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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In U. maydis ist die Zell-Zellerkennung iiber ein Pheromon-Rezeptor-System essentiell fiir
die pathogene Entwicklung. Nach Pheromonstimulation werden ein cAMP-Signalweg und
eine MAPK-Kaskade aktiviert, jedoch ist der genaue Mechanismus der Signaliibermittlung
von dem Pheromonrezeptor Pra ins Zellinnere unbekannt. In Analogie zu anderen Pilzen
wurde postuliert, dass ein G-Protein als Signaliibermittler fungiert. In U. maydis wurden vier
Go-Untereinheiten gpal—gpa4 identifiziert, aber nur Gpa3 konnte bisher eine Funktion im
cAMP-Signalweg zugeordnet werden. Es blieb ungeklart, ob die restlichen Ga-Untereinheit-

en untereinander und zu Gpa3 funktionell redundant sind.

In dieser Arbeit wurde der C-Terminus des Rezeptors Pra als wichtiger Bereich fiir die
Signalweiterleitung identifiziert. Zellen, die ein C-terminal deletiertes Rezeptorprotein
exprimieren, kdnnen nach Pheromonstimulation keine Konjugationshyphen ausbilden, sind
jedoch noch in der Lage mit Wildtypzellen zu fusionieren und dikaryotische Filamente zu
bilden. Dieser Defekt konnte auf eine fehlende Stimulation der MAPK-Kaskade eingegrenzt
werden und deutet darauf hin, dass die MAPK-Kaskade iiber eine mit dem Pral-C-Terminus

interagierende Komponente aktiviert wird.

Die funktionelle Redundanz der Ga-Untereinheiten wurde anhand von Stimmen untersucht,
die nur Gpa3 oder keine funktionelle Ga-Untereinheit exprimieren. gpal gpa2 gpa4-Drei-
fachdeletionsmutanten zeigten eine wildtypartige Pheromonantwort und eine vollstindige
pathogene Entwicklung, jedoch reduzierte Sporenbildung. Die Ga-Untereinheiten Gpal,
Gpa2 und Gpa4 sind demnach im Lebenszyklus von U. maydis nicht essentiell. Go-Null-
mutanten zeigten phénotypisch keinen Unterschied zu gpa3-Einzeldeletionsmutanten und
waren cAMP-revertierbar. In Bezug auf die Pheromonantwort wird demnach nur Gpa3
bendtigt. Die cAMP-revertierbaren Phianotypen konnten auf die Appressorienbildung und
Penetration erweitert werden. Dabei wurde erstmals die Bildung von ,knospenden
Filamenten* beschrieben, die auf der Pflanzenoberflaiche und anderen hydrophoben Ober-
flichen auftritt. Die Pathogenitidt war durch cAMP-Zugabe nicht revertierbar, was zeigt, dass
die Signalgebung durch Gpa3 fiir die Tumorentwicklung benétigt wird. Gpa3 ist somit die
zentrale regulatorische Ga-Untereinheit im Lebenszyklus von U. maydis und funktionell

nicht durch eine andere Ga-Untereinheit ersetzbar.

Microarray-Analysen zeigten, dass in der Dreifachdeletionsmutante die Basalexpression
weniger Gene der Pheromonantwort und des Metabolismus reduziert war, was die Phero-
monantwort aber nicht beeintrdchtigte. In der Transkriptomanalyse der gpa3-Deletions-
mutante wurden insgesamt 163 im Vergleich zum Wildtypstamm differenziell exprimierte
Gene identifiziert. Die Analyse dieser Gene ergab, dass Gpa3 den Nahrstoffstatus der Zelle
abbildet und an der Glucoserepression beteiligt ist. Das deutlich unterschiedliche
Expressionsprofil im Vergleich zur Dreifachdeletionsmutante bestétigte die funktionell

nicht-redundante Funktion von Gpa3.



Summary

Summary

In U. maydis pathogenic development is initiated by fusion of two compatible strains. Fusion
is regulated by a pheromone-receptor system, and pheromone signaling involves the
activation of a conserved cAMP pathway as well as of a MAP kinase module. Heterotrimeric
G-proteins are considered as the initial transmitters of the pheromone signal during mating
partner recognition in filamentous fungi and yeasts. U. maydis encodes four Ga-subunits
gpal—4, but only to Gpa3 a function in the cAMP pathway could be assigned. It remained
unclear if the three remaining Go-subunits are functional redundant between each other or to
Gpa3.

In this study, the C-terminus of the pheromone receptor Pral could be identified as
functional important site for signal transduction. Cells expressing a C-terminal truncated
receptor protein are unable to form conjugation hyphae upon pheromone stimulation but
remain competent to fuse with wild type cells and to establish dikaryotic hyphae. This defect
could be ascribed to the lack of MAP kinase module activation and indicates interaction of

an activating component with the Pral-C-terminus.

To test for redundancy in Go-subunit function, strains deleted in gpal, gpa2, gpa4 and
strains deleted in all Go-subunits were generated. gpal gpa2 gpa4—triple mutants were
indistinguishable from wild type in their pheromone response and pathogenic development.
However, spore formation was reduced in these strains. Therefore, the Go-subunits gpal
gpa2 gpa4 are not essential for completion of the U. maydis life cycle. Ga null mutants were
phenotypically indistinguishable from gpa3-mutants and could be reverted by external
cAMP. These results argue against functional redundancy between Go-subunits and suggest
that only Gpa3 is needed for pheromone signaling. The suppression of phenotypes by cAMP
could be extended to appressoria formation and penetration. The induction of “budding
filaments” in these strains on hydrophobic surfaces including the leaf surface could be
described for the first time. However, full pathogenicity could not be achieved by cAMP
supplementation indicating essential functions of Gpa3 during tumour development. Gpa3
represents therefore the major regulatory Go-subunit for growth and pathogenic

development in U. maydis.

Microarray analyses revealed in the triple mutant few genes with lower basal expression
compared to wild type. These genes encoded proteins with functions in the pheromone
response and metabolism; however these differences did not affect the pheromone response
in this strain. The Analysis of the gpa3 mutant transcriptome led to the identification of 163
differentially expressed genes with functions in metabolism, nutrient transport and
morphology. This is consistent with the role of Gpa3 in regulating the cAMP pathway.
Therefore, signaling through Gpa3 reflects the nutrient status of the cell and participates in
glucose repression of genes. The clear differences to the transcriptome of the triple mutant
confirm the functional non-redundant role of Gpa3 as a central activator of the cAMP

pathway.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ustilago maydis, ein Modellorganismus phytopathogener Pilze

Ustilago maydis ist ein ubiquitir vorkommender Vertreter der Brandpilze, der spezifisch die
Kulturpflanze Mais (Zea mays) und die in Mittelamerika beheimatete Wildform des
Kulturmaises Teosinte (Euchlena mexicana) befillt und den Maisbeulenbrand hervorruft.
Systematisch wird U. maydis in die Klasse der Heterobasidiomyceten, in die Ordnung
Brandpilze (Ustilaginales) und die Familie Ustilaginaceae eingeordnet. Die Brandpilze
umfassen ca. 1200 Arten und es finden sich darunter viele biotrophe Pflanzenschédlinge, die
ca. 4000 Pflanzenarten aus 75 Familien infizieren kénnen (Martinez-Espinoza et al., 2002).
Darunter sind wirtschaftlich bedeutende Arten wie Weizen, Gerste und Mais (Fischer &
Holton, 1957; Kahmann et al., 2000). Der wissenschaftliche Name Ustilago wie auch der
deutsche Name ,,Brandpilz“ leitet sich von dem verbrannten Aussehen (ustilare, lat.
brennen) der infizierten Pflanzenteile nach Bildung der reifen, schwarzen Teliosporen ab.
Diese Symptome wurden bereits 1754 von Bonnet beschrieben, die systematische
Einordnung unter dem Namen Ustilago maydis fand dagegen erst spéter im Jahre 1944 statt

(Christensen, 1963).

Obwohl U. maydis als Nutzpflanzenschiadling im Vergleich zu anderen Brandpilzen eine
eher geringe wirtschaftliche Bedeutung zukommt, hat er sich als Modellorganismus
phytopathologischer Forschung und in der Genetik etabliert (Banuett, 1995; Bolker, 2001;
Martinez-Espinoza et al., 2002; Kahmann & Kamper, 2004). Wegweisende Studien mit U.
maydis als untersuchten Organismus fiihrten zur Aufkldrung der molekularen Grundlagen
der homologen Rekombination (,,Holliday“-Struktur), der Bestimmung des Paarungstyps
sowie flir die Pathogenitit relevante Signalkaskaden (Rowell, 1955; Christensen, 1963;
Holliday, 1974; Banuett, 1995; Kahmann & Bolker, 1996; Kronstad et al., 1998; Kahmann et
al., 2000). Erleichtert wurden diese Arbeiten dadurch, dass U. maydis ein fakultativ
biotropher Pilz ist, der sich wahrend der haploiden Phase seines Lebenszyklus aullerhalb der
Pflanze auf einfachen Ndhrmedien kultivieren ldsst. Weitere Vorteile sind die relativ kurze
Verdopplungszeit in seiner haploiden Phase sowie das Durchlaufen der sexuellen
Entwicklung in ca. 3 Wochen auf der Maispflanze, was ein ziigiges genetisches Arbeiten
ermoglicht (Holliday, 1961, 1974; Christensen, 1963). Insbesondere werden revers

genetische Ansétze durch das sehr effiziente homologe Rekombinationssystem erleichtert
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und sind mittlerweile eine Standardmethode zur Charakterisierung von Genfunktionen
(Kahmann & Kémper, 2004). Die Verfiigbarkeit von dominanten Selektionsmarkern und
integrativen Plasmiden ermdglicht die effiziente Geninaktivierung {iber homologe
Rekombination bzw. die ektopische Expression von Genen (Wang et al., 1988; Kronstad et
al., 1989; Keon et al., 1991; Kojic & Holloman, 2000; Brachmann et al., 2004; Kdmper,
2004). Die Verwendung von regulierbaren Promotoren, die iiber die Stickstoff- bzw.
Kohlenstoffquelle gezielt aktiviert bzw. inaktiviert werden kdnnen (Bottin et al., 1996;
Brachmann et al., 2001) erlaubt es, die Effekte der Expression bzw. Inaktivierung von z. B.

essentiellen Genen zu studieren (Straube et al., 2001).

Neben den =zahlreichen molekularbiologischen Methoden, ist seit 2003 zudem die
vollstindige Sequenz des 20,5 Mb groBen Genoms von U. maydis verfiigbar
(http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago _maydis/; Kahmann & Kéamper, 2004;
Kémper et al., 2006). Die annotierte und manuell korrigierte U. maydis-Genomsequenz auf
der MIPS Ustilago maydis Data-Base (MUMDB; http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago)
ermdglicht das schnelle Auffinden einzelner Gene und dazu homologer Gensequenzen in U.
maydis und anderen Pilzen. In Kombination mit Affymetrix-DNA-Microarrays, die eine
parallele Expressionsanalyse von ~ 90% der vorhergesagten 6902 Protein-kodierenden Gene
erlauben (Scherer et al., 2006), konnen nun durch einzelne Gene kontrollierte regulatorische
Netzwerke aufgedeckt werden. Mit diesem Methodenspektrum stellt U. maydis ein ideales
Modellsystem zur molekularen Aufkldrung von Pathogenititsmechanismen in Brandpilzen

dar.

1.2 Der Lebenszyklus von Ustilago maydis

U. maydis ist ein fakultativ biotropher Heterobasidiomycet, dessen sexuelle Entwicklung
ausschlieBlich auf der Wirtspflanze ablduft. Sein Lebenszyklus ldsst sich anhand der
Kernphasen in drei verschiedene Stadien einteilen, die mit einer Verdnderung der
Morphologie einhergehen (Abb. 1A) (zusammengefasst in Kahmann et al., 2000). In der
saprophytischen Phase vermehren sich die haploiden Zellen, Sporidien genannt, durch
Knospung und sind apathogen. Zu Beginn der pathogenen Phase miissen sich zwei
kompatible Sporidien, die unterschiedliche Allele der Paarungstyploci besitzen, iiber ein
Pheromon-Rezeptorsystem erkennen. Aufgrund des Pheromonsignals bilden diese Zellen an
einem Zellpol sogenannte Konjugationshyphen, die gerichtet aufeinander zuwachsen und an
der Spitze fusionieren (Bowmann, 1946; Snetselaar & Mims, 1992; Snetselaar, 1993;

Snetselaar et al., 1996). Nach der Zellfusion bildet sich ein dikaryotisches Filament aus, das
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die Zellkerne und das Zytoplasma beider Fusionspartner enthélt (Sleumer, 1932; Rowell,
1955; Fischer & Holton, 1957). Erst in der dikaryotischen, filamentésen Form kann U.
maydis die Wirtspflanze infizieren (Christensen, 1963; Snetselaar & Mims, 1992, 1993). Die
Penetration von jungem, meristematischen Pflanzengewebe erfolgt iiber Appressorien oder
seltener durch Stomata (Snetselaar & Mims, 1992, 1993; Banuett & Herskowitz, 1996). In
der Pflanze wichst U. maydis zunichst intrazelluldr, wobei die Hyphen von der intakten
Plasmamembran der Pflanzenzelle umgeben sind (Snetselaar & Mims, 1992). Als erste
Symptome einer Infektion treten Chlorosen und Anthocyanbildung auf. Etwa fiinf Tage nach
Infektion beginnen die Hyphen sich zu verzweigen und wachsen nun meist interzelluldr.
Zeitgleich ist die Induktion der Gallenbildung, hier als Tumor bezeichnet, anhand der
VergroBerung der Pflanzenzellen zu beobachten (Snetselaar & Mims 1992, 1994). Die
Tumorbildung kann an allen oberirdischen Teilen der Pflanze auftreten. In den Tumoren
proliferiert das Pilzmyzel massiv und wéchst sowohl zwischen als auch in den vergroBerten
Wirtszellen (Snetselaar & Mims, 1992; Banuett & Herskowitz, 1996). Nach etwa 10 Tagen
erfolgt die Fragmentierung der sporogenen Hyphen, die nach der Fusion beider Zellkerne
(Karyogamie) schlieflich zu den diploiden Teliosporen ausdifferenzieren (Banuett &
Herskowitz, 1996). Die reifen Sporen sind von einer schwarzen pigmentierten Hiille
umgeben und konnen nach Aufplatzen des Tumors durch Wind, Regen und Insekten
verbreitet werden (Christensen, 1963) (Abb. 1B). Unter geeigneten Bedingungen keimen die
Teliosporen zu Probasidien aus und schniiren nach erfolgter Meiose die haploiden Sporidien

ab (Christensen, 1963).

<

A Ausbildung von \ Zellfusion B
Konjugationshyphen \
Infektion
\
Mycelbildung
\
\ Tumorinduktion
und Proliferation
Vegetatives
Wachstum Q
q
\ H
Freisetzung
der Sporidien

Bildung der

Probasidie
Abbildung 1.  Der Lebenszyklus von U. maydis. A) Grin unterlegt sind jene Entwicklungs-
stadien, in denen der Pilz auf die Wirtspflanze angewiesen ist (Abb. aus Laborsammlung). B)
Tumorentwicklung in einem Maiskolben (das Bild stammt aus Kahmann & Kamper, 2004).
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Unter Laborbedingungen koénnen die Zell-Zellerkennung, Fusion und Dikaryenbildung
nachvollzogen werden. Die Konjugationshyphenbildung kann durch Stimulation mit
synthetischem Pheromon induziert werden (Spellig et al., 1994). Die Ausbildung von
dikaryotischen Filamenten nach der Zellfusion ist gut auf aktivkohlehaltigem Festmedium
als weifles Luftmyzel zu sehen verursacht durch leere, luftgefiillte Abschnitte im distalen

Bereich der Filamente (Day & Anagnostakis, 1971; Banuett & Herskowitz, 1994b).

1.3 Die genetische Kontrolle der pathogenen Entwicklung

Fiir die erfolgreiche Infektion von Maispflanzen durch U. maydis ist die Fusion zweier
kompatibler Sporidien und die Ausbildung des dikaryotischen Filaments Voraussetzung.
Dies wird genetisch durch zwei ungekoppelte Paarungstyploci, a und b, gesteuert. Der
biallelische a-Locus kodiert fiir ein Pheromon-Rezeptorsystem, das fiir die Zell-Zell-
Erkennung und die Zellfusion essentiell ist (Froeliger & Leong, 1991; Bolker et al., 1992;
Spellig et al., 1994). Nach erfolgter Zellfusion ist der multiallelische b-Locus zusammen mit
dem a-Locus fiir die Aufrechterhaltung des Dikaryons und die nachfolgende sexuelle
Entwicklung notwendig (Holliday, 1961; Pulhalla, 1968; Banuett & Herskowitz, 1989,
1994b). Die sexuelle Entwicklung auf der Pflanze kann nur erfolgen, wenn sich beide
Fusionspartner sowohl in den a- als auch in den b-Allelen unterscheiden (Rowell & DeVay,
1954; Holliday, 1961; Puhalla, 1968). Haben zwei Sporidien unterschiedliche Allele in den

Paarungstyploci, so werden sie als ,,kompatible* Paarungspartner bezeichnet.

1.3.1 Der a-Locus kodiert fiir ein Pheromon-Rezeptorsystem

U. maydis ist ein getrenntgeschlechtlicher (heterothallischer) Pilz mit einem tetrapolaren
Paarungssystem (Rowell & DeVay, 1954). Das Erkennen des Paarungspartners findet in
diesen Pilzen gewdhnlich liber den Austausch von Pheromonen statt (Christensen, 1963). In
U. maydis sind im biallelischen a-Locus die Komponenten dieses Zell-Zellerkennungs-
systems kodiert. Die beiden Allele des a-Locus, a/ und a2, umfassen 4,5 kb (al) bzw. 8,0 kb
(a2) heterologe Sequenz und werden von homologen Sequenzabschnitten flankiert (Froeliger
& Leong, 1991; Bolker et al., 1992). a/ und a2 kodiert jeweils flir einen Pheromonrezeptor
Pra (pheromone receptor for a-pheromone) und ein Vorlauferprotein fiir das Pheromon Mfa
(mating factor a) (Bolker et al., 1992). Dieses Pheromon-Rezeptorsystem ist fiir die
Erkennung zweier kompatibler Sporidien und die anschlieBende Zellfusion essentiell und die
Deletion des Pheromon- oder des Pheromonrezeptorgens fiihrt zur Sterilitdt (Bolker et al.,

1992). Die gegenseitige FErkennung kompatibler Sporidien wird dabei durch die
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unterschiedliche Spezifitdt der Pheromonrezeptoren fiir das jeweils komplementire
Pheromon gewéhrleistet, weshalb zwei Stimme mit gleichen a-Loci nicht miteinander
fusionieren konnen. Fiir die erfolgreiche Zellfusion miissen beide Fusionspartner durch das
komplementére Pheromon stimuliert werden (Bdlker et al., 1992). Die Vorlauferproteine von
Mfal (40 aa) und Mfa2 (38 aa) werden posttranslational prozessiert und modifiziert. Die
reifen Pheromone werden dann als 13 (Mfal) bzw. 9 (Mfa2) Aminoséuren lange Peptide, die
an ihren C-Termini farnesyliert und carboxymethyliert sind, sekretiert (Spellig et al., 1994).
Die Pheromonrezeptoren Pral und Pra2 sind jeweils 357 und 346 Aminosduren lang und
weisen sieben Transmembrandoménen auf (Bolker et al., 1992). Aufgrund ihrer Amino-
sauresequenz konnen sie in die Klasse D der pilzlichen Pheromonrezeptoren eingeordnet

werden (http://www.gpcr.org/7tm/multali/multali.html).

1.3.2 Der b-Locus kodiert fiir einen zentralen Transkriptionsfaktor der
pathogenen Entwicklung

Der multiallelische b-Locus kodiert fiir zwei divergent transkribierte Gene bEast (bE) und
bWest (bW), die durch einen ca. 200 bp groBBen Promotorbereich getrennt sind (Gillisen et
al., 1992). Sie kodieren fiir Homeodomédnenproteine, die einen funktionellen
Transkriptionsfaktor bilden, wenn die beiden Untereinheiten von verschiedenen Allelen
stammen (Kémper et al., 1995). Durch den kiinstlich erzeugten, haploiden Stamm CL13, der
ein chiméares bE1/bW2-Allel enthélt, konnte gezeigt werden, dass ein funktionelles bE/bW-
Heterodimer ausreichend ist fiir die pathogene Entwicklung von U. maydis (Bolker et al.,
1995). Dieser Stamm ist ohne vorherige Zellfusion pathogen und wird als solopathogener
Stamm bezeichnet. Basierend auf diesen und anderen Experimenten wurde dem b-
Heterodimer eine zentrale Rolle als Regulator der Pathogenitit zugewiesen. Mittlerweile
konnte eine Vielzahl direkt und indirekt b-regulierter Gene identifiziert werden, die flir die
weitere pathogene Entwicklung wichtig sind (Romeis et al., 2000; Brachmann et al., 2001;

Scherer et al., 2006).

1.4 Die Pheromonantwort

Die Wahrnehmung von Pheromon geht in U. maydis mit einer morphologischen und einer
transkriptionellen Verédnderung einher, was zusammenfassend als Pheromonantwort be-
zeichnet wird. Sie ist Vorraussetzung fiir die Erkennung und Fusion zweier kompatibler

Sporidien und damit fiir die weitere pathogene Entwicklung.
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Morphologisch ist nach Pheromonstimulation die Ausbildung von Konjugationshyphen zu
beobachten. Dies sind diinne, meandernde Hyphen, die meist an einem Zellpol entstehen und
gerichtet auf die Pheromonquelle zuwachsen (Snetselaar et al., 1996). Gleichzeitig arretieren
die Zellen ihren Zellzyklus in der postreplikativen G,-Phase (Garcia-Muse et al., 2003). Die
Fusion der Konjugationshyphen an ihrer Spitze fithrt zur Bildung des dikaryotischen
Filaments, flir dessen Aufrechterhaltung ein aktives b-Heterodimer und die autokrine
Pheromonstimulation nétig sind (Snetselaar & Mims, 1993; Banuett & Herskowitz, 1994b,
1989).

Transkriptionell wird durch kompatibles Pheromon die Expression der Gene des a- und des
b-Locus induziert (Urban et al., 1996b). Die induzierte Expression von mfa bewirkt
wahrscheinlich eine gesteigerte Pheromonstimulation des Kreuzungspartners, wihrend die
erhohte Expression des Pheromonrezeptors die Perzeption des Pheromonsignals erleichtert.
Durch diese positive Riickkopplung wird vermutlich das gerichtete Aufeinander-Zuwachsen
der Konjugationshyphen ermoglicht (Snetselaar et al., 1996). Die Pheromon-induzierte
Expression der h-Gene stellt sicher, dass unmittelbar nach der Zellfusion ausreichend b-
Heterodimere flir die Ausbildung eines stabilen Dikaryons vorhanden sind (Urban et al.,
1996b). Nach der Zellfusion wird die Expression von mfa und pra zwar reprimiert, ist aber
noch ausreichend fiir die autokrine Pheromonstimulation und die weitere Expression der b-

Gene (Urban et al., 1996b).

1.5 Die Pheromonsignalweiterleitung

Die Bindung von Pheromon an den Pheromonrezeptor fiihrt in U. maydis zur Aktivierung
von zwei konservierten Signalwegen, einem cAMP-Signalweg und einer MAPK-Kaskade
(Abb. 2). Der genaue Mechanismus der Signaliibermittlung von dem Pheromonrezeptor an

diese zwei Signalwege ist bisher nicht bekannt.

Die Hauptkomponenten des cAMP-Signalwegs sind die a- und die P-Untereinheit eines
heterotrimeren G-Proteins Gpa3 bzw. Bppl (Regenfelder et al., 1997; Kriiger et al., 1998;
Miiller et al., 2004), die Adenylatzyklase Uacl sowie die regulatorische und katalytische
Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) Ubcl bzw. Adrl (Gold et al., 1997; Diirrenberger et
al., 1998). Gpa3 aktiviert die Adenylatzyklase Uacl, die den Sekundérbotenstoff cAMP
synthetisiert. Der steigende intrazellulire cAMP-Spiegel fiihrt in Folge zur Dissoziation der
inhibitorischen PKA-Untereinheit Ubcl und aktiviert dadurch die katalytische Untereinheit

Adrl. Wie Gpa3 aktiviert wird, ist bisher nicht bekannt. Verschiedene Hinweise deuten auf
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eine Funktion des cAMP-Signalwegs in der Pheromonsignalweiterleitung hin.
Deletionsstimme in Gpa3, Bppl, Uacl oder Adrl zeigen alle neben einem filamentosen
Wachstum auch eine Reduktion der Paarungskompetenz und der a-Genexpression
(Regenfelder et al., 1997, Diirrenberger et al., 1998; Kriiger et al., 1998; Gold et al., 1994;
Miiller et al., 2003b). Die Aktivierung des cAMP-Signalwegs durch die konstitutiv aktivierte
Ga-Untereinheit Gpa3?", durch die Deletion der regulatorischen PKA-Untereinheit Ubcl,
die Uberexpression der katalytischen Untereinheit Adrl oder externe cAMP-Zugabe
induziert dagegen die Expression der a-Gene (Kriiger et al., 1998; Hartmann et al., 1999;
Miiller et al., 1999; Eichorn et al., 2006). Ein kiinstlich aktivierter cAMP-Signalweg alleine
ist jedoch nicht ausreichend um die Bildung von Konjugationshyphen zu induzieren oder die
Zellfusion zu erlauben. Die Effizienz der Konjugationshyphenbildung ist in Stimmen mit
Gpa3? oder nach externer cAMP-Zugabe sogar reduziert (Miiller, 2003). Somit ist der

cAMP-Signalweg fiir die transkriptionelle Pheromonantwort notwendig.

Die Aktivierung der MAPK-Kaskade durch den Pheromonstimulus induziert die Kon-
jugationshyphenbildung und verstirkt die Expression der a-Gene (Kaffarnik et al., 2003;
Miiller, 2003). Die MAPK- Kaskade besteht aus drei Serin-Threonin-Proteinkinasen, die sich
sequentiell aktivieren (Abb. 2). Dieses Modul der Signalweiterleitung ist in eukaryotischen
Zellen hoch-konserviert (Widmann et al., 1999). Die in U. maydis durch Pheromon
stimulierte MAPK-Kaskade besteht aus der MAPKK-Kinase Kpp4/Ubc4, der MAPK-Kinase
Fuz7/Ubc5 und der MAP-Kinase (mitogen activated protein kinase) Kpp2/Ubc3 (Banuett &
Herskowitz, 1994a; Mayorga & Gold, 1999; Miiller et al., 1999, 2003). In vegetativ
wachsenden Zellen haben die MAPK-Kaskade und der cAMP-Signalweg eine antago-
nistische Wirkung auf die Zellmorphologie. So wurden in einem Ansatz zur Identifizierung
von Suppressoren des filamentdsen Wachstums von uaci-Deletionsmutanten die regula-
torische PKA-Untereinheit Ubcl, alle Komponenten der MAPK-Kaskade und ein zusitz-
liches Protein, Ubc2, identifiziert (Mayorga & Gold, 1998; Andrews et al., 2000). Diese
Proteine wurden daher mit ,,Ubc* fiir Ustilago bypassing cyclase bezeichnet. Das identi-
fizierte Ubc2-Protein zeigt Ahnlichkeit in seiner Doménen-Struktur zu dem Adaptorprotein
Ste50p aus S. cerevisiae, indem es ein ,sterile alpha-motif* (SAM), eine Ras-
Assoziationsdomine (RA) und Src-Homologie Doménen (SH3) aufweist (Mayorga & Gold,
1999). Fiir Ubc2 wurde daher eine &hnliche Funktion zu Ste50p als Adaptorprotein zur
Signalweiterleitung iiber die MAPK-Kaskade postuliert (Mayorga & Gold, 1999). Ein
putativer Interaktionspartner von Ubc2 und/oder Kpp4 ist das monomere G-Protein Ras2

(Lee & Kronstad, 2002). Ras2 ist epistatisch zu MAPK-Komponenten und die Expression
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weitere pathogene Entwicklung

Abbildung 2. Der Pheromonsignalweg. Die Komponenten des cAMP-Signalwegs sind
blau, die der MAPK-Kaskade griin dargestellt. Die grau markierten Proteine Ras1 und Smu1
haben noch keine eindeutig zugeordnete Funktion. Positive Interaktionen sind durch Pfeile
angezeigt. Gestrichelte Pfeile stellen postulierte, bis jetzt nicht iberpriifte Interaktionen dar.
Ein + neben einem Pfeil zeigt transkriptionelle Aktivierung an.

einer konstitutiv aktiven Version fithrt zu induzierter Pheromongenexpression (Lee &
Kronstad, 2002; Miiller et al., 2003). Ein Aktivator von Ras2 ist vermutlich der CDC25-4dhn-
liche Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Sql2 (Miiller et al., 2003). Die Deletion einzelner
MAPK-Kaskade Komponenten fiihrt in Paarungstests zu einem weitgehenden Verlust der
Dikaryenbildung, wenn kompatible Deletionsstimme verwendet werden (Mayorga & Gold,
1999, 2001; Miiller, 2003). Diese Deletionsstimme konnen jedoch noch mit Wildtyp-
stimmen fusionieren und zeigen dann stabile Dikaryenbildung (Banuett & Herskowitz,

1994; Mayorga & Gold, 1999, 2001; Miiller et al., 1999, 2003a).

Nach einem Pheromonstimulus fiihrt die Aktivierung des cAMP-Signalwegs und der

MAPK-Kaskade zur Aktivierung des zentralen Transkriptionsfaktors Prfl (pheromone
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response factor I; Hartmann et al., 1996, 1999) (Abb. 2). Der HMG-Box Transkriptions-
faktor (high mobility group) Prfl ist fiir die basale und pheromoninduzierte Expression der
a- und b-Gene essentiell und prfi-Deletionsmutanten sind steril (Hartmann et al., 1996). Die
Pheromon-induzierte Expression wird dabei durch die Bindung von Prfl an ein 9 bp langes,
cis-aktives Sequenzmotiv, das pheromone response element (PRE) in den regulatorischen
Promotorbereichen dieser Gene vermittelt (Urban et al.,, 1996b). Die Aktivitdt von Prfl
unterliegt sowohl einer transkriptionellen als auch einer posttranskriptionellen Kontrolle.
Posttranskriptionell wird die Prfl-Aktivitdt iiber Phosphorylierung durch die MAP-Kinase
Kpp2 als auch durch die katalytische PKA-Untereinheit Adrl reguliert (Kaffarnik et al.,
2003). Transkriptionell unterliegt die prfI-Expression einer komplexen Regulierung durch
Umweltsignale wie Néahrstoffverfiigbarkeit und Pheromon. Im Promotorbereich von prfi
befinden sich dazu regulatorische Elemente wie PRE-Bindestellen, ein UAS-Element
(upstream activating sequence) und Bindestellen des Transkriptionsfaktors Ropl (Hartmann
et al., 1996, 1999; Brefort et al., 2005). Ropl1 ist fiir die Expression von prfl in axenischer
Kultur nétig, wird jedoch auf der Pflanzenoberfliche vermutlich durch andere Aktivatoren
ersetzt (Brefort et al., 2005). Die Kinase Crkl ist ndtig fiir die prfi-Expression iiber die
Aktivierung des UAS-Elements (Garrido et al., 2004). Durch genomweite Expressions-
analysen konnte mittlerweile eine Vielzahl an Pheromon-regulierten Genen identifiziert

werden (Eichhorn, 2004; Zarnack, 2006).

1.6 Signalweiterleitung Uber G-Proteine

Alle Zellen besitzen die Fihigkeit verschiedenste Umweltsignale wahrzunehmen und sie
intern zu verarbeiten um in geeigneter Weise darauf reagieren zu kénnen. U. maydis ist als
erfolgreicher Pflanzen-pathogener Pilz unter anderem auf die effiziente Wahrnehmung von
Néhrstoffen, Pheromon und Pflanzensignalen angewiesen um seinen Lebenszyklus
vollenden zu kénnen. Ein konserviertes System zur Wahrnehmung diverser Signale und der
Signaltransduktion ins Zellinnere in Eukaryoten besteht aus G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR, G-protein-coupled receptors) und G-Proteinen. Durch die Bindung
eines Liganden an den Rezeptor dndert dieser seine Konformation und aktiviert so ein
heterotrimeres G-Protein. Heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten (o, B,
v), wobei die Ga-Untereinheit die Guanin-Nukleotide GDP oder GTP binden kann sowie
eine GTPase-Doméne besitzt. Durch die Konformationsdnderung des aktivierten Rezeptors
wird die Affinitit der assoziierten Go-Untereinheit zum gebundenen GDP zugunsten des in

der Zelle iiberméBig vorhandenen GTP verschoben (Hoffman, 2005a). Die GTP-gebundene,
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aktive Form der Go-Untereinheit dissoziiert vermutlich daraufhin von der als Komplex
weiterbestehenden Py-Untereinheit. Es wurde jedoch auch Signaltransduktion ohne
Dissoziation der Untereinheiten beobachtet (Hoffman, 2005a). Beide G-Protein-Unterein-
heiten konnen nun unterschiedliche Effektoren aktivieren wie z. B. die Adenylatzyklase,
Phospholipase C, lonen-Kandle und Komponenten oberhalb der MAPK-Kaskade. Die
Aktivierung dieser Proteine flihrt ihrerseits zur Neusynthese von Sekundérbotenstoffen und
damit zu einer Amplifizierung des Eingangssignals. Die Signalgebung wird durch die
intrinsische GTPase-Aktivitdt der Go-Untereinheit beendet, wobei ein Phosphat abgespalten
wird. Dieser Prozess kann durch GAP-Proteine (GTPase activating protein), auch als RGS-

Proteine (regulators of G-protein signaling) bezeichnet, beschleunigt werden.

Neben den heterotrimeren G-Proteinen zdhlen in die Familie der GTP-bindenden Proteine
auch die sogenannten ,kleinen G-Proteine®. Sie sind vorwiegend als Monomere aktiv in
Signalkaskaden und werden aufgrund phylogenetischer Gemeinsamkeiten in fiinf Familien

eingeteilt: Ras, Rho, Rab, Sarl/Arfund Ran (Wennerberg et al., 2005).

1.6.1 G-Proteine in U. maydis

In U. maydis konnten vier Gene, gpal—gpa4, die fiir a-Untereinheiten heterotrimer G-
Proteine kodieren, ein Gen fiir eine -Untereinheit, bpp! und ein Gen fiir eine y-Untereinheit
gpgl identifiziert werden (Regenfelder et al., 1997; Miiller et al., 2003b und
unverdffentlicht). Deletionen dieser Gene zeigten nur einen phinotypischen Defekt fiir gpa3
und bppl, die beide als Aktivatoren des cAMP-Signalwegs eingeordnet werden konnten
(Kriiger et al., 1998; Miiller et al., 2003b). gpa3- als auch bppI-Deletionsmutanten wachsen
filamentds, zeigen eine starke Reduktion der Paarungskompetenz und eine defekte basale
und Pheromon-induzierte Expression des Pheromongens mfa (Regenfelder et al., 1997;
Kriiger, 1999; Miiller, 2003). Der intrazellulire cAMP-Spiegel ist in diesen Deletions-
stimmen erniedrigt (Kriiger, 1999) und die phénotypischen Defekte sowie die reduzierte
Paarungskompetenz konnen durch externe cAMP-Zugabe aufgehoben werden (Kriiger et al.,
1998; Kriiger, 1999; Miiller et al., 2003b). Die vier Ga-Untereinheiten lassen sich aufgrund
threr Aminosduresequenz phylogenetisch in vier Gruppen einteilen, fiir die gemifl dem
System aus hoheren Eukaryoten auch dhnliche Funktionen vermutet werden (Regenfelder et
al., 1997; Bolker, 1998). Gpa3 fillt in die Gruppe der Adenylatzyklase-stimulierenden Gai-
Untereinheiten (Gos), was mit seiner Funktion in U. maydis ibereinstimmt. Gpal wird zu
den Adenylatzyklase-inhibierenden Go-Untereinheiten (Ga,;) und Gpa2 in eine pilzspezi-

fische Gruppe (Goy;) eingeordnet. Gpa4 bildet aufgrund der deutlichen Unterschiede in der
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Aminosduresequenz konservierter Bereiche eine eigene Gruppe. Wie in den meisten anderen
Pilzen wurden auch in U. maydis diese Go-Untereinheiten nicht aufgrund eines Phénotyps,

sondern iiber die gezielte Suche nach der Sequenz der konservierten Bereiche identifiziert

(Regenfelder et al., 1997; Bolker, 1998).

In U. maydis wird aufgrund folgender Hinweise eine Beteiligung einer Ga-Untereinheit an
der Pheromonsignalweiterleitung angenommen: i) Der Pheromonrezeptor Pral ist zu 40%
dhnlich zum Pheromonrezeptor Ste3p aus S. cerevisiae, der an ein heterotrimeres G-Protein
gekoppelt ist (Bolker et al., 1992). ii) Genetische Analysen deuten auf die Teilnahme der
Go-Untereinheit Gpa3 an der Weiterleitung des Pheromonsignals i{iber den cAMP-
Signalweg hin.

Pral weist die fiir GPCRs typische Proteintopologie mit sieben Transmembrandoménen und
geladenen Aminoséuren in der dritten cytoplasmatischen Proteinschleife auf, die vermutlich
fiir die Interaktion mit Go-Untereinheiten wichtig sind (Abb. 3). Neben den genannten
Strukturmerkmalen weisen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren keine weiteren konservierten
Doménen auf, die auf ihre Interaktionspartner fiir die Signalweiterleitung schliefen lassen

(Lefkowitz, 2000; Pierce et al., 2002).

Gpa3 spielt fiir die Pheromonantwort eine wichtige Rolle, was durch die kiinstliche Akti-
vierung oder die Inaktivierung dieser Ga-Untereinheit gezeigt wurde (Regenfelder et al.,
1997; Kriiger et al., 1998). Gpa3 ist jedoch nicht ausschlieBlich fiir die Pheromonantwort
wichtig, da gpa3-Deletionsmutanten zusitzliche phianotypische Defekte aufweisen, die nicht
in pral-Deletionsmutanten auftreten. Basierend auf diesen FErgebnissen wurden zwei
alternative Modelle zur Funktion von Gpa3 aufgestellt (Kriiger et al., 1998; Bolker, 1998).
Zum einen wurde postuliert, dass Gpa3 an Nahrstoffrezeptoren koppelt und stimuliert wird,
darauthin den cAMP-Signalweg aktiviert, was dann iiber den Transkriptionsfaktors Prfl die
Expression der Pheromongene indirekt beeinflusst. Dies stiitzt sich auf die Beobachtung,
dass die Basalexpression des Pheromongens mfa auch durch Néhrstoffbedingungen
beeinflusst wird (Holliday, 1974; Banuett & Herskowitz, 1989; Spellig et al., 1994;
Hartmann, 1999). Das Pheromonsignal wiirde dann durch eine andere Go-Untereinheit
weitergeleitet werden, die bisher moglicherweise nicht identifiziert werden konnte aufgrund
von funktioneller Redundanz zwischen den Ga-Untereinheiten (Regenfelder et al., 1997).
Als Alternative wurde vorgeschlagen, dass Gpa3 an verschiedene Rezeptoren koppelt und

die Adenylatzyklase als Antwort auf Néhrstoffsignale und Pheromon stimuliert.

11
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Abbildung 3. Vorhersage der topologischen Anordnung der Siebentransmembran-
doménen des Pheromonrezeptors Pra1 aus U. maydis. In rot markiert sind Aminosauren, die
eine elektronegative Ladung aufweisen, in blau Aminosauren mit einer elektropositiven
Ladung. Die Topologie der Proteinschleifen und des C-Terminus sind nicht modelliert
worden. Diese Abbildung wurde mit dem Programm TMRPres2D Version 0.91 erstellt.

1.6.2 G-Proteine in der Pheromonsignalweiterleitung in S. cerevisiae und S.
pombe

Die Bickerhefe S. cerevisiae und die Spalthefe S. pombe sind die bisher best-untersuchten
Pilze in Bezug auf die Pheromon-Signaltransduktion (Bardwell, 2005). In beiden Hefen
werden das Pheromon- wie auch Néhrstoffsignale durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
wahrgenommen und intrazellulér tiber heterotrimere G-Proteine weitergeleitet (Abb. 4). In S.
cerevisiae und S. pombe wurden je zwei Ga- und eine By-Untereinheit identifiziert. Obwohl
in beiden Hefen fiir die Nahrstoffwahrnehmung ein cAMP-Signalweg und fiir die Pheromon-

antwort eine MAPK-Kaskade benutzt werden, unterscheidet sich deren Aktivierung.

Das Pheromonsignal wird jeweils durch einen GPCR — Ste2/Ste3 in S. cerevisiae und
Mam2/Map3 in S. pombe — erkannt. Intrazelluldr wird das Pheromonsignal in S. cerevisiae
iiber ein heterotrimeres G-Protein, in S. pombe dagegen iiber die monomere Go-Untereinheit

mit bisher unbekannten Interaktionspartnern weitergeleitet (Abb. 4). In beiden Pilzen wird
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nach Pheromonstimulation die MAPK-Kaskade induziert, was die morphologische
Ausbildung der Paarungshyphen (shmoo) induziert, dhnlich zur Konjugationshyphenbildung
in U. maydis. Welche Untereinheiten der G-Proteine die MAPK-Kaskade aktivieren ist
wiederum in beiden Hefen unterschiedlich. In S. cerevisiae aktiviert die Py-Untereinheit
Ste4/Stel18p die MAPK-Kaskade auf zweierlei Art (Whiteway et al., 1989; Nomoto et al.,
1990). Zum einen bindet sie das Adaptorprotein Ste50p, das die drei Kinasen der Kaskade
bindet und sie so in rdumliche Ndhe zueinander und zur Plasmamembran bringt. Zum
anderen bindet sie die Proteinkinase Ste20p aus der Familie der p2/-activated Kinasen, die
vermutlich die MAPKKK Stellp phosphoryliert (Leeuw et al., 1998). Eine zu Ste20p
dhnliche Kinase, Smul, wurde auch in U. maydis identifiziert und die Deletion des
entsprechenden Gens fithrte zu einer reduzierten Pheromongenexpression (Smith et al.,
2004). Es blieb jedoch unklar ob dieser Effekt iiber den cAMP-Signalweg oder die MAPK-
Kaskade vermittelt wird (Kahmann & Kéamper, 2004). Zusétzliche Zielproteine der By-
Untereinheit in S. cerevisiae sind Cdc24, ein GEF (guanine-nucleotide exchange factor) von
Cdc42, Farl und Rhol, die das polare Wachstum regulieren. Die der Ga-Untereinheit Gpal
zugeschriebene Funktion liegt zum einen in der Inhibition der Signalgebung durch Bindung
der By-Untereinheit. Kiirzlich sind jedoch auch positive regulatorische Aufgaben von Gpal

identifiziert worden. Die genomweite Analyse einer konstitutiv aktiven Version Gpal“-

S. cerevisiae S. pombe
Pheromon Nahrstoffe
Pheromon

Nahrstoffe STE2/STE3 Stm1

Mam2/Map3

CAMP- MAPK- CAMP-
Signalweg Kaskade Signalweg Kaskade

v v I

pseudohyphales Pheromonantwort

MAPK-

Pheromonantwort
Wachstum

Abbildung 4. Unterschiedliche Funktionen der G-Proteine in S. cerevisiae und S. pombe.
Hervorgehoben sind die Hauptkomponenten der Pheromonsignalweiterleitung. In S.
cerevisiae aktiviert die By-Untereinheit Ste4/Ste18p die MAPK-Kaskade, in S. pombe die
Ga-Untereinheit Gpa1.
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zeigte, dass die Go-Untereinheit die Transkription von paarungsspezifischen Genen indu-
ziert (Guo et al., 2003) und zudem shAmoo-Bildung in Abwesenheit von Pheromon
induzieren kann. Weitere Zielproteine von Gpal®" sind die regulatorische und katalytische
Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase, Vspl5 und Vsp34, sowie ein ribosomales

Bindeprotein Scp160 unbekannter Funktion (Guo et al., 2003; Slessareva et al., 2006).

In S. pombe scheint die Ga-Untereinheit die MAPK-Kaskade zu aktivieren; ist sie deletiert
fiihrt dies zu Sterilitdt (Obara et al., 1991; Ladds et al., 2005). Direkte Interaktionspartner
von Gpal sind bisher nicht bekannt. Zusétzlich zur Go-Untereinheit reguliert das einzige
Ras-Protein in S. pombe, Rasl, die MAPK-Kaskade positiv (Xu et al., 1994; Masuda et al.,
1995). Die Aktivierung von Ras wird hierbei wahrscheinlich indirekt iiber die Pheromon-
induzierte Expression des Ras-GEF Ste6 erreicht (Hoffman, 2005a). Bisher wurde kein
Ste50-dhnliches Adaptorprotein wie in S. cerevisiae identifiziert und die genaue
mechanistische Verbindung zwischen dem Pheromonrezeptor und der Aktivierung der
MAPK-Kaskade ist noch ungekldrt. Wiahrend S. cerevisiae unter niahrstoffreichen
Bedingungen paaren kann, ist fir S. pombe der Glucose-/oder Stickstoffmangel Vor-
raussetzung filir die Paarung (Mochizuki & Yamamoto, 1992). Die Wahrnehmung dieser
Néhrstoffe wird iiber das zweite G-Protein Gpa2 und zwei identifizierte G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren liber den cAMP-Signalweg {ibermittelt (Abb. 4) (Welton & Hoffman,
2000; Chung et al., 2001).

Auf Nihrstoffsignale hin wird der cAMP-Signalweg in S. cerevisiae durch eine monomere
Go-Untereinheit aktiviert, fiir die strukturell zur B-Untereinheit verwandte Proteine als Inter-
aktionspartner identifiziert werden konnten (Abb. 4) (Harashima & Heitman, 2002; Batlle et
al., 2003). In S. pombe aktiviert ein heterotrimeres G-Protein den cAMP-Signalweg, was der
Situation in U. maydis entspricht. Diese spezifische Zuordnung einer By-Untereinheit zu
einem der Signalwege in Pilzen unterscheidet sich von Sdugetieren, in denen die By-Unter-
einheit vermutlich mit verschiedenen Ga-Untereinheiten interagieren kann (Lengeler et al.,
2000). Parallel zur monomeren Ga-Untereinheit aktiviert ein Ras-Protein den jeweiligen

Signalweg in S. cerevisiae und S. pombe (Hoffman, 2005a).
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1.7 Fragestellung dieser Arbeit

In U. maydis wurden vier Go-Untereinheiten gpal—gpa4 identifiziert und es war bisher nur
moglich, Gpa3 Funktionen zuzuordnen. Aufgrund der Ahnlichkeit des Pheromon-
Rezeptorsystems in U. maydis zu anderen Pilzen, wurde die Beteiligung einer der Ga-
Untereinheiten in der Pheromonsignalweiterleitung vermutet. Es blieb jedoch unklar ob dies
Gpa3 oder eine andere Ga-Untereinheit ist, die aufgrund von funktioneller Redundanz
moglicherweise in Einzeldeletionsmutanten keinen Phénotyp hervorrief. In dieser Arbeit
sollte daher geklart werden, ob die Ga-Untereinheiten funktionell {iberlappende Aufgaben
wahrnehmen bzw. welche von ihnen an den Pheromonrezeptor koppelt. Weiterhin sollten
iiber genomweite Expressionsanalysen Zielgene der Ga-Untereinheiten identifiziert werden
um damit Hinweise auf ihre Funktion zu erhalten. Parallel dazu sollte der Pheromonrezeptor

Pral auf fiir die Signalweiterleitung wichtige Bereiche hin untersucht werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Funktionelle Analyse des Pheromonrezeptors Pra1

Zur Identifikation von fiir die Funktion wichtigen Doménen im Pheromonrezeptor Pral
wurde dieser in der dritten cytoplasmatischen Proteinschleife und dem C-Terminus mutiert
und nach Expression in U. maydis auf seine Funktionalitdt in der Pheromon-

signalweiterleitung hin tiberpriift.

2.1.1 Pheromonsignalweiterleitung in Stammen mit C-terminal verkiirztem
Pheromonrezeptor

Um Einblick in die Aufgaben zu erlangen, die der cytoplasmatische C-Terminus von Pral in
der Pheromonsignalweiterleitung ausiibt, wurden Stimme hergestellt, die C-terminal
verkiirzte Versionen des Rezeptors unter der Kontrolle des natiirlichen pral-Promotors
exprimieren (FBlpral'*:gfp bzw. FBlpral'?**:gfp) und auf ihre Pheromonantwort hin
untersucht. In Pral'?” fehlt der gesamte cytoplasmatische Bereich, wihrend in Pral'?*
noch 8 Aminosduren des C-Terminus vorhanden sind. Diese 8 Aminoséduren enthalten ein
Tyrosin und ein Lysin, die auch in Pra2 an dieser Stelle konserviert sind. Die Fusion dieser
Rezeptorversionen an Gfp ermdoglichte es, die Proteinexpression mit dem Mikroskop und im
Western-Blot nachzuweisen. Die Expression des Wildtyprezeptors Pral als Gfp-Fusion
(FB1pral'*":gfp) diente als Kontrolle. Die zur Transformation dieser Stimme verwendeten
Plasmide wurden zuvor sequenziert und die genomische Integration in den pral-Locus
mittels diagnostischer PCR und Southern-Analyse verifiziert (nicht gezeigt). Anschliefend
wurde die Pheromonwahrnehmung und -sekretion sowie die Paarungskompetenz dieser
Stamme untersucht. Die Pheromonwahrnehmung wurde nach Stimulierung mit
synthetischem a2-Pheromon in diesen Stdmmen quantitativ anhand der morphologischen
Zellantwort (Konjugationshyphenbildung) bestimmt (Tab. 1). In Stdmmen, die den Wildtyp-
Rezeptor oder einen Gfp-fusionierten Wildtyprezeptor exprimierten, reagierten nach 4 h {iber
90% der Zellen auf Pheromon mit der Bildung von Konjugationshyphen. Das Fusionsprotein

Gfp stort demzufolge die Signalweiterleitung nicht. Im Gegensatz dazu reagierten Stimme

1-290 1-298
1 1

mit den Allelen pra und pra nicht auf Pheromon und es konnten nur in wenigen
Einzelfillen Konjugationshyphen beobachtet werden. Eine verliangerte Inkubationszeit von
20 h ergab keine signifikante Verdnderung, die Zellen zeigten also keine zeitliche Verzoge-

rung in ihrer Pheromonantwort.
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Tabelle 1. Mikroskopische Quantifizierung der Konjugationshyphenbildung.

