Entwicklung hoch-affiner Adhisine,
wie EpalA, welches im niedrigen pM Bereich an Galactoside bindet. Am Beginn dieser Ent-
wicklung konnten hierbei weniger gut an Galactoside angepasste Adhisine gestanden haben,
wie sie in mit C. glabrata verwandten, nicht pathogenen Spezies gefunden wurden. Diese be-
sitzen hingegen keine Epa-artigen Adhisine, es fehlt bspw. das in L3 vorhandene, essentielle

Tryptophan®'%,

Wie RIKE DIDERRICH zeigen konnte, lassen sich die Epas je nach Selektivitdtsmuster in funk-
tionelle Gruppen cinteilen'®. Hierbei wurde weiterhin deutlich, dass sich die Spezifitit der
Epas untereinander zwar in Bezug auf glycosidische Verkniipfung oder Derivatisierung unter-
scheidet, die Bindung von Galactosiden jedoch von dem Grofteil der Adhisine unterstiitzt

wird.

5.3.1 Phylogenetische Nihe impliziert keine funktionelle Ahnlichkeit

Doch wie werden diese unterschiedlichen Selektivititen erreicht? Eine Zuordnung der Se-

quenzen der A-Dominen zu ihren Funktionsklassen zeigt, dass die phylogenetische Ver-
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wandtschaft nicht zwingend mit dhnlichen Bindungseigenschaften einhergeht (Abbildung
5.12 A). Die A-Dominen funktionell eng verwandter Adhisine sind tiber den Ast des phylo-
genetischen Baumes verteilt. Umgekehrt gehoren phylogenetisch verwandte Sequenzen nicht
zwingend einer funktionellen Klasse an; die Bindungseigenschaften kénnen sich sogar stark

unterscheiden.

Das Studium der strukturellen und funktionellen Diversitit des Epa-Subtyps deutet eher da-
rauf hin, dass sich einzelne Epa-Dominen unabhingig voneinander entwickelt haben, was
letztere ungerichtete Entwicklungshypothese stiitzt. Die Konservierung der Reste in den Epa-
Subtyp-Mitgliedern variiert stark mit dem betrachteten Strukturbereich (Abbildung 5.12 B).
Wihrend alle untersuchten Epas auf einer gemeinsamen PA14-Domine basieren, zeigen die

oberflichenexponierten Reste grofSe Abweichungen.
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M Klasse Il
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Abbildung 5.12 — Phylogenetische und funktionelle Verwandtschaft sind unabhingig. A: Die Abbildung der Zuge-
hérigkeit zu funktionellen Klassen auf einen phylogenetischen Baum der epithelialen Adhisine zeigt, dass die phylo-
genetische Nihe zweier A-Dominen nicht mit funktioneller Vergleichbarkeit korreliert. Bootstrapping-Werte
(500 Zyklen) zur Validierung sind in Prozent angegeben B: Die Einfirbung der Strukturbereich der epithelialen
Adhisine nach dem Konservierungsgrad unterstreicht die Variabilitit der hypervariablen Loops, verdeutlich aller-
dings auch die hohe Konservierung einiger Reste in der Bindungstasche sowie der Disulfidbriicken.

Ein detaillierter Blick in die Bindungstasche zeigt allerdings, dass wichtige Bereiche iiber alle
Epa-Subtyp Mitglieder konserviert sind. Neben dem essentiellen DeisD-Motiv und dem
Ca*-koordinierenden Asparagin aus CBL2 sind weitere konservierte Reste im vom Glycan
aus geschen rechten Teil der Tasche zu finden (Abbildung 5.12 B). Dariiber hinaus ist ein
Tryptophan-Rest des Loops L3 und ein Arginin an Position I von CBL2 in jedem epithelia-
len Adhisin zu finden. Dieses strukturelle Kernmotiv scheint unabdingbar fiir eine korrekte
Erkennung der zu bindenden Hexose. Diesem unverinderlichen Kern der Bindungstasche
steht eine hochvariable Seite gegeniiber. Wie die Experimente mit unterschiedlichen Glyca-
nen fiir EpalA, EpaGA und Epa9A gezeigt haben, ist eine Variabilitit an den Positionen II-
IV von CBL2 tiberaus wichtig zur Differenzierung zwischen bspw. a- und B-verbriickten Ga-
lactosiden. Die Komplexstruktur von EpalA mit Sulfogalactose deutet darauf hin, dass dieser

Bereich der Bindungstasche die Erkennung unterschiedlich derivatisierter Galactosen erlaubt.
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Der erlaubte Grundbaustein kann hierbei je nach sterischem Anspruch der Reste in den ver-
schiedenen Epas verindert werden. Dies verdeutlicht erneut die zweite Entwicklungsthese;
einer funktionierenden Grundstruktur werden variable Bereiche hinzugefiigt, um das Spekt-
rum der erkennbaren Liganden bei Restriktion auf physiologisch relevante Galactosederivate

breit genug zu halten um eine Etablierung des Organismus im Wirt zu erméglichen.

5.3.2 Die Struktur/Funktions-Beziehung der Epas ist sehr komplex

Die Komplexstrukturen machen allerdings auch deutlich, dass die Spezifitit der Mitglieder
des Epa-Subtyps keineswegs nur auf diese wenigen Reste im primiren Bereich der Bindungs-
tasche zuriickgefiihrt werden kann und weitaus komplexer ist als bisher angenommen. Wie
im Vergleich zwischen CealA, Flo5A und EpalA zu sehen war, schirmen die untersuchten
Reprisentanten dreier Subtypen unterschiedliche Bereiche der Tasche ab. Dies gelingt haupt-
sichlich durch die Lange und Zusammensetzung der hypervariablen Loops L1-L3. Dies lisst
sich als Feinabstimmung der hier von EpalA abgeschirmten Bereiche beschrieben. Es gibt
ebenfalls vier Fille (EpalA/Ep7A, Epa3A/Epa22A), in denen Epas gleiche Reste in CBL2
aber unterschiedliche Spezifititen haben. Die Form und die chemischen Eigenschaften der
dufleren Bindungstasche hingen sehr stark von den umgebenden Loops ab. Strukturell konn-
te festgestellt werden, dass die Hauptinteraktionen zwischen Glycan und Protein hauptsich-
lich im Kern der Bindungstasche etabliert werden. Der duflere Teil vermittelt einen zwar un-
tergeordneteren, aber fir die Selektivitit wichtigen Beitrag zur Ligandenbindung. Dies trifft
gerade in Bezug auf unterschiedliche Verkniipfungen (81-3 vs. f1-4) der Zucker zu, wie die
Ergebnisse fiir EpaGA und Epap9A zeigen konnten. Die Komplexstrukturen von EpalA mit
synthetischen Disacchariden konnten zeigen, dass dieses Adhidsin an der C6-Position des
zweiten Zuckers nur wenige Interaktionen eingeht und damit diese Position in der Erken-
nung komplexer Glycane nur eine untergeordnete Rolle spielt. Hierdurch wird gentigend
Flexibilitit bei der Erkennung von Liganden mit hoher Affinitit kombiniert, was die Vor-
rangstellung von EpalA als einen der Hauptpathogenititsfaktoren unter den Epas unter-
streicht'’. Dass die Affinitdt und die Spezifitit zur Bindung des terminalen Galactosids stark
von der Form und den chemischen Eigenschaften der primiren Bindungstasche abhingig ist,
konnte mittels Sittigungsmutation der in CBL2 vorhandenen Reste durch IELASIS ez al. ge-
zeigt werden. Durch die Mutationen E227A und Y228W konnte hier eine Affinititssteige-

rung und Anderung der Selektivitit beobachtet werden®

. Die Beschreibung der globalen
Bindungsverhiltnisse von EpalA auf Basis dieses einen Loops ist allerdings unzureichend.
Wie zuvor dargelegt werden konnte ist die Beschrinkung auf einzelne Strukturbereiche nicht
ausreichend um ein aussagekriftiges Bild der Selektivitidt und Spezifitit der Adhisine zu er-
halten. Dariiber hinaus konnte bereits durch MAESTRE-REYNA ez al. gezeigt werden, dass der

Austausch der CBL2-Region einen mafigeblichen Effekt auf Spezifitit und Affinitdt hat'®.

Die treibende Kraft hinter der Entwicklung der Epa-Subtyp Adhisine liefert moglicherweise
der hohe Selektionsdruck, dem C. glabrata als Pathogen unterliegt. Dies fithrte zur Etablie-

147



Diskussion

rung einer grofSen Zahl hochaffiner Adhisine, welche durch ihre Komplexitit in der Lage
sind, eine grofle Anzahl Galactoside zu erkennen und die selektive Wechselwirkung der Hefe
mit ihrem Wirt auszubilden. Untermauert wird dies ebenfalls durch die Untersuchungen von
GABALDON ¢z al. Hierbei konnte gezeigt werden, dass nicht pathogene, mit Candida eng
verwandte Spezies aus dem Genus Nakaseomyces, (i) weniger Adhisin-Gene tragen und diese

(ii) eher Flokkulinen oder Adhisinen ohne essentielles Tryptophan in L3 zuzuordnen sind”.

Eine ausfiihrliche Betrachtung des Epa-Subtyps ist bei RIKE DIDERRICH zu finden'®.

5.4 Die Flokkulin-spezifische Subdomane tragt zur Integritat der primaren

Bindungstasche bei

Die vorigen Abschnitte zu den Subtypen der Pichia-Adhdsine und Epas hatten bereits ge-
zeigt, dass die Zusammensetzung und Form der primiren Bindungstasche den groften Ein-
fluss auf die Spezifitit der einzelnen Adhisine hat. Die Feinabstimmung, welche durch die
hypervariablen Loops L1-L3 erfolgt, hat im Subtyp der Flokkuline einen gréfleren Einfluss
als bisher angenommen. Zwar wurde in Arbeiten von VEELDERS und SIM bereits ein wichti-
ger Einfluss der Subdomine auf die Bindungseigenschaften erkannt, doch bezog sich dies auf
durch die Subdomine vermittelte Interaktionen mit Glycanen bspw. tiber Q98''%. Die
Kristallstrukturen von Flo10 und Flo10°° erméoglichen es, den direkten Einfluss der Subdo-
mine in Position von L2 zu beleuchten. Dabei wurde vor allem deutlich, dass die Subdomi-
ne von Flo10A im Vergleich zu der von Flo5A sehr flexibel ist. Es konnte gezeigt werden,
dass (7) sich die Subdominen stark in ihren strukturellen Eigenschaften wie ihrer Rigiditit
unterscheiden und (i7) dass sie neben der direkten Beteiligung an der Glycanbindung einen
groflen Einfluss auf die Konformation der Bindungstasche haben. Die Beeinflussung der
Konformation von L3 durch die Anwesenheit und die Art der Subdomine spielt hierbei eine
entscheidende Rolle. Die mit Hilfe des PDBePISA-Servers’*® berechnete Interaktionsfliche
mit gebundener Mannose betragen fiir Flo10A 180 A2, fiir Flo1A 166 A? (PDB-ID: 4LHN)
und fiir Lg-Flo1A 168 A> (PDB-ID: 4GQ7). Hierbei zeigen Flo1A und Flo10A einen de-
ckelformigen Verlauf von L3 mit direkter Glycan-Interaktion des darin liegenden Lysins,
obwohl Flo1A eine rigide, Flo5-artige Subdomine trigt (Abbildung 5.13). Ohne gebundene
Mannose erscheint L3 in Flo1A, trotz schwer zu interpretierender Elektronendichte, hinge-
gen zuriickgeklappt (PDB-ID: 4LHL). Dariiber hinaus zeigen Lg-Flo1A, welches keine Sub-
domine besitzt, und die Chimire Flo10A>P ebenfalls einen zuriickgeklappten Loop L3. Wie

sind diese Befunde zu erkliren?

Bei der C-Typ lektinartigen Flokkulation wird zwischen dem FloI-Typ und dem NewFlo-
Typ unterschieden'?. Wihrend die Flokkulation nach dem FloI-Typ nur durch Mannose
inhibierbar ist, kann der NewFlo-Typ ebenfalls durch Glucose, Maltose und Saccharose inhi-
biert werden. Hierbei wird dem FloI-Typ die Expression der Paraloge FLOI, FLO5 und
FLOY zugeordnet, die Expression von Lg-FLOI hingegen dem NewFlo-Typ''>'3*. Die breite-
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re Spezifitit von Lg-Flo1A ist hauptsichlich durch das Fehlen einer entsprechenden Subdo-
mine zu erkliren. Dies verdeutlicht allerdings ebenfalls, warum Flo10A, dessen Subdomine

sehr flexibel ist, in begrenztem Mafle Bindung an Galactose zeigt'.

Flo-Subdomiéne /L2

Flo10A 79L S I DYSIPCNGASDTCACSDDDATEYSASQVVPVKRGVKLCSDNTTLSSKTEKRENDDCDOQGA A 142
Lg-FlolA 79 L S | Y Y G . PN T A . . . . . . . . s .. F o . WNTA 93
F%IA 791 SIDYNIPCVSSSGTFPCPQEDS YGNWGC S N S QG| A2
Flo5A 791 SIDYNIPCVSSSGTFPCPQEDS YGNWGC S N S QG| A2
L3
FloloA 213N G | KPWNADAPTD | 226
LgFlolA164 N G | KPWDAATPTD | 177
Flo1A 191DG | KPWGGSLPPNI 204
Flo5A MING I KPWDGSLPDNI 204
SD Kontaktfiliche
.
Kontaktflache - — — — =
.
Subdomane
Flo10A
Bl Lg-Flo1A

N B Flo5A
CBL2 Flo1A

Abbildung 5.13 — Die Interaktionsfliche zwischen der Flokkulin-Subdomine und dem hypervariablen Loop L3
bestimmt die Form der Bindungstasche. Ein Sequenzalignment der Subdomine und L3 unterschiedlicher Flokkuline
(Flo10A, Lg-Flo1A (PDB-ID:4GQ7), Flo1A (PDB-ID: 4LHN) und Flo5A (PDB-ID: 2X]S)) zeigt, dass diese Berei-
che im Vergleich zur fast identischen Sequenz des PA14-Kerns sehr variabel sind. Eine strukturelle Uberlagerung
deutet an, dass in Abhingigkeit der Kontaktfliche zwischen L3 und der Subdomine die Form der Bindungstasche
variiert und dadurch die Spezifitit der Flokkuline verindert wird. Hierdurch kommt es zur Ausbildung der unter-
schiedlichen Flokkulations-Phinotypen des Flol- und des NewFlo-Typs.

Sowohl die Sequenz des hypervariablen Loops L3 als auch der Subdomine scheinen jeweils
aufeinander abgestimmt zu sein. In L3 ist das Motiv GIKPW stark konserviert wihrend der
Bereich, welcher in Kontakt mit der jeweiligen Subdomine tritt, abweicht (Abbildung 5.13).
Die Kontaktfliche zwischen L3 und der Subdomine ist offenbar ausschlaggebend fiir die
Konformation der primiren Bindungstasche. Dies zeigt, warum FlolA und Flo5A, trotz
identischer Subdomine eine abweichende Konformation von L3 zeigen: Die Kontaktflichen
sowie die Primirsequenzen von L3 selbst sind leicht unterschiedlich. Dies erkldrt weiterhin,

warum es zur auffilligen Verinderung dieses Bereiches in der Chimire Flo10°°" im Vergleich

zu Flo10A kommt (Abschnitt 4.4.1).

Dariiber hinaus kann durch die Variation der Subdomine und die damit einhergehende
strukturelle Anderung der Bindungstasche die Diskriminierung zwischen Flo/-Typ und
NewFlo-Typ erklirt werden. Die Mutation Q98A, welche von VEELDERS ez al. fir Flo5A
beschrieben wurde, zeigt ebenfalls Eigenschaften des NewFlo-Typs. Hier ist von einer Ande-
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rung der Form der Bindungstasche zugunsten der Bindung von nicht-Mannosiden, moglich-

erweise unter gleichzeitiger Anderung der Konformation von L3, auszugehen'?”.

Zusammentfassen ist festzustellen, dass die Spezifitit der Flokkuline neben den Resten an Po-
sition I-IV in CBL2 ebenfalls stark von der Orientierung und Linge der hypervariablen
Loops abhingt. Ganz besonders deutlich ist dieser Effekt in Bezug auf die Subdomine, wel-
che eine intrinsische Eigenschaft dieses Subtyps darstellt. Interessanterweise ist die Orientie-
rung von L1 in allen Flokkulinen sehr dhnlich, wihrend dieser den in seiner Linge variabels-
ten Bereich der Epas darstellt. Bei den Flokkulinen verhilt es sich umgekehrt. L2, welcher die
Subdomine enthilt ist in Form und Funktion variabel, wihrend dieser in den Epas eine cher
untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Der PA14-Kern ist innerhalb des Flokkulin-Subtyps
konservierter als bspw. bei den Epas. Dies wird an der kleineren Gruppe im phylogenetischen
Baum deutlich. Das augenscheinlichste Merkmal der Flokkuline ist damit ihre Subdomine,
welche, wie man an Flo5A und Flo10A sicht, nicht nur unterschiedliche Formen, sondern

ebenfalls verschiedenen Funktionen zu haben scheint.
Eine ausfiihrliche Betrachtung von Flo10A wird bei NINA WOZNIAK zu finden sein'”.

5.5 Ausblick

Die bioinformatische Analyse der bekannten und putativen Adhisine mit PA14- und
GLEYA-Dominen aus Ascomyceten liefert die Grundlage fiir die globale Untersuchung die-
ser diversen Proteinfamilie. Besonderes Augenmerk sollte hierbei nicht nur auf Bestimmung
von Struktur und Funktion von Adhisinen neuer Subtypen gelegt werden, sondern ebenfalls

auf das detaillierte Verstindnis innerhalb der Subtypen.

Ausgewihlte, putative Adhisine ohne das konservierte CC-Motiv, welche vorwiegend der C-
terminalen GLEYA-Domine zuzuordnen sind, koénnten hierbei heterolog produziert und
anschlieffend funktionell sowie strukturell untersucht werden. Deren Struktur wiirde eben-
falls Aufschluss dariiber geben, in welcher Art und Weise diese Adhisine die Fixierung des V-
und C-Terminus und damit die Rigiditit des konservierten B-Sandwich erreichen. Diese Un-
tersuchungen konnten ebenfalls einen Beitrag zum Verstindnis der biologischen Funktion
dieser ungewohnlichen Dominenorganisation ohne GPI-Anker liefern, welche nur rudimen-
tir untersucht und beschrieben ist. Dariiber hinaus kénnte hierdurch die globale Entwick-

lung der pilzlichen Adhisine mit PA14-Domine genauer verstanden werden.

Um das Mosaik zu vervollstindigen, sollten ebenfalls Genprodukte des Kluyveromyces-
Subtyps untersucht werden. Deren putativen Adhisine tragen volumindse Aminosiurereste
in CBL2 und kénnten damit eine neuartige Konformation der Bindungstasche besitzen. Die
Betrachtung unterschiedlicher Subtypen sollte helfen, die Anpassung der jeweiligen Adhisine
an eine bestimmte Funktion zu verstehen. Damit kénnen, durch Entdeckung neuer Selekti-

vitits- und Bindungsmuster, moglicherweise medizinisch oder biotechnologisch relevante
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Prozesse untersucht werden. Die Moglichkeit der dariiber hinaus gehenden Anwendung po-
tentiell neuartiger Bindungsmodi in Technologie und Wissenschaft ist ein weiteres Argument

zur weiteren Untersuchung dieser vielfiltigen Proteinfamilie.

