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I. Zusammenfassung

Polares Wachstum in filamentdsen Pilzen bendtigt das Mikrotubuli-Cytoskelett fiir den
Langstreckentransport der sekretorischen Vesikel, die zur Verlingerung der Spitz bendtigt
werden. Die sekretorischen Vesikel, die vom konventionellen Kinesin entlang der
Mikrotubuli in die Hyphenspitze transportiert werden, akkumulieren in der Wachstumszone
zu einer im Phasenkontrast sichtbaren Struktur, dem Spitzenkorper. Die Position des
Spitzenkdrpers bestimmt in filamentdsen Pilzen die Wachstumsrichtung der Hyphenspitze.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde herausgefunden, dass die wachsenden Mikrotubuli in
Aspergillus nidulans im Zentrum der Hyphenspitze zusammenlaufen und dass das Kinesin
Motorprotein KipA, welches Ahnlichkeit zu Tea2 aus Schizosacharomyces pombe zeigt, an
diesem Mechanismus beteiligt ist. Im AkipA-Stamm erreichen die wachsenden Mikrotubuli
zwar noch die Spitze, sie treffen sich jedoch nicht mehr in der Spitzenmitte, wo sie in
Wildtypstimmen fiir 10 Sekunde pausieren, bevor sie wieder depolymerisieren. Diese
Verankerung findet im AkipA-Stamm nicht mehr statt, sondern die Mikrotubuli scheren in der
Spitze, bis zu ihrer Depolymerisation, umher. Die Hyphen verlieren, durch die fehlende
Zentrierung des Spitzenkdrpers im Mittelpunkt der Wachstumszone ihre Wachstumsrichtung
und wachsen in Kurven.

Desweiteren wurde ein GFP-KipA Fusionsprotein erzeugt. Es wurde an wachsenden
Mikrotubuli-Plusenden beobachtet. Eine Erh6hung der intrazelluldren KipA-Konzentration
fihrt zu einem Anstauen des Proteins hinter den Mikrotubuli-Plusenden, was auf eine
Plusend-gerichtete Motoraktivitit schlieBen ldsst. Als ein mogliches Transportgut von KipA
wurde das Kelchdoménen-Protein TeaA untersucht.

TeaA wurde ebenfalls funktionell analysiert. Dessen S. pombe Ortholog Teal lokalisiert, in
Abhingigkeit von Tea2, in der Spitze und ist am polaren Wachstum beteiligt. TeaA spielt
beim polaren Wachstum in 4. nidulans ebenfalls eine Rolle. Interessanterweise zeigt die
Deletion einen anderen Wachstumsdefekt als die kip4 Deletion. AteaA-Stimme sind in der
Wachstumsgeschwindigkeit reduziert und wachsen bei niedrigen Temperaturen
méandrierend, halten aber im Gegensatz zu AkipA-Stammen die Wachstumsachse. Folglich
besitzt KipA in A. nidulans eine TeaA/Teal unabhidngige Funktion bei der Erhaltung des

polaren Wachstumes.
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Mit dem Mikrotubuli-assoziierten Protein AlpA und NudF/Lisl konnten zwei Proteine
identifiziert werden, in deren Abwesenheit der Defekt der kipA Deletion auftritt. Fiir AlpA
konnte gezeigt werden, dass die Lokalisierung an den Mikrotubuli-Plusenden vom
Kinesinmotor KipA abhingig ist. Ferner wurde gezeigt, dass der Mechanismus der
Verankerung astraler Mikrotubuli, {iber ApsA und Dynein, KipA unabhéngig ist und dass der
AkipA Defekt nicht durch ApsA oder Dynein hervorgerufen wird. Das deutet auf einen, von
diesen Komponenten unabhingigen Mechanismus der Mikrotubuli-Verankerung in der Spitze
hin. Die Entdeckung einer Dynein-unabhingigen Funktion von NudF/Lisl, spricht fiir eine
bisher noch unbekannte Rolle von NudF im polaren Wachstum. Um Motorproteine in A.
nidulans auf redundante Funktionen zu untersuchen, wurden Doppel- und Dreifachmutanten
verschiedener Motorproteinmutationen hergestellt. Die kip4 kipB Doppelmutante zeigte stark
reduziertes Wachstum und die kip4 nudAl Doppelmutante eine Supprimierung des Dynein-
abhingigen Wachstumsdefekts. Dies deutet auf teilweise redundante Funktionen der beiden
Kinesine und antagonistischen Transport gleicher Giiter von KipA und Dynein hin.
GFP-KipA  wurde als Mikrotubuli-Plusendmarker  eingesetzt, um  die
Mikrotubuliorganisation in 4. nidulans zu bestimmen. Die Mikrotubuli sind bi-direktional
langs zur Wachstumsachse angeordnet und enden in der Spitze und an den Septen. Es
konnten, erstmalig im filamentosen Wachstum von Pilzen, die Mikrotubuli-Organisierenden-
Zentren (MTOC) definiert werden. Es wurden drei verschiedene MTOC-Positionen wéhrend
der Interphase gefunden, die Spindelpolkdrper, das Cytoplasma und die Septen. Diese
Mikrotubuliorganisation fiihrt auBerhalb der Spitze zu antiparallelen Mikrotubuli, was

wichtige Konsequenzen fiir intrazelluldre Transpormechanismen hat.
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I1. Einleitung

1. Aspergillus nidulans

Der filamentose Euascomyzet Emericella nidulans wird schon seit mehreren Jahrzehnten
intensiv studiert. Der gebriuchlichere Name ist Aspergillus nidulans, nach der Ahnlichkeit
seiner asexuellen Vermehrungsformen, den Konidiophoren, zu Weihwasserwedeln
(Aspergill). A. nidulans ist vor allem als Modellorganismus innerhalb der Gattung Aspergillus
von vorrangiger medizinischer und industrieller Bedeutung. Bei immunsupprimierten
Menschen, zum Beispiel durch medikamentdse Behandlung nach Organtransplantationen oder
durch HIV Infektion, sind Aspergillosen hdufig auftretende Erkrankungen. Hier muss vor
allem A. fumigatus erwiahnt werden, der liber eine Primédrinfektion iiber die Lunge, nahezu
jedes Organ befallen kann und dessen Infektion hdufig todlich ausgeht (Richardson & Kokki,
1999). Die Industrie hat sowohl Nutzen als auch Schaden durch die Organismen der Gattung
Aspergillus. Auf der einen Seite werden A. oryzae, A. niger und A. wentii fiir die
groBindustrielle Produktion von Enzymen wie a—Amylasen und von organischen Sduren wie
Glukonsdure und Zitronensdure eingesetzt. Auf der anderen Seite, sind Aspergilli wie A.
flavus und A. parasiticus Hauptkontaminanten auf den Feldern und bei der Lagerung von
Getreide, Nussen, Mais und Reis. Die natiirliche Rolle von A4. nidulans ist der Abbau
organischer Substanzen im Okosystem Boden. Er zeichnet sich durch seine Fihigkeit aus,
eine Vielzahl von Substanzen verstoffwechseln zu konnen, wie die Polymere Stirke,

Cellulose, Chitin und Keratin, sowie monomere Zucker, Aminosduren und Alkohole.

Leichte Kultivierbarkeit und kurze Generationszeit machen A. nidulans zu einem optimalen
Versuchsstamm (Pontecorvo et al., 1953). Dariiberhinaus ist er in seiner Hauptlebensphase
haploid und besitzt einen sexuellen und einen parasexuellen Lebenszyklus, was auch klassisch
genetische Methoden wie Kreuzungen oder die Herstellung von diploiden Stimmen
ermoglicht (Kifer, 1977). In den 70er Jahren sind eine Reihe von Entwicklungsmutanten, zur
Aufkliarung der genetischen Grundlagen der Konidiophorentwicklung untersucht worden
(Clutterbuck, 1969; Martinelli & Clutterbuck, 1971). Ein Meilenstein der A. nidulans

Forschung, war die bereits 1im Jahre 1983 realisierte Etablierung eines
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Transformationssystems. Der Organismus ist daher seit langem molekulargenetisch
zuginglich (Yelton et al., 1984). Wodurch die Mdglichkeit der molekularen Analyse von
Genen in diesem Organismus erdffnet wurde. Es wurden zum Beispiel die oben erwéhnten
Entwicklungsmutanten molekular untersucht (Adams et al., 1998; Lee & Adams, 1994;
Wieser & Adams, 1995). Seit der Etablierung des griin fluoreszierenden Proteins GFP fiir in
vivo Untersuchung intrazelluldrer Bewegungen von Organellen und Proteinen, durch
Herstellung GFP markierter Fusionsproteine, ist A. nidulans zu einem hervorragenden
zellbiologischen Modellorganismus geworden (Suelmann et al., 1997). Eine zentrale Rolle in
der Zellbiologie aller Eukaryoten spielt das Cytoskelett und seine assoziierten Motorproteine.
Sie sind fiir die Ausbildung unterschiedlichster Zellformen, die Bewegung von Zellen und die
Organisation von Epithelyen in Eukaryoten verantwortlich. Dartiber hinaus sind sie auch fiir
die intrazellulire Morphologie und Bewegung von Organellen und Proteinkomplexen
zustdndig. Unser Forschungsziel ist das Verstindnis der Organisation der Mikrotubuli und der
Funktion von Motorproteinen und deren Rolle bei Transportmechanismen und dem polaren

Wachstum in den stark verldngerten Hyphenzellen von A. nidulans.

2. Mikrotubuli

Das eukaryotische Cytoskelett besteht aus Aktin, Intermedidrfilamenten und Mikrotubuli. Das
Aktincytoskelett ist die statische Komponente des Cytoskelett, dessen assoziierte
Motorproteine, die Myosine, alle in Minusrichtung laufen. Die Mikrotubuli sind die
dynamische Komponente. Uber sie laufen zwei verschiedene Klassen von Motorproteinen:
die in Minusrichtung laufenden Dyneine und die hauptsidchlich in Plusrichtung laufenden

Kinesine.

2.1. Mikrotubuli Struktur

Mikrotubuli sind aus a- und B-Tubulin-Heterodimeren aufgebaut (Bryan & Wilson, 1971). Es
lagern sich 12 bis 15 Dimere lateral zu einer 25 nm dicken Roéhre aneinander, die durch
longitudinale Addition weiterer Dimere verldngert wird. Diese Rohre wird als Protofilament
bezeichnet. Durch die parallele Anordnung von 13 Protofilamenten werden die Mikrotubuli
aufgebaut., wobei Ausnahmen, mit kleinerer und groBerer Anzahl an Protofilamenten pro

Mikrotubulus, bekannt sind(Savage et al., 1989). Die Mikrotubuli besitzen eine dynamische
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Polaritit mit einem Plusende das schneller polymerisiert als das Minusende. Diese Polaritit
entsteht aus der Anordnung der Dimere: o-Tubuline in Minusrichtung und B-Tubuline in
Plusrichtung der Mikrotubuli (Nogales et al., 1999). Wihrend die Minusenden der
Mikrotubuli stabil sind, zeigen die Plusenden eine seltene Form der Dynamik, die als
dynamische Instabilitdt bezeichnet wird (Abb: 1). Auf kontinuierliches Wachsen der
Mikrotubuli durch Anheften von Dimeren, erfolgt spontan die Depolymerisation der
Mikrotubuli in einer Kettenreaktion vom selben Ende aus. Der Wechsel dieser Dynamiken
wird in dieser Richtung als ,,catastrophe* und in der Gegenrichtung als ,,rescue* (Howard &
Hyman, 2003; Karsenti et al., 1984; Mitchison & Kirschner, 1984). Die Dynamik der
Mikrotubuli kann durch Mikrotubuli-assoziierte Proteine gesteuert werden. Es konnen so
einerseits hoch stabile Mikrotubuli, wie in den Flagellen, und andererseits hoch dynamische,

wie die cytoplasmatischen Mikrotubuli filamentoser Pilze, entstehen.

Abb. 1: Darstellung der dynamischen
Instabilitit der Mikrotubuli. Die
Mikrotubuli sind als griine Rohren
W' dargestellt. Sie setzen sich aus o-, B-
' Tubulin- Dimeren zusammen. Die
Bezeichnung der einzelnen Komponenten

R ifiii48 o

sind im Schema dargestellt. Die

) Polymerisation der MT durch Anlagerung

Comstrephe REReLR s s Yono- und B-Tubulin-Dimeren, letzteres

R - inder GTP gebundenen Form, wird in der

Abbildung oben dargestellt. Den Wechsel

A zur  Depolymerisation, die  unten

P abgebildet ist, bezeichnet man als

.-‘ ' ,Catastrophe®. Die Depolymerisation ist

Aubulin R eine Kettenreaktion bei der die Dimere

Depolymerization hodh . --.Z1I:-F'—f-:-r|'n-\' *. glétm?'glfggn; allftl) 2:1"‘1%211) ﬁzzTeBZ?
-— @ v e a-ubulin ——= b gesp

Wechsel zur Polymerisation wird als
,.Rescue* bezeichnet. Abbildung
verdndert nach (Dammermann et al,
2003).

2.2. Mikrotubuliorganisation

Die Organisation der Mikrotubuli unterscheidet sich zwischen verschiedenen Organismen und
zwischen verschiedenen Phasen der Entwicklung. Die Minusenden der Mikrotubuli sind iiber
die perinuklearen Mikrotubuli-Organisierenden-Zentren (MTOC) stabilisiert. Sie werden in
Vertebraten Centrosomen (Kirschner, 1978) und in Pilzen Spindelpolkérper genannt (Heath,
1981). Die einfachste Organisation der Mikrotubuli wurde in Saccharomyces cerevisiae

beschrieben. Zu Beginn der Prophase findet die Verdopplung des Spindelpolkorpers statt.
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Dieser ist ein Komplex, bestehend aus einer Vielzahl regulatorischer und struktureller
Proteine, mit Funktionen von der Checkpointkontrolle der Mitose bis zur Polymerisation der
Spindel und der astralen Mikrotubuli (Carminati & Stearns, 1997). Er ist in eine ,,innere
Platte” und ,,dullere Platte* unterteilt, die auf den entsprechenden Seiten der Kernmembran
sitzen und durch Membranspannende Proteine verbunden sind. In seiner Grundfunktion dient
er der Polymerisation der Mikrotubuli. Ein funktionell bedeutender Bestandteil ist y-Tubulin,
das in grofler Menge im Spindelpolkorper und im Centrosom vorliegt und das B-Tubulin der
Tubulin-Dimere bindet, wodurch der Start der Nukleation der Mikrotubuli initiiert wird (Félix
et al., 1994; Joshi & Baas, 1993; Oakley, 2000). y-Tubulin wurde zuerst in A. nidulans
entdeckt und anschlieend in allen untersuchten hoheren Eukaryoten nachgewiesen (Joshi,
1994; Oegema et al, 1999). Die Spindelpolkdrper werden durch die Mitosespindel
verbunden, mit der die DNA {iber die Kinetochore verbunden ist. Bei der mitotischen Teilung
wirken zwei Krifte auf die Spindelpolkdrper. Die sich verlangernde Spindel wird zum einen
auseinander gedriickt, zum anderen wirken die astralen Mikrotubuli, die mit dem Kortex
verbunden sind, als ziehende Kraft. Nach Beendigung der Mitose und Zellteilung gehen alle
Mikrotubuli ebenfalls vom Spindelpolkdrper aus und wachsen zum Kortex (Abb. 2). In S.
pombe existieren in der Interphase zusétzlich zum Spindelpolkdrper, in der Sphére des Kerns
eine Vielzahl von Mikrotubuli-Organisierenden-Zentren (MTOC) (Brunner & Nurse, 2000).
Die Mikrotubuli dieser langlichen Zellen sind mit ihren Plusenden in Richtung der Spitzen
ausgerichtet (Abb. 2). Im dimorphen Basidiomyceten Ustilago maydis sind die Mikrotubuli in
der G1 des Zellzyklus zunéchst bipolar organisiert und entstehen von etwa fiinf MTOCs im
Cytoplasma, wihrend die Spindelpolkdrper inaktiv sind. Nachdem die Knospe zu einem
Drittel gebildet wurde, organisieren sich die Mikrotubuli neu und alle MTOCs befinden sich
an der Knospungsstelle innerhalb der Knospe (Abb. 2). Auch diese MTOCs werden
aufgelost, wenn die Mitosespindel gebildet wird. In dieser Phase entspricht die Organisation
der Mikrotubuli der von S. cerevisiae, mit dem Unterschied das in U. maydis ein
Spindelpolkorper in die Mutterzelle zuriickwandert (Straube et al., 2003). Auch in hoheren
Eukaryoten sind verschiedene Arten der Mikrotubuli-Organisation bekannt bei denen die
Mikrotubuli nicht vom Centrosom ausgehen (Hyman & Karsenti, 1998). y-Tubulin wurde
auch in diesen MTOCs ebenfalls nachgewiesen (Horio et al., 1991). Die Organisation der
Mikrotubuli in Hyphen filamentdser Pilze wurde bisher noch nicht aufgeklart. Am meisten ist
hierzu in A. nidulans bekannt. Es wurde beobachtet, dass in der Interphase die Mikrotubuli in
der Spitze der Hyphe alle mit den Plusenden in Richtung Spitze wachsen (Han et al., 2001).

Im restlichen Spitzenkompartiment und in den dahinter liegenden Kompartimenten wurden
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Organisation und Dynamik der Mikrotubuli noch nicht untersucht. MTOCs wurden, der
Annahme folgend, sie seien wie in S. cerevisiae die Spindelpolkorper, nicht bestimmt. Der
Vergleich der Mikrotubuliorganisation der oben beschriebenen Organismen ist der Abb. 2 zu
entechmen. In A. nidulans laufen die Mitosen synchron in allen Kernen eines Kompartiments,
zu Beginn der Mitose werden die cytoplasmatischen Mikrotubuli depolymerisiert, damit
genligend Tubulin zur Bildung der Mitosespindel zur Verfiigung steht (Ovechkina et al.,
2003). Die Mikrotubuli-Organisation wihrend der Mitose unterscheidet sich nicht wesentlich
von der in S. cerevisiae, wo die Spindelpole iiber radial verlaufende Mikrotubuli mit dem
Kortex verbunden sind. Als interagierendes Protein zwischen Kortex und Mikrotubuli wird in

A. nidulans ApsA diskutiert (Fischer & Timberlake, 1995).

Abb. 2: Darstellung der Mikrotubuliorganisation
in der Interphase verschiedener Pilze. Die
Mikrotubuli sind als schwarze Linien dargestellt, die
MTOCs als rote Punkte, die Plusenden als gelbe
Kreise und die Kerne als blaue Kreise. In S.
cerevisiae entstehen alle MT am Spindelpokdrper
und die MT wachsen sternformig von dort zum
Kortex. In S. pombe sind die MT parallel andgeordnet
und wachsen in Richtung der Zellenden, sie entstehen
in MTOCs in einer Sphire um den Kem. U. maydis
besitzt entwicklungsabhingig verschiedene
Organisationsformen der MT. Zu Beginn der
Keimzellbildung existieren mehrere MTOCs im
Cytoplasma mit parallelen und antiparallelen MT
(nicht abgebildet), erreicht die Grole der Knospe ein
Drittel der Mutterzelle, werden die MT umorganisiert
und die MTOCs befinden sich in der Tochterzelle hinter dem Knospungshals und die MT wachsen mit ihren Plusenden
in Richtung der Spitzen der beiden Zellen. In A. nidulans ist nur bekannt, das die MT mit ihren Plusenden in die Spitze
wachsen. Die MTOCs (rotes Fragezeichen) und die Organisation der MT im Spitzenkompartiment hinter der Spitze und
in dlteren Kompartimenten hinter dem ersten Septum (schwarze Fragezeichen) sind unbekannt. Abbildung, verdndert
nach (Straube et al., 2002).