Anteil der Zellen mit Konjugationshyphen in % 2

Experiment 1 Experiment 2
Stimulierter Stamm? 35h 45h 55h 4h 5h 6h 20h
FB1 81 >90 >90 94 ng* 95 ng
FB1pra1'*":gfp 78 92 >92 92 ng 95 ng
1-357
FB1pral ~":gfp 49 74 77 92 ng 94 ng
FB1pra1'2®:gfp 0 0,4 0 0,4 0,3 0,8 1,7
1-298
FB1pral “":gfp 0 0 0 1 0,4 1,7 1,4
FB1pra1'**:gfp 0 0 0,3 0,6 0,4 0 0
1-290
FB1pral “":gfp 0 0,1 0 0 0,4 0 0,5

! Zellen wurden fiir die angegebenen Zeiten mit synthetischem a2-Pheromon stimuliert.
2Pro Zeitpunkt und Stamm wurden 300 — 500 Zellen untersucht.

® mit Ausnahme von FB1 wurden je zwei unabhangig generierte Stamme getestet

* ng: nicht gezahlt

Die fluoreszenz-mikroskopische Analyse von Zellen des Pheromon-stimulierten Stammes
FBlpral'*:gfp zeigte eine Lokalisierung des Pheromonrezeptors an der Spitze der

Konjugationshyphen sowie eine Anreicherung in den Vakuolen (Abb. 5). In Stdmmen, die

1-290 1-298
1 1

die Allele pra und pra exprimierten, war bis auf wenige Einzelzellen die
beobachtete Fluoreszenz der Zellen gleich der Hintergrundfluoreszenz. Diese Beobachtung
lasst sich durch eine defekte oder reduzierte Basalexpression von Pral, durch eine fehlende
Pheromon-induzierte =~ Hochregulierung  der  pral-Expression, ein  nicht-stabiles
Rezeptorprotein oder eine defekte Aktivierung der Konjugationshyphenbildung erkldren.

Diese Moglichkeiten wurden in den nachfolgenden Experimenten untersucht. Da Stimme

1-290 1-208
1 1

mit den Allelen pra und pra dhnliche Defekte in der Pheromonwahrnehmung auf-

wiesen, wurden in diesen Experimenten nur Stimme mit dem Allelen pral' > verwendet.

Im ersten dieser Experimente wurde im Western-Blot mit einem Gfp-Antikdrper nach-
gewiesen, dass die Expression von Pral'*":gfp und Pral'**:gfp in unstimulierten Zellen
vergleichbar ist (Abb. 5A). Fiir Pheromon-stimulierte Zellen wurde im Western-Blot eine

verstirkte Signalintensitit der Bande von Pral'>"’

:gfp sowie eine Bande auf der Hohe von
Gfp im Vergleich zu den unstimulierten Proben detektiert. Dies entspricht der Erwartung
einer induzierten Neusynthese des Rezeptorproteins nach  Aktivierung des
Pheromonsignalwegs. Das detektierte Gfp-Protein stellt hdchstwahrscheinlich ein Abbau-
produkt des Fusionsproteins dar. In Pheromon-stimulierten Zellen, die Pral'* :gfp

exprimieren, konnte keine Zunahme des Rezeptorproteins im Vergleich zu unstimulierten
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FB1pral!-357:gfp FB1pra1'-280:gfp

Abbildung 5. Expression von Pra1:gfp und Pra11'29°:gfp nach 4,5 h Pheromonstimulation

bei 28°C. A) Western-Blot-Nachweis der Pra1:gfp-Allele mit einem Gfp-Antikérper in Phero-
mon-behandelten (+) und DMSO behandelten, unstimulierten (—) Zellen. Zum Vergleich ist
der Wildtypstamm FB1 gezeigt (erste zwei Spuren). B) Die Zellen wurden lichtmikroskopisch
(DIC, “differential interference contrast”) oder mit Fluoreszenzanregung (GFP) mikroskopiert.
Der weile Pfeil markiert die Hyphenspitze mit verstarkter Ansammlung von Pra1:gfp. Der
GroRenstandard entspricht 10 um.

Zellen detektiert werden. Fiir die Pheromonsignalweiterleitung werden zwei Signalwege, der
cAMP-Signalweg und eine MAPK-Kaskade benotigt, wobei fiir die Konjugations-
hyphenbildung die Aktivierung der MAPK-Kaskade ausreichend ist (Miiller, 2003). Um zu
entscheiden fiir welchen der beiden Signalwege der C-Terminus von Pral eine Rolle in der
Aktivierung spielt, wurde die Stimulation mit synthetischem a2-Pheromon in Anwesenheit
von 6 mM cAMP wiederholt, was einen defekten cAMP-Signalweg ausgleichen kann. Wie
bereits von Miiller et al. (2004) gezeigt, reduziert die externe cAMP-Zugabe den Anteil der
Zellen mit Konjugationshyphen im Wildtyp auf 17% und stellt die morphologische
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Pheromonantwort in einem gpa3-Deletionsstamm wieder her (Tab. 2). Zellen, die keinen
Pheromonrezeptor oder einen C-terminal deletierten Rezeptor exprimieren, bildeten auch in
Anwesenheit von Pheromon und externem cAMP keine Konjugationshyphen (Tab. 2).
Damit zeigten der gpa3-Deletionsstamm und der Stamm mit einer C-terminal deletierten
Rezeptorversion unterschiedliche Defekte in der Pheromonantwort, was darauf hindeutet,
dass der C-Terminus von Pral nicht fiir die Aktivierung des cAMP-Signalwegs benotigt

wird.

Tabelle 2. Quantifizierung der Konjugationshyphenbildung.

Anteil der Zellen mit Konjugationshyphen in %'

Stimulierter Stamm Pf‘im‘,gn + grﬁmrgmp
FB1 >90 17
FB1Apra1 0 0
FB1Agpa3 0 17
FB1pra1'3* gfp > 90 ng’
FB1pra1'* :gfp 0 0

' die Zellen wurden fiir 4 h mit synthetischem a2-Pheromon stimuliert;
pro Ansatz wurden mindestens 500 Zellen mikroskopiert
2 nicht gezahlt

Da Stdmme mit C-terminal deletierten Pral nicht auf eine kiinstliche Pheromonstimulation
reagierten, wurde in einem Konfrontationsexperiment untersucht, ob sie unter natiirlichen
Pheromonkonzentrationen Konjugationshyphen bilden bzw. selbst Pheromon sekretieren.
Dazu wurden die zu testenden Stimme in geringem Abstand von dem kompatiblen Stamm
FB2 auf einen mit Wasseragar beschichteten Objekttriger getropft und fiir 20 h bei 22°C
inkubiert. In allen Kombinationen war deutlich das Auswachsen von Konjugationshyphen in
FB2 zu beobachten, die Pheromonsekretion scheint also nicht gestort (Abb. 6). In Uberein-
stimmung mit der Reaktion auf synthetisches Pheromon bildeten die Zellen der Stimme FB1
und FBlpral'?*7:gfp auch in diesem Test Konjugationshyphen. Zellen, die den C-terminal

deletierten Rezeptor exprimieren, formten keine Konjugationshyphen.

Fiir die Pathogenitit von U. maydis entscheidend ist die Zell-Zell Erkennung beider Partner
iiber das Pheromon-Rezeptor-System mit der nachfolgenden Zellfusion und der Bildung
eines stabilen Dikaryons. Um die Paarungskompetenz des Stammes, der einen C-terminal

deletierten Rezeptor exprimiert, zu testen, wurde dieser in Mischung mit dem kompatiblen
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Wildtypstamm FB2 auf aktivkohlehaltigen PD-Festagar getropft. Die erfolgreiche Fusion
mit FB2 war anhand der Bildung eines weillen Myzels sichtbar (Abb. 7A). Als Kontrollen
dienten die Mischung kompatibler Wildtypstimme (FB1 mit FB2) sowie der Stamm ohne
Pheromonrezeptor FB1Apral. Die noch vorhandene Fusionskompetenz im Stamm mit C-
terminal deletiertem Pral deutet darauf hin, dass das verkiirzte Rezeptorprotein noch partiell
funktionell ist, da bei Fehlen des Pheromonrezeptors in einem der Fusionspartner die
Paarung nicht mehr stattfinden wiirde (siche Kombination von FB1Apral mit FB2) (Bolker

et al.,, 1992). Die Paarungskompetenz des Stammes FBlpral'™"

:gfp war dariliber hinaus
temperaturabhéingig. Bei optimaler Paarungstemperatur von 22°C bildeten diese Stamm-
Kombinationen nach zwei Tagen ein weilles Myzel, wihrend die Filamentbildung bei 28°C

stark reduziert war. Wurde der akivkohlehaltige PD-Festagar zusitzlich mit 6 mM cAMP

‘FB1pra11-29:gfp _FB1pra1"0%:gfp

Abbildung 6. Induktion von Konjugationshyphenbildung in FB2 durch sekretiertes
Pheromon der Teststimme. Die kleinsten Distanzen zwischen den aufgetropften Stammen
betragen von links oben nach rechts unten: FB1 und FB2 252 ym, FB1 und FB2 237 um,
FB1pra11'357:gfp und FB2 113 um, FB1pra11'357:gfp und FB2 228 um, FB1pra11'29°:gfp und
FB2 56 pm und FB1pra1'?*:gfp und FB2 252 um.
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versetzt, war kein Unterschied bei 22°C zu beobachten (nicht gezeigt), die Reduktion der
Paarung bei 28°C war jedoch anndhernd aufgehoben. Diese temperaturabhéngige Paarungs-
kompetenz wurde auch in Deletionsmutanten der MAPK-Kaskade beobachtet (K. Zarnack,
personl. Mitteilung), was auf eine Rolle des C-Terminus in der Aktivierung der MAPK-

Kaskade hindeutet.

Um auszuschlieBen, dass nach Stimulation mit synthetischem Pheromon die Konjugations-
hyphenbildung in Stimmen mit C-terminal deletiertem Pral durch die standardmiBige
Inkubation bei 28°C verhindert wird, wurde die Stimulation bei 22°C mit und ohne 6 mM
cAMP wiederholt. Das erhaltene Ergebnis entsprach der Stimulation bei 28°C (Abb. 7B).
Somit fiihrt die Deletion des C-Terminus von Pral zu einem partiellen Funktionsverlust: die
Konjugationshyphenbildung ist gestort, Zellfusion mit einem kompatiblen Wildtypstamm ist

jedoch noch moglich.

2.1.2 Der Einfluss der C-terminalen Deletion in Pra1 auf die transkriptionelle
Pheromonantwort

Als weiteren Indikator fiir das Erkennen und die Weiterleitung des Pheromonsignals wurde

die transkriptionelle Aktivierung des Pheromongens mfal untersucht. Die basale Expression

1-357
1 :

von mfal in Stimmen, die den Wildtyprezeptor Pral als Gfp-Fusion (FBl1pra gfp) oder

1-290
1 :

C-terminal deletierten Pral:gfp (FBlpra gfp) exprimieren, war reduziert im Vergleich

zum Wildtyp FB1 (Abb. 7C). Die Stimulation mit synthetischem Pheromon fiihrte zu einer

1-357
1 :

Erhdhung der mfal-Transkriptmenge in FB1pra gfp und bestitigt, dass die Gfp-Fusion

1-290
1 :

die Pheromonsignalweiterleitung nicht behinderte. Der Stamm FBlpra gfp zeigte eine

Induktion der mfal-Expression, allerdings wurde das Niveau von FBlpral'?"’

:gfp nicht
erreicht. Bei 28°C erreichte er bezogen auf die geringere Basalexpression eine &hnliche
faktorielle Induktion wie im Wildtyp. Es wurde jedoch nur 10% (22°C) bzw. 30% (28°C) der
Gesamt-mfal-Transkriptmenge des Wildtypstammes erreicht. Die induzierte mfal-Ex-

pression nach Pheromonstimulation bestétigt, dass Pral noch partiell funktionell ist.
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Abbildung 7. Das Paarungsverhalten, die Konjugationshyphenbildung und mfa7-Induktion
in FB1pra1'2%. A) Nachweis der Paarungskompetenz auf aktivkohlehaltigem PD-Festagar,
der, wenn angegeben, mit 6 mM cAMP versetzt war. Die FB1-Teststdmme wurden entweder
alleine (erste Reihe) oder in Kombination mit dem kompatiblen Stamm FB2 (zweite Reihe)
bei den angegebenen Temperaturen fiir zwei Tage inkubiert. Fir FB1pra1™®® sind zwei
unabhangig generierte Stdmme gezeigt. B) Konjugationshyphenbildung nach 4,5h
Stimulation der FB1-Teststamme mit synthetischem a2-Pheromon. Die Ansatze wurden
dafir mit oder ohne cAMP-Zugabe bei 22°C rotierend inkubiert. Der GréRenstandard ent-
spricht 10 ym und gilt fiir alle Bilder. C) mfa1-Expression nach Pheromonstimulation (+) oder
DMSO-Behandlung (-) bei 22°C oder 28°C. Pro Spur wurden ca. 10 ug Gesamt-RNA aufge-
tragen. Eine DIG-markierte mfa7-Sonde diente zur Detektion. Im Balkendiagramm sind die
mfa1-Expressionswerte nach Normalisierung der ungleichen RNA-Lademenge angegeben.
Die mfa1-Basalexpression im Wildtypstamm bei 22°C wurde hierfur auf den Wert 1 gesetzt.

2.1.3 Geladene Aminosauren in der dritten cytoplasmatischen
Proteinschleife von Pra1 sind nicht essentiell fiir die Pheromonantwort

In G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wurde gezeigt, dass geladene Aminosduren, die in der
Néhe der Transmembranhelices in der dritten cytoplasmatischen Proteinschleife liegen, fiir
die Kopplung und Aktivierung von G-Proteinen wichtig sind (Baldwin, 1994). Auch die
dritte cytoplasmatische Schleife von Pral weist im Vergleich mit anderen GPCRs &hnliche
Aminosduresequenzen auf: 182-VRRRQFQ-188 am N-terminalen Ende und 199-
NRSHYVR-205 am C-terminalen Ende (Abb.8A). Die Substitution einzelner dieser
Aminosduren bzw. deren Deletion fiihrten im Pheromonrezeptor Ste2p und in einem
Niéhrstoffrezeptor, Gprlp, in S. cerevisiae zum Funktionsverlust (Clark et al., 1994; Xue et
al., 1998). Um die Bedeutung dieser Bereiche fiir die Funktion von Pral zu untersuchen,
wurden die Aminosduren 182-VRRR am N-terminalen Ende und 201-SHYV am C-terminal-
en Ende der dritten cytoplasmatischen Schleife iiber zielgerichtete Mutagenese durch Alanin
ersetzt. Diese Rezeptorversion wurde als Gfp-Fusionsprotein in FB1 im natiirlichen Locus
exprimiert. Die eingefiihrte Mutation wurde iiber die Sequenzierung eines diesen Bereich
umspannenden PCR-Amplifikats der genomischen DNA dieses Stammes verifiziert (siche
Material und Methoden). Im Paarungstest von FBlpra](!#A-1854) Q0IA208). 06, mit dem
Wildtypstamm FB2 auf aktivkohlehaltigen Platten konnte kein Unterschied zur Paarung
zweier Wildtypstimme beobachtet werden (Abb. 8B). Nach Stimulation mit synthetischem
a2-Pheromon wurden in dieser Mutante Konjugationshyphen vergleichbar zum
Wildtypstamm gebildet (Abb. 8D). In Ubereinstimmung damit wurde in einem Konfronta-
tionsansatz in beiden Stimmen Konjugationshyphen beobachtet (Abb. 8C). Die Verdnderung
der moglichen ’Goa-spezifischen’” Bindestellen in Pral fiihrte somit nicht zu einem

Funktionsverlust in der Konjugationshyphenbildung oder der Paarungskompetenz.

23



Ergebnisse
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Abbildung 8. Einfluss des Austausches geladener Aminosauren in der dritten cytoplasma-
tischen Proteinschleife von Pra1 auf die Pheromonantwort. A) Konsensus-Sequenz und
Aminosaurepositionen der GPCR-Bereiche, die fir die Interaktion mit G-Proteinen bendtigt
werden (modifiziert nach Chung et al., 2001): Sequenzen der Pheromonrezeptoren Ste2p
und Ste3p von S. cerevisiae, Mam2 und Map3 von S. pombe, des Zuckerrezeptors Gprip
von S. cerevisiae, des Stickstoffrezeptors Stm1 von S. pombe sowie die Sequenzen am
Beginn und Ende der dritten cytoplasmatischen Proteinschleife von Pra1 aus U. maydis. B)
Paarungskompetenz auf aktivkohlehaltigen Platten im Vergleich zur Paarung zweier Wildtyp-
stamme. C) Die angegebenen Stamme wurden in geringem Abstand voneinander (hier
312 um obere Abb. und 252 ym untere Abb.) auf Wasseragar getropft und mit einem
Tropfen Parafindl Giberschichtet. Durch das sekretierte Pheromon des kompatiblen Partner-
stammes wurde die Konjugationshyphenbildung induziert. D) Konjugationshyphen nach 5 h
Stimulation mit synthetischem a2-Pheromon. Der GréRenstandard entspricht 10 um.
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2.2 Untersuchungen zur direkten Interaktion des Pheromonrezeptors
Pra1 mit den Ga-Untereinheiten

2.2.1 In vitro-Synthese der Ga-Untereinheiten und Isolation des
Pheromonrezeptors aus U. maydis

Zur Untersuchung der direkten Interaktion zwischen dem Pheromonrezeptor und den vier
Go-Untereinheiten von U. maydis in einem definierten, zellfreien System sollten diese
Proteine in vitro synthetisiert und fiir eine Ko-Immunoprézipitation eingesetzt werden. Mit
diesem biochemischen Ansatz konnte die Interaktion des Siebentransmembranrezeptors
GCRI1 aus Arabidopsis thaliana mit deren einziger Go-Untereinheit GPA1 demonstriert
werden (Pandey & Assmann, 2004). Im ersten Schritt sollte die Bindungsfihigkeit des
Pheromonrezeptors Pra2 mit den vier Go-Untereinheiten gpal—gpa4, welche N-terminal an
die GAL4-Aktivierungsdomédne fusioniert sind, jeweils einzeln getestet werden.
AnschlieBend sollte der gebundene Proteinkomplex mit dem GAD-Antikorper gegen die
GAL4-Aktivierungsdoméne préazipitiert werden. Als Positivkontrollen sollten die bekannten
Interaktionen zwischen Pra2 und Caml (Vranes, 2002) sowie zwischen dem Pheromon-

rezeptor Ste2p und der Ga-Untereinheit Gpalp aus S. cerevisiae (ScGpalp) dienen.

Es wurden acht verschiedene Konstrukte auf der Basis von existierenden Plasmiden
hergestellt: Unter Einfligen passender Restriktionsschnittstellen wurden die oben
beschriebenen Gene mittels PCR amplifiziert, GAD an cam/ fusioniert und alle in den fiir
die in vitro-Synthese geeigneten Vektor pCite2a (Novagen) kloniert. Die entsprechenden
Plasmide pCite GAD-gpal, pCite GAD-gpa2, pCite GAD-gpa3, pCite GAD-gpa4,
pCite GAD-caml (cDNA Sequenz), pCite_pra2 (cDNA Sequenz), pCite GAD-Scgpal und
pCite_ste2 sind detailliert in Material und Methoden beschrieben. Wesentliche Teile der
Konstrukte auf diesen Plasmiden wurden durch Sequenzieren verifiziert. Fiir die in vitro-
Transkription und -Translation mit **S—Methionin wurde der STP3-Synthese-Kit (Novagen)
verwendet. Die Go-Untereinheiten wurden damit reproduzierbar in erwarteter Grof3e
synthetisiert und nach Auftrennung iiber SDS-Page autoradiographisch detektiert (Abb. 9A).
Es wurden mehrfach keine Syntheseprodukte fiir Pra2 (erwartete Grofle 38-42 kDA), Ste2p
(erwartete GroBle 43—49 kDA) und Caml (erwartete GroBle ~ 34 kDA) erhalten, obwohl das
Synthese-Protokoll mehrmals modifiziert wurde. Folgende Modifikationen wurden getestet:
i) wiederholte Aufreinigung der Plasmide, um eine RNase Kontamination bei der in vitro-
Transkription auszuschlieBen, ii) Verwendung von zwei unabhingig hergestellten,

verifizierten pra2-kodierenden Plasmiden, iii) Verwendung eines anderen Synthese-Kits
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(Promega, TNT T7 Qick), iv) Variation der eingesetzten Plasmidmenge von 0,25-2,0 pg
DNA, wodurch auch die Menge an eventuell vorhandenen stérenden Salzen variiert wurde,
und v) die Verwendung des Plasmids in linearisierter Form (hier wurde ein groferes, wahr-
scheinlich unspezifisches Produkt von ~ 67 kDA erhalten). Die Obergrenze fiir die syntheti-
sierbare ProteingroBBe wurde bei den Rezeptor-kodierenden Sequenzen nicht {iberschritten,
da ein vom Hersteller zur Verfiigung gestelltes 119 kDa grof3es Kontroll-Protein exprimiert
werden konnte. Um zu liberpriifen, ob von pra2-Plasmiden ein Transkript erhalten werden
kann, wurden Northern-Blot-Analysen (radioaktiv und nicht-radioaktiv) durchgefiihrt. Fiir
einen Nachweis im Northern-Blot lag die erhaltene Transkriptmenge von GAD-gpal, von

pra2 und von einem im Kit enthaltenen Kontrollgen jedoch unter der Detektionsgrenze

(nicht gezeigt).
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Abbildung 9. In vitro-Proteinsynthese mit radioaktiv markiertem Methionin (MSSS) und
Nachweis von isoliertem Pra1:gfp aus U. maydis-Kultur. A) Autoradiogramme mit den er-
haltenen Produkten der in vitro-Proteinsynthese. Die erwarteten Grofden der Proteine sind
unter den Spuren angegeben. Die Pfeile markieren den Bereich der erwarteten Grof3e fur die
nicht erhaltenen Proteine Pra2, Ste2p und Cam1, was anhand eines gefarbten Protein-
GroRenstandards (nicht gezeigt) abgeschatzt wurde. Laut Herstellerangaben ist bei ca.
42 kDA eine unspezifische radioaktiv-markierte Bande zu erwarten, die in ihrer Intensitat
zunimmt, wenn kein Produkt synthetisiert wird. B) Nachweis von Pra1:gfp bei ~ 62 kDA mit
einem monoklonalen Gfp-Antikorper in isolierter Membranfraktion aus pheromonstimulierter
U. maydis-Kultur.

Da der Pheromonrezeptor nicht in vitro synthetisiert werden konnte, wurde Pral als Gfp-
Fusionsprotein aus je 100 ml Pheromon-stimulierter FB1pral:gfp-Kultur angereichert. Es
wurde eine Membranfraktion durch mehrere Zentrifugationsschritte erhalten, mit dem nicht-

ionischen Detergenz DBM (n-dodecyl-B3-D-maltoside) solubilisiert und iiber SDS-PAGE
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aufgetrennt. Pral:gfp konnte mit einem Gfp-Antikdrper bei ~ 62 kDA (errechnete Grofe
~ 67 kDA) detektiert werden (Abb. 9B). Dabei wurde zusétzlich eine Bande mit etwa 10fach
intensiverem Signal bei ~ 26 kDA detektiert, die der GroBe von Gfp entspricht. Diese Bande
stellt sehr wahrscheinlich degradiertes Fusionsprotein dar. Die Pral:gfp-Préiparationen

wurden anschlieend fiir die Immunopréazipitation verwendet (siche Abb. 10).

2.2.2 Versuch zum Nachweis der Interaktion von Pra1 mit einer Ga-
Untereinheit mittels Ko-Immunoprazipitation

Da beide zu testenden Protein-Interaktionspartner verschiedene Epitope tragen, konnte die
Ko-Immunoprizipitation in zwei verschiedenen Kombinationen durchgefiihrt werden. Im
ersten Ansatz (Abb. 10A) wurde Pral:gfp an die Festphase (G-Protein-Agarose-Kiigelchen)

gekoppelt und dessen Bindungsfahigkeit an Ga-Untereinheiten getestet. In diesem Ansatz

GAL4-
Aktivierungsdoméne

GAD-AnNtikd rper\

GFP
Z

Gfp-Antikdrper

~

i Prazipitation l

Detektionsart
Autoradiographie Western-Blot mit Gfp-Antikbrper

Agarose-Kigelchen

Abbildung 10. Schema der Ko-Immunoprazipitations-Strategien. A) In diesem Ansatz
werden Gfp-Antikorper-gekoppelte Agarose-G-Kigelchen mit Pra1:gfp und einer der radio-
aktiv markierten Ga-Untereinheiten gemischt. In der Negativkontrolle wird kein Pra1:gfp
zugegeben. Nach Inkubation bei 4°C wird die Festphase durch Zentrifugation prazipitiert und
nicht-gebundene Proteine durch Waschschritte entfernt. Die Detektion erfolgt mittels Auto-
radiographie nach Auftrennung der Proteine (iber SDS-PAGE. B) In diesem Ansatz werden
GAD-Antikérper, die kovalent an magnetische Agarose G-Festphase gekoppelt sind, mit den
%*S-markierten Go-Untereinheiten und Pra1:gfp gemischt. In der Negativkontrolle werden
keine Ga-Untereinheiten zugegeben. Nach Inkubation wird die Festphase prazipitiert und
nicht-gebundene Proteine entfernt. Die Detektion der Uber SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine erfolgt mit einem Gfp-Antikorper im Western-Blot.
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zeigten die Go-Untereinheiten eine unspezifische Interaktion mit der Protein-G-Agarose-
Festphase, an welche Gfp-Antikdrper gekoppelt waren (Abb. 11). Die Erhéhung der Salz-
und Detergenzkonzentration sowie die Zugabe von BSA als Kompetitor im Bindepuffer
konnte diese unspezifische Interaktion nicht reduzieren (nicht gezeigt). Im zweiten Ansatz
(Abb. 10B) zeigte sich in &dhnlicher Weise in der Negativkontrolle eine unspezifische
Interaktion. Die Negativkontrolle enthielt eine Pral:gfp-Fraktion und magnetische Protein-
G-Agarose-Kiigelchen mit chemisch kovalent gekoppelten GAD-Antikorpern. Ohne Zugabe
einer Ga-Untereinheit konnte mit GAD-Antikorper-gekoppelter Festphase Pral:gfp und Gfp
préazipitiert werden (Abb. 11B). Die Signalintensitit der Banden &nderte sich auch nach
Zugabe der Go-Untereinheiten nicht. Die Erhohung der Salzkonzentration im Binde- und
Waschpuffer bis zu 500 mM NaCl sowie die Verwendung von nicht-ionischem und
ionischem Detergenz im Waschpuffer konnten die unspezifische Bindung nicht verhindern
(nicht gezeigt). Um die Bindestellen der GAD-Antikorper-gekoppelten Festphase abzusétti-
gen und dadurch moglicherweise unspezifische Bindung zu vermeiden, wurden in einer
Vorbehandlung wiederholt in vitro-synthetisierte Go-Untereinheiten zugegeben. Dazu
wurden zweimal *’S-markierte und einmal nicht-radioaktiv markierte Ga-Untereinheiten
verwendet. Durch diese Vorbehandlung konnte jedoch weder die unspezifische Bindung
verhindert werden noch war eine Verdnderung in der Bindungsstirke zu sehen (nicht
gezeigt). In diesem Experiment wurde neben Pral:gfp auch Gfp in einem &hnlichen Ver-
hiltnis wie es in den Pral:gfp-Priparationen vorhanden ist, prizipitiert. Daher konnte die
unspezifische Interaktion durch die Verwendung von GAD-Antikérpern in Kombination mit

dem Gfp-Epitop verursacht worden sein.
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Abbildung 11. Unspezifische Interaktion der Bindepartner in den Ko-Immunoprazipitations-
Ansatzen. A) Autoradiographischer Nachweis der Uber SDS-PAGE separierten radioaktiv-
markierten Ga-Untereinheiten nach der Prazipitation mit Gfp-Antikérpern und G-Agarose-
Kigelchen. Die Ko-Immunoprazipitation wurde in Anwesenheit (+) oder Abwesenheit (—) von
Pra1:gfp druchgefiihrt. In den Negativkontrollen ohne Pra1:gfp wurde die doppelte Menge an
Go-Untereinheiten eingesetzt, weshalb hier ein starkeres Signal zu beobachten war. B)
Nachweis von Pra1:gfp bei ~ 62 kDA (*) mit einem Gfp-Antikdrper im Western-Blot nach
Auftrennung der immunprazipitierten Komplexe Uber SDS-PAGE (obere Abb.). Pral:gfp
wurde entweder einzeln mit den Ga-Untereinheiten, mit den GAD-Antikdrpern gekoppelten
Agarose-Kigelchen oder nur mit den Agarose-Kiigelchen gemischt und immunoprazipitiert.
Das Signal bei ~26 kDA entspricht der GroRe von Gfp. Zur internen Kontrolle wurde der
Western-Blot der oberen Abb. auf einem Phosphoimager exponiert (untere Abb.).
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2.2.3 Test auf Interaktion von Pra1 und Gpa3 in vivo mit dem Split-Gfp-
System

Zum Nachweis der vermuteten Interaktion des Pheromonrezeptors Pral mit der Ga-
Untereinheit Gpa3 wihrend der Pheromonantwort in U. maydis wurde das Split-Gfp-System
(BiFC fiir Bimolecular Fluorescence Complementation) getestet. Dabei wurde das
Reporterprotein Gfp in eine C-terminale und eine N-terminale nicht-fluoreszierende Halfte
geteilt und mit je einem putativen Interaktionspartner fusioniert. Interagieren die beiden
Test-Proteine in vivo konnen die beiden Gfp-Hélften wieder ein funktionelles Gfp herstellen

und die Fluoreszenz kann mit dem Mikroskop verfolgt werden.

Dafiir wurde im Plasmid pPral:gfp das Gfp-Gen gegen den fiir die N-terminale Gfp-Hailfte
kodierenden Bereich ausgetauscht (die Split-Gfp-Plasmide wurden freundlicherweise von
Christoph Basse zur Verfiigung gestellt) und in den pral-Locus des Stammes FB1 integriert.
Die Integration wurde im Southern-Blot bestitigt (nicht gezeigt). AnschlieBend wurde in den
ip-Locus (Loubradou et al., 2001) des Stammes FBlpral:gfp-Nt das Konstrukt
P..oi:gpa3:gfp-Ct integriert. Das gpa3-Gen ist hier an die C-terminale Gfp-Hilfte fusioniert
und steht unter der Kontrolle des Arabinose-induzierbaren crgl-Promotors (Bottin et al.,
1996). Die erhaltenen Stimme FB1pral:gfp-Nt ip[P,,.:gpa3:gfp-Ct] wurden auf die korrekte
Integration und die Anzahl der integrierten Kopien dieses Konstruktes mittels Southern-Blot-
Analyse tiberpriift. Fiir die Analyse wurden FBlpral:gfp-Nt-Stimme mit einer Einfach-
(DG118 und DG119) oder Mehrfachintegration (DG115) von P,,:gpa3:gfp-Ct verwendet.
Diese Stimme wurden vor der Pheromonstimulation fiir eine Stunde in Arabinose-haltigem
Medium kultiviert um die Expression von Gpa3:gfp-Ct zu induzieren. Nach Zugabe von a2-
Pheromon wurden iiber einen Zeitraum von 2 h in 10-miniitigen Zeitintervallen Proben
genommen und mikroskopiert. Zu keinem der Zeitpunkte war eine den basalen Fluores-
zenzhintergrund iibersteigende Gfp-Fluoreszenz sichtbar (nicht gezeigt). Nach 3,5h
begannen die Zellen mit dem Auswachsen von Konjugationshyphen, die nach 4 h deutlich
entwickelt waren. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die Rezeptorfusion funktionell war. In
diesem Experiment konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass das Gpa3-Gfp-Fusionsprotein
funktionell ist, da in diesen Stimmen neben dem eingebrachten gpa3:gfp-Ct noch das

endogene gpa3-Gen vorhanden war.
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2.3 Charakterisierung der G-Proteine in U. maydis

2.3.1 Untersuchungen zur Redundanz der Ga-Untereinheiten Gpa1-Gpa4

Es wird vermutet, dass Stimme, die Einzeldeletionen der Gene fiir die Go-Untereinheiten
gpal, gpal, gpad tragen, keinen Phénotyp zeigen, weil sich diese moglicherweise
funktionell ersetzen. Diese Arbeitshypothese wurde im Folgenden durch die Expression
einer dominant negativen oder konstitutiv aktiven Version von Gpal sowie durch die

Analyse von Mehrfachdeletionsmutanten in den Ga-Untereinheiten getestet.

2.3.1.1 Test von Gpa1 auf funktionelle Redundanz

Gpal ist die einzige Ga-Untereinheit, deren Expression nach Pheromonstimulation transient
induziert wird (H. Eichhorn, personl. Mitteilung) und kdnnte daher eine Funktion in der
Pheromonantwort ausiiben. Um darauf zu testen, wurde gpal durch das gpal“**-Allel
ersetzt, welches flir ein nicht-funktionelles Gpal-Protein kodieren sollte. Dafiir wurde in
Gpal ein Glycin®” in der hochkonservierten GTPase-Domine gegen ein Alanin durch
zielgerichtete Mutagenese ausgetauscht. Die entsprechende Mutation in anderen Ga-Unter-
einheiten verhindert die strukturelle Anderung im Protein, die durch GTP-Bindung induziert
wird und fiir die Signalweiterleitung essentiell ist (Abb. 12A) (Miller et al., 1988; Kurjan et
al., 1991). Zusitzlich wurde das Allel gpal®**" durch den Austausch von Glutamin®* gegen
Leucin in der GTPase-Domiéne hergestellt. Der entsprechende Austausch fiihrt in Go-
Untereinheiten anderer Organismen zur konstitutiven Aktivitdt des Proteins. Die Gene
gpal™ (Wildtyp-Version), gpal®*®* oder gpal®**" wurden C-terminal an einen Bereich
fusioniert, der fiir ein 3xHA-Epitop kodiert und in den natiirlichen gpal-Locus von FBI-
und FB2-Wildtypstdmmen eingebracht (Abb. 12A). Die Aminoséduresubstitutionen wurden
durch Sequenzieren des entsprechenden genomischen Sequenzabschnitts verifiziert. Die
vergleichbare Expression aller drei Proteine wurde im Western-Blot mit HA-Antikdrpern
gezeigt (Abb. 12B). Zugleich konnte die erwartete Membran-Assoziation durch Trennung
der loslichen Proteinfraktion von der Membranfraktion gezeigt werden. In Paarungstests
waren alle Stimme (FBlgpal™, FB2gpal™ FBlgpal®, FB2gpal®® FBlgpal®,
FB2gpal?") in der Lage mit kompatiblen Wildtyp- und Mutantenstimmen zu fusionieren
und dikaryotisches Myzel auszubilden (Abb. 12C). Nach Stimulation mit synthetischem
Pheromon war der Anteil der Zellen, die Konjugationshyphen bildeten, in allen Stimmen
etwa gleich hoch (nicht gezeigt). Dies zeigt, dass Gpal die Pheromonantwort nicht

beeinflusst.
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Abbildung 12. Charakterisierung von Stdmmen, die das gpa1GA - oder gpa1QL-AIIeI expri-
mieren. A) Schematische Darstellung der raumlichen Anordnung der ausgetauschten Amino-
sauren in der sogenannten ,hinge region®“ (Miller et al., 1988) (roter Kreis) und Schema der
gpa1®®®* _und gpa1?®* -Allele. B) Nachweis der gleichmaRigen Expression und Lokalisa-
tion in der Membranfraktion (p) von Gpa1G203A und Gpa1Q204L im Western-Blot mit einem HA-
Antikorper. Die Membranfraktion (p) wurde durch einstiindige Zentrifugation des Gesamt-
Protein-Extrakts erhalten. In der I6slichen Proteinfraktion (s) konnte kein Gpa1 detektiert
werden. Pro Spur wurden 20 ug Gesamtprotein geladen. C) Paarungskompetenz in
Gpa1G203A und Gpa1Q204L exprimierenden Stdmmen im Vergleich zu Wildtyp-Stdmmen.

Um festzustellen, ob Gpal eine Funktion nach der Pheromonsignalweiterleitung in der
Pathogenitidt von U. maydis ausiibt, wurden kompatible Stimme der jeweiligen Gpal-
Versionen in Maispflanzen injiziert und die Tumorbildung quantifiziert. Nach 14 Tagen

hatten alle Stammkombinationen Tumore in dhnlicher Haufigkeit verursacht (Tab. 3). In den
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meisten Tumoren wurden reife Sporen gebildet (Abb. 13). Somit konnte Gpal keine offen-
sichtliche Funktion in der Pheromonsignalweiterleitung oder Pathogenitit zugeschrieben

werden.

Tabelle 3. Quantifizierung der Pathogenitat anhand der gebildeten Tumore 14 Tage nach
Infektion mit den angegeben Stammkombinationen.

Stamme infizierte Pflanzen mit
Pflanzen Tumorbildung in %
FB1 x FB2 75 83
FB1gpa1®* x FB2gpa1®* 73 88
FB1gpa1®- x FB2gpa1®" 73 81

FB1 x FB2 FB1gpa1©A x FB2gpa1CA

Abbildung 13. Sporenbildung in Tumoren von kompatiblen Kreuzungen der Stadmme

FB1 x FB2 und FB1gpa1GA x FBnga1GA 14 Tage nach Infektion. Der Grofienstandard
entspricht 10 uym.

2.3.1.2 Phanotypische Analyse von U. maydis-Staimmen mit Deletion in
gpa1l, gpa2 und gpa4

Fiir die Beantwortung der Frage ob sich Gpal, Gpa2 und Gpa4 funktionell ersetzen und
deshalb kein Phénotyp in Einzelmutanten beobachtet werden konnte, wurden Stimme
hergestellt, die Deletionen in allen drei Go-Untereinheiten aufweisen (schematisch
dargestellt in Abb. 14A). Maispflanzen wurden dafiir mit kompatiblen Mischungen bereits
vorhandener Ga-Deletionsstimme infiziert. Die gesuchten Dreifachmutanten wurden dann
unter den Nachkommen der gekreuzten Stimme identifiziert. Fiir die Infektion wurden
kompatible Kombinationen des Hygromycin-resistenten Stammes FB1Agpa4 bzw.
FB2Agpa4 (Spellig, 1996) mit der FB1AgpalAgpa2 bzw. FB2AgpalAgpa2-Doppelmutante,
die Hygromycin- und Phleomycin-resistent ist (H. Teunissen, unverdffentlicht), verwendet.

Nach 11 Tagen wurden bei beiden Kombinationen Pflanzentumore mit reifen Sporen
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geerntet und nach Trocknen auf PD-Platten zum Keimen gebracht. Die aus den Sporen
hervorgegangenen Sporidien wurden auf Hygromycin- und Phleomycin-Festmedien ver-
einzelt. Da in den beiden mutierten Allelen gpal und gpa4 die GTPase-Domine durch eine
Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt ist (Regenfelder et al., 1997), wurde mittels diagnos-
tischer PCR das Vorhandensein beider mutierter Allele iiberpriift (nicht gezeigt). Zusitzlich
wurde das Fehlen von gpa?2 mittels diagnostischer PCR iiberpriift (nicht gezeigt). Aus 100
getesteten Einzelkolonien hatten 10 Stdimme eine Dreifachmutation in gpal, gpa2 und gpa4,
wie mittels Southern-Analyse verifiziert werden konnte (Abb. 14B). Hierfiir wurde eine Dig-
markierte Sonde, die den Bereich der Hygromycin-Resistenzkassette sowie 56 bp links und
45 bp rechts davon gelegene gpa4-Wildtypsequenz umfasst, verwendet. Die Sequenz der
Hygromycin-Resistenzkassette auf dieser Sonde hybridisiert mit den entsprechenden
Bereichen in Agpal und Agpa4. Zusitzlich wird auf diesem Southern-Blot auch Agpa?2
detektiert, da die Sequenz der Hygromycin-Resistenz mit der Phleomycin-Resistenzkassette

kreuz-hybridisiert.
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Abbildung 14. Herstellung der gpaf gpa2 gpa4-Dreifachdeletionsmutanten. A) Deletierte
Bereiche (roter Kasten) in den einzelnen Ga-Untereinheiten, die auf verschiedenen
Chromosomen liegen. In Agpa? wurden 0,1 kb und in Agpa4 0,6 kb des offenen Lese-
rahmens deletiert und durch eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt (Regenfelder et al.,
1997). Der gesamte offene Leserahmen von gpa2 wurde durch eine Phleomycin-Resistenz-
kassette ersetzt (H. Teunissen, unverdffentlicht). In rot sind die hybridisierenden Bereiche
der in B) verwendeten Sonde angegeben. B) Verifizierung der Dreifachdeletionsmutanten im
Southern-Blot. Erwartete Bandengrofien nach Restriktion mit Eco471ll : Agpa1 6340 bp,
AgpaZ2 6051 bp, Agpa4 8987 bp, gpa4 6884 bp, hsp70-Promotor 5286 bp.
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Die Bestimmung des Genotyps der erhaltenen Dreifachdeletionsmutanten erfolgte durch
Kreuzung mit Teststimmen (sieche Material und Methoden) und lieferte eine annihernd
gleichméBige Verteilung der Genotypen. Es wurden je drei Stdimme der Genotypen al b1, a2
b2, a2 bl und ein Stamm des Genotyps al b2 erhalten. Fiir weitere Versuche wurden Drei-
fachdeletionsmutanten des al b/ Genotyps mit der Stammbezeichnung DG82, DG84, DG99
und des a2 b2 Genotyps mit der Stammbezeichnung DG86, DG93, DG95 verwendet.

Bei der phinotypischen Charakterisierung der Stimme DG82, DG84, DG99 (al bI) und
DGS86, DG93, DGIYS5 (a2 b2) zeigten sich keine von Wildtypstimmen abweichenden Auf-
falligkeiten in Bezug auf ZellgroBe oder -form, Koloniegréfie oder -form und Wachstumsge-
schwindigkeit (nicht gezeigt). Diese Stimme wurden in YEPS;-oder CM-Glucose-Fliissig-
medium und auf PD-Festmedium kultiviert. Nach Stimulation mit synthetischem Pheromon
reagierten die Zellen mit der Bildung von Konjugationshyphen (Abb. 15B).
Ubereinstimmend damit verhielten sich im Paarungstest kompatible Kreuzungen der

Dreifachdeletionsmutanten vergleichbar zu Kreuzungen der Wildtypstamme (Abb. 15A).

Da kein Einfluss von Gpal, Gpa2 und Gpa4 auf die Pheromonantwort sowie die Zellfusion
erkennbar war, wurde die pathogene Entwicklung der Dreifachdeletionsmutanten in der
Wirtspflanze auf mdgliche Beeintrachtigung hin untersucht. Sowohl in der ersten Phase der
pathogenen Entwicklung, der Appressorienbildung und Penetration des Maisblattes, sowie
spater in der Proliferation unterschieden sich die Dreifachdeletionsmutanten nicht vom
Wildtyp (Abb. 16A-B). Die Anzahl und GroBe der gebildeten Tumore war nach Infektion
mit kompatiblen Dreifachdeletionsmutanten vergleichbar zu Wildtyp-infizierten Pflanzen
(Tab. 4). Die mikroskopische Uberpriifung der Tumore auf Sporenbildung ergab einen
geringeren Anteil sporentragender Tumore in der Dreifachdeletionsmutante (Tab. 4). In einer
zweiten Pflanzeninfektion wurde eine dhnliche Reduktion sporentragender Tumore
beobachtet (keine mikroskopische Quantifizierung). Die geernteten Sporen der
Dreifachdeletionsmutante waren jedoch keimungsfihig und die aus ihnen hervorgegangen
Sporidien zeigten eine wildtypartige Zellform (Abb. 16C-D). Somit konnten U. maydis-
Stdimme ohne die Funktion der Gpal, Gpa2 und Gpa4 Ga-Untereinheiten den gesamten
Lebenszyklus durchlaufen und zeigten neben der reduzierten Sporenbildung keine weiteren

offensichtlichen phanotypischen Besonderheiten.
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+ Pheromon + DMSO

FB1xFB2

DG86
(a2 b2 Agpailgpa2gpa4d)

Abbildung 15. Charakterisierung der Dreifachdeletionsmutanten beziglich Pheromonwahr-
nehmung und Zellfusion. A) Paarungstest auf aktivkohlehaltigem PD-Festagar. Die Fusion
kompatibler Stamme ist an der Ausbildung eines weiltes Myzels erkennbar. B) Konjugations-
hyphenbildung nach Stimulation mit synthetischem Pheromon. Im Kontrollexperiment wurde
nur das Loésungsmittel DMSO in gleicher Konzentration zugegeben. Der GréfR3enstandard
entspricht 10 pym.

Tabelle 4. Pathogenitat von gpa1 gpa2 gpa4-Deletionsmutanten.

verwendete Infizierte  Anteil der Pflanzen  Anteil der Tumore
Stammkombinationen Pflanzen mit Tumor in % mit Sporen in %
FB1 x FB2 41 95 63

DG99 (a1 b1 Agpalgpa2gpa4) x 52 94 29

DG86 (a2 b2 Agpalgpa2gpa4)
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FB1 x FB2 DG82 x DG86

Abbildung 16. Vergleich der gpaf1 gpaZ2 gpa4-Dreifachdeletionsmutante mit Wildtyp-
stammen wahrend der pathogenen Lebensphase. A) Appressorienbildung auf der Blattober-
flache zwei Tage nach der Maisinfektion. Es wurde jeweils das dritte Blatt des Maiskeimlings
geerntet und mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcuofluor angefarbte Pilzhyphen mittels Epi-
fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Der GroRenstandard entspricht 50 um. B) Lichtmikrosko-
pische Aufnahmen proliferierender Pilzhyphen im Maisblatt fiinf Tage nach Infektion. Die
Pilzhyphen wurden dafiir mit dem Farbstoff Chlorazol Black E angefarbt . Der GroRenstan-
dard entspricht 50 ym. C) Lichtmikroskopische Aufnahmen reifer Sporen im Tumorgewebe
25 Tage nach Infektion. Der GroRenstandard entspricht 20 um. D) Keimung geernteter
Sporen auf PD-Agar nach einem Tag Inkubation bei 22°C. Die Bildausschnitte zeigen ein-
zelne Sporidien. Der GréfRenstandard entspricht 10 um.
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2.3.1.3 Phanotypische Charakterisierung von U. maydis-Stimmen ohne
funktionelle Ga-Untereinheiten

Eine weitere Moglichkeit einer redundanten Funktion zwischen Gpal, Gpa2, Gpa4 und Gpa3
besteht darin, dass Gpa3 teilweise durch eine der anderen Goa-Untereinheiten funktionell
ersetzt werden konnte. Wiirde dies der Fall sein, so sollte eine Deletionsmutante ohne Got-
Untereinheiten unterschiedliche und vermutlich stirkere phénotypische Defekte als die gpa3-
Einzeldeletionsmutante zeigen. Zur Uberpriifung dieser Arbeitshypothese wurden Agpal—4-
Deletionsstimme (Ga-Nullmutanten) hergestellt und auf phénotypische Defekte der gpa3-

Deletionsmutante getestet.

Zur Herstellung von Goa-Nullmutanten wurde in den Dreifachdeletionsmutanten DG99
(al bl) und DG86 (a2 b2) der gesamte offene Leserahmen von gpa3 durch eine NAT-
Resistenzkassette ersetzt. Parallel dazu wurde der Stamm FB1Agpa3 mit der Bezeichnung
DG74 hergestellt. Um die Entstehung von Suppressormutationen zu vermeiden wurde bei
der Herstellung und weiteren Kultivierung dieser Stimme Medium verwendet, das mit 6 mM
cAMP versetzt war. Entsprechende Transformanden wurden mittels Southern-Analyse
identifiziert (Abb. 17A). Die Deletionen in den restlichen Go-Untereinheiten wurde durch
diagnostische PCR bestitigt (nicht gezeigt). Die erhaltenen gpal—gpa4-Deletionsstimme mit
den Stammbezeichnungen DG60, DG61 (al bI) und DG67, DG69 (a2 b2) wiesen typische
Charakteristika von gpa3-Deletionsmutanten auf: verlangsamtes Wachstum, morphologisch
aberrante Zellen (teils filamentos-verldngertes, teils hefeartiges Wachstum), Bildung von
Zellaggregaten in Fliissigmedium sowie filamentoses Wachstum und eine kleine
KoloniengroBe auf Festmedium (Abb. 17B). Ahnlich zu gpa3-Deletionsmutanten war es
moglich das filamentdse Wachstum auf Festagar durch externe cAMP-Zugabe zu revertieren

(Abb. 17C).

Beziiglich der Pheromonantwort verhielten sich die Zellen der Go-Nullmutante wie Zellen
der gpa3-Deletionsmutante. Nach Pheromonstimulation konnte keine Bildung von
Konjugationshyphen beobachtet werden. Wurde 6 mM cAMP wihrend der Phero-
monstimulation zugegeben, bildeten 17% der Zellen Konjugationshyphen (Abb. 18). Auf
aktivkohlehaltigen Platten, die mit 6 mM cAMP versetzt waren, wurde anschlieBend die
Paarungskompetenz der Deletionsmutanten untersucht. Unter diesen Bedingungen wird das
filamentdse Wachstum von haploiden Zellen der gpa3-Deletionsstimme unterdriickt und
ermdglicht so die Unterscheidung zu dem dikaroytischen, weilllichen Myzel, das aus der

Fusion zweier Sporidien hervorgeht.
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Abbildung 17. Phanotypische Charakterisierung der Goa-Nullmutanten. A) Southern-
Analyse zur Verifikation der gpa3-Deletion in Ga-Nullmutanten. Erwartete BandengréRen
nach Restriktion mit BamH | und Acl |: 7,2 kb, 3,1 kb und 5,1 kb aufgrund der Hybridisierung
der Promotorsequenz der Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase auf der NAT-
Resistenzkassette mit dem endogenen Promotor. Im Wildtypstamm wurden 6,3 kb und
3,3 kb erwartet. B) Zellmorphologie der Go-Nullmutante in CM-FlUssigkultur im Vergleich zu
einer gpa3-Deletionsmutante und einem Wildtypstamm. Der GroéRenstandard entspricht
10 ym. C) Kolonienmorphologie der Ga-Nullmutanten auf PD-Festagar -/+ 6 mM cAMP. Der
Grolkenstandard entspricht 500 um und bezieht sich auf alle Bilder.