Innerhalb der einzelnen Subtypen dagegen lassen sich die molekularen Determinanten, wel-
che Selektivitit und Spezifitit beeinflussen, detailliert bestimmen. Hierzu konnten vor Allem
weitergehende Untersuchungen innerhalb der Flokkuline, der epithelialen Adhisine sowie
der Pichia-Adhisine dienen. In den drei Subtypen ist jeweils eine andere Region der Bin-
dungstasche konformationell modifiziert. Dies scheint ein Kennzeichen des jeweiligen Sub-
typs zu sein und bietet daher die Grundlage zum Design von chimiren Adhidsinen mit alter-

nativen Bindungseigenschaften.

Die detaillierte biologische Funktion von CealA kénnte ein Fokus von weiteren iz vivo Ex-
perimenten darstellen. Neben dem Ausbau von Experimenten mit Schaben als Modelorga-
nismus zur Untersuchung der Hefen-/Insekten-Vergesellschaftung kénnten bspw. anhand
von Cryo-EM-Aufnahme die CealA-Bindungsstellen innerhalb der Pichia-Zellwand be-
stimmt werden. ITC-Messungen mit unterschiedlichen Glycanstrukturen kénnten zur Iden-
tifizierung eines geeigneten Bindungspartners von PpFlolA fithren. Da dieses Adhisin einen
dritten Dominenaufbau liefert, eine /N-terminale PA14-Domine ohne geeigneten GPI-

Anker, kénnte hierdurch eine weitere Funktionsklasse von Adhisinen weiter untersucht wer-

de.

Anhand des Flokkulin-Subtyps, speziell anhand von Flo1A, Lg-Flo1A, Flo5A und Flo10A,
lasst sich der Einfluss der Subdomine auf die Konformation der Bindungstasche und der

vermittelten Funktion, mittels 7z vitro und in vivo Tests, weiter untersuchen.

Der Subtyp der epithelialen Adhisine bietet, aufgrund einer groflen Anzahl gut studierter
Mitglieder, die Moglichkeit, die Komplexitit der Anpassung eines Pathogens an seinen Wirt
detailliert zu untersuchen. Durch gezielte Bindungsstudien an unterschiedlichen Gewebety-
pen liefSe sich herbei kliren, ob die einzelnen Epas eine Zelltyp-spezifische Adhision vermit-
teln oder ein eher ungerichteter Prozess zu Grunde liegt. Durch die Losung weiterer Protein-
strukturen dieses Subtyps konnte das Verstindnis der Selektivitit vertieft und die Entwick-

lung geeigneter Adhisions-Inhibitoren erfolgen.

Die korrekte Funktion der Adhisine hingt stark von der erfolgreichen Prisentation auf der
Zelloberfliche ab. Strukturelle Untersuchungen der B-Region konnten hierbei einen Einblick
in die zu Grunde liegenden, molekularen Determinanten bieten. Zur Sicherstellung des kor-
rekten O-Glycosylierungsmusters konnte die Proteinproduktion in Pichi pastoris durchge-
fithrt werden und strukturelle Untersuchungen mittels Kleinwinkelstreuung (SAXS) durch-
gefithrt werden. Dies wiirde, neben der realen Faltung der B-Regionen-Repeats, auch die

Maglichkeit der Dimer- oder Oligomerisierung tiberpriifbar machen.
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Wie in Abschnitt 5.2.3 besprochen wurde, stellt die Reifung und damit die Ausbildung des
DcisD-Motivs einen kritischen Schritt in der Etablierung der Funktion dar. Zur Untersu-
chung dieses Vorgangs konnte moglicherweise ein ITC-Ansatz genutzt werden. Flo5A zeigte
die teilweise Riickfaltung nach Hitzedenaturierung. Mittels solche einer, im ITC-Gerit
durchgefiihrten, Reaktion, liefle sich méglicherweise die Kinetik der #rans/cis-Isomerisierung
beobachten. Hierzu kénnten Ca*-lonen zusammen mit dem hitzedenaturierten Flo5A vor-
gelegt werden und die bei Abkiithlung eintretende Bindung des Metallions anhand der ent-

stechenden Wirmeenergie gemessen werden.

152



Literaturverzeichnis

6

10

11
12

13

14

15

16

17

Literaturverzeichnis

Butterfield, N. J. Probable proterozoic fungi. Paleobiology 31, 165-182, (2005).
Liicking, R., Huhndorf, S., Pfister, D. H., Plata, E. R. & Lumbsch, H. T. Fungi
evolved right on track. Mycologia 101, 810-822, (2009).

Brundrett, M. C. Coevolution of roots and mycorrhizas of land plants. New
phytologist 154, 275-304, (2002).

Vaupotic, T., Veranic, P., Jenoe, P. & Plemenitas, A. Mitochondrial mediation of
environmental osmolytes discrimination during osmoadaptation in the extremely
halotolerant black yeast Hortaea werneckii. Fungal Genetics and Biology 45, 994-
1007, (2008).

Dadachova, E. ez al. Ionizing radiation changes the electronic properties of melanin
and enhances the growth of melanized fungi. PloS One 2, €457, (2007).

Kurtzman, C., Fell, J. W. & Boekhout, T. The yeasts: a taxonomic study. Vol. 1
(Elsevier, 2011).

Moore, D. Slayers, Saviors, Servants, and Sex: An Exposé of Kingdom Fungi. (Springer
New York, 2001).

Herrera, C. M. & Pozo, M. I. Nectar yeasts warm the flowers of a winter-blooming
plant. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences 277, 1827-1834, (2010).
Vega, F. E. & Dowd, P. F. in Insect-Fungal Assocations: Ecology and Evolution — 211-
243 (2005).

Botha, A. The importance and ecology of yeasts in soil. Soi/ Biology and Biochemistry
43,1-8, (2011).

Lutzoni, F. & Miadlikowska, J. Lichens. Current Biology 19, R502-R503, (2009).
Hazen, K. C. New and emerging yeast pathogens. Clinical Microbiology Reviews 8,
462-478, (1995).

Herskowitz, I. Life cycle of the budding yeast Saccharomyces cerevisiae.
Microbiological Reviews 52, 536, (1988).

Cavalieri, D., McGovern, P. E., Hartl, D. L., Mortimer, R. & Polsinelli, M.
Evidence for S. cerevisiae fermentation in ancient wine. Journal of Molecular
Evolution 57 Suppl 1, $226-232, (2003).

Cereghino, G. P. L. & Cregg, J. M. Applications of yeast in biotechnology: protein
production and genetic analysis. Current Opinion in Biotechnology 10, 422-427,
(1999).

McCormack, P., Wildman, H. & Jeffries, P. Production of antibacterial compounds
by phylloplane-inhabiting yeasts and yeastlike fungi. Applied and Environmental
Microbiology 60, 927-931, (1994).

Kurtzman, C. P. & Fell, J. W. in Biodiversity and Ecophysiology of Yeasts ~ 11-30
(Springer, 2000).

153



Literaturverzeichnis

18

19

20

21
22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Sunnerhagen, P., Piskur, J., Kurtzman, C. & Piskur, J. in Comparative Genomics Vol.
15 Topics in Current Genetics 29-46 (Springer Berlin Heidelberg, 20006).

Martini, A. Origin and domestication of the wine yeast Saccharomyces cerevisiae.
Journal of Wine research 4, 165-176, (1993).

Stefanini, I. et al. Role of social wasps in Saccharomyces cerevisiae ecology and
evolution. Proceedings of the National Academy of Sciences 109, 13398-13403, (2012).
Goffeau, A. et al. Life with 6000 Genes. Science 274, 546-567, (1996).

Hinnen, A., Hicks, J. B. & Fink, G. R. Transformation of yeast. Proceedings of the
National Academy of Sciences 75, 1929-1933, (1978).

Annaluru, N. et al. Total synthesis of a functional designer eukaryotic chromosome.
Science 344, 55-58, (2014).

Briickner, S. & Mdgsch, H.-U. Choosing the right lifestyle: adhesion and
development in Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiology Reviews 36, 25-58,
(2012).

Marton, M. J. et al. Drug target validation and identification of secondary drug target
effects using DNA microarrays. Nature Medicine 4, 1293-1301, (1998).

Melese, T. & Hieter, P. From genetics and genomics to drug discovery: yeast rises to
the challenge. Trends in Pharmacological Sciences 23, 544-547, (2002).

Gimeno, C. J., Ljungdahl, P. O, Styles, C. A. & Fink, G. R. Unipolar cell divisions
in the yeast S. cerevisiae lead to filamentous growth: regulation by starvation and
RAS. Cel/ 68, 1077-1090, (1992).

Roberts, R. L. & Fink, G. R. Elements of a single MAP kinase cascade in
Saccharomyces cerevisiae mediate two developmental programs in the same cell type:
mating and invasive growth. Genes and Development 8, 2974-2985, (1994).
Lindquist, W. Cell surface constituents and yeast flocculation. Nature 170, 544-545,
(1952).

Martinez, P., Codon, A., Pérez, L. & Benitez, T. Physiological and molecular
characterization of flor yeasts: polymorphism of flor yeast populations. Yeast 11,
1399-1411, (1995).

Reynolds, T. B. & Fink, G. R. Bakers'yeast, a model for fungal biofilm formation.
Science 291, 878-881, (2001).

Oyeka, C. & Ugwu, L. Fungal flora of human toe webs. Mycoses 45, 488-491,
(2002).

Bolotin-Fukuhara, M. & Fairhead, C. Candida glabrata: a deadly companion? Yeast
31, 279-288, (2014).

Kaur, R., Domergue, R., Zupancic, M. L. & Cormack, B. P. A yeast by any other
name: Candida glabrata and its interaction with the host. Current Opinion in
Microbiology 8, 378-384, (2005).

Dujon, B. ¢z al. Genome evolution in yeasts. Nature 430, 35 - 44, (2004).

154



Literaturverzeichnis

36

37

38

39

40

41
42
43
44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

Gow, N. A., Brown, A. ]J. & Odds, F. C. Fungal morphogenesis and host invasion.
Current Opinion in Microbiology 5, 366-371, (2002).

Gabaldon, T. ez al. Comparative genomics of emerging pathogens in the Candida
glabrata clade. BMC Genomics 14, 623, (2013).

Bolker, M. Ustilago maydis—a valuable model system for the study of fungal
dimorphism and virulence. Microbiology 147, 1395-1401, (2001).

Ernst, J. F. & Schmidt, A. Dimorphism in human pathogenic and apathogenic yeasts.
Vol. 5 (Karger Medical and Scientific Publishers, 2000).

Walker, L. ez al. Anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies (ASCA) in Crohn's disease
are associated with disease severity but not NOD2/CARD15 mutations. Clinical and
Experimental Immunology 135, 490-496, (2004).

Main, J. et al. Antibody to Saccharomyces cerevisiae (bakers' yeast) in Crohn's
disease. BMJ 297, 1105-1106, (1988).

Cletus P, K. in The Yeasts (Fifth Edition) — 491-495 (Elsevier, 2011).

Klier, K. Methanol synthesis. Advances in Catalysis 31, 243-313, (1982).

Wegner, G. H. Emerging applications of the methylotrophic yeasts. FEMS
Microbiology Reviews 7, 279-283, (1990).

Olah, G. A., Goeppert, A. & Prakash, G. K. S. Beyond oil and gas : the methanol
economy. 2., updated and enl. edn, (Wiley-VCH-Verl., 2009).

Kurtzman, C. P. & Robnett, C. J. Identification and phylogeny of ascomycetous
yeasts from analysis of nuclear large subunit (26S) ribosomal DNA partial sequences.
Antonie van Leeuwenhoek 73, 331-371, (1998).

Yamada, Y., Matsuda, M., Maeda, K. & Mikata, K. The phylogenetic relationships
of methanol-assimilating yeasts based on the partial sequences of 18S and 26S
ribosomal RNAs: the proposal of Komagataella gen. nov. (Saccharomycetaceae).
Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 59, 439-444, (1995).

Kurtzman, C. P. Three new ascomycetous yeasts from insect-associated arboreal
habitats. Canadian Journal of Microbiology 46, 50-58, (2000).

Cregg, ]. M. Introduction: distinctions between Pichia pastoris and other expression
systems. Methods in molecular biology (Clifton, NJ) 389, 1-10, (20006).

Mattanovich, D. ez al. Genome, secretome and glucose transport highlight unique
features of the protein production host Pichia pastoris. Microbial Cell Factories 8, 29,
(2009).

De Schutter, K. ez al. Genome sequence of the recombinant protein production host
Pichia pastoris. Nature Biotechnology 27, 561-566, (2009).

Kiiberl, A. ez al. High-quality genome sequence of Pichia pastoris CBS7435. Journal
of Biotechnology 154, 312-320, (2011).

Mattanovich, D. et al. Open access to sequence: Browsing the Pichia pastoris
genome. Microbial Cell Factories 8, 53, (2009).

155



Literaturverzeichnis

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

Phaff, H. J. & Knapp, E. P. The taxonomy of yeasts found in exudates of certain
trees and other natural breeding sites of some species ofDrosophila. Antonie van
Leeuwenhoek 22, 117-130, (1956).

Bais, H. P., Weir, T. L., Perry, L. G., Gilroy, S. & Vivanco, J. M. The role of root
exudates in rhizosphere interactions with plants and other organisms. Annual Review
of Plant Biology 57, 233-266, (2000).

Bais, H. P., Broeckling, C. D., Vivanco, ]J. M. & Karlovsky, P. Vol. 14 Soil Biology
241-252 (Springer Berlin Heidelberg, 2008).

Tatum, E. L. Nutritional Requirements of Drosophila Melanogaster. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 25, 490-497, (1939).
Baumberger, J. P. A nutritional study of insects, with special reference to
microdrganisms and their substrata. Journal of Experimental Zoology 28, 1-81, (1919).
Suh, S.-O., McHugh, J. V., Pollock, D. D. & Blackwell, M. The beetle gut: a
hyperdiverse source of novel yeasts. Mycological Research 109, 261-265, (2005).

Suh, S.-O. & Blackwell, M. Three new beetle-associated yeast species in the Pichia
guilliermondii clade. FEMS Yeast Research 5, 87-95, (2004).

Barata, A., Santos, S. C., Malfeito-Ferreira, M. & Loureiro, V. New Insights into the
Ecological Interaction Between Grape Berry Microorganisms and Drosophila Flies
During the Development of Sour Rot. Microbial Ecology 64, 416-430, (2012).
Gibson, C. M. & Hunter, M. S. Extraordinarily widespread and fantastically
complex: comparative biology of endosymbiotic bacterial and fungal mutualists of
insects. Ecology Letters 13, 223-234, (2010).

Cereghino, G., Cereghino, J., Ilgen, C. & Cregg, J. Production of recombinant
proteins in fermenter cultures of the yeast Pichia pastoris. Current Opinion in
Biotechnology 13, 329 - 332, (2002).

Hamilton, S. ez 2. Humanization of yeast to produce complex terminally sialylated
glycoproteins. Science 313, 1441 - 1443, (2000).

Hamilton, S. & Gerngross, T. Glycosylation engineering in yeast: the advent of fully
humanized yeast. Current Opinion in Biotechnology 18, 387 - 392, (2007).

Jacobs, P., Geysens, S., Vervecken, W., Contreras, R. & Callewaert, N. Engineering
complex-type N-glycosylation in Pichia pastoris using GlycoSwitch technology.
Nature Protocols 4, 58 - 70, (2009).

Ballou, C. E. Isolation, characterization, and properties of Saccharomyces cerevisiae
mnn mutants with nonconditional protein glycosylation defects. Methods in
Enzymology 185, 440-470, (1990).

Daly, R. & Hearn, M. T. Expression of heterologous proteins in Pichia pastoris: a
useful experimental tool in protein engineering and production. Journal of Molecular
Recognition 18, 119-138, (2005).

156



Literaturverzeichnis

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

Cregg, J. M. et al. Expression in the yeast Pichia pastoris. Methods in Enzymology 463,
169-189, (2009).

Smith, A. E., Zhang, Z., Thomas, C. R., Moxham, K. E. & Middelberg, A. P. The
mechanical properties of Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the National
Academy of Sciences 97, 9871-9874, (2000).

Orlean, P. Architecture and Biosynthesis of the Saccharomyces cerevisiae Cell Wall.
Genetics 192, 775-818, (2012).

Cappellaro, C., Baldermann, C., Rachel, R. & Tanner, W. Mating type-specific cell-
cell recognition of Saccharomyces cerevisiae: cell wall attachment and active sites of a-
and alpha-agglutinin. EMBO Journal 13, 4737-4744, (1994).

Osumi, M. The ultrastructure of yeast: cell wall structure and formation. Micron 29,
207-233, (1998).

Zlotnik, H., Fernandez, M. P., Bowers, B. & Cabib, E. Saccharomyces cerevisiae
mannoproteins form an external cell wall layer that determines wall porosity. Journal
of Bacteriology 159, 1018-1026, (1984).

Kopeckd, M., Phaff, H. & Fleet, G. Demonstration of a fibrillar component in the
cell wall of the yeast Saccharomyces cerevisiae and its chemical nature. The Journal of
cell biology 62, 66-76, (1974).

Gabius, H.-J. The sugar code: fundamentals of glycosciences. (John Wiley & Sons,
2011).

Holan, Z. et al. The glucan-chitin complex in Saccharomyces cerevisiae. Archives of
Microbiology 130, 312-318, (1981).

Rinaudo, M. Chitin and chitosan: properties and applications. Progress in polymer
science 31, 603-632, (2000).

Dweltz, N., Colvin, J. R. & Mclnnes, A. Studies on chitan (B-(1— 4)-linked 2-
acetamido-2-deoxy-D-glucan) fibers of the diatom Thalassiosira fluviatilis, Hustedt.
III. The structure of chitan from X-ray diffraction and electron microscope
observations. Canadian Journal of Chemistry 46, 1513-1521, (1968).

Vermeulen, C. A. & Wessels, ]. G. H. Chitin biosynthesis by a fungal membrane
preparation. European Journal of Biochemistry 158, 411-415, (1986).

Klis, F. M., Mol, P., Hellingwerf, K. & Brul, S. Dynamics of cell wall structure in
Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiol. Rev 26, 239-256, (2002).

Réssle, M. et al. Fast intracrystalline hydration of B-chitin revealed by combined
microdrop generation and on-line synchrotron radiation microdiffraction.
Biomacromolecules 4, 981-986, (2003).

Saito, Y., Putaux, J., Okano, T., Gaill, F. & Chanzy, H. Structural aspects of the
swelling of B chitin in HCI and its conversion into a chitin. Macromolecules 30,

3867-3873, (1997).

157



Literaturverzeichnis

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

Dallies, N., Francois, J. & Paquet, V. A new method for quantitative determination
of polysaccharides in the yeast cell wall. Application to the cell wall defective mutants
of Saccharomyces cerevisiae. Yeast 14, 1297-1306, (1998).

Kollir, R., Petrikova, E., Ashwell, G., Robbins, P. W. & Cabib, E. Architecture of
the Yeast Cell Wall - The Linkage between Chitin and B1,3-Glucan. journal of
Biological Chemistry 270, 1170-1178, (1995).

Kolldr, R. et al. Architecture of the Yeast Cell Wall B (1— 6)-glucan interconnects
mannoprotein, B (1— 3)-glucan, and chitin. Journal of Biological Chemistry 272,
17762-17775, (1997).

Young, S.-H. & Jacobs, R. R. Sodium hydroxide-induced conformational change in
schizophyllan detected by the fluorescence dye, aniline blue. Carbohydrate Research
310, 91-99, (1998).

Morris, G., Winters, L., Coulson, G. & Clarke, K. Effect of osmotic stress on the
ultrastructure and viability of the yeast Saccharomyces cerevisiae. Journal of General
Microbiology 132, 2023-2034, (1986).