S.cerevisiae S. pombe U. maydis A. nidulans

2.3.  Mikrotubuli-Dynamik

Die Dynamik der Mikrotubuli wurde in vitro (Bode et al., 2003), in S. pombe (Browning et
al., 2003; Drummond & Cross, 2000; Tran et al., 2001), U. maydis (Straube et al., 2001) und
A. nidulans (Han, et al., 2001) ndher untersucht. Die Geschwindigkeiten des Polymerisierens
und Depolymerisierens, die Frequenzen von Rescue und Catastrophe, sowie die Zeit des
Pausierens in der Spitze unterscheiden sich in den verschiedenen Organismen erheblich. Die
Geschwindigkeit des Polymerisierens betrigt etwa 14 um/min in A. nidulans und 3 pm/min
in S. pombe. Die Depolymerisationsgeschwindigkeit ist mit 30 pm/min auch wesentlich

schneller als diel7 pm/min in S. pombe (Han, et al., 2001; Sagolla et al., 2003). Die Zeiten
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des Pausierens in der Spitze sind mit etwa 10 Sekunden in A. nidulans, nur ein zehntel von
denen in S. pombe (100 Sekunden). Diese Unterschiede werden durch das Zusammenwirken
der Mikrotubuli mit Mikrotubuli-asoziierten-Proteinen, welche die Mikrotubuli-Dynamik
beeinflussen, erreicht. Hierzu gehoren unter anderem Proteine wie Alpl4 aus S. pombe,
dessen Deletion flir extrem kurze Mikrotubuli sorgt, EB1, das in allen untersuchten
Eukaryoten konserviert ist und an den Mikrotubuli-Plusenden lokalisiert und die Mikrotubuli-
Dynamik beeinflusst (Tirnauer & Bierer, 2000) und Proteine der Clipl70 Familie, die am
Mikrotubuli-Kortex-Kontakt und der Mikrotubuli Stabilitit beteiligt sind (Brunner & Nurse,
2000). Die Motorproteine spielen neben ihrer Transportfunktion eine Rolle bei der Dynamik
und Organisation der Mikrotubuli.

3. Motorproteine

Es gibt drei verschiedene Klassen von Motorproteinen: Myosine, Dyneine und Kinesine. Alle
Motorproteine  verwenden die  chemische Energie der ATP-Hydrolyse zur
Konformationsédnderung der Proteinstruktur, die zur gerichteten Bewegung entlang des
Cytoskeletts fiihrt. Die schweren Ketten dieser molekularen Motoren enthalten die
Motordoméne, die sowohl die ATP-Bindestelle als auch die Bindedoméne der Mikrotubuli
bzw. des Aktins enthélt. Myosine laufen, mit Hilfe ihrer N-terminalen Motordomine, in
Minusrichtung auf Aktinfilamenten entlang und libernehmen in S. cerevisiae den Hauptteil
des Vesikeltransports. Es gibt 5 Klassen von Myosinen und pro Organismus zwischen einem

Myosin in 4. nidulans und etwa 10 in héheren Eukaryoten.

3.1. Dynein

Die Dyneine werden nicht in Unterfamilien unterteilt. In A. nidulans wurde ein Dynein und in
hoheren Eukaryoten 4 bis 5 gefunden. Die Motordomine der Dyneine befindet sich im C-
Terminus des etwa 4500 Aminosduren gro3en Proteins. Die Divergenz der verschiedenen und
sehr vielfiltigen Funktionen von Dynein wird wahrscheinlich {iber die grole Anzahl an
Proteinen, die mit der schweren Kette von Dynein interagieren, ermdglicht. Neben den zwei
schweren Ketten besteht der Dynein-Komplex noch aus zwei intermedidren, zwei
intermediér-leichten und zwei leichten Ketten (Samso et al., 1998). Dynein destabilisiert in A4.
nidulans die Mikrotubuli und Dynein Mutanten zeigen ein um den Faktor 3 ldngeres

Pausieren der Mikrotubuli am Kortex der Hyphenspitze. Dies ist bisher der einzige Hinweis in
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diesem Pilz, dass die Mikrotubuli mit dem Kortex der wachsenden Hyphenspitze verbunden
werden (Han, et al., 2001). Dynein ist auBerdem an der Kernwanderung und dem Transport
sekretorischer Vesikel in filamentosen Pilzen beteiligt (Minke et al., 1999; Wedlich-Soldner
et al., 2002; Wedlich-Soldner et al., 2002; Xiang et al., 1994). Die Interaktion mit dem
Dynaktin-Komplex beeinflusst aulerdem die Funktion des Motorproteins (Oakley & Morris,
1980; Xiang, et al., 1994; Xiang & Morris, 1999). Ein weiteres, fiir die Funktion von Dynein
entscheidendes Protein, das von A4. nidulans bis zum Menschen konserviert ist, ist NudF/Lis1,
das wie in A. nidulans gezeigt, fiir die Minusend-gerichtete Bewegung von Dynein essentiell
ist (Han, et al., 2001; Xiang et al., 1995). Dieses Protein ist vor allem wegen der Erbkrankheit
Lisencephalie bekannt geworden, bei der die Wanderung der Neuronen in der Entwicklung
des menschlichen Gehirns gestort ist. Die Krankheit basiert auf einer Mutation im /is/ Gen

(Dobyns et al., 1993).

3.2. Kinesin

Die dritte Klasse von Motorproteinen sind die Kinesine, die in 12 Unterfamilien eingeteilt
werden. Die Anzahl an Kinesinen liegt zwischen 6 Kinesinen in S. cerevisiae und tliber 60 in
C. elegans (Schoch et al., 2003). Kinesine haben eine N-terminale, 300 bis 450 Aminosdure
lange, hochkonservierte Motordoméne, welche die ATP-Bindestelle und die Mikrotubuli-
Bindestelle enthélt. Eine kurze ,,Neckhelix® verbindet die Motordoméine mit der ,,Stalk-
Domine®, die bei den meisten Kinesinen Coiled-coil Strukturen zur Dimerisierung enthélt. Im
C-Terminus befindet sich die ,,Tail-Domine* die das Transportgut bindet. Der typische
Aufbau eines Kinesins ist in der Abbildung 3 schematisch dargestellt. Von dieser
prinzipiellen Struktur der Kinesine existieren in verschiedenen Familien charakteristische
Unterschiede. Es gibt eine Kinesin-Familie mit N-terminaler Motordoméne und eine mit
intermedidrer Motordoméne (KIN I/MCAK), die ohne eine Coiled-coil-Doméne zu besitzen
dimerisiert. Die Proteine der BimC-Familie bildet Tetramere (Kashina et al., 1996), wihrend
die Mitglieder der Unc104-Familie monomere Proteine sind (Al-Bassam et al., 2003). Bei
konventionellen Kinesinen von Vertebraten sind leichte Ketten an der Funktion beteiligt
(Verhey et al., 1998).

Kinesine sind an zellbiologischen Vorgidngen, von der Organisation und Funktion der
Spindel, iiber den Langstreckentransport von Vesikeln und Organellen, bis hin zum polaren
Wachstum beteiligt. Das erste Kinesin wurde 1985 beschrieben, es gehort zur Familie der

konventionellen Kinesine und transportiert Partikel entlang von Mikrotubuli (Vale et al.,
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1985). Das erste konventionelle Kinesin aus filamentdsen Pilzen wurde in N. crassa entdeckt
(Steinberg & Schliwa, 1995). Es ist in den meisten Pilzen am polaren Wachstum und dem
Transport sekretorischer Vesikel beteiligt (Lehmler et al., 1997; Seiler et al., 1997; Steinberg,
1998). Dariiber hinaus sind auch Funktionen bei der Verteilung der Kerne in A. nidulans und
der Mitochondrien in Nectria haematococca beschrieben (Requena et al., 2001; Wu et al.,
1998). In A. nidulans konnte gezeigt werde, dass die Akkumulation von Dynein und Dynaktin
an den Plusenden der Mikrotubuli vom konventionellen Kinesin abhéngig ist. Dies zeigt,
zusammen mit in vitro Versuchen, dass KinA iiber Mikrotubuli lduft, was den Schlul} zuléaft,
dass KinA den Dynein-Dynaktin-Komplex in Plusrichtung der Mikrotubuli transportiert
(Requena, et al., 2001; Zhang et al., 2003).

Kopf
- N
L |

v Neck

> Stalk Abb. 3: Architektur eines typischen Kinesin
Motorproteins. Der N-terminale Kopf (blau) besteht
aus der Motordoméne, darauffolgt die Neck-Doméine
(rot), eine kurze Helix, dessen Linge die Schrittlinge
beeinflusst. Die Stalk-Doméine enthilt ein ,Gelenk*
dessen Winkel auch die Schrittlinge mitbestimmt und

J die Coil-coil Strukturen zum Dimerisieren der beiden
Peptidketten. Die  C-terminale = Tail-Domine

} Tail

vermittelt den Kontakt zum Transportgut.

Der Vergleich der konventionellen Kinesine aus Vertebraten mit dem aus N. crassa deckt
grole strukturelle und funktionale Unterschiede zwischen den Motoren auf. Die Neck-
Doméne von KinA interagiert direkt mit dem Motorcore und die Neck- und Neck-Linker-
Positionen sind nicht wichtig filir die Dimerisierung des Proteins (Kallipolitou et al., 2001).
Die ATP-Bindetasche des N. crassa Kinesins zeigt eine offenere Konformation als ihr
menschliches Ortholog und der Motor interagiert statt nur mit B-Tubulin mit beiden

Tubulinen des Dimers, was den ATP Umsatz erhohen konnte (Song et al., 2001). Das Pilz-
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Kinesin ist auBerdem vier mal schneller als das menschliche konventionelle Kinesin, zeigt
groBBere Prozessivitdt und besitzt keine leichten Ketten (Kallipolitou, et al., 2001; Kirchner et
al., 1999).

Die ersten Kinesine, die in filamentosen Pilzen entdeckt wurden, waren BimC und KIpA aus
A. nidulans. Die sind an der Mitose beteiligt. BimC wurde in einem Mutantenscreen fiir
temperatursensitive Mutanten der mitotischen Teilung identifiziert. Der Name des Gens steht
fiir seine Funktion: Blocked In Mitosis, und ist als erster Vertreter einer neuen Kinesin-
Unterfamilie gleichzeitig namensgebend fiir diese Familie. In weiteren Studien konnte gezeigt
werden, dass BimC ein tetramerer Motor ist, der die gegenldufigen Mikrotubuli der Spindel
»crosslinked“ und die antiparallelen Mikrotubuli auseinander schiebt. Fehlt dieser
Mechanismus, wie in BimC Mutanten, bewegen sich die Spindelpolkdrper nicht mehr
auseinander, was zu abnormen Spindeln und zum Stillstand der Mitose fiihrt (Enos & Morris,
1990; O'Connell et al., 1993; Prigozhina et al., 2001). Diese Ergebnisse waren die ersten die
auf die Beteiligung von Kinesinen in der Mitose hindeuten. Die Funktion von KIpA, einem C-
terminalen Motor, der in Minusrichtung {iber Mikrotubuli l14uft, ist antagonistisch zu der von
BimC. Es bindet parallele Mikrotubuli und fiihrt sie in vitro zusammen. Ubertrigt man diese
Funktion auf die Spindel, wirkt der Minusendgerichtete Motor in die Gegenrichtung von
BimC. Er sorgt fiir eine gebiindelte Spindel und zieht die iiberlappenden antiparallelen
Mikrotubuli aufeinander zu. Dadurch hilt er, ohne BimC als Gegenpart, die Spindelpolkdrper
aneinander. Die Theorie wird durch ein Aufheben des letalen BimC Phénotyps in der

Doppelmutante bestétigt (O'Connell, et al., 1993; Prigozhina, et al., 2001).

3.3. CENP-E

Die CENP-E Familie ist eine Kinesin-Familie mit Vertretern von der Béackerhefe S. cerevisiae
bis zum Menschen (Schoch, et al., 2003). Interessanterweise unterscheiden sich die einzelnen
Kinesine dieser Familie funktionell und strukturell erheblich voneinander. In Vertebraten sind
CENP-E Kinesine etwa 300 kDa groB3. Das CENP-E der Maus ist essentiell und liegt nur in
einer Kopie vor. Es hat wie alle Kinesine dieser Unterfamilie eine N-terminale Motordoméane
mit ATP- und Mikrotubuli-Bindestelle. Im Unterschied zu den Pilz-Orthologen besitzt es
zwei cdc2-cyclin B Phosphorylierungsstellen, eine zweite Mikrotubuli-Bindestelle und eine
C-terminale CAAX Box zur Farnesylierung. Es wurde mit in vivo und Zellkultur
Experimenten gezeigt, dass in Abwesenheit des Maus CENP-E’s die Zellen in die Anaphase

eintreten auch wenn ein oder mehrere Chromosomen nicht an der Metaphaseplatte angeordnet
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sind. Dieser Phénotyp wird auf das Rekrutieren von den Checkpointproteinen Madl, Mad2
and BubR1 zuriickgefiihrt (Weaver et al., 2003). Diese Ergebnisse konnten in den fritheren
Untersuchungen mit HeLa Zellen, in welche CENP-E Antikorper injiziert wurden (Schaar et
al., 1997) oder durch die Behandlung mit Antisense Oligonukleotiden, nicht festgestellt
werden (Yao et al.,, 2000). Sie passen aber zu den Ergebnissen aus Xenopus, wo die
Lokalisierung von Madl und Mad2 am Kinetochor von CENP-E abhéngig ist (Abrieu et al.,
2000). In hoheren Eukaryoten unterscheiden sich vor allem die Ergebnisse aus den Gliding-
Assays, bei denen das gereinigte Motorprotein an eine Glasoberfliche gebunden wird und die
Mikrotubuli durch die Motoraktivitit iiber die Glasoberfliche gezogen werden. Das CENP-E
aus Xenopus zeigte Plusend-gerichtete Motoraktivitit, wahrend mit zwei weiteren CENP-E
Kinesinen aus hoheren Eukaryoten keine Plusend-gerichtete Motor-Aktivitit festgestellt
werden konnte. Bei einer Untersuchung konnte jedoch mit dem CENP-E ein assoziiertes

Protein gereinigt werden, das in Minusrichtung {iber Mikrotubuli l1duft (Thrower et al., 1995)).

Die Pilz-Kinesine, die iliber die Sequenzdhnlichkeit ihrer Motordoménen in die CENP-E
Unterfamilie eingeordnet werden, zeigen untereinander und zu den homologen Proteinen aus
hoheren Eukaryoten vollig verschiedene Funktionen. Das Kinesin-dhnliche Protein Kip2 aus
S. cerevisiae ist fiir die Lokalisierung von Kar9 an den Plusenden der Mikrotubuli
verantwortlich. In Akip2 Stdmmen lokalisiert Kar9 an den Spindelpolkorpern. Kar9 wird an
den Plusenden der Mikrotubuli bendtigt um diese mit Myo2 zu verbinden. Myo2 ist ein
Myosin V. Es lauft mit dem Mikrotubulus im Gepéck, die Aktin Filamente entlang in
Richtung der Spitze der Tochterzelle. Uber diesen Mechanismus wird ein Spindelpolkdrper in
die Tochterzelle gezogen, sodass die Spindel in der Knospungsstelle angeordnet ist. Die
Deletion von Kip2 fiihrt zu fehlerhafter Spindelpositionierung, wodurch nach der Zellteilung
Zellen mit zwei und Zellen ohne Kerne entstehen konnen. Zu dieser Funktion von Kip2 passt
auch die Lokalisierung von Kip2 an den Spindelpolkérpern und den Plusenden der

Mikrotubuli (Maekawa et al., 2003; Miller et al., 1998).

In der Spalthefe S. pombe wurde in Mutanten-Screens nach Staimmen gesucht, die noch zu
polarem Wachstum in der Lage sind, bei denen jedoch die Lokalisierung neuer
Wachstumszonen Defekte zeigt. Diese Stimme zeigen abnormale Zellmorphologien mit
kurvigen und verzweigten Zellen anstelle der normalen zylindrischen Zellform die durch
abwechselndes Wachstum an den beiden Zellpolen entsteht (Brunner & Nurse, 2000; Snell &

Nurse, 1994; Verde et al., 1995). In diesen Mutanten wurden Mutationen in den Genen teal,
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tea2 und tipl identifiziert. Tea2 ist das Ortholog zu Kip2 und die Deletion von Tea2 zeigt
weder den Spindelpositionierungs Defekt der Kip2 Deletion, noch die Defekte von ACENP-E
in hoheren Eukaryoten. Es konnte gezeigt werden, das Tea2 an der Lokalisierung von Teal in
der wachsenden Spitze beteiligt ist. Teal nimmt eine Schliissel-Funktion bei der
Positionierung neuer Wachstumszonen tiiber Interaktion mit Bud6 ein (Glynn et al., 2001).
Lokalisierungsstudien von GFP-Teal in Afea? Stimme zeigen, dass Tea2 nicht an der
Lokalisierung von Teal an den Plusenden der Mikrotubuli, sondern an der Mikrotubuli-
Stabilisierung beteiligt ist. In fea? Deletionsstimmen sind die cytoplasmatischen Mikrotubuli
verkiirzt, sodass viele Mikrotubuli den Cortex nicht errecichen, wodurch die Akkumulation

von Teal in der Spitze beeinflusst wird.

Tea2 lokalisiert an den Plusenden wachsender Mikrotubuli und wird an den Enden der Zelle
abgelagert (Browning et al, 2000; Browning et al, 2003). Es wurden Punktmutationen im P-
Loop (ATP-Bindedomine) und Switch II (y-Phosphat-Sensing) entwickelt. Die Mutationen
im P-Loop verhindern die ATP-Bindung und die im Switch II die ATP Hydrolyse. Das Tea2-
P-Loop-Protein lokalisiert vor allem in Kernnéhe und das Tea2-Switch-II-Protein entlang der
Mikrotubuli. In beiden Féllen ist die Akkumulation an den Mikrotubuli-Plusenden verloren
gegangen. In diesen Mutanten verlieren Teal und Tipl ihre Mikrotubuli-Plusend
Lokalisierung. Dies widerspricht sich mit den Ergebnissen der fea2? Deletion, bei der nur die
Mikrotubuli verkiirzt werden, aber Teal an den Mikrotubuli-Plusenden lokalisiert. Leider
werden diese kontroversen Ergebnisse nicht diskutiert, sondern die neueren Ergebnisse von
(Browning, et al., 2003) so erklért, dass Tea2 Teal transportiert. Wenn dies der Fall ist,
miisste ein redundanter Motor existieren der Teal in der Tea2 Deletion transportiert und der
mit Tea2 im Wildtyp um die Bindung von Teal konkurriert. In den hoch exprimierten
Rigormutanten kann der redundante Motor nicht mehr genug Teal binden, um es an den
Plusenden zu akkumulieren, jedoch wurden die Teal Lokalisierung in den Rigormutanten nur
erwihnt, doch nicht mit Bilder dokumentiert. Weitere mikroskopische Untersuchungen
zeigten, dass das Ebl Ortholog Mal3 fiir die Prozessivitidt von Tea2, nicht aber fiir seine

Bindung an die Mikrotubuli verantwortlich ist (Browning, et al., 2003).