Somit war die Ausbildung des dikaryotischen Myzels in Kreuzungen der Ga-Nullmutanten
bei cAMP-Zugabe nachweisbar (Abb. 19). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei aus-
reichend vorhandenem cAMP, keine Go-Untereinheit fiir die direkte Weiterleitung des

Pheromonsignals und die Zellfusion benétigt wird. Dies schliet jedoch nicht aus, dass in
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+ 6 mM cAMP

+ Pheromon + DMSO

FB1

DG60
alb1 Agpal—4

FB1Agpa3

FB2

DG67
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Abbildung 18. Pheromonstimulation in Anwesenheit von 6 mM cAMP ermdglicht die
Bildung von Konjugationshyphen in Go-Nullmutanten. Als Kontrolle wurden die Zellen in
cAMP-haltigem CM-Medium mit dem Lo&sungsmittel DMSO in gleicher Konzentration
inkubiert. Der Grolenstandard entspricht 10 um und gilt fur alle Bilder.

Wildtyp-Zellen Gpa3 aktiv an diesem Prozess beteiligt ist, indem es den cAMP-Signalweg
aktiviert. Kompatible Kreuzungen von gpa3-Deletionsmutanten sind apathogen (Enders,
1998), was in dieser Arbeit bestitigt werden konnte (Infektion von 43 Pflanzen). Erwar-

tungsgemaf verursachten auch kompatible Kreuzungen der Ga-Nullmutanten keine
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Abbildung 19. Nachweis der Paarungskompetenz auf aktivkohlehaltigem PD-Festagar
—/+ 6 mM cAMP nach zwei Tagen Inkubation bei 22°C

Tumorbildung in Mais (Infektion von 51 Pflanzen). Da auch ein solopathogener
SG200Agpa3-Stamm apathogen ist, sind vermutlich neben der Zellfusion noch weitere fiir
die Infektion bendtigten Funktionen defekt (Enders, 1998). Um zu untersuchen inwieweit
diese Defekte wihrend der frithen Stadien der pathogenen Entwicklung durch Zugabe von
cAMP revertierbar sind, wurden Go-Nullmutanten und gpa3-Deletionsmutanten mit oder
ohne cAMP-Zugabe in Maispflanzen injiziert. Dafiir wurden alle fiir die Infektion benutzten
Stimme in YEPS;- Medium mit 6 mM cAMP bis zu einer ODgy von 0,8—1,0 vorkultiviert
und in Wasser mit oder ohne 6 mM cAMP aufgenommen. Die auf eine OD = 1 eingestellten
Zellsuspensionen wurden dann in Maiskeimlinge injiziert. Nach 1-2 Tagen konnte in der
Infektion mit Go-Nullmutanten und gpa3-Einzelmutanten, die mit cAMP supplementiert
wurden, Appressorienbildung beobachtet werden (Abb. 20A). Die mikroskopische Analyse
des dritten Keimblattes fiinf Tage nach Infektion ergab, dass in diesen Mutanten einzelne
Hyphen die Blattoberfliche penetriert hatten und bis in das Mesophyll des Blattes
vorgedrungen waren (Abb.20B). Eine weitere Proliferation oder Tumorbildung konnte
jedoch nicht beobachtet werden, und die sichtbaren Symptome gingen nicht iiber eine leichte
Chlorose des infizierten Maisblattes hinaus. Wildtypstimme, die auf gleiche Weise mit
cAMP vorkultiviert und injiziert wurden, zeigten eine normale pathogene Entwicklung (nicht
gezeigt). Ohne cAMP injizierte gpa3-Deletionsmutanten und Go-Nullmutanten zeigten
keine Appressorienbildung. Unter diesen Bedingungen wurde keine Penetration der Hyphen
in das Maisblatt beobachtet, wenige Hyphen waren nach 5 Tagen noch auf der Blattober-

fliche zu finden. Somit konnte gezeigt werden, dass sich die Ga-Nullmutante in allen
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Injektion ohne cAMP Injektion mit 8 mM cAMP

Agpal -4

Abbildung 20. Wachstum von kompatiblen Kreuzungen der gpa3-Deletionsstdmme und
gpal-gpa4-Deletionsstammen auf der Pflanzenoberflache und Penetration in Abhangigkeit
von der Verfugbarkeit von cAMP. Die Stdmme wurden vor der Infektion mit Wasser ge-
waschen und entweder in Wasser (linke Bilderreihe) oder in Wasser mit 6 mM cAMP (rechte
Bilderreihe) in Maispflanzen injiziert. A) Nach zwei Tagen wurden die Pilzstrukturen auf der
Blattoberflache mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcuofluor angefarbt und mittels Epifluores-
zenz-Mikroskopie visualisiert. Der GréRenstandard entspricht 50 um und bezieht sich auf
alle Bilder. B) Clorazol Black E-gefarbte Pilzstrukturen finf Tage nach Infektion. Der Grof3en-
standard entspricht 50 pm.

getesteten Eigenschaften wie die gpa3-Deletionsmutante verhélt. Die Zellen dieser Stimme

zeigten eine bisher unbeschriebene filamentose Zellmorphologie auf der Blattoberflache, die

im folgenden Abschnitt genauer beschrieben ist (Abb. 20A).
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2.3.1.4 Die Bildung von knospenden Filamenten in Stammen mit cAMP-
Mangel

Zellen der Ga-Nullmutante wie auch der gpa3-Deletionsmutante, die ohne cAMP-Zugabe in
Maispflanzen injiziert wurden, zeigten auf der Blattoberfliche einen bisher unbekannten
Phéinotyp: sie wuchsen filamentds mit zusétzlichen knospenartigen Strukturen entlang des
Filaments (Abb. 21A). Eine genauere Untersuchung der rdumlichen Anordnung dieser
knospenartigen Strukturen mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop zeigte, dass diese
Strukturen in der Regel parallel zur Blattoberfliche oder vom Blatt weg-zeigend wachsen
(Abb. 21A). In Anwesenheit von cAMP wurde dieser Phénotyp unterdriickt. Um zu testen ob
dieser Phénotyp speziell durch Pflanzensignale verursacht wird, wurden gpa3-
Deletionsmutanten (DG74 und ER2-19) und Ga-Nullmutanten (DG60 und DG67) alleine
oder in kompatiblen Mischungen auf verschiedenen Festmedien getestet. Dieser Phéanotyp
konnte nicht auf aktivkohlehaltigem PD-Festagar, Ammonium- oder Nitrat-Minimalmedium
und Milch-Festagar beobachtet werden (nicht gezeigt). Da die Maisblattoberflache eine
hydrophobe Oberflaiche hat, wurden die Stimme auf Parafilm, der eine &hnliche
Hydrophobizitit aufweist, getestet. Interessanterweise konnte hier der gleiche Phénotyp wie
auf der Blattoberfliche reproduziert werden, unabhidngig davon ob ein Gemisch der
Kreuzungspartner oder haploide Kulturen eingesetzt wurden. Durch Fokussieren
verschiedener optischer Ebenen konnte licht-mikroskopisch die Orientierung der Knospen
parallel oder entgegengesetzt zur Oberflache, wie bereits auf der Blattoberfldche beobachtet,
bestétigt werden (Abb. 21B). Wildtypstimme hingegen zeigten unverzweigte Filamente auf
diesen Oberfldchen (nicht gezeigt). Zur Unterscheidung ob die Hydrophobizitit oder eine
harte Oberflache fiir die Ausbildung der knospenden Filamente entscheidend ist, wurden die
Stdimme auf der harten, nicht-hydrophoben Oberfliche eines Glas-Objekttrager in Wasser-
tropfen inkubiert. Hier konnte dieser Phdnotyp jedoch nicht beobachtet werden. Ein
spezielles Pflanzensignal zur Induktion dieser Knospen kann demzufolge ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 21. Mikroskopie von knospenden Filamenten mit knospenartigen Auswilichsen
in gpa3-Deletionsstdmmen. A) Epifluoreszenz-Aufnahmen von ,knospenden Filamenten® auf
der Blattoberflache nach Anfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcuofluor. a) Konfokale
Aufnahme eines Calcuofluor-gefarbten Filaments auf der Blattoberflache. Die Rander der
oberen Pflanzenzellschicht sind aufgrund der Autofluoreszenz sichtbar. b) Dreidimensionale
Aufnahme eines aufliegenden Filaments mit einem vergréRerten Ausschnitt in c¢). Diese
Aufnahme wurde mit Falsch-Farben koloriert um die raumliche Orientierung zu
verdeutlichen. Die unterste Ebene ist blau dargestellt und die hdéchste Ebene rot. B)
Lichtmikroskopische Aufnahmen von gpa3-Deletionsstammen nach zwei Tagen Inkubation
auf Parafilm in einer feuchten Petrischale bei 28°C. Die Aufnahmen a)-c) sind verschiedene
optische Fokussierungsebenen in zunehmender Distanz zum Objekt.
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2.3.2 Wachstum der Ga-Deletionsmutanten unter verschiedenen
Stressbedingungen

Go-Untereinheiten liben in anderen Pilzen auch Funktionen in der Stressantwort aus (Yang
& Borkovich, 1999; Han et al., 2004). Um eine mogliche Funktion der U. maydis-Ga-
Untereinheiten in anderen Signalwegen aufzudecken, wurden die gpal gpa? gpa4-
Dreifachdeletionsmutanten und Go-Nullmutanten verschiedenen Stressbedingungen

ausgesetzt.

2.3.2.1 Wachstum unter oxidativem Stress

Die Sensitivitdt auf oxidativen Stress wurde mithilfe von Wasserstoffperoxid (H,O,)
bestimmt. Dafiir wurden mit 30% H,0O, getrankte Filterscheiben auf eine Agarplatte mit
zuvor ausplattierten Zellen gelegt. Anhand des Durchmessers der wachstumsinhibierten
Zone wurde die Sensitivitit des getesteten Stammes bestimmt. Pro Genotyp wurden je zwei
Stimme getestet. Die Dreifachdeletionsmutanten zeigten im Vergleich zum Wildtyp etwas
kleinere, jedoch statistisch nicht signifikant unterschiedliche, wachstumsinhibierte Zonen
(Abb. 22). In den Go-Nullmutanten war die inhibierte Wachstumszone vergleichbar zum

Wildtyp (Abb. 22).
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Abbildung 22. H,0, -Sensitivitdt der Ga-Dreifachdeletionsmutanten (linkes Diagramm) und
Ga-Nullmutanten (rechtes Diagramm). Gemessen wurde der Durchmesser der durch H,O,
verursachten wachstumsinhibierten Zone auf PD-Agar nach zwei Tagen Inkubation bei
28°C. Die Replikatanzahl war n=12 (linke Abb.) und n=8 (rechte Abb.).
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2.3.2.2 Wachstum bei erhohter Temperatur

Um die Temperaturtoleranz der gpal gpa2 gpa4-Deletionsmutanten und Ga-Nullmutanten
zu testen wurde das Wachstum dieser Stdimme bei erhdhten Temperaturen (37°C und 42°C)
untersucht. Dafiir wurden die zu testenden Stimme mit einer ODgy von 0,8 und in drei
weiteren 10fach-Verdiinnungen auf PD-Festagar getropft und bei 28°C, 37°C und 42°C fiir
2 Tage inkubiert. Nach zwei Tagen wurde kein Wachstum der Stidmme, die bei 42°C
inkubiert wurden, beobachtet (nicht gezeigt). Bei 37°C =zeigten die Dreifach-
deletionsmutanten und Wildtypstdmme im Vergleich zur Inkubation bei 28°C reduziertes
Wachstum (Abb. 23). In den Go-Nullmutanten wie auch in den gpa3-Deletionsmutanten
hingegen war in einer 10fach groferen Zellverdiinnung als im Wildtyp noch geringes
Wachstum bei 37°C erkennbar. Dies deutet auf eine leicht erhohte Temperaturresistenz in

diesen Stimmen hin.

2.3.2.3 Wachstum unter osmotischem Stress

Die Ga-Dreifachdeletionsmutanten und die Go-Nullmutanten sowie der Wildtyp wurden in
vier Verdiinnungsstufen auf PD-Festagar, der mit steigender Salzkonzentration von 0 mM,
250 mM, 500 mM, 1M und 1,5 M Natriumchlorid versetzt war, aufgetropft und bei 28°C
inkubiert. Nach zwei Tagen war mit steigender Salzkonzentration ein abnehmendes
Wachstum zu beobachten, dass sich in den Dreifachdeletionsmutanten nicht vom Wildtyp
unterschied (Abb. 23 und nicht gezeigt). Dies deutet auf vergleichbare Sensitivitit gegentiber
osmotischem Stress hin. Die Go-Nullmutanten und gpa3-Deletionsmutanten zeigten eine
starkere Abnahme des Wachstums mit erhohter Salzkonzentration als die Wildtypstimme
und kein Wachstum in der grofiten Verdiinnungsstufe bei 1 M NaCl. Da diese Mutanten
jedoch bereits auf normalem PD-Festagar langsamer und filamentoser wachsen, konnte

dieser Effekt nicht direkt mit den Wildtypstimmen verglichen werden.
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Abbildung 23. Wachstum der Ga-Dreifachdeletionsmutanten und Go-Nullmutanten bei
erhdhter Temperatur oder unter osmotischem Stress. Die angegebenen Stamme wurden
von einer Konzentration von ODgyy = 0,8 ausgehend in 10er Schritten verdinnt auf PD-
Platten getropft und unter den angegeben Bedingungen fiir zwei Tage inkubiert. Von den
Teststdmmen wurden je zwei unabhangig hergestellte Mutanten getestet. Fir den Test auf
osmotischen Stress wurden PD-Platten benutzt, die mit 1M NaCl versetzt waren.

2.4 Transkriptomanalysen zur funktionellen Charakterisierung der
Ga-Untereinheiten

Da Staimme mit einer Deletion in gpal, gpa2 und gpa4 keinen offensichtlichen Phénotyp
zeigten, wurde versucht, iber genomweite Expressionsanalysen diesen Go-Untereinheiten
eine Funktion zuzuordnen. Hierfiir wurde zunichst die Auswirkung der Expression von
konstitutiv aktiven Ga-Allelen auf die Genexpression untersucht. AnschlieBend wurden die
Expressionsprofile der gpal gpa2 gpa4-Deletionsmutante und der gpa3-Deletionsmutante

ermittelt und analysiert.

2.41 U. maydis-Stamme mit induzierbarer Expression von konstitutiv
aktiven Ga-Untereinheiten

Konstitutiv aktive Versionen der Ga-Untereinheiten Gpal, Gpa2 und Gpa3 wurden durch

den gezielten Austausch von Glutamin zu Leucin in der hochkonservierten GTPase-Doméne
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DxxGQ tiber zielgerichtete Mutagenese hergestellt (Abb. 24). Dieser Aminoséureaustausch
fiihrt in Go, (Adenylatzyklase-stimulierende Go-Untereinheit) und Go,; (Adenylatzyklase-
inhibierende Goa-Untereinheit) zu einer starken Reduzierung der intrinsischen GTPase-
Aktivitdt wodurch die Ga-Untereinheit ldnger in der GTP-gebundenen, aktiven Form bleibt
(Kaziro et al., 1991; Dohlman et al., 1996). In U. maydis fiihrte diese Mutation in gpa3 zu
einer erhdhten Transkription von mfal (Regenfelder et al., 1997), Gpa3?" ist demnach
funktionell. Da Gpa4 kein konserviertes Glutamin in seiner GTPase-Domine aufweist,
wurde stattdessen das hochkonservierte Arginin®” gegen ein Cystein ausgetauscht, was in
anderen Go-Untereinheiten (Go, und Ga,) ebenfalls zu einer reduzierten GTPase-Aktivitét
fiihrt (Noel et al., 1993 und enthaltene Referenzen). Diese vier Ga-Allele wurden jeweils in
den ip-Locus (Loubradou et al., 2001) des Wildtypstammes FB1 integriert, sodass das endo-
gene Ga-Allel erhalten blieb. Um die konstitutiv aktiven Go-Untereinheiten kontrolliert in
U. maydis exprimieren zu konnen, wurden sie unter die Kontrolle des Promotors der
Arabinase crgl (P..1) gesetzt. Dieser Promotor wird durch Arabinose aktiviert und durch
Glucose reprimiert (Bottin et al., 1996; Brachmann et al., 2001). Stimme mit einer Einfach-
Integration in den ip-Locus wurden durch Southern-Blot-Analyse identifiziert (nicht
gezeigt). Nach 3 h Wachstum in induzierendem Arabinose-Array-Minimalmedium wurde
die Induktion der jeweiligen Transkripte in den Stimmen FB1P,;: gpal FBI1Py: gpa2?,
FBchrgl:gpaﬁvQL und FBchrgl:gpa4RC mittels Northern-Analyse nachgewiesen (Abb. 25A).
Die Zellen zeigten vor und nach induzierter Expression der konstitutiv aktiven Ga-Unterein-
heiten keine von Wildtypzellen abweichende Morphologie (Abb. 25B). Auch nach ldngerer
Induktion (5 h und 7 h) zeigte sich keine morphologische Anderung (nicht gezeigt). Fiir den
Stamm FB1P: gpa3?" wurde zunichst ein ,,multiple budding*-Phinotyp (Gold et al., 1994)
erwartet, der auftritt wenn die Zellen zuviel cAMP erhalten. Allerdings induziert auch die
konstitutive Expression von gpa3?" in FB1 und SG200 diesen Phinotyp ebenfalls nicht
(Enders, 1998; Kriiger et al., 2000; Miiller et al., 2004). Dariiberhinaus zeigten FBI-
Wildtypzellen den ,multiple budding“-Phédnotyp in dem hier verwendeten Arabinose-
haltigen Medium bei cAMP-Stimulation nicht (Kap 2.4.3). Aus diesen Griinden wurde der

Stamm FB1P;: gpa3? nicht in die sich anschlieBende Microarray-Analyse einbezogen.
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Abbildung 24. Sequenz-Alignment von gpal (um10177), gpa2 (um02517), gpa3 (um04474)
und gpa4 (um05385). Rot umrandet ist die GTP-Bindedomane GxGxxGKST und die GTPase-
Domane DxxGQ. Die Sterne markieren die in den konstitutiv aktiven Go-Versionen ausge-
tauschten Aminosauren: in Gpa1, Gpa2 und Gpa3 das Glutamin in der GTPase-Domane und in

Gpa4 das Arginin®%.
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Abbildung 25. Expression der konstitutiv aktiven Ga-Allele und Morphologie der Zellen
nach Arabinose-Induktion. A) Northern-Blot-Nachweis der Transkripte der Ga-Allele in indu-
zierendem (Arabinose) oder in reprimierendem (Glucose) Array-Minimalmedium mittels Dig-
markierten, spezifischen Sonden. Die Transkripte der Wildtyp-Allele von gpa? und gpa2
wurden als grolRere, schwachere Bande detektiert. B) Zellen nach 3 h Wachstum in indu-
zierendem Medium. Der GréRenstandard entspricht 10 um.
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2.4.2 Die Auswirkungen der induzierten Expression von konstitutiv aktiven
Ga-Untereinheiten auf die Genexpression

Fiir die Microarray-Analyse wurden die Stimme FBchrglzgpaIQL, FBchrglzgpaZQL,
FBchrglzgpa4RC und FB1 in Array-Minimalmedium, das Glucose als einzige Kohlen-
stoffquelle enthilt, vorkultiviert. Pro Stamm wurden dafiir drei Vorkulturen angesetzt
(biologische Triplikate). Zur induzierten Expression der konstitutiv aktiven Go-Allele
wurden diese Vorkulturen einmal mit induzierendem Arabinose-Array-Minimalmedium
gewaschen und weiter in induzierendem Medium kultiviert. Es wurden Proben vor der

Induktion sowie 3, 6 und 12 h nach der Induktion genommen.

Fiir die RNA-Isolation und nachfolgende Analyse wurde jeweils eine der 3 h-Proben (nach
Induktion) in einem Vorexperiment verwendet. Folgende Griinde sprachen fiir die Wahl
dieses Zeitpunktes: Fiir den crgl-Promotor wurde gezeigt, dass die Expression eines Trans-
kripts bereits eine Stunde nach Induktion stark erhoht ist (Brachmann et al., 2001). Dieser
zeitliche Verlauf der P, -kontrollierten Expression wurde in Microarray-Analysen bestitigt
(Eichhorn, 2005). Zusitzlich gab es die Beobachtung, dass in Array-Minimalmedium die
starkste Expression von P -kontrollierten Genen 3-5 h nach Induktion erreicht wird (J.
Kémper, personl. Mitteilung). Die Microarray-Analyse wurde wie in Material und Methoden
beschrieben durchgefiihrt. Die analysierten Proben zeigten eine Hybridisierungs-Effizienz
von 80% zu den auf dem Microarray-Chip (Affymetrix) reprisentierten 6795
Oligonucleotid-Sonden (,,Probesets™), was eine erfolgreiche RNA-Isolation sowie die
erfolgreiche Durchfiihrung der weiteren Amplifikation, RNA-Markierung und Detektion
belegt. Die erhaltenen Expressionswerte wurden mit der Affymetrix-Software MASS
normalisiert um einen Vergleich zwischen verschiedenen Microarray-Experimenten zu
erlauben und spiegeln theoretisch die in der Probe vorhandenen Transkriptmengen der Gene

wieder.

Unter den getesteten Bedingungen waren nur wenige Gene in den induzierten Stimmen im
Vergleich zum Wildtyp FB1 differentiell exprimiert (Abb. 26). Dabei wurden alle Gene,
deren Expressionswerte sich mindestens 2fach unterschieden, als differentiell reguliert
betrachtet. Insgesamt waren in FBchrglzgpalQL neben gpal®" 18 Gene mindestens 2fach
starker exprimiert (Tab. 5). Darin enthalten sind sechs Gene, deren Fluoreszenzsignal in
einer der Proben nahe der Hintergrundfluoreszenz liegt, was keine statistisch abgesicherte
Aussage erlaubt. Sieben Gene waren in FB1P.:gpal?" mindestens 2fach geringer ex-

primiert als in FBI.

51



Ergebnisse

1a0u; 10000

o 1000

100 100

FB1

1
0 1 0 100 1000 10000

1000

10000

1000; 1000

FB1

1000

10000

10 100

FB1

01 1 1 10 1000 10000

FB1 P, ,:gpa4RC

crg
Abbildung 26. Genexpression nach Induktion der konstitutiv aktiven Allele gpa1QL, gpa2QL
und gpa4~°. In den Streudiagrammen sind die detektierten Fluoreszenzsignale aller sich auf
dem U. maydis-Microarray befindlichen ,probe sets“ des jeweiligen induzierten Stammes
gegen die des Wildtypstammes aufgetragen. Jedes Gen wird hierbei durch einen Daten-
punkt reprasentiert. Rot gekennzeichnete Datenpunkte reprasentieren Signalintensitaten von
Gentranskripten, bei denen in beiden Microarrays ein im Vergleich zum Hintergrund signifi-
kantes Fluoreszenzsignal detektiert wurde. In blau sind Signalintensitaten von Gentranskript-
en dargestellt, bei denen nur in einem der Experimente ein signifikantes Signal detektiert
wurde. In gelb sind Signalintensitaten angezeigt, fiir die in beiden Experimenten ein Wert ge-
messen wurde, der sich nicht signifikant von der Hintergrundfluoreszenz unterscheidet.
Grenzlinien sind eingezeichnet, an denen der faktorielle Unterschied der Datenpaare abge-

schatzt werden kann. Die Datenpunkte der induzierten Ga-Untereinheiten sind umrandet.
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Tabelle 5. Differentiell exprimierte Gene nach induzierter Expression von gpa1QL in
FB1Pug1:gpa1®t im Vergleich zu FB1.

Probenset MUMDB' Funktion/ Annotation MUMDB? x-fach®
W80um133G_at um10177  Gpa1 4,1
W95um113G_at um03485 conserved hypothetical protein 44M
C45um082G_at umO03177 related to peroxisomal membrane protein 20 3,1
C75um085G_at um11229 conserved hypothetical protein 3,1
C10um125G_at um05325 conserved hypothetical protein 2,8
W105um164G_at um00455 related to MIR1-Mitochondrial phosphate carrier 2,84

protein
W60um232G_at um04526 hypothetical protein 2,8
C20um006G_at um02300 related to alpha-amylase 2,74
C70um146G_at um10861 related to Reticuline oxidase precursor 2,5
C35um211G_at um04575 conserved hypothetical protein 2,5
C60um135G_at um01656 probable sugar transporter 2,5
C89um182G_at um11795 related to glutathione s-transferase 3 2,4
C140um074G_at um01805 conserved hypothetical protein 2,3
C15um098G_at um10031 related to embryonic protein DC8 2,3
W45um110G_at um00573 putative protein 2,24
C140um175G_at um02707 hypothetical protein 21
C5um143G_at um03678 conserved hypothetical protein 2,1
C75um157G_at um02172  related to methylglyoxal reductase 21
(NADPHdependent)

C45um140G_at um03776 putative protein 2,0
W110um098G_at um00158 conserved hypothetical protein -2,1
C25um042G_at um05690 conserved hypothetical Ustilago-specific protein -2,1
W26um190G_at um00336 putative protein -2,1
W60um134G_at um05104 putative protein -2,4
W45um057G_at um06085 conserved hypothetical protein -2,4
W55um164G_x_at um00466 hypothetical protein -2,8
W55um164G_at um00466 hypothetical protein -3,4
C65um118G_at um11051 putative protein -3,4
C63um118G_at um11051 putative protein -3,6

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/
2 Gene mit mehreren Probensets sind mehrfach aufgefihrt.

® Faktorielle Anderung (x-fach) der Genexpression in FB1PC,91:gpa'IQL im Vergleich zu zwei

biologischen Replikaten des Wildtypstammes FB1. Die Berechnung der faktoriellen Anderung mit
Signalwerten, die nahe der Hintergrund-Signalintensitat liegen ist gekennzeichnet mit * fiir “absent
call” und ™ fiir .marginal call“.
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In FB1P gpa2?" waren neun Gene neben gpa2?" mindestens 2fach stirker exprimiert und
zwei Gene mindestens 2fach geringer exprimiert als in FB1 (Tab. 6). Darunter befinden sich
fiinf Gene, deren Fluoreszenzsignal in einer der Proben nahe der Hintergrundfluoreszenz
liegt. In FB1Py:: gpa4®® waren neben gpa4"® vier Gene mindestens 2fach stirker exprimiert
und kein Gen mindestens 2fach geringer exprimiert als in FB1 (Tab. 7). Da nur je ein
Replikat der Teststimme analysiert wurde, konnen keine statistisch abgesicherten Aussagen
getroffen werden. Insgesamt war keine Gruppe funktionell-zusammengehoriger Gene
differentiell reguliert, was Riickschliisse auf die Funktion der jeweiligen Goa-Untereinheit

erlaubt hétte.

Tabelle 6. Differentiell exprimierte Gene nach induzierter Expression von gpa2QL in
FB1Pq1:gpa2®:.

Probenset MUMDB'  Funktion/ Annotation MUMDB x-fach?
C45um161G_at um02517 Gpa2 44
W95um113G_at um03485 conserved hypothetical protein 3,6
W60um232G_at um04526 hypothetical protein 25
C55um052G_at um04445 related to IST2 - Plasma membrane protein 2,4
C35um211G_at um04575 conserved hypothetical protein 2,4M
W45um110G_at umO00573 putative protein 2,34
W5um113G_at um03506 conserved hypothetical protein 2,2
C140um175G_at um02707 hypothetical protein 21
C10um125G_at um05325 conserved hypothetical protein 2.1
W105um164G_at umQ00455 related to MIR1-Mitochondrial phosphate carrier 214
protein
W60um134G_at um05104 putative protein -2,0
C30um217G_at um04503 related to Alpha-N-acetylgalactosaminidase -2,2
precursor

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/

2 Faktorielle Anderung (x-fach) der Genexpression in FB1PC,91:gpa'IQL im Vergleich zu zwei
biologischen Replikaten des Wildtypstammes FB1. Die Berechnung der faktoriellen Anderung mit
Signalwerten, die nahe der Hintergrund-Signalintensitat liegen, ist gekennzeichnet mit * fiir “absent
call” und ™ fiir .marginal call“. Diese Werte sind statistisch nicht abgesichert.
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Tabelle 7. Differentiell exprimierte Gene nach induzierter Expression von gpa4RC in
FB1 Pcr,_3,1:gpa4RC im Vergleich zur Genexpression im Wildtypstamm FB1.

Probenset MUMDB'  Funktion/ Annotation MUMDB x-fach?
W55um041G_at um05385 Gpa4 10,7
W45um110G_at um00573 putative protein 21
W140um132G_at um05170 probable formate dehydrogenase 21
C20um006G_at um02300 related to alpha-amylase 2,1
C140um175G_at umQ2707 hypothetical protein 2,0

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/
2 Faktorielle Anderung (x-fach) der Genexpression in FB1PC,91:gpa'IQL im Vergleich zu zwei
biologischen Replikaten des Wildtypstammes FB1.

2.4.3 Der EinfluR von Arabinose auf die Ausbildung des ,,multiple budding“-
Phanotyps in FB1 in cAMP-haltigem Medium

Der ,,multiple budding*“-Phénotyp tritt auf, wenn die Zellen mit cAMP {iberstimuliert werden
und ist zu sehen an der sternférmigen Anordnung mehrerer Zellen an einem Zellpol (Gold et
al., 1994; Kriiger et al., 1998). Um zu untersuchen ob das Ausbleiben des ,,multiple
budding“-Phénotyps nach induzierter Expression von gpa3?" im Stamm FBchrglzgpaBQL
durch das verwendete Arabinose-Array-Minimalmedium verursacht wurde, wurden cAMP-
Stimulationsexperimente mit dem Wildtypstamm FB1 in verschiedenen Fliissigmedien
durchgefiihrt. FB1 zeigt in Anwesenheit von 15 mM cAMP ebenfalls ,,multiple budding®.
FBchrgl:gpaﬁvQL und FBI1, deren Medium mit 15 mM cAMP versetzt war, zeigten in
Anwesenheit von 1% Arabinose weder in CM-Vollmedium noch in Array-Minimalmedium
zu keinem der Uberpriiften Zeitpunkte von 3, 5, 7 und 20 h nach cAMP-Zugabe ,,multiple
budding®. Bei Zugabe von 1% Glucose statt Arabinose, bildeten FB1-Zellen dagegen diesen
Phéanotyp aus (Abb. 27).

2.4.4 Differentielle Genregulation in Ga-Deletionsmutanten

2441 Transkriptomanalyse von FB1Agpa1

Um den Einfluss von Gpal auf die basale Genexpression zu testen und dadurch gege-
benenfalls Gpal eine Funktion zuordnen zu konnen, wurde eine Transkriptomanalyse der

gpal-Deletionsmutante in Glucose-Array-Minimalmedium durchgefiihrt. Glucose wurde als
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+ 15 mM cAMP

+ Arabinose + Glucose

Array-
Minimalmedium
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Abbildung 27. Der ,multiple budding“-Phanotyp von FB1 in Gegenwart von cAMP nach 5 h
Inkubation bei 28°C. Der GréRenstandard entspricht 10 um.

Zuckerquelle gewdhlt, da in vorangegangen Versuchen nach Induktion der konstitutiv
aktiven Go-Untereinheiten in Arabinose-haltigem Medium keine signifikante trans-
kriptionelle Anderung auftrat (siche Kap 2.4.2). Gpal selbst ist in beiden Array-Minimal-
medien unabhéngig von der Zuckerquelle gleich exprimiert (Array-Daten; Abb. 25A). Der
fiir diese Analyse benutzte Stamm FB1Agpal ist von Regenfelder et al. (1997) beschrieben
worden. Der offene Leserahmen von Gpal ist in diesem Stamm durch eine 100 bp-Deletion
unterbrochen und durch eine Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt, so dass die essentiellen

Bereiche fir die Funktion der Go.-Untereinheit fehlen.

Fiir die Transkriptionsanalyse wurden je drei in Glucose-Array-Minimalmedium angezogene
Vorkulturen (biologische Replikate) von FB1Agpal und dem Wildtypstamm FB1 in frisches
Glucose-Array-Minimalmedium iiberfiihrt. Nach 3, 6, 9 und 24 h wurden Proben genommen.
Die Zellen von FB1Agpal unterschieden sich nicht von Wildtyp-Zellen in der Wachs-
tumsgeschwindigkeit oder der Zellmorphologie (nicht gezeigt). Fiir die weitere Analyse
wurde Gesamt-RNA von den nach 3 h abgenommenen Proben isoliert und wie in Material
und Methoden detailliert beschrieben fiir die Hybridisierung der Microarrays aufbereitet. Fiir
alle Replikate wurde eine hohe Hybridisierungseffizienz von ~80% zu den 6795 Microarray-
,Probesets erzielt. Nach Normalisierung und Berechnung der Expressionswerte mit der

Affymetrix-Software MAS5.0 wurden die Daten statistisch analysiert. Fiir alle Expressions-
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dnderungen zwischen FB1Agpal und dem Kontrollstamm FB1 wurde eine korrigierte
Fehlerwahrscheinlichkeit, der sogenannte ,,P,q“, der einen Vergleich verschiedener Micro-
array-Datensdtze ermoglicht, mit dem Programm-Packet Bioconductor R berechnet. Alle
differentiell exprimierten Gene mit einem Signifikanzniveau von P, < 0,01 wurden
anschlieBend mit dem Programm dChip (Li & Wong, 2001) auf mindestens 2fach
unterschiedliche Genexpression gefiltert. Zu beachten ist, dass in dieser Analyse auch Gene
enthalten sind, die in einem Stamm nahe der Detektionsgrenze liegen kénnen und in MASS5.0
mit einem ,absent call“ oder ,marginal call“ gekennzeichnet sind, jedoch zum

Vergleichsstamm signifikant unterschiedlich exprimiert werden.

Diese Analyse ergab sechs differentiell regulierte Gene in FB1Agpal (Tab. 8). Darin
enthalten ist das bakterielle #ph-Gen (Hygromycin B Phosphotransferase aus E. coli), das in
FB1Agpal fiir die Hygromycin-Resistenz verantwortlich ist und in FB1 fehlt. Das gpal-Gen
wurde nicht als differentiell reguliert detektiert, da nicht der gesamte offene Leserahmen
deletiert ist, sondern ein 100 bp groBer Bereich in der essentiellen GTPase-Region
(Regenfelder et al., 1997). Das gpal-Transkript kann bis zu diesem Bereich abgelesen und
wahrscheinlich detektiert werden. Die im Vergleich zu den anderen Genen hohen Expres-
sionsunterschiede von um03792 und des Aph-Gens ergeben sich rechnerisch aus den
Expressionswerten in FB1 (3 £ 0,4 und 12 £ 6,9), die nahe dem Detektionslimit liegen, und
der geringen Expression in FB1Agpal (78 £ 7,9 und 190 % 30,9). Aufgrund der insgesamt
geringen Expression von um03792, einem sepB-dhnlichem Protein (siehe Diskussion), kann
ohne eine weitere experimentelle Verifizierung keine Aussage iiber dessen transkriptionelle
Regulation in FB1Agpal getroffen werden. Weitere induzierte Gene sind das Heat shock-
Protein Hsp20 und die hochaffine Natrium/Kalium-Pumpe Acul (Benito et al., 2004). Der
Vergleich der differentiell regulierten Gene in diesem Stamm und in FB1gpal®" ergab keine
Gene, die in beiden Stimmen dereguliert waren. Insgesamt konnen aufgrund der geringen
Anzahl differentiell regulierter Gene sowie deren funktionelle Heterogenitit keine Riick-

schliisse auf eine Funktion von Gpal gezogen werden.
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Tabelle 8. Differentiell requlierte Gene in FB1Agpa1.

Verdnderung der

Probenset MUMDB' MUMDB Annotation Expression (x-fach) Pagj

ESTO3um092_at um03792 related to sepB protein 22,5 0,000
C20um097G_at um03881 related to Heat shock protein Hsp20 45 0,002
W200um019G_at um06433  Acul (K, P-type ATPase) 41 0,003
W130um209G_at umQ00027 putative protein, sekretiert? 3,2 0,000
C55um125G_at um05314 conserved hypothetical Ustilago- 2,3 0,001

specific protein, sekretiert?
hyg_at - bacterial hygromycin resistance gene 10,0 0,000

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/
2 Die hier angegeben TargetP-Voraussagen entstammen den Berechnungen der MUMDB
(http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago; Stand 04.2007).

2.4.4.2 Transkriptomanalyse der gpa71 gpa2 gpa4-Dreifachdeletionsmutante

Da das Transkriptionsprofil einer gpal-Deletionsmutante sich nicht erheblich vom
Wildtypstamm unterscheidet, sollte nun durch Expressionsanalyse der Dreifachdeletions-
mutante DG99 (albl Agpalgpa2gpa4) festgestellt werden, ob der Funktionsverlust in diesen
Go-Untereinheiten sich generell auf die basale Transkription auswirkt. Die Dreifach-
deletionsmutante war im selbem Versuchsansatz wie der Stamm FBlAgpal in drei
biologischen Replikaten in Glucose-Array-Minimalmedium kultiviert und beprobt worden.
Die Zellen zeigten in diesem Medium wildtypartige Zellmorphologie und Wachstums-
geschwindigkeit (nicht gezeigt).

Fiir die Microarray-Analyse wurden die 3 h-Proben fiir die Extraktion der Gesamt-RNA
benutzt. Die Proben wurden weiter wie fiir den Stamm FB1Agpal (Kap. 2.4.4.1) beschrieben
aufbereitet und analysiert. Alle Replikate zeigten eine hohe Hybridisierungseffizienz von
79% zu den auf dem Microarray vorhandenen 6795 Probensets. Die weitere Datenanalyse
erfolgte wie in Kap. 2.4.4.1 beschrieben. Insgesamt waren in der Dreifachdeletionsmutante
45 Probensets, davon eines ohne zugewiesene Genannotation, auf einem Signifikanzniveau
von P, < 0,01 mindestens 2fach differentiell exprimiert im Vergleich zum Wildtypstamm
FB1 (Tab. 9). Hierbei ist zu beachten, dass es sich in diesem Vergleich nicht um Stimme mit
dem gleichen genetischen Hintergrund handelt, da die Dreifachdeletionsmutante aus einer
Kreuzung hervorging und genetisch teilweise dem FB2-Wildtypstamm entspricht. Die
berechneten Expressionswerte fiir gpa? und gpa4 in der Dreifachdeletionsmutante waren
erwartungsgeméall reduziert (18fach und 4fach), und die Hygromycin- und Phleomycin-
Resistenzen induziert. Diese Transkripte werden als differentiell detektiert, da in der

statistischen Analyse auch Signalwerte, die nahe der Detektionsgrenze liegen miteinbezogen
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werden. Biologisch konnen solche Signalwerte darauf zuriickzufithren sein, dass das

entsprechende Gen in einem der Vergleichsstimme nicht exprimiert wird.

Zur leichteren Identifizierung funktioneller Zusammenhinge wurden die differentiell
regulierten Gene in folgende Kategorien eingeteilt: Signalweiterleitung, zelluldrer Transport,
Metabolismus und Stressantwort (Tab. 9). Da fiir Goa-Untereinheiten vor allem eine
Funktion in der Signalweiterleitung erwartet wird, ist diese Kategorie im Folgenden genauer
erldutert. Interessanterweise ist in der Dreifachdeletionsmutante die Basalexpression des
Transkriptionsfaktors Ropl, der fiir die Expression von pheromoninduzierten Genen in
axenischer Kultur essentiell ist, reduziert (Brefort et al., 2005). Ropl wird in axenischer
Kultur insbesondere fiir die Expression des Transkriptionsfaktors Prfl benétigt, der an die
PRE-Elemente (pheromone responsive elements; Urban et al., 1996b) in den Promotoren
seiner Zielgene bindet und die Pheromonantwort steuert (Hartmann et al., 1996). In der
Dreifachdeletionsmutante sind acht dieser bekannt Prfl-/pheromonabhéingig-regulierten
Gene reduziert exprimiert (Urban et al., 1996a; Zarnack, 2006). Darunter ist der Trans-
kriptionsfaktor Prfl und Gene, die fiir Proteine der Pheromonreifung (um11228, um05348),
-sekretion (um10528) und -wahrnehmung (um02383) kodieren sowie an der
transkriptionellen Regulation in der Paarung (bEI und bWI) beteiligt sind. Ein weiteres
Transkript eines hypothetischen Proteins (um02410) wurde ebenfalls in diese Gruppe
eingeteilt, da es Prfl/pheromonabhéngig induziert wird und PRE-Elemente im Promotor
aufweist (Zarnack, 2006). Aufgrund der verminderten Expression von Genen, deren Proteine
fiir die Pheromonreifung (CAAX Prenylprotease 2, Ram1 Proteinfarnesyltransferase) und
Sekretion (Ste6) benétigt werden, wurde eine verminderte Pheromonsekretion in diesem
Stamm vermutet. Dies wurde wie im Abschnitt 2.4.4.4 beschrieben mit einem Pheromon-

Testerstamm untersucht und zeigte keine Beeintrachtigung der Pheromonantwort.

Ein Transkript, von dem keine pheromonabhéngige Regulation bekannt ist, und das fiir ein
Protein mit Homologie zu einer Phosphatidylinositol-3-Phosphat-5-Kinase kodiert
(um06239) ist in der Dreifachdeletionsmutante reduziert exprimiert. In S. cerevisiae wurde
eine Aktivierung dieser Kinase durch Gpalp gezeigt (Slessareva et al., 2006); in U. maydis
ist dies bisher nicht untersucht worden. Des Weiteren ist die Expression von drei Proteinen
mit einer Transportfunktion und Proteinen verschiedener Stoffwechselwege reduziert. 15
weitere bisher nicht annotierte Gene sind differentiell exprimiert. Allerdings erschwert die
Heterogenitit der Funktionen dieser Proteine eine klare Aussage zu den Prozessen, die in der

Dreifachdeletionsmutante beeintrichtigt sein konnten.
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Zur Identifizierung von Genen, deren Expression durch die Go-Untereinheit Gpal reguliert
wird, wurden die Transkriptome von FBIlAgpal und DG99 (albl Agpalgpa2gpad)
verglichen. Das einzige in beiden Staimmen differentiell regulierte Gen ist um03792. Die Ex-
pressionsvergleiche beziehen sich dabei auf denselben Wildtypstamm FB1, in dem um03792
nahe der Detektionsgrenze liegt. Zur Uberpriifung ob die induzierte Expression von
um03792 in Zusammenhang mit dem Fehlen von funktionellem Gpal steht, wire eine

weitere experimentelle Bestitigung notwendig.

AnschlieBend wurden die differentiell regulierten Gene im Stamm DG99 (albl
Agpalgpa2gpa4) mit differentiell regulierten Genen in FBlgpal®" (Tab. 5), FB1gpa2?"
(Tab. 6) und FB1gpa4"® (Tab. 7) verglichen um maéglicherweise spezifisch durch die Go-
Untereinheiten regulierte Gene zu identifizieren. Der Vergleich mit FB1gpal® ergab fiinf
Gene, die in beiden Staimmen differentiell reguliert waren. Hierbei zeigten die folgenden
Transkripte ein inverses Expressionsmuster, indem sie in einem Stamm induziert und im
anderen Stamm reprimiert waren: um03485, um11229, um05325, um10861, um01656. Drei
dieser Transkripte kodieren fiir Proteine unbekannter Funktion, eines fiir einen putativen
Zuckertransporter und eines flir ein Reticulin-Oxidase-Vorlauferprotein. Im Vergleich zu
FB1gpa2?" (Tab. 6) waren zwei Transkripte dereguliert: um03485 und um05325, die beide
fiir Proteine unbekannter Funktion kodieren. Im Vergleich zu FB1gpa4®© (Tab. 7) zeigte sich

keine Uberlappung der differentiell regulierten Gene.
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2.4.4.3 Vergleich der Genexpression in DG99 (a1b71 Agpalgpa2gpa4) mit
FB1Agpa3

Der Vergleich der Gene, die sowohl in DG99 (albl Agpalgpa2gpa4) als auch in FB1Agpa3
differentiell in Bezug auf den Wildtypstamm FB1 exprimiert werden, ergab fiinf koregulierte
und zwei invers regulierte Transkripte. In beiden Stimmen sind die Transkripte der Proteine
Ste6, bW1, Raml und Cytochrom P450 8B1 reduziert und von einem putativen Protein
(um06497) induziert. Dies konnte auf eine duale Regulierung dieser Transkripte durch den
Gpa3-aktivierten cAMP-Signalweg bzw. durch eine der Ga-Untereinheiten Gpal, Gpa2 oder
Gpa4 hindeuten. Alternativ kdnnten dies Unterschiede im genetischen Hintergrund der zwei
verglichenen nicht-isogenen Stdmme sein. Invers reguliert sind die Transkripte von einem

hypothetischen Protein (um03923) und einem putativen Zuckertransporter (um01656).

2.4.4.4 Untersuchung der Pheromonsekretion in DG99 (a1b1 Agpalgpa2gpa4)

In der genomweiten Analyse der Dreifachdeletionsmutante DG99 (albl Agpalgpa2gpad)
wurde eine reduzierte Expression von Genen, die an der Pheromonreifung und Sekretion
beteiligt sind, festgestellt. Um zu testen, ob dieser Stamm weniger Pheromon sekretiert,
wurde der diploide Pheromon-Testerstamm FBD12-17 (a2a2b1b2) verwendet, der nach
Wahrnehmung von al-Pheromon ohne vorhergehende Zellfusion filamentds wichst (Banuett
& Herskowitz, 1989) und zur Demonstration reduzierter Pheromonsekretion verwendet
wurde (Brachmann, 2001; Becht et al.,, 2005). Die Dreifachdeletionsmutante wurde in
serieller Verdliinnung zusammen mit einer gleichbleibenden Konzentration von FBD12-17
auf aktivkohlehaltige PD-Platten getropft. Zusétzlich wurden serielle Verdiinnungen der
Einzeldeletionsmutanten von gpal, gpa2 und gpa4 und zum Vergleich FB1 getestet. Es
konnte jedoch fiir keinen der Stimme eine Reduktion in der induzierten Filamentbildung
beobachtet werden (Abb. 28). Dies deutet darauf hin, dass die reduzierte Expression dieser
Gene unter den getesteten Bedingungen nicht zu einer Reduktion der Pheromonsekretion
fiihrt. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit der Paarungskompetenz dieser

Stamme.

63



Ergebnisse

FBD12-17 1x10’

FB1

DG99

FB1Agpa1

FB1Agpa2

FB1Agpa4

1x107 2x108 4x10° 8x10*  1,6x10* 3,2x10° 6,4x102

Abbildung 28. GleichmaRige Induktion von filamentésem Wachstum im Pheromon-Tester-
stamm FBD12-17 durch die getesteten Stdmme. Serielle 5fach Verdinnungen (unter dem
Bild angegeben) der getesteten Stdmme wurden zusammen mit einer OD = 1 von FBD12-17
auf aktivkohlehaltigen PD-Festagar getropft und bei 22°C einen Tag inkubiert.

2445 Transkriptomanalyse von FB1Agpa3

Zur Identifizierung von Genen deren Basalexpression durch Gpa3 reguliert wird, wurde das
Expressionsprofil des Stammes FBI1Agpa3 (Stammbezeichnung DG74) im Vergleich zum
Wildtypstamm FB1 analysiert. Aufgrund des niedrigeren internen cAMP-Spiegels in gpa3-
Deletionsstimmen (Enders, 1998), wurde in der Transkriptomanalyse vor allem die
verdnderte Expression von cAMP-abhéngigen Zielgenen erwartet. Durch den Vergleich zu
frilheren Transkriptomanalysen, in denen cAMP-abhédngig regulierte Gene identifiziert
wurden, sollte diese Analyse einen genaueren Einblick in die Signal- und Stoffwechselwege,
die iiber Gpa3 reguliert werden, ermoglichen. Nicht zuletzt sollte der Vergleich mit den
deregulierten Genen der gpal gpa2 gpa4-Dreifachdeletionsmutante eine  weitere

Eingrenzung von Gpa3/cAMP-spezifisch regulierten Genen erlauben.

Fiir die Transkriptomanalyse wurde der Stamm FB1Agpa3 in Glucose-Arrayminimalmedium
ohne cAMP-Zugabe kultiviert. Hierbei zeigten ein Teil der Zellen eine filamentos-
verldangerte Form, was fiir Deletionsmutanten im cAMP-Signalweg charakteristisch ist (siche
Abb. 17). Insgesamt wurde die Genexpression von je drei biologischen Replikaten von

FB1Agpa3 mittels Microarray-Analyse (siche Kap. 2.4.3.1) untersucht und mit dem
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Referenz-Stamm FB1 verglichen. Die Auswertung differentiell regulierter Gene erfolgte
nach Normalisierung und statistischer Analyse auf einem Signifikanzniveau von P,g < 0,01.
Insgesamt konnten in FB1Agpa3 im Vergleich zu FB1 165 Probensets identifiziert werden,
deren Signalintensitdten mindestens zweifach erhoht oder erniedrigt war (Tab. 10). Diese
teilten sich auf 93 induzierte und 72 reprimierte Transkripte auf. Darin enthalten sind die

Transkripte fiir die NAT-Resistenz (Nourseothricin) sowie gpa3.

Als primdre Validierung wurden die gewonnenen Daten mit publizierten Datensidtzen zur
cAMP-regulierten Genexpression in U. maydis verglichen. Im FB1Agpa3-Transkriptom war
die Expression der Gencluster fiir Eisenaufnahmesysteme (beschrieben in Eichhorn et al.
2006), und des sogenannten ,,cab-locus* (beschrieben in Brachmann et al. 2001), reduziert.
Somit konnte die cAMP-regulierte Basalexpression dieser geclusterten Gene bestétigt
werden. In FB1Agpa3 war die Expression eines weiteren Genclusters mit Genen fiir die Bio-
synthese von Mannosylerythritol-Lipiden (MEL) (Hewald et al., 2006) induziert. Das
ebenfalls zu diesem Cluster gehdrende Gen um03114 war 1,6fach induziert. Fiir dieses
Gencluster war bisher nur die Induktion der Expression unter Stickstoffmangel bekannt

(Spockner et al., 1999; Hewald et al., 2006).

