
Ergebnisse 

101 
 

 

Abbildung 27 Multiples Sequenzalignment (MSA) von Mitgliedern der Flo11A Proteinfamilie. Die 
Sequenzen stammen aus einer blastp Suche mit der Sequenz der ScFlo11A als Eingabesequenz 
gegen das Taxon der Askomykota (Taxid: 4890). Die Sequenzen wurden mittels Clustal Omega207 
aligniert. Die Sequenzidentitäten sind in Prozent hinter den Gattungsnamen angegeben. Die Se-
kundärstrukturelemente sind der Kristallstruktur von ScFlo11A entnommen. Die Sequenzen stam-
men von UniProt (von oben nach unten): NP_012284.3; CDH12265.1; XP_002491941.1; CCK71310.1; 
XP_003680146.1; XP_002551486.1; XP_003676437.1; XP_453068.1; AGO12335.1; XP_003645269.1; 
EDK40758.2; XP_457064.2; XP_004194602.1; EIF49527.1; EPY53046.1; und XP_002614456. Die rele-
vanten aromatischen und sauren Reste sind hervorgehoben, während die an Disulfidbrücken betei-
ligten Cysteine durch gestrichelte Linien miteinander verbunden sind. Ein alternatives Disulfidbrü-
ckenmuster tritt bei einer Subfamilie der Flo11A Domänen auf und ist als gepunktete Linie darge-
stellt. Die römischen Ziffern verweisen auf die Aromatischen Bänder I und II. Der grau hinterlegte 
Kasten zeigt die Neck subdomain, während der gelbe Kasten die Apical region zeigt.  
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4.2.5 CD-Spektroskopie von Flo11A aus S. cerevisiae S288C 

Um die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae S288C näher zu charakterisieren, 

wurde das aufgereinigte Protein mittels CD-Spektroskopie untersucht. Die Fern-

UV CD-Spektren zeigen, dass die Struktur hauptsächlich aus β-

Strukturelementen aufgebaut ist und diese unabhängig vom verwendeten pH-

Wert sind (Abbildung 28A). Der hohe Anteil an β-Strukturelementen wurde auch 

durch die Kristallstruktur bestätigt. Die Schmelzpunktanalyse zeigt jedoch, dass 

ScFlo11A  zwischen pH 5 und 6 den höchsten Schmelzpunkt mit knapp 76 °C 

aufweist (Abbildung 28C). Dies ist insofern interessant, da der isoelektrische 

Punkt ebenfalls bei 5,2 liegt. Fernab des pI, bei pH 7 und 8, ist der Schmelz-

punkt mit 69 bzw. 65 °C signifikant niedriger. Die Anwesenheit von drei Disul-

fidbrücken dürfte ebenfalls die Stabilität und damit den Schmelzpunkt erhöhen. 

Eine Rückfaltung nach Hitzedenaturierung konnte nicht beobachtet werden 

(Abbildung 28D). Dabei zeigte sich, dass das Protein bei pH 5 und 6 präzipitiert, 

während es bei pH 7 und 8 in Lösung verbleibt (Abbildung 28F). Das Fern UV 

CD-Spektrum nach Denaturierung zeigt, dass eventuell andere Sekundärstruk-

turelemente ausgebildet werden können. Ein solcher Intermediatzustand zwi-

schen der  nativen und ungefalteten Struktur wird auch als molten globule state 

bezeichnet. Dieses Phänomen wurde erstmalig von A. Wada and M. Ohgushi 

1983 beschrieben208. Diese Stadien von teilweise gefaltetem Protein werden oft 

unter mild-denaturierenden Bedingungen wie z.B. niedrigem pH-Wert oder ho-

her Temperatur angetroffen209. Dies trifft möglicherweise auch auf ScFlo11A zu.  

Das Nah-UV CD-Spektrum zeigt die typischen Absorptionsmuster der aromati-

schen Aminosäuren (Abbildung 28E). Die Minima zwischen 290 und 300 nm 

entsprechen dem Absorptionsmaximum von Tryptophan, während das Mini-

mum zwischen 280 und 290 der Aminosäure Tyrosin zugerechnet werden kann.  
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Abbildung 28 CD-Spektroskopie der Flo11A Domäne aus S. cerevisiae S288C. (A) Fern-UV CD-
Spektren bei verschiedenen pH-Werten. Der pH scheint keinen Einfluss auf die Sekundärstruktu-
relemente zu haben. Das Spektrum zeigt, dass die Flo11A Domäne hauptsächlich aus β-
Strukturelementen besteht. (B) Fern-UV CD-Spektrum von ScFlo11A nach Hitzedenaturierung. Die 
native Struktur wird nicht wieder erreicht. (C) Schmelzpunktanalyse (Tm, melting temperature) von 
ScFlo11A bei verschiedenen pH-Werten, aufgenommen bei λ = 215 nm. (D) Rückläufiger Tempera-
turscan nach Hitzedenaturierung. (E) Nah-UV CD-Spektrum von ScFlo11A bei verschiedenen pH-
Werten. Die λ-Profile verweisen auf die Existenz der aromatischen Aminosäuren Tryptophan und 
Tyrosin. (F) Abbildung von denaturiertem ScFlo11A nach Hitzedenaturierung bei verschiedenen 
pH-Werten. Die Präzipitierung bei pH 5 und 6 kommt wahrscheinlich durch den isoelektrischen 
Punkt der Flo11A Domäne von 5,2 zustande. Bei pH 7 und 8 ist die Lösung nach Denaturierung 
klar.  
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4.2.6 Kälte-induzierte Aggregation der Flo11A Domäne 

Die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae S288C besitzt in Tris-Puffer (pH 8) eine 

sehr hohe Löslichkeit von über 80 mg/mL. Um die hohe Löslichkeit für die Kris-

tallisation zu reduzieren, wurde das Protein in Acetat/Essigsäure Puffer pH 5,5 

umgepuffert (pI ScFlo11A 5,23). In diesem Puffer zeigte sich bei Konzentratio-

nen von mehr als 20 mg/mL, dass das Protein auf Eis ein reversibles, gelartiges 

Aggregat bildet (Abbildung 29). Dieses Gel/Aggregat zeichnete sich durch eine 

deutlich höhere Viskosität als die Proteinlösung aus. Wurde das Gel/Aggregat 

wieder auf Raumtemperatur gebracht, ging das Protein in Lösung über. Dieser 

Vorgang konnte mehrfach wiederholt werden.  

 

Abbildung 29 Kälteaggregation von ScFlo11A in Essigsäure/Acetatpuffer pH 5,2 bei verschiedenen 
Temperaturen.  

Um diese kälteabhängige Verhalten näher zu charakterisieren, wurde versucht, 

den Umschlag zur Aggregation zu bestimmen. Dazu wurde die Proteinlösung 

von 20 mg/ml in 20 mM Essigsäure/Acetatpuffer mit Hilfe eines kühlbaren 

Spektrometers untersucht (Abbildung 30). Der Wendepunkt für die Gelbildung 

der ScFlo11A Lösung lag dabei bei etwa 5 °C, während die Rückbildung zur 

Proteinlösung bei 5,6 °C erfolgte. Da das Phänomen der Kälteaggregation noch 

nicht vollständig verstanden ist, wurde in einem zweiten Schritt versucht, diesen 

Prozess zu beeinflussen oder zu inhibieren. In der Kristallstruktur von Flo11A 

zeigte sich, dass Kristallkontakte in beiden Kristallformen hauptsächlich durch 

oberflächen-exponierte aromatische Reste (Tryptophan und Tyrosin) verursacht 

wurden. Daher wurde versucht, durch die Zugabe von Tryptophan den Prozess 

der Gel/Aggregat-Bildung zu inhibieren oder zu beeinflussen. Die ScFlo11A 
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Lösung wurde mit Tryptophan in Konzentrationen von 2 bis 8 mM versetzt, so-

dass ein Überschuss an Tryptophan gewährleistet wurde. Die 

Gel/Aggregatbildung konnte nicht inhibiert werden. Es zeigte sich jedoch eine 

leichte Verschiebung des Wendepunktes bei der Gel/Aggregatbildung bei Zu-

gabe von 4 bzw. 8 mM Tryptophan. Der Unterschied ist allerdings zu gering um 

einen Effekt von Tryptophan auf die Gel/Aggregatbildung bestätigen oder wider-

legen zu können.  

 

Abbildung 30 Wendepunktbestimmung der kälteabhängigen Aggregation von ScFlo11A. (A) 
ScFlo11A. (B) ScFlo11A versetzt mit 2 mM L-Tryptophan. (C) ScFlo11A versetzt mit 4 mM 
L-Tryptophan. (D) ScFlo11A versetzt mit 8 mM L-Tryptophan. Die Konzentration von ScFlo11A 
betrug 20 mg/mL in 20 mM Essigsäure/Acetat-Puffer. Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge 
von 520 nm aufgenommen. Die Temperaturänderung erfolgte mit 0,5 °C/min von 15 bis 3 °C. Die 
Wendepunkte wurden durch einen sigmoidalen Fit ermittelt.  
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4.2.7 Homophile ScFlo11A-ScFlo11A Interaktionen 

Frühere Studien deuteten auf eine homophile Interaktion der  Flo11A Domäne 

hin210. Dies sollte in dieser Arbeit mit Hilfe der Oberflächenplasmonresonanz-

Spektroskopie (SPR) überprüft und quantifiziert werden. ScFlo11A wurde als 

Ligand dazu kovalent über terminale Amine (N-Terminus und ε-Aminogruppen 

von Lysin) auf einem CM5 Chip immobilisiert. Die Analyt-Lösung bestand eben-

falls aus ScFlo11A und wurde in der Flusszelle über den immobilsierten Ligan-

den geschickt.  

Dabei fließt die Analytlösung sowohl über eine Referenzelle, wo kein Ligand 

immobilisiert wurde, als auch über die Flusszelle, wo ScFlo11A immobilisiert 

wurde. Diese Referenzzelle wird stets als Kontrolle von allen Messungen abge-

zogen, sodass nur eine Flo11A-Flo11A Interaktion berücksichtigt wird, nicht 

aber eine mögliche Interaktion mit der Dextranoberfläche des CM5 Chips. Eine 

Interaktion resultiert in der Veränderung der Brechungsindeces auf der Chip-

oberfläche, was in einer Änderung des Resonanzwinkels θ gemessen wird.  

Eine konzentrationsabhängige ScFlo11A-ScFlo11A Interaktion konnte so nach-

gewiesen werden (Abbildung 31). Diese Interaktion ist allerdings stark pH-

abhängig, wie sich aus einem Vergleich zwischen pH 5,5 und 6,8 ergibt. Nur bei 

einem pH von 5,5 lässt sich eine effiziente Flo11A-Flo11A Interaktion beobach-

ten, während bei einem pH von 6,8 bereits keine Interaktion mehr festgestellt 

werden kann. Ein hierbei detektiertes negatives Signal deutet darauf hin, dass 

die Flo11A Moleküle eine größere Interaktion mit der Referenzzelle zeigen als 

mit der Flo11A-immobilisierten Flusszelle. Für die Flo11A-Flo11A Interaktion bei 

pH 5,5 konnte eine Dissoziationskonstante (KD) von 19,5 ± 2,3 µM ermittelt 

werden.  
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Abbildung 31 ScFlo11A-ScFlo11A Interaktionen bei pH 5,5 und 6,8 mittels Oberflächenplasmonre-
sonanz (Biacore). Die Sensorgramme zeigen die Flo11A-Flo11A Interaktion mit Konzentrationen 
von 5 bis 100 µM ScFlo11A in Lösung. ScFlo11A wurde auf einen CM5 Chip mit 5.000 RU (Reso-
nance Units) immobilisiert. Die Analyse wurde in Acetatpuffer pH 5,5 durchgeführt, was nahe am pI 
von ScFlo11A liegt (links). Höhere pH-Werte resultierten in sehr schwacher Wechselwirkung 
(rechts). Der Einschub zeigt die konzentrationsabhängige Veränderung in Plasmonresonanzsigna-
len (Punkte), welche mit einem 1:1 Gleichgewichts-Bindungsmodells gefittet werden konnten.   