Diese Arbeit befasst sich mit der molekularen und funktionellen Analyse von KipA, dem
einzigen CENP-E dhnlichen Kinesin in 4. nidulans und mit TeaA, dem Ortholog von Teal
aus S. pombe. Es soll die noch ungeklirte Rolle der Mikrotubuli bei der Etablierung neuer
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Wachstumszonen und der Aufrechterhaltung der Wachstumsachse des Spitzenwachstums,

entschliisselt werden.

4. Polares Wachstum

Zellpolaritdt wird als unsymmetrische Zellform, Proteinverteilung und Zellfunktion definiert.
Dies ist ein grundlegender Bestandteil der Zellbiologie von pro- und eukaryotischen Zellen. In
Eukaryoten wird Zellpolaritit, durch die Lokalisierung von Signalkomplexen, der
Umstrukturierung des Cytoskeletts, der Interaktion des Cytoskeletts mit dem Zellkortex und
dem Transport von Proteinen mit Hilfe von Motorproteinen, zum Membranwachstum und zur
Zellverldngerung etabliert und aufrechterhalten (Pollard & Borisy, 2003). Einer der ersten
Schritte zur Etablierung von Zellpolaritét, ist die Positionierung von Zelloberflachenproteinen
(,,Landmarkproteinen*), die das Cytoskelett und dariiber den Fluss der Vesikel zu dieser

Stelle ausrichtet (Nelson, 2003).

4.1. Polares Wachstum in den Hefestadien von Pilzen

In einzelligen Organismen wie S. cerevisiae und S. pombe wird Zellpolaritidt nur fiir die
mitotische Teilung aufgebaut. In diesen Organismen werden die Zusammenhidnge der
Etablierung und Erhaltung der Polaritit verhéltnisméBig einfach und umfangreich untersucht.
In der Béickerhefe S. cerevisiae werden im vegetativen Wachstum genotypspezifische
Wachstumsformen unterschieden. Haploide Zellen zeigen axiale Knospung und diploide
Zellen bipolare Knospung (Chant & Herskowitz, 1991). Die ,,Landmarkproteine* Bud1/Rsrl,
Bud2 und Bud5 sind an der Etablierung beider Wachstumsformen beteiligt (Bender &
Pringle, 1989; Chant et al., 1991). Bud3, Bud4 und Bud10 lokalisieren hingegen nur bei der
axialen Knospung und Bud8 und Bud9 nur bei der bipolaren Knospung in der
Wachstumszone (Zahner et al., 1996)). Die lokale Aktivitdt von dem gleichmiBig verteilten
Budl hingt von der lokalen Verteilung von Bud5, dem ,,guanine-exchange factor” (GEF),
und Bud2, dem GTPase aktivierendem Protein, ab (Park et al., 1999). In seiner GTP
gebundenen Form bindet Budl Cdc24, welches wiederum der GEF von Cdc42 ist. Uber
diesen Mechanismus kann Cdc42 Aktivitit auf die Wachstumszone beschrinkt werden
(Etienne-Mannevile, 2003). Das Fehlen einer dieser Komponenten fiihrt durch einen Cdc42
beteiligten Mechanismus zu unkontrollierter Knospung an zufilligen Positionen am Kortex

(Banuett, 1991; Bender & Pringle, 1989; Zahner, et al., 1996). Die Proteine in der
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Regulationskaskade oberhalb von Cdc42, wie Budl, sind fiir die Bestimmung der
Wachstumszone verantwortlich. Cdc42 ist eines der Bindeglieder zwischen den oben
genannten Regulatoren und den morphologischen Komponenten des polaren Wachstums. Die
Deletion von Cdc4?2 sorgt fiir ein unorganisiertes Aktin-Cytoskelett und fiir ein gleichméBiges
Anschwellen der Zelle durch isotropes Wachstum (Adams & Timberlake, 1990).

Cdc42 ist an der Bildung einer Aktinkappe und von Aktinfilamenten, die bis in die
Mutterzelle zuriickreichen, beteiligt (Chant, 1994; Pruyne & Bretscher, 2000). Diese
Regulation erfolgt iiber Ste20 und Cla4, die eine Cdc42-RAC-Interaktions-Doméne (CRIB-
Domine) enthalten. Sie rekrutieren Myosine Myo3 und Myo5, um zusammen mit Beel/Las17
und Vrpl in einer Interaktion mit Arp2/3 die Aktinkappe zu bilden (Eby et al., 1998;
Evangelista et al., 1997; Wu & Miller, 1997). Bnil und Bnrl polymerisieren Aktinfilamente
(Evangelista et al., 2002; Pruyne et al., 2002; Sagot et al., 2002; Sagot et al., 2002) und
werden {liber den Scaffolding-Proteinkomplex aus Spa2, Pea2 und Sphl, dem Polarisom, an
die Wachstumszone gebunden (Sheu et al., 1998). Aulerdem interagieren sie mit Proteinen,
die Aktinfilamente zwischen der Knospe und der Mutterzelle aufbauen (Evangelista, et al.,
1997; Evangelista, et al., 2002; Sagot, et al., 2002), wie zum Beispiel Bud6/Aip3 (Amberg et
al., 1997).

Die Vesikel zum Membranwachstum werden von Myo2 (Karpova et al., 1998; Schott et al.,
1999) iiber Aktinfilamente vom Golgi zur Aktinkappe transportiert (Pruyne & Bretscher,
2000). Wihrend t-SNAREs, Sec9, Ssol/2, Bestandteile des SNARE-Komplex, die zur
Exocytose notwendig sind, sind iiber die gesamte Membran verteilt (Brennwald et al., 1994),
der Exocyst-Komplex, bestehend aus Sec4, Rhol/2, Rho3 und Rho4 ist auf die
Wachstumszone beschrinkt (TerBush et al., 1996). Deletionen dieser Proteine fiihren zu
Vesikelakkumulationen an der Knospungsstelle, was daraufhin deutet, dass dieser Komplex
den SNARE-Komplex lokal aktiviert, um Vesikel an die Membran anzudocken und zu

fusionieren (Grote et al., 2000; Pruyne & Bretscher, 2000).

Die Beteiligung der Mikrotubuli am polaren Wachstum ist in S. cerevisiae auf die
Orientierung der Spindel und das Einwandern des alten Spindelpolkdrpers in die Knospe
beschriankt. Nur die astralen Mikrotubuli des alten Spindelpolkorpers werden nach Kontakt
ithrer Plusenden mit Myo2 {iber die Aktinfilamente, in die Knospe gezogen (Gundersen &
Bretscher, 2003). Dieser Kontakt wird iiber die direkte Interaktion von Kar9 mit Myo2
vermittelt. Uber diesen Mechanismus ist die Orientierung der Mikrotubuli in S. cerevisiae von

der Organisation des Aktincytoskeletts direkt abhingig (Kopecka & Gabriel, 1998). Kar9
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lokalisiert ausschlieBlich an dem alten Spindelpolkérper, was ein weiteres Beispiel des
Aufbaus von Polaritit in S. cerevisiae ist. Die Bindung von Kar9 an den alten
Spindelpolkorper erfolgt iiber Biml. Cdc28, die einzige Cyclin-abhéngige Kinase in der
Béckerhefe, verhindert, zusammen mit dem Cyclin Clb4, die Lokalisierung von Kar9 am
neuen Spindelpolkorper durch dessen Phosphorylierung. Dadurch wird die Interaktion mit
Bim1 verhindert (Liakopoulos et al., 2003; Maekawa, et al., 2003). Kar9 wird vom alten
Spindelpolkdrper zu den Mikrotubuli-Plusenden in Abhédngigkeit von dem Kinesin
Motorprotein Kip2 transportiert. Dies erfolgt in einem Komplex mit Cdc28 und dem Cyclin
CIbl (Mackawa, et al., 2003; Miller & Rose, 1998). Die direkte Interaktion von Kar9 mit
Myo?2 ist fiir das Einwandern der Mikrotubuli in die Knospe verantwortlich (Yin et al., 2000).
Nach dem Transport der Mikrotubuli-Plusenden durch Myo2 entlang der Aktinfilamente,
wird der Dyneinkomplex, der an den Mikrotubuli-Plusenden lokalisiert, mit dem
Kortexprotein Numl verankert. Die Mikrotubuli werden anschlieBend, durch die in
Minusrichtung erfolgende Motorbewegung, des am Kortex verankerten Dyneins, in die
Knospe gezogen (Farkasovsky & Kiintzel, 2001; Heil-Chapdelaine et al., 2000). Der Kern,
der iiber den Spindelpolkérper mit den Mikrotubuli verankert ist, wandert iiber diesen

Mechanismus in die Tochterzelle ein (Bloom, 2001).

4.2. Mikrotubuli im polaren Wachstum von S. pombe

In S. pombe spielen die Mikrotubuli beim polaren Wachstum eine andere Rolle als in S.
cerevisiae (Drummond & Cross, 2000). Ein Kerntransport in die Tochterzelle ist in der
Spalthefe, die sich in der Mitte der Zelle teilt, nicht nétig. Die Kerne werden durch die
Spindel auseinander gedriickt (Tran, et al., 2001) Die Mikrotubuli werden fiir den gerichteten
Transport von Komponenten zur Etablierung und Aufrechterhaltung des geradlinigen polaren
Wachstums bendtigt. Uber die Lokalisierung an den wachsenden Mikrotubuli Plusenden
werden die in der wachsenden Spitze akkumulierenden Proteine Teal, Tea2, Mal3 und Tipl
transportiert. Die Lokalisierung vom Kinesin Motor Tea2 und dem Clip170 dhnlichen Protein
Tipl in der Spitze ist von dem Kelchdoménen Protein Teal abhédngig (Beinhauer et al., 1997;
Browning et al., 2000; Brunner & Nurse, 2000; Mata & Nurse, 1997). Dariiber hinaus werden
auch die Kinase Poml und das membran-assoziierte Protein Mod5 {iber Teal in der
wachsenden Spitze verankert (Behrens & Nurse, 2002; Browning, et al., 2003; Snaith &

Sawin, 2003). Die Interaktion zwischen Teal und Budb6 ist fiir die Lokalisierung von Bud6 in
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der Spitze verantwortlich. Bud6 ist an der Bildung der neuen Wachstumszone und der Aktin-
Akkumulation beteiligt. Dieser Zusammenhang beweist, dass die Mikrotubuli und Teal fiir
die Aktin-Organisation verantwortlich sind (Glynn, et al., 2001). In Deletionsstimmen von
Teal bilden sich Verzweigungen am Kortex, wodurch T-férmige Zellen entstehen und das
Spitzenwachstum weniger geradlinig ist. Die Dynamik und Organisation der Mikrotubuli im
Deletionsstamm ist dariiber hinaus verdndert. Die Mikrotubuli sind stark verldngert und
wachsen nach Erreichen der Spitze kurvig durch die Spitze und wieder in die Gegenrichtung
zuriick (Mata & Nurse, 1997). Teal und die oben beschriebenen, durch Teal in der Spitze
akkumulierenden Proteine, werden tiber die Interaktion von Teal mit dem membran-
assoziierten Protein Mod5 in der Spitze verankert. In der Mod5 Deletion kann sich Teal-GFP
nicht in der Spitze anhdufen und lokalisiert nur an den Mikrotubuli-Plusenden. Andererseits
ist auch die Lokalisierung von Mod5 in der Spitze von Teal abhédngig. In der teal Deletion
lokalisiert Mod5-GFP gleichmiBig verteilt an der gesamten Zellmembran (Snaith & Sawin,
2003). Mod5 enthilt ein Signal fiir eine carboxyterminale Prenylierungsstelle, was auflerdem
auf Membranassoziation hindeutet. Die Lokalisierung aller dieser Komponenten in der
wachsenden Spitze ist von Teal und davon abhéngig, dass die Mikrotubuli-Plusenden die

Spitze erreichen.

4.3. Polares Wachstum in filamentésen Pilzen

In den filamentds wachsenden Pilzen wird polares Wachstum nicht nur fiir die mitotische
Teilung, wie in Hefen, benétigt. Sie sind ein Beispiel fiir extrem schnelles polares Wachstum
an der Hyphenspitze, mit einer Geschwindigkeit von bis zu 1 um/sec bei N. crassa (Lopez-
Franco et al., 1994). Dieses Wachstum ist unbegrenzt moglich. Die Hyphen konnen viele
Kilometer im Boden wachsen. Wie filamentdse Pilze iiber weite Strecken eine Achse der
Wachstumsrichtung aufrechterhalten, ist bis heute noch vollig ungekldrt. In den Hyphen
konnen zusdtzlich neue Wachstumszonen definiert werden. Daraus konnen sich die
Wachstumskomponenten organisieren und Verzweigungsstellen bilden, wodurch in
filamentdsen Pilzen eine Vielzahl verschiedener Wachstumsachsen gebildet und
aufrechterhalten werden konnen. Dariiberhinaus sind sie in der Lage, neben der Fahigkeit
durch Verzweigungen neue Wachstumszonen zu bilden, die Richtung der wachsenden Spitze
zu dndern um auf &duBlere Reize, wie physikalische Barrieren oder sich &ndernde
Nihrstoffangebote, zu reagieren (Dijksterhuis, 2003). Diese Fihigkeiten, die den molekular

gut untersuchten Hefen fehlen, setzen einen komplexeren Mechanismus voraus, der auch fiir
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das Verstindnis des polaren Wachstums verschiedener Zelltypen hoherer Eukaryoten, wie
zum Beispiel der Entwicklung von Neuronen, von Bedeutung sein konnte.

Wie Positionen des polaren Wachstums in 4. nidulans markiert werden ist unklar, da bisher
keine der in S. cerevisiae existierenden kortikalen ,,Landmarkproteine* untersucht wurden.
Die bipolare Hyphenbildung aus den Konidien zeigt, dass die Bildung der Wachstumszonen
nicht ausschlieBlich zufillig ist (Harris, 1999; Harris et al., 1999). Beobachtungen wihrend
der Erstellung dieser Arbeit haben auBerdem gezeigt, dass A. nidulans in der Lage ist, auf
duflere Signale mit der Bildung von Verzweigungsstellen zu reagieren, wenn in dessen Nihe
andere Hyphen wachsen. Ob dies durch Erkennung von Signalmolekiilen oder durch Reaktion
auf Nihrstoffmangel erfolgt, ist unklar. Es wurde gezeigt, dass alle Gene aus S. cerevisiae die
an der Pheromonantwort beteiligt sind, in A. nidulans konserviert sind (Dyer et al., 2003).
AuBerdem 1ist A. nidulans ein homothallischer Organismus, bei dem zwei Hyphen
aufeinanderzuwachsen konnen, um mit der Bildung eines Heterokaryons den sexuellen
Zyklus zu beginnen.

Von Cdc42 und dessen regulatorischen Komponenten gibt es in A. nidulans nur wenige
Untersuchungsergebnisse. Das cdc42 Ortholog c¢fI4A aus P. marneffei ist am
Hyphenwachstum, aber nicht an der Entwicklung der Konidiophore beteiligt, wihrend die
Expression von cfI4 in A. nidulans die Konidiophor-Entwicklung blockiert (Boyce et al.,
2001). Die Deletionen der cdc42 Orthologe in dem polymorphen Pathogen Wangiella
dermatitidis und in Magnaporthe grisea, zeigten keine drastischen Verdnderungen des
filamentosen Wachstums (Yang et al., 2001; Ye & Szaniszlo, 2000). Die Deletion von dem
cdc24 Ortholog des dimorphen Pathogen U. maydis (Weinzierl et al, 2002) zeigt auch keinen
Defekt im Hyphenwachstum. Die Deletion des cdc42 Homologs in U. maydis ist im
Gegensatz zu der Deletion des S. cerevisiae Orthologs nicht letal und zeigt einen
Zellseperationsdefekt (Mahlert, 2002). Dies weist prinzipiell auf eine untergeordnete Rolle
bei der Regulation des filamentésen Wachstums hin. Dies konnte durch die zweite Rho
GTPase, Rac erkldrt werden, die in filamentdsen Pilzen existiert und im polaren Wachstum
eine Rolle spielt, in S. cerevisiae und S. pombe jedoch fehlt (Boyce et al., 2003; Hurtado et
al., 2000)( Hlubek, 2004). In A. nidulans wurden Expressionsversuche mit dem P. manafiie
racl Homolog cfIB durchgefiihrt. Die Expression verschiedener Allele der RAC GTPase cfIB
filhrt in P. marneffei zur Reduktion des polaren Wachstums der Hyphen und Konidiophore
und in A. nidulans zu hyperpolarem Wachstum (Boyce, et al., 2003).

Die morphologischen Komponenten des polaren Wachstums, die iiber die GTPasen mit dem

Kortex verbunden werden, sind in 4. nidulans auch zu wenig untersucht worden, um einen
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zusammenhdngenden Mechanismus beschreiben zu konnen. Es sind jedoch einzelne
Komponenten bekannt.

Der als Polarisom bekannte Komplex verbindet in S. cerevisiae die Proteine, die die
Wachstumszone bestimmen, mit dem Aktincytoskelett. Von den Komponenten des
Polarisoms sind die Orthologe zu dem Formin Bnil und zu Spa2, SepA und SepG untersucht
worden, wobei nur SepA auf eine Funktion im polaren Wachstum getestet wurde (Harris et
al., 1994). SepA ist wie das Hefeortholog, am polaren Wachstum beteiligt (Sharpless and
Harris, 2002). Vom Arp2/3 Komplex, der an der Polymerisierung von Aktin und dessen
Bindung an die Wachstumszone beteiligt ist, sind noch keine Komponenten in 4. nidulans
untersucht worden. Auch von den Komponenten des SNARE- und des Exocyst-Komplex ist
noch kein Protein in A. nidulans funktionell untersucht worden. Durch die Zerstorung des
Aktincytoskeletts mittels Cytochalasin A konnte gezeigt werden, dass Aktin fiir die
Etablierung und Aufrechterhaltung des polaren Wachstums in A. nidulans essentiell ist
(Torralba et al., 1998). Die Deletion des Myosins der Klasse I, myoA in A. nidulans zeigt
auch, dass Aktin fiir die Sekretion von Vesikeln und das polare Wachstum wichtig ist
(McGoldrick et al., 1995). Diese Ergebnisse passen zu der Aktin Lokalisierung als Punkte und
Filamente in der wachsenden Hyphenspitze (Harris, et al., 1994; Momany & Hamer, 1997).