Dariiberhinaus wurden neun der in U. maydis mittels serieller Genexpressionsanalyse
(SAGE) identifizierten Zielgene der Proteinkinase A auch in FBI1Agpa3 als differentiell
reguliert identifiziert (Larraya et al., 2005) (Tab. 10). Diese beinhalten Gene verschiedener
Stoffwechselwege sowie das filament-spezifisch exprimierte Repellent-Protein rep/ (Wdsten
et al., 1996), das in FB1Agpa3 stark induziert ist. Zusétzlich zu repl ist in FB1Agpa3 die
Expression von zwei als Hydrophobine beschriebenen Genen, hum?2 und Aum3, induziert

(Teertstra et al., 2006).

Zur leichteren Identifizierung funktioneller Zusammenhédnge der differentiell regulierten
Gene in FB1Agpa3 wurden diese in funktionelle Kategorien eingeteilt. Dafiir wurde zunichst
eine FunCat-Analyse (functional classification of proteins, http://mips.gsf.de/projects/funcat)
mittels der Datenbank MUMDB durchgefiihrt und anschlieBend eine manuelle Einteilung
aufgrund von Publikationsdaten zu einzelnen Genen vorgenommen. Weitere Vergleiche zu
fritheren transkriptomweiten Analysen cAMP- und pheromonabhéngiger Genexpression sind
in Kap 2.4.4.6 und 2.4.4.7 beschrieben. Die meisten der differentiell regulierten 161 Gene in
FB1Agpa3 konnten in die funktionellen MUMDB-Kategorien Metabolismus, zelluldrer
Transport und Nicht-Klassifizierte eingeordnet werden (Tab. 11). Hierbei enthielten die
Unterkategorien Kohlenhydrat/Zucker-Stoffwechsel mit 21 Genen (13%) sowie Kohlen-
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hydrat-/Zucker-Transport mit 9 Genen (6%) die meisten Eintrdge. Die genauere Analyse
dieser Gengruppe ergab, dass Gene, die normalerweise der transkriptionellen Reprimierung
durch Glucose unterliegen, in FB1Agpa3 induziert waren (in Tab. 10 gekennzeichnet mit
CCR fiir ,,carbon catabolite repression). Diese kodieren zum einen fiir Proteine, die an der
Zuckeraufnahme und dem Zuckermetabolismus beteiligt sind. Zum anderen sind aus anderen
Pilzen bekannte Glucose-reprimierte Enzyme weiterer Stoffwechselwege induziert. Das
Arabinase-Gen crgl, fiir dessen Promotor die Glucose-Repression in U. maydis experi-
mentell bestitigt wurde (Bottin et al., 1996), zeigte in diesen Experimenten in FB1 eine
Expression, die nahe der Detektionsgrenze lag und eine 74fach erhohte Expression in
FB1Agpa3. Insgesamt deutet die starke Expression dieser zehn Gene in FB1Agpa3 auf eine
gestorte Wahrnehmung der im Medium ausreichend vorhandenen Glucose hin. In FB1Agpa3
waren dariiber hinaus Gene, deren Expression in anderen Pilzen von der vorhandenen
Stickstoffquelle abhéngt, im Vergleich zu FBI1 differentiell reguliert. Dies sind die
hochaffine Ammoniumpermease Ump2 (Smith et al., 2003), eine putative Urea-Permease,
ein putatives FUN34 Protein, zwei Homologe der Allantoat-Permease DALS und ein
Homolog der DAL2-Allantoinase aus S. cerevisiae. Da die Expression dieser Gene zum Teil
induziert zum Teil reduziert ist, deutet dies nicht auf einen Stickstoffmangel hin, sondern
moglicherweise auf eine Verschiebung im Stickstoffmetabolismus als Folge des cAMP-

Mangels in dieser Mutante.

66



Ergebnisse

Tabelle 10. Differentiell exprimierte Gene in FB1Agpa3 auf einem Signifikanzniveau von
Pag. <0,01.

Expressionsinderung FunCat’

Probenset MUMDB' Funktion/Annotation MUMDB x-fach 1.05 20 CCR3

Eisenaufnahme
C120um049G_at um00105 Ferl - Iron transport multicopper oxidase -4.2
W125um049G_at um10023  Fer2 - High-affinity iron permease -7.3
W170um132G_at uml10188  Sidl - L-Ornithine N5-oxygenase -3.5
C158um132G_at uml0189 Sid2 Ferrichrome siderophore peptide synthetase -4.6
C160um132G_at uml10189  Sid2 Ferrichrome siderophore peptide synthetase -2.6
W25um222G _at  um01439  Fer9 - related to FRE3 - Ferric reductase, reduces -5.7
siderophore-bound iron prior to uptake
W27um222G _at um01439  Fer9 - related to FRE3 - Ferric reductase, reduces -26.0
siderophore-bound iron prior to uptake
C20um222G_at  uml1873 FerlO - hypothetical protein -3.0
cab-locus
W21um256G_at umO05782  capsule-associated protein-like protein  * -3.4
C25um256G_at  um05783 related to UDP-galactose transporter -7.0
W35um256G_at um05785 acyl transferase-like protein ~ * -4.0
W40um256G_at um05786 related to UDP N-acetylglucosamine transporter -5.0
W45um256G_at  um05787  conserved hypothetical protein -2.3
W54um256G_at  umO05789  conserved hypothetical protein -3.9
C30um256G_at  um11585* related to capsular associated protein -4.7
Repellentproteine/Hydrophobine
W120um002G_at um03924 Repl - repellent protein 1 precursor * 75.0
W55um030G_at  um04433 Hum3 - hypothetical protein 10.6
W70um170G_at uml1562 Hum? - related to Hydrophobin 41.9
Mannosylerythritol-Lipid Synthese (MELs)
Cl110um021G_at um03115 Mmf1 - related to Sgel drug resistance protein 2.6
C115um021G_at um03116 Macl - predicted protein 2.5
C120um021G_at umO03117 Emtl - Glycosyltransferase 5.4
W130um021G_at uml0636 Mac2 - Predicted protein 54
Signalweiterleitung
C20um110G_at  um00578 bW]1 - b mating type locus 2.9
W55um007G_at  um05348 related to RAMI - protein farnesyltransferase, -2.3
beta subunit
W40um030G_at um10528 related to STE6 ABC transporter -2.0
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Expressionsinderung FunCat®
Probenset MUMDB' Funktion/MUMDB Annotation x-fach 1.05 20 CCR’
Transport
von Kohlenhydraten
C85um257G_at  um05764 related to Malic acid transport protein 28.5
W45um126G_at uml0072 probable monosaccharide transporter 3.2
C85um097G _at  umll1514 probable High-affinity glucose transporter (strong 3.1
similarity to Hxt15p and Hxt17p)
C60um135G at  umO01656 probable sugar transporter * 4.1 +
andere Substrate
W45um084G_at  um06253  probable DUR3 - Urea permease 6.9
C65um192G_at  um00196 probable FUN34 - transmembrane protein involved 5.1 + +
in ammonia production
W45um057G_at  um06085° conserved hypothetical protein 30 + +
C90um024G _at  umO01528 conserved hypothetical protein 3.2 +
W45um171G_at um00056 probable neutral amino acid permease 2.5 +
W10um232G_at um04538 probable DALS - Allantoate and ureidosuccinate -4.0 +
permease
C65um280G_at umoo3746 probable DALS - Allantoate and ureidosuccinate -3.0 +
permease
C15um066G_at  um04197 related to purine-cytosine permease -3.2 +
WI155um099G_at um05889  Ump2 - High Affinity Ammonium transporter -2.4 +
C85um201G_at  umO00842  probable aflatoxin efflux pump AFLT -2.0 +
C80um003G _at  um01965 related to ferroportin 1 2.2 +
W25um089G _at uml10815 conserved hypothetical protein -2.2 +
monovalente Kationen
W200um019G_at um06433  Acul - K, P-type ATPase 4.8
C45um186G_at  um04742 related to stomatin 2.9
C55um069G_at  umO05038 Acu2 - K, P-type ATPase (mediates high-affinity 2.3
potassium or sodium uptake)
Metabolismus
Kohlenhydrat-Metabolismus
W45um025G_at  um04133  related to NAD(P)H-dependent oxidoreductase 76 +
C20um268G_at  um04481 related to ADH2 - Alcohol dehydrogenase 11 43 + +
C5uml158G_at um01775  conserved hypothetical protein * 22+
C26um005G_at  um05848 related to galactoside O-acetyltransferase 24+
W140um132G_at um05170 probable formate dehydrogenase 27+
Arabinose-Metabolismus
crgl cDNA_at um03416  Crglcarbon source-regulated protein (putative 747  + +
arabinase)
C160uml117G_at uml1944 probable GCY1 galactose-induced protein of 30+ +
aldo/keto reductase family
C50um228G_at  um01921 probable XKS1 xylulokinase 2.2 +
Polysaccharid-Metabolismus
C85um108G_at  umO01165 related to Glucan 1,3-beta-glucosidase precursor 10.3
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Probenset

Expressionsinderung

MUMDB! Funktion/MUMDB Annotation

x-fach

FunCat?
1.05 20 CCR?

W35um022G_at
W85um096G_at

C45uml172G_s_at
W60um108G_at

W80um124G_at
W30um243G_at

W20um235G_at
C15um235G_at

W30um228G_at
C115um163G_at

W170um056G_at
C90um073G_at

W30um074G_at
C50um031G_at

C125um013G_at

W130um013G_at
C200um003G_at
W90um063G_at
C59um169G_at
W25um008G_at

W160um074G_at
C50um?232G_at

W50um094G_at
C20um086G_at
C30um217G_at

um00118
um03949

um02899
um01172

um10232
um10484

um05152
um05153

um01926
um00672

um01858
um05740

um01830
um03568

um03524

um03523
um10454
um05361
uml11700
um04362

um10881
um04529

um00891
um06190
um04503

probable UDP-glucose 6-dehydrogenase

probable 4-alpha-glucanotransferase / amylo-1,6-

glucosidase (glycogen-debranching enzyme)
Citratzyklus
probable aconitase

probable SDHI1 - succinate dehydrogenase

(ubiquinone) flavoprotein precursor, mitochondrial

Aminosaccharid-Metabolismus (N-Glycan
Biosynthese)

probable cytochrome b5

related to ALG7UDP-N-acetylglucosamine-1-
phosphate transferase

conserved hypothetical protein

related to MNT4 - putative alpha-1,3-
mannosyltransferase

Purin-Metabolismus
related to DAL2 - allantoinase

probable urate oxidase (uricase)

Aminosiure-Metabolismus
conserved hypothetical protein
probable ILV3 - dihydroxy-acid dehydratase,
mitochondrial precursor
related to alpha-aminoadipate reductase

related to regulatory protein alcR

Sekundirmetabolismus

related to peroxisomal amine oxidase (copper-
containing)

probable aldehyde dehydrogenase
related to 4-coumarate-CoA ligase
related to Laccase I precursor
conserved hypothetical protein
related to Cytochrome P450 8B1

DNA Synthese und Reparatur/ RNA Degradation

probable ribonuclease T1

related to POL1 - DNA-directed DNA polymerase

alpha, 180 KD subunit

Zellwandaufbau/-umstrukturierung
related to cell wall protein UTR2
related to Chitinase

related to Alpha-N-acetylgalactosaminidase
precursor

2.1
-2.2

2.6
2.1

23
2.0

-2.4
-3.0

2.1
2.2

4.0
2.1

-2.1
2.2

28.1

52
3.0
24
2.2
-2.7

6.6
24

5.4
53
4.5
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Expressionsinderung FunCat®

Probenset MUMDB' Funktion/MUMDB Annotation x-fach 1.05 20 CCR’
C45um177G_at  uml1922 related to Chitin deacetylase precursor 3.6
WI5um036G_at um02758 related to Chitinase A precursor 2.4
Pflanzenzellwand abbauende Enzyme
Cl110uml127G_at um04884 related to cellulase 4.2
C65um135G_at um016557 related to lipase family 4.0
C110um222G_at um01422 probable Lipase B precursor 2.1 +
C85um108G at  um01165° related to Glucan 1,3-beta-glucosidase precursor 10.3
W90um063G_at  um05361° related to Laccase I precursor 24
sekretierte Proteinasen
C105um137G_at uml0281 related to extracellular aspartic proteinase 4.5
C85um035G_at  um06118 related to Tripeptidyl-peptidase I precursor 2.3
Energiehaushalt/Respiration
C97um209G_at  uml10002 related to NADH-dependent flavin oxidoreductase 5.4 +
C40um015G_at  uml1534 probable CYTI - cytochrome c1, heme protein 2.9 +
C20um064G_at  um00634 probable NADH-ubiquinone oxidoreductase 24 kDa 2.1 +
subunit, mitochondrial precursor
W100um099G_at uml11038 probable NADH-ubiquinone oxidoreductase 19.3 2.1 +
kDa subunit, mitochondrial precursor
Nicht-Klassifiziert
C140um075G_at um06071 related to Para-nitrobenzyl esterase -4.8
C51um184G_at  um05508 probable GTP-binding protein 1 -2.1
W5um184G_at um05522  related to suppressor protein PSP1 2.1
Funktion unbekannt
W15um280G_at um00384 hypothetical protein * -334
W25um114G_at uml0717 conserved hypothetical protein (fragment) -10.7
W65um063G_at  um05366 conserved hypothetical protein -7.8
C30uml146G at  um05959 conserved hypothetical protein -1.4
W105um049G_at um00102  conserved hypothetical protein -7.2
W60um167G_at um04248  putative protein * -6.2
C90uml112G_at  umll1544 putative protein -5.2
W60um280G_at  um00375 conserved hypothetical protein -4.9
W115um178G_at um02002 putative protein -4.6
W30um122G _at um01696 conserved hypothetical protein -4.4
C25um139G _at  umO01351 putative protein -4.1
W135um054G_at um00647 conserved hypothetical protein -4.0
C30um003G_at  um01976 putative protein -3.8
W50um041G_at um05386 putative protein -3.4
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Probenset

Expressionsinderung FunCat®

MUMDB! Funktion/MUMDB Annotation

x-fach 1.05 20

CCR?

C65um152G_at
W60um152G_at
W20um276G_at
W45um169G_at
C120um068G_at
C39um043G_at
C75um055G_at
C121um068G_at
W20um114G_at
W115um074G_at

UG24-1d14-
47¢8 RC_at

W65uml186G_at
C35um276G_at
C75um112G_at
W45um213G_at
W12um235G_at
W142um055G_at
C40um092G_at
C120um140G_at
C40um184G_at
W180um175G_at
ESTOlum122_at
W105um119G_at
C15um268G_at
W75um036G_at
W75um158G_at
W35um144G_at
W130um209G_at
C117um228G_at
W120um074G_at
C95um083G_at
W55um193G_at
C52um065G_at
W82uml185G_at
W5um267G_at
W7um082G_s_at
C80um257G_at

UG21-15112-
1114 RC at

W70um213G_at
C115um125G_at
C20um272G_at

W50um040G_at

um05270
um05272
um05997
um11702
um04910
um02798
um03982
um04910
um05633
umO01812
um00813

um04748
um06002
uml1546
um03658
uml10186
uml1742
um03795
um10660
um05514
um02701
um01694
um01725
um04482
um02763
uml10871
um11063
um00027
um01902
um10248
um03138
um10046
um04145
um05483
um06125
um04617
um05762
um03394

um03651
um05300
um03614
um00738

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
putative protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

putative protein

hypothetical protein

putative protein

conserved hypothetical protein
putative protein *

putative protein

putative protein

hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein (fragment)
putative protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical Ustilago-specific protein
hypothetical protein

putative protein

hypothetical protein

putative protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein
conserved hypothetical Ustilago-specific protein
conserved hypothetical protein

putative protein

-3.2
-3.2
-3.2
-3.0
-3.0
-3.0
-2.8
-2.8
-2.6
-2.4
-2.2

-2.2
-2.2
-2.2
-2.1
-2.1
-2.0
2.0
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.2
2.2
2.2
23
23
2.4
24
2.5
2.5
2.6
2.7
2.7
2.7
3.0

3.0
3.0
4.0
4.8
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Expressionsinderung FunCat®

Probenset MUMDB' Funktion/MUMDB Annotation x-fach 1.05 20 CCR’
C100um026G_at uml0135 conserved hypothetical protein 5.1
C15um206G_at  um06497 putative protein 53
C155um002G_at um03932 hypothetical protein 6.7
W16um206G at um00826 hypothetical protein 8.4
Cl115um211G_at um04557 hypothetical protein 9.0
W55um164G_at um00466 hypothetical protein 9.3
W55um164G_x_at um00466 hypothetical protein 9.8
C110um002G_at ym03923% putative protein 10.5
C140um003G_at um01949 putative protein 13.3
Cl11uml83G_at um05528 conserved hypothetical protein 15.8
C40um084G_at  um06255 hypothetical protein 25.6
W60um134G_at um05104 putative protein * 38.8
Kontrollen
nat_at - bacterial nourseothricin resistance gene 3.1
nat_x_at - bacterial nourseothricin resistance gene 2.4
C25um205G_at  um04474 Gpa3 - Guanine nucleotide-binding protein alpha-3 -37.6
subunit

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/

% Funktionelle Klassifizierung der Proteine nach dem “MIPS Functional Catalogue® (FunCat Version 2.1). Die
Kategorie 1.05 enthélt Proteine des Kohlenhydrat-Metabolismus (,,C-compound & Carbohydrate Metabolism*)
und die Kategorie 20 Proteine des zelluldren Transports (,,cellular Transport®).

3 CCR (,,Carbon Catabolite Repression*) Genexpression unterliegt in anderen Organismen der Glucose-
Katabolit-Repression

4 Paralog zu um05782 (29%)
> Paralog zu um00196 (putatives Fun34-Protein) (40%)

8 Paralog zu um04538 (28%); die Distanz in der Genomsequenz zu um00375 (conserved hypothetical protein)
betragt 0,3 kb.

" benachbart zu um01656 (probable sugar transporter) (Distanz 3,8 kb)
¥ benachbart zu um 03924 (Rep1) (Distanz 7,8 kb)
 um01165 und um05361 sind wiederholt in der Kategorie Metabolismus aufgefiihrt

* gekennzeichnete Proteine wurden zugleich als Proteinkinase A-regulierte Gene identifiziert (Larraya et al.
2005)
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Tabelle 11. Einordung der differentiell regulierten Gene von FB1Agpa3 in die funktionellen
Kategorien der Datenbank MUMDB.

Anzahl der Prozentualer Anteil der
MUMDB-Kategorien' Gene? differentiell regulierten Gene
Metabolismus 35 21,7
Energiestoffwechsel 12 7,5
DNA Prozessierung 5 3,1
Proteinsynthese, -modifizierung 6 3,7
Zellularer Transport 26 16,1
Signalweiterleitung 2 1,2
Stressantwort & Virulenz 10 6,2
Biogenese zellularer Komponenten 5 3.1
Zelldifferenzierung 2 1,2
Nicht-Klassifizierte 103 63,9

! (http://mips.gsf.de/genre/projlustilago/)
2Einzelne Gene sind hier zum Teil mehreren Kategorien zugeordnet.

2.4.4.6 Vergleichende Analyse der Genexpression in FB1Agpa3 mit der
Genexpression in Mutanten des cAMP-Signalwegs

Zur Bestimmung des Anteils der 161 differentiell regulierten Gene in FB1Agpa3 die strikt
cAMP-abhéngig reguliert werden, wurde der vorliegende Datensatz mit fritheren
transkriptomweiten Analysen einer Adenylatzyklase-Deletionsmutante FBlAuacl (M.
Vranes, personl. Mitteilung) und der induzierten Expression der katalytischen Untereinheit
der Proteinkinase A (Eichhorn et al., 2006) verglichen. Die Transkriptom-Analyse des
Stammes FB1Auacl umfasste die Expressionsdnderung nach Transferieren des Stammes von
cAMP-haltigem (6 mM cAMP) in cAMP-freies Glucose-Array-Minimalmedium. Von ins-
gesamt 118 Probensets, die 80 min nach dem Mediumwechsel mindestens zweifach
differentiell reguliert waren, fanden sich in FB1Agpa3 35 koregulierte Probensets (30%) aller
Kategorien (Abb.29). Von 106 Probensets, die 180 min nach dem Mediumwechsel
differentiell exprimiert waren, waren in FB1Agpa3 50 der Probensets (47%) koreguliert.
Darin enthalten sind 29 {tberlappende Probensets, die zu beiden Zeitpunkten und in
FB1Agpa3 als differentiell reguliert identifiziert wurden. Insgesamt waren 56 der 161
differentiell regulierten Gene (35%) iibereinstimmend in FBlAuacl induziert bzw.
reprimiert, was die cAMP-abhingige Regulierung dieser Gene bestitigt. Die restlichen,
nicht-iibereinstimmenden differentiell regulierten Transkripte lassen sich unter anderem
durch die unterschiedlichen Versuchsansétze erkldren. Hier wurde die verénderte Basalex-

pression im Stamm FB1Agpa3, der ohne cAMP kultiviert wurde, mit der transkriptionellen
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Anderung in FB1Auacl verglichen, der in cAMP-haltigem Medium vorkultiviert wurde und
lediglich fiir 80 min bzw. 180 min in Medium ohne cAMP kultiviert wurde. Dies wird auch
deutlich an der zunehmenden Ahnlichkeit der Expressionsprofile zwischen FB1Auacl und
FB1Agpa3 zum spiteren Zeitpunkt von 180 min. Nach 180 min sind bereits deutlich mehr

iibereinstimmende Gene in beiden Stdimmen differentiell exprimiert als nach 80 min.

Im zweiten Vergleich wurden differentiell regulierte Gene in FB1Agpa3 und dem induzierten
Stamm FBI1P., :adrl analysiert. In FB1P, :adrl wurde die katalytische Untereinheit der
Proteinkinase A, adrl, fiir 75 min bzw. 180 min {iberexprimiert. Dabei wurden nach 75 min
745 differentiell exprimierte Gene identifiziert, nach 180 min 623 Gene (Eichhorn et al.,
2006). Zum Zeitpunkt 75 min gab es eine Uberlappung von 61 Genen (8%), die auch in
FB1Agpa3 differentiell exprimiert waren. 50 dieser Gene zeigten eine inverse Regulation,
11 waren koreguliert in beiden Stimmen. Dies entsprach der Erwartung, da sich die Gen-
expression nach kiinstlicher Aktivierung des cAMP-Signalwegs kontrir zur Genexpression
im Stamm FB1Agpa3 verhalten sollte, der vermutlich eine reduzierte cAMP-Synthese hat.
Nach 180 min waren 51 Gene in FB1Agpa3 (8%) differentiell exprimiert, 31 davon ko-
reguliert und 20 entgegengesetzt reguliert im Vergleich zu FB1P., :adrl. Unter den 20 ent-
gegengesetzt regulierten Genen waren neun, die nach 75 min noch koreguliert waren. Dies
deutet darauf hin, dass diese Gene wahrscheinlich zeitlich verzogert auf die Aktivierung des

cAMP-Signalwegs reagieren.

Aus beiden Vergleichen konnte nun eine Liste von 85 Genen erstellt werden, deren Basal-
expression durch gpa3 reguliert wird und Gene beinhaltet, deren Expression sich nach

Aktivierung des cAMP-Signalwegs dndert (Tab. 15 im Anhang).

2.4.4.7 Vergleichende Analyse der Genexpression in FB1Agpa3 mit der
Genexpression nach Pheromonstimulation

Aufgrund der defekten Pheromonantwort in gpa3-Deletionsmutanten wurde erwartet, dass in
dieser Mutante auch die Expression von Genen, die fiir Proteine der Pheromonantwort
kodieren, gestort ist. Zum Abgleich von differentiell regulierten Genen in FB1Agpa3 mit
Genen, die nach Pheromonstimulation eine Induktion oder Reprimierung zeigen, wurde die
Genexpressionsanalyse von FB1 zum Zeitpunkt 75 min nach Pheromonzugabe
zugrundegelegt (Zarnack, 2006). Beide Microarray-Experimente waren in Glucose-Array-
Minimal durchgefiihrt worden. Bei diesem Vergleich wurden 43 Gene identifiziert, die in

beiden Stimmen differentiell reguliert waren. Dies entspricht einem Anteil von 10% der
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insgesamt 411 Pheromon-induzierten Gene. Von den 43 differentiell regulierten Genen
waren 26 Transkripte koreguliert und 17 Transkripte invers reguliert. Unter den invers
regulierten Genen waren wie erwartet Gene, die fiir Proteine mit Funktionen in der Phero-
monsekretion, -erkennung und Ausbildung des dikaryotischen Filaments (bW1, raml, ste6

und pral) sowie der Zellwandumstrukturierung (um02758) kodieren.

161 Gpa3-abhéngig 161 Gpa3-abhéngig
regulierte Gene regulierte Gene
118 (t =80 min) 106 (t = 180 min) 745 (t=75min) 623 (t = 180 min)
Uac1-abhéngig regulierte Gene Adr1-abhangig regulierte Gene

Abbildung 29. Vergleichende Transkriptom-Analyse von FB1Agpa3 mit friheren Studien.
A) Die Gesamtzahl aller differentiell regulierten Gene in FB1Agpa3 verglichen mit den beiden
untersuchten Zeitpunkten in FB1Auac1. B) Differentiell regulierte Gene in FB1Agpa3
verglichen mit den beiden untersuchten Zeitpunkten nach Arabinose-Induktion von
FB1Pggi:adri.

2.4.4.8 Untersuchung zur Rolle von Gpa3 in der Glucoserepression des crg1-
Promotors

In der Transkriptomanalyse von FB1Agpa3 wurde gezeigt, dass Gene des Arabinose-
Metabolismus, die normalerweise in Glucose-haltigem Medium reprimiert sind, in dieser
Mutante induziert sind. Um zu testen ob Gpa3 fiir die Glucose-vermittelte Repression des
Arabinase-Promotors P, (Bottin et al., 1996, Brachman et al., 2001) essentiell ist, wurde in
einem FB2-Testerstamm (RU12, Brachmann et al., 2001), der das Reporterkonstrukt
Pogi:sgfp in den ip-Locus integriert hat, der offene Leserahmen von gpa3 deletiert. Die
erhaltenen Deletionsstimme wurden durch Southern-Blot-Analyse verifiziert und zeigten
einen typischen Phinotyp von Deletionsstimmen im cAMP-Signalweg (Abb. 17 bzw. nicht

gezeigt). Wenn Gpa3 fiir die Glucose-vermittelte Repression des crg/-Promotors essentiell
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ist, ist zu erwarten, dass es in dem Stamm RU12Agpa3 zu einer induzierten sgfp-Expression
kommt, die die basale Hintergrundfluoreszenz iibersteigt. Die Stimme RUI12Agpa3 und
RU12 (Referenzstamm) wurden dafiir in CM-Glucose Vollmedium mit 6 mM cAMP
vorkultiviert. cAMP wurde dem Medium zugegeben um in RU12Agpa3 die aberrante Zell-
morphologie zu unterdriicken und Suppressormutationen zu vermeiden. AnschlieBend
wurden die Zellen gewaschen und in CM-Glucose oder CM-Arabinose mit oder ohne
Zugabe von 6 mM cAMP aufgenommen. Nach 2,5 h und 6 h Inkubation bei 28°C, wurden
Proben zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitit genommen. In glucosehaltigem CM-
Medium wurde in beiden Teststimme unter allen Bedingungen der crgl-Promotor in
gleichem MalBle reprimiert und es war nur basale Hintergrundfluoreszenz der Zellen zu
detektierten (Abb. 30, blaue Balken). In Arabinose-haltigem Medium wurde die sgfp-
Expression in beiden Stdmmen induziert, wobei die Induktion in RU12Agpa3 stiarker war
(keine Angabe zur Signifikanz, da Experiment nicht wiederholt). Die Induktion der sgfp-
Expression in arabinosehaltigem Medium war dagegen in beiden Stimmen schwécher, wenn
6 mM cAMP zugegeben worden war. 4,5 h nach Induktion wurde in allen Stdmmen eine
dhnliche Fluoreszenzintensitit erreicht, moglicherweise weil Gfp in den Zellen angereichert
wurde. Somit war Gpa3 in diesem Experiment unter den getesteten Bedingungen nicht

essentiell fiir die Glucose-Reprimierung des crg/-Promotors.

2.5 h nach Induktion & h nach Induktion
O Glucose
[l Arabinose

RFU
30000

20000

10000

Abbildung 30. Glucosereprimierung des crgf-Promotors in einem gpa3-Deletionsstamm.
Angegeben sind relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) der Gfp-Fluoreszenz in FB2P4:5gfp
Agpa3 und FB2Pq4:sgfp. Die Stdmme wurden fiir die Gber den Diagrammen angegeben
Zeiten in CM-Vollmedium mit Glucose (blaue Balken) oder Arabinose (violette Balken) mit
6 MM cAMP (schraffierte Balken) oder ohne cAMP-Zugabe (nicht-schraffierte Balken)
kultiviert. Die basale Hintergrundfluoreszenz der Zellen wurde nicht abgezogen.
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2.5 Biochemische Aufreinigung des Pheromonrezeptors

Die bisher beschriebenen Experimente basierten auf der Annahme einer direkten Interaktion
des Pral-Rezeptors mit einer Goa-Untereinheit. Da in Gegenwart von cAMP auch in
kompatiblen Mischungen der Go-Nullmutante Paarung moglich ist, sind moglicherweise
andere, G-Protein-unabhingige Signaltransduktions-Mechanismen an diesem Prozess be-
teiligt. Um mit Pral interagierende Proteine zu isolieren wurde daher die biochemische
,»landem-Affinity“-Aufreinigung (Rigeaut et al., 1999) zum erstenmal fiir ein integrales
Membranprotein in U. maydis etabliert. Bisher wurde diese Methode erfolgreich fiir die
Identifikation Rezeptor-assoziierter Proteine in C. elegans angewandt (Gottschalk et al.,

2005).

Die Verwendung von Pral fusioniert an das ,,TAP“-Protein erlaubt eine zweistufige
Proteinaufreinigung von Pral mit assoziierten Proteinen unter milden Bedingungen. Das
verwendete ,, TAP“-Fusionsprotein besteht aus einer Igg-Bindedomine und, separiert durch
eine Schnittstelle fiir die TEV-Protease, einer Calmodulin-Bindedoméine. Der Stamm
FBlpral:TAP, der das Pral:TAP-Fusionsprotein unter der Kontrolle des pral-Promotors
vom natiirlichen Locus aus exprimiert, zeigte eine zum FB1-Wildtypstamm vergleichbare
Pheromonantwort (nicht gezeigt). Das TAP-Fusionsprotein scheint also keine fiir die Signal-
weiterleitung wichtigen Bindestellen im Pral-Rezeptor zu beeintrachtigen. Um unspezifisch
mit dem TAP-Fusionsprotein interagierende Proteine identifizieren zu kdnnen, wurde in
einem pral-Deletionsstamm nur das TAP-Fusionsprotein unter der Kontrolle des pral-
Promotors exprimiert. Der Stamm FBI1ApralP,.,;:TAP reagierte wie erwartet nicht auf

Pheromonstimulation.

In einem Vorexperiment wurde aus je 1L nicht-pheromonstimulierter Kultur von
FBlpral:TAP und FB1ApralP,.,;:TAP nach aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten
und Solubilisierung die Membranfraktion angereichert, die anschlieBend liber zwei affinitéts-
chromatographische Schritte, eine Igg-Festphase und eine Calmodulin-Festphase,
aufgereinigt wurde (siche Material und Methoden). Das Pral:TAP-Protein sowie das TAP-
Protein alleine konnten mit einem Antikdrper gegen die Igg-Bindedoméne in der ersten
aufgereinigten Fraktion nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Nach Entfernen der Igg-
Bindedoméne durch Schneiden mit der TEV-Protease konnten beide Proteine in der zweiten
aufgereinigten Fraktion mit einem Antikdrper gegen die Calmodulin-Bindedoméine (CBP-
Antikdrper) nachgewiesen werden (nicht gezeigt). In der HPLC-MS-Analyse der

aufgereinigten Fraktion konnte das Pral-Rezeptorprotein jedoch nicht detektiert werden.
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In einem weiteren Experiment wurde das Pral:TAP-Fusionsprotein aus 3 L U. maydis-
Kultur isoliert und konnte reproduzierbar in der aufgereinigten Fraktion mit einem CBP-
Antikorper detektiert werden (Abb. 31). Es war jedoch weder moglich das Pral:TAP-
Fusionsprotein in einem Commassie- oder silbergefarbten Proteingel zu detektieren noch
mittels Nano-HPLC und nachfolgender MS-Analyse nachzuweisen. Dies deutet auf eine
duBlerst geringe Expression des Pral-Rezeptors hin. Da es moglich war das Pral:TAP-
Protein aufzureinigen und mit der TEV-Protease zu schneiden, weist darauf hin, dass das
Tap-Fusionsprotein im richtigen Leserahmen an Pral fusioniert und funktionell war. Fiir
eine erfolgreiche Identifizierung von Pral-Rezeptor-assoziierten Proteinen wird es daher
notig sein, die Ausgangsmenge an U. maydis-Kultur fiir die Proteinisolation um ein

Vielfaches zu erh6hen.

1 2 3 4 5 6 7 8

kDA kDA
175 - ' = 200

=116
834 =974
62 - -66
475 - -
=45
325-
=31
25 . s . . “515

Abbildung 31. Detektion von Pra1:TAP bei ~ 61 kDA (ungeschnitten) und ~ 45 kDA nach
der Behandlung mit TEV-Protease. Detektiert wurde mit einem CBP-Antikérper gegen die
Calmodulin-Bindedomane des  TAP-Fusionproteins. Spur1: Gesamtprotein  von
FB1pra1:TAP. Spur 2: Gesamtprotein des Kontrollstammes FB1Apra1, der cytoplasma-
tisches TAP-Fusionsprotein exprimiert. Spur 3: Proteine von FB1pra1:TAP, die an die Igg-
Festphase gebunden haben. Spur 4: Proteine von FB1Apra1, die and die Igg-Festphase
gebunden haben. Spur 5: FB1pra1:TAP-Eluat nach TEV-Protease-Behandlung. Spur 6:
FB1Apra1-Eluat nach TEV-Protease-Behandlung. Spur 7: FB1pra1:TAP-Proteine, die an die
Calmodulin ,beads” gebunden haben. Spur 8: FB1Apra1-Proteine, die an die Calmodulin-
Festphase gebunden haben. Das Signal bei ~ 20 kDA entspricht der Grélie von TAP.

2.6 Charakterisierung weiterer Signalkomponenten

2.6.1 Phanotypische Charakterisierung von ras7-Deletionsstammen

Zur Untersuchung weiterer Signalkomponenten, die den Pheromonsignalweg beeinflussen

konnten, wurde eine ras/-Deletionsmutante in U. maydis hergestellt und charakterisiert.
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Dazu wurde der gesamte offene Leserahmen von um00986 in FB2 und FB1 durch eine
NAT-Resistenzkassette iber homologe Rekombination ersetzt. Die erhaltenen, im Southern-
Blot und mittels PCR verifizierten Transformanten zeigten eine stark aberrante
Zellmorphologie (Abb. 32). Die Einzelzellen waren deformiert, kiirzer und runder oder
zitronenformig im Vergleich zu Wildtyp-Zellen. Weiterhin wurden oft Zellaggregate aus
zusammenhingenden Zellen bzw. Zellabschnitten mit mehr oder weniger starker
Einschniirung beobachtet, die in der Mitte kugelige Zellen enthielten. Die Bildung dieser
Zellaggregate zeigte sich in YEPS;— und CM-Glucose-Fliissigmedium als auch auf PD-
Festagar. Das Wachstum dieser Stimme war stark verlangsamt; auf PD-Festagar wie auch in
Fliissigkultur bendtigten die Zellkulturen einen Tag ldnger um dieselbe KoloniegroBe bzw.

optische Dichte wie der Wildtypstamm zu erreichen.

Zur detaillierteren Analyse dieser Zellmorphologie wurde zunédchst die Zellwand mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen angefdrbt und untersucht. Der Fluoreszenzfarbstoff
Calcuofluor farbt in Wildtyp-Zellen die Septen und die Hyphenspitze, an der das polare
Wachstum stattfindet (Abb. 32A). In rasi-Deletionsmutanten dagegen konnten mehrere
Septen detektiert werden und der Farbstoff verteilte sich fast gleichméBig in der ganzen
Zellwand. Dies deutet auf den Verlust des polaren Wachstums hin und erklért die rundliche
Zellform. Mit dem Farbstoff WGA (,,wheat germ agglutinin®), ein Lectin das an Chitin-
Oligomere bindet, werden aktiv wachsende Zellbereiche, Zonen an denen sich zwei Zellen
getrennt haben (,,bud scar”) und neu-geformte Septen in der Phase der Zellseparation
angefarbt. Auch WGA zeigte iibereinstimmend mit einem Verlust des polaren
Zellwachstums im rasi-Deletionsstamm eine gleichméfige Verteilung in der Zellwand
(Abb. 32B). Besonders deutlich war dies an élteren, isotrop wachsenden Zellen in der Mitte
von Zellaggregaten zu sehen. Zur Visualisierung der Verteilung der Zellkerne wurden Zellen
des rasi-Deletionsstamms und des Wildtypstammes mit DAPI angefarbt und mikroskopiert.
Wiéhrend im Wildtypstamm ein Zellkern pro Zelle angefarbt wurde, enthielten rasi-
deletierte Zellen mehrere Zellkerne pro Zellabschnitt (Abb. 32C). Die Mitose und Trennung

der Zellkerne scheint also in diesem Stamm noch stattzufinden.

Um analog zur ras2-Deletionsmutante (Lee & Kronstad, 2002) auch die Pheromonantwort in
FB2Arasl zu testen wurde eine al-Pheromonstimulation mit und ohne Zugabe von 6 mM
cAMP durchgefiihrt. Durch die Zugabe von cAMP wurde versucht die Expression der
Pheromongene zu induzieren und gegebenenfalls die Morpholgie zu beeinflussen. Sowohl
die Pheromonstimulation als auch die cAMP-Behandlung fiihrte zu keiner Anderung in der

Zellmorphologie im Vergleich zu unstimulierten Zellen (nicht gezeigt).
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FB2Aras1 FB2

Calcofluor

Abbildung 32. Phanotypische Charakterisierung von FB2Aras1. A) Lichtmikroskopische
Aufnahmen (obere Bildreihe) sowie Epifluoreszenz-Aufnahmen nach Calcuofluor-Anfarbung
(untere Bildreihe) von Zellen der ras1-Deletionsmutante und Wildtypzellen. B) Visualisierung
der aktiven Wachstumszonen wie in A) aber mit WGA-Farbung. C) Visualisierung der
Zellkerne wie in A) aber mit DAPI-Farbung. Der GréRenstandard entspricht 10 um.
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3 Diskussion

3.1 Die Auswirkung der Deletion des C-Terminus von Pral auf die
Aktivierung der MAPK-Kaskade

Der Verlust des C-Terminus des Pheromonrezeptors Pral in U. maydis hatte zur Folge, dass
zwar die morphologische Pheromonantwort, die Konjugationshyphenbildung, gestort war,
die Zellen jedoch noch mit Wildtypzellen fusionieren konnten und transkriptionell das
Pheromongen mfal induzierten. Wie bereits bekannt war, wird die Ausbildung der
Konjugationshyphen durch die aktivierte MAPK-Kaskade induziert, was durch die
genetische Aktivierung der MAPK-Kinase Fuz7 (Fuz7DD) und MAPKK-Kinase Kpp4
(Kpp4-2) gezeigt werden konnte (Mdller et al., 2003a). Ein intakter cCAMP-Signalweg ist
aber Voraussetzung fur die Basalexpression und Induktion der Pheromongene (mfal, pral)
und damit zur Erkennung des Pheromonsignals sowie fur die Zellfusion (Regenfelder et al.,
1997; Bolker, 1998; Kriger et al., 1998). Deletionsmutanten in Komponenten des cAMP-
Signalwegs zeigen daher ebenfalls keine Aushildung von Konjugationshyphen, dieser Defekt

kann jedoch durch cAMP-Zugabe teilweise revertiert werden (Mdller et al., 2004).

Der untersuchte Stamm FB1pral**®:

gfp zeigte Zellfusion und Pheromon-induzierte mfal-
Expression, was auf einen funktionstiichtigen cAMP-Signalweg hindeutet. Darliber hinaus
konnte die defekte Konjugationshyphenbildung nicht durch externe cAMP-Zugabe wahrend
der Pheromonstimulation induziert werden, was bestétigt, das der cAMP-Spiegel aus-
reichend war. Damit ist es wahrscheinlich, dass durch die Deletion des C-Terminus in Pral
die Pheromon-induzierte Aktivierung der MAPK-Kaskade gestort ist. Da ausreichend
Rezeptormolekiile fiir die Zellfusion und Induktion des Pheromongens mfal in Stdmmen mit
C-terminal verkirztem Rezeptor vorhanden sind, ist es unwahrscheinlich, dass die fehlende
Aktivierung der MAPK-Kaskade aufgrund von Instabilitat des verkiirzten Rezeptorproteins
oder eine zu geringe Anzahl dieser Rezeptoren in der Plasmamembran verursacht wird. Eine
intakte MAPK-Kaskade ist auch von Bedeutung fiir die Basalexpression der a-Gene (mfal,
pral), was an der reduzierten basalen und Pheromon-stimulierten mfal-Expression in kpp2-
Deletionsmutanten gezeigt wurde (Miiller, 2003). Nach Expression von Pral als Gfp-
Fusionsprotein konnte in dieser Arbeit eine reduzierte mfal-Basalexpression beobachtet
werden. Dies deutet darauf hin, dass das Fusionsprotein die basale Aktivierung der MAPK-
Kaskade leicht herabsetzt, obwohl keine funktionelle oder transkriptionelle Beeintrachtigung

der Pheromonantwort beobachtet wurde. Fir die Pheromon-induzierte a-Genexpression ist
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die Signalweiterleitung tiber die MAPK-Kaskade nicht essentiell, sie tibt jedoch einen additi-
ven Effekt auf die erreichte mfal-Transkriptmenge aus, da sie zusammen mit dem cAMP-
Signalweg den Transkriptionsfaktor Prfl aktiviert (Kaffarnik et al., 2003, Mdiller, 2003).
Dies wirde die Reduzierung der Pheromon-induzierten mfal-Expression im Stamm mit dem

C-terminal deletierten Pral-Rezeptor erkléren (siehe Abb. 3C).

Ahnlich zu U. maydis kann in den Pheromonrezeptoren von S. cerevisiae Ste2p und Ste3p
und von S. pombe Map3 der C-Terminus deletiert werden ohne die Pheromon-
signalweiterleitung an sich zu beeintrachtigen (Nakayama et al., 1985; Konopka et al., 1988;
Reneke et al., 1988; Hirota et al., 2001). Der C-Terminus in diesen Rezeptoren wird jedoch
fiir die Pheromon-induzierte morphologische Anderung, die Rezeptor-Endocytose und die
Adaptation nach Pheromonstimulation benétigt (Vallier et al., 2002). In Ste2p wurde ein
Membran-proximaler Bereich identifiziert, der fir die Liganden-induzierte Rezeptor-
Endocytose und ein distaler Bereich, der fur die konstitutive Rezeptor-Endocytose
verantwortlich ist (Chen & Davis, 2000). Wurde nur der distale Bereich deletiert, reicherte
sich Ste2p in der Plasmamembran an (Chen & Davis, 2000). Dies konnte in U. maydis weder
in der C-terminal verkirzten noch in der C-terminal deletierten Pral-Variante anhand einer
Zunahme der Gfp-Fluoreszenz in der Plasmamembran beobachtet werden. Da der Pral-
Rezeptor in nicht-stimulierten Zellen generell extrem gering exprimiert wird (Urban et al.,
1996a), konnte diese Anreicherung so gering ausfallen, dass sie mit einem Mikroskop nicht
detektiert werden kann. Die in S. cerevisiae fur die Endocytose verantwortlichen Signal-
Sequenzen (Rohrer et al., 1993; Hicke et al., 1998; Chen & Davis, 2000) konnten in der
Aminosauresequenz von Pral nicht identifiziert werden (eigene Analyse und Fuchs, 2006).
Es ist jedoch bekannt, dass das gesamte Rezeptorprotein Pral:gfp einer konstitutiven
Endocytose und Recycling unterliegt (Fuchs et al.,, 2006). Die Endocytose des
Rezeptorproteins ist bei ausreichend vorhandenem Pral-Rezeptor in der Plasmamembran
aber weder fiir die Pheromon-induzierte mfal-Genexpression noch die Bildung von Konju-
gationshyphen nétig (Fuchs, 2006). Dies spricht dagegen, dass im Stamm FB1pral** :gfp
ein Endocytose-Defekt die alleinige Ursache des Ausbleibens von Konjugationshyphen ist.
Im Gegensatz zu den S. cerevisiae Pheromonrezeptoren war der C-Terminus von Gprlp ( fur
die Néahrstoffwahrnehmung verantwortlicher Rezeptor) wichtig fur die Proteinstabilitat (Xue
et al., 1998). In U. maydis konnte hingegen das gesamte und das verkiirzte Rezeptorprotein
in vergleichbarer Menge im Western-Blot nachgewiesen werden. Die Proteinstabilitdt des
Pral-Rezeptors wird somit nicht durch die Deletion des C-Terminus beeinflusst. In GPCRs
hoherer Eukaryoten enthdlt der C-Terminus diverse Proteininteraktionsstellen, die der

Lokalisation, der Spezifitit und Selektivitdt sowie zeitlichen Koordinierung der
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Rezeptorsignalweiterleitung dienen (Neubig, 1998; Bockaert et al., 2003). Darunter ist das
gut untersuchte PDZ-Motiv, das in der Aminosduresequenz von Pral nicht identifiziert

werden konnte.

Die Beobachtung, dass trotz gestdrter Konjugationshyphenbildung noch Zellfusion mit
einem Wildtypstamm stattfindet, gab es bereits friher fir Deletionsmutanten von
Komponenten in der MAPK-Kaskade (Muller, 2003). Im Paarungstest, in dem kompatible
Zellen gemischt und dann auf aktivkohlehaltigen-Festagar getropft werden, ist wahrschein-
lich die Konjugationshyphenbildung aufgrund der groRBen rdumlichen Né&he der Zellen
zueinander nicht nétig und die Zellen konnen direkt miteinander fusionieren. Unter
natlrlichen Bedingungen ist die Zelldichte wahrscheinlich deutlich geringer, weshalb hier
die Bildung von Konjugationshyphen essentiell sein kann um die Distanz zur kompatiblen

Partnerzelle zu Uiberwinden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der C-Terminus des Pral-Rezeptors nach
Pheromonstimulation flr die Aktivierung der MAPK-Kaskade bendtigt wird und essentiell

flr die Konjugationshyphenbildung ist.

3.2 Versuche zum Nachweis der direkten Interaktion zwischen dem
Pheromonrezeptor und einer Ga-Untereinheit in U. maydis

Da in friheren Interaktionsstudien unter Verwendung verschiedener Hefe-Zwei-Hybrid-
Systeme (CDC42-Ras-Recruitment, ein klassisches GAL4- und das Split-Ubiquitin-Hefe-
Zweihybrid-System) die physikalische Interaktion des U. maydis Pheromonrezeptors Pral
mit der Ga-Untereinheit Gpa3 oder den drei anderen Ga-Untereinheiten nicht nachgewiesen
werden konnte (Kriger, 1999; Vranes, 2002), wurde in dieser Arbeit der Nachweis mit drei
alternativen Methoden versucht. Jedoch blieben auch diese Versuche erfolglos. Nach einer
kurzen Diskussion der benutzten Methoden soll im Folgenden ein Uberblick tiber den
methodischen Nachweis der direkten Interaktion von GPCRs mit Ga-Untereinheiten in
anderen Organismen gegeben werden. Vor diesem Hintergrund wird eine Modellvorstellung
der putativen Interaktion des Pheromonrezeptors mit einer Ga-Untereinheit in U. maydis

entwickelt.
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3.2.1 Auswirkung der Expression von Pral-Versionen mit mutierten putativen
Ga-Bindestellen auf die Pheromonsignalweiterleitung in vivo

Zunéchst wurde untersucht, ob sich die putative Interaktion des Pheromonrezeptors Pral mit
einer Go-Untereinheit Gber die Deletion des C-Terminus bzw. die Substitution geladener
Aminosauren in der dritten cytoplasmatischen Proteinschleife unterbinden IlaRt. Da
Deletionsmutanten in den Ga-Untereinheiten Gpal, Gpa2 und Gpa4 eine normale
Pheromonantwort aufwiesen (Regenfelder et al., 1997), sollte dies mutmaBlich die
Interaktion mit Gpa3, einer Adenylatzyklase stimulierenden Untereinheit (Kruger, 1999),

storen.

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, beeintrachtigte die Deletion des C-Terminus von
Pral die Aktivierung der MAPK-Kaskade. Im Gegensatz zur Pheromonweiterleitung in S.
cerevisiae und Cryptococcus neoformans, in der die MAPK-Kaskade durch die B-Unterein-
heit des heterotrimeren G-Proteins aktiviert wird (Hirsch & Cross, 1992; Wang et al., 2000),
ist in U. maydis weder Gpa3 noch die einzige B-Untereinheit Bppl daran beteiligt (Kriiger et
al., 1998; Muller, 2003). Sowohl Gpa3 als auch Bppl stimulieren den cAMP-Signalweg
(Mdller, 2003). Somit sind wahrscheinlich bisher nicht-identifizierte Signalkomponenten in
Kontakt mit dem C-Terminus und dienen der Aktivierung der MAPK-Kaskade.