Manners, D. J., Masson, A. J. & Patterson, J. C. The structure of a beta-(1-> 3)-D-
glucan from yeast cell walls. Biochemical Journal 135, 19-30, (1973).

Gentzsch, M. & Tanner, W. The PMT gene family: protein O-glycosylation in
Saccharomyces cerevisiae is vital. 7he EMBO Journal 15, 5752, (1996).

Gonzalez, M., Lipke, P. N. & Opvalle, R. GPI proteins in biogenesis and structure of
yeast cell walls. The Enzymes 26, 321-356, (2009).

Fujita, M. & Kinoshita, T. Structural remodeling of GPI anchors during biosynthesis
and after attachment to proteins. FEBS Letters 584, 1670-1677, (2010).

Ecker, M., Deutzmann, R., Lehle, L., Mrsa, V. & Tanner, W. Pir proteins of
Saccharomyces cerevisiae are attached to -1, 3-glucan by a new protein-carbohydrate
linkage. Journal of Biological Chemistry 281, 11523-11529, (2000).

Nuoffer, C., Horvath, A. & Riezman, H. Analysis of the sequence requirements for
glycosylphosphatidylinositol anchoring of Saccharomyces cerevisiae Gasl protein.
Journal of Biological Chemistry 268, 10558-10563, (1993).

Alexopoulos, C. J., Mims, C. W. & Blackwell, M. Introductory mycology. 4. edn,
(Wiley, 1996).

Thieme, T. R. & Ballou, C. E. Nature of the phosphodiester linkage of the
phosphomannan from the yeast Kloeckera brevis. Biochemistry 10, 4121-4129,
(1971).

Kopeckd, M. Yeast and fungal cell-wall polysaccharides can self-assemble in vitro into
an ultrastructure resembling in vivo yeast cell walls. Microscopy 62, 327-339, (2013).
Lipke, P. & Kurjan, J. Sexual agglutination in budding yeasts: structure, function,
and regulation of adhesion glycoproteins. Microbiological Reviews 56, 180-194,
(1992).

158



Literaturverzeichnis

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

Dranginis, A. M., Rauceo, J. M., Coronado, J. E. & Lipke, P. N. A biochemical
guide to yeast adhesins: glycoproteins for social and antisocial occasions. Microbiology
and molecular biology reviews : MMBR 71, 282-294, (2007).

Verstrepen, K. J., Reynolds, T. B. & Fink, G. R. Origins of variation in the fungal
cell surface. Nature Reviews Microbiology 2, 533-540, (2004).

Jentoft, N. Why are proteins O-glycosylated? Trends in Biochemical Sciences 15, 291-
294, (1990).

Ramsook, C. B. et al. Yeast cell adhesion molecules have functional amyloid-forming
sequences. Eukaryotic cell 9, 393-404, (2010).

Lipke, P. N. ez al. Between Amyloids and Aggregation Lies a Connection with
Strength and Adhesion. New Journal of Science 2014, 815102, (2014).

Garcia, M. C. ¢z al. A role for amyloid in cell aggregation and biofilm formation.
PloS One 6, 17632, (2011).

Meem, M. H. & Cullen, P. J. The impact of protein glycosylation on Flo11-
dependent adherence in Saccharomyces cerevisiae. FEMS Yeast Research 12, 809-818,
(2012).

Verstrepen, K. J. & Klis, F. M. Flocculation, adhesion and biofilm formation in
yeasts. Molecular Microbiology 60, 5-15, (20006).

Veelders, M. et al. Structural basis of flocculin-mediated social behavior in yeast.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 107,
22511-22516, (2010).

Maestre-Reyna, M. ez al. Structural basis for promiscuity and specificity during
Candida glabrata invasion of host epithelia. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 109, 16864-16869, (2012).

Hoyer, L. L. & Hecht, ]J. E. The ALS5 gene of Candida albicans and analysis of the
Als5p N-terminal domain. Yeast (Chichester, England) 18, 49-60, (2001).

Kraushaar, T. ez al. Interactions by the fungal Flo11 adhesin depend on a fibronectin
type I1I-like adhesin domain girdled by aromatic bands. Structure, in press, (2015).

de Groot, P. W. J. & Klis, F. M. The conserved PA14 domain of cell wall-associated
fungal adhesins governs their glycan-binding specificity. Molecular Microbiology 68,
535-537, (2008).

Christiaens, J. F. et al. Functional divergence of gene duplicates through ectopic
recombination. EMBO Reports 13, 1145-1151, (2012).

Teunissen, A. W. & Steensma, H. Y. The Dominant Flocculation Genes of
Saccharomyces cerevisiae Constitute a New Subtelomeric Gene Family. Yeasr 11,
1001-1013, (1995).

Gottschling, D. E., Aparicio, O. M., Billington, B. L. & Zakian, V. A. Position effect
at S. cerevisiae telomeres: reversible repression of Pol II transcription. Cell 63, 751-

762, (1990).

159



Literaturverzeichnis

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128
129
130

Halme, A., Bumgarner, S., Styles, C. & Fink, G. R. Genetic and epigenetic
regulation of the FLO gene family generates cell-surface variation in yeast. Cel/ 116,
405-415, (2004).

Yoshida, E. ez al. Role of a PA14 domain in determining substrate specificity of a
glycoside hydrolase family 3 beta-glucosidase from Kluyveromyces marxianus.
Biochemical Journal 431, 39-49, (2010).

Johan, L. ez al. Structural and enzymatic characterization of a glycoside hydrolase
family 31 alpha-xylosidase from Cellvibrio japonicus involved in xyloglucan
saccharification. Biochemical Journal 436, 567-580, (2011).

Petosa, C., Collier, R. J., Klimpel, K. R., Leppla, S. H. & Liddington, R. C. Crystal
structure of the anthrax toxin protective antigen. Nature 385, 833-838, (1997).
Rigden, D. J., Mello, L. V. & Galperin, M. Y. The PA14 domain, a conserved all-{§
domain in bacterial toxins, enzymes, adhesins and signaling molecules. 7Trends in
Biochemical Sciences 29, 335-339, (2004).

Linder, T. & Gustafsson, C. M. Molecular phylogenetics of ascomycotal adhesins —
A novel family of putative cell-surface adhesive proteins in fission yeasts. Fungal
Genetics and Biology 45, 485-497, (2008).

Finn, R. D. e al. The Pfam protein families database. Nucleic Acids Research 38,
D211-D222, (2010).

Stewart, G. & Goring, T. EFFECT OF SOME MONOVALENT AND
DIVALENT METAL IONS ON THE FLOCCULATION OF BREWERS YEAST
STRAINS*. Journal of the Institute of Brewing 82, 341-342, (1976).

Stratford, M. Evidence for two mechanisms of flocculation in Saccharomyces
cerevisiae. Yeast (Chichester, England) 5, S441-445, (1989).

Watari, ]. et al. Molecular cloning and analysis of the yeast flocculation gene FLO1.
Yeast 10, 211-225, (1994).

Verstrepen, K. er al. Late fermentation expression of FLO1 in Saccharomyces
cerevisiae. Journal of the american society of brewing chemists 59, 69-76, (2001).
Govender, P., Domingo, J. L., Bester, M. C., Pretorius, I. S. & Bauer, F. F.
Controlled expression of the dominant flocculation genes FLO1, FLOS5, and FLO11
in Saccharomyces cerevisiae. Applied and Environmental Microbiology 74, 6041-6052,
(2008).

Smukalla, S. ez al. FLOL1 is a variable green beard gene that drives biofilm-like
cooperation in budding yeast. Ce// 135, 726-737, (2008).

Dawkins, R. The Selfish Gene. (Oxford Univ. Press, 1976).

Gardner, A. & West, S. A. Greenbeards. Evolution 64, 25-38, (2010).

West, S. A. & Gardner, A. Altruism, spite, and greenbeards. Science 327, 1341-1344,
(2010).

160



Literaturverzeichnis

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

Verstrepen, K. J., Derdelinckx, G., Verachtert, H. & Delvaux, F. R. Yeast
flocculation: what brewers should know. Applied Microbiology and Biotechnology 61,
197-205, (2003).

Kobayashi, O., Hayashi, N., Kuroki, R. & Sone, H. Region of Flol proteins
responsible for sugar recognition. Journal of Bacteriology 180, 6503-6510, (1998).
Guo, B., Styles, C. A., Feng, Q. & Fink, G. R. A Saccharomyces gene family
involved in invasive growth, cell-cell adhesion, and mating. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 220420397, (2000).

Javadekar, V. S., Sivaraman, H., Sainkar, S. R. & Khan, M. I. A mannose-binding
protein from the cell surface of flocculentSaccharomyces cerevisiae(NCIM 3528): its
role in flocculation. Yeast 16, 99-110, (2000).

Sim, L., Groes, M., Olesen, K. & Henriksen, A. Structural and biochemical
characterization of the N-terminal domain of flocculin Lg-Flo1p from Saccharomyces
pastorianus reveals a unique specificity for phosphorylated mannose. FEBS Journal
280, 1073-1083, (2013).

lelasi, F. S., Goyal, P., Sleutel, M., Wohlkonig, A. & Willaert, R. G. The mannose-
specific lectin domains of Flo1lp from Saccharomyces cerevisiae and Lg-Flo1p from S.
pastorianus: crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of the adhesin-
carbohydrate complexes. Acta Crystallographica. Section F: Structural Biology and
Crystallization Communications 69, 779-782, (2013).

Cormack, B. P., Ghori, N. & Falkow, S. An adhesin of the yeast pathogen Candida
glabrata mediating adherence to human epithelial cells. Science 285, 578-582,
(1999).

Zupancic, M. L. et al. Glycan microarray analysis of Candida glabrata adhesin ligand
specificity. Molecular Microbiology 68, 547-559, (2008).

De Las Penas, A. et al. Virulence-related surface glycoproteins in the yeast pathogen
Candida glabrata are encoded in subtelomeric clusters and subject to RAP1-and SIR-
dependent transcriptional silencing. Genes and Development 17, 2245-2258, (2003).
Castano, I. et al. Telomere length control and transcriptional regulation of
subtelomeric adhesins in Candida glabrata. Molecular Microbiology 55, 1246-1258,
(2005).

Domergue, R. et al. Nicotinic acid limitation regulates silencing of Candida adhesins
during UTT. Science 308, 866-870, (2005).

Gipson, I. K. ez al. Mucin genes expressed by human female reproductive tract
epithelia. Biology of Reproduction 56, 999-1011, (1997).

Bartman, A. E. ez al. The MUCG secretory mucin gene is expressed in a wide variety
of epithelial tissues. The Journal of pathology 186, 398-405, (1998).

Russo, C. L. et al. Mucin gene expression in human male urogenital tract epithelia.

Human Reproduction 21, 2783-2793, (2006).

161



Literaturverzeichnis

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

Desai, C., Mavrianos, J. & Chauhan, N. Candida glabrata Pwp7p and Aedlp are
required for adherence to human endothelial cells. FEMS Yeast Research 11, 595-601,
(2011).

Hoyer, L., Payne, T. & Hecht, J. Identification of Candida albicans ALS2 andALS4
and Localization of Als Proteins to the Fungal Cell Surface. Journal of Bacteriology
180, 5334-5343, (1998).

Stratford, M. Lectin-mediated aggregation of yeasts—yeast flocculation. Biotechnology
and Genetic Engineering Reviews 10, 283-342, (1992).

Vallejo, J., Sinchez-Pérez, A., Martinez, J. P. & Villa, T. Cell aggregations in yeasts
and their applications. Applied Microbiology and Biotechnology 97, 2305-2318,
(2013).

Teixeira, J., Oliveira, R., Azeredo, J., Sousa, M. & Sil, C. Cell wall surface properties
and flocculence of a Kluyveromyces marxianus strain. Colloids and surfaces B:
Biointerfaces 5, 197-203, (1995).

Al-Mahmood, S., Colin, S. & Bonaly, R. Kluyveromyces bulgaricus yeast lectins.
Isolation of two galactose-specific lectin forms from the yeast cell wall. Journal of
Biological Chemistry 266, 20882-20887, (1991).

Hussain, T., Salhi, O., Lematre, J., Charpentier, C. & Bonaly, R. Comparative
studies of flocculation and deflocculation of Saccharomyces uvarum and
Kluyveromyces bulgaricus. Applied Microbiology and Biotechnology 23, 269-273,
(19806).

Matsuzawa, T., Morita, T., Tanaka, N., Tohda, H. & Takegawa, K. Identification of
a galactose-specific flocculin essential for non-sexual flocculation and filamentous
growth in Schizosaccharomyces pombe. Molecular Microbiology 82, 1531-1544,
(2011).

Mbawala, A., Al Mahmood, S., Loppinet, V. & Bonaly, R. Acetolysis and 1H NMR
studies on mannans isolated from very flocculent and weakly flocculent cells of Pichia
pastoris IFP 206. Journal of General Microbiology 136, 1279-1284, (1990).

Schlereth, J. Strukturelle wund funktionelle Charakterisierung von  putativen
Adbdsionsdomdnen aus Pichia pastoris Diplom thesis, (2010).

Kock, M. Die zuckerbindende Domdine von putativen Adhdisinen aus Pichia pastoris -
Eine funktionelle und strukturelle Charakterisierung M. Sc. thesis, Philipps-Universitit
Marburg, (2012).

Schlereth, J. Strukturelle wund funktionelle Charakterisierung von  putativen
Adbdsionsdominen aus Pichia pastoris Diplom thesis, Philipps-Univeristit, (2010).
Kock, M. et al. A member of a hitherto unknown subfamily of ascomycetal adhesins

binds to chitin ends. in preparation, (2015).

162



Literaturverzeichnis

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

Maestre-Reyna, M. Structural and functional studies of mucin-interacting adhesion
domains from Candida glabrata & Helicobacter pylori Dr. rer. nat. thesis, Philipps-
Universitit, (2011).

Wozniak, N. in preparation Dr. rer. nat. thesis, Philipps-Universitit, (2015).
Untergasser, A. et al. Primer3Plus, an enhanced web interface to Primer3. Nucleic
Acids Research 35, W71-W74, (2007).

Studier, F. W. & Moffatt, B. A. Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to direct
selective high-level expression of cloned genes. Journal of Molecular Biology 189, 113-
130, (1986).

Dubendorft, J. W. & Studier, F. W. Controlling Basal Expression in an Inducible T
7 Expression System by Blocking the Target T 7 Promotor with Lac Repressor.
Journal of Molecular Biology 219, 45-59, (1991).

Gietz, R. D. & Akio, S. New yeast-Escherichia coli shuttle vectors constructed with
in vitro mutagenized yeast genes lacking six-base pair restriction sites. Gene 74, 527-
534, (1988).

Diderrich, R. ez al. Structural and Functional Evolution of the Candida Glabrata
Epithelial Adhesin Family. in preparation, (2015).

Diderrich, R. Strukturelle und funktionelle Charakterisierung der epithelialen Adbdsine
aus Candida glabrata Dr. rer. nat. thesis, Philipps-Universitit Marburg, (2014).
Taylor, R. G., Walker, D. C. & Mclnnes, R. R. E. coli host strains significantly
affect the quality of small scale plasmid DNA preparations used for sequencing.
Nucleic Acids Research 21, 1677-1678, (1993).

Lobstein, J. ez al. SHuffle, a novel Escherichia coli protein expression strain capable
of correctly folding disulfide bonded proteins in its cytoplasm. Microbial Cell
Factories 11, 56, (2012).

Liu, H., Styles, C. A. & Fink, G. R. Saccharomyces cerevisiae S288C Has a Mutation
in FLO8, a Gene Required for Filamentous Growth. Genetics 144, 967-978, (1996).
Grundmann, O., Mésch, H.-U. & Braus, G. H. Repression of GCN4 mRNA
Translation by Nitrogen Starvation in Saccharomyces cerevisiae. Journal of Biological
Chemistry 276, 25661-25671, (2001).

Schauer, C., Thompson, C. L. & Brune, A. The Bacterial Community in the Gut of
the Cockroach Shelfordella lateralis Reflects the Close Evolutionary Relatedness of
Cockroaches and Termites. Applied and Environmental Microbiology 78, 2758-2767,
(2012).

Aleschul, S., Gish, W., Miller, W., Myers, E. & Lipman, D. Basic local alignment
search tool. Journal of Molecular Biology 215, 403 - 410, (1990).

Aleschul, S. F. er al. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Research 25, 3389-3402, (1997).

163



Literaturverzeichnis

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

Henikoff, S. & Henikoff, J. G. Amino acid substitution matrices from protein
blocks. Proceedings of the National Academy of Sciences 89, 10915-10919, (1992).
Staden, R. A strategy of DNA sequencing employing computer programs. Nucleic
Acids Research 6, 2601-2610, (1979).

Stranneheim, H. & Lundeberg, J. Stepping stones in DNA sequencing. Biotechnology
Journal 7, 1063-1073, (2012).

Sonnhammer, E. L. L., Eddy, S. R. & Durbin, R. Pfam: A comprehensive database
of protein domain families based on seed alignments. Proteins: Structure, Function,
and Genetics 28, 405-420, (1997).

Hunter, S. ez al. InterPro in 2011: new developments in the family and domain
prediction database. Nucleic Acids Research 40, D306-D312, (2012).

Consortium, T. U. Activities at the Universal Protein Resource (UniProt). Nucleic
Acids Research 42, D191-D198, (2014).

Notredame, C., Higgins, D. G. & Heringa, J. T-coffee: a novel method for fast and
accurate multiple sequence alignment. Journal of Molecular Biology 302, 205-217,
(2000).

Katoh, K. & Standley, D. M. MAFFT Multiple Sequence Alignment Software
Version 7: Improvements in Performance and Usability. Molecular Biology and
Evolution 30, 772-780, (2013).

Katoh, K. & Frith, M. C. Adding unaligned sequences into an existing alignment
using MAFFT and LAST. Bioinformatics 28, 3144-3146, (2012).

Lio, P. & Goldman, N. Models of Molecular Evolution and Phylogeny. Genome
Research 8, 1233-1244, (1998).

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A. & Kumar, S. MEGAG: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0. Molecular Biology and Evolution 30,
2725-2729, (2013).

Johnson, J. B. & Omland, K. S. Model selection in ecology and evolution. Trends in
Ecology & Evolution 19, 101-108, (2004).

Le, S. Q. & Gascuel, O. An Improved General Amino Acid Replacement Matrix.
Molecular Biology and Evolution 25, 1307-1320, (2008).

Kubatko, L. S. in Tutorials in Mathematical Biosciences IV Vol. 1922 Lecture Notes in
Mathematics (ed Avner Friedman) Ch. 1, 1-38 (Springer Berlin Heidelberg, 2008).
Saitou, N. & Nei, M. The neighbor-joining method: a new method for
reconstructing  phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution 4, 406-425,
(1987).

Salemi, M., Lemey, P. & Vandamme, A.-M. The phylogenetic handbook: a practical
approach to phylogenetic analysis and hypothesis testing. (Cambridge University Press,
2009).

164



Literaturverzeichnis

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198
199

200

201

202

203

204

205

Hall, B. G. Building Phylogenetic Trees from Molecular Data with MEGA.
Molecular Biology and Evolution 30, 1229-1235, (2013).

Bertani. The Mode of Phage Liberation by Lysogenic Escherichia colil. Journal of
Bacteriology 62, 293, (1951).

Tartof, K. D. & Hobbs, C. A. Improved media for growing plasmid and cosmid
clones. Focus 9, 12, (1987).

Amberg, D. C., Burke, D., Strathern, J. N. & Laboratory, C. S. H. Methods in Yeast
Genetics: A Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual. (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2005).