In früheren Studien, welche hauptsächlich auf klassischer Genetik beruhen, 

wurde für die Flo11-vermittelte Adhäsion postuliert, dass sie auf hydrophoben 

Interaktionen beruhen57, 211. Die Expression von FLO11 geht außerdem mit ei-

ner Erhöhung der Hydrophobizität der Zelloberfläche von S. cerevisiae ein-

her107. Die Kristallstruktur von ScFlo11A zeigte Oberflächen-exponierte aroma-

tische Reste, welche innerhalb der Kristallpackung an Interaktionen beteiligt 

sind. Ein Großteil dieser Reste ist innerhalb der Flo11 Familie hochkonserviert.  

Eine Interaktion bei pH 5,5, nahe des pI von ScFlo11A, lässt vermuten, dass die 

Interaktion über die aromatischen Reste Tryptophan und Tyrosin erfolgt. Unter 

diesen Bedingungen zeigt die Flo11A Domäne keine Nettoladung, sodass eine 

Interaktion über die aromatischen Reste ermöglicht wird. Diese aromatischen 

Reste sind umgeben von den sauren Aminosäuren Aspartat und Glutamat, die 

erst bei einem höheren pH als dem isoelektrischen Punkt eine negative Ladung 

tragen. Bei einem pH von 6,8 trägt ScFlo11A eine Gesamtladung von -6,8 

(Tabelle 32, Abbildung 32). Treffen zwei Flo11A Domänen mit einer derartig 

negativen Ladung aufeinander, ist die Abstoßung größer als die Interaktion über 

die aromatischen Reste, sodass keine Bindung ermöglicht werden kann. Dies 
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würde auch die negativ detektierten Signale der Flo11A-Flo11A Interaktion bei 

pH 6,8 erklären.  

Tabelle 32 Oberflächenladung von ScFlo11A-His6 bei verschiedenen pH-Werten. Die Berechnung 
beruht auf den pKs Werten der isolierten Reste. Für ein gefaltetes Protein können diese Werte 
abweichen.  

pH 4,4 4,8 5,2 5,5 6,4 6,8 7,6 8,4 9,2 9,6 

Ladung 9,0 4,9 2,0 0,2 -4,3 -6,8 -10,3 -13,7 -18,3 -21,4 
 

 

Abbildung 32 Theoretische Titrationskurve von ScFlo11A (ohne His-Tag, PDB: 4UYT). Die Kurve 
wurde berechnet mit dem H++ Server212 unter den Standardeinstellungen: Dielektrizitätskonstante 
ε (εextern = 80; εIntern = 10); Ionenstärke 0,15 M, pH 4,0.  

Die Flo11A vermittelte Interaktion scheint damit nicht, wie bei den anderen 

Flokkulinen Flo1, Flo5 oder Flo9, Glykanabhängig zu sein. Dennoch gab es 

Studien, die für Flo11 eine Ca2+- und Mannose-Abhängigkeit  darlegten77. Diese 

Experimente bezogen sich allerdings auf in vivo Experimente, in denen FLO11-

exprimierenden Hefezellen verwendet wurden. Um dieser Hypothese nachzu-

gehen, wurden Bindungsstudien mit aufgereinigtem ScFlo11A und D(+)-

Mannose bzw. Ca2+ als Ligand durchgeführt. Dazu wurde isotherme Titrations-

kalorimetrie (ITC) durchgeführt und ScFlo11A in einer Konzentration von 315 

µM (in Acetatpuffer pH 5,2) in der Zelle vorgelegt. In einem ersten Experiment 

wurde lediglich CaCl2 (in Acetatpuffer pH 5,2) zutitriert. Hier konnte keine signi-

fikante Interaktion zwischen ScFlo11A und Ca2+ beobachtet werden. In einem 

zweiten Titrationsversuch wurde eine Lösung bestehend aus D(+)-Mannose 

und CaCl2 zutitriert; auch hier konnte keine Bindung beobachtet werden 

(Abbildung 33). Diese Experimente legen den Schluss nahe, dass zumindest 
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die in E. coli aufgereinigte, unglykosylierte Flo11A Domäne keine Bindung zu 

Calcium oder D(+)-Mannose aufweist.  

 

Abbildung 33 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) von Flo11A mit CaCl2 und D(+)-Mannose. (A) 
ITC Daten von Flo11A und CaCl2. 315 µM Flo11A wurden in der Zelle vorgelegt und 5 mM CaCl2 
zugegeben. (B) ITC Daten von Flo11A plus CaCl2 und D(+)-Mannose. Eine Lösung aus 6 mM CaCl2  
und 6 mM D(+)-Mannose wurden zu 315 µM Flo11A zugegeben. In beiden Experimenten konnte 
keine Änderung des Wärmesignals beobachtet werden. Alle Experimente wurden in 20 mM Acetat-
puffer pH 5,5; 150 mM NaCl durchgeführt.  

4.2.8 In vivo Studien zur Flo11A-Flo11A Interaktion 

Mittels Oberflächenplasmonresonanz wurde eine pH-abhängige Flo11A-Flo11A 

Interaktion in vitro nachgewiesen. Um diese Ergebnisse auch in vivo nachzu-

weisen,  wurden verschiedene Experimente in Kooperation mit der AG Mösch, 

Fachbereich Biologie, Philipps-Universität Marburg, durchgeführt. Dazu wurden 

von Dr. Stefan Brückner S. cerevisiae Zellen bereitgestellt, welche lediglich 

Flo11 auf der Zelloberfläche präsentieren, aber keine anderen Flokkuline. Mit 

diesen Zellen wurde die Biofilmbildung auf Plastik untersucht, da Plastikadhäsi-

on ein weiteres Merkmal der Flo11-vermittelten Adhäsion darstellt77, 116. Es 

wurden zunächst drei Konstrukte hergestellt: Das Volllängengen aus A, B und 

C-Domäne (FLO11); ein Konstrukt aus A- und B-Domäne (FLO11BC) und ein 

Konstrukt, in dem FLO11 deletiert ist (flo11Δ). Zellen, welche diese drei Kon-
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strukte auf der Zelloberfläche präsentieren, wurden bei verschiedenen pH-

Werten auf Plastikadhäsion untersucht (Abbildung 34). 

 

Abbildung 34 Biofilmbildung in Abhängigkeit von der Flo11A Domäne und des pH-Werts. Die Bio-
filmbildung auf Polystyrol wurde durchgeführt mit Hefestämmen, die FLO11 exprimieren (FLO11), 
einer Variante, die nur die FLO11BC Domäne exprimiert (FLO11BC) und einer Deletionsvariante 
(flo11Δ), die kein FLO11 exprimiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von mindes-
tens drei unabhängigen Messungen. Durchführung von Dr. Stefan Brückner, AG Mösch. 

Die Plastikadhäsion scheint stark von der A-Domäne abzuhängen, da sowohl 

die flo11Δ-Variante, als auch die FLO11BC, keine Adhäsion mehr zeigen. Das 

vollständige FLO11 Konstrukt hingegen zeigt eine sehr effiziente Adhäsion bei 

pH 6,0 und 7,0, aber reduzierte Adhäsion bei pH 5,0 und 7,8 – 8,0 und eine 

vollständig inhibierte Biofilmbildung bei pH 8,5.  

Diese pH Sensitivität stimmt mit der Verteilung der aromatischen Bänder und 

der oberflächen-exponierten sauren Aminosäuren überein. Die sauren Reste 

verursachen eine elektrostatische Abstoßung bei höherem pH. Allerdings 

scheint die in vivo Adhäsion im Vergleich mit den in vitro Analysen auch bei 

neutralem pH zu funktionieren. Dabei muss man bedenken, dass das negative 

Oberflächenpotential auf der Hefezelloberfläche (Zeta-Potential bis zu -40 mV) 

die pKs Werte von exponierten deprotonierbaren Gruppen beeinflusst, sodass 

eine Deprotonierung von Carboxylatgruppen bis ca. pH 7 verhindert sein 

kann213.  
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Um eine Flo11-vermittelt Adhäsion in vivo zu visualisieren, wurden mit den 

Flo11 präsentierenden Zellen und Zellen ohne Flo11 (Kontrolle) elektronenmik-

roskopische Untersuchungen mittels FIB-SEM durchgeführt. Diese wurden in 

Kooperation mit Dr. Daniel Rhinow vom MPI für Biophysik in Frankfurt verwirk-

licht.  

Flo11 präsentierende S. cerevisiae Zellen wurden in der logarithmischen 

Wachstumsphase geerntet und in eine Epoxidmatrix eingebettet. Solche Blöcke 

wurden mittels FIB-SEM auf Zell-Zell-Kontakte analysiert. Bei dieser bildgeben-

den Methode wird ein fokussierter Ionenstrahl (FIB, engl. Focus Ion Beam) zei-

lenweise über den gewünschten Bereich des Zellblocks geführt.  Die dabei aus 

der Oberfläche heraustretenden Sekundärelektronen werden detektiert und er-

möglichen eine Tomographie der Zell-Zell-Kontakte (Abbildung 35).  

 

Abbildung 35 FIB-SEM-Tomographie von Zell-Zell-Kontakten in FLO11 exprimierenden S. cerevisi-
ae Zellen. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die filamentöse Struktur der Zell-Zell-
Kontakte (Pfeile). Die 3D Rekonstruktionen der Zellwände von verschiedenen, FLO11-
exprimierenden Zellen sind in blau, türkis und lila dargestellt, während die Flo11-Flo11-
Interaktionsschicht in gelb gezeigt ist. Die Kontrolle auf der rechten Seite zeigt Zellen, die nur die 
FLO11BC Domäne exprimieren und keine Interaktionsstellen hervorbringen (Pfeile). Durchführung 
von Dr. Daniel Rhinow, MPI Frankfurt.  

Für die Stämme, welche lediglich die FLO11BC Domäne auf der Zelloberfläche 

exprimieren, konnten zwar enge Zell-Zell-Kontakte beobachtet werden, aber 

keine offensichtlichen interzellulären Strukturen. Im Gegenzug wurde bei den 

FLO11 exprimierenden Zellen ein Zwischenraum von ca. 100-200 nm ausge-

macht,  der mit filamentösem Material gefüllt war. Diese intrazellulären Fasern 
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korrespondieren in ihren Abmessungen zu oberflächenexponierten Flo11 Mole-

külen (Vollängenprotein: 1.325 Aminosäuren), da sie in der Kontrolle fehlen. Die 

3D Rekonstruktionen dieser Zell-Zell-Kontakte demonstrieren Flo11-Flo11-

Interaktionen, die sich bei Kontakt ausbilden. Dennoch scheint die Ge-

samtstruktur dieses interzellulären Materials eher ungeordnet.  

4.2.9 Mutationsstudien an aromatischen Resten von ScFlo11A 

Die Kristallstruktur von ScFlo11A zeigte für ein lösliches Protein ungewöhnlich 

viele oberflächenexponierte aromatische Reste, welche zudem innerhalb der 

Flo11 Familie zum Großteil hochkonserviert und in zwei Bändern an den Enden 

der Domäne angeordnet sind. Diese Tryptophan- und Tyrosinreste bildeten 

Kristallkontakte in beiden Kristallformen aus. Dabei waren diese Kristallkontakte 

hauptsächlich im aromatischen Band I lokalisiert (Abbildung 36). Die anschlie-

ßenden SPR Analysen zeigten eine homophile Flo11A-Flo11A Interaktion, die 

allerdings nur stattfand, wenn die Oberflächenladung der Flo11A Domäne redu-

ziert ist. Diese Experimente legten eine hydrophobe Interaktion über die aroma-

tischen Reste nahe.  

 

Abbildung 36 Tryptophan- und Tyrosinreste des Aromatic band I, die für eine Flo11A-Flo11A Inter-
aktion verantwortlich sein könnten. Die Reste Y111, Y113, Y118, W166 und W168 bilden Kristallkon-
takte zwischen symmetrieverwandten Flo11A Domänen aus und sind in der Mitte vergrößert darge-
stellt.  