4.4. Mikrotubuli im polaren Wachstum filamentoser Pilze

Die bisherigen Untersuchungen der Mikrotubuli und assoziierter Proteine in filamentdsen
Pilzen, weisen auf eine Funktion der Mikrotubuli bei der Erhaltung der Richtung des polaren
Wachstums hin. Die Deletion des a-tub Gens fiihrt zu abnormen Hyphen, inhibiert jedoch
nicht vollig das polare Wachstum (Doshi et al., 1991). Behandlung mit der Mikrotubuli
destabilisierenden Substanz Benomyl fiihrt zu kurvigem Hyphenwachstum (Abb. 4) und in
hoheren Konzentrationen zur Bildung von Verzweigungsstellen und stark verlangsamtem
Wachstum (Riquelme et al., 2003; That et al., 1988); eigene Untersuchungen). Dieser Defekt
konnte auf die gleiche Rolle der Mikrotubuli wie in S. pombe hindeuten, wo die Mikrotubuli,
wie oben beschrieben, fiir die Lokalisierung von Proteinen in der wachsenden Spitze
verantwortlich sind. Deletionen von Dynein und Komponenten des Dynaktinkomplexes in M.
crassa zeigen ein miandrierendes Hyphenwachstum, eine starke Reduktion der
Wachstumsgeschwindigkeit und Defekte in der Verteilung der Kerne und Vesikel. Die
Deletion des konventionellen Kinesins zeigt eine deutliche Reduktion der

Wachstumsgeschwindigkeit, eine defekte Kernverteilung und eine Reduktion des
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anterograden Vesikeltransports (Seiler, et al., 1997; Seiler et al., 1999). Die Deletionen
orthologer Proteine in A. nidulans zeigten keine miandrierenden Hyphen, aber die gleichen
Defekte in der Kernpositionierung und dem verlangsamten Wachstum (Requena, et al., 2001).
Es gibt aus Untersuchungen einer temperatursensitiven y-Tubulin Mutante Hinweise auf eine
essentielle Beteiligung der Mikrotubuli an der Entstehung und Aufrechterhaltug des polaren
Wachstums. Sie zeigte eine komplette Zerstorung des polaren Wachstums, wihrend andere
Punktmutationen in diesem Gen zu abnormalen, angeschwollenen oder kurvig wachsenden

Hyphen fiithren. Diese Mutante, die kein polares Wachstum mehr zeigt, ist die bisher einzigen

bekannte Mutante in A. nidulans, die iiberhaupt keine Mikrotubuli mehr besitzt (Jung et al.,
2001).

Abb. 4: Einfluss der  Mikrotubuli-
destabilisierenden Substanz Benomyl auf das
Hyphenwachstum von A. nidulans. Ohne
Benomyl im Medium wachsen die Hyphen
geradlinig (linkes Bild). Nach Zugabe von 10 mg
Benomyl auf eine Stelle der Agarplatte, konnte in
einigen Bereichen kurviges Wachstum beobachtet
werden (rechtes Bild), in anderen Bereichen die der
Inokulationsstelle von Benomyl niher lagen wurde
stark reduziertes Wachstum festgestellt (nicht
abgebildet) (Bilder: unverdffentlichte Abbildung
von Riquelme, 1998). Diese Beobachtung wurde
durch folgende Untersuchungen von M. Riquelme
und eigene Untersuchungen bestitigt (Riquelme et
al., 2002; eigene Untersuchungen).

Weitere Hinweise liber eine Beteiligung der Mikrotubuli am polaren Wachstum, liefern die
umfangreichen Untersuchungen an der fiir hohere Pilze charakteristischen Komponente im
polaren Wachstum, dem Spitzenkorper (Girbardt, 1957). Er ist ein wichtiger Bestandteil des
Hyphenwachstums. Er befindet sich im Zentrum der Hyphenspitze und setzt sich aus einer
Ansammlung von nicht ndher analysierten sekretorischen Vesikeln zusammen, die immer
gentigend ,,Nachschub* fiir das extrem schnelle Wachstum der Hyphen zur Verfiigung stellen
(Abb. 5) (Bartnicki-Garcia et al., 1995). Die Position des Spitzenkdrpers bestimmt, in welche
Richtung die Hyphe wichst (Girbardt, 1976; Riquelme et al., 1998). Inhibitorstudien und
Mikroskopie der Bewegung von Vesikeln, Mikrotubuli und Aktin zeigen im filamentdsen
Wachstum von Allomyces macrogynus eine untergeordnete Rolle von Aktin, beim
Langstrecken-Vesikeltransport und der Spitzenkorper-Organisation. Es wurde gezeigt, dass
die Spitzenkorper Organisation auf mikrotubuliabhéngigem Transport basiert (McDaniel &
Roberson, 2000). Diese Ergebnisse werden durch eine Vielzahl von Mutanten in
verschiedenen filamentdsen Pilzen bestétigt, die eine verdnderte Spitzenkorper-Morphologie

und Positionierung zeigen. Diese beeinflussen die Geschwindigkeit, Richtung und Anzahl an
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wachsenden Hyphenspitzen. Einige diese Mutanten haben Mutationen in den Genen

mikrotubuliassoziierter Motorproteine wie zum Beispil im konventionellen Kinesin, Dynein

(ro-1) oder in Komponenten die mit Dynein interagieren wie ro-3 (Riquelme et al., 2000;

Riquelme et al., 2002; Seiler, et al., 1997; Seiler, et al., 1999).

Abb. 5: Transmissions-
FElektronen-Mikroskopie
einer cryofixierten Wildtyp-
Hyphenspitze von N. crassa.
Median nahe longitudinale
Sektion zeigt den
Spitzenkorper als eine Wolke
von apikalen Vesikeln
(Pfeile), die ein Zentrum
umgeben (Sternchen). Ein
Mikrotubulus der parallel zu
Hyphenachse liegt wurde mit
einem Dreieck gekennzeicht.
Die  Mitochondrien (M)
reichen bis unterhalb des
Spitzenkorpers. Ubernommen
und verdndert nach (Riquelme
et al, 2002).

Eine eindeutige Bestimmung der Funktion der Mikrotubuli bei polarem Wachstum in
filamentdsen Pilzen geht noch nicht liber die Notwendigkeit der Mikrotubuli fiir den
Langstreckentransport sekretorischer Vesikel hinaus, auch wenn vieles fiir &hnliche
Funktionen bei der Entstehung und dem Erhalt des polaren Wachstums, wie in S. pombe
spricht. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Organisation der Mikrotubuli, sowie der
Funktion der Mikrotubuli und dem Kinesin-Motorprotein KipA beim polaren Wachstum.
Dariiber hinaus wurde die Rolle von TeaA, dem Ortholog zu Teal, das ein zentraler Effektor

der Funktion der Mikrotubuli beim polaren Wachstum von S. pombe ist, untersucht.
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II1. Material und Methoden

1. Chemikalien und Materialien

Die in dieser Doktorarbeit verwendeten Reagenzien und Chemikalien und Kits stammten,
soweit im Text nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck (Darmstadt), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma (Taufkirchen), Difco (Augsburg), Gibco (Karlsruhe),
BIOMOL (Hamburg), AppliChem (Darmstadt) und Stratagene (Amsterdam, Niederlande).
Des weiteren wurden DNA-modifizierende Enzyme und Restriktionsendonukleasen von den
Firmen Amersham (Freiburg) und New England Biolabs (Frankfurt) bezogen. DNA- und
RNA-Marker lieferte die Firma MBI-Fermentas (St. Leon-Rot). Samtliche
Nitrocellulosemembranen fiir Northern- sowie Southernblotting waren von der Firma Pall
Gelman Laboratories (Dreieich). Das radioaktive [0->’P]-dATP stammte von der Firma
Hartmann Analytics (Braunschweig), Miracloth-Filtermembranen von Calbiochem
(Heidelberg) und das Enzym B-D-Glukanase (Glukanex) von Interspex Products Inc. (San
Mateo, Californien, USA).

Die Elektrophoresegele wurden mit einem “Duo store Kamera- und Videoprintergerit
(INTAS, Gottingen) und mikroskopische Bilder mit dem Seescan Videokamera System
(INTAS Géottingen) fotografiert. Die Fotografie von Kolonien erfolgte mit einer digitalen
Kamera (Olympus CAMEDIA C2500L, Tokyo, Japan).

2. Mikrobiologische Methoden und verwendete Organismen und

Plasmide

2.1.  Organismen und Plasmide

In dieser Arbeit wurden folgende Aspergillus nidulans- und Escherichia coli-Stimmen

verwendet.
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Tabelle 1: Genotypen und Herkunft der 4. nidulans Stimme
Aspergillus Genotyp Herkunft
nidulans
SRF200 pyrG89; AargB::trpCAB; pyroA4; veAl (Karos & Fischer,
1999)
GRS pyrG89; wA3; pyroA4; veAl (Waring et al., 1989)
RSMO11 pabaAl, yA2; AargB::trpCAB; trpC801, veAl (Stringer et al.,
1991)
SPR26 pyrG89; AkipB::argB; pyroA4; veAl (Rischitor et al.,
2004)
AkipB
SPR36 AkipB::argB; pyroA4; veAl; AkinA::pyrd (Rischitor, et al.,
2004)
AkipB und AkinA
SRL1 GRS transformiert mit pRL19 (pyrG89; wA3; Diese Arbeit
pyroA4, AkipA::pyrd; veAl;)
AkipA
SRS27 SRF200 transformiert mit pRS31 und pDCl1 (Suelmann, et al.,
(pyrG89; AargB::.trpCAB; pyroA4; veAl, 1997)
gpd(p):.gfp::stud)
GFP-Kerne
SRS29 SRF200 transformiert mit pRS54 and pDC1 pyrG89; (Suelmann &
AargB::trpCAB; pyroA4,; veAl; gpd(p):.gfp::cis) Fischer, 2000)
GFP-Mitochondrien
SIW100 wA; pyroA4; alcA(p)..gfp::tubA::pyrd; veAl J. Warmbold,
Marburg
GFP-Mikrotubuli
SNR3 pyrG89, yA2, AargB::trpCAB; veAl; Akind::pyr4 ~ (Requena, et al.,
2001)
AkinA
SSK13 SRL1 x RMSO011-Kreuzung, (pabad ; wA3; Diese Arbeit
AkipA::pyrd; veAl)
AkipA
SSK28 SSK13 x SPR26-Kreuzung, (pabaAl; Diese Arbeit

wA3; AkipB:.argB; pyroA4, AkipA::pyrd; veAl)

AkipA und AkipB



Material und Methoden

SSK44 SSK13 x RMSO011-Kreuzung, (pabadl; wA3; A Diese Arbeit
argB::trpCAB; AkipA::pyrd; veAl)

AkipA und AargB

SSK61 SSK44 transformiert mit pDC1 und pRS31 (paba; Diese Arbeit
AkipA::pyr4; gpd(p):.gfp:.sutd; veAl)

AkipA und GFP-Kerne

SSK67 SSK44 x SJTW100-Kreuzung, (pabaAdl; AkipA::pyr4; Diese Arbeit
alcA(p):.gfp::tubA::pyrd; veAl)

AkipA und GFP-Mikrotubuli

SSK69 SSK44 transformiert mit pDC1 und pRS54 (pabaAd; Diese Arbeit
AkipA::pyr4; gpd(p):.citrate synthase (N):..gfp; veAl)

AkipA und GFP-Mitochondrien

SSK72 SSK44 x SPR36-Kreuzung (wA3; AkipA::pyr4; Diese Arbeit
AkinA::pyrd; veAl)
AkipA und AkinA

SSK73 SSK44 x SPR36 (wA3; kipB::argB; pyroA4, Diese Arbeit

AkipA::pyrd; veAl; AkinA::pyrd)
AkipA und AkinA und AkipB

SSK91 SRF200 transformiert mit pSK76 ( pyrG89; Diese Arbeit
AteaA::argB, AargB::trpCAB; pyroA4; veAl)

AteaA

SSK92 GRS transformiert mit pSK82 (pyrG89; wA3; Diese Arbeit
pyroA4, alcA(p):.gfp::kipA::pyrd; veAl)

GFP-KipA
SSK99 SSK92 transformiert mit pJ4 und pJH19 (pyrG§9; Diese Arbeit
wA3; ; alcA(p)::gfp::kipA:.pyrd; veAl,
gpd(p)::dsRed::stuA)
GFP-KipA und DsRed-Kerne

SSK100 SSK92 transformiert mit pPND1 und pJ4 (pyrGS89;  Diese Arbeit
wA3; alcA(p)::mRFPI::kipB,
alcA(p)::gfp::kipA::pyrd; veAl)

GFP-KipA und mRFP1-Microtubuli
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Tabelle2: Escherichia coli Stimme

Escherichia coli

Genotyp

Herkunft

Top10F*

XL1-Blue

F<[lac?, Tn10 Tet®)] mcra A(mrrr-
hsddRMS-mcrBC), &80 lacZ
AMI15AlacX74, deoR, recAl, araD139
A(ara-leu) 7679, galU, galK, rpsl (Str™)
endAl, nupG

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17,
supE44, relAl, lac [F’proAB lacl

Invitrogen, Leek,

Niederlande

Stratagene Europe,

Amsterdam Zuidoost,

ZAMI15: Tn10 (Tet™)] Niederlande
Table 3: verwendete Plasmide
Cosmide/ Plasmide Konstruktion Herkunft
pCR2.1-TOPO TA-Klonierungsvektor fiir PCR Fragmente Invitrogen (NV Leek,
The Netherlands)
pDCl1 A. nidulans argB Gen in pIC20R (Aramayo et al.,
1989)
pl4 A. nidulans pyroA4 A.Andrianopoulos,
Malbourne,
Ausralien
pPND1 N. crassa pyr4-Gen und (Rischitor, et al.,
alcA(p)::mRFPI::kipB, pyr4 2004)
pNRSTEI1 1.9 kb pyr4 mit BamHI und Notl in TOPO 2.1  (Requena, et al.,
2001)
pCMB17apx alcA(p)::GFP, pyr4; fir N-terminale Fusion V. Efimov
von GFP an Zielproteine, N. crassa pyr4 (Piscataway, USA)
pRS31 gpd(p)::stuA(NLS)::gfp (Suelmann, et al.,
GFP Markierung von Kernen 1997)
pRS54 gpd(p)::citrate synthase (N)::gfp (Suelmann &
GFP Markierung von Mitochondrien Fischer, 2000)
pJHI19 gpd::stuA(NLS)::DsRed (Toews et al., 2004)
DsRed Markierung von Kernen
pRL19 750 bp kipA rechte Flanke mit Notl und 1.1 kb Diese Arbeit
kipA linke Flanke mit BamHI in pNRSTE1
pUMA208 87 bp Xhol-Sacl Fragment in pBluescript KS™ (Brachmann et al.,

2004)
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pSK70 1,8 kb argB mit Notl aus pDC1 in pUMA208  Diese Arbeit

pSK74 1,5 kb linke Flanke von fea4 mit Sfil-Schnitt Diese Arbeit
am Primer aus genomischer DNA amplifiziert
und in pCR2.1-TOPO ligiert

pSK75 1,2 kb rechte Flanke von tead, mit Sfil-Schnitt Diese Arbeit
aus Primer, von genomischer DNA amplifiziert
und in pCR2.1-TOPO ligiert

pSK76 1,2 kb rechte Flanke von fea4 aus pSK75 mit  Diese Arbeit
Sfi I und Not I ausgeschnitten und argB mit Sfil
aus pSK70 ausgeschnitten und zusammen in
pSK74 ligiert

pSK79 1 kb kipA vom ATG, PCR-Produkt mit Ascl Diese Arbeit
und Pacl aus genomischer DNA
amplifiziertund in pCR2.1-TOPO ligiert

pSKS82 1 kb kipA vom ATG, mit Ascl und Pacl aus Diese Arbeit
pSK79 ausgeschnitten und in pPCMB17apx
ligiert

2.2. Kultivierung der Organismen

Die E. coli-Medien wurden, wie bei (Sambrook & Russel, 1999) beschrieben hergestellt
(Tabelle 2). Hitzeempfindliche Antibiotika und Nachweisreagenzien wurden nach dem
Autoklavieren hinzugegeben (Tabelle 3). Losungen wie Aminosduren und Vitamine wurden
sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2 pm PorengrofBe; Schleicher und Schiill, Dassel).

Die A. nidulans-Medien wurden, wie bei (Pontecorvo, et al., 1953) beschrieben hergestellt. A.
nidulans Voll- und Minimalmedien mussten je nach Stamm und Versuch mit Vitaminen,
Aminosduren, Nukleotiden und fiir Transformationsexperimente mit osmoprotektiven
Substanzen (Tabelle 4 und 5) komplementiert werden. Fiir Festmedien wurden zusétzlich 15 g

Agar pro Liter eingewogen.

Tabelle 4: Medien fiir E. coli

Medien Zusammensetzung (je 1)
LB 10 g Trypton; 10 g Hefeextrakt; 5 g NaCl
SOC 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,58 g NaCl;

0,185 g KCI; 2,03 g MgCl, x 7TH,0; 2,46 g
MgSO, x 7TH,0; 3,6 g Glukose
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Tabelle 5: Antibiotika und Nachweisreagenzien fiir E. coli-Medien

Substanz Endkonzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Tetracyclin 25 pg/ml

XGal 40 pg/ml

IPTG 8 ng/ml

Tabelle 6: Medien und Zusitze fiir A. nidulans

Medien Zusammensetzung (je 1)

Vollmedium (CM) 50 ml Salz-Stammldsung; 20 g Glukose; 2 g
Pepton; 1 g Hefeextrakt;1 g
Casaminoséduren; 1 ml Vitaminlosung; 1 ml
Spurenelementelosung; mit 10 N
Natriumhydroxid auf pH ~6,5 eingestellt

Minimalmedium (MM) 50 ml Salz-Stammldsung; 1 ml
Spurenelementeldsung; 20 g Glukose; mit
10 N Natriumhydroxid auf pH ~6,5
eingestellt; zur Regeneration von
Protoplasten mit 0,6 M KCl supplementiert

Salz-Stammldsung 120 g NaNOs; 10,4 g KCI; 10,4 g MgSO4x
(20-fach) 7H,0; 30,4 g KH,PO4
Spurenelementeldsung 22 g ZnSO4x 7TH,0; 11 gH3BO;; 5 g
(1000-fach) MnCl,x 4H,0; 5 g FeSOsx 7TH,0; 1,6 g

CoClyx 5H,0; 1,6 g CuSO4x 5SH,0; 1,1 g
(NH4)6M07024X 4H20; 50 g Na4 EDTA, mit
Kaliumhydroxidplétzchen auf pH 6,5-6,8
eingestellt

Tabelle 7: Vitamine, Aminosiuren und andere Medienkomponenten

Substanz Konzentration der eingesetzte Menge (je 1)
Stammlésung

Biotin 0,05 % 1 ml

Nicotinamid 0,5 % 1 ml

Pyridoxin-hydrochlorid 0,1 % I ml

p-Aminobenzoesdure 0,1 % I ml

Riboflavin 0,25 % 1 ml

Arginin 500 mM 10 ml

Uracil - lg

Uridin 500 mM 10 ml

Methionin 1 % 3ml
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A. nidulans- und E. coli- Kulturen wurden, soweit nicht anders angegeben, aerob bei 37°C
inkubiert. Fliissigkulturen wurden in Erlenmeyerkolben auf Schiitteltischen (180-200 rpm)
geziichtet. Medien und Losungen wurden 20 min bei 121°C und 1 bar Uberdruck, Glaswaren

und Keramiknutschen im Heizschrank 2 Stunden bei 180°C sterilisiert.