Morrison, D. A. Transformation in Escherichia coli: cryogenic preservation of
competent cells. Journal of Bacteriology 132, 349-351, (1977).

Mandel, M. & Higa, A. Calcium-dependent bacteriophage DNA infection. Journal
of Molecular Biology 53, 159-162, (1970).

Chen, D.-C., Yang, B.-C. & Kuo, T.-T. One-step transformation of yeast in
stationary phase. Current Genetics 21, 83-84, (1992).

Vogelstein, B. & Gillespie, D. Preparative and Analytical Purification of DNA from
Agarose. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
76, 615-619, (1979).

Birnboim, H. C. & Doly, J. A rapid alkaline extraction procedure for screening
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Research7, 1513-1523, (1979).

QIAGEN. QIAprep® Miniprep Handbook. (2012).

Miilhardt, C. Der Experimentator: Molekularbiologie/ Genomics. Vol. 24 (Spektrum
Akademischer Verlag, 2009).

Chomczynski, P. & Sacchi, N. Single-step method of RNA isolation by acid
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Analytical Biochemistry 162,
156-159, (1987).

Gallagher, S. R. & Desjardins, P. R. in Current Protocols in Protein Science  (John
Wiley & Sons, Inc., 2001).

Gomperts, B. D., Kramer, I. M. & Tatham, P. E. R. in Signal Transduction (ed
Bastien D. Gompertsljsbrand M. KramerPeter E. R. Tatham) 1-17 (Academic Press,
2002).

Krauss, G. in Biochemistry of Signal Transduction and Regulation 89-118 (Wiley-
VCH Verlag GmbH, 2001).

Stahlberg, A., Zoric, N., Aman, P. & Kubista, M. Quantitative real-time PCR for
cancer detection: the lymphoma case. Expert Review of Molecular Diagnostics 5, 221-
230, (2005).

Abbott, M. A. er al. Enzymatic gene amplification: qualitative and quantitative
methods for detecting proviral DNA amplified in vitro. Journal of Infectious Diseases
158, 1158-1169, (1988).

165



Literaturverzeichnis

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

Mullis, K. B. & Faloona, F. A. Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-
catalyzed chain reaction. Methods in Enzymology 155, 335-350, (1987).

Temin, H. M. & Mizutani, S. Viral RNA-dependent DNA Polymerase: RNA-
dependent DNA Polymerase in Virions of Rous Sarcoma Virus. Nature 226, 1211-
1213, (1970).

Baltimore, D. Viral RNA-dependent DNA Polymerase: RNA-dependent DNA
Polymerase in Virions of RNA Tumour Viruses. Nature 226, 1209-1211, (1970).
Shaffer, A. L., Wojnar, W. & Nelson, W. Amplification, detection, and automated
sequencing of gibbon interleukin-2 mRNA by Thermus aquaticus DNA polymerase
reverse transcription and polymerase chain reaction. Analytical Biochemistry 190, 292-
296, (1990).

Zipper, H., Brunner, H., Bernhagen, J. & Vitzthum, F. Investigations on DNA
intercalation and surface binding by SYBR Green I, its structure determination and
methodological implications. Nucleic Acids Research 32, €103, (2004).

Pfaffl, M. W. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT—
PCR. Nucleic Acids Research 29, e45, (2001).

Livak, K. J. & Schmittgen, T. D. Analysis of Relative Gene Expression Data Using
Real-Time Quantitative PCR and the 2-AACT Method. Methods 25, 402-408,
(2001).

Thellin, O. e al. Housekeeping genes as internal standards: use and limits. Journal of
Biotechnology 75, 291-295, (1999).

VanGuilder, H. D., Vrana, K. E. & Freeman, W. M. Twenty-five years of
quantitative PCR for gene expression analysis. Biotechniques 44, 619-626, (2008).
Thornton, B. & Basu, C. Real-time PCR (qPCR) primer design using free online
software. Biochemistry and Molecular Biology Education 39, 145-154, (2011).

Porath, ]., Carlsson, ]., Olsson, 1. & Belfrage, G. Metal chelate affinity
chromatography, a new approach to protein fractionation. Nature 258, 598-599,
(1975).

Qiagen. The QlAexpressionist. (2003).

Porath, J. Gel filtration: a method for desalting and group separation. Nature 183,
1657-1659, (1959).

Laemmli, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680-685, (1970).

Bennett, J. & Scott, K. J. Quantitative staining of fraction I protein in
polyacrylamide gels using Coomassie brillant blue. Analytical Biochemistry 43, 173-
182, (1971).

Warburg, O. & Christian, W. Isolierung und Kiristallisation des Girungsferments
Enolase. Naturwissenschaften 29, 589-590, (1941).

166



Literaturverzeichnis

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

Gill, S. C. & von Hippel, P. H. Calculation of protein extinction coefficients from
amino acid sequence data. Analytical Biochemistry 182, 319-326, (1989).

Gasteiger, E. ez al. Protein identification and analysis tools on the ExPASy server. The
Proteomics Protocols Handbook, 571-607, (2005).

Panchuk-Voloshina, N. ez al. Alexa Dyes, a Series of New Fluorescent Dyes that
Yield Exceptionally Bright, Photostable Conjugates. Journal of Histochemistry and
Cytochemistry 47, 1179-1188, (1999).

Berlier, J. E. ez al. Quantitative Comparison of Long-wavelength Alexa Fluor Dyes to
Cy Dyes: Fluorescence of the Dyes and Their Bioconjugates. Journal of Histochemistry
and Cytochemistry 51, 1699-1712, (2003).

Blixt, O. et al. Printed covalent glycan array for ligand profiling of diverse glycan
binding proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 101, 17033-17038, (2004).

Heimburg-Molinaro, J., Song, X., Smith, D. F. & Cummings, R. D. in Current
Protocols in Protein Science  (John Wiley & Sons, Inc., 2001).

Breslauer, K. J., Freire, E. & Straume, M. in Methods in Enzymology Vol. Volume
211 (ed James E. Dahlberg David M.]. Lilley) 533-567 (Academic Press, 1992).
Brandts, J. F., Lin, L. N., Wiseman, T., Williston, S. & Yang, C. P. An Instrument
for Rapid-Determination of Binding Constants for Biomolecules. American
Laboratory 22, 30-&, (1990).

Wiseman, T., Williston, S., Brandts, J. F. & Lin, L.-N. Rapid measurement of
binding constants and heats of binding using a new titration calorimeter. Analytical
Biochemistry 179, 131-137, (1989).

Leavitt, S. & Freire, E. Direct measurement of protein binding energetics by
isothermal titration calorimetry. Current Opinion in Structural Biology 11, 560-5606,
(2001).

Rehm, H. & Letzel, T. Der Experimentator: Proteinbiochemie, Proteomics. 6. Aufl..
edn, (Spektrum Akad. Verl., 2010).

Sigurskjold, B. W. Exact Analysis of Competition Ligand Binding by Displacement
Isothermal Titration Calorimetry. Analytical Biochemistry 277, 260-266, (2000).
Zhang, Y.-L. & Zhang, Z.-Y. Low-Affinity Binding Determined by Titration
Calorimetry Using a High-Affinity Coupling Ligand: A Thermodynamic Study of
Ligand Binding to Protein Tyrosine Phosphatase 1B. Analytical Biochemistry 261,
139-148, (1998).

Bernal, J. D. & Crowfoot, D. X-ray photographs of crystalline pepsin. Nature 133,
794-795, (1934).

Kendrew, J. C. ez al. A three-dimensional model of the myoglobin molecule obtained
by x-ray analysis. Narure 181, 662-666, (1958).

167



Literaturverzeichnis

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

Wuthrich, K. The way to NMR structures of proteins. Nature Structural & Molecular
Biology 8, 923-925, (2001).

Lipfert, J. & Doniach, S. Small-Angle X-Ray Scattering from RNA, Proteins, and
Protein Complexes. Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure 36, 307-
327, (2007).

Kiihlbrandt, W. Cryo-EM enters a new era. eLife 3, (2014).

Wiithrich, K. Protein structure determination in solution by NMR spectroscopy.
Journal of Biological Chemistry 265, 22059-22062, (1990).

Liu, G. et al. NMR data collection and analysis protocol for high-throughput protein
structure determination. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 102, 10487-10492, (2005).

Buxbaum, E. Biophysical Chemistry of Proteins. (Springer, 2011).

Berman, H., Henrick, K. & Nakamura, H. Announcing the worldwide Protein Data
Bank. Nature Structural & Molecular Biology 10, 980-980, (2003).

Valentini, E., Kikhney, A. G., Previtali, G., Jeffries, C. M. & Svergun, D. L
SASBDB, a repository for biological small-angle scattering data. Nucleic Acids
Research, (2014).

Schmidt, A., Teeter, M., Weckert, E. & Lamzin, V. S. Crystal structure of small
protein crambin at 0.48 A resolution. Acta Crystallographica Section F 67, 424-428,
(2011).

Dasgupta, S., Iyer, G. H., Bryant, S. H., Lawrence, C. E. & Bell, ]J. A. Extent and
nature of contacts between protein molecules in crystal lattices and between subunits
of protein oligomers. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics 28, 494-514,
(1997).

Jacobson, M. P., Friesner, R. A., Xiang, Z. & Honig, B. On the Role of the Crystal
Environment in Determining Protein Side-chain Conformations. Jowrnal of
Molecular Biology 320, 597-608, (2002).

Sendergaard, C. R., Garrett, A. E., Carstensen, T., Pollastri, G. & Nielsen, J. E.
Structural Artifacts in Protein-Ligand X-ray Structures: Implications for the
Development of Docking Scoring Functions. Journal of Medicinal Chemistry 52,
5673-5684, (2009).

Rupp, B. & Wang, J. Predictive models for protein crystallization. Methods 34, 390-
407, (2004).

Geerlof, A. et al. The impact of protein characterization in structural proteomics.
Acta Crystallographica Section D 62, 1125-1136, (20006).

Taguchi, G. System of experimental design: engineering methods to optimize quality and
minimize costs. (UNIPUB/Kraus International Publications, 1987).

Jancarik, J. & Kim, S.-H. Sparse matrix sampling: a screening method for

crystallization of proteins. Journal of Applied Crystallography 24, 409-411, (1991).

168



Literaturverzeichnis

253

254

255

256

257

258

259
260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

Stevens, R. C., Yokoyama, S. & Wilson, I. A. Global Efforts in Structural Genomics.
Science 294, 89-92, (2001).

Blow, N. Structural genomics: inside a protein structure initiative center. Nat Meth
5,203-207, (2008).

Davies, D. R. & Segal, D. M. in Methods in Enzymology Vol. Volume 22 (ed B.
Jakoby William) 266-269 (Academic Press, 1971).

Saridakis, E. & Chayen, N. E. Improving protein crystal quality by decoupling
nucleation and growth in vapor diffusion. Protein Science 9, 755-757, (2000).

Luft, J. R. ez al. Efficient optimization of crystallization conditions by manipulation
of drop volume ratio and temperature. Protein Science 16, 715-722, (2007).

Cox, M. J. & Weber, P. C. An Investigation of Protein Crystallization Parameters
Using Successive Automated Grid Searches (Sags). Journal of Crystal Growth 90, 318-
324, (1988).

Bergfors, T. Seeds to crystals. Journal of Structural Biology 142, 66-76, (2003).
Bergfors, T. in Evolving Methods for Macromolecular Crystallography Vol. 245 NATO
Science Series (eds Randy] Read & JoelL Sussman) Ch. 1, 1-10 (Springer
Netherlands, 2007).

D'Arcy, A., Mac Sweeney, A. & Haber, A. Using natural seeding material to generate
nucleation in protein crystallization experiments. Acta Crystallographica Section D 59,
1343-1346, (2003).

Mowbray, S. Macroseeding: a real-life success story. Protein Crystallization, 157-162,
(1999).

Stura, E. A. & Wilson, I. A. Applications of the streak seeding technique in protein
crystallization. Journal of Crystal Growth 110, 270-282, (1991).

Luft, J. R. & DeTitta, G. T. A method to produce microseed stock for use in the
crystallization of biological macromolecules. Acta Crystallographica Section D 55, 988-
993, (1999).

Hassell, A. M. et al Crystallization of protein-ligand complexes. Acta
Crystallographica Section D 63, 72-79, (2007).

Skarzynski, T. & Thorpe, J. Industrial perspective on X-ray data collection and
analysis. Acta Crystallographica Section D 62, 102-107, (20006).

Henderson, R. Cryo-Protection of Protein Crystals against Radiation Damage in
Electron and X-Ray Diffraction. Vol. 241 (1990).

Garman, E. F. & Mitchell, E. P. Glycerol concentrations required for cryoprotection
of 50 typical protein crystallization solutions. Journal of Applied Crystallography 29,
584-587, (1996).

Rhodes, G. in Crystallography Made Crystal Clear (Third Edition) (ed Gale Rhodes)
49-89 (Academic Press, 20006).

Drenth, J. Principles of Protein X-Ray Crystallography. (Springer, 2007).

169



Literaturverzeichnis

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286
287

288

Mueller, U. et al. Facilities for macromolecular crystallography at the Helmholtz-
Zentrum Berlin. Journal of Synchrotron Radiation 19, 442-449, (2012).
EMBL-Hamburg. Macromolecular Crystallography, <http://www.embl-
hamburg.de/services/access infrastructures/mx/index.html> (

Battye, T. G. G., Kontogiannis, L., Johnson, O., Powell, H. R. & Leslie, A. G. W.
iMOSFLM: a new graphical interface for diffraction-image processing with
MOSFLM. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography 67, 271-281,
(2011).

Powell, H. R., Johnson, O. & Leslie, A. G. W. Autoindexing diffraction images with
iMosflm. Acta Crystallographica Section D 69, 1195-1203, (2013).

Kabsch, W. XDS. Acta Crystallographica Section D 66, 125-132, (2010).

Kabsch, W. Automatic processing of rotation diffraction data from crystals of initially

unknown symmetry and cell constants. Journal of Applied Crystallography 26, 795-
800, (1993).

Kabsch, W. Integration, scaling, space-group assignment and post-refinement. Acta
Crystallographica Section D 66, 133-144, (2010).

Evans, P. Scaling and assessment of data quality. Acza Crystallographica Section D 62,
72-82, (2006).

CCP4. The CCP4 suite: Programs for protein crystallography. Acta Crystallographica,
Section D: Biological Crystallography 50, 760-763, (1994).

Winn, M. D. et al. Overview of the CCP4 suite and current developments. Acta
Crystallographica Section D 67, 235-242, (2011).

Evans, P. R. & Murshudov, G. N. How good are my data and what is the resolution?
Acta Crystallographica Section D 69, 1204-1214, (2013).

Wlodawer, A., Minor, W., Dauter, Z. & Jaskolski, M. Protein crystallography for
aspiring crystallographers or how to avoid pitfalls and traps in macromolecular
structure determination. FEBS Journal 280, 5705-5736, (2013).

Taylor, G. The phase problem. Acta Crystallographica Section D 59, 1881-1890,
(2003).

Huber, R. Die automatisierte Faltmolekulmethode. Acta Crystallographica 19, 353-
356, (1965).

Rossmann, M. G. & Blow, D. M. The detection of sub-units within the
crystallographic asymmetric unit. Acta Crystallographica 15, 24-31, (1962).

Liljas, A. Textbook of Structural Biology. (World Scientific, 2009).

Patterson, A. L. in Zeitschrift fiir Kristallographie - Crystalline Materials Vol. 90 517
(1935).

DiMaio, F. et al. Improved molecular replacement by density- and energy-guided
protein structure optimization. Nature 473, 540-543, (2011).

170


http://www.embl-hamburg.de/services/access_infrastructures/mx/index.html
http://www.embl-hamburg.de/services/access_infrastructures/mx/index.html

Literaturverzeichnis

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

McCoy, A. Solving structures of protein complexes by molecular replacement with
Phaser. Acta Crystallographica Section D 63, 32-41, (2007).

McCoy, A. ]. et al. Phaser crystallographic software. Journal of Applied Crystallography
40, 658-674, (2007).

Adams, P. D. er al. PHENIX: a comprehensive Python-based system for
macromolecular structure solution. Acta Crystallographica Section D 66, 213-221,
(2010).

Eswar, N. et al. Comparative protein structure modeling using Modeller. Curr Protoc
Bioinformatics Chapter 5, Unit 5 6, (2000).

Langer, G., Cohen, S. X., Lamzin, V. S. & Perrakis, A. Automated macromolecular
model building for X-ray crystallography using ARP/WARP version 7. Nature
Protocols 3, 1171-1179, (2008).

Harker, D. in Advances in Biological and Medical Physics Vol. Volume 4 (eds
Lawrence John H & Tobias Cornelius A) 1-22 (Elsevier, 1956).

Sheldrick, G. Phase annealing in SHELX-90: direct methods for larger structures.
Acta Crystallographica Section A 46, 467-473, (1990).

Murshudov, G. N., Vagin, A. A. & Dodson, E. J. Refinement of Macromolecular
Structures by the Maximum-Likelihood Method. Acza Crystallographica Section D 53,
240-255, (1997).

Emsley, P. & Cowtan, K. Coot: model-building tools for molecular graphics. Acta
Crystallographica Section D: Biological Crystallography 60, 2126-2132, (2004).
Kleywegt, G. J. & Jones, T. A. xdIMAPMAN and xdIDATAMAN - Programs for
Reformatting, Analysis and Manipulation of Biomacromolecular Electron-Density
Maps and Reflection Data Sets. Acta Crystallographica Section D 52, 826-828,
(1996).

Fabiola, F., Korostelev, A. & Chapman, M. S. Bias in cross-validated free R factors:
mitigation of the effects of non-crystallographic symmetry. Acta Crystallographica
Section D 62, 227-238, (20006).

Murshudov, G. N. ez al. REFMACS5 for the refinement of macromolecular crystal
structures. Acta Crystallographica Section D 67, 355-367, (2011).

Moriarty, N. W., Grosse-Kunstleve, R. W. & Adams, P. D. electronic Ligand
Builder and Optimization Workbench (eLBOW): a tool for ligand coordinate and
restraint generation. Acta Crystallographica Section D 65, 1074-1080, (2009).
Weininger, D. SMILES, a chemical language and information system. 1.
Introduction to methodology and encoding rules. Journal of Chemical Information
and Computer Sciences 28, 31-36, (1988).

Schuttelkopf, A. W. & van Aalten, D. M. F. PRODRG: a tool for high-throughput
crystallography of protein-ligand complexes. Acta Crystallographica Section D 60,
1355-1363, (2004).

171



Literaturverzeichnis

304
305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

DeLano, W. L. The PyMOL molecular graphics system, 2002).

Pettersen, E. F. er al. UCSF Chimera—A visualization system for exploratory
research and analysis. Journal of Computational Chemistry 25, 1605-1612, (2004).
Baker, N. A., Sept, D., Joseph, S., Holst, M. J. & McCammon, ]. A. Electrostatics of
nanosystems: Application to microtubules and the ribosome. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 98, 10037-10041,
(2001).

Krissinel, E. & Henrick, K. Inference of Macromolecular Assemblies from Crystalline
State. Journal of Molecular Biology 372, 774-797, (2007).

Schneider, C. A., Rasband, W. S. & Eliceiri, K. W. NIH Image to Image]: 25 years
of image analysis. Nature Methods 9, 671-675, (2012).

Sabnis, R. W., Deligeorgiev, T. G., Jachak, M. N. & Dalvi, T. S. DiOC6(3): a useful
dye for staining the endoplasmic reticulum. Biotechnic and Histochemistry 72, 253-
258, (1997).

Biela, A. ez al. Dissecting the Hydrophobic Effect on the Molecular Level: The Role
of Water, Enthalpy, and Entropy in Ligand Binding to Thermolysin. Angewandte
Chemie International Edition 52, 1822-1828, (2013).