In einigen Studien Uber GPCRs hoherer Eukaryoten wurde gezeigt, dass geladene
Aminosduren in membrannahen Bereichen der dritten cytoplasmatischen Proteinschleife fir
die Aktivierung der Ga-Untereinheit essentiell sind (Baldwin, 1994). In Anlehnung daran
wurden im Pral-Protein je vier Aminosauren am Beginn und Ende der dritten cytoplasmati-
schen Schleife durch Alanine ersetzt. Vorteil gegenlber einer Deletion dieser Bereiche ist,
dass die Alanin-Substitutionen das Gesamtgerist der Proteinschleife erhalten und dabei
sterisch und elektrostatisch neutral sind. Diese Mutation fiihrte im Pral-Rezeptor jedoch
nicht zu einer offensichtlichen Beeintrachtigung der Pheromonsignalweiterleitung. Davon
ausgehend, dass in diesen Mutanten die Interaktion mit einer Go-Untereinheit, vermutlich
Gpa3, gestort sein sollte, konnte man vermuten, dass der Effekt dieser Mutationen sich
quantitativ z. B. auf die Pheromon-Induktion des mfal-Gens auswirkt und daher in den
physiologischen Tests nicht detektiert wurde. Alternativ kann nicht ausgeschlossen werden,
dass das Pheromonsignal tber eine bisher unbekannte Komponente weitergeleitet wird,
deren Aktivierung durch diese Mutationen nicht beeinflusst wird. Eine weitere Mdglichkeit
ist, dass im Pral-Rezeptor andere Bereiche als die hier untersuchten fur die Signalweiter-

leitung von Bedeutung sind. In friiheren Studien wurde gezeigt, dass weniger einzelne
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geladene Aminoséduren von Bedeutung sind, sondern ihre Verteilung sowie die
Gesamtstruktur der dritten cytoplasmatischen Proteinschleife (Blumer & Thorner, 1991;
Clark et al., 1994). Dies wurde ausfiihrlich fir den Pheromonrezeptor Ste2p aus S. cerevisiae
anhand des Alaninaustauschs aller einzelnen Aminosduren der dritten cytoplasmatischen
Proteinschleife demonstriert (Clark et al., 1994). In solchen Einzelmutanten war die
Paarungskompetenz nicht beeinflusst, der zweifache Alanin-Austausch des in vielen GPCRs

F?1 am C-terminalen Ende der

konservierten R** am N-terminalen zusammen mit einem
dritten cytoplasmatischen Proteinschleife fuhrte dagegen zu einer Reduzierung der Paarung.
Statt Phenylalanin befinden sich im Pral-Protein an dieser Stelle die hyrophoben Amino-
sauren Valin® und Tyrosin®®. Da im verdnderten Pral-Rezeptorprotein diese beiden
Aminoséauren (R*® und V2 bzw. Y?®) unter den ausgetauschten Bereichen waren, wurde
zumindest eine Reduktion in der Paarung erwartet. Im Gegensatz zu den Pheromonrezep-
toren flihrten in den G-Protein gekoppelten Nahrstoffrezeptoren Gprlp aus S. cerevisiae und
Stmlp aus S. pombe dhnliche Mutationen der membrannahen Bereiche in der dritten cyto-
plasmatischen Proteinschleife sogar zur Inaktivitat der Rezeptoren (Xue et al., 1998; Chung

etal., 2001).

3.2.2 invitro-Synthese von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Als néchstes wurde versucht in einem in vitro-Ansatz mit anschlielender Ko-Immuno-
préazipitation die Interaktion von Pral mit einer Go.-Untereinheit nachzuweisen. Hier gelang
die in vitro-Synthese der Ga-Untereinheiten, nicht jedoch der Pheromonrezeptoren Pra2
oder Ste2p. Dies koénnte an den hydrophoben Transmembrandomanen dieser Rezeptoren
liegen, flr deren Proteinbiosynthese in vivo eine komplexe Translationsmaschinerie
inklusive Chaperone zur Verfugung steht (Ott & Lingappa, 2003), welche im benutzten in
vitro-Synthese Gemisch wahrscheinlich nicht vorhanden war. Obwohl die in vitro-Synthese
von einem GPCR aus Arabidopsis thaliana (Pandey & Assmann, 2004) und wenigen GPCRs
anderer hoherer Eukaryoten (AbdAlla et al., 1996; Bayle et al., 1997; Chaturvedi et al.,
2001; Kemp et al., 2002) gelang, wurde bisher keine Studie fur die in vitro-Synthese von

pilzlichen G-Protein gekoppelten Pheromon- oder Nahrstoffrezeptoren verdffentlicht.

Um in dieser Arbeit die Ko-Immunoprazipitation dennoch durchfithren zu kénnen, wurde
Pral:gpf als Membranfraktion aus pheromonstimulierten Kulturen angereichert. Aufgrund
der vermutlich unspezifischen Interaktion der benutzten Antikorper mit den Epitopen der
getesteten Fusionsproteine konnte in diesem Experiment letztendlich keine Aussage Uber

eine Interaktion von Pral mit den Ga-Untereinheiten getroffen werden.
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3.2.3 Das Split-Gfp-System zum Nachweis von Protein-Interaktionen in vivo

SchlieRlich wurde versucht tber das Split-Gfp-System (Hu et al., 2002; Jeong et al., 2006),
die Interaktion von Pral mit Gpa3 in vivo nachzuweisen. Die biologische Aktivitat des Pral-
Rezeptors, der an eine der Gfp-Halften fusioniert war, konnte gezeigt werden. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Pheromonstimulation konnte jedoch mit dem Mikroskop
keine Interaktion dieser Rezeptorfusion mit Gpa3, das an die C-terminale Gfp-Halfte
fusioniert war, anhand eines Fluoreszenzsignals beobachtet werden. Es ist bisher nicht
bekannt, ob Gpa3 mit einer C-terminalen Fusion noch funktionell ist, weshalb dieses
Experiment nicht endglltig bewertet werden kann. Ein weiteres Problem konnte sein, dass
die Proteinmenge von Pral:gfp-Nt zu Beginn der Pheromonstimulation nicht ausreichend ist,
um die Interaktion mikroskopisch beobachten zu kénnen. Das Split-Gfp-System wird erst
seit kurzem in U. maydis benutzt und die erfolgreiche Anwendung wurde noch nicht gezeigt
(C. Basse, personl. Mitteilung). Als Positivkontrolle kénnte in zukinftigen Experimenten die
Interaktion des Pral-Rezeptors mit Calmodulin caml dienen, das im Split-Ubiquitin-Hefe-

Zwei-Hybrid-System mit Pral interagierte (Vranes, 2002).

3.2.4 Modell zur putativen Interaktion des Pheromonrezeptors mit Gpa3

Es ist in keinem dieser Ansétze oder in friiheren Hefe-Zwei-Hybrid-Studien gelungen die
physikalische Interaktion des Pheromonrezeptors mit einer Ga-Untereinheit nachzuweisen.
Aufgrund genetischer Evidenz in U. maydis (siehe Einleitung) sowie in Analogie zum
Pheromon-Rezeptorsystem in anderen Pilzen wird eine solche Interaktion jedoch postuliert.
Eine Mdglichkeit warum diese Interaktion bislang in U. maydis nicht gezeigt werden konnte,
ist, dass die methodischen Vorgehensweisen nicht geeignet waren. Dabei beruhten die
Ansatze der Hefe-Zwei-Hybrid-Systeme oder der Ko-Immunoprazipitation auf der
Annahme, dass der Pra-Rezeptor bereits vor der Aktivierung durch Pheromon mit einer Ga.-
Untereinheit stabil interagiert. Eine solche Interaktion wirde dem sogenannten
»precoupling“-Modell, wie es fur den Pheromonrezeptor Ste2p aus S. cerevisiae gezeigt
wurde (Neubig et al., 1988; Dosil et al., 2000), entsprechen. Neben einer Vielzahl von
Studien tber die genetische Interaktion von Ste2p mit Gpal, gibt es nur wenige in denen die
physikalische Interaktion gezeigt wurde. Dies gilt auch fiir andere pilzliche Pheromon-
rezeptoren (Tabelle 12). Meistens gelang es solche Interaktionen in Hefe-Zwei-Hybrid-
Systemen (GALA4-, Split-Ubiquitin-Hefe-Zwei-Hybrid) zu zeigen, die entweder das gesamte

Rezeptorprotein oder Teile davon verwendeten. Da in U. maydis in wiederholten
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Tabelle 12. Methoden, die zur Verifizierung der physikalischen Interaktion von GPCRs mit

ihrer Ga-Untereinheit in verschiedenen Organismen verwendet wurden.

GPCR Ga-Unter- Organismus Methode Referenz
einheit
pilzliche Pheromonrezeptoren
Ste2p Gpal S. cerevisiae  Immunoprézipitation mit Wu et al. 2004
Western-Blot
Ste2p-C- Gpal S. cerevisiae  Hefe-Zwei-Hybrid Ongay-Larios et al.
Terminus 2000; Duran-Avelar
et al. 2001
Mam2 Gpal S. pombe Hefe-Zwei-Hybrid Chung et al. 2001
Rcb2-6 S. cerevisiae C. cinereus heterologe Expression Olesnicky et al.
Gpal-Chi- und Funktionalitats-Tests 1999
mére in Hefe
pilzliche Néhrstoffrezeptoren
Gprlp Gpa2 S. cerevisiae  Immunopréazipitation mit Ansari et al. 1999
Western-Blot
Gprlp-C- Gpa2 S. cerevisiae  Hefe-Zwei-Hybrid Xue et al. 1998
Terminus
Stm1l Gpa2 S. pombe Hefe-Zwei-Hybrid; Chung et al. 2001
Heterologe Expression
und Immunopréazipitation
mit Western-Blot
Git3 Gpa2 S. pombe Hefe-Zwei-Hybrid Hoffman, 2005
Gprd Gpal C. Hefe-Zwei-Hybrid Xue et al. 2006
neoformans

Rezeptoren in héheren Eukaryoten

Bo-adrenerger Gas
Rezeptor

aza-adrenerger Gai
Rezeptor

Rhodopsin

Gerl Gpal

Transducin

Homo
sapiens

Maus-Modell
Homo

sapiens
A. thaliana

Biochemische Aufreini-
gung des Rezeptor-
komplexes

FRET (fluorescence
resonance energy
transfer)

Crosslinking und
Komplexaufreinigung
Hefe-Zwei-Hybrid;

In vitro-Proteinsynthese
mit Immunopréazipitation

Lefkowitz, 2000 und
Referenzen darin

Hein et al. 2005

Cai et al. 2001;

Itoh et al. 2001
Pandey & Assmann,
2004

Hefe-Zwei-Hybrid-Studien keine Interaktion beobachtet wurde (Kriiger, 1999; Vranes,

2002), deutet dies auf eine moglicherweise sehr schwache oder transiente Protein-Interaktion

hin.

In U. maydis laRt sich die putative Interaktion des Pheromonrezeptors mit einer Gao-

Untereinheit anstatt mit dem ,,precoupling“-Modell besser durch das sogenannte ,,collision

coupling“-Modell beschreiben, in dem die G-Proteine Membran-assoziiert frei diffundieren

und erst nach Kontakt mit einem aktivierten Rezeptor eine Interaktion eingehen und aktiviert
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werden (Hein et al.,, 2005 und Referenzen darin). Hierbei wurden Interaktionszeiten
zwischen Rezeptor und G-Protein von < 100 ms gemessen (Hein et al., 2005). Da die
funktionelle Redundanz einzelner Ga-Untereinheiten in U. maydis in dieser Arbeit ausge-
schlossen werden konnte und einzig die Deletion von Gpa3 einen cAMP-abhdngigen
phanotypischen Defekt verursachte, interagiert vermutlich Gpa3 mit dem Pheromonrezeptor.
Das ,,collision coupling“-Modell kénnte auch erklaren wie Gpa3 mit mehreren aktivierten
Rezeptoren interagieren kénnte und so den cAMP-Signalweg eventuell stufenweise modu-
liert. Uber den cAMP-Signalweg werden in Pilzen verschiedene Prozesse wie Morphologie
und Virulenz reguliert aber auch die Nahrstoffverfiigbarkeit und die Anwesenheit kompati-
bler Paarungspartner signalisiert (Lee et al., 2003). Speziell fir die Wahrnehmung von
Néhrstoffen wurden in letzter Zeit mehrere G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit Signal-
weiterleitung Gber den cAMP-Signalweg identifiziert: die Zuckerrezeptoren Gprlp in S.
cerevisiae und Git3 in S. pombe, der Stickstoffrezeptor Stml in S. pombe und der Amino-
saurerezeptor Gpr4 in dem Basidiomyceten Cryptococcus neoformans (fiir Referenzen siehe
Tabelle 12). Interessanterweise wurde in S. pombe die Interaktion von Gpa2 sowohl mit dem
Stickstoffrezeptor Stm1 (Chung et al., 2001), als auch mit dem Zuckerrezeptor Git3 (Welton
und Hoffman, 2000; Hoffman, 2005b) gezeigt. Die Integration des Pheromonsignals und von
Né&hrstoffsignalen Uber Gpa3 in U. maydis wére auch in Einklang mit der komplexen
Regulierung des Transkriptionsfaktors Prfl. Prfl reguliert die Expression der Pheromongene
sowohl in Abhangigkeit von der Verfligbarkeit verschiedener Zucker als auch nach einem
Pheromonstimulus (Hartmann et al., 1996, 1999).

In dem ,,collision coupling“-Modell h&ngt die Signalstdrke von der Anzahl der aktivierten
Rezeptoren und den vorhandenen Go-Untereinheiten ab. Durch die Zunahme der Anzahl an
aktivierten Rezeptoren kann somit die Signalgebung verstdrkt und bei ausreichend
vorhandenen Interaktionspartnern zeitlich schneller weitergeleitet werden (Hein et al., 2005).
In der Tat ist in U. maydis bekannt, dass die Neusynthese von Pral wéhrend der
Pheromonstimulation transient induziert wird (Fuchs, 2006), was nach dieser
Modellvorstellung zu einer Signalamplifikation fuhrt. Da keine transkriptionelle Induktion
von Gpa3 bekannt ist (Eichhorn, 2004; Zarnack, 2006), lasst darauf schlieen, dass Pral zu
Beginn der Pheromonantwort der limitierende Proteininteraktionspartner bei der

Weiterleitung des Pheromonsignals ist.

Die oben beschriebene Modellvorstellung beruht auf der Annahme, dass das Pheromonsignal
in U. maydis ber die Ga-Untereinheit Gpa3 weitergeleitet wird. Letztendlich kann jedoch

nicht ausgeschlossen werden, dass nach Pheromonstimulation der cAMP-Signalweg nicht
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Uber ein heterotrimeres G-Protein aktiviert wird. Neben G-Proteinen sind z. B. auch Ras-
Proteine an der Aktivierung der Adenylatzyklase beteiligt und die Expression von konstitutiv
aktivierten Ras-Proteinen fuhrt z. B. in S. cerevisiae zu einer Erhéhung des intrazellul&ren
CAMP-Spiegels (Toda et al., 1985; Rolland et al., 2002). In diesem Fall ware Gpa3 nur flr
die basale Aktivierung des cAMP-Signalwegs und damit die Expression der Pheromongene
notig, das Pheromonsignal wirde aber (ber ein anderes G-Protein weitergeleitet werden.
Diese Art der Aktivierung des CAMP-Signalwegs ist aufgrund der Ahnlichkeit zu Pheromon-
Rezeptorsystemen in anderen Pilzen jedoch eher unwahrscheinlich. In wenigen Einzelfallen
wurde eine Signalweiterleitung ohne G-Proteine in hoheren Eukaryoten berichtet
(Brzostowski & Kimmel, 2001).

3.3 Gpal, Gpaz2, Gpa3 und Gpa4 haben keine redundante Funktion in
der Pheromonantwort und Tumorbildung

In U. maydis wurden die Ga-Untereinheiten gpal-4 identifiziert (Regenfelder et al., 1997;
Kamper et al., 2006). Deletionsmutanten der Go-Untereinheiten waren lebensféhig und
zeigten nur phénotypische Defekte, wenn gpa3 deletiert war (Regenfelder et al., 1997). Es
blieb unklar, ob die einzelnen Ga-Untereinheiten Gpal, Gpa2 und Gpa4 synergistische
Effekte haben und deshalb kein Phanotyp bei Deletion der einzelnen Gene zu erkennen war.
Fur Neurospora crassa war bereits bekannt, dass Ga-Untereinheiten synergistische Effekte
haben kdénnen (Kays & Borkovich, 2004).

In dieser Arbeit wurden zum einen mutierte Gpal-Versionen getestet, die nicht-funktionell
bzw. konstitutiv-aktiviert sein sollten, zum anderen wurde das Verhalten von Stdmmen mit
Mehrfachdeletionen der Ga-Untereinheiten untersucht. Die Analyse von Gpal war von be-
sonderem Interesse, da die Transkription der Gpal-Ga-Untereinheiten sowohl in U. maydis
als auch in S. cerevisiae nach einem Pheromonstimulus induziert wird (Jhang et al., 1988;
Eichhorn, 2004; Zarnack, 2006). Darliber hinaus konnte Gpal aus U. maydis mit der -
Untereinheit Stedp aus S. cerevisiae im Zwei-Hybrid-Test interagieren (Kruger, 1999), was
eine mogliche Funktion dieser Go-Untereinheit im Pheromonsignalweg andeutete. Analog
zu anderen Ga-Untereinheiten in hoheren Eukaryoten und Pilzen (Miller et al., 1988;
Dohlman et al., 1996; Apanovitch et al., 1998; Kurjan et al., 1991) wurden in dieser Arbeit
durch den Austausch je einer einzelnen Aminosdure in der hochkonservierten GTPase-
Region zwei verschiedene Gpal-Versionen hergestellt, die dominant-negativ bzw. konstitu-

tiv-aktiv sein sollten. Die Expression dieser gpal-Allele fusioniert an das Haemagglutinin-
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Epitop in U. maydis fihrte zu keinem erkennbaren Unterschied zu Wildtypstdmmen in der
Konjugationshyphenbildung, Paarungskompetenz oder Pathogenitat. Das Fusionsprotein war
nachweisbar und Membran-assoziiert, konnte jedoch letztendlich nicht auf Funktionalitét
getestet werden, da kein Phé&notyp fir die gpal-Deletion bekannt ist. In der Literatur wird
berichtet, dass sowohl N-terminale als auch C-terminale Fusionen die Funktionalitdt von
Ga-Untereinheiten stéren konnen (Conklin & Bourne, 1993; Wilson & Bourne, 1995; Song
etal., 1996; Ho & Wong, 2000; Wu et al., 2004; Harashima & Heitman, 2005). Somit kénnte
das Ausbleiben eines Phanotyps auch auf die womdglich fehlende Aktivitat des Fusions-

proteins zurlickgefuhrt werden.

Die Auswirkung des gleichzeitigen Funktionsverlustes von Gpal, Gpa2 und Gpa4 wurde
phanotypisch und auf transkriptioneller Ebene untersucht. gpal gpa2 gpa4-Dreifachdeleti-
onsmutanten unterschieden sich phanotypisch nicht von Wildtypstdimmen in ihrem Wachs-
tum, der Pheromonantwort und Tumorbildung. Gpal, Gpa2 und Gpa4 haben daher in diesen
Entwicklungsstufen keine redundante Funktion. Ungewohnlich ist, dass in U. maydis trotz
Funktionsverlust von drei Ga-Untereinheiten der Lebenszyklus vollendet werden kann,
wohingegen in anderen Pilzen mindestens zwei Ga-Untereinheiten fur das Wachstum und

die sexuelle Entwicklung notwendig sind (Yu et al., 1996; Chang et al., 2004).

Die Tumore der Dreifachdeletionsmutante enthielten keimungsfahige Sporen, der Anteil der
Tumore mit Sporenbildung war jedoch im Vergleich zu den Wildtypstammen deutlich
reduziert. Die Auswirkung der Deletion von Gpal oder Gpa4 auf die Sporenbildung wurde
parallel zu dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Gold (University of Georgia, Athens,
USA) untersucht. Hierbei konnte in Einzeldeletionsmutanten von Gpal und Gpa4 eine
verfriihte Sporenbildung festgestellt werden (Lori Baker, unver6ffentlicht), was in dieser
Arbeit fiir die Dreifachdeletionsmutante nicht beobachtet werden konnte. Vermutlich héngt
die Effizienz der Ausbildung von Sporen stark von den duBBeren Kulturbedingungen ab, was
die unterschiedlichen Beobachtungen erklaren koénnte. In den Microarray-Analysen der
Dreifachdeletionsmutante konnten keine differentiell exprimierten Gene, die fiir Proteine mit
einer bekannten Funktion in der Sporenbildung kodieren, identifiziert werden. Es waren
jedoch Gene reprimiert, die fur Proteine mit Aufgaben im Metabolismus kodieren, was eine
Auswirkung auf den Metabolismus des Pilzes wahrend des Wachstums in der Pflanze und

auf die Sporenbildung haben konnte.

Das unterschiedliche Expressionsmuster von Gpal, Gpa2 und Gpa4 in Abhéngigkeit von der

Entwicklungsstufe von U. maydis weist auf spezifische, voneinander unabhéngige
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Funktionen dieser Goi-Untereinheiten hin. Die Expression von Gpal wird nach Pheromonsti-
mulation induziert (Eichhorn, 2004; Zarnack, 2006), wéahrend die Expression von Gpa2 b-in-
duziert ist (J. K&mper, personl. Mitteilung). Gpa3 ist tendenziell stérker in Glucose- als in
Arabinose-Arrayminimalmedium exprimiert (diese Arbeit, nicht gezeigt). Die Expression
von Gpa4 ist etwa 2-fach reduziert nach Pheromonstimulation (Zarnack, 2006) und stark
erhdht wahrend der Proliferation in der Pflanze und im Tumorgewebe (Spellig, 1996).
Weiterhin deutet die phylogenetische Einteilung der Ga-Untereinheiten in verschiedene
funktionelle Gruppen auf unterschiedliche Aufgaben hin (Bolker, 1998; siehe Einleitung).
Daher kann spekuliert werden, dass Gpal, Gpa2 und Gpa4 moglicherweise transiente
Aufgaben haben oder entwicklungsspezifisch bzw. in Abhangigkeit von speziellen Umwelt-

bedingungen aktiv sind.

3.4 U. maydis-Stdmme ohne funktionelle Ga-Untereinheiten sind
lebensfahig und zeigen einen cAMP-abhangigen Phanotyp

In dieser Arbeit wurde erstmalig in einem pflanzenpathogenen Basidiomyceten die
Auswirkung des Funktionsverlusts aller Go-Untereinheiten auf Wachstum und Pathogenitét
untersucht. Durch den Vergleich der Ga-Nullmutante mit der gpa3-Einzelmutante konnte in
diesen Experimenten nun die Beziehung zwischen allen Ga-Untereinheiten auf funktionelle
Redundanz hin {berprift werden. Kompatible gpal-gpa4 Nullmutanten zeigten einen
Phéanotyp, der nicht unterscheidbar von gpa3-Deletionsmutanten war. Die Zellen zeigten die
fur cAMP-Mangel typisch verldngerte Zellform in Fliissigmedium sowie verlangsamtes und
filamentdses Wachstum auf Festmedium vergleichbar zu gpa3-oder Adenylatzyklase uacl-
Deletionsmutanten (Gold et al., 1994; Regenfelder et al., 1997). Die defekte Konjugations-
hyphenbildung und Paarung konnten wie in gpa3-Deletionsmutanten (Enders, 1998; Kriiger
et al., 1998) durch die Zugabe von cAMP revertiert werden. Da die Paarung in kompatiblen
Go-Nullmutanten wie auch in gpa3-Deletionsmutanten nicht stattfindet, jedoch die
Zellfusion fur die Pflanzeninfektion essentiell ist, waren diese Stamme wie erwartet
apathogen. Weiterhin waren gpa3-Deletionsmutanten und Go-Nullmutanten hitze-
resistenter, vermutlich aufgrund des erniedrigtem cAMP-Spiegels bei Deletion von Gpa3
(Enders, 1998; Kriiger, 1999). Eine dhnliche Situation wurde auch von N. crassa und S.
cerevisiae berichtet (Kataoka et al., 1985; Ivey et al., 2002). Aufgrund der phé&notypischen
Ubereinstimmung zwischen der Go-Nullmutante und der gpa3-Deletionsmutante kann
davon ausgegangen werden, dass Gpa3 in U. maydis funktionell nicht durch eine andere Ga-

Untereinheit ersetzt werden kann.
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In Bezug auf die Pheromonantwort konnte durch die Experimente mit cAMP-Zugabe geklart
werden, dass lediglich die Stimulierung der cAMP-Synthese durch Gpa3 fir die
Pheromonantwort benétigt wird. Dies wurde an der Féhigkeit zur Paarung und
Konjugationshyphenbildung ohne funktionelle Ga-Untereinheiten bei cAMP-Zugabe
deutlich. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit den zwei vorgeschlagenen Modellen, in denen
Gpa3 entweder eine indirekte Rolle spielt, indem es lber die Aktivierung der cAMP-
Synthese auch die Transkription der Pheromongene stimuliert, oder durch Interaktion mit
mehreren Rezeptoren sowohl aktiv an der Pheromonantwort als auch an der
Néhrstoffwahrnehmung teilnimmt (Bélker, 1998).

Bisher wurde nur in N. crassa eine vergleichbare Studie durchgefihrt. Hier war die Ga-
Nullmutante nicht mehr cAMP-revertierbar (Kays & Borkovich, 2004), was auf die
Adenylatzyklase-inhibierende Goy-Untereinheit Gna-1 zurlckgefihrt wurde, die im
Gegensatz zu U. maydis eine synergistische Funktion zur Adenylatzyklase-stimulierenden
Gas Gna-3 hat (Ivey et al. 1999, 2002). Die Ga,-Untereinheiten aus Botrytis cinerea, M.
grisea und C. neoformans tiben ebenfalls einen positiven Effekt auf die cAMP-Synthese aus
(Alspaugh et al., 1997; Liu & Dean, 1997; Schulze Gronover et al., 2001). U. maydis scheint
dagegen héheren Eukaryoten ahnlicher, in dem nur eine Ga-Untereinheit, die Gos Gpa3, an
der Stimulation der cAMP-Synthese beteiligt ist (Lengeler et al. 2000; diese Arbeit).

3.4.1 Die Notwendigkeit der Gpa3-Signalgebung fiur die Pathogenitat von U.
maydis

Die veranderte Koloniemorphologie, defekte Konjugationshyphenbildung und Paarungs-
kompetenz kann in gpa3-Deletionsmutanten durch cAMP-Zugabe revertiert werden. Da der
solopathogene Stamm SG200Agpa3 apathogen ist, war zu erwarten, dass Gpa3 an weiteren
Entwicklungsschritten nach der Zellfusion beteiligt ist (Enders, 1998). Darauf aufbauend
wurden in dieser Arbeit in gpa3-Deletionsmutanten und Ga-Nullmutanten weitere
entscheidende Entwicklungsstufen im Pathogenitatsprozess auf ihre cCAMP-Revertierbarkeit
hin untersucht und damit auf ihre Abhé&ngigkeit von der Signalgebung durch Gpa3 getestet.
Die Mikroskopie von frihen Entwicklungsstadien der Pathogenitat auf und in der Wirts-
pflanze zeigte, dass der Verlust von Gpa3 durch Zugabe von cAMP zur injizierten Zell-
suspension ausgeglichen werden kann. Kompatible gpa3-Deletionsmutanten sowie Ga-Null-
mutanten konnten unter diesen Bedingungen fusionieren, bildeten Appressorien und
penetrierten vereinzelt die Pflanzenoberflache. Dies bedeutet, dass fur die friihe pathogene

Entwicklung die Stimulation der cAMP-Synthese durch Gpa3 essentiell ist. Da trotz
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Penetration keine wildtypartige Proliferation und Tumorinduktion stattfand, zeigt, dass die
Signalgebung durch Gpa3 auch fur diese Entwicklungsstufen notwendig ist. Das &hnliche
Verhalten von gpa3-Deletionsmutanten und Go-Nullmutanten in diesen Experimenten
demonstriert somit, dass Gpa3 die wichtigste Ga-Untereinheit fur die Pathogenitat von U.
maydis ist. Dies stimmt mit den Ergebnissen der gpal gpa2 gpa4-Dreifachdeletionsmutante

Uberein.

3.4.2 Bildung von knospenden Filamenten in Stammen mit cAMP-Mangel

Wurden gpa3-Deletionsmutanten und Go-Nullmutanten ohne cAMP in Maispflanzen
injiziert, so zeigten sie auf der Blattoberfldche eine ungewdhnliche Hyphenmorphologie mit
multiplen knospenartigen Auswiichsen. Dieser Phanotyp wurde bisher fur keine Mutante in
U. maydis beschrieben und scheint eine spezielle Reaktion auf den Verlust der Gpa3-
induzierten cAMP-Produktion zu sein. In Wildtypzellen oder wenn diese Stimme mit cAMP
injiziert wurden, war diese morphologische Verénderung nicht zu beobachten. Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dass dieser Phédnotyp nicht durch spezielle Pflanzensignale
verursacht wird, sondern bereits durch eine hydrophobe Oberfldche induziert wird. Daraus
kann geschlossen werden, dass das fehlende cAMP-Signal in Kombination mit dem Signal
der hydrophoben Oberflache und wahrscheinlich Né&hrstoffmangel diese morphologische
Veranderung hervorruft, da sie auf hydrophilen Oberflachen wie z. B. Agar nicht beobachtet
wurde. Interessanterweise wurden in der Microarray-Analyse der gpa3-Deletionsmutante
sehr hohe Expressionswerte flr das Repellent-Gen repl und die Hydrophobine hum2 und
hum3 detektiert. Dies impliziert einen funktionellen Zusammenhang zu dem hier
beobachteten Phénotyp, da fiir diese Proteine eine Rolle in der Bildung von Lufthyphen
gezeigt wurde sowie eine Funktion von Repl fur eine bessere Anheftung an hydrophobe
Oberflachen (Wosten et al., 1996; Teertstra et al., 2006). Im Gegensatz zu Hyphen des
Wildtypstammes auf der Blattoberflache, die in regelmassigen Abstanden Septen aufweisen,
erscheint die Septierung in Hyphen der gpa3-Deletionsmutanten stark reduziert. Kdirzlich
wurde die Funktion eines Septins, sep3, in U. maydis beschrieben, das die Zellmorphologie
und Septenbildung beeinflusst und transkriptionell durch einen aktivierten cAMP-Signalweg
in einer ubcl-Mutante reprimiert wird (Boyce et al., 2005; Larraya et al., 2005). Daher wére
in der gpa3-Deletionsmutante die Induktion des sep3-Transkripts zu erwarten. Allerdings
zeigten Microarray-Analysen dieser Arbeit keine Induktion der Gene von Sep3 oder drei
weiteren putativen Septinen aus U. maydis (beschrieben in Boyce et al., 2005). Dies kdnnte

auf eine vom cAMP-Spiegel unabhdngige Regulation dieser Proteine oder eine Septin-
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unabhéngige Ursache der aberranten Hyphenmorphologie in der gpa3-Deletionsmutante

hindeuten.

3.5 Genomweite Expressionsanalysen zur Untersuchung der
Signalgebung von Ga-Untereinheiten in U. maydis

3.5.1 Dieinduzierte Expression von konstitutiv-aktiven Ga-Untereinheiten
verursacht keine signifikante Anderung in der Genexpression unter den
getesteten Bedingungen

Da die Goa-Untereinheiten Gpal, Gpa2 und Gpa4 keine redundanten Funktionen beziiglich
des Wachstums oder der Pathogenitat von U. maydis ausiibten, war es wahrscheinlich, dass
sie getrennte Aufgaben in der Signalgebung wahrnehmen. Zur Identifikation dieser Signal-
transduktionswege wurde in einem Vorexperiment jeweils das Transkriptionsprofil nach
induzierter Expression von konstitutiv aktiven Versionen dieser Go-Untereinheiten im Ver-
gleich zum Wildtyp-Transkriptionsprofil analysiert. Die zugrundeliegende Annahme war,
dass die Uberexpression dieser aktivierten Ga-Untereinheiten zu einer Aktivierung des
zugehdrigen Signalwegs und einer damit verbundenen Anderung in der Genexpression fiihrt.
In anderen Pilzen hatte die Expression von konstitutiv aktiven Ga-Untereinheiten meist eine
morphologische Verdnderung bzw. eine Auswirkung auf einen Signaltransduktionsweg zur
Folge (Baasiri et al., 1997; Lengeler et al., 2000; Yamagishi, 2002; Guo et al., 2003; Liu et
al., 2007). In U. maydis wurden konstitutiv aktive Versionen von Gpal-Gpa4 analog zu Gao.-
Untereinheiten in anderen Pilzen durch einen Aminoséureaustausch in der hochkonservierten

GTPase-Region hergestellt, was die intrinsische GTPase-Aktivitat herabsetzen sollte.

Uberraschenderweise fiihrte die induzierte Expression der Allele gpa1?-, gpa2®- und gpa4"©
zum Zeitpunkt 3 h nach Induktion nur zu minimalen Anderungen in der Genexpression und
es wurden keine morphologischen Verénderungen beobachtet. Eine Erklarungsmaglichkeit
dieser Ergebnisse ist, dass die untersuchten Ga-Untereinheiten alleine nicht ausreichen um
Signaltransduktionswege in dem MafRe zu aktivieren, dass eine signifikante Anderung in der
Genexpression erfolgt. Maoglicherweise werden dafur zusétzliche Signalamplifikatoren wie
eine aktivierte By-Untereinheit oder ein funktionell-dhnliches Kelchrepeat-Protein
(Harashima & Heitman, 2002) bendtigt. Alternativ kénnten die Zielproteine dieser Go-
Untereinheiten nur unter speziellen Bedingungen bzw. entwicklungsspezifisch aktivierbar
sein. Auch eine transiente kurzfristige Aktivierung von Signalwegen mit einer effizienten

Limitierung der Signalgebung durch basal exprimierte RGS-Proteine (regulators of G-
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protein signaling) oder Phosphodiesterasen ist denkbar. Die mutierten Go-Untereinheiten
kénnten nicht funktionell sein, was jedoch unwahrscheinlich ist, da der eingefiihrte Amino-

saureaustausch Q-L und R-C in verschiedenen anderen Organismen funktionell ist.

Zusammenfassend konnten die differentiell regulierten Gene, die in diesen Microarray-
Experimenten identifiziert wurden, ein Teil von Genen darstellen, die von Ga-
Untereinheiten unter den getesteten Bedingungen reguliert werden oder Artefakte sein, die
durch die Uberexpression der Go-Untereinheiten verursacht wurden bzw. nur in dem einen

analysierten Replikat als differentiell reguliert erscheinen.

3.5.2 EinfluR von Gpal, Gpa2 und Gpa4 auf die basale Genexpression in U.
maydis

Phanotypische Analysen der gpal gpa2 gpad-Deletionsmutanten ergaben bisher keinen
Anhaltspunkt welche Signalwege oder Zielgene durch Gpal, Gpa2 oder Gpa4 reguliert
werden. Mittels genomweiter Analysen der Stdimme FB1Agpal, FB1Agpa3 (DG74) und
DG99 (albl Agpal gpa2 gpad) sollte daher geklart werden, welchen Einfluss diese Ga-
Untereinheiten auf das Transkriptom haben. Insgesamt wurden beim Vergleich der
Transkriptome von FB1 mit der gpal-Deletionsmutante 5 Gene von etwa 6400 Genen, die
auf dem Microarray-Chip représentiert sind, identifiziert, die sich in ihrer Expression um
mindestens den Faktor 2 unterscheiden. Das Transkriptionsprofil von FB1Agpal stimmte
damit weitestgehend mit dem Ausgangsstamm Uberein. Die Ga-Untereinheit Gpal hat dem-

nach unter den getesteten Bedingungen keinen signifikanten Einfluss auf die basale

Genexpression.

Das einzige Gen, das sowohl in FB1Agpal als auch in der gpal gpa2 gpa4-Deletionsmutante
differentiell reguliert war, ist um03792, ein Protein mit Homologie zu SepB aus Aspergillus
fumigatus. In A. fumigatus ist SepB ein essentielles Protein, das fur die mitotische
Kernteilung und Septenbildung wahrend der Zytokinese benétigt wird (Harris & Hamer,
1995). Da die Expression von um03792 in allen Stdmmen nahe der Detektionsgrenze liegt
und die hier verglichenen Stamme nicht isogen sind, ware eine weitere Uberpriifung des

Expressionsunterschieds notwendig um eine Aussage zu treffen.

Im Vergleich des Transkriptoms der gpal gpa2 gpa4-Deletionsmutante (albl) mit dem
Wildtypstamm FB1 wurden 44 Gene identifiziert, die sich in ihrer Expression um
mindestens den Faktor 2 unterschieden und sich in folgende Kategorien einteilen lieRen:

Signalweiterleitung (11 Gene), Transportproteine (3 Gene), Metabolismus (9 Gene),
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Proteinfaltung (1 Gen) und Proteine mit unbekannter Funktion (16 Gene). Hierbei ist zu
beachten, dass es sich in diesem Vergleich nicht um Stdmme mit dem gleichen genetischen
Hintergrund handelt, da die Dreifachdeletionsmutante aus einer Kreuzung hervorging und
genetisch teilweise dem FB2-Wildtypstamm entspricht. Die Mehrheit der differentiell
regulierten Gene (33) in der Dreifachdeletionsmutante zeigten geringere Expressionswerte
als in FB1, was somit entweder darauf hindeutet, dass die Basalexpression dieser Gene einer
positiven Regulation durch die Ga-Untereinheiten unterliegen kénnte oder das dies dem

Expressionsniveau im FB2-Wildtypstamm entspricht.

Auffallend in der Kategorie ,,Signalweiterleitung” war die reduzierte Expression einer
Gruppe von acht Genen, fiir die eine Pheromon bzw. Prfl-abhangige Regulation bekannt ist,
inklusive von Prfl selbst (Urban et al., 1996b; Zarnack, 2006). Dieses Expressionsmuster
laRt sich durch die ebenfalls reduzierte Expression des Transkriptionsfaktors Ropl erklaren,
der ein direkter positiver Regulator der prfl-Expression in axenischer Kultur ist (Brefort et
al., 2005). Phanotypisch sind ropl-Deletionsmutanten defekt in der Paarungskompetenz und
Konjugationshyphenbildung (Brefort et al., 2005). Im Gegensatz dazu scheint in der gpal
gpa2 gpad-Deletionsmutante noch geniigend ropl basal exprimiert zu werden, da diese
Defekte nicht auftraten. Da die Expression von Genen, die Proteine fiir die Pheromonreifung
und -sekretion kodieren, reduziert war, wurde die Dreifachdeletionsmutante auch auf die
Pheromonsekretion getestet. Hier konnte allerdings kein signifikanter Unterschied zum
Wildtypstamm festgestellt werden. Eine Erklarung dafur konnte sein, dass der beobachtete
Expressionsunterschied dieser Gene mdglicherweise darauf zurlckzufuhren ist, das zwei
nicht isogene Stdmme miteinander verglichen werden und die verringerte Expression dieser
Gene dem Anteil an genetischem FB2-Hintergrund entspricht. Es ist bekannt, dass FB2-
Zellen eine schwéchere Induktion der Konjugationshyphenbildung in FB1-Zellen
hervorrufen als umgekehrt (Snetselaar et al., 1996), was durch die hier beobachtete

reduzierten Expression der daran beteiligten Gene verursacht sein konnte.

Des Weiteren wurden acht Gene mit geringerer Expression in der gpal gpa2 gpa4-
Deletionsmutante identifiziert, die flr verschiedene Proteine des Stoffwechsels kodieren. In
ihren Promotoren wurden keine PRE-Bindestellen fiir eine Aktivierung durch Prfl
identifiziert (Urban et al., 1996b; Zarnack, 2006), weshalb sie wahrscheinlich keine direkten
Prfl-regulierten Gene darstellen. Zusammenfassend waren in der gpal gpa2 gpa4-Deletions-
mutante im Vergleich zu FB1 Gene, die flir Proteine mit Funktionen in der Pheromonantwort
sowie im Stoffwechsel kodieren, reduziert exprimiert. Dies deutet entweder auf eine

mdogliche Rolle dieser Ga-Untereinheiten in der Vermittlung von Nahrstoffsignalen und der
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damit maoglicherweise verbundenen Paarungsbereitschaft hin oder wird durch Unterschiede

im genetischen Hintergrund dieser Stdimme hervorgerufen.

3.5.3 Gpa3list an der Regulation einer Vielzahl von cAMP-regulierten
Prozessen beteiligt

In der genomweiten Expressionsanalyse der gpa3-Deletionsmutante konnten 163 Gene
identifiziert werden, deren Expression im Vergleich zu FB1 mindestens zweifach induziert
oder reprimiert war. Die genaue Analyse dieser differentiell regulierten Gene im Vergleich
zu friheren Studien, in denen Mutanten im cAMP-Signalweg untersucht wurden, bestétigte
tiberzeugend, dass Gpa3 ein positiver Regulator der Adenylatzyklase ist. Durch diese
Analyse konnte damit erstmalig eine Ubersicht Giber die verschiedenen Prozesse, die durch

Gpa3 uber den cAMP-Signalweg reguliert werden, gewonnen werden.

So flhrte der Verlust von Gpa3 zur reduzierten Basal-Expression von bekannten cAMP-
regulierten Genclustern fiir Eisenaufnahmesysteme (Eichhorn et al., 2006) und dem
sogenannten ,,cab-Locus®, dessen Proteine vermutlich eine Funktion bei der Kapselbildung
in U. maydis haben (Brachmann et al., 2001). Neu in dieser Arbeit wurde die cAMP-
abhdngige Regulation des Genclusters flr die Biosynthese von Mannosylerythritol-Lipiden
(MEL) (Hewald et al., 2006) identifiziert. MEL sind oberflachenaktive Substanzen, deren
Produktion in U. maydis durch Stickstoffmangel bei ausreichend vorhandener Glucose
induziert wird (Spockner et al., 1999; Hewald et al.,, 2005). Die anhand des
Expressionsmusters der MEL-Clustergene implizierte Verbindung zwischen Stickstoff-
mangel und der cAMP-Produktion ist auch aus anderen Pilzen bekannt. In S. cerevisiae wird
durch Stickstoffmangel ,,pseudohyphales Wachstum* induziert, was auch durch die
konstitutiv aktive Go-Untereinheit Gpa2 oder cAMP-Gabe unter ausreichend vorhandenem
Stickstoff induziert werden kann (Lorenz & Heitman, 1997). In S. pombe dagegen wird die
CAMP-Produktion unter Stickstoffmangel gesenkt und die Expression von Genen fir die
Paarung induziert (Davey, 1998). Weitere in U. maydis unter Stickstoffmangel induzierte
Transkripte, die Proteine flr die Stickstoffaufnahme kodieren (Hewald et al., 2006), waren in
FB1Agpa3 nicht differentiell reguliert. Dies deutet auf eine gesonderte Rolle der Biosynthese

von MEL als Sekundarmetabolite hin.

Konsistent mit einer Rolle von Gpa3 und anderen Komponenten des cAMP-Signalwegs in
der Regulation der Zellmorphologie in U. maydis (Lee et al., 2003 und Referenzen darin)
wurden auch in der gpa3-Deletionsmutante differentiell regulierte Gene identifiziert, deren

Produkte eine Funktion wahrend der filamentdsen Wuchsform ausiben. Hierunter waren das
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stark exprimierte, filament-spezifische Repellent-Protein repl sowie die Hydrophobine hum2
und hum3, die in geringerem Mal3e als repl an der Ausbildung des Luftmycels wéhrend der
Paarung beteiligt sind (Wdosten et al., 1996; Teertstra et al., 2006). Hgll dagegen, dass
vermutlich als negativer Regulator des filamentdsen Wachstums agiert (Dirrenberger et al.,
2001), war in der gpa3-Deletionsmutante 1,7fach geringer exprimiert. Induziert waren auch
vier weitere Genprodukte, die am Zellwandaufbau sowie deren Umstrukturierung beteiligt
sind. Eines dieser Genprodukte ist ein Homolog zu dem S. cerevisiae Zell-Wand Protein
Utr2p, das eine Rolle in der Aufrechterhaltung der Zellwandintegritat hat (Cabib et al.,
2007). Drei weitere Genprodukte, eine Chitinase sowie die Vorldauferproteine der Chitin-
Deacetylase und der Chitinase A haben eine Funktion in der Zellwandumstrukturierung und

sind mdglicherweise auch an der Bildung von Chitosan beteiligt (Milewski, 2006).

Transportproteine fir Nahrstoffe und Enzyme verschiedener Stoffwechselwege stellen den
Hauptteil der differentiell regulierten Gene in der gpa3-Deletionsmutante dar. Die
Wahrnehmung von Néhrstoffen und Weiterleitung dieser Information tber G-Proteine und
den cAMP-Signalweg ist ein konservierter Mechanismus in Basidiomyceten und
Ascomyceten (Lengeler et al., 2000). Gpa3 ist phylogenetisch nahe verwandt zu Gpa2 aus S.
cerevisiae, Gpa2 aus S. pombe und Gpal aus C. neoformans, die alle involviert sind in der
Weiterleitung von Nahrstoffsignalen an den cAMP-Signalweg (Lengeler et al., 2000). Die
wahrgenommenen Nahrstoffe sind hierbei Kohlenhydrate, bevorzugt Glucose, und
verschiedene Stickstoffquellen wie z. B. Ammonium oder Glutamin. Kurzlich wurde auch
eine Verbindung zwischen dem cAMP-Signalweg und dem Phosphatmetabolismus in U.
maydis postuliert (Larraya et al.,, 2005; Boyce et al., 2006). Unter den getesteten
Bedingungen konnte in der gpa3-Deletionsmutante jedoch keine differentielle Expression

von Komponenten des Phosphatmetabolismus identifiziert werden.

3.5.3.1 Gpa3ist beteiligt an der Glucoserepression

Ein Ergebnis der Transkriptomanalyse des gpa3-Deletionsstammes war, dass mindestens
zehn Gene, die normalerweise der transkriptionellen Repression durch Glucose unterliegen,
in diesem Stamm dereprimiert waren. Darunter befanden sich Gene, die fir Enzyme zur
Verstoffwechselung alternativer Kohlenstoffquellen, z. B. Arabinose, kodieren. Deutlich
wurde dies vor allem anhand der induzierten Expression des putativen Arabinase-Gens crgl,
dessen transkriptionelle Repression durch Glucose in U. maydis experimentell bestatigt
worden ist (Bottin et al., 1996). In U. maydis ist ein zweites Glucose-reprimiertes Gen iad2

bekannt (Basse et al., 1996), das auf den benutzten Microarray-Chips jedoch nicht
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reprasentiert ist (C. Basse, personl. Mitteilung). Weitere induzierte Gene des Arabinose-
Metabolismus, fir die in anderen Pilzen eine Reprimierung durch Glucose bekannt ist,
kodieren fur Homologe der S. cerevisiae Aldo-Keto-Reduktase Gecylp sowie der Xylulose-
Kinase Xkslp (Ruijter et al., 1997, van Kuyk et al., 2001). Ein weiteres induziertes
Transkript kodiert fir ein Homolog der S. cerevisiae Alkoholdehydrogenase Adh2p, deren
Expression unter Glucosemangel stark induziert wird und die im Abbau alternativer Kohlen-
stoffquellen involviert ist (Ciriacy M., 1975). In Einklang mit der transkriptionellen
Induktion dieser Gene konnte im gpa3-Deletionsstamm eine erhdhte Expression von
Homologen zu Zuckertransportern (um10072, um11514, um01656) beobachtet werden.
Darunter waren ein putativer, hochaffiner Glucosetransporter, der homolog zu Hxt15p aus S.
cerevisiae ist und ein putativer Monosaccharid-Transporter mit 33% ldentitat zu Kht2p aus
Kluyveromyces lactis. Flr beide Gene wurde gezeigt, dass sie durch Glucose-Mangel
induziert werden (Ozcan & Johnston, 1999; Milkowski et al., 2001). Induzierte Gene
weiterer Stoffwechselwege, die einer Glucose-Reprimierung in anderen Pilzen unterliegen,
waren eine putative Malatpermease (Volschenk et al., 2003), eine putative Laccase | (Zhu &
Williamson, 2004) und die putativen, sekretierten Pflanzenzellwand-abbauenden Enzyme,

eine Endoglucanase und zwei Lipasen (Aro et al., 2005).

Somit ist Gpa3 in U. maydis vermutlich fir die Wahrnehmung von externer Glucose und der
damit verbundenen transkriptionellen Reprimierung von Enzymen der Verstoffwechselung
alternativer Kohlenstoffquellen essentiell. Die Glucoserepression wird dabei hdchst-
wahrscheinlich durch die stimulierende Wirkung von Gpa3 auf die Adenylatzyklase und die
CAMP-vermittelte  Aktivierung der Proteinkinase A, analog zu Vertretern der
saprophytischen Pilze (Ascomyceten), vermittelt. In den Modellorganismen S. cerevisiae
und S. pombe wurde fir die Wahrnehmung von Glucose ein G-Protein-gekoppeltes-
Rezeptorsystem identifiziert, das Uber eine Ga-Untereinheit die Adenylatzyklase aktiviert
und ein transientes cCAMP-Signal generiert (Hoffman, 2005b). Interessant ist hierbei der
Unterschied zur Rolle von Gpa3 in U. maydis, welches den cAMP-Spiegel dauerhaft

beeinflusst.

In dieser Arbeit konnte mit einem Reporterstamm, der sgfp unter der Kontrolle des crgl-
Promotors exprimiert (Brachmann, 2001), der Einfluss von cCAMP auf die Promotoraktivitat
der Arabinase crgl experimentell bestétigt werden. Dabei war nach Induktion mit Arabinose
die erreichte Promotoraktivitat groRer, wenn in diesem Stamm gpa3 deletiert war, indikativ
fUr einen reduzierten internen cAMP-Spiegel. Die Promotoraktivitdt war dagegen kleiner,

wenn zusatzliches CAMP zugegeben worden war. Das gleichzeitige Fehlen von gpa3 und die
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Zugabe von cAMP verstarkte den Effekt von cAMP und reduzierte die Promotoraktivitat
stark. Damit konnte gezeigt werden, dass CAMP einen reprimierenden Effekt auf die Expres-
sion der Arabinase ausiibt. Wiederspriichlich dazu erscheint, dass in reprimierendem,
Glucose-haltigem Medium trotz Verlust von Gpa3 und damit einem niedrigeren cAMP-
Spiegel, die sgfp-Expression im Reporterstamm reprimiert war. Im Microarray-Experiment
war hingegen wie erwartet die Glucoserepression aufgehoben wenn Gpa3 deletiert war.
Dieser Wiederspruch ist moglicherweise auf das benutzte Reporterkonstrukt zurtickzufthren,
das ein verkirztes, 1405 bp langes crgl-Promotorfragment enthélt. Es ist mdglich, dass hier
bestimmte Promotorelemente, die der Feinregulation der Glucose-Repression dienen, im
Vergleich zur gesamten Promotorsequenz nicht mehr vorhanden sind. Auch in der
Aktivierbarkeit des crgl-Promotors wurden in Abhéngigkeit von seiner Lange Unterschiede
festgestellt mit der hdchsten Aktivierbarkeit bei einem 3512 bp langen Fragment
(Brachmann, 2001).