3. Genetische Methoden

Genetische Untersuchungen bei 4. nidulans wurden im wesentlichen nach den Protokollen
von (Kéfer, 1977, Morris, 1976; Pontecorvo et al., 1953) und (Clutterbuck, 1969;
Clutterbuck, 1994b) durchgefiihrt. In Tabelle 8 sind alle Gene aufgefiihrt, die in den

verwendeten Stimmen mutiert sind und im Text nicht ndher erklart werden.

Tabelle 8: Liste der A. nidulans Marker

Marker Nachweis Chromosom
argB Arginin-Auxotrophie I
biAdl Biotin-Auxotrophie I
chaA chartreusefarbene Konidiosporen VIII
galAl Galaktose-Verwertung I
ivoAl Konidiophore ohne Melanin I
methGl Methionin-Auxotrophie v
pabaAl p-Aminobenzoesidure-Auxotrophie I
pyrG89  Uracil-Auxotrophie I
pyroA4  Pyridoxin-Auxotrophie v
riboB2  Riboflavin-Auxotrophie VIII
trpC801 Tryptophan-Auxotrophie VII
veAl Konidienbildung lichtunabhéngig VIII
wA3 weille Konidiosporen II
VA2 gelbe Konidiosporen I

3.1. Kreuzungen von A. nidulans und Genotypen-Test

Die zu kreuzenden Stimme wurden auf Vollmedium (CM)-Platten nebeneinander angeimpft
und zwei Tage inkubiert bis die Myzelien zusammengewachsen waren. Aus der Schnittstelle
beider Kolonien wurde ein kleiner Agarblock ausgeschnitten und auf Minimalmedium(MM)-

Platten, die nur ein Wachstum des Heterokaryons erlaubten, liberfiihrt. Die Platten wurden mit
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Klebeband verschlossen und fiir 10-14 Tage bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Die nach diesem Zeitraum gebildeten Fruchtkorper (Kleistothezien) wurden mit Hilfe einer
sterilen Impfnadel isoliert, auf einer Agarplatte unter dem Binokular durch vorsichtiges

Rollen von den auflen anhaftenden Hille-Zellen befreit und in 0,5 ml H,O in einem

Eppendorf-Cup zerdriickt. Ein Aliquot der Ascosporensuspension wurde auf CM-Platten
ausplattiert. Nach 2-3 Tagen Inkubation konnte die Kreuzung ausgewertet werden. Fiir die
Genotypenbestimmung eines A. nidulans-Stammes wurde dieser auf MM-Platten transferiert,
auf denen jeweils einer der zu testenden Auxotrophiemarker fehlte. Sollten mehrere Stimme

untersucht werden wurden diese auf Rasterplatten (20 Kolonien/Platte) angeimptft.

4. Molekularbiologische Methoden

4.1. Priparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolation der Plasmid-DNA wurde in 2 ml Ansétzen, wie bei (Sambrook et al., 1989)
beschrieben, oder mit dem Wizard™ Miniprep System (Promega, Madison, WI, USA)
durchgefithrt. Wenn ein hdherer Reinheitsgrad oder groBere Mengen, z. B. zum
Transformieren benétigt wurden, wurden groBBe Ansétze (500ml) mit Nucleobond AX100 der
Firma Macherey-Nagel (Diiren) aufbereitet und gereinigt. Die Plasmid-DNA-Konzentration
wird durch Absorptionsmessungen bei 260 und 280 nm in einem Photometer (Gilford,
Response) in Quarzkiivetten bestimmt. Ein AAye von 1 entspricht einer DNA-Konzentration
von 50 pg pro 1 ml (Sambrook & Russel, 1999). Zur groben Abschitzung der DNA-

Konzentration wurde die Intensitdt der DNA-Bande mit der Markerbande verglichen.

4.2. Isolierung genomischer DNA aus A. nidulans

Um genomische DNA aus A. nidulans Stimmen zu gewinnen, wurden 20 ml MM mit einer
Impfose voll Sporen in einer Petrischale angeimpft und fiir 12-20 h bei 37°C wachsen
gelassen. Schlieflich wurde das Myzel durch Filtration mit Miracloth (Calbiochem,
Heidelberg) oder Abnehmen des Myzelteppichs abgeerntet, zwischen Papiertiichern trocken
gepresst und in fliissigem Stickstoff gemdrsert. Durch einen Extraktionspuffer wurden die

Zellen aufgeschlossen und die DNA wurde mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden)
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isoliert. Die Kontrolle der Ausbeute erfolgte durch eine Auftrennung von 5pul der

genomischen DNA auf einen 1%igen Agarosegel.

4.3. DNA Restriktion, Gelelektrophorese und Isolierung aus Agarosegelen

Es wurden, soweit im Text nicht anders angegeben, Restriktionsverdaue mit 20 pl
Gesamtvolumen angesetzt, die 0,5 pl oder 1 bis 20 U/ul Restriktionsenzym enthielten.
Inkubiert wurde fiir eine Stunde in den vom Hersteller angegebenen Puffern, mit empfohlener
Pufferkonzentration bei 37° C. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde es gemill den
Herstellerangaben erhitzt.

Die DNA-Fragmente wurden in 1%igen Agarose-Gelen (Sambrook & Russel, 1999) in TAE-
Puffer aufgetrennt (40 mM Tris/Acetat pH 8,0; | mM EDTA). Als GroBenmarker wurde A-
DNA verwendet, die zuvor mit Ecol30I geschnitten worden war. Die Gele wurden 10-15
Minuten mittels Ethidiumbromidlosung gefarbt und die DNA-Banden unter UV-Licht bei 302
nm nachgewiesen und mit einem Videoprinter aufgenommen.

Wenn DNA-Fragmente aus Gelen isoliert werden sollten, wurde das QuiaEXII Agarose Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die zu isolierende Bande wurde moglichst diinn
unter UV-Licht ausgeschnitten und entsprechend der Vorschrift des Kits prépariert. Eine
Alternative war die ,,Freeze squeeze™ Priparation. Die zu priparierende Bande wurde
ausgeschnitten und 10 min bei —20°C auf Parafilm eingefroren. Das Gelstiick wurde zwischen
den Fingern aufgetaut und ein DNA-haltiger Tropfen in ein Eppendorfcup iiberfiihrt. Die
DNA-Konzentration in diesem Tropfen war ausreichend, um zB. in einer

Klonierungsreaktion mit dem TOPO-Klonierungsvektor verwendet zu werden.

4.4. Klonierung von DNA-Restriktionsfragmenten und Sequenzierung

Bei der Klonierung von DNA-Restriktionsfragmenten wurden jeweils 3-5 pg Vektor- und
Insert-DNA verdaut. Der Vektor wurde nach dem Verdau mit SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) dephosphoryliert. Anschlieend wurden die Restriktionsfragmente auf einem
Agarosegel wie oben aufgetrennt, die zu isolierenden Banden ausgeschnitten und der Vektor
nach der Aufreinigung mit dem QuiaEXII-Kit mit 20 pl Tris-HCL (10mM) eluiert. Die Insert-
DNA wurde in 105pl Tris-HCL (10mM) aufgenommen, mit 2,5 Volumen EtOH gefillt und in
1/10 Volumen NaAc pH 5,2 (3M) versetzt. Nach 5-10 min bei —80° C und anschlieBender
Zentrifugation wurde das DNA-Pellet mit 70%ig EtOH gewaschen und anschliefend bei 50°
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C in einem Heizblock getrocknet. Das Insert wurde ii. N. bei 16° C in einem Volumen von 15
pl in den Vektor ligiert. Alternativ wurden PCR-Fragmente mit dem TOPO Cloning Kit der
Firma Invitrogen (Leek, Niederlande) nach den Angaben des Herstellers kloniert.
Sequenzierungen von den DNA-Fragmenten wurden durch einen kommerziellen Anbieter

(MWG Biotech, Ebersberg) vorgenommen.

45. PCR

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) wurde mit Taq-, Pfu- oder Expand-Polymerasen von
Amersham oder Gibco nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Oligonukleotide wurden
von MWG (Biotech GMBH, Ebersberg) synthetisiert und mit einer Konzentration von 5 — 10
pmol in Ansétzen mit 10 ul Endvolumen verwendet. Die eingesetzte DNA- Menge pro Ansatz
betrug 10 — 50 ng genomische DNA bzw. 10 ng Plasmid-DNA. Siamtliche PCR-Reaktionen
erfolgten in einem Rapid Cycler (Idaho Technology, Hirschmann Instruments GmbH,
Neurid). Die verwendeten Programme variierten entsprechend der Anforderung in
Polymerisationsdauer und Annealingtemperatur:

95°C

68 bis 72°C (je nach Polymerase)

Denaturierungstemperatur:

Polymerisationstemperatur:

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz in 5" — 3" Richtung

kipAl CAACGCACCGAATACTCAGC
kipA2-BamHI AGGATCCGAGTCGTAGACTC
kipA3-Notl AGCGGCCGCCTTATGGTATGACC
kipA4 GTGTTCAGAGTCTCTGATGC

KipAS5-for-Ascl GGCGCGCCCGGGATGTCTACACTGCCGCAGC

KipA6-rev-Pacl
kipA8-cDNA2-for
kipA9-cDNA3-for
kipA10-cDNA3-rev
teaAl-linke-Fla-for
teaA2-linke-Fla-rev-Sfill
teaA3-rechte-Fla-for-Sfil2
teaA4-rechte-Fla-rev
teaAS

teaA6

teaA7

teaA-for-n

teaA-rev-n

TTAATTAATAGATTTCGAGATAGCTGACG
TTATCGTCTGCCCAAATCTCG
GCATCAGAGACTCTGAACACC
CACTTGGACGACTGTTTAGCG
GAGAAACGTCCATACTTCTG
TGGTGGCCATCTAGGCCCAGGAAACATTGCTTTC
AATAGGCCTGAGTGGCCAACAGTGCAGTGTCAC
CCATCTCTGGTTCGGCTTAC
GGCGCGCCCGGGATGGCGTTCCTCTTTAAATC
GAGAAACGTCCATACTTCTG
GATCATATTCGCTGCCGCT
GAAGAACCAGCAGACTTCTG
CTGGTCTGCTGCTGAAATG
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4.6. Transfektion von E. coli

Fiir Klonierungen in die verschiedenen Vektoren wurden chemo- und elektrokompetente
Zellen verwendet. Es wurden die chemokompetenten Zellen des E. coli-Stamms TOP10F* der
Firma Invitrogen (Leek, Niederlande) benutzt und nach Herstellerangaben verfahren. Fiir die
Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli wurden Ubernachtkulturen (ca. 12 Std.;
ODgoo 0,5 — 0,8) zentrifugiert und die Zellen wiederholt bei niedrigen Temperaturen (2°C) mit
destilliertem Wasser (Quarzdest) gewaschen, wie bei Ausubel et al. (1992) beschrieben. Die
Zellen wurden in einer 10%igen Glycerinlosung resuspendiert und bei -80°C bis zur
Verwendung eingefroren. Fiir die Transfektion wurde die Plasmid-DNA nach einer Dialyse
durch Elektroporation mit einem "Gene-Pulser II" (BioRad, Miinchen) bei 2,5 kV und 2 mm
Elektrodenabstand in die kompetenten Zellen des E. coli-Stammes XL 1-Blue (Stratagene; La
Jolla, USA) eingeschleust.

4.7. Transformation von A. nidulans

Bei der Transformation von A. nidulans wurde in die Protoplasten von A. nidulans-
Keimlingen DNA mit Hilfe von PEG (Polyethylenglykol) iibertragen (Yelton, et al., 1984).
Dazu wurden 500 ml MM mit den Sporen einer dicht bewachsenen Kulturplatte inokuliert.
Die Inkubation erfolgte je nach Stamm fiir 12-15 Stunden bei 30°C auf einem Schiitteltisch
(300 rpm). AnschlieBend wurde das Myzel geerntet, indem es durch eine sterile Membran
(Miracloth) filtriert und mit Myzel Waschlosung (MWL) gewaschen wurde. Das Myzel
wurde in einen mit 8 ml Osmotischem Medium (OM) gefiillten 100 ml Erlenmeyer-Kolben
iiberfilhrt. Nach Zugabe von Glucanex (140 mg/ml) der Firma Novo Nordisk und
fiinfminiitiger Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 0,5 ml Albuminlésung (6 mg/ml)
sowie eine 1- bis 3-stiindige Inkubation bei 30°C unter sanftem Schiitteln (100 rpm). Die
Bildung von Protoplasten wurde mikroskopisch kontrolliert. Die Ernte der freien Protoplasten
erfolgte durch zweimalige Gradientenzentrifugation mit Uberschichtungs-Puffer (UP). Beide
Protoplastenernten wurden vereinigt und mehrfach in Sorbitol-Tris-Calcium Puffer (STC)
gewaschen. AnschlieBend wurde das Protoplastenpellet in etwas STC aufgenommen und pro
Transformationsansatz 10> -10° Protoplasten (in 100 pl vorsichtig resuspendiert) verwendet.
Aus einem 500 ml Kulturansatz konnten mit dieser Methode im Durchschnitt zwischen 1x10°

1x10” Protoplasten gewonnen werden.
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Nach Zugabe von 2-10 pg der zu transformierenden DNA, erfolgte eine 25-miniitige
Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden 2 ml Polyethylenglykol-Losung
(PEG) zugegeben und fiir weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Abschlieend
erfolgte die Zugabe von 8 ml STC pro Transformationsansatz. Verschiedene Volumina
wurden auf osmotisch stabilisierenden 0,6 molaren KCI-Platten, die entsprechend der
Selektionsmarker nur den Transformanten das Wachstum ermdéglichen, vorsichtig verteilt und
fiir 3-5 Tage inkubiert. Die Transformationseffizienz lag zwischen 10 und 20 Kolonien pro pg
DNA.

Tabelle 10: Losungen fiir Aspergillus-Transformation

Losung Zusammensetzung
Myzelium 0,6 M MgSOgq
Waschlésung

Osmotisches Medium | 1,2 M MgSOy; 10 mM NaPOgy-Puftfer pH 5,8

Uberschichtungspuffer |0,6 M Sorbitol; 0,1 M Tris/HCI pH 7,0

STC 1,2 M Sorbitol; 10 mM Tris/HCI; 10 mM CaCl,, pH 7,0
PEG 60 % Polyethylenglykol 4000; 10 mM CaCly, 10 mM Tris/HC pH
7,0

4.8. DNA-DNA-Hybridisierung (Southern-Blot Analyse)

Die Hybridisierungen (Sambrook et al. 1989) wurden radioaktiv mit [a-*?P]-dATP
durchgefiihrt. Die Herstellung der Sonden erfolgte mittels ,random priming* mit
Hexamernukleotiden, oder in einer PCR-Reaktion mit spezifischen Oligonukleotiden. Die im
Agarosegel aufgetrennte DNA wurde durch Kapillarkraft auf eine Nylonmembran (Biodyne
A, Pall, Ann Arbor, MI, USA) iibertragen und durch UV-Strahlung der Dosis 1,2x 105 pJ
quervernetzt (UV Stratalinker 2400, Stratagene, Heidelberg). Die Membranen wurden
mindestens 1 h bei 68°C prahybridisiert und anschlieBend 12 —20 h bei 68°C mit der Sonde
hybridisiert und stringent bei 68°C gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels
Autoradiographie. Sollte eine Membran ein zweites Mal mit einer Sonde hybridisiert werden,
wurde die zuvor verwendete Sonde von der Membran gewaschen. Dazu wurde die Membran

in eine auf 95°C erhitzte 0,5 %ige SDS-Losung transferiert und bis zum Abkiihlen der Losung




Material und Methoden 35

auf Raumtemperatur auf einem Schiittler (100 rpm) inkubiert. Das vollstindige Entfernen der

Sonde wurde durch eine Autoradiographie tiberpriift.

4.9, Isolierung von Gesamt-RNA aus A. nidulans

Zur Isolierung von entwicklungsabhdngiger RNA der sexuellen Entwicklung wurde
Einmachhaut (Ostmann, Bielefeld) passend zugeschnitten, in H,O autoklaviert, auf
Agarplatten aufgebracht und mit Suspensionen von ca. 10° Konidiosporen beimpft. Die
bewachsenen Einmachhdute wurden zu definierten Zeitpunkten abgezogen, schockgefroren
und pulverisiert. Zur Isolierung von RNA aus Fliissigkulturen fiir Hungerbedingungen
wurden Sporen in Erlenmeyerkolben auf Schiittlern (300 rpm) 20h inkubiert. Dann wurde das
Myzel iiber Miracloth filtriert, mit glukosefreiem Medium mehrmals gewaschen und auf
verschiedene Kolben mit glukosefreien und glukoseenthaltenen Medien aufgeteilt. Zu
bestimmten Zeitpunkten wurde das Myzel anschlieBend filtriert, trockengepresst und in
fliissigem Stickstoff gemorsert. Aus den so aufgeschlossenen Zellen wurde die RNA mit
TRIZOL (Gibco) entsprechend den Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA wurde
zunéchst in 20 =50 pl DEPC- H,0 geldst und 20 U RNase-Inhibitor (Promega, Mannheim)
zugegeben. Nach Bestimmung der RNA-Konzentration in einem Photometer (Pharmacia
LKB - Ultrospeclll) wurde die RNA mit DEPC- H,O auf einen Wert von 1 pg/ul eingestellt.
Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

4.10. cDNA-Synthese

cDNA wurde mit Hilfe des SMART™ cDNA Synthesis Kit (Clontech) hergestellt. Fiir die
Erststrangsynthese wurden je 1 ug Gesamt-RNA verwendet. Die RNA wurde in 3 pl sterilem
H,O aufgenommen, mit je 1 pl SMART II-Primer und CDS Oligonukleotid (je 10 uM)
vermischt und zwei Minuten bei 70°C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde auf RT
abgekiihlt, 2 pl 5x First Strand Puffer, 1 ul DTT (0,1 M), 1 pl ANTP (10 mM) und 1pl
Reverse Transkriptase (200 U) (Superscript, Gibco) zugegeben. Die Erststrangsynthese wurde
eine Stunde bei 42°C im Heizblock durchgefiihrt, der Reaktionsansatz anschlieBend mit TE
auf 50 pl aufgefiillt.
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4.11. Klonierung des feaA Deletionskonstruktes

Das DNA Fragment, das die linke Flanke von tead darstellt, wurde mit Tag-Polymerase und
den Oligonukleotiden teaAl und teaA2-Sfil amplifiziert und in den pCR2.1 TOPO-Vektor
kloniert (pSK74). Die rechte Flanke wurde mit Taq-Polymerase und den Oligonukleotiden
teaA3-Sfil und teaA4 amplifiziert und ebenfalls in den pCR2.1 TOPO-Vektor kloniert
(pSK75). Der an die Oligonukkleotide angehdngte Sfil Schnitt der beiden Flanken
unterscheidet sich in der Sequenz der mittleren 5 Nukleotide und ist nicht palindromisch. So
konnen beide Fragmente gleichzeitig mit dem Selektionsmarker, der mit Sfil Schnitten
flankiert ist, zusammenligiert werden. Das Plasmid pSK70, mit dem argB-Gen, wurde mit Sfil
und die Plasmide pSK74 und pSK75 mit Sfil und Nofl geschnitten. Das Plasmid pSK75
wurde dann mit SAP dephosphoryliert. Diese Fragmente wurden miteinander ligiert und
zirkularisierten zum Vektor pSK76. Die drei ligierten Fragmente wurden mit den
Oligonukleotiden teaA-for-n und teaA-rev-n amplifiziert und als lineares Konstrukt in den
Arginin-auxotrophen 4. nidulans Stamm SRF200 transformiert. Die homologe Integration des

linearen Fragments in 4. nidulans entfernt 3 kb des ORF von teaA.