Eisenberg, D., Schwarz, E., Komaromy, M. & Wall, R. Analysis of membrane and
surface protein sequences with the hydrophobic moment plot. Journal of Molecular
Biology 179, 125-142, (1984).

Latgé, ]J.-P. The cell wall: a carbohydrate armour for the fungal cell. Molecular
Microbiology 66, 279-290, (2007).

Latgé, J.-P. Tasting the fungal cell wall. Cellular Microbiology 12, 863-872, (2010).
Cabib, E., Roh, D.-H., Schmidt, M., Crotti, L. B. & Varma, A. The Yeast Cell Wall
and Septum as Paradigms of Cell Growth and Morphogenesis. Journal of Biological
Chemistry 276, 19679-19682, (2001).

Coluccio, A. E., Rodriguez, R. K., Kernan, M. J. & Neiman, A. M. The yeast spore
wall enables spores to survive passage through the digestive tract of Drosophila. PloS
One 3, 2873, (2008).

Thieme, T. R. & Ballou, C. E. Nature of the phosphodiester linkage of the
phosphomannan from the yeast Kloeckera brevis. Biochemistry 10, 4121-4129,
(1971).

Griffin, S. R. & Macwilli.Ic. Variation of Cell Wall Content in Flocculent and Non-
Flocculent Yeast Strains. Journal of the Institute of Brewing 75, 355-&, (1969).
Parolis, L. A., Duus, J. O., Parolis, H., Meldal, M. & Bock, K. The extracellular
polysaccharide of Pichia (Hansenula) holstii NRRL Y-2448: the structure of the
phosphomannan backbone. Carbohydrate Research 293, 101-117, (1996).

172



Literaturverzeichnis

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

Ferro, V., Fewings, K., Palermo, M. C. & Li, C. P. Large-scale preparation of the
oligosaccharide phosphate fraction of Pichia holstii NRRL Y-2448 phosphomannan
for use in the manufacture of P1-88. Carbohydrate Research 332, 183-189, (2001).
Stein, N. CHAINSAW: a program for mutating pdb files used as templates in
molecular replacement. Journal of Applied Crystallography 41, 641-643, (2008).
Terwilliger, T. C. et al. Iterative model building, structure refinement and density
modification with the PHENIX AutoBuild wizard. Acza Crystallographica. Section D:
Biological Crystallography 64, 61-69, (2008).

Nieuw Amerongen, A. V., Bolscher, J. G., Bloemena, E. & Veerman, E. C.
Sulfomucins in the human body. Biological Chemistry 379, 1-18, (1998).

Vagin, A. & Teplyakov, A. MOLREP: an automated program for molecular
replacement. Journal of Applied Crystallography 30, 1022-1025, (1997).

Veelders, M. er al. Structural basis of flocculin-mediated social behavior in yeast.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 107,
22511-22516, (2010).

Verstrepen, K. J. & Klis, F. M. Flocculation, adhesion and biofilm formation in
yeasts. Mol Microbiol 60, 5-15, (2000).

Lai, Y. et al. Comparative genomics and transcriptomics analyses reveal divergent
lifestyle features of nematode endoparasitic fungus Hirsutella minnesotensis. Genome
Biology and Evolution 6, 3077-3093, (2014).

Linder, T. & Gustafsson, C. M. Molecular phylogenetics of ascomycotal adhesins - A
novel family of putative cell-surface adhesive proteins in fission yeasts. Fungal
Genetics and Biology 45, 485-497, (2008).

Liu, K. et al. Drechslerella stenobrocha genome illustrates the mechanism of
constricting rings and the origin of nematode predation in fungi. BMC Genomics 15,
114, (2014).

Yang, J. et al. Genomic and proteomic analyses of the fungus Arthrobotrys oligospora
provide insights into nematode-trap formation. PLoS Pathogens 7, ¢1002179, (2011).
Atkinson, H. J., Morris, J. H., Ferrin, T. E. & Babbitt, P. C. Using sequence
similarity networks for visualization of relationships across diverse protein
superfamilies. PloS One 4, e4345, (2009).

Shannon, P. et al. Cytoscape: a software environment for integrated models of
biomolecular interaction networks. Genome Research 13, 2498-2504, (2003).

Gerlt, J. A. et al. Enzyme Function Initiative-Enzyme Similarity Tool (EFI-EST): A
web tool for generating protein sequence similarity networks. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Proteins and Proteomics, (2015).

De Groot, P. W. et al. The cell wall of the human pathogen Candida glabrata:
differential incorporation of novel adhesin-like wall proteins. Eukaryotic cell 7, 1951-
1964, (2008).

173



Literaturverzeichnis

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

Knezevic, A. et al. Variability, heritability and environmental determinants of human
plasma N-glycome. Journal of Proteome Research 8, 694-701, (2008).

Varki, A. Nothing in glycobiology makes sense, except in the light of evolution. Ce//
126, 841-845, (20006).

Gagneux, P. & Varki, A. Evolutionary considerations in relating oligosaccharide
diversity to biological function. Glycobiology 9, 747-755, (1999).

Houle, D. Comparing evolvability and variability of quantitative traits. Genetics 130,
195-204, (1992).

Brown, R. L. What evolvability really is. The British Journal for the Philosophy of
Science, axt014, (2013).

Litman, G. W. et al. Phylogenetic diversification of immunoglobulin genes and the
antibody repertoire. Molecular Biology and Evolution 10, 60-72, (1993).

Barry, J. D. & McCulloch, R. Antigenic variation in trypanosomes: enhanced
phenotypic variation in a eukaryotic parasite. Advances in Parasitology 49, 1-70,
(2001).

The, M. Complete sequence and gene map of a human major histocompatibility
complex. Nature 401, 921-923, (1999).

Zhang, L. et al. Screening for Glycosylphosphatidylinositol-Modified Cell Wall
Proteins in Pichia pastoris and Their Recombinant Expression on the Cell Surface.
Applied and Environmental Microbiology 79, 5519-5526, (2013).

Heger, A. & Holm, L. Rapid automatic detection and alignment of repeats in protein
sequences. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics 41, 224-237, (2000).
Pierleoni, A., Martelli, P. & Casadio, R. PredGPI: a GPl-anchor predictor. BMC
Bioinformatics 9, 392, (2008).

Otoo, H. N., Lee, K. G., Qiu, W. & Lipke, P. N. Candida albicans Als adhesins have
conserved amyloid-forming sequences. Eukaryotic cell 7, 776-782, (2008).

Ramsook, C. B. et al. Yeast cell adhesion molecules have functional amyloid-forming
sequences. Eukaryor Cell 9, 393-404, (2010).

Frank, A. T. et al. Structure and Function of Glycosylated Tandem Repeats from
Candida albicans Als Adhesins. Eukaryotic Cell 9, 405-414, (2010).

Alsteens, D. et al. Unfolding individual als5p adhesion proteins on live cells. ACS
Nano 3, 1677-1682, (2009).

Salomon-Ferrer, R., Case, D. A. & Walker, R. C. An overview of the Amber
biomolecular simulation package. Wiley Interdisciplinary Reviews-Computational
Molecular Science 3, 198-210, (2013).

Xu, D. & Zhang, Y. Ab initio protein structure assembly using continuous structure
fragments and optimized knowledge-based force field. Proteins 80, 1715-1735,
(2012).

174



Literaturverzeichnis

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

DeMarco, M. in Glycoinformatics Vol. 1273 Methods in Molecular Biology (eds
Thomas Liitteke & Martin Frank) Ch. 23, 379-390 (Springer New York, 2015).
Chan, C. X. & Lipke, P. N. Role of force-sensitive amyloid-like interactions in
fungal catch bonding and biofilms. Eukaryor Cell 13, 1136-1142, (2014).

Tormo, M. A., Knecht, E., Gotz, F., Lasa, I. & Penades, ]. R. Bap-dependent biofilm
formation by pathogenic species of Staphylococcus: evidence of horizontal gene
transfer? Microbiology 151, 2465-2475, (2005).

Cucarella, C. et al. Bap, a Staphylococcus aureus surface protein involved in biofilm
formation. Journal of Bacteriology 183, 2888-2896, (2001).

Koide, A., Bailey, C. W., Huang, X. & Koide, S. The fibronectin type III domain as
a scaffold for novel binding proteins. Journal of Molecular Biology 284, 1141-1151,
(1998).

Weiss, M. S., Jabs, A. & Hilgenfeld, R. Peptide bonds revisited. Nature Structural
Biology 5, 676, (1998).

Herzberg, O. & Moul, J. Analysis of the steric strain in the polypeptide backbone of
protein molecules. Proteins 11, 223-229, (1991).

Stoddard, B. L. & Pietrokovski, S. Breaking up is hard to do. Nature Structural
Biology 5, 3-5, (1998).

Jabs, A., Weiss, M. S. & Hilgenfeld, R. Non-proline cis peptide bonds in proteins.
Journal of Molecular Biology 286, 291-304, (1999).

Scherer, G., Kramer, M. L., Schutkowski, M., Reimer, U. & Fischer, G. Barriers to
rotation of secondary amide peptide bonds. Journal of the American Chemical Society
120, 5568-5574, (1998).

Christen.Dh, Kortzebo.Rn & Bak, B. Results of Ab-Initio Calculations on
Formamide. Journal of Chemical Physics 53, 3912-8&, (1970).

Brandsts, J. F., Halvorson, H. R. & Brennan, M. Consideration of the possibility that
the slow step in protein denaturation reactions is due to cis-trans isomerism of
proline residues. Biochemistry 14, 4953-4963, (1975).

Odefey, C., Mayr, L. M. & Schmid, F. X. Non-prolyl cis-trans peptide bond
isomerization as a rate-determining step in protein unfolding and refolding. Journal of
Molecular Biology 245, 69-78, (1995).

Fischer, G., Bang, H. & Mech, C. Determination of enzymatic catalysis for the cis-
trans-isomerization of peptide binding in proline-containing peptides. Biomedica
Biochimica Acta 43, 1101-1111, (1984).

Pal, D. & Chakrabarti, P. Cis peptide bonds in proteins: residues involved, their
conformations, interactions and locations. Journal of Molecular Biology 294, 271-288,
(1999).

Veelders, M. Flokkuline aus Saccharomyces cerevisiae: funktionelle und strukturelle
Untersuchungen Diploma thesis, Philipps-Universitit, (2008).

175



Literaturverzeichnis

367

368

369

370

371
372

373

374
375

376

377

378

379

380

381

Chevrier, B., Schalk, C., D'Orchymont, H., Rondeau, J. M. & Moras, D. Crystal
structure of Aeromonas proteolytica aminopeptidase: A prototypical member of the co-
catalytic zinc enzyme family. Structure 2, 283, (1994).

Abrahams, J. P., Leslie, A. G., Lurtter, R. & Walker, J. E. Structure at 2.8 A
resolution of F1-ATPase from bovine heart mitochondria. Nature 370, 621-628,
(1994).

Rigden, D. J., Mello, L. V. & Galperin, M. Y. The PA14 domain, a conserved all-
beta domain in bacterial toxins, enzymes, adhesins and signaling molecules. 77ends in
Biochemical Sciences 29, 335-339, (2004).

Raikhel, N. V., Lee, H. I. & Broekaert, W. F. Structure and Function of Chitin-
Binding Proteins. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 44,
591-615, (1993).

Duo-Chuan, L. Review of fungal chitinases. Mycopathologia 161, 345-360, (20006).
Cabib, E. & Durdn, A. Synthase IlI-dependent Chitin Is Bound to Different
Acceptors Depending on Location on the Cell Wall of Budding Yeast. Journal of
Biological Chemistry 280, 9170-9179, (2005).

Mbawala, A., al Mahmood, S., Loppinet, V. & Bonaly, R. Acetolysis and 1H NMR
studies on mannans isolated from very flocculent and weakly flocculent cells of Pichia
pastoris IFP 206. J Gen Microbiol 136, 1279-1284, (1990).

Kurtzman, C. P. in The Yeasts (Fifth Edition) 491-495 (Elsevier, 2011).

Zhang, N., Suh, S.-O. & Blackwell, M. Microorganisms in the gut of beetles:
evidence from molecular cloning. Journal of Invertebrate Pathology 84, 226-233,
(2003).

Suh, S. O. & Blackwell, M. Three new beetle-associated yeast species in the Pichia
guilliermondii clade. FEMS Yeast Res 5, 87-95, (2004).

Suh, S.-O., Marshall, C. J., McHugh, J. V. & Blackwell, M. Wood ingestion by
passalid beetles in the presence of xylose-fermenting gut yeasts. Molecular Ecology 12,
3137-3145, (2003).

Toki, W., Tanahashi, M., Togashi, K. & Fukatsu, T. Fungal farming in a non-social
beetle. PloS One 7, 41893, (2012).

Hegedus, D., Erlandson, M., Gillott, C. & Toprak, U. New Insights into Peritrophic
Matrix Synthesis, Architecture, and Function. Annual Review of Entomology 54, 285-
302, (2009).

Hartl, L., Zach, S. & Seidl-Seiboth, V. Fungal chitinases: diversity, mechanistic
properties and biotechnological potential. Applied Microbiology and Biotechnology 93,
533-543, (2012).

Wijtfels, G. et al. A Novel Family of Chitin-binding Proteins from Insect Type 2
Peritrophic Matrix cDNA SEQUENCES, CHITIN BINDING ACTIVITY, AND

176



Literaturverzeichnis

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

CELLULAR LOCALIZATION. Journal of Biological Chemistry 276, 15527-155306,
(2001).

Ma, Z. Y. & Vosseller, K. O-GlcNAc in cancer biology. Amino Acids 45, 719-733,
(2013).

Kamigaito, T. et al. Overexpression of O-GlcNAc by prostate cancer cells is
significantly associated with poor prognosis of patients. Prostate Cancer and Prostatic
Diseases 17, 18-22, (2014).

Nangia-Makker, P., Conklin, J., Hogan, V. & Raz, A. Carbohydrate-binding
proteins in cancer, and their ligands as therapeutic agents. Trends in Molecular
Medicine 8, 187-192, (2002).

Oliveira, C., Teixeira, ]J. A. & Domingues, L. Recombinant lectins: an array of tailor-
made glycan-interaction biosynthetic tools. Critical Reviews in Biotechnology 33, 66-
80, (2013).

Shuai, J. ez al. A novel lectin from Agrocybe aegerita shows high binding selectivity
for terminal N-acetylglucosamine. Biochemical Journal 443, 369-378, (2012).

Slitkin, M. & Doyle, R. Lectins and their application to clinical microbiology.
Clinical Microbiology Reviews 3, 197-218, (1990).

Kock, M., Briickner, S., Essen, L.-O., Mésch, H.-U. & Schlereth, J. Recombinant
adhesin protein and peptide thereof and methods and uses thereof. (2015).

Bowman, S. M. & Free, S. ]. The structure and synthesis of the fungal cell wall.
Bioessays 28, 799-808, (20006).

Adams, D. Fungal cell wall chitinases and glucanases. Microbiology 150, 2029 - 2035,
(2004).

Morris-Jones, R. et al. Synthesis of melanin pigment by Candida albicans in vitro and
during infection. Infection and Immunity 73, 6147-6150, (2005).

Karunanithi, S. ez a/. Shedding of the mucin-like flocculin Flol1p reveals a new
aspect of fungal adhesion regulation. Current Biology 20, 1389-1395, (2010).
Agrawal, B., Gendler, S. J. & Longenecker, B. M. The biological role of mucins in
cellular interactions and immune regulation: prospects for cancer immunotherapy.
Molecular Medicine Today 4, 397-403, (1998).

Lewis, P. N., Momany, F. A. & Scheraga, H. A. Chain reversals in proteins.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Protein Structure 303, 211-229, (1973).

Rose, G. D., Glerasch, L. M. & Smith, J. A. Turns in peptides and proteins.
Advances in Protein Chemistry 37, 1-109, (1985).

Hutchinson, E. G. & Thornton, J. M. A revised set of potentials for B-turn
formation in proteins. Protein Science 3, 2207-2216, (1994).

Leader, D. P. & Milner-White, E. J. Motivated proteins: a web application for
studying small three-dimensional protein motifs. BMC Bioinformatics 10, 60, (2009).

177



Literaturverzeichnis

398

399

400

401

402

Derewenda, Z. S. The use of recombinant methods and molecular engineering in
protein crystallization. Methods 34, 354-363, (2004).

Arnau, J., Lauritzen, C., Petersen, G. E. & Pedersen, J. Current strategies for the use
of affinity tags and tag removal for the purification of recombinant proteins. Protein
Expression and Purification 48, 1-13, (2000).

Carson, M., Johnson, D. H., McDonald, H., Brouillette, C. & DeLucas, L. J. His-
tag impact on structure. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography
63, 295-301, (2007).

Verstrepen, K. J., Jansen, A., Lewitter, F. & Fink, G. R. Intragenic tandem repeats
generate functional variability. Nature Genetics 37, 986-990, (2005).

lelasi, F. S., Verhaeghe, T., Desmet, T. & Willaert, R. G. Engineering the
carbohydrate-binding site of Epalp from Candida glabrata: generation of adhesin
mutants with different carbohydrate specificity. Glycobiology 24, 1312-1322, (2014).