In der Transkriptomanalyse von FB1Agpa3 wurden nicht alle bekannten Glucose-
reprimierten Gene, die in anderen Pilzen identifiziert wurden, als differentiell reguliert
detektiert. Dies laRt sich zum einen dadurch erkldren, dass Glucose-Repression auf
verschiedenen regulatorischen Ebenen stattfindet wie der Expression, der Stabilitat der
Transkripte, der Proteinmodifikation und -stabilitdt (Gancedo, 1998). Des Weiteren finden
sich in U. maydis in Analogie zu anderen Pilzen vermutlich parallele Sensorsysteme der
Glucose-Wahrnehmung. In S. cerevisiae sind zuséatzlich zur Glucose-Wahrnehmung tber ein
G-Protein-gekoppeltes Rezeptorsystem Hexosetransporter mit Sensorfunktion bekannt, fiir
die bisher der Mechanismus der Signaliibertragung ungeklart ist. Dartiber hinaus ist eine zur
Ga-Untereinheit nicht redundante Ras-vermittelte Aktivierung der Adenylatzyklase an der
Wahrnehmung von Glucose beteiligt (Forsberg & Ljungdahl, 2001, Hoffman, 2005). Zur
Klarung der Rolle von Rasl in U. maydis werden momentan Transkriptomanalysen in
Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. M. Bolker (Philips-Universitat Marburg)
durchgefiihrt. Zusammengefallt scheint Gpa3 fur die Wahrnehmung von externer Glucose
und die transkriptionelle Reprimierung von Enzymen der Verstoffwechselung alternativer

Kohlenstoffe in U. maydis essentiell zu sein.

3.5.3.2 Identifizierung von Gpa3/cAMP-regulierten Genen

In dieser Arbeit konnte durch eine vergleichende Analyse der Transkriptome von FB1Agpa3
mit Stdmmen, die in Gpa3-nachgeordneten Komponenten des cAMP-Signalwegs mutiert

sind, eine Liste von 85 cAMP-regulierten Genen in U. maydis erstellt werden (siehe
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Anhang). Fur diesen Vergleich wurde eine Transkriptomanalyse eines Deletionsstammes der
Adenylatzyklase uacl (M. Vranes, personl. Mitteilung) und eine Transkriptomanalyse nach
genetischer Aktivierung der Kkatalytischen Untereinheit adrl (Eichhorn et al., 2006)
verwendet. Die in dieser Liste aufgefihrten Gene waren differentiell exprimiert in
FB1Agpa3 im Vergleich zu FB1 und koreguliert in einer uacl-Deletionsmutante bzw. invers
dereguliert nach induzierter Expression von adrl. Diese Gene stellen somit ein Set dar, deren
Basalexpression durch die Gpa3-stimulierte Aktivitdt der Adenylatzyklase reguliert wird.
Die meisten dieser Gene (68) sind mdglicherweise direkte Zielgene der Proteinkinase A, da
sie nach kiinstlicher Aktivierung des cAMP-Signalwegs durch die Uberexpression von adrl
(Eichhorn, 2004) ebenfalls induziert waren. Dieses Set an cAMP-Signalweg-regulierten
Genen kodiert fiir Proteine, die an bekannten und in dieser Arbeit neu identifizierten CAMP-
regulierten Prozessen beteiligt sind. Darunter zahlt in U. maydis die Eisenaufnahme, die
vermutlich im cab-Locus kodierte Kapselbildung, die Synthese von Sekundarmetaboliten
(MEL-Biosynthese), die Pheromonantwort, filamentdses Wachstum, die Wahrnehmung und
der Transport von Né&hrstoffen sowie die Regulation von Enzymen verschiedener Stoff-
wechselwege (Abb. 33). Flr zwei dieser Prozesse sind die Transkriptionsfaktoren, die durch
die Proteinkinase A aktiviert werden, bekannt. Fir die Regulation der Eisenauf-
nahmesysteme konnte der Transkriptionsfaktor Urbs1, der mehrere PKA-Phosphorylierungs-
stellen aufweist, identifiziert werden (An et al., 1997; Eichhorn et al., 2006). Der fur die
Pheromonantwort wichtigste Transkriptionsfaktor ist Prfl mit PKA- und MAPK-
Phosphorylierungsstellen (Hartmann et al., 1996; Urban et al., 1996b).

In anderen Pilzen werden ahnliche Prozesse uber den cAMP-Signalweg reguliert. Darunter
zéhlen in S. cerevisiae die Wahrnehmung von Glucose und anderen N&hrstoffen wahrend des
Wachstums, die Regulation der Eisenaufnahme, Stressresistenz und Zellwandintegritét, die
Speicherung von Kohlenhydraten, die Morphogenese (,,pseudohyphales® Wachstum) und die
Sporulation (Robertson et al., 2000; Thevelein et al., 2005). Interessanterweise wurden
kirzlich in einer Transkriptomanalyse des Basidiomyceten C. neoformans PKA-regulierte
Gene mit &hnlichen Funktionen zu den in dieser Arbeit identifizierten Genen gefunden.
Darunter waren Gene, deren Genprodukte an der Zellwandsynthese, an Transportsystemen
u. a. far die Eisenaufnahme, im Zitratzyklus und der Glykolyse beteiligt sind (Hu et al.,
2007). In dieser Transkriptomanalyse fanden sich auch differentiell regulierte Transkripte
von ribosomalen Proteinen, Chaperon-Proteinen und Enzymen der Phospholipid-Synthese zu

denen im Transkriptom von FB1Agpa3 keine direkte Entsprechung identifiziert werden
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Abbildung 33. Gpa3/cAMP-regulierte Prozesse in U. maydis.

konnte. Weitere cAMP-abhéngig regulierte Prozesse in C. neoformans sind die Melanin-

synthese und Kapselbildung (Tangen et al., 2007).

Zusétzlich wurden in den hier verglichenen Trankriptomanalysen der uacl-Deletionsmutante
sowie nach Adrl-Induktion weitere nicht gemeinsam-differentiell regulierte Gene
identifiziert (siehe Abb. 29). Darunter befinden sich hochstwahrscheinlich weitere direkt
oder indirekt cAMP-regulierte Gene sowie Gene deren Expression durch die jeweilige
Mutation oder die Kulturbedingungen beeinflusst wurden. So ist davon auszugehen, dass im
Stamm FB1Agpa3, der in Array-Minimalmedium ohne cAMP Kkultiviert wurde, bereits
Anpassungen an den cAMP-Mangel stattgefunden haben. Im Microarray-Experiment von
FB1lAuacl wurde dagegen der Stamm von cAMP-haltigem Array-Minimalmedium in
Medium ohne cAMP transferiert und damit vermutlich Gene, die unmittelbar auf den Abfall
des internen cAMP-Spiegels reagieren, detektiert. Interessanterweise waren im Wildtyp-
stamm FB1 im cAMP-haltigen Medium nur wenige Transkripte differentiell exprimiert, was

darauf hindeutet, dass U. maydis sehr effizient den erhdhten cAMP-Gehalt ausgleichen kann.
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Die Transkriptomanalyse nach Uberexpression von Adr1 spiegelt die kiinstliche Aktivierung
des cAMP-Signalwegs wieder (Eichhorn, 2004) und zeigt deutlich eine zeitliche Begrenzung
der cAMP-induzierten Genexpression. Zum Zeitpunkt von 75 min nach Adrl-Induktion ist
die Expression vieler Gene stark induziert, die bereits nach 180 min wieder reprimiert sind.
Daher ist im direkten Vergleich mit einer gpa3-Deletionsmutante, die einen dauerhaft
geringeren cAMP-Spiegel aufweist (Enders, 1998), keine Uberlappung aller Gene zu
erwarten. Zu beachten ist auBerdem, dass fur die Analyse der Adrl-abhangigen Gene ein

Vollmedium verwendet wurde.

In U. maydis wurden auch in einer SAGE-Analyse (Serial Analysis of Gene Expression)
PKA-regulierte Gene identifiziert (Larraya et al., 2005). Obwohl in dieser Studie der
Wildtyp mit einer ubcl- und einer adrl-Deletionsmutante verglichen wurde und damit einen
direkten Vergleich zur FB1Agpa3-Transkriptomanalyse ermdéglichen sollte, fanden sich in
beiden Ansatzen nur wenige identifizierte Gene (9 von 146 identifizierten Sequenz-
Fragmenten). Diese Diskrepanz ist wahrscheinlich auf die unterschiedlichen experimentellen
Anséatze zuriickzufihren. So werden in der SAGE-Analyse bevorzugt abundante mRNAs
amplifiziert, die zusétzlich eine bestimmte Restriktionsenzym-Schnittstelle (Nlalll) in ihrer
Nukleinsdure-Sequenz aufweisen missen (Larraya et al., 2005). Die Verwendung des
Wildtypstammes 521 (al b1l) sowie andere Kulturbedingungen wie die Inkubation bei 30°C
und die Verwendung von PDB (Potato Dextrose Broth) als Kulturmedium kdnnten ebenfalls

zu den unterschiedlichen Ergebnissen beigetragen haben.

3.5.3.3 Gpa3/cAMP-regulierte Gene mit einer Funktion in der
Pheromonantwort

Da nach Pheromonstimulation eine Aktivierung des cAMP-Signalwegs erfolgt (Krlger et al.,
1998; Lee et al., 2003) war auch ein Vergleich zu Pheromon-regulierten Genen interessant.
Hierbei wurden zwei Gruppen von Genen identifiziert, welche die koreguliert waren
(26 Gene) und welche, die invers reguliert waren (17 Gene). Gene, die koreguliert waren
kodierten fur Proteine, die an der Zellmorphologie, Zellwandsynthese und vermutlich
Kapselbildung beteiligt sind (repl; die cab-Locus-Gene um05782—-um05787 und um11585;
um06190, eine putatives Chitinase-Gen; Gene der N-Glycan Biosynthese um05152
um05153; eine putative a-1,3-Mannosyltransferase). Die gemeinsame Regulation dieser
Gene hangt wahrscheinlich mit der Anderung der Zellmorphologie in beiden Stammen zu-
sammen. FB1 bildet nach Pheromonstimulation Konjugationshyphen aus und bei Deletion

von Gpa3 eine filamentdse Zellmorphologie. Die gemeinsame Regulation der cab-Locus-
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Gene kodnnte darauf hindeuten, dass diese Gene in einer bestimmten Situation, z. B. wahrend
einer morphologische Umstrukturierung, reprimiert werden. Es wurde bereits gezeigt, dass
die Expression dieser Gene einer negativen Kontrolle durch die das Pheromonsignal
tbermittelnde MAP-Kinase-Kaskade und einer positiven Kontrolle durch den cAMP-

Signalweg unterliegt (Brachmann, 2001).

Unter den invers regulierten Genen waren erwartungsgemal auch PKA-induzierte Gene der
Pheromonantwort (bW1, raml, ste6) sowie zwei weitere Gene, die in ihren Promotoren PRE-
Elemente enthalten und firr eine Para-Nitrobenzyl Esterase und ein hypothetisches Protein
um00384 kodieren. Beachtenswert ist, dass der Transkriptionsfaktor Prfl, der an diese PRE-
Elemente bindet (Hartmann et al., 1996; Urban et al., 1996b), nur eine 1,6fach reduzierte
Expression in FB1Agpa3 zeigte. Da gezeigt werden konnte, dass flr die prfl-Expression ein
intakter cAMP-Signalweg bendtigt wird (Kaffarnik et al.,, 2003), war dieses Ergebnis
zundchst unerwartet. Interessanterweise wurde in FB1Agpa3 jedoch gleichzeitig eine leichte
Erhohung der ropl-Expression (1,5fach) festgestellt. In Ubereinstimmung damit wurde eine
Repression der ropl-Expression nach der genetischen Aktivierung des cAMP-Signalwegs
sowie dessen Induktion nach Deletion der Adenylatzyklase uacl gezeigt (Brefort, 2004). Da
Ropl Promotorelemente von Prfl bindet und dessen Expression induziert, kdnnte dadurch
die verringerte oder fehlende Aktivierung durch den cAMP-Signalweg in Bezug auf die
prfl-Expression ausgeglichen werden. Weitere Gene, die in FB1Agpa3 induziert und nach
Pheromonstimulation reprimiert waren, kodieren fir Proteine verschiedener Stoffwechsel-
wege. Darunter war ein Malat-Transporter (um05764), ein hochaffiner Glucose-Transporter
(um11514), die Proteine Macl und Mac2 (um03116, um10636), ein Chitinase A Vorlaufer-
protein (um02758) und zwei Lipasen (um01422, um01655). Die Expression dieser Proteine
wird moglicherweise durch einen aktiven cAMP-Signalweg reprimiert und unter Mangel-
bedingungen induziert, denn fur einige von ihnen ist eine Regulation durch Glucose-
Repression in anderen Pilzen beschrieben (siehe Kap 3.5.3.1). AbschlieRend ist zu erwéhnen,
dass in dem hier beschriebenen Transkriptomvergleich die Anzahl der cAMP-regulierten
Gene nach Pheromonstimulation wahrscheinlich deutlich unterschatzt ist, da viele Gene, die
nach Pheromonstimulation vermutlich transient exprimiert werden, im Expressionsprofil von

FB1Agpa3 nicht représentiert sind.

3.5.4 Vergleichende Analyse der Transkriptome der Ga-Deletionsmutanten

Ein Vergleich des Expressionsprofils der gpa3-Deletionsmutante mit dem Transkriptom der

gpal gpa2 gpad-Deletionsmutante zeigte, dass eine geringe Uberlappung der mindestens
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zweifach differentiell regulierten Gene (insgesamt sieben Gene) vorliegt. Dies macht
deutlich, dass die Funktionen von Gpa3 und die der anderen drei Go-Untereinheiten (ber-
wiegend unterschiedlich sind, wie bereits in den phanotypischen Analysen dieser Stamme

gezeigt wurde.

Funf der differentiell regulierten Gene in beiden Stdmmen sind koreguliert. Darunter
kodieren drei Gene (ste6, ram1 und bW1) fiir Proteine, die eine potentielle Funktion in der
Pheromonantwort haben (Brachmann, 2001; Eichhorn, 2004). Schliet man auch Gene mit
einem geringeren Expressionsunterschied in die Betrachtung mit ein, zeigt es sich, dass zwei
weitere Gene der Pheromonantwort, der Pheromonrezeptor pral und ein hypothetisches
Protein (um02410) in FB1Agpa3 1,6fach reduziert exprimiert sind. Wie bereits diskutiert,
werden hier nicht isogene Stdmme verglichen und die reduzierte Expression dieser Gene
konnte in der Dreifachdeletionsmutante auf den genetischen Hintergrund zurlckgefihrt
werden, wahrend sie in FB1Agpa3 auf die verringerte Aktivitdit des cAMP-Signalweg

zuriickgefiihrt werden konnte.

3.6 Die Funktion von Rasl in U. maydis

Zur ldentifizierung weiterer Signalkomponenten, die fur die Pheromonsignalweiterleitung
von Bedeutung sind, wurde die Funktion des kleinen G-Proteins Rasl in U. maydis néher
untersucht. Fur Rasl wurde eine Rolle in der Aktivierung des cAMP-Signalwegs postuliert,
da die Expression einer konstitutiv aktiven Version zur Induktion der mfal-Expression fuhrte
(Mdller et al., 2003b). In dieser Arbeit hergestellte rasl-Deletionsmutanten zeigten einen
pleiotropen Phénotyp mit starker Beeintrachtigung des Wachstums, der Zellmorphologie,
inshesondere der Zellpolaritat, sowie einem Zellseparationsdefekt. Die Zugabe von cAMP
oder Pheromonstimulation induzierte keine Anderung der Zellmorphologie bzw.
Konjugationshyphenbildung, was vermutlich eine Folge des starken morphologischen
Defekts dieser Zellen ist. Somit ist Rasl ein notwendiges Protein fiir die Regulation der

Zellmorphologie von U. maydis-Zellen.

Trotz der betrachtlichen morphologischen Defekte war die Deletion von rasl in U. maydis
nicht lethal, das Zellwachstum war jedoch stark behindert. Es konnte gezeigt werden, dass
die Mitose und Teilung der Zellkerne wéhrend der ersten Zellteilungen stattfindet, im
weiteren Wachstum jedoch nicht mehr jeder Zellabschnitt einen Zellkern aufwies, was im
weiteren Verlauf vermutlich zum Wachstums-Stopp fiihrt. Die Maoglichkeit rasl zu

deletieren deutet auf funktionelle Redundanz der beiden Ras-Proteine in U. maydis hin.
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Auch in S. cerevisiae konnten die einzelnen ras-Gene deletiert werden, wéhrend die gleich-
zeitige Deletion beider Gene lethal war (Tatchell et al., 1984; Kataoka et al., 1984). Einen
weiteren Hinweis auf funktionell redundante Funktionen von Ras-Proteinen lieferten Studien
in S. cerevisiae und C. neoformans in denen Defekte einer ras-Deletion durch die Uberex-
pression des zweiten Ras-Proteins teilweise supprimiert werden konnten (Tatchell et al.,
1985; Waugh et al., 2002). In S. pombe war es sogar mdglich das einzige identifizierte Ras-
Protein, Ras1, zu deletieren (Fukui et al., 1986; Nadin-Davis et al., 1986).

Die Regulation der Zellmorphologie durch Ras1 und Ras2 in U. maydis stimmt mit der Rolle
von Ras-Proteinen in anderen Pilzen und hdheren Eukaryoten tberein (Tatchell et al., 1984;
Fukui et al., 1986; Barbacid, 1987; Waugh et al., 2002). Das Abschalten der rasl-
Genexpression in U. maydis, wenn rasl unter einem regulierbaren Promotor exprimiert wird
(Mahlert, 2006), fuhrte zu ahnlichen morphologischen Verénderungen wie sie in der rasl-
Deletionsmutante beobachtet wurden. Die Deletion des zweiten Ras-Gens aus U. maydis,
ras2, beeinflusste ebenfalls die Zellmorphologie (Lee & Kronstad, 2002) und diese Zellen
waren morphologisch &hnlich zu rasl-deletierten Zellen. Ras2 reguliert hierbei die Zell-
morphologie teilweise durch Aktivierung der MAPK-Kaskade (Lee & Kronstad, 2002;
Miiller et al., 2003a). Uber welchen Signalweg Rasl aus U. maydis die Morphologie
beeinflusst, ist bisher ungeklért. Da sowohl in der Aminoséuresequenz der Adenylatzyklase
als auch in den Komponenten der MAPK-Kaskade, Kpp4 und Ubc2 (Mayorga & Gold,
2001; Mudiller, 2003), Ras-Interaktionsdoménen detektiert werden kénnen, ist fir Rasl eine
Interaktion mit beiden Signalkaskaden denkbar. In S. pombe aktiviert das einzige Ras-
Protein Rasl die MAPK-Kaskade nach Pheromonstimulation und reguliert zusatzlich die
Zellmorphologie unabhéngig von der MAPK-Kaskade (Fukui et al., 1986; Xu et al., 1994).
Ras-Proteine regulieren die Zellmorphologie neben der Aktivierung der MAPK-Kaskade
durch die direkte Beeinflussung der Polarisation des Aktin-Zytoskeletts (Ho & Bretscher,
2001; Waugh et al., 2002). Aufgrund der ahnlichen morphologischen Defekte der in dieser
Arbeit  hergestellten rasl-Deletionsmutante zur ras2-Deletionsmutante ist Rasl
wahrscheinlich ein Aktivator der MAPK-Kaskade und eines bisher in U. maydis nicht

charakterisierten Signalwegs, der das Zytoskelett reguliert.
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3.7 Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass die vier Go-Untereinheiten in der
Pheromonsignalweiterleitung von U. maydis keine redundante Funktion haben. Somit kann
in zukiinftigen Experimenten gezielt die Ga-Untereinheit Gpa3 auf die Interaktion mit dem
Pheromonrezeptor Pra oder putativen Nahrstoffrezeptoren getestet werden. Die identifizierte
Funktion des C-Terminus von Pral in der Pheromon-induzierten MAPK-Aktivierung {iber
bis jetzt unbekannte Interaktionspartner (moglicherweise eine nicht-kanonische Gp-
Untereinheit) bietet dazu weitere vielversprechende Ansatzpunkte. So kénnen z. B. MAPK-
aktivierende Komponenten in einem klassischen Hefe-Zwei-Hybrid-System gesucht werden,
da der nicht-hydrophobe cytoplasmatische C-terminale Abschnitt von Pral anstatt des ge-
samten Rezeptorproteins verwendet werden kann. Dariiber hinaus lieferte die Transkriptom-
analyse einer gpa3-Deletionsmutante FEinblick in die vielféltigen Prozesse, die einer
Regulation durch Gpa3 unterliegen. Insbesondere ist die weitere Untersuchung der
Beteiligung von Gpa3 an der Glucose-Repression interessant. Nach einer Bestitigung der
transkriptionellen Glucose-Reprimierung z. B. durch Northern-Analyse koénnen die
identifizierten Zielgene als Markergene benutzt werden. Alternativ kdnnen die weiteren
identifizierten Gene auf eine mdogliche transkriptionelle Regulation durch Glucose getestet
werden. Durch Promotoranalysen dieser Transkripte konnten aktivierende Promotorelemente

identifiziert werden, die fiir die Identifikation von Transkriptionsfaktoren dienen kdnnen.

Die in dieser Arbeit hergestellten ras/-Deletionsmutanten zeigen einen pleiotropen Phénotyp
und deuten auf bisher nicht-identifizierte Signalwege von Rasl in U. maydis hin. Zur
Identifizierung von Rasl-stimulierten Signalwegen werden momentan Microarray-Analysen
in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Bolker (Philips-Universitdt Marburg)
durchgefiihrt und erlauben wahrscheinlich in naher Zukunft die genetischen Grundlagen fiir

den beobachteten Phianotyp der ras-Deletionsmutante weiter aufzukléren.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Bezugsquellen

4.1.1 Medien, Lésungen, Enzyme und Kits

4.1.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikali-
en wurden in p.a. Qualitdit von den Firmen
Ambion, Sigma-Aldrich, Merck, Fluka,
Riedel-de-Haén, Seakem, Duchefa, Difco,
BioRad, Amersham, Pharmacia, Invitrogen
und Carl-Roth bezogen. Einzelheiten siehe
Brachmann (1995, 2001).

4.1.1.2 Puffer und Lésungen

Standard-Puffer und Losungen wurden nach
Ausubel et al. (1987) und Sambrook et al.
(1989) hergestellt. Einzelheiten dazu siche
Brachmann (1995). Spezielle Puffer und
Losungen sind unter den jeweiligen Methoden
aufgefiihrt. Puffer wurden generell mit H,Opig,
angesetzt

4.1.1.3 Medien

Fiir die Kultivierung von E. coli wurden dYT-
Fliissig- und YT-Festmedium verwendet
(Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989).
Ampicillin wurde in einer Konzentration von
100 pg/ml eingesetzt.

Fir die Kultivierung von U. maydis wurden
folgende Medien verwendet:

YEPS; -Medium modifiziert nach Tsukuda et
al. (1988)

10 g Hefeextrakt

10 g Pepton

10 g Saccharose

mit H,O auf 1 1 aufgefiillt
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PD-Medium
24 g Potato Dextrose Broth
mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert

CM Vollmedium (Banuett und Herskowitz,
1989; Holliday, 1974)
1,5 g NH4NO3
2,5 g Casamino Acids
0,5 g DNA
1 g Hefeextrakt
10 ml Vitamin-Losung (Holliday, 1974)
62,5 ml Salz-Losung nach Holliday (1974)
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt
mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und
autoklaviert

nach dem Autoklavieren:
20 ml 50%(w/v) Glucose-Losung
zugesetzt (f. c. 1%)

NM Nitrat-Minimalmedium (Holliday, 1974)
3 g KNO;
62,5 ml Salz-Lésung nach Holliday (1974)
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt
mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und
autoklaviert

nach dem Autoklavieren:
20 ml 50%(w/v) Glucose-Losung
zugesetzt (f. c. 1%)

AM Ammonium-Minimalmedium (Holliday,
1974)
3 g (NH4),S04
62,5 ml Salz-Losung (siehe unten)
mit H,O auf 980 ml aufgefiillt
mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und
autoklaviert
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nach dem Autoklavieren:
20 ml 50%(w/v) Glucose-Losung
zugesetzt (f. c. 1%)

Array-Minimalmedium mit Glucose
4,38 g L-Glutamine (f. c. 30 mM)
62,5 ml Salz-Losung nach Holliday (1974)
20 ml 50%(w/v) Glucose-Losung
(f.c. 1%
mit HyOpiq. auf 1 1 aufgefiillt, mit NaOH
auf pH 7,0 eingestellt und sterilfiltriert

Array-Minimalmedium mit Arabinose
4,38 g L-Glutamine (f. c. 30 mM)
62,5 ml Salz-Losung nach Holliday (1974)
40 ml 25%(w/v) Arabinose-Losung
(f.c. 1%
mit HyOpiy auf 1 1 aufgefiillt, mit NaOH
auf pH 7,0 eingestellt und sterilfiltriert

Salz-Losung (Holliday, 1974)

16 g KH,PO,

4g Na,SO,

8¢ KCl

4g MgSO, x 7 H,O
1,32 ¢ CaCl, x 2 H,O

8 ml Spurenelement-Lsung (siehe unten)
mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Spurenelement-Losung (Holliday, 1974)

60 mg H3B03

140 mg MnCl, x 4 H,O
400 mg ZnCl,

40 mg NaMoO, x 2 H,O
100 mg FeCl; x 6 H,O
40 mg CuSO, x 5 H,O

mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Vitamin-Losung (Holliday, 1974)

100 mg Thiamin

50 mg Riboflavin

50 mg Pyridoxin

200 mg Kalziumpantothenat
500 mg p-Aminobenzoesiure
200 mg Nikotinséure

200 mg Cholinchlorid

1000 mg myo-Inositol
mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und sterilfiltriert

Regenerationsagar (Schulz et al., 1990)
a) Top-Agar:
1,5%(w/v) Bacto-Agar
1 M Sorbitol
in YEPS; -Medium
b) Bottom-Agar:
wie a), zusitzlich doppelt konzentriertes
Antibiotikum

CM-CC aktivkohlehaltiges Vollmedium
(Banuett und Herskowitz, 1989; Holliday,
1974)

6 g NHy4NO3

10 g Casamino Acids

1 g DNA degr. Free Acid

2 g Yeast-Extract

20 ml Vitamin-Losung (Holliday, 1974)

250 ml Salz-Loésung (Holliday, 1974)

10 g Aktivkohle

20 g Bacto-Agar

mit H,O auf 960 ml aufgefiillt

mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und

autoklaviert

nach dem Autoklavieren:

40 ml 50%(w/v) Glucose-Losung

zugesetzt (f. c. 2%)

PD-CC aktivkohlehaltiges PD-Medium
24 g Potato Dextrose Broth
10 g Aktivkohle
20 g Bacto-Agar
mit H,O auf 1 1 aufgefiillt und autoklaviert

Fiir Medien mit Arabinose als einzige Kohlen-
stoffquelle (CM-Ara, NM-Ara und AM-Ara)
wurde nach dem Autoklavieren Arabinose
statt Glucose in einer Endkonzentration von
1% (w/v) zugegeben. Fiir Festmedien wurde
Bacto-Agar in einer Endkonzentration von 2%
(w/v) zugegeben. Medienzusidtze wurden,
soweit nicht anders vermerkt, in folgenden
Konzentrationen  eingesetzt: Hygromycin
200pg/ml, ClonNAT 150pg/ml, Carboxin
2ug/ml, Phleomycin 40pg/ml. Bei Selektion
mit Phleomycin auf Festmedien wird zusitz-
lich Tris-Cl (pH 8,0) in einer Endkonzentra-
tion von 100 mM zugesetzt um eine In-
aktivierung des Antibiotikums durch die

109



Material und Methoden

Ansduerung des Mediums durch U. maydis zu
vermeiden.

41.1.4 Enzyme

Restriktionsenzyme sowie Quick T4 DNA-
Ligase wurden von New England Biolabs
(NEB) bezogen, T4 DNA-Ligase von Roche,
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
von Finnzymes, die Taq DNA-Polymerase
war eine Laborpriparation. Weitere Enzyme
sind unter den jeweiligen Methoden ange-
geben.

4.1.1.5 Verwendete Kits und
sonstiges Material

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) zur
Aufreinigung von  PCR-Produkten und
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) zur
Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-
gelen, JETquick Plasmid Maxiprep Kit
(Genomed) zur Préparation hochreiner
Plasmid-DNA, QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) zur Aufreinigung von Plasmiden vor
der Sequenzierung, TOPO-TA Cloning® Kit
(Invitrogen) zur Klonierung von PCR- und
Ligationsprodukten, Microspin S-300 Séulen
(Amersham Pharmacia Biotech) zur Aufreini-
gung von DIG-markierten Hybridisierungs-
sonden. Weiteres verwendetes Material ist
unter den jeweiligen Methoden beschrieben.

4.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen
Sigma-Genosys und Operon Biotechnologies
synthetisiert, die Nukleotidsequenz ist jeweils
vom 5’- in Richtung 3’-Ende angegeben.

Folgende Oligonukleotide  wurden zur
Herstellung und Sequenzierung der Pral-C-
terminal verkiirzten Konstrukte verwendet:

DG2

GGTGGCCGCGTTGGCCTGGGCCGCTTC
AGATCCCCG
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DG3
GGTGGCCGCGTTGGCCTGTTCCTTGTA
GCCTTGGCG

DG7
GGTGGCCGCGTTGGCCTGAAGACCAAG
GCCAAACAT

HT76 GTGGCTCTGGGTTCTACTTGTG

Gfp-rev GTTCTGCTGGTAGTGGTCGG

Folgende Oligonukleotide = wurden zur
Deletion von gpa3 verwendet:

g3 b fw neu
CTAGATGATGAAGCGGCTATCG

g3 1b sfi rev
TATAGGCCATCTAGGCCGCTCTGAAGA
GCTGCTCAGCAA

g3 1b rev
CGAGACTGAACCCGTGATGC

g3 rb Sfi fw
ATTTGGCCTGAGTGGCCTCTCACCAAC
GCGCTCAAGG

Folgende Oligonukleotide wurden zur Kon-
struktion der Split-Gfp-Plasmide verwendet:

g3-fw-Ndel
ATTACATATGGGAAACTGTCTTTCTTCC

g3-rev-Sfi
ATTAGGCCGCGTTGGCCAAGATGCCGC
TGTCC

Verwendete Oligonukleotide zur Herstellung
der konstitutiv-aktiven Gpa-Versionen.

HT8&2
CAATTGCATATGGGTTGCGGTGCTTCC
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HTS&3
CAATTGCATATGGGCGCTTGTCTGTCT

HT84
CAATTGCATATGGGAAACTGTCTTTCTT
C

HT88
CACGTCTACCGCATCTTCGACGTCGGA
GGCCTCCGTTCTGAGCGAAAAAAATGG

gpal-Stop Not rev
AATAGCGGCCGCCTAGAGCAAACC
GCAATCG

gpa2-Stop Notl rev
TAATGCGGCCGCTCATAGTACGATATC
CCTCAAG

gpa3-Stop Notl rev
TATTGCGGCCGCTACAAGATGCCGCTG
TCC

gpa4-Stop Notl rev
TATTGCGGCCGCCTACCCTACTAGACC

Nde gpad fw
AAACAATTGCATATGTCGCCCTCAGTC
TCAAGC

gpa4-R(392) Bsal rev
ATTTGGTCTCGCGCACGCACGAGTGTA
GGATGTCTTCATCC

gpa4-R(392)C Bsal-fw
TATTGGTCTCGTGCGTGCGCACGCTTG
G

gpa3-QL_Sapl rev
AAAAGCTCTTCACGGAGCCTCCTACGT
CAAAGAG

gpa3-QL Sapl fw
AAAAGCTCTTCTCCGTTCGGAACGTAA
AAAGTGG

Verwendete Oligonukleotide zur Herstellung
der Plasmide fiir die in vitro-Proteinsynthese.

DGI11
GGAATTCGATCATATGGTTTCAGGC

DG12
GGAATTCGATCATATGTTTTCAGGC

DG13
TTTAAGATCTTCAACAAATCACTGTGT
CcCC

DG18 CGATTCATAGATCTCTGCAGG

DG19
TTGCAAACCATGGATAAAGCGG

DG20 TTCACATATGGATAAAGCGG
DG21 TACTTCATATGTCTGATGCGG

DG22
GGATAGATCTCGATCATAAATTATTAT
TATC

Verwendete Oligonukleotide zur Amplifi-
zierung des pral-Promotors.

Ppral HindIIl fw
AATAAGCTTGACACGAGATGGATCAGA
GC

Ppral_sfi rev. M
ATTGGCCGCGTTGGCCATCTTGGCACG
TACAAGATTG

4.1.3 Stamme

4.1.3.1 E. coli-Stamme

Fiir samtliche Klonierungen wurde der Stamm
DHS5a (Hanahan, 1985) verwendet. DH5q. ist
ein Derivat des Escherichia coli-Stammes
K12 mit folgenden genetischen Markern: F',
endAl, hsdR, hsdM, sup44, thi-1, gyrAl,
gyrA96, relAl, recAl, lacZ, AM15. Fiir die
Klonierung von PCR-Amplifikaten in pCR-
Topo Vektoren (Invitrogen) wurde teilweise
der Stamm TOP10 (Invitrogen) benutzt,
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ebenfalls ein E. coli K12-Derivat mit dem
Genotyp: F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
®80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl,
araD139,  A(ara-leu)7697, galU, galK,
rpsL(Str®), endA1, nupG.

4.1.3.3 U.maydis-Staimme

4.1.3.2 Maisvarietaten (Zea mays
spec.)

Fir alle Spritzinfektionen wurde die
Maisvarietit Early Golden Bantam (Olds Seed
Madison, USA)

Company, Wisconsin,

verwendet.

Die Stimme in Tabelle 13 dienten in dieser Arbeit als Aussgangs- und/oder Teststaimme, die in

Tabelle 14 aufgelisteten Stimme wurden in dieser Arbeit hergestellt. In allen Stimmen wurden

homologe Rekombinationsereignisse durch Southern-Analyses bestétigt.

Tabelle 13. In dieser Arbeit verwendete Ausgangsstamme.

Stamm Genotyp Resistenz Referenz

FB1 al bl - Banuett und Herskowitz, 1989
FB2 a2 b2 - Banuett und Herskowitz, 1989
FB6a a2 bl - Banuett und Herskowitz, 1989
FB6b al b2 - Banuett und Herskowitz, 1989
FBD12-17 a2a2 blb2 - Banuett und Herskowitz, 1989
FBI1Apral al b2 Apral Hyg" H. Teunissen, unverdftentlicht
FB1Agpal al bl Agpal Hyg" Regenfelder et al. 1997
FB1Agpa2 al bl Agpa2 Phleo® H. Teunissen, unverdffentlicht
FB1AgpalAgpa2 al bl AgpalAgpa2  Hyg" Phleo® H. Teunissen, unveroffentlicht
FB2AgpalAgpa?2 a2 b2 AgpalAgpa2  Hyg" Phleo® H. Teunissen, unverdffentlicht
FB2Agpa3 (ER2-19) a2 b2 Agpa3 Hyg Regenfelder et al. 1997
FB1Agpa4 al bl Agpa4 Hyg® Regenfelder et al. 1997
FB2Agpa4 a2 b2 Agpa4 Hyg" Regenfelder et al. 1997

RUI12 a2 b2 ip[P1:5gfp] Cbx® Brachmann et al., 2001
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Tabelle 14. In dieser Arbeit hergestellte Stamme', die alle durch Southern-Analyse verifiziert

wurden.
Stammbezeichnungen® Genotyp Resistenz Ausgangsstam
m
FBlpral'™*":gfp al bl pral:gfp Hyg"® FB1
FBlpral **:gfp al bl pral " **:gfp Hyg" FB1
FBlpral'*:gfp al bl pral*":gfp Hyg® FBI
FBlpra1(182A-185A) al bl pra1(182A-185A) (201A-204A), Hng FB1
(20]A-204A):gfp
FBlpral:gfp-Nt al bl pral:gfp-Nt Hyg" FB1
FBlpral:gfp-Nt al bl pral:gfp-Nt Hyg"® Cbx"® FBlpral:gfp-Nt
ip[Peri:gpa3:gfp-Ct]™ ip[Pergi:gpa3:gfp-Ct]
(DG118,DG119)
FBlpral:gfp-Nt al bl pral:gfp-Nt Hyg" Cbx® FBlpral:gfp-Nt
ip[Pere1:gpa3:gfp-Ct]™™ ip[Pere1:gpa3:gfp-Ct]
(DG115)
FB1Agpa3 (DG74) al bl Agpa3 Nat® FBI
FB2Agpa3 (DG154) a2 b2 Agpa3 Nat® FBI1
DG82, DG84, DG99 al bl Agpalgpa2gpa4 Hyg" Phleo® Sporen-
segregation’
DG86, DGY3, DGYS a2 b2 A gpalgpa2gpad Hyg" Phleo® Sporen-
segregation’
DG60, DG61 al bl Agpal—gpad Hyg" Phleo® Nat® DG99
DG67, DG69 a2 b2 Agpal—gpad Hyg" Phleo® Nat® DG86
FBlgpal™ al bl gpal:3xHA Nat® FBI
FB1gpal %" al bl gpal ®:3xHA Nat® FBI
FBlgpal®* al bl gpal “:3xHA Nat® FBI
FB2gpal™ a2 b2 gpal:3xHA Nat® FB2
FB2gpal®" a2 b2 gpal :3xHA Nat® FB2
FB2gpal a2 b2 gpal % :3xHA Nat® FB2
FBIP,:gpal " al bl ip[Peygi:gpal ] Cbx® FBI
FB1P :gpa2?" al bl ip[Pergi:gpa2?] Cbx® FBI
FBIP,:gpa3®" al bl ip[Peygi:gpa3?] Cbx® FBI
FB1Py :gpad®® al bl ip[Pergi:gpad™c] Cbx® FBI
FBlpral: TAP al bl pral: TAP Hyg" FB1
FB1ApralP,,:TAP al bl ApralP,,;:TAP Hng FB1Apral
RU12Agpa3 a2 b2 Agpa3 ip[Peri:sgip] Cbx" Nat® RUI12

! die zur Herstellung dieser Stimme verwendeten Plasmide sind in Kap. 4.1.4 angegeben
* fiir mehrere unabhingig generierte Stimme mit gleichem Genotyp sind die Bezeichnungen dieser

Stimme in der Stammsammlung angegeben.

? diese Stimme gingen aus Pflanzeninfektion mit kompatiblen FB1AgpalAgpa2/ FB2Agpal Agpa2 x

FB1Agpa4/FB2Agpa4 (siche Ausgangstimme) hervor.

¢ dieser Stamm enthilt eine Einfachintegration von P, :gpa3:gfp-Ct im ip-Locus

"¢ dieser Stamm enthélt eine Mehrfachintegration von P.,,:gpa3:gfp-Ct im ip-Locus
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4.1.4 Plasmide und
Plasmidkonstruktionen

Samtliche Plasmide tragen eine Ampicillin-
Resistenzkassette zur Selektion in E. coli. Alle
Klonierungsschritte wurden durch Restrik-
tionsanalyse tiberpriift und alle inserierten
PCR-Amplifikate wurden sequenziert.

4.1.41 Klonierungsvektoren

pBS(+)SKII (Stratagene)
Vektor zur Klonierung von Restriktionsfrag-
menten mit EcoRI und Blau/Weil-Selektion.

pCR2.1-TOPO® (Invitrogen)

pCR II-TOPO® (Invitrogen)

Vektoren zur Klonierung von PCR-Produkten
mittels Topoisomerase-Aktivitit. Die ent-
sprechenden PCR-Produkte kdnnen mit EcoRI
wieder ausgeschnitten werden; Blau/Weil3-
Selektion moglich.

pCR 4-TOPO® (Invitrogen)

Vektor zur Klonierung von PCR-Produkten
mittels Topoisomerase-Aktivitit. Die ent-
sprechenden PCR-Produkte kdnnen mit EcoRI
wieder ausgeschnitten werden. Das Plasmid
tragt das bakterielle Gyrase-hemmende Gen
ccdB (,,control of cell death”) im Polylinker
und erlaubt dadurch nur das Wachsen von
Zellen, die dort ein Insert im Plasmid besitzen
(Positivselektion).

pCITE®-2a(+) (Novagen, Madison, Wi,

USA)

Dieser 3793 bp grofle Vektor enthilt einen T7-
Promotor gefolgt von einer CITE-enhancer-
Sequenz zur gesteigerten in vitro-Translation
von klonierten Sequenzen unter Verwendung
eines Eukaryoten-Zell-Extrakts (rabbit
reticulocyte lysate). Die CITE-Sequenz ent-
stammt der 5’-nichtkodierenden Region des
Encephalomyocarditis-Virus und wird als
Cap-unabhingiger Translationsstartpunkt von
Saugetier-Ribosomen erkannt (Parks 1986,
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Duke 1992). Danach folgt ein Polylinker zur
Insertion der Sequenz.

pGAD424 (Bartel et al. 1993)

Enthélt eine Hefe 2 p ori-Region, das LEU2-
Markergen, den ADHI-Promotor, ein Kern-
lokalisationssignal, die GAL4-Aktivierungs-
domine (GAD), einen Polylinker und den
ADH -Terminator. Erméglicht die N-termina-
le Fusion der GAL4-Aktivierungsdoméne an
ein Protein der Wahl.

41.4.2 Spezielle Vektoren fiir das
Arbeiten mit U. maydis

pBS-hhn (Kémper, 2004)

Dieses Plasmid enthilt eine 1884 bp lange
Hygromycin-Resistenzkassette als Sfil-Frag-
ment. Das hph-Gen wird dabei von dem
hsp70-Promotor und dem nos-Terminator
flankiert.

pHA_Nat(+)

Plasmid fiir die translationale Fusion von
Proteinen an ein dreifach wiederholtes HA-
Epitop, gefolgt von dem nos-Terminator und
einer Nourseothricin-Resistenzkassette (Nat).

pTC_NAT (M. Feldbriigge, personl.
Mitteilung)

Ein pUMa208-Derivat, in das eine 1437 bp
lange Nat-Resistenzkassette als Sfil-Fragment
eingefiigt ist.

pRU11 (Brachmann, 2001)
Dieses Plasmid enthélt das sgfp-Gen unter der
Kontrolle des 3,5 kb-Fragments des crgi-
Promotors und des nos-Terminators, sowie die
Carboxin-Resistenzkassette.

p123-Pral-full-myc (H. Teunissen, personl.
Mitteilung)

Dieses Plasmid enthélt einen 1 kb langen 5°-
Promotor-Bereich von pral, das pral-Gen
fusioniert an das Myc-Fusionsprotein und
einen 360 bp langen 3’-Bereich von pral.



Material und Methoden

p123-Pral-Sfo-AAAA-AAAA-Apa

(H. Teunissen, personl. Mitteilung)

Dieses Plasmid ist wie pl23-Pral-full-myc
(H. Teunissen) aufgebaut, enthélt jedoch an
zwei Stellen, die fiir die Aminosiduren
182-185 und 201-204 kodieren, je eine 12 bp
lange mutierte Sequenz, die fiir Alanine
kodiert.

pPral-Gfp (H. Teunissen, personl.
Mitteilung)

Dieses pCR 4-TOPO® Plasmid enthilt ein
1167 bp langes pral-Fragment, das den 3’-
Bereich von pral enthidlt und C-terminal eine
translationale Gfp-Fusion tragt, gefolgt von
dem nos-Terminator, einer Hygromycin-
Resistenzkassette und einem 928 bp langen
pral-3’-UTR-Bereich.

pPral-TAP (P. Miiller, H. Teunissen,
personl. Mitteilung)

Diese Plasmid enthdlt den 3’-Bereich des
pral-Gens fusioniert an das TAP-Fusions-
protein und ist geeignet fiir die Integration in
den nativen pral-Locus. Es entstand durch
Austausch von Gfp in pPral-Gfp gegen das
TAP-Fusionsprotein, das an den Codon-Ge-
brauch von U. maydis angepasst wurde (M.
Treutlein & J. Kadmper, personl. Mitteilung).
Fiir die Transformation wurde ein Bs/BI-
BstXI-Fragment des zuvor sequenzierten
Plasmids benutzt.

pTopo-split-GfpNt (C. Basse, personl.
Mitteilung)

Ein Topo-Plasmid, das die N-terminale Halfte
des egfp-Gens als Sfil-Ascl Fragment enthélt.

p-Split-GfpC (C. Basse, personl. Mitteilung)
Ein pRUl1-Derivat, das den crgl/-Promotor
und die C-terminale Hilfte des egfp-Gens,
gefolgt von einem nos-Terminator und der
Carboxin-Resistenzkassette enthidlt. Inserts
wurden iber eine Ndel-Sfil-Schnittstelle
eingefiigt.

pTopo2.1-

Gpal®* PCR (H. Teunissen, personl.
Mitteilung)

In Topo2.1 kloniertes PCR-Produkt der
gpa]GmA—Version, in der das Stop-Codon
durch eine Sfil-Schnittstelle ersetzt ist.

pTopo2.1-

GpalQL_PCR (H. Teunissen, personl.
Mitteilung)

In Topo2.1 kloniertes PCR-Produkt der
gpal ¥ -Version, in der das Stop-Codon
durch eine Sfil-Schnittstelle ersetzt ist.

pTopo2.1-Gpal™ PCR (H. Teunissen,
personl. Mitteilung)

In Topo2.1 kloniertes PCR-Produkt des gpal-
Gens, in der das Stop-Codon durch eine Sfil-
Schnittstelle ersetzt ist.

pTopo2.1-Gpal_3’UTR (H. Teunissen,
personl. Mitteilung)

In Topo2.1 kloniertes PCR-Produkt eines ca.
1 kb langen 3’-gpal-UTR-Bereichs.
pTopo2.1-Gpa2®"_3’part (H. Teunissen,
personl. Mitteilung)

In Topo2.1 kloniertes PCR-Produkt eines
489 bp langen Fragments von gpa2®"™" mit
einem Aminosdureaustausch in der GTPase-

Region.

pGADgpal (Kriiger, 1999)
Ein pGADA424-Derivat, das eine GAL4-AD
gpal-Fusion enthilt.

pGADgpa2 (J. Kriiger, unvertdffentlicht)
Ein pGADA424-Derivat, das eine GAL4-AD
gpa2-Fusion enthilt.

pGADgpa3 (J. Kriiger, unvertdffentlicht)
Ein pGADA424-Derivat, das eine GAL4-AD
gpa3-Fusion enthilt.

pGADgpa4 (J. Kriiger, unvertdffentlicht)

Ein pGADA424-Derivat, das eine GAL4-AD
gpa4-Fusion enthilt.
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PGAD_Sc_gpal (Kriiger, 1999)

Ein pGAD424-Derivat, das die GAL4-Akti-
vierungsdomine an das gpal/-Gen aus S.
cerevisiae fusioniert enthélt.

PMET_STE2 (M. Vranes, personl.
Mitteilung)

Dieses Plasmid enthdlt die vollstindige
Sequenz des S. cerevisiae STE2-Pheromon-
rezeptors.

pCub_caml (M. Vranes, personl. Mitteilung)
Dieses Plasmid enthélt die cDNA-Sequenz des
Calmodulingens cam! aus U. maydis.

p123 pra2 #1 (P. Miiller, unverdffentlicht)
Dieses Plasmid enthdlt die ¢cDNA-Sequenz
von pra2 und kodiert fiir ein Valin (V) an
zweiter Aminosdureposition. (Die auf NCBI
verdffentlichte Sequenz kodiert fiir ein
Phenylalanin an dieser Stelle).