 

 



Ergebnisse 

113 
 

Um diese Hypothese zu überprü-

fen, wurden mehrere Reste in-

nerhalb des Aromatic band I mu-

tiert und die Effekte der Flo11A-

vermittelten Agar-Adhäsion in 

vivo untersucht. Diese Experi-

mente wurden von Dr. Stefan 

Brückner durchgeführt. Der 

Schwerpunkt lag dabei auf den 

Resten  Y111, Y113, Y118, W166 

und W168. Die Flo11A Domäne 

scheint ausreichend und notwen-

dig für die Agar-Adhäsion zu sein, 

da Stämme, die lediglich die 

Flo11BC Domäne auf der Zell-

oberfläche präsentieren, keine 

Adhäsion zeigen (Abbildung 37). 

Punktmutationen gegen einzelne 

Reste innerhalb der A-Domäne 

führten zu fast keiner Beeinträch-

tigung der Adhäsion. Eine Dop-

pelmutation der Reste W166 und W168 zu Serin, einer polaren Aminosäure, 

zeigte nur einen sehr geringen Effekt, der allerdings deutlicher wurde, wenn 

beide Reste zu Aspartat, einer sauren Aminosäure, ausgetauscht wurden. Ähn-

lich verhält es sich mit dem Tyrosin Cluster aus Y111, Y113 und Y118. Ein Aus-

tausch der drei Reste zu Alanin, einer unpolaren/hydrophoben Aminosäure, 

zeigte ein nahezu ähnliches Adhäsionsverhalten wie der Wildtyp Flo11. Wurden 

die drei Tyrosine allerdings gegen Aspartat getauscht, zeigte sich eine signifi-

kant schlechtere Adhäsion an Agar. Wurden die Doppelmutante W166S, 

W168S und die Tripelmutante Y111D, Y113D, Y118D kombiniert, konnte die 

Adhäsion fast vollständig aufgehoben werden.  

 

Abbildung 37 In vivo Agar-Adhäsion von Hefestäm-
men, welche Flo11 bzw. Mutationsvarianten davon auf 
auf der Oberfläche präsentieren. Die Stämme wurden 
für drei Tage auf Agarplatten angezogen und vor 
(Wachstum) und nach Abwaschen von nicht-
adhäsiven Stämmen (Adhäsion) fotografiert.  
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Um die Eigenschaften der Tripelmutante Y111D; Y113D; Y118D näher quantifi-

zieren zu können, wurde diese auch in vitro untersucht. Dazu wurde die 

Gensequenz in den Expressionsvektor pET28a kloniert und analog zum Wildtyp 

in E. coli T7 SHuffle Express Zellen überexprimiert und aufgereinigt. Die Aus-

beute war mit durchschnittlich 12 m/L Kultur ähnlich wie die des Wildtyps und  

auch die präparative Gelfiltration zeigte ein ähnliches Elutionsverhalten. Die 

aufgereinigte Mutante wurde anschließend mittels CD Spektroskopie auf ihre 

Faltung hin untersucht, wobei sich die FernUV-Spektren des Wildtyps und der 

Mutante nicht unterschieden, sodass von einer korrekten Faltung der Mutante 

ausgegangen werden konnte (Abbildung 38A).   

 

Abbildung 38 In vitro Charakterisierung der Tripel-Tyrosin-Mutante Y111D; Y113D; Y118D. (A) Prä-
parative Größenausschlusschromatographie und CD Spektroskopie. Der Einschub zeigt FernUV 
Spektren des Wildtyps (schwarz) im Vergleich mit der Mutante (rot). (B) Oberflächenplasmonreso-
nanz (Biacore) der Mutante bei pH 5,5. Die Mutante wurde auf einen CM5 Chip mit 4000 RU immobi-
lisiert und für die Interaktionen in einem Konzentrationsbereich von 50 bis 600 µM in Lösung ein-
gesetzt.  Der Einschub zeigt die konzentrationsabhängige Veränderung in Plasmonresonanzsigna-
len (Punkte), welche mit einem 1:1 Gleichgewichts-Bindungsmodels gefittet werden konnten.   

Im Anschluss wurde die Mutante mittels Oberflächenplasmonresonanz auf ihr 

homophiles Interaktionsverhalten und ihre Affinität hin untersucht. Die Analysen 

wurden analog zur Untersuchung des Wildtyps durchgeführt. Dazu wurde die 

Mutante auf einen CM5 Chip immobilisiert und ebenfalls in Lösung von 50 bis 

600 µM eingesetzt. Der Konzentrationsbereich musste im Vergleich zum Wild-

typ größer gewählt werden, da eine Absättigung des immobilisierten Liganden 

nur bei deutlich höheren Konzentrationen erreicht wurde.  

Für die homophile Interaktion der Tripeltyrosinmutante bei pH 5,5 konnte eine 

Dissoziationskonstante (KD) von 0,42 ± 0,11 mM ermittelt werden (Abbildung 
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38B). Die homophile Affinität des Wildtyps ist damit 21-mal höher im Vergleich 

mit der Mutante (Abbildung 38B). Diese Daten zeigen, dass die gesammelten 

Eigenschaften der aromatischen Cluster in Band I kritisch sind für eine homo-

phile Flo11A-Flo11A Interaktion in vivo und in vitro.  

Um die Interaktionseigenschaften des unteren aromatischen Bandes (Aromatic 

band II) zu überprüfen, wurden die oberflächenexponierten Reste Y196, W144, 

Y133 ausgesucht und analog zur Tripeltyrosinmutante gegen Aspartat ausge-

tauscht (Abbildung 39). Diese Mutante zeigte in einem in vivo Waschassay eine 

ebenso stark verminderte Adhäsion, wie die Tripeltyrosinmutante. Allerdings 

bilden diese Reste innerhalb der Kristallpackung keine Kristallkontakte zuei-

nander aus. Um diese Mutante näher zu untersuchen, wurde sie ebenfalls auf-

gereinigt und in vitro charakterisiert.  

 

Abbildung 39 Tryptophan und Tyrosinreste des unteren aromatischen bandes (Aromatic Band II). 
Die Reste wurden wurden für eine Mutationsanalyse in vitro gewählt, da diese Mutante in einem in 
vivo Waschassay eine stark verminderte Adhäsion zeigte. Diese Reste bilden allerdings keine Kris-
tallkontakte aus.  

Die Mutante konnte löslich produziert werden, allerdings zeigte sie ein anderes 

Elutionsverhalten als der Wildtyp bei der Größenausschlusschromatographie 

(Abbildung 40A). Während der Wildtyp bei ca. 100 mL eluiert, war dies bei der 

Mutante bereits bei ca. 50 mL der Fall. Da das Durchbruchvolumen der Säule 

bei ca. 45 mL liegt, wurde vermutet, dass die Mutante nicht korrekt gefaltet ist. 
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Dennoch wurden die Fraktionen des Hauptpeaks bei 50 mL gesammelt, ankon-

zentriert und ein FernUV CD-Spektrum aufgenommen (Abbildung 40B). Dabei 

zeigt sich, dass die Mutante eine völlig andere, ungeordnete Faltung aufweist 

als der Wildtyp. Eine weitere Charakterisierung wurde daher nicht vorgenom-

men.  

 

Abbildung 40 In vitro Charakterisierung der S288C Flo11A Mutante Y133D, W144D, Y196D. (A) Prä-
parative Gelfiltration der Mutante (schwarz) im Vergleich mit dem Wildtyp (rot). Der peak des Wild-
typs ist nur bis 900 mAu dargestellt und durch eine gestrichelte Linie angezeigt. (B) CD FernUV 
Spektren der Mutante bei verschiedenen Puffern bzw. pH-Werten (schwarz, rot, grün) im Vergleich 
mit dem Wildtyp (blau). Sowohl Größenausschlusschromatographie, als auch CD Spektroskopie 
zeigen, dass die Mutation im unteren Band zu einer nicht-nativen Faltung führen.  

4.2.10  SAXS Analysen der ScFlo11A Domäne 

Die Rekonstruktion der Kristallpackung in Abschnitt 2.2.4 zeigte, dass Kristall-

kontake durch aromatische Reste gebildet wurden. Um zu überprüfen, ob phy-

siologisch relevante Dimerbildung in Lösung stattfindet, wurde ScFlo11A mittels 

Kleinwinkelstreuung (SAXS) untersucht. SAXS kann Daten zu Partikelform und 

Partikelgröße in Lösung von Strukturen von 1 bis 100 nm liefern. Dafür wurde 

ScFlo11 in verschiedenen Konzentrationen bei pH 8 und pH 5,5 eingesetzt. 

Ausgehend von den Daten aus der Oberflächenplasmonresonanz sollte bei pH 

8 ScFlo11A als Monomer vorliegen und bei pH 5,5 sollten sich konzentrations-

abhängig dimere Spezies bilden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 41 darge-

stellt. Die Pair-distribution function zeigt die Distanzverteilung innerhalb des 

Partikels. Sie kann durch eine Fourier Transformation direkt aus der Streukurve 

berechnet werden. Aus dieser Kurve kann dann z.B. die maximale Distanz, die 

in dem gestreuten Partikel beobachtet werden kann (Dmax), abgelesen werden. 
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Von der 1D pair-distribution function kann anschließend eine 3D Hülle berech-

net werden.  

 

Abbildung 41 SAXS Experimente von ScFlo11A bei verschiedenen pH-Werten. (A) SAXS Experi-
mente von ScFlo11A bei pH 8. (B) SAXS Experimente von ScFlo11A bei pH 5,5. Der Konzentrati-
onsbereich lag bei 1-5 mg/mL. Die pair-distribution function wurde mit Hilfe von GNOM 
berechnet214. Dmax wurde durch Autognom bestimmt. Die Berechnung der Hülle erfolgte mit DAM-
MIF199. Die Strukturen von ScFlo11A wurden manuell in die Hüllen eingepasst.  

Die SAXS Daten zeigen, dass ScFlo11A sowohl bei pH 8, als auch bei pH 5,5 

als monomere Spezies vorzuliegen scheint, wie auch anhand der berechneten 

Hüllen zu sehen ist. Die gelöste Struktur wurde manuell in die Hülle eingepasst. 

Die linke Seite der Kristallstruktur zeigt konvex geformte Loop-Regionen, die 

sich auch in den Hüllen wieder finden. Der Stab-ähnliche Ansatz der Hülle fin-

det sich hingegen nicht in der Kristallstruktur, da sich die Struktur in Lösung in 

einigen Punkten von der Kristallstruktur unterscheidet. In der Kristallstruktur ist 

der His6-Tag nicht definiert, welcher aber Dmax erhöhen und zur Heterogenität 

der modellierten Molekülhülle beitragen kann215. Zudem verfügt das Protein in 

Lösung über zusätzliche Aminosäure-Reste, die von dem Expressionsvektor 

stammen. Ein weiterer Punkt ist, dass ab initio Methoden, welche eine 3D Hülle 
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aus einer 1D Streukurve zu rekonstruieren wollen, nicht nur eine einzige Lö-

sung liefern216. Im Anhang befinden sich die Streukurven, Guinier Plots und 

Kratky Plots.  

4.3 Die Flo11A Domäne aus Saccharomyces cerevisiae Σ1278b 

Die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae Σ1278b stellt ein Ortholog zur Flo11A 

Domäne aus S. cerevisiae S288C dar und unterscheidet sich von letztgenann-

ter hauptsächlich durch eine Insertion von 15 Aminosäuren (Abbildung 42). 

Desweiteren gibt es ein weiteres Cysteinpaar, C128/C179, welches vermutlich 

eine zusätzliche Disulfidbrücke ausbilden kann.  

 
Abbildung 42 Sequenzalignment der beiden Flo11A Domänen aus S. cerevisiae S288C und Σ 
1278b. Der größte Unterschied besteht in einer Insertion von 15 Aminosäuren (blau) und einer 
möglichen weiteren Disulfidbrücke zwischen C128 und C179. Die anderen Disulfidbrücken bilden-
den Cysteine sind konserviert und gelb hervorgehoben.  