178



Anhang

7 Anhang

7.1 Alignment der phylogenetischen Analyse
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Q6DTM7/1-227

Q6FX55/1-227
Epa23A_CBS138_CAGLOI00220g
Epal9A_CBS138_CAGLOAO110g
Epa2A_CBS138_CAGLOE06666g
Q6VBJ3/1-220

Q6VBJ4/1-220
Epa22A_CBS138_CAGLOK00170g
Epa3A_CBS138_CAGLOE06633g
Epa20A_CBS138_CAGLOE00275g
Epa21A_CBS138_CAGLODO067329
Flo10_5288C_P36170
Lg-Flo1_S.pastorianus_B3IUAS
Flo1A_S5288c_P32768
Flos_5288C_P38894
Flo9A_S288C_P39712
KpFlo1A_GS115_CAQYW7

P pastoris_CBS7435/KoPFlo1A
P.pastoris_DSMZ70382/PpFlo1A
KpFlo2A_GS115_XP_002492223.1
P.pastoris_DSMZ70382/CealA
CAGLOI10098g[PWP7
CAGLOI0147g[PWP1
CAGLOI10246g[PWP2
CAGLOI10200g[PWP3
CAGLOI03629[PWP4
CAGLOM14069gPWP6
G3BFW6/1-198
G8ZW36/1-235
CSDWW7/1-239
Q6CSM7/1-156
Q6CWZ6/1-155
WOT4D4/1-228
WOTIKS/1-228
WOT4Y3/1-226
WOTGG6/1-226
WOTEO1/1-226
WOT6X2/1-228
Q6CV43/1-121
Q6CX19/1-225
WOTB41/1-220
BSVTX8/1-229
G87Y82/1-224
Gsc1z1/1-211
GBYSS6/1-209
G8IP44/1-235
J75AQS/1-261
J7RC24/1-233
M9N3U0/1-228
ROXGT4/1-228
G2YMK1/1-219
G3JUQ9/1-203
JAVRE3/1-204
J5JAU9/1-202
T5A1B7/1-181
W3XGZ9/1-168
ATEUS3/1-235
S8BI8s/1-222
G2WSY1/1-167
XOBRS3/1-236
3NZ77/1-207
S8BRS0/1-193
58C299/1-198
GIX146/1-197
W71935/1-195
Q77911/1-234
Q9P329/1-234
B6JZE1/1-236
B6KS58/1-233
Q92344/1-228
S8ADJ9/1-226
A0A0105389/1-1
L2FXC7/1-201
TOKM46/1-201
L2FWT7/1-216
T0JQA8/1-216
L2GB85/1-253
TOMCNB/1-253
R8BIMO/1-180
K2RAB0/1-232
VCABR_gmg72
VCABR.00013+j2
VCABR.000323
VCABR_g2510
VCABR.00030G_3293
VCABR.00013-j51
VCABR.00013-50
VCABR.00016G_1651
VCABR.00008G_581
VCABR.00027-32
VCANIL00015-j51
VCANL00019-snap.462
VCANIL00008-131
VCANL00015_gd_34
VCANI00002-j296
VCANIL00002-j2
VCANI_gm2290
VKLDE.00025235
VCACA_g1301
VCACA00021G_2948
VCACA00033G_3917
VKLBA00026-j1

2
8

RLLNESE -
YPR -
YPR -

SDVTTTIT -
KPITSLl------vvccreccreconene
KPI1ASL |

GPITSLI
PTTTT -
MDFAD -
LSASSSA-
DPLTNT -V -
KLTYS - -
SGVTTLP
STVTETP
TTN----
TETVWV -
FTTTTI -
YTNEEVV
GPSTI1Y -
NPTTVY -
TPAHPTIT
TPTTFTTF
TPVSTIY
LESATE -Q
MQGKTPL -
TASA-
TASA-
EPPSPTF
EPPSPTF
EPSTSSE
EPSTSSE
PTTNTR -
SPANGLA

MKMNSPLF -
MRKNQ - - -
MKAFYTIL-GA
MLNLLSLF-LAI
MV INTLL -
MP INNL I -
MRFSTI-V-GA
MKLTTYAL -F = - cmmmmmm e mmm e oo e
MLNTISIF-LTV
MKMRKNQ
MRYNILYL -1-Y----noooo- LS---FFCALAFAE -

TVSPNLPSDG-D-

MQYCLIIF-Y-Covvennneo- SLIFSFF---ENVR- AVSPNLPLDH-N-
MELWEY - - - = = = = = = & = @& o= sm e e
MKPLT - IMF - L -
MQDRKFALL-LLIFIQSNLA----- S T T3 AEDN I
MHSCIVGVFWLFVFAWTS - - - - - -~ - - D T
MIHRKLGLL VL 1L 1QTKV IFARYEGVAQ - - = - = = = = = = = = =@ mom o m ottt ot ot oottt LQEKQ

MG VDA -

179



Anhang

PA4
Epal0A_CBS138_CAGLOAO1284g
EpadA_CBS138_CAGLOAO1366g
Epal1A_CBS138_CAGLOL13299g
Epal3A_CBS138_CAGLOL13332g
EpagA_CBS138_CAGLOC00847g
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P.pastoris_CBS7435/KoPFlo1A
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G8ZW36/1-235

CSDWW7/1-239

Q6CSM7/1-156

Q6CWZ6/1-155

WOT4D4/1-228
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K--AN--E-M---FGSAE - -
K
R
R
K
3
Q

S -K-L---1GKSE - - “SP--KQ-MCTV-E-YS -
ST-K---1GESS - - “RP--PY-GCYV-Q-YD-
--G-M---FGKAD- - “VP - -KY-DCVP-E-TS -
- -H-R---1AQVE - - ~HP - -NA-GCRP -Q-KG -
- -T-M--1-YERD---GIT-D-P- S L eNIP - -VPC-L----T-N-KAD---------mmmmnn- RPL
S-K-L--L-YQSY---GIF-S-P- Sl eSTT - -VPC-E----D-V-IGRI--v-ommmnnno Y- -
<-T-L--1-HEGD---GIT-N-P- <L -NIP--VPC-1----5-N-GED-
SST-Y--L-GASA---PVR-N-V- <1 -DYV--MPC-E----LPT-GGS -




PA14
EpalOA_CBS138_CAGLOAO1284g
EpagA_CBS138_CAGLOAO1366g
Epall1A_CBS138_CAGLOL13299g
Epal3A_CBS138_CAGLOL13332g
Epa8A_CBS138_CAGLOC00847g
Epal2A_CBS138_CAGLOMO00132g
Epal5A_CBS138_CAGLOJ11968g
EpalA_CBS138_CAGLOE06644g
Epa7A_CBS138_CAGLOC05643g
Epa6A_CBS138_CAGLOC00110g
Q6DTM7/1-227

Q6FX55/1-227
Epa23A_CBS138_CAGL0I00220g
Epal9A_CBS138_CAGLOAOO110g
Epa2A_CBS138_CAGLOE066669
Q6VBJ3/1-220

Q6VBJ4/1-220
Epa22A_CBS138_CAGLOK00170g
Epa3A_CBS138_CAGLOE06688g
Epa20A_CBS138_CAGLOE00275g
Epa21A_CBS138_CAGLOD06732g
Flo10_5288C_P36170

Lg-Flo1_S pastorianus_B3IUAS
Flo1A S288c_P32768
Flo5_S288C_P38894
Flo9A_S288C_P39712
KpFlo1A_GS115_C4QYW7
P.pastoris_CBS7435/KoPFlo1A
P.pastoris_DSMZ70382/PpFlo1A
KpFlo2A_GS115_XP_002492223.1
P.pastoris_DSMZ70382/CealA
CAGLOI10098g|PWP7
CAGLOI0147g[PWP1
CAGLOI10246g|PWP2
CAGLOI10200g/PWP3
CAGLOI10362g|PWP4
CAGLOM14069g|PWP6
G3BFW6/1-198

G8ZW36/1-235

CSDWW7/1-239

Q6CSM7/1-156

Q6CWZ6/1-155

'W0T4D4/1-228

WOTJKS/1-228

WOT4Y3/1-226

WOTGG6/1-22

WOTE01/1-226

WOT6X2/1-228

Q6CV43/1-121

Q6CX19/1-225

WO0TB41/1-220

B5VTX8/1-229

G8ZY82/1-224

G8C1z1/1-211

G8YSS6/1-209

G8JP44/1-235

J75AQ5/1-261

J7RC24/1-23

M9N3U0/1-228

ROXGT4/1-228

G2YMK1/1-219

G3JUQ9/1-20

JAVRE3/1-204

J5JAU9/1-202

T5A1B7/1-181

W3XGZ9/1-168

A7EUS3/1-23

S8BI85/1-222

G2WSY1/1-16

XOBR53/1-236

J3NZ77/1-207

S8BRS0/1-193

$8C299/1-19

GIX146/1-197

W71935/1-195

Q7Z911/1-234

Q9P329/1-234

B6JZE1/1-236

B6K558/1-233

Q92344/1-228

S8ADJ9/1-226
‘AOA01053B9/1-150
L2FXC7/1-201

TOKM46/1-201

L2FWT7/1-216

TOJQA8/1-216

L2GB85/1-253

TOMCN8/1-253

R8BIMO/1-18

K2RA80/1-232

VCABR_gm872

VCABROOO13-2
VCABR.00032-j3

VCABR_g2510
VCABR.00030G_3293
VCABR.00013-j51
VCABRO0O13-j50
VCABR.00016G_1651
VCABR.00008G_581
VCABR.00027-j32
VCANLOOO15-j51
VCANI00019-snap 462
VCANI00008-j131
VCANL00015_gd_34
'VCANI.00002-j296
VCANL00002:2

VCANI_gm2290
VKLDE.00025-j235
VCACA_g1301
VCACA.00021G_2948
VCACA00033G_3917
VKLBA.00026-1

400 410 420 , 430 , 440 450 s 460 470 , 480 , 4% , 500
-PSS
-PPG
“PTA
-PAG
-PLA
-PAS
-PPN
-PSN
-PAS
-PAS
-PQA
-PQA
-PQA
-PQN
“PSN
-PSN
-PPN
-PPN
-PAG
-PAG
-PPA
-PHG
SYWSS
SSWSS
SYWST
SYWST
SYWST
SATT
SATT
-PTT
“RTA
“RTA
-sDT
SPFFT
SPFFT
-DLFT
-LVG
-WEP
-NTD
TR- TV -FWGS
WDGRVVVPTEPWNFDYSKCTNNDY I YNQQPG

- -PCPQEDS -
- -PCPQEDS -
--PCPQEDL -

S GNW- - - - - GC----KG--
S GNW- - - - - GC----KG--
c - -GNW- - - - - GC----KG--

FLRGLACKY - - - - - WC----GS - -
FYENYP-RY ----- KC----GD--

SK- SIGVKFYCEGESA-VCHF - ---------- [
SG - RDQYYCNNDTSLLCYTP -~ ------- DV----
L--
L--
L--
L--
L--
L--
L--

- INCYHGDPYEQ-NAQGL - - - - - TC----KG--
- -SCQYHDYA-YTSTTNF ----- TC----GG--
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Anhang

PAL4
Epal0A_CBS138_CAGLOAO1284g
EpadA_CBS138_CAGLOAO1366g
EpallA_CBS138_CAGLOL132999
Epal3A_CBS138_CAGLOL13332g
EpaBA_CBS138_CAGLOC00847g
Epal2A_CBS138_CAGLOMO0132g
EpalSA_CBS138_CAGLOJI1968g
EpalA_CBS138_CAGLOE06644g
Epa7A_CBS138_CAGLOC05643g
Epa6A_CBS138_CAGLOC00110g
Q6DTM7/1-227

Q6FX55/1-227
Epa23A_CBS138_CAGLOI00220g
Epal9A_CBS138_CAGLOA0O110g
Epa2A_CBS138_CAGLOE066669
Q6VBI3/1-220

Q6VBIA/1-220
Epa22A_CBS138_CAGLOK00170g
Epa3A_CBS138_CAGLOE06688g
Epa20A_CBS138_CAGLOE00275g
Epa21A_CBS138_CAGLOD067329
Flo10_5288C_P36170
Lg-Flo1_S.pastorianus_B3IUAS
Flo1A_S288¢_P32768
FloS_S288C_P38894
Flo9A_5288C_P39712
KpFlo1A_GS115_C4QYW7
P.pastoris_CBS7435/KoPFlo1A
P.pastoris_DSMZ70382/PpFlo1A
KpFlo2A_GS115_XP_002492223.1
P.pastoris_DSMZ70382/CealA
CAGLOI10098g[PWP7
CAGLOI10147g[PWP1
CAGLOI10246g|PWP2
CAGLOI10200g/PWP3
CAGLOI03629[PWP4
CAGLOM14069g]PWP6
G3BFWe/1-198

GBZW36/1-235

CSDWW7/1-239

Q6CSM7/1-156

Q6CWZ6/1-155

WOT4D4/1-228

WOTJKS/1-228

WOT4Y3/1-226

WOTGG6/1-22

WOTEO1/1-226

WOT6X2/1-228

Q6CV43/1-121

Q6CX19/1-225

WOTBA41/1-220

BSVTX8/1-229

GBZY82/1-224

Gsc1zin-211

GBYSS6/1-209

G8JP44/1-235

J75AQS/1-261

J7RC24/1-23

M9N3U0/1-228

RIXGT4/1-228

G2YMKI/1-219

G3JUQ9/1-20

JAVRE3/1-204

J5JAU/1-202

TSA187/1-181

W3XGZ9/1-168

ATEUI3/1-23

S8BI85/1-222

G2WSY1/1-16

XOBRS3/1-236

J3NZ77/1-207

S8BRS0/1-193

58C299/1-19

GIX146/1-197

W71935/1-195

Q72911/1-234

Q9P329/1-234

B6JZE1/1-236

B6KS58/1-233

Q92344/1-228

S8ADJ9/1-226
A0A0105389/1-150
L2FXC7/1-201

TOKM46/1-201

L2FWT7/1-216

TOJQA/1-216

L2GB85/1-253

TOMCN8/1-253

REBIMO/1-18

K2RA80/1-232

VCABR_gm872

VCABR00013+2
VCABR.00032-3

VCABR_g2510
VCABR00030G_3293
VCABR.00013-51
VCABR00013-j50
VCABR.00016G_1651
VCABR.00008G_581
VCABR.00027-j32
VCANIL00015-j51
VCANL00019-snap.462
VCANIL00008-{131
VCANL00015_gd 34
VCANI00002-i296
VCANI00002-j2

VCANI_gm2290
VKLDE00025-j235
VCACA_g1301
VCACA00021G_2948
VCACA.00033G_3917
VKLBA.00026-j1
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550 560
--ADNHVTMWVDDQEV IN -
--ADDF ILFNFGAKNAFEC
- -ADDF ILFNFGSKNAFEC
--ADDLLLLNLGATNAFDC
- -ADDLLLMNFGADNAFDC
--ADDLLLMNLGAGNAFDC
- -ADDLLFMNFGAGNAFDC
- -ADDLLFMNFGAGNAFDC
--ADDLLFVNFGAGNAFDC
--ADDLLFVNFGAGNAFDC
--ADDLLFVNFGAGNAFDC
- -ADDLLFVNFGAGNAFDC
--ADDLLFVNFGAGNAFDC
--ADDLLFLNFGAGNAFDC
- -ADDLLFMNLGAGNAFDC
- -ADDLLFMNLGAGNAFDC
- -ADDLLFMNLGAGNAFDC
--ADDLLFMNLGAGNAFDC
- -ADDLLY INFGAGNAFDC
--ADDLLY INFGAGNAFDC
--GDDL IYLNFGAGNAFDC
- -ADDALLLNLGAGNAFSC
-TVDDSAILSVGGNVAFEC
-TVDDSAILSVGGS IAFEC
-TVDDSAILSVGGATAFNC
-TVDDSAILSVGGS IAFEC
-TVDDSAILSVGGS IAFEC
-NIDDSAILFFGRETAFEC
-NIDDSAILFFGRETAFEC
-NIDDSAILFFGKETAFQC
-NIDDSSMLFFGKNTAFQC
-HIDDSSMLFFGKETAFKC
-LTDDGSAMFLGNDAAFPC
-GSDDAAILFFANPSTFAC
-DSDDAAIIFLGNPSAFPC
-GSDDAAI IFIGNPSTFPC
-GSDDAAIIFIANPSTFKC
-NSDDAAVMYVGNPSAFPC
-YADDAASLS IGAGVAMEC
-QVDDSAALQFGDGAAFNC
-HIDDSAILNFGEGIAFDC
-RADDFAYVTMGNGSTFEC
-RADDLAYANIGAGSAFDC
-YVDDVTYMNIGAGKAFGC
-YVDDVTYMNIGAGKAFGC
-NGDDVMD | NMGDGKAFGC
-NGDDVMD I NMGDGKAFGC
-NGDDV IDINMGDGKAFAC
-DVDDVTYLTVGAGKAFGC
-YIDDLSFLNIGAGRAFDC
-YIDDLTYLNVGAGRAFDC
-YVDDLSYVNIGAGKAFDC
-NIDDLAYVNVGAGNAFDC
-YIDDLAYVNVGAGKAFDC
-DTDDSALLLFANPSAFTC
- -VDDGALVNFGDGEAFSC
-FVDDFAVASFGSGRAFTC
-FVDDGAFLFVGPDIAYLC
-NIDDVAYFFVGSDTAFGC
-FVDDYASVALGGGRAFDC
-FVDDYAAVALGGGRAFEC
-SADDIFFLWVGANAYSG
-YSDDIT IMWFGDKAYGN -
-YSDDITIMWFGEKAYQN -
-YSDDIT IMWFGDKAYQN -
-KSDDISILWLGEAQVKN

-AVVAQGYFRAKHTGSYYIGSTGFSTDDWAFMWTGKK -AFQD

-SFDDIVMGWIGSNAFGS
-AADDFAEFWVGTVAYSG -
-VSDDITLVWLGDKAIST -
-TVDDAAALWLGPRAASG
-HVDDTLVAWIGDRARSG -
-SPDDYLGLWVGPKTYSG -
-DADDIALFWAGTTARTG -
-DADDYAGFWTGSKAQIG
-NADDTVAVWLNEPAICN-
-NVDDVFYGWFGDKAISG -
-NVDDVFFGWFGDKAISG -
-NVDDVFYGWFGDKAISG -
-KIDDVAFGWIGDTAISG
-NVDDAFFGWFGDKAISG -
-SVDDGVWFWIGPNAYSG -

-EADDVVMVWLGDKAKSG -
-EADDVVMVWLGDKAKSG -
-EPDDDLLLWFGNNAKSGS
-QPDDDLLLWFGNNAKSGS
-TPDDVIL IWVGNNARTGQ
-TPDDVIL IWVGNNAQTGQ
-LVDDLAAVWIGNHAITG -