4.1.4.3 In dieser Arbeit hergestellte
Plasmide und Stamme

pPral-Gfp in pBS(+)SKII

Aus dem Plasmid pPral-Gfp (H. Teunissen)
wurde ein 6043 bp groBes Fragment mit
EcoRI ausgeschnitten und in den mit EcoRI
geoffneten, deposphorylierten Vektor
pBS(+)SKII kloniert. Das Insert enthélt ein
1165 bp langes pral-Fragment, das den 3’-
Bereich von pral enthilt und C-terminal eine
translationale Gfp-Fusion tragt, gefolgt von
dem nos-Terminator, einer Hygromycin-
Resistenzkassette und einem 928 bp langen
pral-3’-UTR-Bereich.

pPra1*’-Gfp in pBS(+)SKII

Im Plasmid pPral-Gfp in pBS(+)SKII wurde
ein BstBI-Sfil Fragment gegen ein PCR-
Amplifikat ausgetauscht, das die Sequenz des
3’ Bereiches von pral mit dem gesamten C-
Terminus umfasst. Das PCR-Produkt wurde
mit den Oligonukleotiden HT76 — DG2 unter
Einfithrung einer Sfil-Schnittstelle und unter
Verwendung des verifizierten Plasmids p123-
Pral-full-myc als Matrize amplifiziert und an-
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schlieend mit BsfBI und Sfil geschnitten. Das
5508 bp groBe, aufgereinigte BstBl-Hpal
Fragment dieses Plasmids wurde zur Trans-
formation iiber homologe Rekombination in
den pral-Locus verwendet und damit der

Stamm FB1pral'~*:

gfp hergestellt.
pPra1*®-Gfp in pBS(+)SKII

Im Plasmid pPral-Gfp in pBS(+)SKII wurde
ein BstBI-Sfil Fragment ausgetauscht gegen
ein PCR-Amplifikat, das die Sequenz fir
einen um 59 aa verkiirzten Pral-C-Terminus
umfasst. Das PCR-Produkt wurde mit den
Oligonukleotiden HT76 — DG3 unter Ein-
fiihrung einer Sfil-Schnittstelle und unter Ver-
wendung des verifizierten Plasmids pl23-
Pral-full-myc amplifiziert und anschliefend
mit BstBI und Sfil geschnitten. Das 5246 bp
groBe, aufgereinigte BstBI-Hpal Fragment
dieses Plasmids wurde zur Transformation
iiber homologe Rekombination in den pral-
Locus verwendet und damit der Stamm
FBlpral ™*®:gfp hergestellt.

pPra1*’-Gfp in pBS(+)SKII

Im Plasmid pPral-Gfp in pBS(+)SKII wurde
ein BstBI-Sfil Fragment ausgetauscht gegen
ein PCR-Amplifikat, das die Sequenz fiir den
3’-Bereich des Pral-Proteins ohne C-Termi-
nus umfasst. Das PCR-Produkt wurde mit den
Oligonukleotiden HT76 — DG7 unter Einfiihr-
ung einer Sfil-Schnittstelle und unter Verwen-
dung des verifizierten Plasmids p123-Pral-
full-myc amplifiziert und anschlieBend mit
BstBI und Sfil geschnitten. Das 5222 bp
grofe, aufgereinigte BstBI-Hpal Fragment
dieses Plasmids wurde zur zur Transformation
iiber homologe Rekombination in den pral-
Locus verwendet und damit der Stamm
FBl1pral':gfp hergestellt.

pPral(ISZA-ISSA) (201A-204A)

Im Plasmid pPral-Gfp in pBS(+)SKII wurde
ein BstBI-Sfil Fragment gegen ein PCR-
Amplifikat ausgetauscht, das die Sequenz des
3’-Bereiches des Pral-Proteins mit Alaninsub-
stitutionen in der dritten cytoplasmatischen
Proteinschleife umfasst. Das PCR-Produkt
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wurde mit den Oligonukleotiden HT76 — DG2
unter Einfiihrung einer Sfil-Schnittstelle und
unter Verwendung des verifizierten Plasmids
p123-Pral-Sfo-AAAA-AAAA-Apa (H.
Teunissen), amplifiziert und anschlieend mit
BstBI und Sfil geschnitten. Das 5508 bp
groBe, aufgereinigte BstBI-Hpal Fragment
dieses Plasmids wurde zur Transformation
iiber homologe Rekombination in den pral-
Locus verwendet und damit der Stamm
FBlpra] (824-1854) - QOIA2038). 965 hergestellt.
Der Alaninaustausch in den Transformanden
wurde mittels Sequenzierung des PCR-Ampli-
fikats der genomischen DNA mit den Oligo-
nukleotiden HT67 — Gpf rev verifiziert.

pPral:gfp-Nt

Im Plasmid pPral*’-Gfp in pBS(+)SKII, das
den C-terminalen Bereich von pral als trans-
lationale Fusion an gfp enthélt, wurde das gfp
mit Sfil-Ascl ausgeschnitten und gegen das
Sfil-Ascl Fragment aus pTopo-GfpNt (C.
Basse), das die N-terminale Hilfte von gfp
kodiert, ersetzt. Das 5255 bp grofle, aufge-
reinigte BstBI-Hpal Fragment dieses Plas-
mids wurde zur Transformation iiber homolo-
ge Rekombination in den pral-Locus verwen-
det und damit der Stamm FB1pral:gfp-Nt her-
gestellt.

pBS(+)SK II_Pral-TAP

Aus dem Plasmid pPral-TAP (P. Miiller, H.
Teunissen) wurde ein 6043 bp grofes Frag-
ment mit EcoRI ausgeschnitten und in den mit
EcoRI gedftneten, deposphorylierten Vektor
pBS(+)SKII umkloniert, da sich das urspriing-
liche Plasmid in E. coli nicht amplifizieren
lieB. Ein 5356 bp groBes BstXI-BstBI-Frag-
ment dieses Plasmids wurde zur homologen
Integration in den pral-Locus verwendet und
damit der Stamm FB1pral:TAP hergestellt.

PPprar: TAP

Zur Expression des TAP-Fusionsproteins
unter der Kontrolle des pral-Promotors im
nativen Locus wurde im Plasmid pBS(+)SK
Il Pral-TAP der 3’ Bereich des pral-Gens
gegen ein ca. 1 kb langes pral/-Promotorfrag-

ment ausgetauscht. Dieses pral-Promotorfrag-
ment wurde durch PCR mit den Oligonukleo-
tiden Ppral HindIIl fw und Ppral sfi rev. M
amplifiziert, mit BsiWI und Sfil geschnitten
und in das BsiWI-Sfil gedffnete Plasmid
kloniert. Fiir die Transformation wurde ein
5723bp langes Hindlll-BstXI-Fragment des
zuvor sequenzierten Plasmids benutzt.

pGpa3:gfpCt

In das Ndel-Sfil geoffnete Plasmid p-Split-
GfpC (C. Basse) wurde ein PCR-Amplifikat
des gpa3-Gens eingefiigt. Das PCR-Produkt
wurde unter Einfithrung einer Ndel-Sfil mit
den Oligonukleotiden g3 fw Nde und
g3 rev_Sfi mit genomischer FB1-DNA als
Matrize amplifiziert und mit Ndel-Sfil ge-
schnitten. Das Plasmid wurde dann mit Mfel
fiir die Integration in den ip-Locus linearisiert.
Fir die Transformation wurden Protoplasten
des Stammes FBl1pral:gfp-Nt verwendet. Der
auf diese Weise hergestellte Stamm
FB1pral:gfp-Nt ip[P.,;:gpa3:gfp-Ct] trigt wie
angegeben eine oder mehrere Kopien des
P.qi:gpa3-Konstruktes. Die Expression der
zusétzlichen Kopie von gpa3 ldBit sich in
diesem Stamm durch die Arabinose-Induktion
des crgl-Promotors induzieren.

pAgpa3

Ein pCR2.1-TOPO"-Derivat, dass einen
1844 bp langen 5° UTR-Bereich des gpa3-
Gens, eine  Nat-Resistenzkassette  aus
pTC NAT als Sfil-Fragment und einen
1074 bp langen 3’-UTR-Bereich des gpa3-
Gens zur Geninaktivierung iiber homologe
Rekombination enthélt. Die 5’- und 3’ UTR-
Bereiche wurden als PCR-Amplifikate mit den
Primerpaaren g3 Ib fw — g3 Ib Sfi rev und
g3 rb sfi fw — g3 rb rev und genomischer
FB1-DNA als Matrize amplifiziert. Fiir die
homologe Rekombination wurde das aufge-
reinigte PCR-Amplifikat mit den &ufleren
Primern und diesem Plasmid als Matrize
verwendet. Damit wurden die Stimme
FB1Agpa3 (DG74), FB2Agpa3 (DG154),
DG60, DG61, DG 67, DG69 und RU12Agpa3
hergestellt. Dieses PCR-Amplifikat wurde
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auch als DIG-markierte Sonde in Southern-
Blots verwendet.

pGpal™:3HA

Dieses Plasmid entstand durch eine 3-Frag-
ment-Ligation mit dem Sfil-Xbal gedffneten
Plasmid pTopo2.1-Gpal™ PCR. Darin wur-
den ein Sfil-Sfil geschnittenes Fragment mit
dem 3xHA-Epitop, dem nos-Terminator und
der Nat-Resistenzkassette aus pHA_ Nat(+)
sowie ein Sfil-Xbal geschnittenes 998 bp
langes Fragment des gpal-3’-UTR-Bereichs
aus pTopo2.1-Gpal 3°’UTR eingefiigt. Die
Orientierung und Fusion im richtigen Lese-
rahmen  wurden durch  Sequenzierung
verifiziert. Fiir die homologe Rekombination
in den gpal-Locus wurde ein ca. 7,7 kb langes
PstI-Spel Fragment eingesetzt und so die
Stimme  FBlgpal™ und  FB2gpal™
hergestellt.

pGpal?-:3HA

Dieses Plasmid entstand durch eine 3-Frag-
ment-Ligation mit dem Sfil-Xbal gedffneten
Plasmid pTopo2.1-Gpal?® PCR. Darin wur-
den ein Sfil-Sfil geschnittenes Fragment mit
dem 3xHA-Epitop, dem nos-Terminator und
der Nat-Resistenzkassette aus pHA_ Nat(+)
sowie ein Sfil-Xbal geschnittenes 998 bp
langes Fragment des gpal-3’-UTR-Bereichs
aus pTopo2.1-Gpal 3’UTR eingefiigt. Die
Orientierung und die Fusion im richtigen
Leserahmen wurden durch Sequenzierung
verifiziert. Fiir die homologe Rekombination
in den gpal-Locus wurde ein ca. 7,7 kb langes
Pstl-Spel Fragment eingesetzt. So wurden die
Stimme FBlgpal® und FB2gpal?" herge-
stellt, die einen Q***L-Aminoséureaustausch
in gpal enthalten.

pGpal®*:3HA

Dieses Plasmid entstand durch eine 3-Frag-
ment-Ligation mit dem Sfil-Xbal gedffneten
Plasmid pTopo2.1-Gpal“*®* PCR. Darin
wurden ein Sfil-Sfil geschnittenes Fragment
mit dem 3xHA-Epitop, dem nos-Terminator
und der Nat-Resistenzkassette aus
pHA_ Nat(+) sowie ein Sfil-Xbal geschnitten-
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es 998 bp langes Fragment des gpal-3’-UTR-
Bereichs aus pTopo2.1-Gpal 3’UTR einge-
fiigt. Die richtige Orientierung und die Fusion
im richtigen Leserahmen wurden durch
Sequenzierung verifiziert. Fiir die homologe
Rekombination in den gpa/-Locus wurde ein
ca. 7,7 kb langes PstI-Spel Fragment einge-
setzt und so die Staimme FBlgpal®* und
FB2gpal® hergestellt, die einem G*“A-

Aminosiureaustausch in gpal enthalten.

pRU11-Gpa1?"

Dieses Plasmid entstand durch das Ersetzen
des sgfp-Gens in pRU1I1 mit der gpal®**-
Version in einer 3-Fragment-Ligation. Ein
Ndel-Scal- und ein Nofl-Scal-Fragment des
Ausgangsplasmids pRU11 wurde mit einem
PCR-Amplifikat von gpal®***" ligiert. Dieses
PCR-Amplifikat wurde mit den Primern HT82
und gpal-Stop Not rev unter Einfligen eines
Stop-Codons und einer NotI-Schnittstelle und
dem Plasmid pGpal®":3HA als Matrize am-
plifiziert, sodass das Stop-Codon des gpal-
Gens wieder eingefiigt wurde. Dieses PCR-
Amplifikat wurde anschlieBend mit Ndel-Nofl
geschnitten. Das verifizierte Plasmid wurde
fiir die Integration in den ip-Locus mit Sspl
linearisiert, iiber homologe Rekombination
integriert und so der Stamm FBchrgI:gpalQL
hergestellt.

pRU11-Gpa2?"

Dieses Plasmid entstand durch das Ersetzen
des sgfp-Gens in pRUI1 mit der gpa2®"""-
Version in einer 3-Fragment-Ligation. Ein
Ndel-Scal- und ein Nofl-Scal-Fragment des
Ausgangsplasmids pRU11 wurde mit einem
PCR-Amplifikat von gpa2?**’" ligiert. Dieses
PCR-Amplifikat wurde in zwei Schritten
erhalten. Im ersten Schritt wurde mit dem
Plasmid pTop02.1-Gpa2QL_3’part und den
Primern HT88 und gpa2-Stop Not _rev der 3°-
Bereich von gpa2, der den Aminosiureaus-
tausch und eine Accl-Schnittstelle enthalt, am-
plifiziert. Im zweiten Schritt wurde mit den
Primern HT83 und gpa2-Stop Not rev und
FB1-DNA das gpa2-Gen amplifiziert. Beide
PCR-Amplifikate wurden dann mit Accl ge-
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schnitten, ligiert und mit den AuBenprimern
amplifiziert. Dieses Amplifikat wurde als
Ndel-Nofl-Fragment eingesetzt. Das verifi-
zierte Plasmid wurde fiir die Integration in den
ip-Locus mit Agel linearisiert, iiber homologe
Rekombination integriert und so der Stamm
FB1Py:: gpa2QL hergestellt.

pRU11-Gpa3?"

Dieses Plasmid entstand durch das Ersetzen
des sgfp-Gens in pRUI1 mit der gpa3®***-
Version in einer 3-Fragment-Ligation. Ein
Ndel-Scal- und ein Notl-Scal-Fragment des
Ausgangsplasmids pRUI1 wurde mit einem
Ndel-Notl geschnittenen gpa3?--PCR-Ampli-
fikat ligiert. Dieses PCR-Amplifikat von
gpa3oL
ersten Schritt wurde mittels den Primern
HT84 und gpa3QL_Sapl rev, der die Muta-
tion Q(206)L einfiihrt, ein 641 bp langes Frag-
ment mit genomischer FB1-DNA als Matrize

wurde in zwei Schritten erhalten. Im

amplifiziert. Im zweiten Schritt wurde mit den
Primern gpa3QL_Sapl fw und
gpa3_Stop Not rev ein 471 bp langes Frag-
ment mit genomischer FBI-DNA als Matrize
amplifiziert. Durch das Schneiden der beiden
Fragmente mit Sapl fallen die Restriktions-
schnittstellen raus und nur die Mutation bleibt
im  Ligationsprodukt  erhalten.  Dieses
Ligationsprodukt wurde mit den AufBen-
primern amplifiziert und fiir die Klonierung
mit Ndel-Notl geschnitten. Das verifizierte
Plasmid wurde fiir die Integration in den ip-
Locus mit Agel linearisiert, iiber homologe
Rekombination integriert und so der Stamm
FB1P: gpa3?" hergestellt.

pGpad®€ in Topod

Dieses Plasmid enthélt ein PCR-Amplifikat
von gpa4™**“, das in zwei Schritten herge-
stellt wurde. Im ersten Schritt wurde mittels
den Primern Nde gpa4 fw und
gpa4 R(392)C Bsal rev, der die Mutation
R(392)C einfiihrt, ein 1200 bp langes
Fragment mit genomischer FB1-DNA als
Matrize amplifiziert. Im zweiten Schritt wurde
mit den Primern gpa4 R(392)C Bsal fw und
gpa4 Stop Not rev ein 593 bp langes Frag-

ment mit genomischer FB1-DNA als Matrize
amplifiziert. Durch das Schneiden der beiden
Fragmente mit Bsal fallen die Restriktions-
schnittstellen raus und nur die Mutation bleibt
im Ligationsprodukt erhalten.

pRU11-Gpa4®€©

Dieses Plasmid entstand durch das Ersetzen
des sgfp-Gens in pRUI1 mit der gpa4™**°-
Version in einer 3-Fragment-Ligation. Ein
Ndel-Scal- und ein Nofl-Scal-Fragment des
Ausgangsplasmids pRUI1 wurde mit einem
Ndel-Nofl

Fragment aus pGpa4"© in Topo4 ligiert. Das

ausgeschnittenen gpa JR392C_

verifizierte Plasmid wurde fiir die Integration
in den ip-Locus mit Agel linearisiert, iiber
homologe Rekombination integriert und so der
Stamm FB1P,: gpad®® hergestellt.

Plasmide fiir die in vitro-Proteinsynthese

pCite_GAD-gpal

In den Ndel-BglII gedffneten Vektor pCITE®-
2a(+) wurde das Ndel-Bglll geschnittene
PCR-Amplifikat des gpal-Gens, das N-
terminal an die GAL4-Aktivierungsdoméne
fusioniert ist, eingesetzt. Als Matrize fiir das
PCR-Produkt diente das Plasmid pGADgpal
(J. Kriiger) und die Oligonukleotide DG20
und DG18, die jeweils eine Ndel- und eine
BgllI-Schnittstelle einflihrten.

pCite_GAD-gpa2

In den Ncol-BgllI gedffneten Vektor pCITE®™-
2a(+) wurde das Ncol-Bg/ll geschnittene
PCR-Amplifikat des gpa2-Gens, das N-
terminal an die GAL4-Aktivierungsdoméne
fusioniert ist, eingesetzt. Als Matrize fiir das
PCR-Produkt diente das Plasmid pGADgpa2
(J. Kriiger) und die Oligonukleotide DG19
und DGI18, die jeweils eine Ncol- und eine
BgllI-Schnittstelle einflihrten.

pCite_GAD-gpa3

In den Ndel-BglII gedffneten Vektor pCITE®™-
2a(+) wurde das Ndel-Bglll geschnittene
PCR-Amplifikat des gpa3-Gens, das N-
terminal an die GAL4-Aktivierungsdoméne
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fusioniert ist, eingesetzt. Als Matrize fiir das
PCR-Produkt diente das Plasmid pGADgpa3
(J. Kriiger) und die Oligonukleotide DG20
und DG18, die jeweils eine Ndel- und eine
Bglll-Schnittstelle einfiihrten.

pCite_GAD-gpa4

In den Ncol-Bglll gedffneten Vektor pCITE®-
2a(+) wurde das Ncol-Bglll geschnittene
PCR-Amplifikat des gpa4-Gens, das N-
terminal an die GAL4-Aktivierungsdoméine
fusioniert ist, eingesetzt. Als Matrize fiir das
PCR-Produkt diente das Plasmid pGADgpa4
(J. Kriiger) und die Oligonukleotide DG19
und DG18, die jeweils eine Ncol- und eine
BgllI-Schnittstelle einfiihrten.

pGAD_caml

In den BamHI-Sall gebdffneten Vektor
pGAD424 wurde das Calmodulingen cam! als
BamHI-Xhol
pCub_caml (M. Vranes) eingefligt. Die Sa/l-

Restriktionsfragment aus

Schnittstelle ist hierbei kompatibel mit der
Xhol-Schnittstelle.

pCite_ GAD-caml

In den Ndel-BglII gedffneten Vektor pCITE®-
2a(+) wurde das Ndel-Bgl/ll geschnittene
PCR-Amplifikat des camli-Gens, das N-
terminal an die GAL4-Aktivierungsdoméne
fusioniert ist, eingesetzt. Als Matrize fiir das
PCR-Produkt diente das Plasmid pGAD_caml
und die Oligonukleotide DG20 und DG18, die
jeweils eine Ndel- und eine Bg/lI-Schnittstelle
einfiihrten.

pCite_pra2 #11

In den Ndel-BglII gedffneten Vektor pCITE®-
2a(+) wurde das Ndel-Bglll geschnittene
PCR-Amplifikat des pra2-Gens -eingesetzt.
Als Template fir das PCR-Produkt diente das
Plasmid pl123 pra2 #1 (P. Miiller) und die
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Oligonukleotide =~ DGI11 cPra2-G fw  und
DG13 cPra2 rev, die jeweils eine Ndel- und
eine Bgl/ll-Schnittstelle einfiihrten.

pCite_pra2 #12

In den Ndel-BglII gedffneten Vektor pCITE®™-
2a(+) wurde das Ndel-Bg/ll geschnittene
PCR-Amplifikat des pra2-Gens -eingesetzt.
Als Template fiir das PCR-Produkt diente das
Plasmid p123 pra2 #1 (P. Miiller) und die
Oligonukleotide =~ DG12 cPra2-T fw  und
DG13 cPra2 rev, die jeweils eine Ndel- und
eine Bg/lI-Schnittstelle einfiihrten. Der Primer
DG12 éndert die zweite Aminosdure, die auf
dem Template-Plasmid ein Valin kodiert zu
einem Phenylalanin (F) ab, was der
verdffentlichten
(NCBI) entspricht.

Pra2-Aminoséuresequenz

pCite_GAD_Scgpal

In den Neol-BglII gedffneten Vektor pCITE®-
2a(+) wurde das Ncol-Bglll geschnittene
PCR-Amplifikat des gpal-Gens aus S.
cerevisiae, das N-terminal an die GAL4-
Aktivierungsdomine fusioniert ist, eingesetzt.
Als Template fiir das PCR-Produkt diente das
Plasmid pGAD_Sc gpal (J. Kriiger) und die
Oligonukleotide DG19 und DG18, die jeweils
eine  Ncol- und eine Bgl/ll-Schnittstelle
einfithrten.

pCite_ste2

In den Ndel-BglII gedffneten Vektor pCITE®-
2a(+) wurde das Ndel-Bg/ll geschnittene
PCR-Amplifikat des ste2-Gens aus S.
cerevisiae eingesetzt. Als Template fiir das
PCR-Produkt diente das Plasmid
pMET STE2 (M. Vranes) und die Oligo-
nukleotide DG21 und DG22.
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4.2 Mikrobiologische, zellbiologische und genetische Methoden

4.2.1 Escherichia coli

4.2.1.1 Kultivierung von E. coli

E. coli-Staimme wurden entweder als Schiittel-
kulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien
unter aeroben Bedingungen bei 37°C kulti-
viert. Ubernachtkulturen oder Einzelkolonien
nach einer Transformation wurden von YT-
Amp (Ampicillin 100pg/ml) Festmedien an-
geimpft. Die bei —80°C gelagerten Glycerin-
kulturen wurden vor weiteren Arbeiten immer
zuerst auf YT-Amp Festmedien ausgestrichen.

4.2.1.2 Bestimmung der Zelldichte
bei E. coli

Die Zelldichte von Fliissigkulturen wurde
photometrisch in einem Novospec II Photo-
meter (Pharmacia Biotech) bei 600 nm
bestimmt. Um eine lineare Abhédngigkeit
sicherzustellen, wurde fiir die Messung ein
Absorptionsbereich von ODgq 0,1-0,8 ge-
wertet, bei hoherer Absorption wurden die
Kulturen vorher auf einen Wert unter 0,8
verdiinnt. Als Nullwert diente die ODgg des
jeweiligen Kulturmediums. ODggo = 1,0
entspricht etwa 10° Zellen/ml.

4.2.1.3 RbCI-Transformation von
E. coli

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Cohen et
al. (1972). Zur Herstellung Transformations-
kompetenter Bakterienzellen wurden 100 ml
LB-Medium, dem je 10 mM MgCl, und
MgSO, zugesetzt war, mit 1 ml einer frischen
DH5a-Ubernachtkultur angeimpft und bis zu
einer ODgy = 0,5 bei 37°C und 200 Upm in-
kubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifu-
gieren fir 15 min bei 3.000 Upm, 4°C
(Heraeus Biofuge pico) pelletiert und in 33 ml
eiskalter RF1-Losung resuspendiert. Nach 30

bis 60 min Inkubation auf Eis wurden die
Zellen erneut abzentrifugiert (15 min, 3000
Upm, 4°C), der Uberstand abgenommen, die
Zellen in 5 ml eiskalter RF2-Losung
resuspendiert und 15 min inkubiert. Die
Zellsuspension wurde zu je 30 pl aliquotiert,
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
—80°C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis
aufgetaut, 270 pul RF2-Losung zugegeben und
die Zellen auf 3-5 Transformations-Ansétze
verteilt. Dazu wurde jeweils 1 pl Plasmid-
16sung (1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatz
gegeben und 15 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock von 2 min bei 42°C wurde
der Transformations-Ansatz zur phinotyp-
ischen Expression der durch das eingebrachte
Plasmid vermittelten Antibiotikaresistenz mit
500 pl dYT-Medium versetzt und 30 min bei
500 Upm und 37°C in einem Eppendorf-
Wiérmeblock inkubiert. 250 ul des Trans-
formations-Ansatzes wurde auf eine YT-Platte
mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert. Auf
diese Weise konnte eine Transformationsrate
von bis zu 10° Transformanten pro 1 pg einge-
setzter Plasmid-DNA erreicht werden.

RF1-Losung
100 mM RbCl
50 mM MnCl, x 4 H,O
30 mM K-Acetat
10 mM CacCl, x 2 H,O
15%(v/v) Glycerin
mit Essigsdure auf pH 5,8 eingestellt
und sterilfiltriert

RF2-Losung
10 mM MOPS
(3-(N-Morpholino)propansulphonat)
10 mM RbCl
75 mM CacCl, x 2 H,O
15%(v/v) Glycerin
mit NaOH auf pH 5,8 eingestellt und
sterilfiltriert
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4.2.2 Kultivierung von U. maydis

Sofern nicht anders vermerkt U. maydis-
Stdmme wurden entweder als Schiittelkulturen
bei 200 Upm oder auf Festmedien unter
aeroben Bedingungen bei 28°C kultiviert.
Ubernachtkulturen wurden von Kulturen auf
Festmedien, die weniger als einen Monat bei
4°C gelagert waren, angeimpft. Die bei —80°C
gelagerten  Glycerinkulturen wurden  vor
weiteren Arbeiten immer zuerst auf Fest-
medien ausgestrichen.

4.2.2.1 Bestimmung der Zelldichte
bei U. maydis

Die Zelldichte von Fliissigkulturen wurde
photometrisch in einem Novospec II Photo-
meter (Pharmacia Biotech) bei 600 nm be-
stimmt. Um eine lineare Abhingigkeit sicher-
zustellen, wurde fiir die Messung ein Absorp-
tionsbereich von ODg 0,1-0,8 gewertet, bei
hoherer Absorption wurden die Kulturen vor-
her auf einen Wert unter 0,8 verdinnt. Als
Nullwert diente die ODgy des jeweiligen
Kulturmediums. ODggy = 1,0 entspricht etwa
1-5 x 107 Zellen/ml.

4.2.2.2 Induktion des crg1-
Promotors

Die Stimme wurden in Arrayminimalmedium
angeimpft, das Glucose als einzige Kohlen-
stoffquelle enthielt, um reprimierende Bedin-
gungen zu gewihrleisten, und bis zu ODgy =
0,5 bei 28°C und 200 Upm inkubiert. Fiir den
Mediumwechsel wurden die Zellen abzentri-
fugiert (Sorvall, 3500Upm) und in 100 ml auf
28°C vorgewdarmtem Induktionsmedium re-
suspendiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurden die Zellen im Ausgangs-Volumen in
Arrayminimalmedium resuspendiert, welches
Arabinose als einzige Kohlenstoffquelle
enthielt, um den crg/-Promotor zu induzieren.
Die Kulturen wurden bei 28°C und 200 Upm
fiir die gewiinschte Zeit inkubiert.
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4.2.2.3 Transformation von U.
maydis

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Schulz et
al. (1990) und Gillissen et al. (1992). Von
einer frischen, auf Platte wachsenden Kultur
wurden 50 ml YEPS,-Fliissigkultur angesetzt
und bei 28°C bis zu einer Zelldichte von 1-2
x 107 Zellen/ml (maximal ODgg = 0,8) ange-
zogen. Nach Erreichen der optimalen Zell-
dichte wurden die Zellen durch Zentrifugieren
(3.500 Upm, 10 min, 4°C, Heraeus Multifuge
4 KR) geerntet und in 2 ml SCS mit 2,5 mg/ml
Novozym (sterilfiltriert) resuspendiert. Die bei
RT durch das Zellwand-lysierende Novozym
hervorgerufene Protoplastierung konnte im
Mikroskop anhand der Verdnderung der sonst
zigarrenformigen U. maydis-Zellen in eine
kugelige Form beobachtet werden. Nach fast
vollstdndiger Protoplastierung (3—5 min)
wurden 20 ml 4°C kaltes SCS zugegeben und
die Protoplasten 10 min bei 2.300 Upm (4°C,
Heraeus Multifuge 4 KR) pelletiert. Um das
Novozym vollstindig zu entfernen wurden die
Protoplasten erneut in 20 ml SCS vorsichtig
resuspendiert und zentrifugiert. Dieser Wasch-
schritt wurde noch zweimal wiederholt, dann
wurden die Zellen mit 20 ml STC gewaschen
und das Pellet vorsichtig in 0,5 ml eiskaltem
STC aufgenommen. Die so behandelten Proto-
plasten wurden 3—4 h auf Eis oder aliquotiert
bei —80°C mehrere Monate aufbewahrt. Zur
integrativen Transformation mittels homo-
loger Rekombination wurden 70 pl Proto-
plasten auf Eis aufgetaut und mit ca. 5 pug
doppelstrangiger DNA (als Restriktions-
fragment aus einem Plasmid oder ein PCR-
Produkt) in maximal 10 pl Volumen und 1 pl
Heparin-Losung fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Fiir eine Transformation mit freireplizierenden
Plasmiden wurden 70 pl Protoplasten mit 1 pg
zirkuldrer Plasmid-DNA und 1 pl Heparin-
Ldsung fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zu-
gabe von 0,5 ml STC/PEG folgte eine weitere
Inkubation von 15 min auf Eis. Anschliefend
wurde der gesamte Transformationsansatz auf
einer kurz zuvor mit Top-Agar iiberschichtet-
en Regenerationsagarplatte ausgestrichen.
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Nach 4 bis 8 Tagen Inkubation bei 28°C
wurden die gewachsenen Kolonien mit
sterilen ~Zahnstochern auf Antibiotikum-
haltigen PD-Platten vereinzelt. Potentielle
Transformanten wurden durch Southern-Blot-
Analyse verifiziert.

SCS
20 mM Na-Citrat, pH 5,8
1 M Sorbitol
sterilfiltriert

STC
10 mM Tris-Cl, pH 7,5
100 mM CaCl,
1 M Sorbitol
sterilfiltriert

STC/PEG
10 g PEG-400 (Polyethylenglycol) in 15 ml
STC, sterilfiltriert

4.2.2.4 Herstellung von Konstruk-
ten fiir Deletionsmutanten
in U. maydis

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Kdmper
(2004). Fir die Herstellung von Deletions-
mutanten wurden standardmifBig ~ 1 kb ge-
nomische Sequenz im 5°- und 3’- nichttrans-
latierten Bereich im Anschlufl an den ORF mit
einem AuBenprimer (24mer) und einem
Innenprimer, der eine Sfil-Schnittstelle ent-
hilt, mit Phusion Polymerase (Finnzymes)
amplifiziert. Die Sfil-Schnittstellen der beiden
Innenprimer sind nicht-palyndromisch ge-
wahlt, um spitere Selbst-Ligation zu ver-
meiden. Die PCR-Amplifikate wurde liber den
Qiagen-PCR-Purification-Kit aufgereinigt, in
20-50 pl mit Sfil (NEB, 20U, 2h) geschnitten
und erneut aufgereinigt. Fir die Ligation
wurden je ~ 0,2 pg der amplifizierten 5°- und
3’- Flanken sowie ~ 0,2 ng einer mit Sfil ge-
schnittenen Resistenzkassette mit Quick-
Ligase (NEB) oder T4-Ligase (Roche) in
20 ul  Reaktionsvolumen inkubiert. An-
schlieBend wurden die Ligationsprodukte iiber
ein 1%-iges Agarose-Gel aufgetrennt und mit

dem Qiagen-GelExtraction-Kit eluiert. Das
aufgereinigte Ligationsprodukt wurde
entweder fir eine PCR-Amplifikation mit den
Auflenprimern verwendet oder falls dies nicht
erfolgreich war in pCR 4-TOPO (Invitrogen)
kloniert und die Flanken sequenziert. Das
PCR-Amplifikat konnte nach Aufreinigung
direkt in die Transformation eingesetzt
werden, im Falle des Plasmids wurde es zuvor
wieder ausgeschnitten.

4.2.2.5 Test auf Paarungskom-
petenz und filamentoses
Wachstum

U. maydis-Stimme wurden von Festmedium
in CM-Glucose Fliissigmedium transferiert
und bei 28°C, 200 Upm schiittelnd bis zu
einer ODgyy von 0,5-0,8 inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugieren (3.500 Upm,
Smin, RT, Heraeus Biofuge pico) pelletiert
und anschliefend fiir eine Zelldichte von
ODg¢gp = 2 in einem entsprechenden Volumen
H,0yq, aufgenommen. Fir Kreuzungen
wurden gleiche Volumina der jeweiligen
Kreuzungspartner in einem Eppendorf-Gefaf3
miteinander gemischt. Von diesen Ansitzen
wurden 5 pl auf eine PD-Charcoal-Platte ge-
tropft. Die Platte wurde zusitzlich mit Para-
film verschlossen und bei 22°C fiir 48 h
inkubiert.

4.2.2.6 Test auf Pheromon-
sekretion im
Konfrontationsansatz

Diese Methode wurde ausfiihrlich in
Snetselaar et al. 1996 beschrieben. U. maydis-
Kulturen wurden wie im Paarungtest be-
schrieben kultiviert, pelletiert, und in Wasser
in definierter optischer Dichte aufgenommen.
AnschlieBend wurden sie auf einem mit
Wasser-Agar (1% Agar) beschichteten Objekt-
trdger in einer Distanz von 100-300 pm
aufgetropft und mit einem Tropfen Paraffin-Ol
iiberschichtet. Danach wurden die Objekt-
triger in eine feuchte Petrischale gelegt und
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mit Parafilm verschlossen um ein Austrocknen
zu verhindern. Nach Inkubation iiber Nacht
wurden sie am néchsten Tag mikroskopiert.

4.2.2.7 Pheromonstimulation in
Flussigkultur

Die zu testenden Stdmme wurden in CM-
Fliissigmedium mit 1% Glucose bei 28°C und
200 Upm bis zu einer Zelldichte von ODggo ~
0,5 inkubiert. Davon wurden je 200 pl Kultur
in einem 2 ml-Eppendorfgefd pelletiert
(3.000 Upm, Smin, RT) und der Uberstand ab-
genommen. Die Zellpellets wurden in 200 pl
CM-Glucose (1%)-Fliissigmedium, dem ent-
weder kompatibles Pheromon in DMSO in
einer Endkonzentration von 2,5 pg/pl oder nur
DMSO zugesetzt war, resuspendiert. Die
Zellen wurden anschliefend in 2 ml-Eppen-
dorfgefilen auf einem Drehrad (Snijders)
gedreht. Nach frithestens 4 h konnte mit dem
Mikroskop die Bildung von Konjugations-
hyphen beobachtet und analysiert werden.

4.2.2.8 Test auf Pathogenitat

Der verwendete Pathogenititstest ist eine
Spritzinfektion, bei der etwa 300 pl einer U.
maydis-Suspension in Wasser mit einer
ODggo = 1 in das Innere des Blattwirtels einer
6 Tage alten Maispflanze der Sorte Golden
Bantam gespritzt wird. Fir die Infektion
wurden YEPS;-Ubernachtkulturen mit einer
ODggo von 0,5-1,0 verwendet. Nach Erreichen
der optimalen Zelldichte wurden die Zellen
durch Zentrifugieren (3.500 Upm, 5 min, RT,
Heraeus Multifuge 4 KR) geerntet und in
Wasser zu einer ODgyy = 1 aufgenommen. Bei
Mischungen wurden entsprechende Suspens-
ionen vorher 1:1 gemischt. Tumorbildung an
den Maispflanzen konnte frithestens nach etwa
5 Tagen beobachtet werden. 14 Tage nach
Infektion erfolgte die Bonitur und eine erste
lichtmikroskopische Untersuchung der
Tumore auf Sporenbildung.
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4.2.2.9 Sporulation und
Segregationsanalyse

Von infizierten Pflanzen wurden Tumore ab-
geschnitten und 3 Tage bei 37°C getrocknet.
Das getrocknete Tumormaterial wurde zer-
kleinert und in Wasser mit Ampicillin (100
png/ml) und Tetracyclin (5 mg/ml) aufgenom-
men, fir 30 min inkubiert und anschlieBend
mit HyOyy gewaschen. Verdiinnungen dieser
Sporensuspension wurden auf PD-Platten
ausplattiert und bei 28°C fiir 3 Tage inkubiert.
Die aus einer Spore entstandenen Sporidien-
Kolonien wurden zweimal vereinzelt und der
Genotyp durch Testkreuzungen mit den
Stammen FBI (al bl), FB2 (a2 b2), FB6b (al
b2) und FB6a (a2 bl) bestimmt. Zusitzlich
wurden die Genotypen mittels PCR und a-
locus spezifischen Primern bestétigt.

4.2.2.10 Test auf H,0,-Sensivitat

160 pl U. maydis-Kultur mit einer ODgyy von
0,6-0,8 wurden auf eine Viertelfliche einer
quadratischen Petrischale ausplattiert. Nach
Antrocknen wurde eine Filterscheibe, die mit
1 pl einer 30%igen H,0,-Losung getrénkt
war, daraufgelegt. Nach 2 Tagen Inkubation
bei 28°C wurde der Durchmesser der
wachstumsinhibierten Zone um die Filter-
scheibe gemessen.

4.2.2.11 Anfarben der Infektions-
strukturen von U. maydis
auf der Blattoberflache von
Mais

Zur Untersuchung des filamentdsen Wachs-
tums und der Bildung von Appressorien-
Strukturen auf der Maispflanze wurden nach
24 und 48 h je zwei infizierte Pflanzen
geerntet und prapariert. Dafiir wurden 2 cm
lange Stiicke unterhalb der Einstichstelle des
dritten Keimblattes mit einer Rasierklinge ab-
geschnitten und die Blattspreite entfernt. Nach
kurzem Waschen in Wasser wurden die Blatt-
stiicke fiir 30 sec in einer Calcofluor-Losung
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(100 pg/ml Fluorescent Brightener 28 (Sigma)
in 0,2 M Tris pH 8,0) inkubiert und nochmal
in Wasser getaucht um {iiberschiissigen Farb-
stoff zu entfernen. Die Préparate wurden an-
schlieBend in einem Tropfen Wasser mit der
Blattunterseite nach oben unter UV-Licht im
Fluoreszenzmikroskop (Axioplan II, ZEISS)
untersucht.

4.2.2.12 Anfarben von U. maydis
Infektionsstrukturen im
Maisblatt

Um das Wachstum von U. maydis innerhalb
des Blattes zu untersuchen wurden zu gewiin-
schten Zeitpunkten ca. 2 cm lange Stiicke
unterhalb der Einstichstelle des dritten Keim-
blattes mit einer Rasierklinge abgeschnitten,
iiber Nacht in Ethanol entfarbt, mit Wasser ge-
waschen und fiir 3—4 h in 10%KOH bei 90°C
inkubiert. Nach erneutem Waschen mit
Wasser wurden die Blitter in CBE-Firbe-
l6sung bei 60°C iiber Nacht inkubiert, die
Farbelosung wieder entfernt und mit 50%
Glycerol bei RT mindestens 1 Tag inkubiert
um iberschiissige Farbung zu entfernen. Die
gefdrbten Priparate sind mehrere Jahre in 50%
Glycerol haltbar. Fiir die lichtmikroskopische
Analyse miissen die Priparate vorsichtig ge-
handhabt werden, da durch die Behandlung
mit KOH das Pflanzenmaterial destabilisiert
wird und leicht zerfallt.

CBE-Firbelosung
0,03%Chlorazol Black E (Sigma)
in einem 1:1:1 Verhéltnis in Wasser:
Milchséure: Glycerol
Der Farbstoff wird zuerst in Wasser
gelost.

4.2.2.13 Fixierung von Zellen

Zellen wurden durch Zugabe von 10%-iger
Formaldehyd-Losung bis zu einer Endkonzen-
tration von 1%direkt im Medium fixiert. Nach
30 min Unkubation auf einem Drehrad
wurden die Zellen pelletiert (3.500 Upm,
Smin, RT), zweimal mit PBS gewaschen, in

PBS aufgenommen und bis zur weiteren
Bearbeitung bei 4°C gelagert. Filamentdse
Zellen wurden durch lidngere Zentrifugations-
zeiten pelletiert.

PBS

79 mM NapHPO4
145 mM KHyPO4
5 mM MgClp x 6 HoO
27 mM KCl
137 mM NaCl

4.2.2.14 WGA-Féarbung (Chitin-
Farbung)

Etwa 500 pl fixierte Zellen in PBS wurden mit
5 pl einer WGA-FITC Stammldsung (Sigma,
2mg/ml) versetzt und 15 min auf dem Drehrad
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen (3500 Upm,
5min, RT) und in PBS aufgenommen und
mikroskopiert.

4.2.2.15 DAPI-Farbung

Etwa 500 pl fixierte Zellen in PBS wurden
pelletiert (3.000 Upm, 5 min, RT) und in
200 pl  HpOpq. aufgenommen. Die Zell-
suspension wurde auf ein mit Polylysin be-
schichtetes Deckglas gegeben und 10 min bei
RT inkubiert. Dann wurde das Deckglas mit
den fixierten Zellen nach unten in eine Petri-
schale mit PBS gelegt (Waschschritt). Das
Deckglas wurde abgetropft, so dass ca. 10 ul
am Deckglas verblieben. In eine Petrischale
wurden 10 pl einer DAPI-Losung (Sigma
Img/ml in PBS + 50%Glycerin) in 10 ml PBS
gegeben, das Deckglas mit den Zellen nach
unten auf die Fliissigkeit gelegt und fiir 10
min bei 60°C inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt (10 min in PBS) wurde das
Deckglas abgetropft und auf einen Objekt-
trager gelegt. Das Préparat wurde mit VALAP
versiegelt und im Dunkeln bei 4°C bis zur
Mikroskopie autbewahrt.
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VALAP
33% (w/w) Vaseline
33% (w/w) Lanolin
33% (w/w) Parrafin

4.2.3 Mikroskopie und
Bildverarbeitung

Die zellmorphologische Betrachtung von U.
maydis erfolgte an einem Lichtmikroskop
(Axioplan II, Zeiss, Jena, Germany) mittels
Nomarski-Optik. Fiir DIC-Mikroskopie sowie
Fluoreszenz-Mikroskopie wurde ein 40fach
Plan-Neofluar Objektiv, numerische Apertur
1,3 (Zeiss) oder ein 100fach Plan-Apochromat
Objektiv, numerische Apertur 1,4 (Zeiss) ver-
wendet. 8 pl der entsprechenden Kultur wur-
den auf einen Objekttrager getropft und mit
einem Deckglas bedeckt. Optional wurde 6 pl
der Kultur mit 6 pl einer wéssrigen Low-
Melting-Agarose (1% 37°C, Sigma) vermischt
und mit einem Deckglas bedeckt um eine
Fixierung der Zellen zu erreichen. Fiir die
Epifluoreszenz-Mikroskopie wurden Filter mit
folgenden Anregungs- und Emissionsspektren
eingesetzt:

DAPI 365 nm und >397 nm, CFP 436 nm und
>470nm, GFP 450-490 nm und 505-530 nm,
FITC 450-490 nm und 515-565 nm,
Rhodamin 546 nm und >590 nm. Digitale

Aufnahmen wurden mit einer hochauflosen-
den CCD-Kamera (CoolSNAP-HQ CCD,
Photometrics, Tuscon, AZ, USA) aufgenom-
men und mit dem Programm MetaMorph
(Universal Imaging, Downing Town, PA,
USA) ausgewertet.

Fir die konfokalen Aufnahmen wurde ein
Leica TCS SP5-Lasermikroskop (Leica,
Bensheim) benutzt.

4.2.4 Fluorimetrische Messungen
von Gfp in einer Zell-
suspension

U. maydis-Kulturen wurden bis zu einer ODg
von 0,5-0,8 kultiviert, Aliquote davon
pelletiert und mit sterilem H,O auf eine
ODgpo= 1 gebracht. 200 pl Zellsuspension
wurde in eine Mikrotiterplatte transferiert und
die Fluoreszenz in einem Tecan Saphire
Fluoreszenzscanner mit einer Anregungs-
wellenlédnge von 485 nm und einer Emissions-
wellenlédnge von 520 nm bei einer Bandweite
von 7,5 nm gemessen. Die Fluoreszenz wurde
auf die parallel gemessene ODgqo normalisiert
und von der Hintergrundfluoreszenz (H,O)
subtrahiert.

4.3 Molekularbiologische Standardmethoden

Standardtechniken, wie z. B. Aufreinigung,
Féllung, Restriktion und elektrophoretische
Auftrennung von DNA, oder Klonierungs-
techniken sind in Ausubel et al. (1987) und
Sambrook et al. (1989) ausfiihrlich beschrieb-
en, deren Anwendung in U. maydis in
Brachmann (1995). Die Konzentration von
Nukleinsduren wurde photometrisch in einem
Ultrospec 3000 pro UV-Spektralphotometer
(Amersham pharmacia biotech) bestimmt. Bei
einer Schichtdicke von 1 cm entspricht
ODys = 1 einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA, 33 pg/ml einzel-
strangiger DNA, bzw. 40 pg/ml RNA. Als
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MaB fiir die Reinheit der Desoxyribonuklein-
sduren diente der Quotient aus OD;g/ODxg.
Fiir reine DNA und RNA sollte er bei etwa 1,8
bzw. 1,9 liegen. Niedrigere Werte weisen auf
Verunreinigung mit Proteinen hin, hdhere
Werte auf Verunreinigung mit Salzen oder
Zuckern.
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4.3.1 Isolierung von
Nukleinsauren

4.3.1.1 Praparation von Plasmid-
DNA aus E. coli

Die Isolierung erfolgte durch ,Lyse durch
Kochen nach Sambrook et al. (1989). 1,5 ml
einer E.  coli-Ubernachtkultur ~ wurden
pelletiert (13.000 Upm, 2 min, RT, Heraeus
Biofuge pico). Das Zellpellet wurde in 350 pl
STET (siehe unten resuspendiert, nach Zugabe
von 25 pl Lysozym-Losung 30 sec gevortext
und anschliefend 1 min bei 99°C in einem
Eppendorf-Heizblock inkubiert. Die lysierten
Zellen und die denaturierte genomische DNA
wurden 10 min bei 13.000 Upm abzentrifu-
giert und danach mit einem sterilen Zahn-
stocher aus der wissrigen Losung entfernt.
Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte
durch Fillung mit 40 ul 3 M Na-Acetat,
pH 4,8 und 420 pl Isopropanol bei RT fiir
5 min und anschlieBender Zentrifugation fiir
5 min bei 13.000 Upm. Das Pellet wurde mit
70% Ethanol gewaschen und nach kurzem
Trocknen in 100 pl TE-Puffer mit 20 pg/ml
RNase A aufgenommen. Die Aufbewahrung
erfolgte bei —20°C. Mit dieser Methode gelang
es routinemiBig, aus einer 1,5 ml Ubernacht-
kultur etwa 20-50 pg Plasmid-DNA zu
isolieren.

STET
50 mM Tris-Cl, pH 8,0
50 mM Na,-EDTA
8%(w/v) Saccharose
5%(v/v) Triton X-100

Lysozym-Losung
10 mg/ml Lysozym
10 mM Tris-Cl, pH 8,0

4.3.1.2 DNA-Isolierung aus U.
maydis

Diese Methode ist nach Hoffman und Winston
(1987) modifiziert. Es wurden 1,5 ml einer

Ubernachtkultur in  YEPS, -Fliissigmedium
zusammen mit ca. 0,3 g Glasperlen (150-212
microns; Sigma) in einem 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal} pelletiert (13.000 Upm, 2 min,
RT, Heraeus Biofuge pico), der Uberstand
abgegossen und das Pellet in 400 pl Ustilago-
Lysispuffer und 400 pl TE-Phenol/Chloro-
form (pH 8) aufgenommen. Die Proben
wurden fir 10 min auf einem Vibrax-VXR
Schiittler (IKA) geschiittelt. Nach Phasen-
trennung (13.000 Upm, 15 min, RT) wurden
400 pl der wéssrigen Phase in ein neues
Eppendorf-Gefdl tberfiihrt und mit 1 ml
Ethanol gefillt. Nach Zentrifugation (13.000
Upm, 2 min, RT) wurde der Uberstand voll-
stindig entfernt und das Pellet in 50 ul TE-
Puffer mit 20 pg/ml RNase A aufgenommen,
bei 55°C resuspendiert und bei —20°C aufbe-
wahrt.

Ustilago-Lysispuffer
50 mM Tris-Cl, pH 7,5
50 mM Na,-EDTA
1%(w/v) SDS

TE-Phenol/Chloroform
Mischung aus gleichen Teilen Phenol
(mit TE-Puffer
dquilibriert) und Chloroform

TE-Puffer
10 mM Tris-Base
1 mM Na,-EDTA x 2 H,0O
in H;Ouqg und pH 8,0 mit HCI
eingestellt

4.3.1.3 RNA-Isolierung aus U.
maydis-Flussigkulturen

Diese Methode ist modifiziert nach Schmitt et
al. (1990). Zellen von einer frischen Platte
wurden aus einer Vorkultur in 20 ml Medium
angeimpft und bis ODgy =~ 0,5 bei 28°C und
200 Upm inkubiert. 15 ml dieser Kultur
wurden abzentrifugiert (3.000 Upm, 10 min,
RT, Heraeus Multifuge 4 KR) und das Pellet
in 600 pl AE-Puffer mit 1% (w/v) SDS resus-
pendiert. AnschlieBend wurden 600 pl AE-
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Phenol zugegeben und die Probe 20 sec
kréftig geschiittelt. Der Zellaufschluss erfolgte
bei 65°C fiir 4 min unter stindigem Schiitteln
(Eppendorf Thermomixer). Im Anschluss
daran wurde die Probe auf —80°C abgekiihlt,
bis sich Phenolkristalle bildeten (etwa 8 min).
Nach Phasentrennung durch Zentrifugieren
(13.000 Upm, 15 min, 4°C, Heraeus Biofuge
pico) wurde die obere wéssrige Phase, welche
die RNA enthilt, in ein neues Gefal3 iiberfiihrt.
Es folgte eine Extraktion mit 600 pl AE-
Phenol/Chloroform. Die wéssrige RNA-
Losung (400 pl) wurde danach mit 40 pl 3 M
Na-Acetat (pH 5,3) versetzt und mit 1 ml
Ethanol gefallt (1 h bei —20°C). Nach Zentri-
fugation (22.000 Upm, 20 min, 4°C, Heraeus
Biofuge stratos) wurde die RNA mit 70%gem
Ethanol gewaschen, getrocknet, in 20-50 pl
H,0y;. aufgenommen, 10 min bei 55°C gelost
und bei —80°C aufbewahrt. Zur Kontrolle und
Konzentrationsabschitzung wurde 1 pl auf
einem 1%igen TBE-Agarosegel aufgetrennt
und photometrisch bei 260 nm gemessen.

AE-Puffer
50 mM Na-Acetat, pH 5,3
10 mM Na,-EDTA
in HyOpig.

AE-Phenol/Chloroform
Mischung aus gleichen Teilen Phenol
(mit AE-Puffer dquilibriert) und
Chloroform

4.3.1.4 RNA-Isolierung nach der
Trizol-Methode

Fiir Transkriptomanalysen wurde die Gesamt-
RNA aus Flissigkulturen mit dem
TRIZOL®Reagenz nach dem Protokoll der
Firma Invitrogen isoliert. Dazu wurde das tief-
gefrorene Zellpellet aus Fliissigkultur in
2-3ml TRIZOL"Reagenz resuspendiert, in
2ml Eppendorf-Reaktionsgefale iiberfiihrt
und ca. 0,3 g Glasperlen (150-212 microns;
Sigma) zugegeben. Der Zellaufschluss
erfolgte fir Smin in einer Schwingmiihle
(MM200; Retsch) bei 30 Hertz, 4°C.
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Anschlieend wurden die Proben mit 200 pl
Chloroform versetzt, gut gemischt und 25 min
bei 13.000 Upm, 4°C zentrifugiert (Heraeus
Biofuge pico). Nach Phasentrennung wurden
500 pl der oberen wissrigen Phase in ein
neues, RNAse-freies Reaktionsgefal3 tiberfiihrt
und die RNA nach Zugabe von 500 pl Isopro-
panol 10 min bei RT gefillt. Die RNA wurde
anschliefend 10 min bei 11.000 Upm, 4°C
pelletiert (Heraeus Biofuge stratos), mit 1 ml
Ethanol (75%) gewaschen und erneut 5 min
bei 9000 Upm, 4°C zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und das Pellet nach
kurzem Antrocknen (ca. 5min bei RT) in
50 ul RNAse freiem Wasser (Ambion) fiir
10 min bei 55°C geldst. Zur Konzentrations-
und Qualititsbestimmung wurde 1 pl im
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
iiber einen Absorptionsbereich von 220-350
nm gemessen. Eine weitere Qualitétskontrolle
erfolgte auf einem Agilent 2100-Bio-
analyzer® nach dem Herstellerprotokoll. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei —80°C.