Bei in vivo Experimenten (AG Mösch) zeigte diese Flo11A Variante eine deut-

lich stärkere Adhäsion an Agar als die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae 

S288C. Zu Beginn dieser Arbeit lag die Flo11A Domäne aus S. cerevisiae 

Σ1278b kloniert in pET28a vor und konnte so analog zu ScFlo11A aufgereinigt 

werden. Die Ausbeute war mit etwa 10-12 mg/L Kultur vergleichbar mit 

ScFlo11A und Σ1278b zeigte eine ebenso hohe Löslichkeit. Für die Kristallisati-

on wurde das Protein daher auch in einem Acetatpuffer nahe des pI eluiert. Da-

bei wurde Σ1278b sowohl mit His6-Tag als auch die thrombinbehandelte Varian-
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te ohne His6-Tag eingesetzt in Konzentrationen von 40 bis 50 mg/mL. Zum Ein-

satz kamen die Screens Anions, Classics Lite, JCSG+, JCSG Core I-IV, MBC I 

und II, Morpheus, PACT und darauf aufbauende Optimierungen. Da die spon-

tane Kristallisation bei ScFlo11A sehr schwierig war, wurden auch Nanopartikel 

als keimbildende Katalysatoren eingesetzt. Es konnten allerdings keine Kristalle 

erhalten werden (Abbildung 43). Lediglich eine Phasentrennung konnte in meh-

reren Bedingungen beobachtet werden.  

 

Abbildung 43 Kristallisation von Σ1278b in verschiedenen Bedingungen. (A) Anions H4. (B) JCSG 
Core I B7. (C) JCSG Core I C7. (D) MBC II A11. (E) Optimierung 1: 0,1 M Na3Citrat, pH 6; 1 M Li2SO4; 
4 % PEG 4000. (F) Optimierung 2: 0,1M Na3Citrat, pH 8; 1,5 M Li2SO4; 12 % PEG 4000. Für A-D wur-
de Σ1278b ohne His6-Tag verwendet, für E und F Σ1278b ohne His6-Tag. Die Kristallisation wurde 
bei 4 °C durchgeführt.  

Da es nicht möglich war, Kristalle von Σ1278b zu erhalten, wurde ein Homolo-

giemodell mit Hilfe der Software Modeller180 und der Struktur von ScFlo11A als 

Templat erstellt (Abbildung 44).  

Der Vergleich der beiden Strukturen zeigt, dass die Gesamtstruktur mit einem 

r.m.s.d. von 0,192 Å über 142 Atome sehr ähnlich ist. Drei Disulfidbrücken 

scheinen konserviert vorzuliegen, während eine vierte zwischen der Σ-

spezifischen Insertion und der 310-Helix durch eine gestrichelte Linie angedeu-

tet ist. Die Insertion liegt strukturell auf Höhe des Tripeltyrosinclusters der 

ScFlo11A Domäne, der an der Ausbildung von Kristallkontakten in der Kristall-

struktur von ScFlo11A beteiligt war. Möglicherweise stört die Insertion die Aus-

bildung von Kristallkontakten, weshalb keine Kristalle erzeugt werden konnten. 

Die Kristallisationsexperimente in Abbildung 43 zeigen, dass es lediglich zur 
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Phasentrennung kommt. Phasentrennung ist gekennzeichnet durch kleine Trop-

fen, welche erhöhte Proteinkonzentration aufweisen, was eine Vorstufe zur 

Kristallbildung sein kann.  

 

Abbildung 44 Homologiemodell der Flo11A Domäne aus S. cerevisiae Σ1278b (blau) im Vergleich 
mit der Kristallstruktur von Flo11A aus S. cerevisiae S288C (grün). Drei Disulfidbrücken sind kon-
serviert, während eine mögliche weitere durch eine gestrichelte Linie angedeutet ist. Der r.m.s.d. 
beträgt 0,192 Å über 147 Cα Atome.  

Mit Hilfe des Programms MODELLER wurde die vierte Disulfidbrücke zwischen 

den Cystein-Resten geknüpft und über MD Simulation auf konformationelle 

Stabilität überprüft (Abbildung 45). In einer Simulation über 100 ns zeigte sich, 

dass ΣFlo11A eine stabile Konformation beibehält. Durch die Formierung der 

Disulfidbrücke scheint sich die 310-Helix, so wie in Abbildung 45 zu sehen ist, 

auf einen Teil zu verkürzen. Auch wenn das Modell bzw. die Simulation nicht 

die Kristallstruktur ersetzten kann, zeigte sich, dass die Insertion und die vierte 

Disulfidbrücke einen strukturellen Einfluss auf Flo11A haben.  
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Abbildung 45 Screenshot der MD Simulation des Homologiemodells von ΣFlo11A (Templat: 
ScFlo11A 4UYR) mit ausgebildeter vierter Disulfidbrücke. Die MD Simulation wurde für 100 ns, 300 
K, konstantem Druck und ff14sb Kraftfeld mit dem Programm AMBER14217 durchgeführt.  

4.4 Expression von Flokkulinen in Komagetaella pastoris 

Die Flokkuline des PA14- und Flo11-Typs wurden in S. cerevisiae bereits sehr 

gründlich untersucht. Die methylotrophe Hefe Komagataella pastoris verfügt 

ebenfalls über Flokkuline, allerdings ist über ihre Regulation und adhäsiven Ei-

genschaften nicht viel bekannt. In einer Studie von Zhang et al. wurde K. pasto-

ris nach GPI-verankerten Zellwandproteinen untersucht200. Dabei wurden Flo5- 

und Flo11-artige Orthologe identifiziert. Da die Sequenzidentität zu den S. cere-

visiae Pendants auf 25 bis 30 % limitiert ist, wurde in dieser Arbeit das Tran-

skriptom von K. pastoris GS115 auf Expression der FLO5- und FLO11-artigen 

Gene untersucht (Abbildung 46). K. pastoris Kulturen wurden in YEPD Medium 

in exponentieller (OD600 ≈ 0,8) und stationärer Wachstumsphase (OD600 ≈ 2,3) 

geerntet und die RNA extrahiert. Die gebildeten Transkriptmengen wurden durch 

qRT-PCR relativ zur Expression des Haushaltsgens ACTIN (ACT1) bestimmt. 

K. pastoris verfügt über zwei Flo11-artige und zwei Flo5-artige Proteine, die alle 

unter normalen Laborbedingungen produziert werden. Die relativen Expressi-

onsmengen von KPFLO11-1 und KPFLO11-2 sind vergleichbar, obwohl die Ex-

pression von KPFLO11-1 fast zweimal so stark ist. Die Expression der Flo5-

artigen KPFLO1 und KPFLO2 unterscheidet sich dahingehend, dass KPFLO2 

ähnlich stark wie das Haushaltsgen ACTIN exprimiert wird, während KPFLO1 
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eine ca. achtmal so hohe Menge an gebildetem Transkript aufweist. Interessan-

terweise bilden die Flo11-artigen Gene KPFLO11-1 und KPFLO11-2 während 

der exponentiellen Wachstumsphase mehr Transkript als in der stationären 

Phase.  

 

Abbildung 46 In vivo Analyse und Domänenarchitektur von PA14-Typ und Flo11-Typ Proteinen aus 
K. pastoris. (A) Bestimmung der relativen Transkriptmengen von PA14-Typ und FLO11-Typ Ortho-
logen in K. pastors GS115 mittels qRT-PCR. Die Genexpression wurde auf ACTIN normalisiert mit 
der ∆CT Methode. (B) Domänenarchitektur von PA14-Typ und Flo11-Typ Proteinen aus K. pastoris. 
Die repetitiven Einheiten der B-Domäne sind als kleine Kugeln dargestellt. Die Längen der einzel-
nen Domänen sind in Aminosäuren angegeben (As). 

Zusammen mit den Ergebnissen der Studie von Zhang et al.200 kann für die 

FLO5- und FLO11-artigen Orthologe in K. pastoris deshalb gesagt werden, 

dass sie exprimiert (diese Arbeit) und in der in der Zellwand verankert werden 

(Zhang et al.).  

4.5 Die Flo11A1 Domäne von KpFlo11-1 aus K. pastoris 

Die Flo11A Domäne kommt fast ausschließlich im Reich der Pilze vor. Dabei 

findet sich die Flo11A Domäne meistens am N-Terminus nach einer Signalse-

quenz für den Export zur Zellwand. Es gibt allerdings auch Flo11 Orthologe mit 

bis zu drei Flo11A Domänen in verschiedenen Anordnungen. Das Genprodukt 

von KPFLO11-1 aus K. pastors (Uniprot: C4R2D7) besitzt zwei Flo11A Domä-

nen. Jede Flo11A Domäne davon hat eine Länge von 158 Aminosäuren, wel-

che durch eine Serin/Threonin-reiche B1 Linkerregion getrennt werden. Diese 

ist höchstwahrscheinlich stark glykosyliert (Abbildung 47A). Die beiden Flo11A 
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Domänen von KpFlo11-1, KpFlo11A1 und KpFlo11A2, unterscheiden sich nur 

durch sehr wenige Reste (Abbildung 47C).  

 

Abbildung 47 Domänenarchitektur und Funktionsanalyse von KpFlo11-1. (A) Domänenarchitektur 
von KpFlo11-1. Die repetitiven Einheiten der B-Domäne sind als kleine Kugeln dargestellt. Die Län-
gen der einzelnen Domänen sind in Aminosäuren angegeben (As). (B) Agar-Adhäsions-Assay von 
Hefestämmen, welche die erste Flo11 Domäne von KpFlo11-1 auf der Zelloberfläche präsentieren 
(KpFlo11-1) bzw. KpFlo11-1 ohne die A-Domäne (FLO11BC). (C) Sequenzalignment der beiden 
Flo11A Domänen von KpFlo11-1. Sterne zeigen identische Reste, Doppelpunkte verwandte Reste 
und Leerzeichen andere Reste. Die Sequenzidentität zwischen den beiden Domänen beträgt 97,4 
%. Das Sequenzalignment wurde mit Clustal omega erstellt203.  

Dabei sind keine aromatischen oder sauren Reste der oberflächenexponierten 

Bänder betroffen, welche eine wichtige Funktion für die Adhäsion haben. Da die 

Sequenzidentität zwischen beiden Flo11A Domänen bei 97,4 % liegt, wurde die 

erste Domäne (KpFlo11A1) als repräsentativer Vertreter gewählt.  

Diese Flo11A Domäne besitzt lediglich eine Sequenzidentität von nur 30 % zur 

Flo11A Domäne aus S. cerevisiae (ScFlo11A). Daher wurde KpFlo11A1 in 

einem Agar-Adhäsions-Assay, analog zu Abschnitt 2.2.9, auf Funktionalität 

überprüft. S. cerevisiae Zellen, welche KpFlo11A1 auf der Zelloberfläche 

präsentieren wurden auf Agarplatten ausplattiert und mit Wasser abgewaschen, 

wodurch nicht-adhäsive Zellen entfernt werden. Dieser Test zeigt, dass 



Ergebnisse 

124 
 

KpFlo11A1 auf der Zelloberfläche präsentiert wird und in diesem in vivo Assay 

ähnliche Adhäsionseigenschaften aufweist wie ScFlo11A aus S. cerevisiae 

(Abbildung 47B).  

4.5.1 Produktion und Aufreinigung von KpFlo11A1 

Klonierung, Expression und Aufreinigung wurden analog zu ScFlo11A durchge-

führt. KPFLO11A1 wurde mit N-terminalem His6-Tag in den Expressionsvektor 

pET28a kloniert und im E. coli T7 SHuffle Express überexprimiert. KpFlo11A1-

His6 besitzt ein Molekulargewicht von 21989,4 Da, einen theoretischen iso-

elektrischen Punkt von 5,51 und einen Extinktionskoeffizienten (ε280) von 59400 

M-1cm-1. Diese physiko-chemischen Eigenschaften sind denen von ScFlo11A 

ähnlich. Im Rahmen der Aufreinigung konnte nahezu sauberes Protein erhalten 

werden (Abbildung 48A). Die Ausbeute lag dabei ebenfalls zwischen 12 und 14 

mg pro Liter Kultur. Bei der präparativen Gelfiltration zeigte sich bei Verwen-

dung eines Laufpuffers von pH 7,5 neben der monomeren Spezies auch ein 

Peak bei der Größe des Dimers von KpFlo11A1. Bei einem pH von 5,5 wurde 

dagegen ausschließlich monomeres KpFlo11A1 erhalten (Abbildung 48B). 