-AIVYAGYFTVPTTGTYTISFQSLSTDDVAYLWLGSTALQDT

@, e, 50 w
SSELEN-1I - SEN-QY ---FQ-SAIWSGF IKVKKSDEYTFATS -
PGYN-Y-P - ~IT-FS---NF-TMVLSGYFKPKTSGVYKFELK -
TAYN-Y -P - -IT-FS---NF-TMVLSGYFKPKSTGLYKFE IH-
AGFN-F -P - ~IT-VT---NF-TMVLFGYLAPKQSGKYTFKLL -
LAFH-F -P - ~FT-1T---NF-TMLLYGYLSPKKTGKYTFKLL -
ASFN-F -P - “IT-LT---NF-TMLLYGYFKPKESGRYRFHME -
PNFN-Y-N- ~IT-TT---NF-TMLLYGYFKPKVTGLHTFDIS -
SNFN-Y-H- IT-1T---NF-TMILYGYFMPKTTAFHTFYVT -
ASYN-Y -P - LT -MT---NF-TMLLYGYFRPKVTGFHTFTIS -
ASYN-Y -P - LT -MT - - -NF-TMLLYGYFKPKVTGYHTFTIS -
QAYN-Y-R - LT -MT ---NF-TMLLYGYFKPKVTGYHTFTIS -
QAYN-Y -R - LT -MT ---NF -TMLLYGYFKPKVTGYHTFTIS -
QAYN-Y-R - LT -MT---NF-TMLLYGYFKPKVTGYHTFTIS -
QNYN-Y -P - -FT-LS---NF-TMLLYGYFKPKVTAKHTFTIF -
SNYN-Y-P - LT -YT---NF-TMILYGYFQPKVTGYHTFNLE -
SNYN-Y-Q - LT -YT---NF-TMILYGYFQPKVTGYHTFNLE -
PNYN-Y-Q- LT -YT---NF-TMILYGYFQPKVTGYHTFNLE -
PNYN-Y-Q- LT-YT---NF-TMILYGYFQPKVTGYHTFNLE -
AGYN-Y -N- LT -VS---NF-TMLLYGYFKPQTSGIHTFFVN-
AGYN-Y -N- -LT-VS---NF-TMILYGYFKAQTTGLHTFFVN-
PAYN-F -K - ~IT-LS---NF-TMILFGYFKPKISGNHIFSLH-
HGFN-Y-L - ~IT-TT---NF-TMVLHGYFVPKQSGKYTFEFK -
SSDL -F -G - ~TT-PTN---V-TVEMTGYFLPPKTGTYTFGFA -
SSDL -F -G - -TT-PTN---V-TVEMTGYFLPPQTGSYTFKFA -
STDL -F -G - ~TT-PTN---V-TLEMTGYFLPPQTGSYTFKFA -
STDL -F -G - ~-TT-PTN---V-TLEMTGYFLPPQTGSYTFSFA-
STDL -F -G - ~TT-PTN---V-TLEMTGYFLPPQTGSYTFKFA -
TTTL-Y-G- -VN-YQ---NM-LLELKGYFRADASGNYGLSLR -
TTTL-Y-G- -VN-YQ---NM-LLELKGYFRADASGNYGLSLR -
TTTL-Y-G- -VN-WE---NL-LLELKGYFRAEVSGDYGLSLR -
TATV-Y -G - “VN-YY---NM-VLELKGYFKAAVSGDYKLTLS -
TATV-Y -G - “VN-YY---NM-VLELKGYFKADVSGDYKLTLS -
DTTL-F -G - -IP-TQN---1-LIEFRGYFIPPKSGTYTFALY -
FTGL-Y -G - -VW-PIN---L-LVELQGYFVPPESGNYTFTLQ -
FTGL-Y -G - -VF-PLD---L-LVELRGYFVPPNSGQYTFTLS -
FTT1-Y-G- -VY-PLY---L-LVELQGYFVPTQSGMYTFSLT -
VGNI-Y -G - -IV-PSY---L-LVELTGYFVPPVSGEYTFSLE -
FPSL-F-G- -TYFI-KAD---L-LVYMVAYFVPTETGEYTFKLV -
TDVL -Y -G - -D-VT-TA---NF-GLRLTGYLYAEATGDYTIAVT -
GSDI-Y -G - “N-TT-PSN---F-TVEVSGYFLAPLTGQYTIGLP -
PGSV -Y -G - -D-LY-ATD---F-TVELTGYFLAPQDGTYTFAFK -
GAYN-F -P - -T-IT-VT---NF-TMLLSGYFYAPKSGEYQFNLN -
AAFN-Y-P - “T-LT-LS---NF-TMLLSGYFYAPKSGEYQFKIN-
PNYN-Y-D- -Q-VA-LG---NL-TMLLTGYFLPPKSGNYKFNVD -
PNYN-Y-D- -Q-VA-LG---NL-TMLLTGYFLPPKSGNYKFNVD -
SNYN-N-P - -Q-FS-MS---NF-SMLITGYFFAPKTGLYDFVIT -
SNYN-N-P - -Q-FS-MS---NF-SMLITGYFFAPKTGLYDFAIT -
SNYN-N-P - -Q-FS-MS---NF-SMLITGYFFAPKTGLYDFVIT -
PNYN-Y-E - -Q-LT-LS---NF-SMLITGYFLASKSGSYEF IVD -
.- ITGYFYASKTGEYQF ILN-
SNYN-Y-N--T--Q-IT-VT---NF-SMLITGYFYAPKTGSYEFILD-
ANYN-F-N--D--P-IT-IT---NF-SMLITGYFYAQKSGEYEFSLD -
SNYN-Y-D--T--D-IT-1S---NF-AMLITGYFYAPTTGSYSFNLD -
SNYN-L-N--Q--Q-1S-VS---NF-AMLITGYFLAKTTGTYSFNLD -
WGEV-Y-G--V--P-IT-ISN---F-TLELTGYFVPPVSGNYAFEFF -
YGDM-Y -G--F--P-IT-ISN---F-TMELTGYFLAPETGNYTLSLA-
DNYH-L-P--Q ~IN-1S---NF-AYLATGYFRADQDGVYNFTLD -
SEEI-Y-G--F -TS-VSN---1-SMELTGYLLAPETGNYTFYYN -
NNQ I -Y -G - ~TT-VSN---V-TVELTGYLKAPQTGPYTMIFS -
PNYN-F -P - -FN-1S---NF-AYLATGYFRAEQDGAYNFTLD -
PNYN-F -P - “FN-1S---NF-AYLATGYFRADQDGAYNFTLD -
-VSV-Y -G - -LN-DF ---YL-VIDNRGYLFAQMTGTYTFSTT -
-KPG-K-D- -PL-FRN---A-AASYRGFLFACQAGRYRFNSP -
-GKG -K -G - -PL-FKN---A-AAGYRGFLFVCQDGRYRFNSP -
-DHG -5 -G - -PL-FRN---A-AASYRGFLFACQDGRYRFNSP -
--S-S-A- --ET-FQD---A-ALDLRTTLYVCEGGKYKFSSP -
LLNL-G-A- -IN-ASQ---1

-VTL-Y-P - -YS-LE---QL-AIVHTGYVYARKAGTYTFNIT -
-LDF -Y-G--F-TP--P-DL---Ql-ILNYRGYFYAPNSTYYNFHVY -
-FRI-Y-D- -SR-LY---QFTAVNHRAFLYAPVTGTYTVTVP -
--T1-D-G- -1ASAN---YS -SFNFYGDFYPRT IGQY IFKFD -
-FSA-Y-G- -SP-IP-GTNIWGS -LIVHRGY IRAGRSGTYS | YMP -
--HG-F-T--V-A--TA-NN---NF-IMNIRGYFYAPKAGSYEFRMM -
-ANP-H-G--L-TP-AT-AD---VY-TLNYRGYFYAPKTADYTLLVT -
~NNP-H-G--F-TP-AT-PA---1Y-VLNYRGFFYSPNTTTYTFRIS -
--S1-Y-GL--T-S-PT-GS---TY-ALNFRGYFLCPKTQQYDIKVH -
-PDA-T-A--M-GS-TS-SA---CK-VIVYQFFFRVPVTDTFSLDVT -
-PQA-S M-AS-TY-CA---CK-VIVYQFFLRIPETDTYTLVVN-
-PDG -S M-GT - IK-ST---CK-ALIYQFFFRVPKDDKYSFFVE -
--Q-P-G--M-KE-TK-AN---LK-VLVVEFFFRAPASGNWSVQFS -
-PNP-E-G--M-SS-TS-SS---CK-TIVYQFFFRVPATDNWSLFVK -
“YFV-Y-N---QFY-LD-KT---SM-IVNHKFYFLAQYDGEYTFSSS -
-TNI-Y-GVRGPAN-TT -WSNS -CD-LIQHRGYLKFNAAKIWFLTID-
--IN-YRGVQGPAG -ST-1K---CN-ILVHRGYLRASLSGSYEF IVG -
--IN-YRGVQGPAG-ST-I1K---CN-IVVHRGY IKASLNGSYEF IVG -
-LRL-Y-GTQGPAG-TT-ST---CG-IVQHRGYINV-TPGVYTVFAN -
-LRL-Y-GTQGPAG-TT-ST---CS-IVQHRGY INV-TPGVYTVFAN -
-VEY-N-GVRGPEN-ST-FE---CN-VIQHRGYIEVTAPGTYSVIPE -
-VEY-N-GVRGPEN-ST-FE---CN-VIQHRGY IEVTAPGTYSVIPE -
-LQF -D-GLTAPGN-TA-MP---FN-VLEHRGY IVPAAAGDYKVLFT -
~GTL-Y-G----VS-RN-LV---NT

HRDY -Y-G--L--D-IT-IT---NV-TIELTGYYKAPQTGSYTLSIP -
INYN-L-A--Q--Q-IT-TT---NF-TMILYGYFKPKKSDFYTFHIE -
SVYN-Y-P--S--P-IT-TT---NF-TMIMYGYFKPKESGVYTFYID-
SHEY -F-G--L--N-IT-TT---NL-TIELTGYYRAPQSGTYNFSLT -
AAYN-Y-P--T--P-IT-IT---NF-TMIMYGYFKPKVSGTYTFYID-
QGYN-Y-P--D--E-FT-LT---NF-TMILYGYFKPKTTGEHSFSFK -
SNYN-Y-P--D--S-FT-FT---NF-SMILYGYFKPKVSGVHTFHIA-
PNYN-Y-A--D--N-FT-FT---NF-SMILYGYFKPKVSGVHTFHIA-
TASY-Y-G--1--N-IS-TN---NM-TFEYTGYYKAPETGTYKLSLP -
YHEY -Y-G--L--N-LT-TT---NL-TIELTGYYRAPQSGTYTFSLT -
TNYN-Y-H--D--N-FT-FT---NF-SMIMYGYFKPKVSGEHTFHIS -
PNFK-Y-D--K--P-LT-LT---NV-TILFHGYFKAPKSGAY IFHLG -
ASYN-Y-Q--T--P-FT-FT---NF-SMILYGYFKPKVSGTHTFHVA -
SGYN-Y-P--N--E-FT-LT---NF-TMVLYGYFKPKVTGDHTFSFK -
DAYN-Y-P--T--P-IT-FS---NF-TMLLYGYFKPKVSGTYTFHID-
EAYN-Y-P--T--P-IT-VS---NF-TMIMYGYFKPKVSGTYTFYLE -
SNFN-F-K--E--E-FT-MT---NF-TMVLFGYFKPKASGAHNFQTT -
AGYN-Y-N--K--P-LD-1S---NF-TMILYGYFKPQVSATHTFYIY -
YGEI-F-G--F--P-TT-TSN---F-TMELTGYFKAPQTGEYEISIN-
KGDL -W-G--Y--E-GD-TTK---F-VAELTGYFLAPQTGTYNMEMS -
YGNI-Y-G--Y--E-IT-KSN---F-TVELTGYFKAPQTGQYTLNIE -
TSKI-Y-N--F--P-I1Q-PTN---F-TVELTGYILAPETGVFTVSLT -

-SVDDSVVITIGGGTAFDC
--GDDLLYLNFGAGNAFNC
- -GDDLLYLNFGAGNAFDC
-DVDDSAVVT IGGG I AFDC
--GDDLLYLNFGAGNAFDC
--GDDLVF INFGADNAFDC
--ADDL IFVNFGAGNAFDC
- -ADDL IFVNFGSGNAFGC
-IVDDTVAITMGAGLAFGC
-DVDDSAVVT IGGGTAFDC
- -ADDL IFVNFGAGNAFDC
-NADDLTFFNFGAGNAFEC
- -ADDL ILVNFGAGNAFDC
--GDDL IFINFGADNAFDC
--GDDLVYLNLGAGNAFDC
--GDDLLFLNFGAGNAFDC
--SDDLISINFGDATDPAC
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-NVDDSAIVQIGADQAFDC
-SIDDAAILQLGDQQAFSC
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CRRDSTADTF
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CKRESSADDF

CKRESSADDF -

CKRESSADDF

CKRESSADDF -
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--GNYQ-S-YSLW-
--GNYQ-S-YSIW-
--GSFQ-S-YSLW-
-GSFQ-S-YSLW- -
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CKREDSKTKL - -GEYV-A-YDIW-
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CDYNNSQYNQ - -GEYL-A-YAIW-
CKQEQPPITS - -TDFT-1-NGIK-
CAQEQPPITS - -TDFT-1-NGIK-
CAQQQPPITS - -TNFT-1-DGIK-
CAQEQPPITS - -TNFT-1-NGIK-
CAQEQPPITS - -TNFT-1-NGIK-
CNENLIPLDEAPTDY -SL-FTIK-
CNENL IPLDEAPTDY -SL-FTIK-
CNENS 1S -NEASTDY -SL-FTIF -
CDTGS IPVDQAPTDY -SL-FTIK-
CDAGS IPLNEAPTDY -SL-FTIK -
GNITSWSNPT---NDQ-V-SVS - -
GSQNDWPQPR---EAD-1-TV-- -
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CGSTQSPANV
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CHINSTVSNP
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CEHDLTETEF
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CQYGTTYNSF
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VCABRO0027-i32
VCANLO0015+51
VCANL00019-snap 462
VCANL00008+131
VCANLO0015_gd_34
VCANIL00002-296
VCANI.00002+2
VCANI_gm2290
VKLDE 00025235
VCACA _g1301
VCACA.00021G_2948
VCACA.00033G_3917
VKLBA.00026-j1

2
3

PN---Q-vmmmmmn- ADQEL
PN---E--v-on-- ADQEL
PN-mmmmmeem s QDK NV
PG-wmmmme s VNKNV
AG - - mmmmmmmm s TRKDV
GR---R-------- IVRNKL
GK---K----=--- SLKNEL
GS o Koo TAKDEL
GS---Qe-nnn TAKDDL
GS - --Q-----nnn TAKDDL
GS---Q-------- TAKDDL
GS---Q-----n-- TAKDDL
GS ---D-v-mmn- TQQNTL
GS - Do YAKANI
GT---D-------- KATADL
GS---D------ YAKANI
GS---D-------- YAKANI
HV - - -D----m-- - SSKNKV
HV---D-------- SSKNKV
[ WEKKTL
Y S NNQTA
WN---A-DA----- PTDIKG
WD---A-AT----- PTDIKG
WG ---G-SL----- PPNIEG
WD---G-SL=----- PDNITG
WN---G-SP----- PONITG
GEA--S-TN----- PDSYTY
GEA--S-TN----- PDSYTY
QEGDET -TN- - - - - LDSFTY
SN---Q-VN----- SEVISS
SN---Q-VN----- SEVISA
Y PKKKTL