4.12. Klonierung des kipA Deletionskonstruktes

Zwei PCR Produkte aus dem kip4 Gen wurden mit den Oligonukleotiden kipAl und kipA2-
BamH]I, fiir das linkes Fragment und mit kip3-No#I und kip4, fiir das rechte Fragment, in den
TOPO2.1-Vektor kloniert. Ein 1,1 kb BamHI Fragment (pEW30) und ein 750 bp Nofl
Fragment aus pEW27 wurden um den pyr4-Marker in pNRSTE1 kloniert. Die homologe
Integration dieses Fragments in 4. nidulans fiihrt zu einer Entfernung von 200 bp und zu der
Unterbrechung des ORF innerhalb der Motordoméne. Das Konstrukt wurde in den Uracil-

auxotrophen A. nidulans Stamm GRS transformiert.

4.13. GFP-Markierung von KipA

Der 1 kb 5’-Bereich von kipA (beginnend am Startcodon) wurde mit der Tag-Polymerase und
den Oligonukleotiden KipAS5-for-Ascl und KipA6-rev-Pacl amplifiziert und in den TOPO-
pCR2.1 Vektor kloniert (pSK79). Das Anfiigen von 4scl und Pacl Schnittstellen an das 1 kb
Fragment (durch Uberhiinge der Oligonukleotide) ermdglichte nach einem Doppelverdau des
Vektors mit Ascl/Pacl die Insertion in das Plasmid pCMB17apx (mit dem Selektionsmarker
pyrd, dem induzierbaren Promotor alcA(P) und gfp) (pSK82). Nach der Transformation des
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Plasmids in A. nidulans ist der komplette ORF von kipA nach homologer Integration des 1 kb
Fragments in den Genort N-terminal mit GFP markiert und unter der Kontrolle des
induzierbaren Promotors, wéhrend sich das 1 kb Fragment hinter dem orginalem kipA

Promotor bleibt.

5. Mikroskopische Methoden

5.1. Epifluoreszenz-, Interferenz-, und Phasenkontrastmikroskopie von A. nidulans

Zur Untersuchung des Spitzenkorpers wurde MM-Medium mit 17% Gelatine versetzt, kurz
aufgekocht und als diinner Film auf Deckgldschen gegossen. Die Sporensuspension wurde bei
25°C iber Nacht inkubiert und die entstanden Keimlinge mit einem Zeiss Axiovert
Mikroskop, das mit einem 100er Plan-ApoChromat-Olimmersionsobjektiv (Zeiss, Jena)
versehen ist im Phasenkontrast mikroskopiert. Die Aufnahmen werden mit einer CCD
Kamera von Hamamatsu (ORCA ER) gemacht. Das Intervall zwischen den Bildern liegt
zwischen ein und fiinf Minuten. Die Interferenzkontrastauthahmen der Keimlinge wurde auf

die gleiche Art vorgenommen.

Fiir die in vitro-Lokalisierung der DAPI geférbten Zellkerne in Konidiophoren wurde zuerst
ein Block aus einer Kolonie mit unterschiedlichen Entwicklungsstadien herausgeschnitten.
Die Agarblocke wurden in einer -20°C kalten eins zu eins Methanol/Aceton-Losung fiir 20

Minuten fixiert, zwei mal mit Wasser gewaschen und auf einen Objekttriger transferiert.

Fiir die Epifluoreszenzaufnahmen und deren zeitaufgeloste Videomikroskopie wurden die
Sporen in 2 ml MM-Medium mit 2% Glycerin, Threonin oder Ethanol als Kohlenstoffquelle
in, auf der Unterseite mit runden Deckgldschen versehenen, kleinen Petrischalen (World
Precision Instruments, Berlin) angeimpft bei 30°C fiir 15 Stunden inkubiert und bei
Raumtemperatur mikroskopiert. Die Bilder wurden in Intervallen von 2 bis 3 Sekunden und
mit einer Belichtungszeit von 750 ms im Schwarzweilmodus aufgenommen und spéter
eingefarbt.

Die Mikroskopie erfolgte mit den Zeiss Axiophot und Axiovert Mikroskopen. Fiir die
Mikroskopie mit dem Zeiss Axiophot wurden die Petrischalen mit Parafilm verschlossen. Die
verwendeten Filtersdtze sind in der Tabelle 11 aufgefiihrt. Auch fiir die Vidiomikroskopie

wurde das oben beschriebene Kamerasystem verwendet. Bei der =zeitaufgelosten
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Videomikroskopie wurde die Wasabi Software von Hamamatsu verwendet. Messungen und
Bildbearbeitung wurden mit Image-Pro Plus (Cybernetics) und Adobe (Adobe Photoshop 6.0)
vorgenommen. Die Videos wurden entweder mit der Wasabi Software oder

Freewareprogrammen wie VirtualDub 1.4d und ImagelJ nachbearbeitet.

Tabelle 11: Filter fiir Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenz Erregerfilter (nm) Farbteiler (nm) Sperrfilter (nm)
sGFP 450-490 510 520
DsRed, mRFP1, Alexa Fluor 546 580 590
DAPI 365 395 397

5.2. Praparation von A. nidulans fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Fiir die Aufnahme am REM wurde ein 0,5 cm® groBer Block von einer auf einer CM-Platte
gewachsenen Kolonie mit Agar ausgeschnitten und in einer 5%-igen Glutaraldehydlosung
zwei Stunden fixiert. Nach 5-10 Waschschritten iiber zwei Stunden wurden die Proben in
Ethylenglykolmonoethylether transferiert und untergetaucht, damit die Oberflachenstruktur
erhalten blieb. Dieser Ansatz wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem sie
in wasserfreiem Aceton iiber zwei Stunden mehrfach gewaschen worden waren, erfolgte eine
Kritisch-Punkt-Trocknung (Polaron E3000, Balzers Union, Lichtenstein). Diese Methode der
Trocknung ist besonders schonend fiir die Objekte, da eine Erhitzung iiber den kritischen
Punkt erfolgt, d. h. fliissige und gasféormige Phase sind nicht mehr unterscheidbar. In diesem
Fall wurde der kritische Punkt bei 31° C und 74 bar erreicht. Zunichst wird das Aceton durch
fliissiges CO; ersetzt, dann wird {iber den kritischen Punkt erhitzt. Der Druck des Gases steigt
dabei auf den entsprechenden Wert, wodurch fliisssige und gasformige Phase im
Gleichgewicht stehen. Der wird der Druck langsam abgelassen und das CO, geht in den
gasformigen Zustand {iber. Dieser Phaseniibergang ist erreicht worden, ohne dass es zum
Verdunsten von Fliissigkeiten von der Oberfliche kommt. Dies ist essentiell um die ansonsten
auftretenden Oberfldchenspannungen zu vermeiden, die die Priparate beschddigen konnten.
Die so getrockneten Proben wurden mit Hilfe von beidseitig klebenden Leit-Tabs (Plano,
Wetzlar) auf 15 mm kleinen Objekttellern (Plano, Wetzlar) ausgerichtet und mit einem
Sputter-coater (Typ 07120-A, Balzers Union, Liechtenstein) vergoldet. Zwischen einer Gold-

Kathode und einer Anode, wo die Probenteller mit den Priparaten angebracht wurden, lag im
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Vakuum eine Spannung von 120 V an. Dieser Raum wurde mit einem Gas gefiillt, welches
sich durch Spannung ionisieren lédsst. Die so entstehenden Elektronen wandern zur Anode, die
Kationen zur Kathode, wo sie beim Aufprall Goldionen herausschlagen. Diese bilden eine
feine leitende Schicht auf den Oberflédchen der Priparate, welches ein Aufladen der Proben im
REM verhindert. Die Untersuchungen wurden mit einem Rasterelektronenmikroskop (S-530,
Hitachi, Japan) durchgefiihrt. Die Aufnahmen wurden mit Agfapan APX100 Film (Agfa-

Gevaert AG, Leverkusen) gemacht.

5.3. Immunfirbung

Die indirekte Immunfirbung von o- und y-Tubulin wurde, wie bei (Willins et al., 1995)
beschrieben mit folgenden Verdnderungen durchgefiihrt. Der Wildtypstamm GRS und der
kipA Deletionsstamm SSK13 wurden 8 Stunden bei 37°C inkubiert und fiir 30 Minuten bei
37°C in 20% Formaldeyd in PME-Puffer (50 mM PIPES, 5 mM EGTA, 1 mM MgSO, [pH
6,.9]) fixiert und drei mal mit PME gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend mit 4 mg/ml
Glukanase, 2 mg/ml Lytikase and 11 mg/ml Driselase (InterSpex Products) verdaut. und
wieder drei mal in PME gewaschen. Vor der Antikdrperzugabe wurden die Zellen fiir eine
Stunde mit 3 % BSA in TBS (20 mM Tris and 700 mM NaCl, pH 7.6) geblockt, um
unspezifische Antikorperbindung zu vermeiden. Die Zellen wurden mit monoklonalen anti-o-
Tubulin Antikérpern (Klon DM1A, 1:400 Verdiinnung) oder mit monoklonalen anti-y-
Tubulin-Antikdrpern (Klon GTUS88, Verdiinnung 1:400) inkubiert, gefolgt von Inkubation mit
Cy3-konjugierten anti-Maus IgG sekundédrem Antikorper (Sigma, 1:1000 Verdiinnung). Fiir

die Farbung der Kerne wurde Mounting-Medium mit DAPI (Vector Laboratories) verwendet.
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IV. Ergebnisse

Polares Wachstum ist charakteristisch fiir einzellige Organismen wie Bakterien und Hefen,
sowie fiir mehrzellige Organismen, von den filamentosen Pilzen bis zu den Saugetieren.
Heute sind noch viele Fragen, von der Signaliibertragung bis hin zur mechanistischen
Durchfiihrung des gerichteten Wachstums, offen. Vor allem das mechanische Zusammenspiel
der Komponenten und hierbei die Rolle der Mikrotubuli und assoziierter Proteine wird
kontrovers diskutiert. Die vorligende Arbeit befasst sich mit der Beteiligung der Mikrotubuli-
Organisation am polaren Wachstum, der MT Interaktion mit dem Kortex, der Funktion des
Motorproteins KipA, des Kelchdoméinen Proteins TeaA und mdoglicher Interaktionspartner in
A. nidulans. Die Untersuchung des polaren Wachstums in filamentdsen Pilzen ist durch ihre
extrem hohe Wachstumsgeschwindigkeit der Hyphenspitze und durch die Fihigkeit die
Wachstumsrichtung zu dndern, gekennzeichnet. Hierdurch unterscheiden sie sich grundlegend
von den Hefen, was auch einen Unterschied im Mechanismus des polaren Wachstums
voraussetzt. Da diese Fihigkeiten auch Zellen hoherer Eukaryonten besitzen, sind diese

Untersuchungen nicht nur fiir die Zellbiologie der Pilze von elementarer Bedeutung.

1. Genomanalyse von Genen des polaren Wachstums

1.1.  Mikrotubuli-Organisation und polares Wachstum

Die Fertigstellung der Sequenzierung des A. nidulans Genoms macht es erstmalig moglich,
nach Genen zu suchen, die aus anderen Organismen bekannt sind. Thre Sequenzen lassen sich
analysieren und vergleichen. Um sich einen Uberblick iiber die Rolle der Mikrotubuli und
ihrer assoziierten Proteine beim polaren Wachstums in A. nidulans zu verschaffen, ist es
hilfreich in Erfahrung zu bringen, welche bereits aus anderen Organismen bekannten Proteine
dieses Mechanismus, in dem filamentosen Pilz existieren. Fiir filament6ses Wachstum ist
auch der Transport von Proteinen und Organellen essentiell, der iber MT erfolgt. Aus diesem
Grund wurde auch nach Proteinen, mit potentiellen Funktionen im Langstreckentransport und

nach Komponenten der MTOCs, der MT und ihrer Plusenden gesucht.
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Um nach orthologen Proteinen, von funktionell bekannten Proteinen aus anderen Organismen,
in A. nidulans zu suchen, wurde in der annotierten genomischen DNA Datenbank vom
Whitehead Center for Genome Research (Cambridge, USA) nach den &hnlichsten
hypothetischen Proteinen zu den in der Tabelle Erl angegebenen Proteinen aus S. cerevisiae,
S. pombe und hoherer Eukaryoten gesucht. Das jeweils dhnlichste Protein der A. nidulans
Datenbank wurde anschlieBend in einem Blastsearch in der Swissprot Datenbank eingesetzt.
Fiir alle in der Tabelle beschriebenen A. nidulans Orthologe, konnte die Verwandtschaft der
Proteine durch die zweite Suche bestitigt werden. Um zu bestitigen, dass diese Proteine
generell in filamentdsen Pilzen existieren, wurde die Proteinsuche auch in den Datenbanken
von A. oryzae und A. fumigatus durchgefiihrt. Die Sequenzen der drei Aspergilli wurden in
einem Alignment mit denen von S.cerevisiae und S. pombe verglichen. Die Alignments
wurden mit MegAlign der Firma Lasergene (Madison, WI, USA) erstellt. Alle Proteine, die
in der Tabelle unter 4. nidulans aufgefiihrt sind, wurden auch in den Datenbanken der beiden

anderen filamentdsen Pilze gefunden.

Tabelle 12: Sequenzsuche nach Genen mit Funktionen im polaren Wachstums und der

Mikrotubuliorganisation in A. nidulans

polares Wachstum

S. cerevisiae/ S. pombe

A. nidulans

Funktion

kein Homolog
Budl

2XUncl04
AN-10005m00189

Vesikel Transport
bindet Cdc24

Bud2 AN-10061m00486 GTPase aktvierendes Protein
von Budl

Bud3 kein Ortholog Axiale Knospung

Bud4 An6150.1 axiale Knospung

Bud5 kein Ortholog GEF von Bud1

Bud8 kein Ortholog bipolare Knospung

Bud9 kein Ortholog bipolare Knospung

Mod5 kein Ortholog Cortex Protein fiir polares
Wachstum

Teal TeaA Budb6 Interaktion

Tea3 AN-10013m00117 Teal Paralog

Tea2 KipA lokalisiert Teal

Mal3/Ebl AN-10051m00409 MT-Plusende

Tip1/Clip170 AN-10022.m00164 MT-Plusende

Bnil SepA Aktin-Bildung ( Sharpless et
al., 2003)

Bud6 AN-10018m00096 Aktin-MT Interaktion
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For3 kein Ortholog Aktin-MT Interaktion

Fus3 kein Ortholog

Poml An-10130 Kinase fiir Wechsel der
Wachstumsarten

Cdc24 An-5592.1 reguliert Cdc42

Cdc42 modA angeschwollene Hyphen,

keine Konidien
(unverdffentlicht, Harris and

Lee)
Spa2 AN-10061m00566 Polarisom
Sphl kein Ortholog Polarisom
Pea2 kein Ortholog Polarisom

Langstreckenkerntransport itber Mikrotubuli

S. cerevisiae A. nidulans Funktion

Dynein NudA zieht MT

kein Ortholog ApsB Kernverteilung

Numl ApsA Bindet Dynein an Cortex

kein Ortholog KinA transportiert Dynein an MT-
Plusende

Funktion astraler Mikrotubuli

S. cerevisiae A. nidulans Funktion*

Kar9 AN132m00228 MT-Plusende-Myosin-
Interaktion

Cdc28 NimX phosphoryliert Kar9

Biml AN-10051m00409 Komplex mit Kar9

Kip2 KipA lokalisiert Kar9 an MT-
Plusende

Kip3 KipB MT-Depolymerase

Numl ApsA Cortexprotein, interagiert mit
Dynein

Dynein NudA zieht MT und Kerne

Mdm1 MdmA Kernpositionierung

Spindelpolkorperproteine

S. cerevisiae
S. pombe A. nidulans Funktion
Homo sapiens

kein Homolog in S. ApsB Kernverteilung (Clutterbuck,
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cerevisiae
Stul/ Disl
Stu2/Alp14
Cdcl1
Cdc31

Spcl9

Spc24

Spc34

Spc42

Spc72

Spc97

Spco8
Spcl05
Cutl2
Cnm67
MPS3

kein Homolog in S.
cerevisiae

kein Ortholog
AlpA
AN-10080.m00118
AN-10098.m00205

kein Ortholog

kein Ortholog

kein Ortholog

kein Ortholog

kein Ortholog

AN-10100.m00176

kein Ortholog
kein Ortholog
kein Ortholog
kein Ortholog

kein Ortholog
TinA

1994; Suelmann et al., 1998)
MT Stabilitét

MT Stabilitét

Septierung (Krapp et al.,
2001)
Spindelpolkorper-Teilung,
(Spang et al., 1993)
Spindelintegritat und
Kinetochorfunktion,
(Cheeseman et al., 2001)
Spindel-Kinetochor-
Verbindung, (Ikeuchi et al.,
2003)

Spindel-Kinetochor-
Verbindung, (Ikeuchi, et al.,
2003)
Spindelpolkorper-Teilung,
(Donaldson & Kilmartin,
1996)

stabilisiert astrale MT und
Spindel (Knop & Schiebel,
1998)
Mikrotubuliorganisation und
Spindelpolkorper-Teilung,
(Knop & Schiebel, 1998))
Orthologe in A. fumigatus
und A4. oryzae

Komponente der inneren
Platte des Spindelpolkorper
bipolare Spindel, (Bridge et
al., 1998)

Komponente der &dulleren
Platte des Spindelpolkorper
Cdc31 Interaktion

negativer  Regulatior der
astralen Mikrotubuli (Osmani
et al., 2003)

*(Mimori-Kiyosue & Tsukita, 2003; Nelson, 2003; Xiang & Fischer, 2004)

In den Datenbanken der drei Aspergilli

wurden die Orthologen zu den beiden

Markerproteinen Budl und Bud2, die in S. cerevisiae generell bei der Knospung in der

Wachstumszone lokalisieren, gefunden. Dariiber hinaus konnten auch Orthologe fiir Bud4

und Bud10 identifiziert werden, die, zusammen mit Bud3, fiir das kein Homolog gefunden

werden konnte, die ,,Landmarkproteine zur Etablierung der axialen Knospung darstellen. Die

beiden Schliisselproteine zur Markierung der Wachstumszonen bei der bipolaren Knospung,

Bud8 und Bud9, konnten nicht identifiziert werden. Von Bud2, dem GTPase aktivierenden
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Protein und Bud5, dem GEF (guanine-exchange factor) von Budl, die lokal dessen
Aktivierung regulieren, konnte nur ein Bud2 Ortholog gefunden werden. Die
Hauptkomponenten der Aktivierungskaskade sind konserviert und wahrscheinlich auch deren
Funktion aus der Hefe. Budl bindet in der GTP gebundenen Form Cdc24, den GEF von
Cdc42, der dessen Aktivitit und damit Bildung einer Aktinkappe auf die Wachstumszone
beschrénkt.