 
Abbildung 48 Aufreinigung von KpFlo11A1. (A) NiNTA und Gelfiltration von KpFlo11A1. Die Elution 
bei der NiNTA erfolgte mit 100 mM Imidazol. Nach der Gelfiltration konnte sauberes KpFlo11A1 
erhalten werden. (B) Chromatogramm der Gelfiltration. Die Elution erfolgte in 20 mM Acetatpuffer 
(pH 5,5) und 20 mM HEPES Puffer (pH 7,5). Bei pH 7,5 tritt eine dimere Spezies auf, die bei pH 5,5 
nicht zu beobachten ist.  
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Abbildung 61 SAXS Analyse der dimeren Spezies von ScFlo11A und KpFlo11A1. Die Fraktionen 
wurden aus den präparativen Gelfiltrationen gewonnen (Abbildung 16 für ScFlo11A und Abbildung 
48 für KpFlo11A1). Die Konzentrationen lagen zwischen 1 und 5 mg/mL. Die pair-distribution func-
tion wurde mit Hilfe von GNOM berechnet214. Dmax wurde durch Autognom bestimmt. Die Berech-
nung der Hülle erfolgte mit DAMMIF199. Die Strukturen von KpFlo11A1 und ScFlo11A wurden ma-
nuell in die Hüllen eingepasst. 

Die SAXS Experimente der dimeren Spezies legen den Schluss nahe, dass es 

sich bei den dimeren Fraktionen aus der Größenausschlusschromatographie 

nicht um eine physiologische relevante Dimerbildung handelt, sondern um zwei 

Flo11A Domänen, die möglicherweise über falsch geknüpfte Disulfidbrücken in 

der Apical region verbunden sind. Im Anhang befinden sich die Streukurven, 

Guinier Plots und Kratky Plots.  
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Abbildung 62 Dynamic Light Scattering der monomeren Spezies von ScFlo11A bei pH 5,5. Links ist 
der Durchschnitt der Partikelverteilung gezeigt mit der Kristallstruktur von ScFlo11A als Einschub. 
Rechts die zeitliche Entwicklung der Partikelverteilung. Die Konzentration von ScFlo11A betrug 10 
mg/mL. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt.  

Um zu überprüfen, ob sich bei pH 5,5 dimere Spezies bilden können, wurde 

eine Lösung von 10 mg/mL ScFlo11A in Acetatpuffer pH 5,5 mittels Dynamic 

Light Scattering (DLS) untersucht. Mit Hilfe von DLS kann die Größe und Grö-

ßenverteilung von Molekülen und Partikeln in einer Lösung untersucht werden. 

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 62 dargestellt. Der durch-

schnittliche hydrodynamische Radius der Proteinlösung zeigt einen Peak, der 

zur Größe der monomeren Spezies passt. Der zeitliche Verlauf zeigt ebenfalls 

die Stabilität des Monomers über einen Zeitraum von mehr als 5 Stunden.  

Auch unter den Bedingungen von pH 5,5 scheinen sich demnach keine mess-

baren dimeren Spezies in Lösung zu bilden, die auch physiologisch relevant 

sind. Ein möglicher Grund hierfür könnte sein, dass es kein genau definiertes 

Interaktions-Interface einer 1:1 Flo11A-Flo11A Bindung gibt.  
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4.6 Die Flo11A Domänen KpFlo11-2A und KpFlo11-3A 

In Komagataella pastoris finden sich neben KpFlo11-1 noch zwei weitere Ver-

treter aus der Flo11 Familie. Diese wurden analog zu KpFlo11-1 als KpFlo11-2 

und KpFlo11-3 bezeichnet. Beide Proteine verfügen über eine einzelne N-

terminale Flo11A Domäne, die jeweils eine sehr hohe Sequenzidentität von 93 

% zueinander aufweisen (Abbildung 63). Zu KpFlo11-A1 zeigen beide Domä-

nen nur jeweils eine Sequenzidentität von 66 %.  

 

Abbildung 63 Sequenzidentitäten von Flo11A Domänen aus Komagataella pastoris. Die Angaben 
beziehen sich auf die prozentuale Sequenzidentität und wurden mittels Clustal Omega berechnet.  

4.6.1 Produktion von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A 

Die Gensequenzen von KPFLO11-2A und KPFLO11-3A wurden in den Expres-

sionsvektor pET28a mit N-terminalem His6-Tag kloniert. Die Expression erfolgte 

analog zu KpFlo11A1 in E. coli T7 Shuffle Express mit 0,05 mM IPTG als Induk-

tion. Die Ausbeute lag mit 12-15 mg/mL im vergleichbaren Rahmen zu den an-

deren Flo11A Domänen. Die präparative Größenausschlusschromatographie 

nach der NiNTA zeigt, dass saubere, monomere Proben von beiden Flo11A 

Domänen erhalten werden konnten (Abbildung 64).  
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Abbildung 64 Präparative Größenausschlusschromatographie von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A. 
KpFlo11-2A wurde mit einer Superdex 200 16/60 aufgereinigt, KpFlo11-3A mit einer Superdex 75 
16/60. Als Laufpuffer wurde 20 mM HEPES, pH 7,50 mM NaCl verwendet.  

Die Fraktionen auf Höhe des Monomers und die Fraktionen des Dimers wurden 

ankonzentriert und mittels reduzierender SDS-PAGE auf Reinheit und Größe 

untersucht (Abbildung 65). Das theoretische Molekulargewicht beträgt für beide 

Flo11A Domänen 21 kDa und diese konnten auch als saubere, monomere 

Fraktioen erhalten werden. Die dimere Spezies von KpFlo11-3A wurde eben-

falls auf das Gel aufgetragen und läuft auf der Höhe der erwarteten Größe des 

Dimers (ca. 42 kDa).  

 

Abbildung 65 SDS PAGE von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A nach präparativer Größenausschluss-
chromatographie.  
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4.6.3 Kristallisation von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A 

KpFlo11-2A und KpFlo11-3A zeigten ihre größten Faltungsstabilitäten bei pH 7. 

Daher wurden beide Domänen für die Kristallisation in 20 mM HEPES, pH 7, 

50 mM NaCl eluiert. Die Konzentration für KpFlo11-2A betrug 46 mg/mL und 49 

mg/mL für KpFlo11-3A. Zum Einsatz kamen die sparse matrix screens AmSO4, 

Anions, Classics, Classics Lite, Cryos, JCSG+, JCSG Core I, JCSG Core II, 

JCSG Core III, JCSG Core IV, MBC I, MBC II, PACT, und JB Penta bei 4 °C 

und 18 °C.  

Für beide Flo11A Domänen konnten keine Kristalle unter den oben genannten 

Bedingungen erhalten werden. Daher wurde eine Modellierung der Primärse-

quenzen mit Hilfe des Programms MODELLER und der Kristallstruktur von 

ScFlo11A als Templat durchgeführt (Abbildung 67).  

 

Abbildung 67 Homologiemodelle von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A im Vergleich mit den Kristall-
strukturen von ScFlo11A und KpFlo11A1. Die Modellierung von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A wurde 
mit dem Programm MODELLER und der Kristallstruktur von ScFlo11A als Templat durchgeführt. 
Die Positionen der Cysteine bzw. Disulfidbrücken sind von 1 bis 4 nummeriert.  

Die Modelle von KpFlo11-2A und KpFlo11-3A zeigen, dass die FN3 Domäne 

den Modellen zufolge auch hier konserviert ist. Das Vorhandensein von Disul-

fidbrücken scheint sich bei allen vier Flo11A Domänen zu unterscheiden. Durch 

einen strukturellen Vergleich konnten vier Positionen von Disulfidbrücken identi-

fiziert werden (Abbildung 67). Die Disulfidbrücken 1-3 sind in ScFlo11A und 

KpFlo11A1 konserviert, während KpFlo11A1 noch eine weiter auf Position 4 

besitzt. Bei KpFlo11-2A und KpFlo11-3A scheinen die Positionen 1, 2 und 4 

vorhanden zu sein, während hier die dritte zu fehlen scheint. Das Fehlen dieser 



Diskussion 

166 
 

Interessanterweise sind diese drei Disulfidbrücken bei KpFlo11-2A und 

KpFlo11-3A nicht konserviert, sondern lediglich zwei von drei Disulfidbrücken in 

der Neck region (Abbildung 67, Abschnitt 4.6.3). Ein weiterer Unterschied be-

steht in β6 von Faltblatt I, welches bei KpFlo11A1 teilweise in die Neck Region 

hineinreicht, so dass diese aus nur drei β-Strängen besteht und nicht aus vier, 

wie bei ScFlo11A.  

In dem Linker zwischen der Neck Domäne und der FN III Domäne findet sich 

bei ScFlo11A eine kleine α-Helix, welche bei KpFlo11A1 fehlt und stattdessen 

an dieser Position eine ungeordnete Konformation vorliegt (Abbildung 75).  

 

Abbildung 75 Vergleich der Apical region von ScFlo11A und KpFlo11A1. Die Helices sind als Zylin-
der dargestellt. Die Apical region ist in braun (KpFlo11A1) und grün (ScFlo11A) hervorgehoben. Die 
Hauptunterschiede sind schriftlich angezeigt.  

Die Apical region zeigt mehrere strukturelle Unterschiede, besonders in der Re-

gion zwischen β8 und β9 (Abbildung 75). Bei KpFlo11A1 findet sich hier eine 

zusätzliche Disulfidbrücke zwischen C143 und C152, welche in ScFlo11A fehlt. 

Daher ist die 310 Helix aus ScFlo11A in KpFlo11A1 durch eine disulfidbrücken-

gestütze Loop-region ersetzt. Diese Disulfidbrücke findet sich höchstwahr-

scheinlich ebenfalls in den Homologiemodellen von KpFlo11-2A und KpFlo11-

3A. Die Bänder aus den aromatischen Aminosäuren Tryptophan und Tyrosin 

befinden sich bei beiden Flo11A Domänen an den entsprechenden Enden der 

Domäne (Abbildung 76C). Dabei ist die Hälfte der oberflächen-exponierten 

aromatischen Reste von ScFlo11A zu KpFlo11A1 entweder konserviert (W58, 

Y64, Y106, Y121, W155, W157, W184) oder von Tyrosinen zu Tryptophanen 
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getauscht (W99, W142). Die andere Hälfte hat dennoch hydrophobe Gegenstü-

cke in ScFlo11A (V, L, F, P). Beide Flo11A Domänen haben einen ähnlich sau-

ren isoelektrischen Punkt (pI) mit 5,2 (ScFlo11A-His6) und 5,5 (KpFlo11A1-

His6). Daher zeigt sich parallel zur Verteilung der aromatischen Reste, dass 

auch die sauren Reste Aspartat und Glutamat in zwei Bändern gruppieren 

(Abbildung 76D). Allerdings zeigt sich hier, dass jeweils nur ein Drittel der sau-

ren Reste von ScFlo11A zu KpFlo11A1 konserviert vorliegt (D61, E73, E76, 

D109, D141, D162, D172). Die anderen Zweidrittel bestehen aus anderen ober-

flächenexponierten Resten.  

 

Abbildung 76 Struktureller Vergleich der Flo11A Domänen aus S. cerevisiae (ScFlo11A) und aus K. 
pastoris (KpFlo11A1). (A) Sequenzalignment von ScFlo11A und KpFlo11A1. Tryptophane und Ty-
rosine sind in grün, Glutamate und Aspartate in rot hervorgehoben. Die Disulfidbrücken-bildenden 
Cysteine sind in orange und die Disulfidbrücken als gestrichelte Linien dargestellt. KpFlo11A1 hat 
im Vergleich zu ScFlo11A eine weitere Disulfidbrücke. (B) Strukturelle Überlagerung zwischen 
ScFlo11A (grün) und KpFlo11A1 (braun). Der r.m.s.d. beträgt 1,05 Å für 685 Cα Atome. (C) und (D) 
Strukturelle Überlagerung von KpFlo11A1 und ScFlo11A mit hervorgehobenen Tryptophanen und 
Tyrosinen (C) und mit hervorgehobenen Aspartat und Glutamat Resten (D).  
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Neben dem Vorkommen von exponierten aromatischen und sauren Resten fin-

den sich auch gehäuft Proline nach oder vor den aromatischen Resten 

(Abbildung 77).  