TLVPSR
HLFPSR
SINPSR
S IHATR
KISAST
STSVSK

NN TGHTT I -E-VDLAANYYYPIKIVFTNTEQI -A-MLYTTVT -
I EAANA-S -VTLKAGVFYPLKLLFVNKWGN-P-SLEFQFV -
[N I ASSNA-T-VNLQAGVFYPLRLLY INRYGN-L -GLEFQFV -
PD-----ccvrcen~ SKNSA-T-VNLLEGLYYPVRILYINRYDT -G-KLLMSFE -
PD---ccccccenns SKNSA-T-VNLLEGLYYPVRILYINRYDT -G-KLLMSFE -
PS--cvvcececee- STGSG-S -FNLVGGYYYPLRILYINRYYE-A-11AMSFK -
L I STGSG-S -FNLVGGYYYPLRILYINRYYE -A-11AMSFK -
[ TSGSG-S-FNLVGGYYYPLRIFYMNRYQD-A-AIKMYFK -
PD--cmmmmmmmm o KENTA-T-ANLIGGYYYPIRVLF INRLDV-G-RLIVSFK-
PQ-----ccv-cn-- TDNTA-T-VTLLGGYYYPIRIFFVNRLGP -A-GLTVSFK -
PQ----cccccnnn TQNTA-T-VYLLGGFYYPLRIFYINREGV -G-GLTVTFK
PK---vvcevece-- TSDTA-T-VTLLEGFYYPLRIFYINRQSL -A-ELKISFK
QS$---V---oo-no AAKDS | -Q-VDLVGGVFYPFRLFYVNRDY | -G-GLSFSFT
AS---8-------- KPTDS1-Q-ADLIAGLYYPIRLFYVNRDY I -G-GLQFSYT
QW- - - - - AT - - - - - NERRY | -E-GYLEAGYAYPLKIVYFNIGY I -G-ILNLQYT
SE---5S-DV----- QDSTVS -T-KHLTADNYYPLKIVYVNRQSP -L -SLDFTIT
SR---S-AP----- EGRSSA-P-VRLQRGVYYPVRLFYVNTNNW-G-GISLTYT
R Yeoooo- PHVYAA-S -FYLAAGYYYPVKVVF INAWMS -G -TLDTKLQ
B R PYAKQV -T -FNMVEGQYYPIRIVYSNAWMS -G -TFESQLQ
AR---N-GP---- - VGRAWT -V -VNLQRGAYYPLRVFYVNTNNW-A-GIRFTFT
AR---N-GP----- VGRAWT -V -VNLQRGAYYPLRVFYVNTNNW-A-GIRFTFT
------ T-----YPSQKF-T-INLVAGEYYPMRFLWANGDGP -G-LFAFSVT
=-G--D----- NRPRNI -Y -RDLEAGTYYPIRVLWGNTGGA -S -DLSLRIY
“G--D----- NKPKNI -Y-RDLKAGTYYPIRVLWGNTGGA -S -YLSLRIY
c-G--D---- - NRPRNI -Y-RDLKAGTYYPIRVLWGNTGGA-S -DLSLRIY
*G--D----- NKPRTV -E-KELKAGDSMP IRVLWGNTDGA -G -YLNINI I
----- N-----EDMGVQ-L -NNLDEGQLVPFTYLWINYLGA-G-QSNFFID
“D-TH----- NAVTTV-S -KTLTAGQLLPFKVLWANGASS -G-SLGFS IK
=-G-GS----- STQAST-T-LYLSAGTYIPLRIIYGNGGCC-GARFSFDVY
“T-GP----- EDTVVF -T-IQLQAGTYTPFRLLWANAQGR -L -AF | AQVQ
S N-TG - - - SSGLTT-T-LIADACKTIPFRIILINAQSG-V-SYAFTII
=-N-S | ----- PPSRAW-S -FDLAAGDVVPFRLFWSNGGGP -G-GLNIQIR
B R TSGSF-N-INLQAGQYVP IRAILQNAGGP -E-SYKFYVS
»»»»» $S-----PIPGQK-T-FSLTAGQYFPIRVMYANRGGP -G -KYTFQIF
=-A-DP----- PVVGQI -Q-LALSAGEYTPLRIIFANRGGA-G-KYTFEVV
»»»»»» L-----YPLQTA-K-FSCKQGQFVPIRIVWANQAGP -R-GWNFNLY
--T-NGQ----TGIASFSM-GSLTADTYVPVRFVVANGAGK -G -GFDFSFV
--S-PNMGLGTVGMGNFTV -GNYPEGYFLPVRFVVANGAY | -G-GFDFYFT
--T-TFE----TGMGEWDL -GELKDGEYLPVRLIVANGYGL -G-GFYFYFV
--D-NSKGNIVTDAPTSPL -GEMTAGDYVP IRIVLGNGCTY -M-ALDFEFC
“-G-A--- - YGMGTFDL -GYLEQDSFVPVRFVLANGAY | -G -GFDFAFN
--A-RI----- GAQVDY -K-KILEKGKMYPIRIVWGNSAGY -G -YLDFSIT
“-R-RA----- RVTAAN-V-LVRDSERYMPFRALFMNSGGP -G -SLNMPL
**R--§----- YPYSEF -1 -YFETVEEYIPFRIFWSNGRGG -G -AFSSGVYPDYTLG
--R--S----- YPYSQF - | -YFETVEEYIPFRIFWSNGRGG -G -AFSSGIYPDYALG
-E-PG----- QSRLVD-T-FVFTESAYIPFRVYWDNRNGP -G -GLRLKVK -
< -S-PE----- QSKLVD-T-FVFTESAYIPFRVYWDNRGGP -G -DLKLEVK -
“T-PS .- PYSFTV-E-PFDGLFEYIPYRIFYANAAGP -G-GFGVRVA -
--T-PS - PYNFTV-E-PFEGLFEYIPYRIFYANAGGP -G-GFGVRVA -
-§-DS----- PLTYIF-TVSQADVGKPIPIRIFWANAGGP -A-GHLWK I I -
------ N-----RNGGTL -S -RWFTAGYLYPVVVLYANAPGG -A-ALNLE IS -
-T-GG----- YNPRSV -D-FELIQGMYYPIKVVYTNAVSW-G-NLNYDL I -
B QIKADL -K-VYLIGESYYPIRIFFNNRDY I -A-KFAMSFT -
“R-=------- HVRKQL -K-VHLDGDSYYPLRIFLNNRDHV -A-SLSLSFS -
~~-N-GP----- YNPRSS -T-FELVQGKYYPLKVVYTNGLSW-G-SLQYSLV -
GS---S-------- HVKTEL -K-VYLDGDSYYPIRIFLNNRDY | -A-ALSLSFS -
DN---Q-------- NTRSNL -T-VYLNEDIYYPIRLFFNNRDNV-A-SLDISLT -
PL---N-------- NQKTYL -T-VTLDENVYYPIRFFFNNRDNV-A-SLNVTLT -
PL---N---vnnn- NQHTYL -T-VTLDADIYYP IRFFFNNRDNA-A-SLSVTLT -
~~~~~~~~ P-----PDGKVF -N-FTLVKDIYYPIKVVYTNDFSW-G-MLKYNLL -
WS ---N-GP----- YNPRSA-T-FELVQGQFYPLKVVYTNGITW-G-SLKYSLV -
PL---N-------- NQKTYL -N-VYLEENIYYPIRFFFNNRDNV-A-RLNVTLT -
SN-TGG - --=----- FGKLDL -E-VYLQEGAYYPMRLFFNNRDYY -G-NFEFYLS -
PA---N---=----- NQKTYL -T-VYLDANTYYPIRFFFNNRDNA-A-SLAVTLT -
DS ---D-------- NKRSDL -K-VYLNQDVYYP IRLFFNNRDNV-A-SVDISLT -
GS---D----e HVKTDL -T-VYLDENSYYPIRLFFNNRDY | -A-SLSFSFS -
GT ---N-=------- QEKSQL -K-VQLDGNSYYP IRMFFNNRDYA-A-MLSLSFS -
PR---D---=-=---- SGTTSL-N-LNLDADKYYPLRILYTNRDKV -A-GFEFYFV -
GS - --S-------- INRNTL -S -VYLDKDTYYPIRLFYNNRDYD-S -ALEISFT -
Sl---R--R----- PDQNFA-T-LNMVEGYYYPIRIVYINIVDW-G-MFNLRFK -
AN- - - - - EG----- IKSVTK-S-1ILTEGYYYPIKIVLLNY ISW-A-SLDFSIT-
Tl---5--Q----- LGNITN-T-IGMVEGYYYPLRIVYINIVDW-A-V - - - -
L-=rr==- I-==-- NGRISS-Q-VRLTQNYYYPIRIVYTNQEGV -G - IMTYEF | -
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-T-VYLEKGVYYPLRLFFNNRDGG -S -QLDFSYY
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-S-LNLEKDVYYPI
-S-LFLEKDLYYPI
-T-VYLDMNTYYPI
-T-LYLEKGIYYPI
-S-TYMYAGYYYP I
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RIFFNNREYD-A-ELSLTLK
RIFFNNRDND -G -ALSTLKT
RIFFNNRDND-G-ALSLTLK
RIFFNNRDND -G -ALSLTLK
RMFYNNRDFK -G -ALNMYFT
RLFYVNRDNN-A-VIDFSFT

RLFYVNRDNN-A-VIDFSFT
RLFYVNRDNN-A-VIDFSFT
RMFFNNIGKD-S -SLDLSFS
RMFFNNIGKD-S -SLDLSFS
RIFYNNRDYQ-A-IFNFSFK
RVFYHNRCCG -A-YMDVVYY
KIVYSNAVSW-G-TLPVSVV

-S-TYMYAGYYYPIKIVYSNAKAL -A-RLPVSVV
T -VYMYAGYYYPMKVVYSNAVSW-G-TLPISVT
-T-VYMYAGYYYPLKVVYSNAVSW-G-TLPISVE
“T-VYMYAGFYYPMKIVYSNAVAW-G -TLPISVT
-T-QYLEAGRYYPVRTFFANIRTR-A-VFNFTMT
-T-QYLEAGRYYPVRTFFANIRTR-A-VFNFTMT
-T-QYLEAGKYYPVRTFFVNIERH-A-VFNFTMT
-T-QYLEAGKYYPVRIVFVNALER-A-LFNFKLT
-T-QYLEAGKYYPVRIVFVNALER-A-RFDFKLT
-T-VYMVAGVAYPLRIAYYNREKG -G -SLTASFV
~T-LYLVKGVAYPIRIAYYNGSGD -G -KLNVSFK
~T-LYLIEGVAYPMRIAYYNGIGA-G-RLNAAF |
-T-LYMVKGVAYPLRIAYYNGLGN-G-VLNAAFT
-T-1YMIEGVAYPIRIAYYNGLSL -G-KLQASFT
-K-LYMEKGLAYPVRLVWYNGGGD -G -QF NAQF |
~T-VSLTAGVYYPIKVVYFNVEDG -G -EFNMSVT
-Q-VSLIADFYYPIRLVYTNLQGN-A-VLGFNIT
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--PPNT-EEIT--Y-DFD-GY-LYMLDDTG - -NEC-------------
- -FNDS -PAPL--T-DFS-GM-FFSVPDGA---ECP--AR--------
- -FNDS -PIRQ--T-DFS-GM-FFSIPDSV---KCP--AN--------
“LNGA-TEPG--T-DIP-EL-LFSLPDGE---SCP--AY--------
-TEHG-SERI--T-DFS-DY-FFSVDDTS--EGCP--GLITYE----
STEHS -NAII--T-NFT-DY-FYSVDDSS--LGCP--GLI-------
- -TESN-ENTV--S-DFS-EY-FFSLDDTE--EGCP--GLIS------
- -TESD-SNPV--1-DFS-DY-FYSFDDTK--DGCP--GLVSYD- - - -
--E-SD-PNPV--1-DFS-DY-FYSFDDTK--DGCP--GLVS-Y----
-TESD-SNPV--1-DFS-DY-FYSFDDTK--DGCP--GLVS-Y----
-TESD-PNPV--1-DFS-DY-FYSFDDTK--DGCP--GLVS -Y----
-TDES -NTKI--N-DFS-GY-LFNIPDSS--EGCP--AHISY-----
- -TEFD-KEKV--H-DFT-SY-FFSASDGE - --QCP--G----S---
< -TEFN-KEI!--H-DFT-SY-FFSASDEE---QCP--G----N---
- -TEFD-TERV--H-DFT-SY-FFSASDGE ---QCP--G----N----
-TEFD-TERV--H-DFT-SY-FFSASDGE---QCP--G----N----
“VNGA-VEHI--T-DFS-GY-LYSVPDQP - -DACP - -APIGY ---- -
-VNGA-TDQI--S-DFS-GY-LYSVPDQP--DTCP--AHIGY ---- -
- -TEFD-SSPV--1-DFQ-DY-FFFLRDID--GGCP--GE--------
- -FNDS -PIPN--R-DFS-GL-LFSIPDSD---SCD--AN-=--1----
- -LPDG--TEV--NDDFE-GY-VFSFDDNATQAHCS - -V -« -« - P
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“LPDG--TTV--SDDFE-GY-VYSFDDDLSQSNCT - -V -------- P
- -LPDG--TTV--SDNFE-GY-VYSFDDDLSQSNCT - -l -=------- P
- -LPDG--TTV--SDDFE-GY-VYTFDNNLSQPNCT - -l -------- P
--LPDG--SEL--T-DFQ-NY-IFQFGALN-QQQCQ--- - - - A-ee-
--LPDG--SEL--T-DFQ-NY-IFQFGALN-QQQ-------- [
~LPDG--TEL--T-DFH-NY-1YQFGALD-EEQC -~ ----- Q-----
~1PSG--TVL--D-DFQ-DY-1YQFGALD-ENSC------- Yoo
--1PSG--AVL--D-DFQ-NY-IYQFGDLD-ENSC------- Heoo-
--DPDG--LTH--S-DWN-GY - IWTLPS -C--DNCK-=-=----------
--DPSG--TTH--T-DWK-GY -VWQYSNTC--STCT - -=-=---------
--DPSG--TRH--T-NWE-GY-IWQYDP-C--STCT --=----------
“DPSG--TKR--T-DWN-GY - IWQYDQ-C--STCT------------
“DPEG--VKR--V-DWN-GY - IWRYDS -C--DTCS------------
- -DPSG--TTH--T-DWN-GY-VWQYDA-C--TDCD----==--=~=-
< -YPDG--TAH--T-T-D-IN-WYSSTDNS - -TSC------- [
--LPDG--RVI--T-DFT-NY-AFSFPADVKQPSCA--IT-N--PVIP
- -LPDG--TLV--ANDFS-GY-VFSFDSDPQQPSCT--VS-N--PLPF
- -DVDG--ILH--E-SFD-DY-VYYFPKDSFQYECP - -MS - --V----
“DADG - - ILH--E-TFD-DY-VYNFPDDSLGNICP - -MS---V----
--DPDG--VIH--Q-TFD-DY-VFMAPDG - - -DECP--AP---V----
- -DPDG - -VMY--Q-TFD-DY-VFMAPDG - - -DECP - -AP---V----
- -DPDG--VVH--N-NFD-GY-VFTIPDG---EKCP--AP---V----
- -DPDG--VVH--N-DFD-GY-VFTIPDG---EKCP--AP---V----
- -DPDG--VVH--N-NFD-GY-VFTIPDG---EKCP--AP---V----
-DPDG--VTH--N-TFD-DY - IFMAPDG - - -AECP - -VP---V----
--DPDG--VLH--S-TFD-GY-IYSIPDG---QPCP--VP---V----
- -DADG - -VLH--K-TFK-NF-IFSIPDG---KECP--VP---V----
- -DPDG--IVH--H-NFD-GY-IYSVPDG---HECP--Al---1----
- -GPDG--VAH--S-DWT -GY - IFSPPDLENDQTCD--VQ---P----
- -DPSG--AKS --S-NWD-SY-IFQAPDG---SKCE--AE---P----
- -DPEG--EIH--T-DWK-EA-VTFYDNLE - -TDCP - -AT -P----- Q
< -TPSG--YT1--T-TFN-D--TYSFEDS---SYCAASSL -P----- T
--DPSG--QHH--D-VFE-NS-VFQFNDQD--ESCP--AQ---1----
< -LPSG--KIV--Q-DWG-1Y-VESYENGD-PEHCY--T----TP-P-
S cLPLG - -NT1--L-NWG-KY-VYTYED----ccccnmmmeonann-
- -DPSG--VHH--E-DFQ-NH-IFHFDDQP - -NEC -~ - -~~~ P
- -DPSG--VQH--D-DFS-DH-VFQFDDQP - -NAC -~ ------ [
< -APDG - -TT1--L-DGN-TV-ASPYV-V--QFS-------- [
- -GPAG--EDV--5S-GAD-QS -GEHFL -T--TEA-------- Covvn
- -GPNG - -EDV--5-GAD-QS -GEHYL -T--TEA-------- [
- -GPNG - -EDV--5S-GAD-QS -GEHYL -T--TEA-------- [
- -APNG - -KKV--L-EGS -KE-A--YL-W--SKT-------- [
- -DALS - -FDL----SFD-NQ-GWF IW------D-C-vnm-vmmn--n-
- -GPDS - -ILL--5-55S5-GS-AKDV I -T--TPS-------- S
< -DNDN--NYY--A-QYN--T-SSPYL-V--ANS-------- [
- -APDG--RI1--V-DGD-GS -DSSYF-V--RFA-------- [
- -DPFG--NTV--V-SAT-QP-VTIYNQ-L--VHGC--=----- -
- -DPAG--NV1--5-GQG--A-AGSSQ-1--I1TS-------- [
< -L-GG--IDY---VNIT--M-ASSYL-V--TKPC--=----- D-----
- -DATD--PSLSYV-AYG--A-SSPYL-1--SRSC------- D-----
- -DSGG--FSY--V-EYG--S-ASPYL-V--SRSC------- [
- -GADG - -VTY--1-K--DQTAT -THL -W--GRS -P------ Hewoo-
- -DSEG--NSY---N-P-- STSYA-Y - -TAT - --v--n - [
--SDST--GPL---A-T- STSYS Y- -TKT - -enn-nn [
- -DGEG--NKL---D-T-- SSAYA-Y - TKT - --onon- [
-<NDDI--C-Y---K-P- “SDFA-Y--TET-------- [
©-SSST--GPV---R-T-- STSYS Y - TST-vvenn Covnn-
< -DPTG--VKV--M-EPG--K-ASTLV-V--QYD-------- [
< sPPG--VEF - S FSGC - -- - [
LDLPEG--TVI--E----DPKL - S-YTSCP------ G-----
LDLPEG--TVI--E----DPKL - S-YASCS - G-----
--NSTG--DVI--L-GFN-TQ-Q-SQD-V--VYKC-=-=----- HEEE
< -NSTG--DVI--L-GFN-TQ-Q-SQN-V--VYKC--=----- Acenn-
- -GPGG--11D----PF-- V- VANCT - ---- - G-
- -GPGG--11D----PF-- L--VANCT - ----- G-----
- -DSNG--TEIl--L-GYG-TP-KNP-Q-1--VVSCS=------ [
--PPGS--FTA--TQDTS -GY -F - K--QLQCG - -----A-----
- -APDG--TGl--5-L-N-GN-LYSFPDNPDLSQCR--El-DP-----
-~ IGNE-KTV1--N-DFT-EY-LYSVDKVT--QNCQ=- -~~~ - Nowwo-
<~ INEN-PTK!I--N-DFT-GY-LFSISDSD--IGCP------ N---o-
< ~APDG - -NKIl--S-L-G-DG-LYSFPDSNNEAICH--P1-1P-----
- -INDD-PTKI--N-DFT-GF-LYSIDDNN--IGCP------ N-----
--TDQE-STVI--K-DFT-DY-FYWIDDAA--GGCP - ---- - A--e--
< -TPT--ETT---N-DFT-GY-FYWLDDTS--PGCP------- A
< -TPA--ETT---N-DFT-GY-FYWLDDVA--GGCP - ------ A
< <APNG - -SNI--V-F-T-GS-LFSFPDINNTTKLH--YR--K-----
- -APDG--TNIl--S-L-S-EN-LYSFADSKDEARCH--Al-VP-----
<-TPQ--EVT---N-DFT-GY-FYWLDDTS--SGCP------- A
- -YGDT -NAVV - -K-DLT-GY-LYSIPDGG---NCP------- N---
< -TPT--ETT---N-DFS-GY-LYYLDDTS--EGCP------- A
- -TDNG -STE|--K-DFT-DY-FYWIDDA-----=c------ ——
<~ IGNN-PTKI--N-NFE-GY-LFSINDED--LGCP------ N-----
--INDD-PTKI--N-DFT-GF-LYSIEDND--TGCP------ N-----
--GPD--GTKV--N-DFT-GY-VYQFDQPE---GCK=-=----- A
- -NSLNPRQK!--T-DLS-PY-LYYLEDTE--NGCP-=--G--------
- -YPNG--KEIl--G-NLR-HY-VVTIPNNPKQLDCD--VP-DLNP--P
- -LPDG--TIV--T-NFE-YF-VFSFPND-SIKGCE--VT-ESVPS -P

--GPSG

- -KNY
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7.2 Kristallographische Statistiken

7.2.1 Datensammlungs- und Verfeinerungsstatistiken - Epa6A-Komplexe

Tabelle 7.1 — Datensammlungs- und Verfeinerungsstatistiken der Epa6A-Komplexe.

Ligand GalB1-4Glc Galp1-3GalNAc  Galp1-4GlcNAc  Galp1-3GlcNAc Gala1-3Gal
Datensatz Epa6-1_6 T-Anti_03 Epa6-Z4_1 Lactobiose_01 Epa6-Z5
Datum 16.09.2012 21.10.2012 14.02.2013 21.10.2012 14.02.2013
: BESSY II PETRA III BESSY II PETRA III BESSY 11
Réntgenquelle BLI14.1 P14 BLI14.1 P14 BL14.1
Detektor MARmosaic Pilatus 6M Pilatus 6M Pilatus 6M Pilatus 6M
255 mm
Temperatur (K) 100 K 100 K 100 K 100 K 100 K
Wellenliinge (A) 0.91841 0.826606 0.918409 0.826606 0.918409
Raumgruppc 1)212121 ])212121 1)212121 1)212121 ])212121
ZellmafBe (A)
a 41.3 41.4 415 41.3 415
b 61.1 61.1 63.3 61.3 63.3
c 106.3 106.6 110.3 106.6 110.3
o,B,y 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Molekiile / a.s.u. 1 1 1 1 1
Auflosung (A) 28.77 - 1.48 34.24 - 2.00 41.58-1.80 53.12-2.25 41.58 - 1.50
(1.56 - 1.48) (2.11 = 2.00) (1.90 - 1.80) (2.37 - 2.25) (1.58 - 1.50)
Eesloerdiisis 174129 109348 146305 120749 257032
Reflexe
Multiplizitit 3.8 (3.8) 5.8 (5.7) 5.3 (5.0) 9.0 (9.2) 5.4 (5.2)
Einzigartige 45573 18879 27537 13420 47367
Reflexe
Reerge (%) 4.4 (57.1) 12.3 (60.4) 9.2 (40.4) 17.3 (64.7) 4.6 (52.0)
XZ;lmnd‘gke“ 99.7 (99.9) 99.7 (99.9) 99.7 (99.9) 99.9 (100) 99.9 (99.9)
Mittleres I/o(I) 21.1 (2.9) 11.9 (2.7) 17.1 (4.4) 12.1 (3.5) 20.7 (3.0)
Auflésung (A) 2650148  32.69-2.15  41.58-1.80  53.17-2.30  41.58—1.50
Ryork 14.4 17.7 18.7 17.8 15.0
Réree (%) 17.2 23.0 22.3 22.0 17.6
Reflexe 44337 14534 26129 11930 46100
(Arbeits-, Test-) 1173 740 1378 624 1223
r.m.s.d.
Bdgslingen(A) 0.008 0.010 0.010 0.008 0.007
Bdgswinkel (°) 1.295 1.319 1.384 1.209 1.134
Atome 2109 2056 2197 2013 2219
Mittlerer B-Wert 19.167 25.137 16.266 23.917 20.240

(A2
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7.2.1 Datensammlungs- und Verfeinerungsstatistiken - Epa9A-Komplexe

Tabelle 7.2 — Datensammlungs- und Verfeinerungsstatistiken der Epa9A-Komplexe.

Ligand Galp1-4Glc Galp1-3GIcNAc  Galp1-4GlcNAc
Epa9-Z4 1
Datensatz Epa9-1_3 Epa9_LacNBio pad-Z4_
Datum 16.11.2012 12.08.2012 13.02.2013
: BESSY II BESSY II BESSY II
Réntgenquelle BL14.1 BL14.1 BL14.1
MARmosaic MARmosaic .

Detektor 255 mm 255 mm Pllatus 6M
Tempcratur (K 100 K 100 K 100 K
Wellenlinge (A) 0.918410 0.918410 0.918409
Raumgruppe P3,21 P3,21, P3,21
ZellmaRe (A)
a 66.6 66.6 66.8
b 66.6 66.6 66.8
c 118.0 117,7 116.0
o,B,y 90, 90, 120 90, 90, 120 90, 90, 120
Molekiile / a.s.u. 1 1 1

) 41.23-2.15 41.21-2.50 40.96 - 2.58
Auflssung (A) (2.27-2.15)  (2.64-250)  (2.72-2.58)
Bleslngiisis 186187 52916 79850
Reflexe
Multiplizitit 10.9 (11.1) 4.8 (4.9) 8.1 (8.0)
Einzigartige 17016 10922 9889
Reflexe
Recege (%) 9.9 (59.2) 13.7 (50.7) 12.3 (57.8)

Lecindiokei

XZ) SEelg 99.9 (100) 99.7 (99.9) 99.9 (100)
Mittleres I/ (1) 24.9 (4.9) 12.5 (3.4) 15.7 (3.7)
Auflésung (&) 41.23-2.15  33.35-250  41.00 - 2.60
Rwork 163 170 181
Réeee (%) 19.4 23.1 24.2
Reflexe 16140 10356 9180
(Arbeits-, Test-) 857 549 492
r.m.s.d.
Bdgslingen(A) 0.009 0.012 0.009
Bdgswinkel (°) 1.263 1.498 1.330
Atome 2043 2008 1930
Mittlerer B-Wert 27.860 21.827 36.072

(A%
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7.3 Produzierte und analysierte Proteine

7.3.1 CealA
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7.3.4 Epa6A
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7.4 Abkiirzungen

A
Bdgslinge
Bdgswinkel
C-terminal
Da / kDa
EDTA

M
N-terminal
PEG
PMSF
r.m.s.d.

rpm
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Bindungslinge
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Molar (mol/L)
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