Von den Komponenten des Polarisoms, Spa2, Pea2 und Sphl ist nur fiir Spa2 ein
entsprechendes hypothetisches Protein in den Datenbanken zu finden. Auch Komponenten der
Aktinfilamentorganisation sind konserviert, zum Beispiel Bnil/SepA zur Aktinverankerung
und Polymerisation. Der Komplex aus Bud6, For3 and Teal dient als Verbindung zwischen
Aktin und Mikrotubuli. Zu Bud6 und Teal konnten Orthologe identifiziert werden, zu For3
hingegen nicht. Die molekulare Analyse der Funktion von dem Teal Ortholog TeaA in A.
nidulans ist Teil dieser Arbeit. Ein Schliisselprotein in der Verbindung der Mikrotubuli mit
der Membran in der Wachstumszone ist Mod5 in S. pombe. Interessanterweise konnte hierzu
kein Ortholog gefunden werden. Das funktionell weniger bedeutende Paralog zu Teal, Tea3
existiert auch in A. nidulans (Arellano et al., 2002; Niccoli et al., 2003).

Die wichtigsten Komponenten zur Mikrotubuliorganisation in der Interphase Tea2, Klp5,
Klp6, Eb1/Mal3, Tipl konnten alle in 4. nidulans gefunden werden. Ein wichtiger Bestandteil
des Spitzenwachstums in 4. nidulans ist, dass die Organellen, Vesikel und auch einzelne
Proteinkomplexe, dem Spitzenwachstum folgen. Dieser Transport erfolgt iiber die
Mikrotubuli. Wichtige Komponenten des Langstreckenzellkerntransports, ApsB und KinA
konnten 1in der Béckerhefe nicht gefunden werden. Alle Komponenten der
Spindelpositionierung und Kernbewegung in S. cerevisiae, nach denen in den Aspergillus
Datenbanken gesucht wurde, konnten identifiziert werden: Kar9, Ebl/Biml, Kip2,
Numl/ApsA, Dynein und Mdm1/MdmA. Die Komponenten weisen jedoch alle nur eine
schwache Sequenziibereinstimmung auf. Da in Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe
herausgefunden werden konnte, dass die Kerne iiber die Spindelpolkérper an Mikrotubuli
gebunden werden und diese nicht, wie in der Backerhefe, ausschlieSlich als MTOC dienen,
wurde nach Unterschieden in der Zusammensetzung der Spindelpolkérper gesucht. Von 15
getesteten bekannten Spindelpolproteinen aus S. cerevisiae und S. pombe konnten nur 4 in A.
nidulans identifiziert werden (Tabelle: 12). Aulerdem sind mit TinA und ApsB schon zwei
Komponenten bekannt, die in S. cerevisiae kein Ortholog besitzen (Clutterbuck, 1994;
Osmani, et al., 2003; Suelmann, et al., 1998). Neben diesen Komponenten, die direkt oder,

iiber die Kernbewegung, indirekt am polaren Wachstum beteiligt sind, ist ein weiterer viel
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versprechender Ansatz, zum Versténdnis des Aufbaus des Mikrotubuli Apparates und dessen

Beteiligung am polaren Wachstum, die Suche nach Kinesin Motorproteinen in 4. nidulans.

1.2.  Kinesin Motorproteine in filamentosen Pilzen

Kinesine sind molekulare Motoren mit Funktionen von dem Transport wichtiger Proteine des
polaren Wachstums, wie zum Beispiel Dynein, iiber den Langstreckentransport von Vesikeln
durch Kin3 aus U. maydis bis hin zur direkten Steuerung der Organisation der Mikrotubuli
wie durch BimC und KlpA in 4. nidulans und der Regulierung der Mikrotubulidynamik wie
durch Kip2 und Kip3 in S. cerevisiae (Enos & Morris, 1990; Huyett et al., 1998; Miller, et al.,
1998; O'Connell, et al., 1993; Wedlich-Soldner, et al., 2002).

Um alle Kinesine aus 4. nidulans zu identifizieren und um einen Hinweis auf deren Relevanz
in filamentosen Pilzen zu erlangen, wurden die 4. nidulans, die A. fumigatus, die A. oryzae,
U. maydis und die N. crassa Genomdatenbanken des Whitehead Instituts nach homologen
Genen zum konventionellen Kinesin aus N. crassa und kin3 aus S. cerevisiae durchsucht. Es
wurden 11 kinesindhnliche Proteine in den Datenbanken der drei Aspergilli, 10 in der von M.
crassa und 9 in der von U. maydis gefunden. Um diese neu identifizierten Proteine in die
Unterfamilien der Kinesinfamilie einzuordnen, wurde mit Hilfe von ClustalW ein Alignment
der Motordoménen der 74 Kinesine errechnet, bei dem charakteristische Kinesine aller
Kinesinunterfamilien zusammen mit den neu gefundenen Sequenzen verglichen wurden. Das
Alignment wurde im Programm Gendoc manuell angepasst. Der phylogenetische Baum der
Motordoménen dieser 74 Kinesine, wurde mit Hilfe von Treepuzzle (http://www.tree-
puzzle.de) und dem Maximum-likelihood Algorithmus aufgebaut. Zur Errechnung
statistischer Signifikanz der Topologie, wurde der Baum aus 25.000 Wiederholungen der
Puzzleschritte erstellt. Das Substitutions-Modell Whelan-Goldman 2000 wurde verwendet,
weil der Baum, der aus der Berechnung mit diesem Modell resultiert, fiir die bereits
verdffentlichten Kinesine, den Baum nach (Schoch, et al., 2003) widerspiegelt. Das Ergebnis
ist in Abb. 6 dargestellt. Die 11 Kinesine von A. nidulans haben ihre entsprechenden
Orthologe in den beiden anderen Aspergilli. Die 10 Kinesine von A. nidulans, die in schon
bekannten Unterfamilien der Kinesinfamilie eingeordnet werden konnten, wurden auch fiir N.
crassa gefunden. Eins der gefundenen Kinesine in A. nidulans, dessen Sequenz auch alle
wichtigen Motive der Motordoméne besitzt, konnte keiner der bekannten Unterfamilien
zugeordnet werden. Es konnten zwei hypothetische 4. nidulans Proteine der Uncl04

Unterfamilie zugeordnet werden. Mitglieder dieser Familie sind am Vesikeltransport beteiligt
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Abb. 6: Kinesin Motorproteine. Mit Hilfe der Proteinsequenz von KinA wurde in der Genom
Datenbank vom Whitehead Center for Genome Research (Cambridge, USA) nach allen Kinesin
Proteinen von A. nidulans und N. crassa gesucht. Die Motordominen der 11 gefundenen
hypotetischen Kinesine von 4. nidulans und der 10 von N. crassa wurden zusammen mit 54
Kinesinen aus allen Unterfamilien der Kinesinfamilie, mit ClustalW verglichen und in Gendoc
manuell korrigiert. Dieses Alignment diente als Grundlage zur Berechnung eines phylogenetischen
Baumes. Der Baum der Motordoménen dieser 74 Kinesine, wurde mit Hilfe von Treepuzzle
(http://www.tree-puzzle.de) und dem Maximum-likelihood Algorithmus aufgebaut. Zur
Errechnung statistischer Signifikanz der Topologie, wurde der Baum aus 25.000 Wiederholungen
der Puzzelschritte erstellt. Das Substitutions- Modell Whelan-Goldman 2000 wurde verwendet,
weil der Baum, der aus diesem Modell resultiert, fiir die bereits verdffentlichten Kinesine den
Baum nach (Schoch et al., 2003) widerspiegelt. Die 11 A.nidulans Kinesine gehoren in neun
Unterfamilien. Zwei Kinesine wurden in die Unc104 Unterfamilie eingeordnet und ein Kinesin
konnte keiner der 11 Unterfamilien zugeordnet werden. Die 10 N. crassa Kinesine sind die
entsprechenden Orthologe zu den 10 A. nidulans Kinesinen, die in Unterfamilien eigeordnet
werden konnten.
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(Wedlich-Soldner, et al., 2002). S. cerevisiae besitzt kein Protein in dieser Unterfamilie. Die
restlichen 9 Kinesine konnten auf 9 der 11 bekannten Unterfamilien aufgeteilt werden. Drei
von ihnen konnten auf Unterfamilien, dessen Proteine bei der Mitose beteiligt sind, verteilt
werden. Diesen Unterfamilien, CDK, Kif4 und MKLP1 gehoren keine S. cerevisiae Proteine

an.

Um tiefere Einblicke in das polare Wachstum von A. nidulans und der Beteiligung der
Mikrotubuli an diesem Prozess zu erlangen, wurden zwei Proteine mit Beteiligung am polaren
Wachstum und der Mikrotubuliorganisation eingehender untersucht. Es handelt sich um die
Orthologe zu dem Kortexprotein Teal und dem Kinesin Motorprotein Tea2 aus S. pombe,
deren Deletionen in S. pombe beide den gleichen polaren Wachstumsdefekt, aber

entgegengesetzten Einfluss auf die Mikrotubulistabilitit haben (Mata & Nurse, 1997).

2.  Funktionelle Analyse des Kelchdominen Proteins TeaA

2.1. Protein- und Genort-Analyse des Kelchdomiinen Proteins TeaA

Das Kortexprotein Teal ist in S. pombe fiir die Lokalisierung von Bud6 in der Spitze, zur
Bildung der neuen Wachstumszone, verantwortlich (Glynn, et al., 2001). Es ist an der
Rekrutierung und Neuorganisation von Aktin beteiligt. TeaA stellt das Mikrotubuli-abhingig
lokalisierende Schliisselprotein zum Switch der Wachstumszonen und der Verbindung zum
Aktin dar. Bei der Analyse der A. nidulans Datenbank nach Genen, die fiir Proteine mit
Beteiligung am polaren Wachstum kodieren, wurde ein Ortholog zu feal aus S. pombe
identifiziert. Das Gen wurde fead genannt. Das Alignment der Abb. 7 zeigt den Vergleich
von TeaA mit Teal aus S. pombe, Kell aus S. cerevisiae und den beiden orthologen Proteinen
aus A. fumigatus und A. oryzae. Der Vergleich der Identititen der Proteine zeigt hohe
Ubereinstimmung zwischen den Aspergilli Proteinen, von etwa 75% und starke Divergenz
zwischen den Proteinen der beiden Hefen untereinander, 17,1% und zu den Proteinen der drei
filamentosen Pilze, etwa 20%. Das Protein der Spalthefe ist den der filamentdsen Pilzen
dhnlicher als das der Beckerhefe, 18% im Gegensatz zu 20 bis 21%. Die
Sequenziibereinstimmung zwischen den beiden Hefen verglichen mit den filamentdsen

Pilzen, ist vor allem in den Kelchdoménen hoch.
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Abb. 7: Vergleich der TeaA Proteinsequenz mit den orthologen Kelchdomiinen-Proteinen aus S.
cerevisiae und S. pombe. Reihenfolge der Proteinsequenzen von oben: Kell aus S. cerevisiae, Teal
aus S. pombe, Ortholog aus A. fumigatus, Ortholog aus A. orycae, TeaA aus A. nidulans. Der
Sequenzvergleich wurde mit ClustalW durchgefiihrt, in Gendoc modifiziert und zur Darstellung in
MEGALIGN der Firma Lasergene (Madison, WI, USA) importiert. Aminosauren die bei drei der finf
Sequenzen identisch sind, wurden rot und die bei vier Proteinen konserviert sind, in schwarz
unterlegt. Charakteristische Merkmale der Kelchdomidnen Proteine sind farbig hervorgehoben: Die
Kelchrepeaets sind abwechselnd gelb und blau hinterlegt und die Randomcoils sind in grau
hervorgehoben.
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Es wurden Oligonukleotide abgeleitet und A. nidulans Gesamt-RNA hergestellt. Mit Hilfe
von Reverser-Transkriptase und Oligo-dT Oligonukletiden wurde die mRNA in cDNA
umgeschrieben. Die tead genspezifischen Oligonukleotide wurden verwendet, um aus
isolierter genomischer DNA und cDNA PCR-Fragmente zu amplifizieren und in den
TOPO2.1 Vektor zu klonieren und zu sequenzieren. Die verwendeten Oligonukleotide sind in
Abb. 9A abgebildet. Der Vergleich der Sequenzen aus genomischer DNA und cDNA ergab,
drei Introns, mit einer Lange von 88, 58 und 60 Basenpaaren im N-terminalen Bereich der
kodierenden Sequenz (Abb. 8). Mit Hilfe dieser Sequenzdaten konnte der proteinkodierende
Bereich des Gens bestimmt werden. Er kodiert fiir ein 1474 Aminosduren langes
hypothetisches Protein mit einer molekularen Masse von 162 kDa und einem errechneten
isoelektrischen Punkt von 6,16. Die Abb. 8 zeigt den fead Genort und dessen abgeleitete
Proteinsequenz. Mit Hilfe einer Computeranalyse wurde eine Coiled-coil Struktur (Lupas et
al., 1992) vorhergesagt, die sich, mit kurzen Unterbrechungen, fast iiber die gesamte C-
terminale Halfte des Proteins erstreckt (siche Abb. 8 und 9). Im N-Terminus wurden sechs
Kelchrepeats, die namengebend fiir diese Proteinfamilie sind, identifiziert. Die einzelnen
Kelchrepeats des TeaA Proteins sind in Abb. 8 und 9 dargestellt. Der Vergleich der
gesamten Architektur der Proteine in Abb. 9 zeigt, dass alle eine N-terminale Kelchdoméne,
C-terminale Coiled-coil Domédnen haben und eine Proteinlinge zwischen 1164 Aminosiuren

in S. cerevisiae und 1474 Aminoséaure in A. nidulans, aufweisen.

2.2. Deletion des reaA Gens

Um herauszufinden, ob TeaA eine Funktion beim polaren Wachstum der Hyphen in
filamentdsen Pilzen hat, wurde im Folgenden das tead Gen deletiert. Zur schnellen
Herstellung des Deletionskonstrukts, wurde eine fiir U. maydis entwickelte Methode im
Rahmen dieser Arbeit fiir A. nidulans neu etabliert (Brachmann, et al., 2004; Kédmper, 2003).
Die Methode wird in Material und Methoden genauer erldutert. Ihr innovativer Vorteil ist die
schnellere  Klonierung durch Dreifragment-Ligation und die Mboglichkeit das
Ligationsprodukt ohne Transfektion in E. coli direkt zu amplifizieren und in 4. nidulans zu
transformieren. Es wurden zwei etwa ein kb groBe PCR Fragmente amplifiziert, die den
Bereich, der deletiert werden soll, flankieren. Die beiden Oligonukleotide, die an den zu
deletierenden Bereich angrenzen, wurden um die Sequenz des Sfil Restriktionsschnitts
verlangert. Sfil hat die Besonderheit, in der Mitte der Sequenz fiinf variable Basen zu haben,

die fiir die beiden Fragmente unterschiedlich gewdhlt werden. Dadurch kdnnen sie nicht
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direkt aneinander ligiert werden. Erst durch den Auxotrophiemarker argB, der von zwei, zu
den Flanken passende Sfil Schnitten flankiert wird, konnen die beiden Flanken mit argB
zwischen ihnen, ligiert werden. Durch die verschiedenen Sfil Schnitte und weil die Sequenz
der Schnitte nicht palindromisch ist, konnen die drei Fragmente nur in einer Reihenfolge
aneinander ligiert werden. AuBerdem konnen dadurch auch keine Konkatamere gebildet

werden.