 

Abbildung 77 Vergleich von ScFlo11A und KpFlo11A1 mit hervorgehobenen aromatischen Resten 
und Prolinen (blau). Die Proline finden sich vor oder nach den aromatischen Resten.  

In ScFlo11A finden sich 5 Prolin-Reste und in KpFlo11A1 sogar 10 Reste. Pro-

line nehmen oft eine strukturelle Rolle ein, indem sie Schleifen und Turns stabi-

lisieren. In einer Studie wurde die Adhäsion von ScFlo11 an Polystyrol durch 

Phage Display untersucht. Dabei zeigte sich, dass neben Tryptophan auch Pro-

lin eine wichtige Rolle bei der Adhäsion spielt95. Fast alle Proline kommen zu-

sammen mit Tryptophanen oder Tyrosinen vor. Zudem sind sie teilweise eben-

falls oberflächenexponiert, sodass sie entweder direkt zur hydrophoben Interak-

tion beitragen oder indirekt, durch Stabilisierung der aromatischen Seitenketten.  

Generell scheint die Verteilung der aromatischen und sauren Reste auf zwei 

oberflächenexponierte Bänder in beiden Flo11A Domänen ähnlich zu sein, ob-

wohl sich strukturelle Unterschiede für die peripheren Regionen, die nicht Teil 

der FN III Domäne sind, zeigen. Dennoch sind die Oberflächen sehr rigide, wie 

die niedrigen B Faktoren für die oberflächenexponierten Aromaten zeigen 

(Abbildung 78).  
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Abbildung 78 Flexibilität der aromatischen Reste Tryptophan und Tyrosin in ScFlo11A und 
KpFlo11A1. Die hervorgehobenen aromatischen Reste sind nach Temperaturfaktoren (B Faktoren) 
gefärbt. Hohe Flexibilität ist durch rote Färbung angezeigt und geringe Flexibilität durch blaue 
Farbe.  

5.3.2 Glykosylierung von ScFlo11A und KpFlo11A1 

In dieser Arbeit wurden die Flo11A Domänen in E. coli produziert und verfügen 

dabei über keine posttranslationellen Modifikationen wie z.B. Glykosylierungen, 

wie das bei ihren Ursprungsorganismen S. cerevisiae bzw. K. pastoris der Fall 

ist. Um mögliche Glykosylierungsstellen in ScFlo11A und KpFlo11A1 zu identi-

fizieren, wurde mit Hilfe des NetOGlyc-Servers eine Vorhersage über mögliche 

N- bzw. O-Glykosylierungen innerhalb der Flo11A Domänen durchgeführt. Da-

bei wurde keine N-Glykosylierungsstelle gefunden.  

Für KpFlo11A1 konnten vier mögliche O-Glykosylierungsstellen mit einer Wahr-

scheinlichkeit größer als 50 % gefunden werden. Für ScFlo11A drei mögliche 

O-Glykosylierungsstellen, wobei S31 und S32 lediglich eine Wahrscheinlichkeit 

von 42 bzw. 45 % aufweisen. Die Glykosylierungsstellen befinden sich haupt-

sächlich in oder um die Neck region (Abbildung 79).  
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Abbildung 79 Struktur von KpFlo11A1 und ScFlo11A mit vorhergesagten O-Glykosylierungsstellen 
als graue Kugeln. Die Vorhersage wurde mit Hilfe des NetOGlyc 4.0 Server258 durchgeführt. Die 
Reste S31 und S32 sind in Klammern, da die Wahrscheinlichkeit für Glykosylierung nur bei 0,42 
und 0,45 liegt. 

Eine Studie von Meem und Cullen ist der Frage nachgegangen, inwiefern die 

Glykosylierung die Funktion und Regulation von Flo11 beeinflusst259. Dabei 

zeigte sich, dass eine Glykosylierung von Flo11 für invasives Wachstum und 

Biofilm/Matten Bildung in S. cerevisiae nötig ist. Die Glykosylierung hatte indes 

keinen Einfluss auf die Lokalisation auf der Zelloberfläche oder die adhäsiven 

Eigenschaften, an andere Zellen zu binden. Dies wurde mit einem in vitro Bin-

dungs-Assay untersucht, der zeigte, dass nicht-glykosyliertes Flo11 in der glei-

chen Qualität und Quantität an Wildtyp Zellen binden konnte wie glykosyliertes 

Flo11. Im Hinblick auf diese Studie sind die in dieser Arbeit durchgeführten Ex-

perimente nicht von der Glykosylierung betroffen. In einem weiteren Versuch 

stellte sich allerdings heraus, dass die Glykosylierung zur generellen Stabilität 

beiträgt. Dies ist insofern plausibel, da auch für andere Proteine gezeigt werden 

konnte, dass glykosylierte Proteine besser vor Proteindegradation geschützt 

sind als nicht-glykosylierte Proteine231.  
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der Ligand (Mannose) sowohl für Flo5 als auch Flo1 ubiquitär auf der Zellober-

fläche der Hefe vorhanden ist. In einem Zellverband könnte in Bezug auf die 

Green Beard Genes somit nicht unterschieden werden, ob die Zelle Flo1 oder 

Flo5 bzw. verschiedene Allele davon auf der Zelloberfläche präsentiert (in Be-

zug auf die Green Beard Hypothese wäre dies die Existenz verschieden farbi-

ger Bärte). Die Selbsterkennung bezieht sich hier auf Zellen, die ein solches 

Flokkulin exprimieren, im Unterschied zu sog. „Cheater-Zellen“, die kein Flokku-

lin auf der Zelloberfläche tragen. Der Mechanismus der Selbsterkennung ist 

demnach bei der Flo1/Flo5-Mannose Interaktion verschieden von der Flo11-

Flo11 Interaktion. Bei der Flo11-Flo11-Interaktion könnte eine „Cheater-Zelle“, 

die kein Flo11 auf der Zelloberfläche trägt, gar nicht erst in den Zellverband 

aufgenommen werden. Die Bindung zwischen Zellen, die identische FLO11 Mo-

leküle auf der Oberfläche exprimieren sind stärker gegenüber Zellen, die unter-

schiedliche FLO11 Gene exprimieren. Eine heterophile Interaktion ist aber den-

noch möglich, wenn auch mit verminderter Affinität, womit kooperatives Verhal-

ten auch zwischen Zellen, die unterschiedliche FLO11A Domänen exprimieren, 

noch möglich wäre. Aufgrund des Bindungsmechanismus der Flo11-Flo11 In-

teraktion wird Kooperativität zwischen Flo11-präsentierenden Zellen gefördert, 

während nicht-exprimierende Zellen („Cheater“) aus dem Zellverband ausge-

schlossen werden müssen. Mit diesen Eigenschaften ähnelt Flo11 csaA aus 

Dictyostelium discoideum, dem Musterbeispiel eines Green Beard Genes39. 

csaA ist ebenfalls ein homotypisches Bindeprotein, welches für Zell-Zell Interak-

tionen verantwortlich ist. Zellen, die keine funktionelle Kopie von csaA tragen, 

werden nicht in den Fruchtkörper aufgenommen und haben so eine schlechtere 

Möglichkeiten, Sporen zu bilden, um Stressperioden zu überdauern278.  

Die biologische Funktion von Flo11 ist noch nicht gänzlich geklärt, daher kann 

über soziales Verhalten keine abschließende Antwort gegeben werden. Den-

noch könnte Flo11 aufgrund seiner bisher untersuchten Eigenschaften in die 

Kategorie der Green Beard Genes fallen.  

5.4 Das Flo11A-Flo11A Interaktionsmodell 

In der Gruppe der Flokkuline (Flo1, Flo5, Flo9, Flo10 und Flo11) ist Flo11 das 

Flokkulin, welches als letztes entdeckt wurde69, 102. Es wurde zunächst dem 
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Flo1-Typus zugerechnet, da sich die Flokkulation in vivo durch Mannose inhi-

bieren ließ und Calcium-abhängig zu sein schien77. In späteren Studien konnte 

bei in vitro Experimenten mit glykosyliertem, aus S. cerevisiae aufgereinigtem 

Protein, keine Mannose-Abhängigkeit gefunden werden210. In dieser Arbeit 

wurden mit dem unglykoyslierten, aus E. coli aufgereinigtem Protein, Bindungs-

experimente mit Calcium und Mannose/Calcium durchgeführt und auch dort 

konnte gezeigt werden, dass eine Mannose und/oder Calcium-Abhängigkeit 

nicht besteht. In späteren Studien gab es dann Hinweise auf eine homotypische 

Flo11A-Flo11A Interaktion über hydrophobe Wechselwirkungen, da mit der Ex-

pression von Flo11 eine gesteigerte Zelloberflächenhydrophobizität 

einherging85. 2011 wurde eine Studie veröffentlicht, die mittels Transmissions-

elektronenmikroskopie hochaufgelöste Strukturen einer FLO11-FLO11 Interak-

tion in vivo zeigt (Abbildung 81A). Die Zellen sind dort durch lange Fibrillen ver-

bunden, die eine „reißverschluss-artige“ Struktur ausbilden. In dieser Arbeit 

wurden in einer Kooperation mit Dr. Daniel Rhinow (MPI Frankfurt) und Dr. Ste-

fan Brückner (Uni Marburg) ebenfalls elektronenmikroskopische Untersuchen 

mit FLO11 (von S. cerevisiae S288C) exprimierenden Zellen durchgeführt 

(Abbildung 81B). Auch dort zeigte sich, wenn auch nicht in gleicher Auflösung, 

dass der Zwischenraum zwischen FLO11-exprimierenden Zellen von einem 

filamentösen Material gefüllt war. Diese Intrazellulären Fibrillen korrespondieren 

in ihren Abmessungen mit dem oberflächen-exponierten Flo11 Molekülen (1325 

Aminosäuren) und sind abwesend bei Zellen, welche FLO11 nicht exprimieren.  

 

Abbildung 81 Flo11-Flo11 Interaktion in vivo. (A) Transelektronen-Mikroskopie von FLO11 expri-
mierenden Zellen aus einer Studie von Vachova et al. von 2011279. (B) Tomogramm der FIB-SEM 
Aufnahmen von FLO11 exprimierenden Zellen aus dieser Arbeit.  

Die Aufnahmen zeigen zudem sehr breite Kontaktstellen zwischen den Zellen 

von 0,5 bis 1,5 µm im Durchmesser und 0,2 µm in der Schichtdicke. Dieser Zell-
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Zell-Abstand scheint deutlich größer zu sein als der Flo1- oder Flo5-vermittelte 

Kontakt in Hefeflocken280. Eine weniger dichte Packung der Flo11-vermittelten 

multizellulären Strukturen gegenüber der Flo1/Flo5-induzierten Hefeflocken 

könnte von Vorteil sein, da es freie Diffusion von Nährstoffen und sogar den 

Einschluss von Gasbläschen ermöglicht, wie es der Bildung von Hefe-Flor för-

derlich ist. In Kooperation mit Dr. Daniel Rhinow und Dr. Stefan Brückner wurde 

FIB-SEM auch an FLO11-exprimierenden Saccharomyces cerevisiae Σ1278b 

Stämmen durchgeführt. Die Analysen wurden analog zu denen mit S. cerevisi-

ae S288C durchgeführt. Allerdings zeigten die ΣFLO11 exprimierenden Zellen 

etwas ausgeprägtere Zell-Zell-Kontakte im Vergleich zu den ScFLO11 exprimie-

renden Zellen (Abbildung 82). Auf struktureller Ebene unterscheidet sich 

ΣFlo11A hauptsächlich durch eine 15 Aminosäuren lange Insertion von 

ScFlo11A. Es ist allerdings noch nicht geklärt, ob diese Insertion für den stärke-

ren Phänotyp verantwortlich ist oder ob noch weitere Faktoren eine Rolle spie-

len.  

 

Abbildung 82 Flo11-Flo11 Interaktionen von Saccharomyces cerevisiae Σ1278b. (A) Tomogramm 
der ΣFlo11-ΣFlo11 Interaktion. (B) und (C) Rekonstruktion der Zellen. Die ΣFlo11-ΣFlo11 Interaktion 
ist in gelb, die Zellwände in blau und lila gefärbt.  