4.3.2 Auftrennung und Nachweis
von Nukleinsauren

4.3.2.1 Denaturierende Gel-
elektrophorese von RNA

Die RNA-Denaturierung wird in dieser
Methode durch eine Behandlung mit Glyoxal
und DMSO erreicht. Die RNA-Probe
(10-15 pg) wurde dazu in 16 ul MOPS-Puffer
mit 1 M Glyoxal und 50% DMSO fiir 1 h bei
50°C denaturiert, mit 4 pul RNA-Auftrags-
puffer versetzt und auf ein 1% MOPS-
Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte bei 5-7 V/cm fiir 2 h, wobei das Gel
nach 30 min im Puffer umgedreht und gleich-
zeitig die Elektrodenpolung vertauscht wurde
um den pH-Wert des Puffers moglichst
konstant zu halten.

MOPS-Puffer
200 mM MOPS, pH 7,0
80 mM Na-Acetat
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10 mM Na,-EDTA

RNA-Auftragspuffer
50% (w/v) Saccharose
0,25%(w/v) Bromphenolblau
0,25%(w/v) Xylencyanol FF
in MOPS-Puffer

4.3.2.2 Transfer von DNA
(Southern-Blot)

Diese Methode ist modifiziert nach Southern
(1975). Der Transfer der aufgetrennten DNA-
Fragmente aus einem Agarosegel auf eine
Nylonmembran erfolgte durch Kapillar-Blot.
Hierbei wird die Transfer-Lésung (0,4 M
NaOH) aus einem Pufferreservoir {iber
Kapillarkréfte durch das Gel hindurch in einen
auf dem Gel platzierten Stapel Papierhand-
tiicher gesaugt. Die DNA-Fragmente werden
durch den Pufferstrom aus dem Gel eluiert
und binden an die dariiberliegende Nylon-
membran (Hybond-N', Amersham Pharmacia
Biotech). Vor dem Transfer wurde das
Agarosegel fiir 15 min in 0,25 M HCI inku-
biert. Dadurch werden die Purine teilweise
abgespalten und der Transfer grofer DNA-
Fragmente erleichtert. AnschlieBend wurde
das Gel fiir 15 min in 0,4 M NaOH inkubiert.
Der Kapillar-Blot erfolgte in der Regel iiber
Nacht, mindestens aber fiir 3 h.

4.3.2.3 Transfer von RNA
(Northern-Blot)

Der Transfer der Nukleinsduren auf eine
Nylonmembran (Hybond-N", Amersham
Pharmacia Biotech) erfolgte durch Kapillar-
Blot in 20x SSC fiir 4 h oder iiber Nacht. Vor
dem Transfer wurden die MOPS-RNA-Gele
flir 15 min in 20x SSC &quilibriert. An-
schlieBend wurde die Membran getrocknet
und die RNA-Molekiile durch UV-Bestrah-
lung (302 nm, 120 mJ/cm?, UV Stratalinker
1800, Stratagene) an die Membran kovalent
gebunden. Ein Nachweis der transferierten
18S- und 28S-rRNA-Banden auf der Mem-

bran erfolgte mittels Farbung mit Methylen-
blau (200 mg/1 in 300 mM Na-Acetat). Dazu
wurde die Membran in der Féarbelosung 5 min
inkubiert, anschlieBend mit H,O gewaschen,
getrocknet und das Bandenmuster photo-
graphisch dokumentiert.

20x SSC
300 mM Na-Citrat, pH 7,0
3 M NaCl

4.3.3 Spezifischer Nachweis im-
mobilisierter Nukleinsauren
mit dem DIG-System

4.3.3.1 Herstellung von DIG-
markierten
Hybridisierungssonden

DNA-Fragmente von 500-4000 bp Lénge
wurden mit Digoxigenin-dUTP mittels DIG-
High Prime Kit (Roche) nach dem Hersteller-
protokoll markiert. Dafiir wurde ca. 1 pg
Matrizen-DNA in 16 pl HyOyyy gelost und
10 min in einem kochenden Wasserbad de-
naturiert. Nach Abkiihlen auf Eis wurden 4 pl
DIG-High Prime Mix (Roche) zugegeben,
kurz zentrifugiert und der Ansatz iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Markierung wurde
durch Erhitzen auf 65°C fiir 10 min gestoppt.

Alternativ wurden PCR-Produkte mit dem
PCR-DIG-labeling Mix (Roche) markiert.
Neben dATP, dCTP, dGTP, dTTP ist zusatz-
lich Digoxigenin-dUTP  enthalten, das
wihrend der PCR in das Produkt eingebaut
DIG-11-dUTP
Nukleotide wurden durch Aufreinigung iiber
S-300 HR Sdulen (Amersham Pharmacia
Biotech) entfernt.

wird. Nicht-eingebaute

Verwendete Sonden

pral-Ctermini und pral-Gpf-Nt und pral-
TAP:

ein 535 bp langes PCR-Produkt, das mit den
Oligonukleotiden HT76 und HT96 amplifi-
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ziert wurde mit dem Plasmid pPral*’-Gfp in
pBS(+)SKII bzw. pBS(+)SKII als Matrize.

P,..1:Tap

ein 1689 bp langes PCR-Produkt, das mit den
Oligonukleotiden HT62 und DG9 amplifiziert
wurde; das Plasmid pBS(+)SK II Pral-TAP
diente als Matrize.

Cbx-Sonde zur Verifizierung der Integration
der Konstrukte gpa3:.gfp-Ct und gpal®,
gpa2?*, gpa3®, gpa4®© in den ip-Locus:

cbx als Hindlll-Ascl Fragment aus pRU11Ct
ausgeschnitten und mit DIG-High-Prime
markiert

Agpa3
PCR-Produkt auf das Plasmid pAgpa3 mit den
Primern g3 1b_fwund g3 rb _rev.

Agpad

ein 2785 bp langes PCR-Produkt, das mit den
Oligonukleotiden Dgpa4 fw und Dgpad rev
und mit genomischer DNA des Stammes
FBAgpa4 (Spellig, 1996) als Matrize ampli-
fiziert wurde. Es umfasst die Hygromycin-
Resistenzkassette sowie 45 bp und 56 bp der
gpa4-Sequenz.

Arasl
PCR-Produkt auf das Plasmid pAras]l mit den
Primern Rasl _1b und Ras1 rb.

4.3.3.2 Spezifischer Nachweis im-
mobilisierter Nukleinsauren

Die Membran wurde mit der Seite der gebun-
denen Nukleinséure nach innen zeigend in
einer  Hybridisierungsrohre  mit 15 ml
Southern-Hybridisierungspuffer bei  65°C
(DNA) oder 60°C (RNA) fiir 30 min in einem
Hybridisierungsofen drehend préhybridisiert.
Die mit DIG-11-dUTP markierte Sonde in
20 ml Hybridisierungspuffer wurde fiir 10 min
in einem kochendem Wasserbad denaturiert
und sofort zum Blot in die Hybridisierungs-
rohre gegeben. Die Hybridisierung erfolgte
bei 65°C (DNA) bzw. 60°C (RNA) iiber
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Nacht. Danach wurde die Sondenlésung ab-
gegossen und fiir eine erneute Verwendung
bei —20°C gelagert. Die Membran wurde
zweimal mit 15 ml Southern-Waschpuffer bei
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Zur
Detektion wurde die Membran in eine Schale
gelegt und langsam bei Raumtemperatur
schwenkend —mit folgenden Ldsungen
inkubiert: S5min mit DIG-Waschpuffer,
30min mit DIG2 (zur Absittigung
unspezifischer Bindungsstellen), 30—60 min in
Antikdrperlosung, zweimal 15 min in DIG-
Waschpuffer, 5 min in DIG3 und 5 min in
50 ml  Chemolumineszenz-Losung  Nach
kurzem Abtropfen wurde die Membran
luftblasenfrei in eine Plastikfolie einge-
schweiit und zur  Aktivierung  der
Enzymaktivitit 15 min bei 37°C inkubiert.
Zur Detektion der Chemolumineszenz-Signale
wurde ein Rontgenfilm (Kodak X-Omaz
XAR-5) auf die Membran aufgelegt und je
nach Signalstirke fiir 30 sec—1 h exponiert.
AnschlieBend wurde der Film entwickelt.

Southern-Hybridisierungspuffer
0,5 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0
7%(w/v) SDS

Southern-Waschpuffer
0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0
1%(w/v) SDS

DIGI

0,1 M Maleinsdure

0,15 M NaCl

mit NaOH pH 7,5 eingestellt
DIG2

10%(w/v) Blockierungsreagenz

(Roche) in DIGI
Antikorperlosung

1:10.000 Anti-Digoxigenin-AP Fab-
Fragmente (Roche) in DIG2

DIG-Waschpuffer
0,3%(v/v) Tween-20 in DIG1
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DIG3
0,1 M NaCl
0,05 M MgCl, x 6H,0
pH 9,5 mit 1 M Tris-HCI, pH 9,5
eingestellt

Chemolumineszenz-Losung
1:100 CDP-Star (Roche) in DIG3

4.3.4 Sequenzierung und
Strukturanalyse

4.3.41 Sequenzierung von DNA

Plasmid DNA (1-2 pg mit einer Konzentrati-
on von 250 ng/ul) wurde mit den entsprechen-
den Primern zur Durchfithrung der Sequen-
zierung an die Abteilung ,,ADIS* des Max
Planck Institut fir Ziichtungsforschung in
Koln geschickt.

Alternativ wurden Sequenzierungen in der
Abteilung Okophysiologie, MPI Marburg
durchgefiihrt. Hierzu wurden folgende Kom-
ponenten gemischt:

BigDye Terminator v3.1 Cycle Mix 2 pl
(Applied Biosystems)

5% Seq dilution buffer 3ul

DNA (Plasmid, 200 ng) x ul

Primer (5 pmol/ pl) 1l

mit HyO auf 20 pl auffiillen

und im Thermocycler amplifiziert:

_________________ 25 cycles:
96°C 10 sec
60°C 4 min

Anschlieend wurde das Amplifikat durch
Zugabe von 10 pl 125 mM EDTA, 9 pl 3M
NaAc (pH 4,6), 80 ul H;Opq und 400 ul
Ethanol bei RT fiir 30 min préazipitiert. Nach
Zentrifugation (13.000 Upm, 30 min, RT)
wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen,
erneut fir 5 min zentrifugiert (13.000 Upm,
RT) und der Uberstand vollstindig entfernt.

Fir die Sequenzierung wurde das Pellet in
20 pl Formamid resuspendiert und konnte bei
—20°C gelagert werden.

4.3.4.2 Sequenzanalyse

Es wurden folgende Programme benutzt:

Sequencher 4.1.2 (Gene Codes Corporation)
Zur Auswertung von Sequenz-Rohdaten (.abl)
und zum Vergleich von DNA-Sequenzen.

DNA-STRIDER 1.3 (Douglas, 1995; Marck,
1988)

Zur Erstellung und zur Bearbeitung von
Plasmid- und genomischen Sequenzen.

Clone Manager 6 (Sci Ed Central)

Zur Erstellung und zur Bearbeitung von
Plasmid- und genomischen Sequenzen sowie
zur graphischen Darstellung.

4.3.4.3 Standard-PCR-Ansitze

Die Methode ist modifiziert nach Innis et al.
(1990). Ein typischer PCR-Ansatz enthielt
etwa 10 ng Template-DNA, die beiden Oligo-
nukleotide in einer Endkonzentration von
1 uM, dNTPs in einer Endkonzentration von
200 pM (d. h. je 200 uM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP) in PCR-Puffer. Die Reaktionen
wurden in einem Volumen von 50 pl durchge-
fiihrt. Bei Verwendung der Tag-Polymerase
wurde ein Hot-Start durchgefiihrt indem die
Polymerase erst nach dem ersten Denaturier-
ungsschritt zugegeben wurde, Phusion Poly-
merase (Finenzymes) dagegen wurde direkt in
den Ansatz zugegeben. Bei Verwendung von
Oligonukleotiden mit einer Hybridisierungs-
temperatur von 55°C und einer Amplifikat-
lange von unter 1 kb sah ein typisches
Protokoll folgendermalien aus:

94°C/5 min — + 1 U Taq — [94°C/] min —
55°C/30 sec — 72°C/1min]x 30 — 72°C/5 min
Wurden andere Oligonukleotide benutzt oder
langere Amplifikate hergestellt mussten die
Hybridisierungstemperatur bzw. die Elonga-
tionszeit entsprechend angepasst werden. Es
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wurden die PCR-Gerdte OmniGene (Hybaid),
PTC100 (MJ Research) und Robocycler
Gradient 96 (Stratagene) verwendet.

10x PCR-Puffer
100 mM TrisHCI, pH 8,3
500 mM KCl
15 mM MgCl,

4.4 Transkriptom-Analyse von U. maydis

4.41 Wachstumsbedingungen

Fir die Expressionsanalyse wurden alle ver-
wendeten Stdmme ausschlieBlich in Array-
minimalmedium angezogen. Die Stimme
wurden wie in Kapitel 4.2.2.2 beschrieben
kultiviert und waren zuvor immer frisch von
Glycerinkulturen auf PD-Festmedium ausge-
strichen worden, worauf sie nicht ldnger als
2 Tage bei 4°C gelagert worden sind bevor
davon die Vorkultur angeimpft wurde. Fiir die
Microarray-Analysen wurden Proben ver-
wendet, die 3 h nach Mediumwechsel genom-
men wurden.

4.41.1 RNA-Isolierung

siche Kapitel 4.3.1.4

4.4.1.2 RNA-Aufreinigung nach
RNeasy-Protokoll

100 pl geloste RNA wurde mit 350 pl Puffer
RLT und 250 pl Ethanol gemischt und auf
eine RNeasy-Sdule gegeben. Diese wurde
15 sec bei 10.000 Upm, RT (Heraeus Biofuge
pico) zentrifugiert. Nach Zugabe von 500 pl
Puffer RPE wurde die Séule bei 10.000 Upm,
15 sec, RT =zentrifugiert. Es wurde erneut
500 pl Puffer RPE auf die Séule gegeben und
nun fiir 2 min zentrifugiert. Um restliches
Ethanol zu entfernen wurde die Sdule noch
einmal fiir 1 min zentrifugiert. Zur Elution der
RNA wurden 30 pl RNase-freies Wasser
(Ambion) auf die Matrix pipettiert und die
Saule fiir 1 min bei 10.000 Upm zentrifugiert.
Das Eluat wurde fiir eine Wiederholung dieses
Schrittes eingesetzt. Diese Methode orientiert
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sich am Protokoll der Firma Qiagen; die
genaue Zusammensetzung der verwendeten
Puffer geht aus dem Protokoll des Herstellers
hervor.

4.41.3 cDNA-Synthese nach dem
Affymetrix-Protokoll

Alle nachfolgenden Schritte der Ein-Schritt-
Amplifikation sind im ,,GeneChip® Expres-
sion Analysis Technical Manual®“ der Firma
Affymetrix ndher beschrieben. Soweit nicht
anders angegeben, wurde nach dem Her-
stellerprotokoll verfahren.

Zur Synthese eines cDNA-Erststranges wur-
den 5 pg gereinigte RNA (nach Konzentrati-
onsbestimmung am NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer und Qualitatskontrolle am
Agilent 2100-Bioanalyzer®) und 100 pmol
T7(dT)-Primer in einem Volumen von 20 pl
fiir 10 min bei 70°C inkubiert. Nach Abzentri-
fugieren wurde der Ansatz auf Eis gestellt, mit
4 ul 5x Erststrangpuffer, 2 ul 0,1 M DTT und
1 pul 10 mM dNTP-Mix versetzt und fiir 2 min
bei 50°C inkubiert. Nach Zugabe von 2 pl
SuperScript II RT Reverser Transcriptase
(Gibco) wurde der Ansatz fiir 1 h bei 50°C
inkubiert.

Zur Zweitstrangsynthese wurde der oben be-
schriebene Ansatz mit 91 pl H,O, 30 pl 5x
Zweitstrangpuffer, 3 pul 10 mM dNTP-Mix,
1 ul E. coli-DNA-Ligase (10 U/ml), 4 pl E.
coli-DNA-Polymerase I und 1 pl E. coli-
RNaseH versetzt und fiir 2 h bei 16°C inku-
biert. AnschlieBend wurden 2 pl T4-DNA-
Polymerase zugegeben, der Ansatz fiir weitere
5 min bei 16°C inkubiert und die Reaktion mit
10 pl 0,5 M EDTA gestoppt. Diese Methode
orientiert sich an den Protokollen der Firmen
Affymetrix und Invitrogen; die genaue
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Zusammensetzung der verwendeten Puffer
geht aus dem jeweiligen Protokoll hervor.

cDNA-Aufreinigung

600 pl cDNA-Bindepuffer wurden zu 162 pl
cDNA gegeben, der Ansatz kurz gevortext
und auf eine cDNA-Reinigungsséule
(GeneChip Sample Cleanup Module, Qiagen)
aufgetragen. Nach Zentrifugation fiir 1 min
bei 10.000 Upm, RT wurde die Sdule mit
750 pl cDNA-Waschpuffer gewaschen und
erneut fiir 1 min bei 10.000 Upm, RT zentri-
fugiert. Die Elution der cDNA erfolgte mit
14 ul  cDNA-Elutionspuffer und 1 min
Zentrifugation bei 13.000 Upm, RT. Eine
Qualititskontrolle der cDNA erfolgte auf
einem Agilent 2100-Bioanalyzer®. Diese
Methode orientiert sich am Protokoll der
Firma Qiagen; die genaue Zusammensetzung
der verwendeten Puffer geht aus diesem
Protokoll hervor.

4.4.1.4 cRNA-Synthese und
Biotinylierung

Zur in vitro Transkription von cDNA und dem
parallelen Einbau von biotinylierten Ribo-
nukleotiden ~ wurde  das  BioArray™
HighYields™ RNA Transcript Labeling Kit
(ENZO) verwendet. Die Gesamtmenge der
verfligbaren cDNA (12 pl) wurde mit 4 pl 10x
HY-Puffer, 4 ul 10x Biotin-markierter Ribo-
nukleotide, 4 ul 10x DTT, 4 ul 10x RNase-In-
hibitoren und 2 pl 20x T7-RNA-Polymerase
in einem Gesamtvolumen von 40 pl versetzt.
Die Komponenten wurden kurz gevortext, ab-
zentrifugiert und bei 37°C fiir 16 h inkubiert.
Wihrend der Inkubationszeit wurde der
Ansatz nach jeweils 40 min bei 750 rpm fiir
30 sec geschiittelt. Diese Methode orientiert
sich am Protokoll der Firma Enzo; die genaue
Zusammensetzung der verwendeten Puffer
geht aus dem Protokoll hervor.

cRNA-Aufreinigung

Das Gesamtvolumen der in vitro-Transkripti-
ons-Reaktion wurde mit 60 pl H,O auf 100 pl
eingestellt und nach dem RNeasy Protokoll
wie oben beschrieben aufgereinigt. Zur Eluti-
on der cRNA wurden 30 ul RNase-freies
Wasser (Ambion) auf die Matrix pipettiert,
2 min inkubiert bei RT und die Sédule fiir
1 min bei 10.000 Upm zentrifugiert. Das Eluat
wurde fiir eine Wiederholung dieses Schrittes
eingesetzt.

cRNA-Fragmentierung

20 pg cRNA wurden nachfolgend durch
Metall-induzierte Hydrolyse in ca. 35-200 bp
lange Stiicke fragmentiert. Dafiir wurde 8 pl
Mg**-haltiger 5x Fragmentierungspuffer in
einem Volumen von 40 pl zur cRNA gegeben
und bei 94°C fiir 35 min inkubiert. Diese
Methode orientiert sich am Protokoll der
Firma Qiagen (GeneChip Sample Cleanup
Module). AnschlieBend wurde ein Aliquot der
nicht-fragmentierten und der fragmentierten
cRNA auf die erfolgreiche Fragmentierung
hin auf einem Agilent 2100-Bioanalyzer®
analysiert.

4.4.1.5 Microarray-Hybridisierung
und Detektion

Array-Hybridisierung

30ul der fragmentierten cRNA wurden mit
5 ul des Kontroll-Oligo B2, 15 pl 20x Hybri-
disierungskontrollen, 3 pul Heringssperma-
DNA (10 mg/ml), 3 pl BSA (50 mg/ml),
150 pl ~ 2x  Hybridisierungspuffer  und
Nuklease-freiem H,O (Ambion) in einem
Gesamtvolumen von 300 ul gemischt. Dieses
Reaktionsgemisch wurde fiir 5 min bei 99°C
erhitzt, dann fiir 5 min bei 45°C inkubiert und
5 min bei 13.000 Upm, RT abzentrifugiert.
200 pl davon wurden in den Microchip
MPIUstilagoa (Affymetrix) pipettiert, der
zuvor mit 200 pl 1x Hybridisierungspuffer bei
45°C fir 10 min &quilibriert worden war.
Nach VerschlieBen der Chip-Septen mit
Klebepunkten wurde der Chip bei 45°C und
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60 Upm fiir 16-18 h hybridisiert. Diese
Methode orientiert sich am Protokoll der
Firma Affymetrix. Die Zusammensetzung der
verwendeten Puffer geht aus diesem Protokoll
hervor.

Array-Detektionsreaktionen

Nach der Hybridisierung wurde der Chip ent-
leert und mit 300 ul Waschpuffer A vollstan-
dig gefiillt. Die Nachweisreaktion wurde mit
einem ,,SAPE-Mix“, bestehend aus 300 pl 2x
MES-Puffer, 24 pul BSA (50 mg/ml), 6 ml
Ziegen-Igg (10 mg/ml), 3,6 pl biotinyliertem
Antikorper (0,5 mg/ml) und Nuklease-freiem
H,0 (Ambion) in einem Gesamtvolumen von
600 pl durchgefiihrt. Es wurde das Programm
EukGE-WS2v4 fiir sémtliche Wasch- und
Detektionsschritte in einer GeneChip Fluidics
Station 400 verwendet. Diese Methode orien-
tiert sich am Protokoll der Firma Affymetrix.
Die Zusammensetzung der verwendeten
Puffer geht aus diesem Protokoll hervor.

Datenanalyse

Nach Abschluss der Wasch- und Markierungs-
schritte wurden die Arrays mit Hilfe eines
GeneArray Scanners (Agilent/Affymetrix)
gescannt und mit dem Programm GeneChip

4.5 Biochemische Methoden

4.5.1 SDS-Gelelektrophorese von
Proteinen

Es wurde die Methode der diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) angewandt (Laemmli, 1970). Dafiir
wurde eine Mini Protean II Apparatur (Biorad)
benutzt. Die Auftrennung erfolgte bei 25 mA
fiir 1 h. Zur Detektion der Proteinbanden und
des Groflenmarkers wurden die Gele nach der
Auftrennung fiir 10 min in Coomassie-
Féarbelosung gefarbt und anschlieBend in
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Expression Analysis (GCOS) Microarray
Suite 5.0 (Affymetrix) mit Standard-Ein-
stellungen (beschrieben in Eichhorn et al.,
2006) eingelesen. Das resultierende Bild
wurde zunichst unter Verwendung des selben
Programms ausgewertet, normalisiert und die
Expressionswerte kalkuliert.

Fir die Transkriptom-Vergleiche wurde die
statistische Berechnung der Wahrscheinlich-
keit eines  signifikanten = Unterschiedes
»adjusted p“ zweier Expressionswerte mit dem
Programm-Packet Bioconductor R durch-
gefiihrt. Daflir wurden die Expressionswerte
logarithmiert (log, Wert + 1) und das Modell
Limma (Smyth, 2004) fiir die Expressions-
analyse differentiell regulierter Gene benutzt.
Eine  Auswertung der  Transkriptom-
Vergleiche wurde mit Hilfe des Programms
DNA-Chip Analyzer ,,dChip“ 2004 (Li &
Wong, 2001) auf der Basis eines vorgegeben-
en Wahrscheinlichkeitswert von p,s < 0,01
durchgefiihrt. Bei der vergleichenden Analyse
der experimentellen Arrays mit den Kontroll-
arrays wurden Gene herausgefiltert, deren
Expression mindestens zweifach induziert
oder reprimiert war. Bei der Berechnung der
faktoriellen Verdnderung der Genexpression
wurde ein Vertrauensintervall von 90%
(;,Jower confidence bound of fold change 2%)
vorgegeben (Li & Wong, 2001).

Entfarbe-Losung entfarbt, bis die Banden gut
sichtbar waren.

SDS-PAGE-Probenpuffer (6x)
300 mM Tris-Cl, pH 8,0
30%(v/v) Glycerin
20%(w/v) SDS
0,5 g/l Bromphenolblau
15%(v/v) B-Mercaptoethanol (frisch
zugeben)

Proteingel-Laufpuffer
25 mM Tris-Cl, pH 8,8
200 mM Glycin
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0,1%(w/v) SDS

Sammelgel
125 mM Tris-Cl, pH 6,8
5% (w/v) Acrylamid
0,13%(w/v) Bisacrylamid
0,1%(w/v) SDS
0,1%(w/v) Ammoniumpersulfat

0,1%(v/v) TEMED (N,N,N',N'-
Tetramethylen-diamid)

Trenngel
375 mM Tris-Cl, pH 8,8
10%bzw. 12% oder 15% (w/v)

Acrylamid
0,27%(w/v) Bisacrylamid
0,1%(w/v) SDS
0,1%(w/v) Ammoniumpersulfat
0,1%(v/v) TEMED

Coomassie-Farbeldsung
0,25%(w/v) Coomassie Brilliant Blue
R-250
45%(v/v) Methanol
10%(v/v) Essigsdure

Entfarbe-Losung
45%(v/v) Methanol
10%(v/v) Essigsdure

4.5.2 Transfer von Proteinen
(Western-Blot)

Die im Gel aufgetrennten Protein wurden
mittels eines ,,Semi-Dry”“  Elektro-Blots
(UniEquip) in einem dreistufigen Puffersys-
tem auf eine Nitrocellulose-Membran
(Hybond P’, Amersham Biotech Pharma)
transferiert. Dafiir wurde das Gel zunichst fiir
10 min in Kathodenpuffer dquilibriert und die
Membran fiir 10 sec in Methanol aktiviert und
mit H,O gewaschen. Der Blot wurde folgen-
dermallen aufgebaut (von unten, der Kathode
zugewandt nach oben, der Anode zugewandt):
drei Whatman-Papiere, getriankt in Kathoden-
puffer; das Polyacrylamidgel; die Nitrocellu-
lose-Membran; ein Whatman-Papier, getrinkt

in Anodenpuffer 2; zwei Whatman-Papiere,
getrdnkt in Anodenpuffer 1. Durch Anlegen
der Spannung (1h, 1-2 mA/ cm® Gelfliche)
wurden die Proteine auf die Membran trans-
feriert.

Anodenpuffer 1
300 mM Tris-Cl, pH 10,4
15%(v/v) Methanol

Anodenpuffer 2
30 mM Tris-Cl, pH 10,4
15%(v/v) Methanol

Kathodenpuffer
25 mM Tris-Cl, pH 9,4
15%(v/v) Methanol

4.5.3 Nachweis von
immobilisierten Proteinen

Der immunologische Nachweis von Proteinen
erfolgte mit Hilfe der an die sekundidren Anti-
korper gekoppelten Meerrettich-Peroxidase
(HRP). Dazu wurde die Nitrocellulose-Mem-
bran nach dem Elektro-Blot zunichst fiir 1 h
in 5% Magermilchpulver in TBST inkubiert.
Dann wurde die Membran zweimal mit TBST
gewaschen und fiir 1-12 h mit dem priméren
Antikorper, verdiinnt in TBST mit 3% Mager-
milch-pulver, inkubiert. AnschlieBend wurde
die Membran dreimal fiir 10 min mit TBST
gewaschen. Folgende primire Antikorper
wurden verwendet: monoklonaler Gfp-Anti-
korper (Maus) (1pg/pl, Roche, in einer Ver-
diinnung von 1:5.000); polyklonaler Gfp-
Antikorper (Hase) (BioCat; 1:500 verdiinnt),
monoklonaler GAL4-AD-Antikoérper (Maus)
(Santa Cruz Biotechnology). Als sekunddrer
Antikorper der HRP-gekoppelte Anti-Maus-
IgG (Ziege) (Promega, in einer Verdiinnung
von 1:10.000) bzw. der HRP-gekoppelte Anti-
HaselgG (Ziege) (Biorad, in einer Verdiin-
nung von 1:5.000). Fir die TAP-Tag-Auf-
reinigung wurde der Anti-TAP-Antikdrper
(Hase, polyklonal, Operon Biosystems) sowie
der PAP-Antikorper (Hase, Sigma-Aldrich)
verwendet. Zur Detektion wurde das ECL
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Plus™ Detektionskit (GE Healthcare) ver-
wendet. Losung 1 wurde dazu 1:40 mit
Wasserstoffperoxid (Losung 2) gemischt, auf
der Membran verteilt und diese nach 5 min
Inkubation in Plastikfolie eingeschweift.
Darauf wurde ein Rontgenfilm gelegt und je
nach Signalstirke 5 sec bis 20 min exponiert.
Der Film wurde anschlieBend entwickelt.

TBST
20 mM Tris-Cl, pH 7,6
136 mM NaCl
0,05%(v/v) Tween 20

4.5.4 Isolierung von Proteinen aus
U. maydis

4.5.4.1 Anreicherung des Pra1-
Rezeptors in einer
Membranfraktion

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Fuchs,
2006. Der U. maydis-Stamm FBlpral:gfp
wurde bis zu einer ODgyy ~ 0,5 in CM-Glu-
cose-Medium vorkultiviert, mit Wasser ge-
waschen und je zweimal 50 ml Kultur mit a2-
Pheromon in einer Verdiinnung von 1:10000
fur ca. 3,5 h stimuliert. Die Kulturen wurden
durch Zentrifugation bei 3.000 Upm fiir
10 min pelletiert, mit Wasser gewaschen, in
10 ml GST-Lysepuffer gewaschen, in 2 ml
GST-Lysepuffer aufgenommen und in vor-
gekiihlte Behélter fiir die Retsch-Kugelmiihle
gegeben. Der Zellaufschluf3 erfolgte bei 4°C in
der Kugelmiihle fiir 5 min bei einer Frequenz
von 30/s. Dieser Vorgang wurde einmal
wiederholt und dazwischen die Probenbehilter
in fliissigem Stickstoff gekiihlt. Die bei 4°C
aufgetaute Zellsuspension wurden in 1,5 ml
Eppendorf-Geféfle transferiert und bei 4°C,
3.500 Upm, 10 min zentrifugiert um nicht-
aufgeschlossene Zellen und grofle Fragmente
zu pelletieren. Der zihfliissige Uberstand (S1)
mit dem Proteingesamtextrakt wurde bei
15.000 g fiir 30 min, 4°C (Heracus Biofuge
stratos) zentrifugiert um groflere Membran-
fragmente und Zellorganellen (Mitochondrien,
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Vakuolen) zu pelletieren. Der Uberstand (S2)
wurde weiter bei 50.000 g fiir 60-120 min,
4°C, zentrifugiert zur Pelletierung der Plasma-
membran; darin  enthalten sind auch
Membranfragmente der Organellen mit
dhnlichem Molekulargewicht. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet in 400 pl
Solubilisierungspuffer ~mit der Pipette
resuspendiert. Zur besseren Resuspendierung
des Pellets wurde dieser Ansatz fiir 2 h—iiber
Nacht auf dem Drehrad bei 4°C inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation bei 50.000 g fiir
10 min bei 4°C wurde der Uberstand zur
Detektion im Western-Blot oder in die Ko-Im-
munoprézipitation  eingesetzt.  Restlicher
Uberstand mit der Membrananreicherung
wurde bei —20°C gelagert.

GST-Lysispuffer
100 mM Na,PO,-Puffer (pH 8)
150 mM NaCl
1 mM EDTA
0,1 mM PMSF

1x Complete Proteaselnhibitor (Roche)

Solubilisierungspuffer
50%Glycerol
50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NaCl
2%DBM (n-dodecyl-B-D-maltoside)

4.5.5 Ko-Immunoprazipitation und
in vitro-Proteinsynthese

4.5.5.1 Ko-Immunoprazipitation

Im ersten Ansatz (Abb. 10A) wurden 250 ul
Pral:gfp-Membranfraktion (siche 4.5.4.1),
2-5 pg Gfp-Antikorper (Maus) mit 50 pl G-
Protein-Agarose (Roche) und 150 pl GST-
Lysepuffer gemischt und fiir 24 h bei 4°C auf
einem Drehrad inkubiert. Fiir die Negativ-
kontrolle wurden nur Gfp-Antikérper mit
50 pl G-Protein-Agarose verwendet. Nach der
Inkubation wurde viermal mit 1 ml Wasch-
puffer I gewaschen und in 666 pl Wasch-
puffer I aufgenommen. Davon wurde je ein
132 pl-Aliquot mit 10 pl der in vitro
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synthetisierten Ga-Untereinheiten gemischt,
358 ul Bindepuffer zugegeben und iiber Nacht
bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Die G-
Protein-Agarose-Kiigelchen =~ wurden  an-
schlieBend mit 1 ml Waschpuffer I rotierend
bei 4°C fiir 20 min gewaschen. Nach kurzem
Anzentrifugieren wurde der Uberstand ver-
worfen und erneut mit Waschpuffer 1 ge-
waschen. Zwei weitere Wasch-Schritte wur-
den mit Waschpuffer II durchgefiihrt. Zuletzt
wurden die Protein-G-Agarose-Kiigelchen in
25 ul SDS-PAGE Probenpuffer fiir die Auf-
trennung der Proteine aufgenommen und iiber
Autoradiographie detektiert.

Im zweiten Ansatz (Abb. 10B) wurden 50 pl
Dynabeads® Protein G, an denen 2 pg GAD-
Antikorper (Santa Cruz Biotechnology) immo-
bilisiert worden war, mit je 10 pl radioaktiv-
markierten Go-Untereinheiten in 30 pul PBS-
Puffer gemischt und iiber Nacht bei 4°C
rotierend inkubiert. Anschlieend wurde zwei-
mal mit 1 ml PBS-Puffer gewaschen und je
26 ul Pra:gfp Proteinfraktion zugegeben und
bei 4°C iiber Nacht rotierend inkubiert. Die
Dynabeads wurden viermal mit Wasch-
puffer I-b gewaschen und einmal mit Wasch-
puffer II und fiir die Detektion im Western-
Blot in 25 pl SDS-Puffer aufgenommen.

Waschpuffer I
100 mM Na,PO,-Puffer (pH 7,5)
300 mM NaCl
0,1%DBM
2 mM EDTA

Waschpuffer I1
100 mM Na,POy-Puffer (pH 7,5)
300 mM NacCl (bis 500 mM NaCl)
1 mM EDTA
0,1%DBM
0,05%Deoxycholate

Bindepuffer
50 mM Tris-HCI pH 7.4
150 mM NaCl
1 mM EDTA
0,1%BSA

1 mM PMSF
1x Protease Cocktail mix (Roche)
0,01%Triton X-100

Waschpuffer I-b
50 mM Tris-Cl pH 7,5
150 mM NacCl
1 mM EDTA
0,01%Triton X-100

4.5.5.2 in vitro-Proteinsynthese

Die in vitro-Proteinsynthese wurde laut
Herstellerprotokoll mit dem Synthese-Kit
STP3 (Novagen) unter Verwendung von
Redivue™ - L - *S-markiertem Methionin (in
vitro  translation grade; 555 MBg/ml;
Amersham) durchgefiihrt. Die verwendeten
Plasmide sind unter 4.1.4.3 beschrieben.

4.5.6 Proteinaufreinigung von
Pra1 nach dem TAP-Tag
Protokoll

Eine 1,2 1 Ubernachtkultur von U. maydis in
CM-Glucose-Medium mit einer ODg von 0,8
wurde durch Zentrifugation bei 3.500 Upm,
8 min, 10°C (Sorvall) pelletiert. Das Pellet
wurde zweimal mit Wasser und einmal mit
GST- Lysispuffer gewaschen und in 10 ml
GST-Lysispuffer aufgenommen. Die Zellen
wurden anschlieBend wie unter 4.5.4.1
beschrieben in einer Retsch-Kugelmiihle auf-
geschlossen. Die Zellsuspension wurde in
Eppendorf-Gefdfle  transferiert und bei
3.000 Upm, 10 min, 4°C zentrifugiert um
nicht-aufgeschlossene Zellen zu entfernen.
Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt und die Membran-
fraktion durch mehrere Zentrifugationsschritte
(sieche 4.5.4.1) angereichert. Das Pellet mit der
Plasmamembran wurde in maximal 15 ml
GST-Lysispuffer, dem Protease-Inhibitoren
und Detergenz (1% Triton X-100) zugesetzt
wurden, resuspendiert. Zur besseren Resus-
pension wurde dieser Ansatz bei 4°C fiir 2 h
drehend inkubiert. Nach erneuter Zentrifu-
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gation fiir 60 min, 4°C, 50.000 g (Heraeus
Biofuge stratos) wurde der Uberstand in einem
15 ml Falcon gegeben und 150 pl IgG-
Agarose Beads (Maus-IgG-Agarose, Sigma-
Aldrich), die zuvor mit 500 pl GST-Lysis-
puffer gewaschen wurden, zugegeben. Dieser
Ansatz wurde 1 h bei 4°C rotierend inkubiert
und anschlieBend die Beads durch kurzes
Anzentrifugieren pelletiert. Es wurde dreimal
mit 1 ml IPP-150 Puffer gewaschen, gefolgt
von dreimaligem Waschen mit je 1 ml TEV-
CP-Puffer. Nach kurzem Anzentrifugieren und
Abnehmen des Uberstandes wurden die Beads
in einem Eppendorf-Gefal} in 150 pl TEV-CP-
Puffer aufgenommen, 50 U TEV-Protease
(10 U/pl, Invitrogen) zugegeben und der
Ansatz bei 4°C auf dem Drehrad mind. 2 h
inkubiert. Diese Inkubation sollte laut Her-
stellerangaben ausreichend sein um 77% der
TAP-Tag-gebundenen Proteine von den Beads
zu losen. Nach kurzem Anzentrifugieren,
wurde der Uberstand in ein frisches Eppen-
dorf-Gefaf iiberfiihrt. Die Kiigelchen wurden
noch einmal mit 150 ul TEV-CP-Puffer
gewaschen, kurz anzentrifugiert und dieser
Uberstand mit dem ersten vereint. Um rest-
liche Beads zu entfernen wurde diese Ansatz
nochmals  kurz  zentrifugiert (1 min,
4.000 Upm, 4°C) und der Uberstand in ein
neues Eppendorf-Gefal} iiberfithrt. Nun wurde
das dreifache Volumen des Uberstandes an
Calmodulin-Binde-Puffer und 1 pl CaCl,-
Losung (1 M) =zugegeben. Nach kurzer
Inkubation (1 min) wurden 100 pul
Calmodulin-Beads-Suspension  (Stratagene)
zugefiigt, die zuvor mit 500 pl Calmodulin-
Bindepuffer (CBP) gewaschen waren und 1 h
bei 4°C drehend inkubiert. Dann wurden die
Beads dreimal mit je 1ml CBP gewaschen. Fiir
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die Analyse auf dem Western-Blot wurde ein
Aliquot direkt in SDS-Probenpuffer aufge-
nommen. Fiir die massenspektrometrische
Analyse wurden die gebundenen Proteine
durch Zugabe von 150 pl CEB-Puffer
(Calmodulin Elution Buffer) und Sminiitiger
Inkubation von den Beads geldst. Nach
Zentrifugation fiir 5 min, 4°C bei 13.000 Upm
wurde der Uberstand abgenommen.

GST-Lysispuffer
100 mM Na,PO,-Puffer (pHS)
150 mM NaCl
1x Complete Protease Inhibitor (Roche)
1 mM EDTA
0,1 mM PMSF

IPP-150 Puffer
10 mM Tris-HCI pH8

150 mM NaCl
0,1%Triton X-100
150 mM DTT frisch zugeben

TEV-CP Puffer
10 mM Tris-HCI1 pHS8

150 mM NacCl

0,1%Triton X-100

0,5 mM EDTA

1 mM DTT frisch zugeben

CBP-Puffer
10 mM Tris-HCI pHS8
150 mM NaCl
0,1%Triton X-100
1 mM Mg-Acetat
1 mM Imidazol
2 mM CaCl,
10 mM B-Mercaptoethanol frisch
dazugeben
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6 Anhang

Tabelle 15. Gpa3/cAMP-regulierte Gene in U. maydis.

Probenset MUMDB! Funktion/MUMDB Annotation Expressionsanderung x-fach?
Agpa3 Auacl Pergr:adrl
80 180 75 180
min__min___min___min
Gruppe I ®
W120um002G_at um03924 Replrepellent protein 1 75.0 169 29.1 -3.6 -2.0
precursor
W60um134G_at um05104 putative protein 388 203 29.7 -416 128
W130um021G_at uml10636 Mac? - predicted protein 54 39 27 -3.1 -16
C120um021G_at umO03117 Emtl - Glycosyltransferase 54 46 29 -45 -1.0
W130um013G_at um03523 probable aldehyde 5.2 2.2 40 11
dehydrogenase
C30um217G_at umO04503 related to Alpha-N-acetyl- 45 74 -11
galactosaminidase precursor
C110um127G_at umO04884 related to cellulase 4.2 25 -3.1
W170um056G_at um01858 conserved hypothetical protein 4.0 -5.3 38
C85um097G_at um11514 probable HXT15 3.1 -39 15
W45um057G_at  umO06085 conserved hypothetical protein 3.0 29 14
C200um003G_at um10454 related to 4-coumarate-CoA 3.0 6.1 43 -110 53
ligase
C45um186G_at um04742 related to stomatin 2.9 3.9 21 -11
C110um021G_at um03115 Mmfl - related to Sgel drug 26 210 131 -6.2 1.0
resistance protein
C115um021G_at um03116 Macl - predicted protein 25 102 8.0 94 13
C117um228G_at um01902 conserved hypothetical protein 23 34 29 24 19
C15um268G_at um04482 hypothetical protein 2.1 73 5.0 -28 3.8
C40um184G_at umO05514 putative protein 21 49 33 -34 49
W40umO030G_at  um10528 related to STE6 ABC transporter -2.0 53 17.6
W12um235G_at uml10186 putative protein 21 21 53 -3.0
W35um022G_at  um00118 probable UDP-glucose 6- -2.1 -2.2 35 -24
dehydrogenase
W45um213G_at  um03658 conserved hypothetical protein 21 -23 -28 41 -21
C115um163G_at umO00672 probable urate oxidase (uricase) -2.2 29 -24
UG24-1d14- umO00813 conserved hypothetical protein -2.2 33 -20
47c8 RC_at
W55um007G_at  um05348 related to RAM1protein farnesyl- -2.3 40 35
transferase, beta subunit
W45um256G_at  um05787 hypothetical protein -2.3 6.1 -2.8
W20um235G_at um05152 conserved hypothetical protein 24 21 -26 6.6 -45
W20um114G_at umo05633 conserved hypothetical protein -26 27 -20 43 -32
C160um132G_at uml10189 Sid2- Ferrichrome siderophore -26 -3.1 -27
peptide synthetase
W25um008G_at  um04362 related to Cytochrome P450 -2.7 20 -21
8B1
C75um055G_at um03982 hypothetical protein -2.8 27 2.2
C20um110G_at umO00578 b mating type locus, bW1 allele -2.9 47 23
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Probenset MUMDB! Funktion/MUMDB Annotation Expressionsanderung x-fach®
Agpa3 Auacl Pergiiadrl
80 180 75 180
min  min min  min
C15um235G_at umO05153 related to MNT4putative alpha- -3.0 -28 -33 42 -33
1,3-mannosyltransferase
C15um066G_at umO04197 related to purine-cytosine -3.2 5.1 25 -13
permease
W20um276G_at  um05997 hypothetical protein -3.2 35 -1.2
W50um041G_at  um05386 hypothetical protein -34 -31 -41 51 12
W21um256G_at um05782 capsule-associated protein-like -34 -25 -35 59 -21
protein
W170um132G_at um10188 Sidl - L-Ornithine N5- -35 -31 9.8 -31
oxygenase
W10um232G_at  um04538 probable DAL5 Allantoate and -4.0 -5.8 36 -14
ureidosuccinate permease
W35um256G_at  um05785 acyl transferase-like protein -40 -28 -36 88 -3.0
C120um049G_at umO00105 Ferliron transport multicopper -42 -3.2 225 -25
oxidase
W115um178G_at um02002 hypothetical protein -4.6 -2.1 3.7 22
C158um132G_at uml10189 Sid2Ferrichrome siderophore -46 -26 -23 104 -33
peptide synthetase
C30um256G_at um11585 related to capsular associated 47 -29 42 6.7 -3.3
protein
C140um075G_at umO06071 related to Para-nitrobenzyl -4.8 144 17
esterase
W60um280G_at  umO00375 conserved hypothetical protein -49 -26 -25 52 -3.7
W40um256G_at  um05786 related to UDP N-acetyl- -50 -33 -49 70 -2.6
glucosamine transporter
W60um167G_at  um04248 putative protein -6.2 121 -1.2
C25um256G_at umO05783 related to UDP-galactose -70 -30 -44 100 -3.6
transporter
W125um049G_at um10023 Fer2 High-affinity iron permease -73 55 -29 540 -32
W15um280G_at  umO00384 hypothetical protein -33.4 323 -1.7
Gruppe Il *
C40um084G_at umO06255 hypothetical protein 25.6 -1.0 -438
C97um209G_at um210002 related to NADH-dependent 5.4 3.3 20 -3.0
flavin oxidoreductase
W50um040G_at  umO00738 hypothetical protein 4.8 25 29 -39
C65um135G_at umO01655 related to lipase family 4.0 2.6 15 -3.2
W70um213G_at um03651 hypothetical protein 3.0 45 -4.7
W82um185G_at  um05483 hypothetical protein 2.6 35 -21
C52um065G_at umO04145 putative protein 25 2.3 -16 -25
W95um036G_at  um02758 related to Chitinase A precursor 2.4 24 24
W130um209G_at um00027 putative protein 23 1.0 -47
W35um144G_at uml11063 conserved hypothetical protein 2.2 35 -29
(fragment)
W105um119G_at umO01725 hypothetical protein 21 29 -33
W140um132G_at um05170 probable formate -2.7 24 20
dehydrogenase
W54um256G_at  um05789 conserved hypothetical protein -3.9 -1.3 21
W65um063G_at  um05366 conserved hypothetical protein -7.8 -14.3 -12 28
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Probenset MUMDB! Funktion/MUMDB Annotation Expressionsanderung x-fach®
Agpa3 Auacl Pcrgiiadrl
80 180 75 180
min  min min_ min
Gruppe Il °
W16um206G_at  umO00826 hypothetical protein 8.4 34 -15
C15um206G_at umO06497 putative protein 5.3 39 -17
W7um082G_s_at um04617 hypothetical protein 2.7 -19 26
W75um036G_at  um02763 conserved hypothetical protein 2.2 -1.9 26
W25um089G_at um10815 conserved hypothetical protein -2.2 25 13
W115um074G_at um01812 conserved hypothetical protein -2.4 1.7 -25
C85um257G_at umO05764 related to Malic acid transport 28.5 2.7
protein
C110um002G_at um03923 putative protein 105 16.6 50.8
C155um002G_at um03932 hypothetical protein 6.7 4.1
C65um192G_at um00196 probable FUN34 — transmem- 5.1 29
brane protein involved in
ammonia production
C60um135G_at um01656 probable sugar transporter 4.1 6.2
C45um177G_at um11922 related to Chitin deacetylase 3.6 2.1
precursor
W5um267G_at umO06125 putative protein 2.7 2.3
W45um171G_at  um00056 probable neutral amino acid 25 28 23
permease
C59um169G_at um11700 conserved hypothetical protein 2.2 3.6
C40um092G_at um03795 hypothetical protein 2.0 27 31
C35um276G_at umO06002 hypothetical protein 22 -29 -26
C26um005G_at umO05848 related to galactoside O-acetyl- -2.4 -35
transferase
C121um068G_at umO04910 conserved hypothetical protein -2.8 -3.3
C65um152G_at um05270 conserved hypothetical protein -3.2 -2.8
C30um003G_at umO01976 hypothetical protein -3.8 -2.8
W25um222G_at  um01439 Fer9 - probable FRE3 Ferric -5.7 -7.1
reductase
W25um114G_at um10717 conserved hypothetical protein -10.7 -3.8 -39
W27um222G_at  um01439 Fer9 - probable FRE3 Ferric -26.0 -10.3

reductase

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/

2 Die Expressionanderung bezieht sich auf den Vergleich der Stimme FB1Agpa3 (diese Arbeit), FB1Auacl (M.
Vranes, personl. Mittlg.), FB1Pq,:adrl (Eichhorn et al., 2006) mit dem Wildtypstamm des jeweiligen
Experiments; fur genauere Informationen siehe Ergebnisteil.

% In Gruppe 1 sind diejenigen Gene zusammengefasst, die gpa3 bzw. uacl-abhangig reguliert sind und 75 min

nach adr1-Expression eine inverse differentielle Regulation aufweisen.

*1n Gruppe Il sind diejenigen Gene zusammengefasst, die gpa3 bzw. uacl-abhéngig reguliert sind und 180 min

nach adr1-Expression eine inverse differentielle Regulation aufweisen.

%In Gruppe 111 sind diejenigen Gene zusammengefasst, die gpa3 bzw. uacl-abhangig reguliert sind und eine
knappe oder keine differentielle Regulation nach adr1-Expression aufweisen.
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