5.4.1 Flo11A-Flo11A Interaktion in vitro 

Die SPR-Analysen ergeben Dissoziationskonstanten von 20 µM für die 

ScFlo11A-ScFlo11A bzw. 30 µM für KpFlo11A1-KpFlo11A1 bei pH 5,5. Aller-

dings zeigten weder analytische Gelfiltration, noch SAXS Experimente entspre-

chende Dimer-Bildung unter diesen Bedingungen in Lösung.  

Ein möglicher Grund hierfür könnte sein, dass es kein genau definiertes Interak-

tions-Interface gibt, wie es z.B. für das neurale Zelladhäsionsmolekül NCAM 

definiert wurde (Abbildung 83). NCAM gehört ebenfalls zur Immunoglobulin-
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Superfamilie und vermittelte homophile Zell-

Zell Interaktionen. Die Interaktion zwischen 

den Domänen IgI und IgII wurde durch NMR 

bestätigt und die Reste, die an der Interaktion 

beteiligt sind, identifiziert281, 282. Zudem konn-

te gezeigt werden, dass die beiden Domänen 

IgI und IgII auch in Lösung ein stabiles Dimer 

bilden282. Die Affinität der beiden Domänen 

zueinander ist mit 3 nM auch deutlich höher 

im Vergleich zur Flo11A-Flo11A Interakti-

on283. Die physiologische Relevanz dieses 

Dimers wurde u.a. durch Lösen der Kristall-

struktur bestätigt.  

Mit der Kristallstruktur von NCAM bestehend 

aus den Domänen IgI-III (PDB code: 1QZ1) 

wurde eine Interface-Analyse mit Hilfe des 

PDBePISA Servers durchgeführt (Abbildung 83). Die Reste des Interface sind 

als rote kugeln hervorgehoben und zeigen das physiologisch relevante Interface 

der NCAM-NCAM Interaktion.  

Für die Flo11A-Flo11A Interaktion existiert möglicherweise kein so definiertes 

und stabiles Dimer in der gleichen Orientierung in Lösung bei pH 5,5 wie es z.B. 

in der Rekonstruktion der Kristallpackung auftritt. Durch die Verteilung der aro-

matischen Reste auf zwei Bänder wären in Lösung, wo eine freie Orientierung 

der Moleküle möglich ist, mehrere mögliche Interaktionsmuster zwischen den 

Flo11A Domänen denkbar. Die Flo11A-Flo11A Interaktion beruht auf hydropho-

ben Interaktionen. Diese Wechselwirkungen müssen nicht sterisch komplemen-

tär sein, vor allem, wenn die durch den hydrophoben Effekt getrieben sind. 

Vielmehr könnte Flo11A durch Erhöhung der Hydrophobizität sowohl homophile 

als heterophile Interaktionen mit Zellen bzw. Oberflächen ermöglichen.  

Die NCAM-NCAM Interaktion ist eine sehr spezifische, short-range Interaktion. 

Die hydrophobe Flo11A-Flo11A Interaktion dagegen ist eine auf dem hydro-

phoben Effekt beruhende long-range Interaktion. Diese sind im Vergleich zu 

den short-range Interaktionen eher unspezifisch, können dafür aber größere 

Abbildung 83 Interface der Domänen IgI 
und IgII von NCAM. Cα von Molekül 1 
ist in grün und Cα von Molekül 2 in lila 
dargestellt. Die Reste des interfgace 
sind als rote kugeln dargestellt. Die 
Analyse wurde mit PDBePISA durchge-
führt. PDB ID: 1QZ1.  
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Reichweiten von bis zu 200 Å haben284-286. Eine solche long-range Interaktion 

wäre für die Flo11-Flo11 Interaktion denkbar und könnte auch die Fibrillen-

artigen Strukturen zweier FLO11-exprimierender Zellen in den FIB-SEM Tomo-

grammen erklären. Der Vorteil gegenüber den spezifischen short-range Interak-

tionen läge in der größeren Distanz, wo andere Interaktionskräfte nicht hinrei-

chen können.  

Auf molekularer Ebene ist es nicht gänzlich geklärt, wie hydrophobe Interaktio-

nen über so große Distanzen (> 200 Å) stattfinden können. Eine Theorie bein-

haltet die Bildung von submikroskopischen Bläschen (Nanobläschen)284, 287. So 

könnte sich eine konkave „Kapillare Brücke“ zwischen zwei hydrophoben Ober-

flächen entstehen, welche eine anziehende Kraft produzieren könnte 

(Abbildung 84).  

 

Abbildung 84 Vereinfachter Mechanismus der Bildung von Nanobläschen zwischen zwei hydro-
phoben Oberflächen in einem Flüssigkeitsfilm. Die Nanobläschen interagieren miteinander, 
wodurch eine „Kapillare Brücke“ entsteht und es zur Anziehung zwischen den hydrophoben Ober-
flächen kommt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Hampton und Nguyen288.  

Solche submikroskopischen Bläschen sind allerdings schwer zu visualisieren. 

Eine Interaktion über solche Nanobläschen würde dann nur indirekt auf hydro-

phoben Interaktionen beruhen (eher auf Kapillarkräften) und so sind die meisten 

gemessenen hydrophoben Interaktionen im Bereich von < 200 Å284. Diese 

Gasbläschen wurden bisher auch lediglich bei Oberflächen-Oberflächen Inter-

aktionen in Lösung beobachtet. Die Oberflächen sind mit diesen Gasbläschen 

in Lösung überzogen und bilden dann „Gas-Brücken“ bei ihrer Interaktion289, 290. 

Es bleibt daher fraglich, ob ein solcher Mechanismus auch bei der Zell-Zell-

Interaktion möglich ist.  

5.4.2 Interaktion über aromatische Bänder 

Die Rekonstruktionen der Kristallpackungen von ScFlo11A und KpFlo11A1 

zeigten unabhängig voneinander in jeweils verschiedenen Kristallformen ein 



Diskussion 

180 
 

Clustern über die Aromatischen Bänder. Diese Übereinstimmung, zusammen 

mit den beobachteten Interaktionen bei pH 5,5, wenn die Domänen nahezu un-

geladen sind, macht es wahrscheinlich, dass die Flo11A-Flo11A vermittelte In-

teraktion über die aromatischen Reste Tryptophan und Tyrosin abläuft 

(Abbildung 85). Trotz der verschiedenen kristallformen zeigt sich kein eindeuti-

ges Muster, was ebenfalls für eine Kollektiveigenschaft der Flo11-Flo11 Interak-

tion spricht und weniger für eine sehr hohe Spezifität, wie im Fall der NCAM-

NCAM Interaktion.  

 

Abbildung 85 Modell der Flo11-Flo11 Interaktion durch Interaktion der aromatischen Bänder. Das 
Modell zeigt die Interaktion zwischen Flo11A Domänen aus S. cerevisiae, wie sie in der Kristallpa-
ckung von ScFlo11A in der Raumgruppe P212121 gefunden worden.  

Die Flo11A Domänen werden über die B-Domänen auf der Zelloberfläche prä-

sentiert und können bei entsprechenden niedrigem pH, was auch den natürli-

chen Bedingungen der Zuckerhefen entspricht, miteinander interagieren. Bei 

hohem pH, wenn die A-Domänen negativ geladen sind, überwiegt die Absto-

ßende Kraft der negativ geladenen Reste gegenüber der hydrophoben Wech-

selwirkung durch die aromatischen Reste.  
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Die Flo11A Domäne kann allerdings nicht nur spezifische homophile Zell-Zell-

Interaktionen vermitteln, sondern ist zu einem gewissen Grade auch in der Lage 

heterophile Interaktionen einzugehen wie anhand der ScFlo11A-KpFlo11A1 

Interaktion dargelegt. Dies ist notwendig um multizelluläre Strukturen wie Bio-

filme auszubilden, wo spezifische Zell-Zell-interaktionen als auch Wechselwir-

kungen mit Oberflächen vermittelt werden müssen (Abbildung 86).  

 

Abbildung 86 Modell der heterophilen Flo11A Interaktionen. Flo11A vermittelte Interaktion mit 
Oberflächen (links) und anderen Flo11A Domänen am Beispiel von KpFlo11A1 (braun).  

5.4.3 Die „gebündelte“ Kraft von Flo11A 

Das in Abbildung 85 vorgestellte Modell der Flo11-Flo11 Interaktion geht von 

einer 1:1 Bindung aus, wo zwei Flo11A Domänen miteinander interagieren. Da-

bei wurde die B-Domäne auf die Funktion der Präsentation der A-Domäne be-

schränkt. 2009 wurden in einer Studie in mehreren Hefeadhäsinen Amyloid-

Strukturen vorhergesagt und experimentell nachgewiesen48, darunter auch 
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Flo11 aus S. cerevisiae. Die Vorhersage erfolgte dabei mit Hilfe des Pro-

gramms TANGO, zur Vorhersage von β-Amyloid bildenden Strukturen291-293. 

Solche β-Aggregate bilden geordnete Strukturen von gestapelten, parallelen β-

Strängen aus. Dabei finden sich sehr häufig β-verzweigte Aminosäuren (Thr, 

Val, Ile), die die Interaktionen zwischen den Strängen stabilisieren. Protein-

Amyloide sind charakteristisch für Proteinaggregate bei neurodegenerativen 

Krankheiten294, 295, wurden aber auch für pilzliche Hydrophobine296 oder den Als 

Adhäsinen von Candida glabrata48, 297 nachgewiesen. Bei den Adhäsinen könn-

ten auf diese Weise mehrere B-Domänen miteinander interagieren und damit 

mehrere A-Domänen bündeln. Somit könnte die „Gesamtheit der Affinitäten“ 

(Avidität) genutzt werden um die Zell-Zell-Adhäsion zu verstärken. Für die 

Flo11-Flo11 Interaktion erscheint eine solche Bündelung rational, wenn man 

bedenkt, dass einzelne hydrophobe Wechselwirkungen (1:1) schwach sind. Im 

Kollektiv dagegen könnte sich die Gesamtbindungsstärke deutlich erhöhen. In 

dieser Arbeit wurde der TANGO Server benutzt, um Vorhersagen über ein mög-

liches β-Aggregation-Verhalten von ScFlo11 und KpFlo11-1 treffen zu können 

(Tabelle 39).  

Tabelle 39 Sequenzen aus den B-Domänen von ScFlo11 KpFlo11-1, KpFlo11-2 und KpFlo11-3, die 
ein hohes Potential für die Ausbildung von β-Amyloid-Strukturen haben. Es wurden nur Sequenzen 
verwendet, deren Wahrscheinlichkeit zur β-Aggregation über 30 % liegt. Die Analysen wurden mit 
Hilfe des TANGO Servers durchgeführt267, 291-293.  

Flo11 Molekül β-Aggregation Sequenz % β-Aggregation 

ScFlo11 VTTVVSTTV 77 

 ITTTFV 56 

 FMWLLLA 85 

KpFlo11-1 VITGV 30 

 TVVVV 90 

 SVATIVTGVT 57 

 AVALLFNALF 78 

KpFlo11-2 IYVSSATWV 52 

KpFlo11-3 IYVTSATWVR 81 

 

Für ScFlo11 wurden drei Sequenzen gefunden, für KpFlo11 vier Sequenzen 

und für KpFlo11-2 und KpFlo11-3 jeweils eine Sequenz, die eine Wahrschein-
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lichkeit von mehr als 30 % für die Bildung von β-Amyloid-Strukturen aufweisen. 

In der Vorhersage von Ramsook et al. von 2009 wurden für ScFlo11 die Se-

quenzen VVSTTV, VTTAVT und TTVV vorhergesagt48. In vitro Analysen unter-

stützen eine Bildung von β-Amyloid-artigen Strukturen bei ScFlo1148.  

Daher ist es durchaus wahrscheinlich, dass auch KpFlo11-1, KpFlo11-2, 

KpFlo11-3 und ScFlo11, in der Lage sind, solche β-Amyloide potentiell auszu-

bilden.  

Die vorhergesagten Sequenzen befinden sich bei beiden Flo11 Adhäsinen eher 

in der Nähe der C-Domänen und sind deutlich von den A-Domänen getrennt 

(Abbildung 87).  

 

Abbildung 87 Lokalisation der Amyloid-bildenden Sequenzen in ScFlo11, KpFlo11-1, KpFlo11-2 
und KpFlo11-3. Die Proteine sind in A-, B- und C-Domänen aufgeteilt und die Amyloid-bildenen 
Sequenzen in blau gargestellt.  

Durch β-Aggregation der B-Domänen nahe der C-Domänen könnten die A-

Domänen gebündelt werden, aber dennoch einen gewissen Freiheitsgrad an 

Flexibilität aufweisen.  

Um den Einfluss der Einfluss der B-Domänen und den β-Amyloid-Strukturen zu 

berücksichtigen, wurde das Modell der Flo11-Flo11 Interaktion dahingehend 

ergänzt (Abbildung 88). Die Bildung von Multimeren auf der Hefezelloberfläche 

erhöht die Avidität der Adhäsine durch eine lokale Erhöhung der Adhäsin-

Konzentration. Besonders im Fall von Flo11 könnte dies die Hydrophobizität der 
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Zelloberfläche nochmal steigern. Die 

Bündelung hat aber auch Einfluss auf 

die Kinetik der Bindungen. So erhöht 

sich die Wahrscheinlichkeit, dass eine 

Flo11A Domäne nach Dissoziation von 

einer anderen A-Domäne schnellst-

möglich wieder an eine andere A-

Domäne binden kann. Als Ergebnis 

davon würde sich die Dissoziationsrate 

(koff) verringern und eine kleinere Dis-

soziationskonstante KD entstünde53, 298. 

Die Ausbildung von β-Amyloid-

Strukturen scheint in Bezug auf die 

Flo11-Flo11 Interaktion realistisch zu 

sein, da so die Hydrophobizität deutlich 

erhöht werden kann. Zudem zeigen 

alle vier untersuchten Flo11 

B-Domänen eine Wahrscheinlichkeit 

über 50 % für das Auftreten von β-Amyloid-Strukturen. Ein Clustern der Flo11 

Moleküle auf der Zelloberfläche würde auch im Einklang mit den FIB-SEM Auf-

nahmen stehen.  

5.5 Ausblick 

Saccharomyces cerevisiae verfügt über eine Familie von GPI-verankerten Zell-

wandproteinen für die Interaktion mit der Umgebung. Das Flokkulin Flo11 ist ein 

Hauptvertreter dieser pilzlichen Adhäsine und an der Ausbildung verschiedener 

Phänotypen beteiligt, wie Biofilme, Flors oder Filamente. Die Kristallstruktur zu-

sammen mit den pH abhängigen Bindungsdaten hat erheblich zur Aufklärung 

des Flo11A-Flo11A Interaktionsmechanismus beigetragen. Dabei ist es auf mo-

lekularer Ebene nicht gänzlich geklärt, wie hydrophobe Interaktionen, beson-

ders über größere Distanzen, stattfinden können.  

Hochauflösende mikroskopische Methoden (EM, TEM) könnten dazu beitragen, 

die in den Rekonstruktionen der Kristallpackungen beobachteten Interaktionen 

Abbildung 88 Modell für die Bildung von Multi-
meren durch β-Aggregation. Die β-Amyloid 
bildenden Sequenzen sind in blau dargestellt. 
Abgewandelt nach Ramsook et al.44 
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in vivo zu verifizieren. Hochaufgelöste Strukturen der Flo11A-Flo11A Interaktion 

in vivo könnten sowohl das Modell der Interaktion über die aromatischen Bän-

der, als auch die Existenz von β-Amyloiden in den B Domänen beweisen.  

Neben den aromatischen Bändern zeigten die Flo11A Domänen auch das Vor-

handensein von sauren Resten, welche um die aromatischen Reste gruppieren. 

Diese wurden für die starke pH-Abhängigkeit verantwortlich gemacht. Anders 

als die aromatischen Reste, wurden hier noch keine Mutationsstudien durchge-

führt. So könnte eventuell versucht werden, dieses Modell der pH-abhängigen 

Flo11A-Flo11A Interaktion zu bestätigen, indem die Aspartat und Glutamat Res-

te durch Asparagin respektive Glutamin schrittweise ausgetauscht würden. So 

könnte vielleicht eine Flo11A Variante erschaffen werden, deren pH-abhängige 

Bindung etwas in den basischen Bereich verschoben würde. Ferner könnte ge-

klärt werden, ob analog zu den aromatischen Resten, Punktmutationen hier 

einen Einfluss haben oder dies keinen Effekt hat, da möglicherweise die Ge-

samtladung entscheidend ist.  

In dieser Arbeit konnte eine weitere Flo11A Struktur aus Komagataella pastoris 

aufgeklärt werden, wodurch ein Einblick in die Diversität der Flo11-Typ Adhäsi-

ne möglich war. So scheint der strukturellen Anordnung der aromatischen Res-

te eine Rolle zuzukommen bei der Diskriminierung zwischen homophilen und 

heterophilen Interaktionen. Allerdings sind der exakte Mechanismus der Unter-

scheidung, sowie auch die Interaktionen mit Oberflächen, noch nicht in Gänze 

verstanden. Die kinetische Analyse der Biacore Daten ergab, dass die hetero-

phile Interaktion hauptsächlich in der Assoziation beeinträchtigt ist gegenüber 

der homophilen Interaktion. Auf dieser Grundlage könnten Biacore Experimente 

mit weiteren A-Domänen aus der Flo11 Familie helfen, diese Beobachtungen 

zu untermauern. Auch die Aufklärung der Kristallstruktur weiterer Vertreter der 

Flo11A Familie könnte dazu beitragen, die Spezifität der Interaktionen weiter zu 

analysieren. So könnte der Frage nachgegangen werden, inwiefern die Flo11A 

Domäne zwischen näher und entfernter verwandten Varianten unterscheiden 

kann. In diesem Zusammenhang wäre es interessant, KD Werte und pH Abhän-

gigkeiten verschiedener Flo11A Varianten nebeneinander zu stellen und zu 

vergleichen.  
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In dieser Arbeit lag der Fokus auf den A-Domänen der Flo11 Proteine. Um ein 

vollständiges Bild der Flo11 vermittelten Interaktion zu bekommen, muss aller-

dings der Einfluss der B-Domänen ebenfalls berücksichtigt werden. Es wurde 

bereits gezeigt, dass die B-Domänen ein hohes Potential für die Ausbildung von 

β-Amyloid-Strukturen besitzen können. Es wurde ebenfalls postuliert, dass die 

B-Domänen Calcium binden können und dadurch eine rigidere Konformation 

einnehmen können für eine stabile Präsentation der A-Domäne auf der Zell-

oberfläche48. Zusätzlich könnten die B-Domänen, dadurch, dass sie hochglyko-

syliert sind, zur hydrophoben Interaktion beitragen. Eine PCR Analyse von ver-

schiedenen Flor-Hefestämmen hat zudem gezeigt, dass FLO11 sehr polymorph 

in der Länge ist mit Variationen von 3,0 bis 6,1 kb299. Darüber hinaus korreliert 

das Gewicht des Biofilms mit der Genlänge98, 299.  

Die Flo11A Domäne könnte zusammen mit mehreren Repeats der B-Domäne 

in Hefeexpressionssystemen produziert und aufgereinigt werden. Das Glykosy-

lierungsmuster könnte anschließend massenspektroskopisch und mit Deglyko-

sylierungs-Assays näher analysiert werden. Zusätzlich könnten Bindungs-

assays mittels ITC Aufschluss darüber geben, ob Calcium gebunden werden 

kann oder nicht. Mögliche konformationelle Änderungen durch die Bindung von 

Calcium könnten über CD Spektroskopie ermittelt werden. Sollte eine Stab-

ähnliche Konformation nach Calcium-Bindung erfolgen, so sollte diese Ände-

rung im FernUV CD-Spektrum verfolgt werden können. Sollte es nicht möglich 

sein, die glykosylierten bzw. deglykosylierten Flo11AB Domänen zu kristallisie-

ren, könnten eventuell SAXS Experimente helfen, die Form und die Calcium-

Abhängigkeit zu untersuchen. Zudem könnten Einblicke erhalten werden in den 

Übergang von der A- zur B-Domäne.  
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7 Anhang 

7.1 SAXS Kurven 

In den Kapiteln 2.2.10, 2.5.8. 2.5.9 und 2.6.4 wurden die verschiedenen Flo11A 

Domänen mittels SAXS auf ihr Verhalten in Lösung anlysiert. Dort sind jeweils 

die pair-distribution function und die modellierten Molekülhüllen dargestellt. Hier 

sind noch die Streukurven, die Guinier plots und der Kratky Plot aller analysier-

ten Flo11A Domänen aufgelistet. Die Streukurven (Log(I) gegen s) stellen die 

Rohdaten aus den SAXS Messungen dar. Der Guinier Plot (Anfangsbereich) 

(Log (I) gegen s2) zeigt, dass für alle Messungen nicht-aggregiertes Protein er-

halten wurde. Der Kratky Plot gibt Auskunft über die Konformation und Flexibili-

tät und zeigt für alle Flo11A Domäne eine glockenartige Verteilung, was dem 

Muster globulärer Proteine entspricht.  
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7.2 Aminosäuresequenzen der analysierten Flo11A Domänen 

>ScFlo11A-His6 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMFPTALVPRGSSEGTSCNSIVNGCPNLDFNW

HMDQQNIMQYTLDVTSVSWVQDNTYQITIHVKGKENIDLKYLWSLKIIGVTGPK

GTVQLYGYNENTYLIDNPTDFTATFEVYATQDVNSCQVWMPNFQIQFEYLQG

SAAQYASSWQWGTTSFDLSTGCNNYDNQGHSQTDFPGFYWNIDCDNNCGG

TKSS 

>ΣFlo11A-His6 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMFPTALVPRGSSEGTSCNSIVNGCPNLDFNW

HMNQQNIMQYTLDVTSVSWVQDNTYQITIHVKGEENIDLKYLSSLKIIGVTGPK

DTVQLYGYDENTDWIDNPLVSRCDENTYLIDNPTDFTATFEVYATQDVNSCQV

WMPNFQIQFEYLQGSAAEYACSWEWGTTSFYLSTGCDNYDNQGYSQTDFP

GFYWNIDCDNNCAPVPTPS 

>KpFlo11A1-His6 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSSGKTCPTSEVSPACYANQWETTFPPSDIKI

TGATWVQDNIYDVTLSYEAESLELENLTELKIIGLNSPTGGTKLVWSLNSKVYDI

DNPAKWTTTLRVYTKSSADDCYVEMYPFQIQVDWCEAGASTDGCSAWKWP

KSYDYDIGCDNMQDGVSRKHHPVYKWPKKCSSDCGVEPTT 

>KpFlo11-2A 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEQSDVEPACYARQWENTFPPSNIYVSSAT

WVRDNVYDVTLRYEAESLHLRSLGELKVIGLNSPVSGTKVVYSRNSKIYEINDP

SSWSTTIRVNAKDSADGCHVEMYPFQIQVEWCQAGADTDECSSWPYPSVYD

YDIGCDNMQDGVSRKHHAVYRWLKHSVSGCSAASTV 

>KpFlo11-3A 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMEQSDVEPACYARQWENTFPPSNIYVTSAT

WVRDNVYDVTLHYEADSLHLRSLGELKVIGLNSPTSGTKVVYSRNSKIYDINDP

SSWSTTIRVNARDSADGCHVEMYPFQIQVEWCQAGADTDECNAWPYPNVYD

YDIGCDNMQDGISRKHHAVYRWLKHSVSGCSTPSTV 
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7.3 Abkürzungen 

Å  Ångstrom (1 Å = 100 pm = 10+10 m)  

Asp Aspartat 

C-terminal  Carboxyterminal  

CV Column Volume (Säulenvolumen)  

Da / kDa  Dalton (1 Da = 1 u = 1,660538921*10-27 kg)  

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure  

Glu Glutamat 

M  Molar (mol/L)  

N-terminal  Aminoterminal  

PEG  Polyethylenglycol  

PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid  

r.m.s.d.  Root mean square deviation (quadratische Mittelwertabweichung)  

r.p.m.  Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)  

SPR Surface Plasmon Resonance (Oberflächenplasmonresonanz) 

Trp Tryptophan 

Tyr Tyrosin 
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