CGGCAGCATGTAGGAGACCGTAATAGAGAGGGAAGCCTCACCCCTTTAAAGC TAGATGTTAGCATGATTGAGCAAAGGAAACTCTATTTGCTTTTTCGCGTTTCTCAAGT GAGAC TGAAAAATGCAGCCATTTTGTGTATACTCATTGGG 150
TATCCTGGCGGTGTCGGTGCCCCTAACGGACAGC CAGGGAGAAT TATCTAAGCCGCTTCTGGGTGGT TGAAACGCCGGGGTCGCTACGTCCTCCCCTGCCCCTTCTTCCGCTCTGGTTCTCAGCTCCCTAACTATCTGTCCGTCCTTCTT 300
GACCTCCCTCGTCCCTTTGCGATAGAGATTGGATCTGCTTGTCGTCTCCTTTCCTGTTTTCCTTTCTATGCTCCTGGGGCGTTTCGTTCTTTTCCTCCGCTTCTCTACTCTTTTATTTTTTTTGC TATTATCGGCCGCCCATGCCCCTTG 450
AACGCTGGAATTGAAGC TACACAATTTAGCTCCCACAAGACGAGGAGTTCCCACAGCCAGTCTTTGCCTGACGCTGAGCGGCTTTGAATTGTCAGTACTTGGATGAACACGC TCGAGTATCAACTGGCCGAATCATCACCGTTGCCCGAG 600
TGCCCGTCAACAACACCCGCCCGGCTCGT TAATAGTAACTTTTAATTCCAACTCGCGCGTTAGCTGCGTACCCCGTTCCTTACCATTTTCAAGCC TGGCGCACATATTCTTCGCTCCTTTTGTGTCCCCTGTTTCGCTCAATCTCAACCC 750
ATTGGGATTGCAAT TTGCGGAGACCTTGACGATAGACGT TGAAGGGGGATTT TTGCAGTCTTCACTGTTACGATTCCAGC TCTGCCCTGTACACGAACCGTATACGATATAAGAT TTCACGATGGCGTTCCTCTT TAAATCAAAGAAGAA 900

M A F L F K S K K
CCAGCAGACTTCTGGTCTGCCACCCGC GACGAGAAACGTCCATACTTCTGAAGGAGCACCAGCGGGC TCTGGAGCCACGC TGAACGGGTC GAAGGAT GGGGT GGTCACAT CGCAGACGCCGACGCCTAGCGGTAGCTATAATAATTCTTT 1050

ao07Ts GGLPPATRNVHTITSESGAPAGSS GATILNSGS KODSG GV YV TsaT®PT®PSGS YNNG SL

GAACTCGGTAACTAGCACCAACAGCCCGGAACAGCAGCGAATGC GGCAACGAGCCGAGTCTGAGTCTCAGGT TTGTACCCTACATTATTATAAACCCGGTGT CCACCTCT GGACGACCGTGCGCATTGGCATTTGTTTACGTATATTAAC 1200

NSV T STNSPE® GOQRUMROIRAESESHQ Intron I
ATTTATAGGCTCAACGTCCCCAACAATCCACGTCTCCAGTCTCCAGTCCCGGTT CATCCCTGTACCCGTGGT CAUAACET CRGLT ARACT TTTCG T ARGCAARCCCTTT ATAT AGCAATCAACGCAGTGGLTT 1350

Q

z

A QRPOQOQSTSPV SSPGS SLYPWSQRRLNTFSSPOQANPTFFPRY

CGAAAGAGGGTGATATC TACATGATGGGAGGG TTAATAGATGGT TCGACTGT CAAGGGAGATCTGTGGAT GT TGGAAAGCAGCAGCGGAAATCTGTCGTGCTTCCCCATCGCAACTGTTTCGGAAGGGCCAGGACCTCGTGTCGGTCATG 1500

CGAGCTTGCTAGTCGGAAATGCTTTTATCGTCTTTGGCGGTGATACCAAGGT GGATGAGAATGACACGTTGGATGACACGCTCTACCTGC TAAATACTTGTATGCCATATCTCCCAGCTCTGCTCTACATAGCAGTTGCTAACTGTCACT 1650

Intron II

ATCATAGCCTCCCGACAATGGTCGCGC TCAATACCTCCCGGCCCTAGGCCCACTGGACGATACGGACACACTCTGAACATTCTTGGC TCCAGACTCTACGTT TTTGGAGGGCAGG TCGAAGGATACTTCTTCAATGATTTAGTTGCCTTT 1800

GATC TGAACCAGTTGCAGAATC CAGGT AATAAATGGGAGTTTCT TATTCAGAACAGCCATGAAGGCGGAC CTCCACCTGGTCAAATTCCCCCTGCAAGAACAAAT CACACGATCGTCAGT TTTAATGACAAATTGTACTTGTAAGTTGAG 1950

CCATCCCTTTCTCTTCTTGTCTCTTCTTGTCTCAGTGCTCATACTGGTAGGT TCGGAGGCACAAACGGTC TACAATGGTTCAACGACGTT TGGTCATATGATCCTCGGACCAACAGC TGGACTCAGC TTGACTGCGTTGGATTTATCCCG 2100

Intron III

ACACCTCGAGAAGGACACGCGGCTGCTCTCGTCAACGACGTAATGTACGTCT TTGGTGGACGGAC CGACGAAGGTATCGACC TCGGCGATCTCGCCGCTTTCCGTATCAGCACTCGACGATGGTACTCTT TCCAGAACATGGGACCAGCA 2250

T ATCAGG TCATAGCATGACT AAATAATTG T TGA AGC T AAGAG Al TCAGTAT ATATATGC TTGACACATCGAAGATT AAAAT 2400

)
)
-
-
=)
>
)
)
=]
<)
=)
)
>
>
=]

CCAAATGGT GAGAAAGCAATGT TTCCTGGGCCCACCAAAACCGGAGC TG GAGAAAAGCCGCCATCAGGTCGAGTATCCCGTGAAGCACAAAACCAGCCGTCAGATCAATT CAGGCGCGCCCAGGGACCTCGAGAAAGTGTGGTCAGTCCT 2550
S R EAOQNOQOQ®PSDOQFRRAOQG®PRESV VS P
ACTGGCCGGCCCACGGAGC TAGGTCCGGGACCAGGATCTCGATTGCCACGGGCATCCATTGC TAATGCTCCCGCTGGGCCTCCTCCGCCGGGACAGGCTCCAACCCC TGGCCCGAGAGGGAACCCACCGCGAGAT GGCAACAATTTCCGA 2700
T GRPTELG®PGPGSRLZPRASTIANAPAGP®P®P®PGOQAPT®PGPRG GNZPZPRIDSEGNNFR
AGCAAGACGCCGACAAAACAGGAGCGT GGATATGGTGGACCCCCCATTGACACGACTCGCGCCATAGCCGGT GACAGGGAGAGGGAGCCAGC GCCAAGGGAC TCACCCAAAGACCCTAGG TTTGCGCAAGAGTCGAC TGGTCAGCGGACT 2850
$ K T PTKQERGY GGGP®PIT DTTRAIAGSDRTEHRTETPAPRIDS®PSEKT DZPRTFAUOQETST® G QRT
CCCACTCAGCAGTCCCAGAGGATGTCGGC AAGGGCCATGGAGGC CGGAGAGGCCGCCCCTCTTGT GGCACCGGCTCGGCAACGCTCACTGCGCCAGC GACAGCGTAGTTCAATGGATAGC GCCGATGAGTCTATTCTTGGCAGACATGCG 3000
P TOQOQSOQORMSARAMEAGEAAPLY APARU GRS SLROQRIOQRS S MDSADTES ST LGRHA
AGTATCGACGGATCAGTTGACTCGCGAACCCATAGGAACTCTAGGACAGGAGACGAACCTCGCTCACCACGGTTGACTGCCCACCAGGAGGCCTTGT TTAAAGAATT AGAGGCAC TAAAAAGTCGAAATGCT TGGTACGCCTCGGAGCTC 3150
§ 1 b6 sV DSRTHURNSRTSGDEPRSPRILTAMHG OQEALTFZKTETILTEALIKSRNAWYASEL
GCCTTGGCCAAAAAAGC TGGGTATACCCCTAATATTTCGGCGAACTCTGCTT TGGATGAACGGACATCGGATGCCTTCACCGATGAGGAT CGCCCCCTGATCGAAGCGTTTCTGGCAATGCGAGC AGAGC TGGCAAAGATGCAAGCCACC 3300

AL AK K AGY T®PNTSANSALUDEHRTSDAFTUDESDH RT®PILTIEAFLAMPRATETLAKMOQQAT
GTGGATCGACAAGCCGCGATTGCATCCAAGCG TG TAGCGGAGGT CGAGCAGCAAAGAGACGTTGC TGTGAACGAGGC TGCTTATGCTCGGGCAAAAC TCGCTGCCCACGGCGGAAGC CAGCAAAGCACTCCATCGCTGGATGGACAATCT 3450
vV DROGAATIT ASKR V AEVEQQQRDVAVY NEAAYARAKTILAAHGS GSOQQST®PSLDGA QS

CATGATCTTGACAAGGC AGCATCTGACCGCACCACAGATCTTAGCCGCAGATTGGCT TTGGCGCT TGCAT CCCAGAATGAACTCAAATCGAAACT GGAAGCACTT TC TACGGATC TTGAGCAGGAGAAACGT GGCAGGGAAT TGGCAGAA 3600
H DLDKAASDRTTDL SRR
GAGACCT CCGAGGC CAC TAGAAGAAGGCT GGC GGAGC TGGAAAT GCAAAATAATCCTCTGGAAAC GGAAAGT TTACGCGCCCAACTTCAT CAGGT TGAAGCATCATTCAGGGAAGAGTCAAT GTTGC GATCCGAAGC TGAATCATCCCTA 3750

AAGCAGC TGGCTCT TGATAAAGAGGAGCTGTCGAGGAAGTTGGAGGATT CTACCAACCGCCTGAGAGACT TTGGCGACAATATTGGTGGC CTCAAACAAGCTGTCACAGCATCTG TGGAAAAGGC TTCCATTCTAGAGAAGAAGC TTGAT 3900

GAAGAAC GC GAGCGACGGGAGGGC TTGGAGAGAAAACTGTTGCAACT CAGGT CTGAGCA TGAGGAACGAACGGCCGAATTGGAAAACGCAACGCG TCGCC TTCGAGACGCAGAAGAACTGGC TGAGAGTCATGCCAGAGAAGCCGAAGCT 4050

CATAAGAATGCATTTAT TTTGGGTCTAGAGCGAGCTTCATCGTTCGATT CTGAGACT TCTATACGCTCACTTGTGGACCAACGAGTGGCTACCTCGGAAGCT CAGGT GGAGA GGG CGAAT AAGCT GGCAAGGGCCAGTCAAGCTGCTGCC 4200

GATGAAGCAGCCGAGAAAC TGCGTCGT GC GGAAGAGC GGATT GCAGGCC TGGAGGCC TATCAGGAGCAGGCTAGTAGGGAAGGCC TGCAGCT TCGAAGACAGCTGCAAGC TGCTC TGAAAGACTGCCAAACATAT ACAGC GGAGAACAGA 4350

GAGC TAAAAGCACAAATTGAGAAT CAC CAAAGGGAGGCT GGAGC CTTGGCTG TCCAACATGCAGC CCTTAAGGACCT TCTGGGTGAGCGC GG TTACACGGATAGTAGACGCTCCCCTCGAGGGGAGT CTCCCGGT TCCCGGTTTGGCACC 4500

CCAGAGCAGAACCGACT AAGAGAACTGGAGCAACAGC TCTCAGC TAGCT TGAAAGCTCACGATGAGT TGAAAGCT TCATTCGAGACAAGAGAGCAAGAAACCGACCGCGCCTACAAGGAGAAGCT GGAACAGCTCGAAAATGACTACCAA 4650

4800

GCTGAACGC TCCCAGCTTCAGCAATCACT CACCGATC TTCAACAAGACACATCGCGT TCCAT TAC CAACC TGGAGGAGCAGATCACGAGT CTGAAGGAAAGCCTAGC TTC TGCCGAGGCAGAGAAGGAGAAG TCTGTCGC TGAATACGAG 4950

ACAATGC GGCAGGAACTCCTCGCTGTTTC TGAGAAGACTAGC TC TGAAC TGGAG CAACT TAAGCATGAGAACTCGCTGCTTGAAGCTCGT GCGATGGATGCC GAGCAGAAGGTTTCTATGCTCCTGGACCAGGTTGAGGC TTCAGTTGGG 5100
S$ M L L DOQVEAS VG
CACTACCGGCGACAGTCGCAGCACGGTCAAGGTGTCAACGGAATATCCCGAACT CACAGCAACGCCTCTAGCGGTACCATTGGAGCT GGGAC TCGAC GGTCCAGGGC CAACAGTGCAGTGTCACAGGATGACACTTTTCTCGATAACCGT 5250
HYRROQS QHGOQG VY NGTIT SRTHSNASSGTI GAGTRRSRANSAVSQDDTTFLDNR
GGCTCCATGGCCCTCGACTCGC TAGCAAATGAATTGGAAGCCCTACGTT CGCAC TGGGAGAGTAC TAACAGCAAC TACCGAC TGAGTACTCAGTCGGACT TCGATCGCAC TCCAACAAAGGACTCCGGAC TTAGCGACAGCT TAGCAGAA 5400
G S M A LD S L ANETLTEALARSHWESTNSNYURTILSTOSODFDRT®PTIKUDSGL SDS L AE
TGGAGACGACGATTGGACGAAGAAGAAGC GAGAGCGGGC TCTCC GGAGAAGGGCAAGCC TCGCACTGCTGCTGAAGGGCAAGCGGCAGCGAATATGATCTAAGGAGC TCGGGGAGCAGTCATGACTTGTCTATATTTGATTGGGAGT TTA 5550
W R RRULDETETEARAGS®PEKGEK®PRTAAETGI QGAAANMI

AATCATGATGTCTAATCACGTTGATTGGTCTT TGAGCCTCTTGCGACCTATTCATCTGC TGCAAATCCCTGTGTCTTTGTTAATTTTACTACTTTGTATTACTGT GTGATGAGCTAAGGC TTGTCATCTATATGTTTTCTGCCTGTGTTT 5700
GCAATGTTCCCTCTTTCCATTTCCCTCATCATTCTTCTTTATACCCATTTCATATTTTTCCTTGCCCGGAATGTGCTATTATTACTT TGT TCGAATTGACGATGCCCTGTCTGGTCCATTTGGTTGATTAGC GGTGACAATGAACGTTTT 5850
CTGCTGGAGTCCAGCTTCTTTGTAGCTGCCTGGACCACTGCCCAACACGCCATTACCGGTAGTCCAATTCCTCACCCCACGCCAGCCTTTTTCTTTTTTATGTCGCGGGCCATATTCGATAACTTATTTCAATCTGGAATGGCCACGCAT 6000
TCGGCGTCCATTTTGTAGTTGCTGCGGGTGA 6031

Abb. 8: Schema des tead Genortes. Die Proteinsequenz wurde unter die DNA -Sequenz geschrieben. Die drei
Introns sind in griin hervorgehoben. Die Kelchdoméinen sind in rot und die Coiled-coil Strukturen in blau
hinterlegt.
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Abb. 10 zeigt die Strategie der tead Deletion und dessen Nachweis mit PCR und Southern
Blot. Das lineare Deletionskonstrukt wurde in den A. nidulans Wildtypstamm SRF200
transformiert. Durch die homologe Integration des linearen Konstruktes wird im Southern
Blot der Abb. 10 die Bande des Wildtyps durch eine 1,8 kb kleinere Bande ersetzt. Die 1,2 kb
Bande der PCR in dieser Abb. 10 zeigt, dass auch die rechte Flanke homolog integriert
wurde, weil die PCR einen Bereich aus dem argB bis in den teadA Genort auBerhalb der
rechten Flanke amplifiziert. Weder ektopische Integrationen noch der Wildtyp kipA Genort,

konnen bei dieser PCR eine Bande erzeugen.

A B
Introns: Eﬁ:l]-]]
12 3 TeaA: 162kDa Teal
—HEHEHN [ W— C RN B e 1
1—> -2
3— 4 Kel1

C

1 ErBinafaskEGDIRMMER - --1.1DGSTRKG-BEWMAESE SGNLSC—————————-—-- FPIATVSEGEGERV
I EBRsiifena---r1fEEe pTkvDENDTLDD-THYLANTE SRQF - —————————---- SRSTPPEPRETGRY
I ERTLNILESR---1R§EEEOoVEGYFFNELVAFBANOEONPGNKJEFLIQNSHEGG-~-—--~ PPPEQIFPART
I NETIVSFNDK---Lf L[ TNGLOWFNBEWSYl----- PRTNS[TQL--———————————-- DCVEFIETERE
L ERRanLfNDV---MEJEEE--RTDEGIBLG--BRAAFRIETRRY -~ Y SFQN--—--—--——--- MerasERs
L
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Abb. 9: Charakterierung von feaAd. (A) Schema des tead Genortes und (B) Vergleich der
Architektur des KipA Proteins mit Teal aus S. pombe und Kell aus S. cerevisiae. Die
Kelchdoménen sind in rot hevorgehoben und die Coiled-coil Doméne ist in blau unterlegt.Die
Pfeile zeigen die fiir die Amplifikation zur Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide (1)
teaAS, (2) teaA2, (3) teaAb6, (4), teaA7. (C) Vergleich der sechs Kelchdoménen von TeaA. (D)
Computervorhersage von Coiled-coil Strukturen im TeaA Protein, zeigt Randomcoil-Strukturen
in der C-terminalen Hilfte von TeaA.
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2.3.

A Wildtyp: 7,5 kb Pstl
Psti Pstl g
w
/\
Pst Nofi Byl
N o ]
atg Not Stopp
4—
Deletion: 5,7 kb Pstl + Notl 1.2kb PCR
B ek1 ek2 AteaA C Marker AtfeaA Wildtyp
wI
7.5K0 -
—
4,4,
%, 1%
%o,%/
660 060
7).
> —

Abb. 10: Deletion des teaA Gens. (A) Schematische Darstellung des fea4-Genorts. Im oberen Bild
ohne und im unteren Bild mit homologer Integration des kipA-Deletionskonstruktes. In diesem
Konstrukt wurden 2,8 kb des feaAd-Gens durch das argB-Gen ersetzt. Das PCR-Produkt des
Deletionskonstrukts wurde mittels des Auxotrophiemarkers Arginin in den Wildtypstamm SRF200
transformiert. In den Stdmmen mit homologer Integration werden C-terminal 3,1 kb vom offenen
Leserahmen entfernt. (B) Im Southern Blot wurde die linke Flanke als Sonde verwendet und die
genomische DNA mit Pst] und Notl geschnitten. Dies fithrt im Wildtyp Stamm zu einer 7,5 kb
Bande, die bei den beiden linken Spuren mit ektopischen Integrationen noch zu sehen ist. In der
rechten Spur mit homologer Integration liegt die Bande 1,8 kb tiefer, weil die Sequenz durch den
NotI Schnitt vor dem argB Gen unterbrochen wurden. (C) Kontrolle der homologen Integration auf
der rechten Seite des Genortes. Die Abbildung zeigt eine PCR des Afea4 und Wildtyp Stammes mit
Oligonukleotiden, von denen das vordere an das argB bindet und das hintere an den fea4 Genort
auflerhalb des Deletionskonstrukts. Es kann nur bei einem Stamm mit homologer Integration eine
Bande entstehen (1,2 kb).

TeaA ist am polaren Wachstum in A. nidulans beteiligt

Fiir die phénotypische Analyse des Afead Stamms wurde dieser zusammen mit dem

korrespondierenden Wildtypstamm bei 37°C, 30°C und 25°C auf Agarplatten wachsen

gelassen. Bei allen drei Temperaturen wurde eine Verringerung des Koloniedurchmessers in

der Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtypstamm festgestellt (Abb. 11). Dieser Effekt

des verlangsamten polaren Wachstums ist bei niedrigerer Temperatur stirker. Fiir das S.

pombe Ortholog von TeaA, Teal wurde ein Einfluss auf die Mikrotubuli-Stabilitit festgestellt
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(Behrens & Nurse, 2002). Da auch der temperaturabhingige Phénotyp in A. nidulans auf eine
Funktion bei der Organisation der Mikrotubuli hindeutet, wurde getestet, ob die Deletion
einen Einfluss auf die Sensitivitit gegeniiber der Mikrotubuli-destabilisierenden Substanz
Benomyl hat. Der Graph in Abb. 11 zeigt das Wachstum bei 37°C und 30°C in Gegenwart
von 0,7 pg/ml Benomyl und das Koloniewachstum bei 30°C mit verschiedenen Benomyl-
Konzentrationen von 0 bis 0,8 pg/ml. Beide Graphen zeigen, dass die Mutante eine
signifikante Erhohung der Resistenz gegen Benomyl aufweist, was auf eine Mikrotubuli-
destabilisierende Wirkung von TeaA hindeutet. Auch der Effekt der Benomyl-Resistenz ist
bei niedrigerer Temperatur stirker, was darauf hindeutet, dass der Effekt auf die
Wachstumsgeschwindigkeit auf die verdnderte Mikrotubuli-Stabilitidt zuriickzufiihren sein

konnte.

A B

WaCh_St;”'srate ~<—= ohne Benomyl <= 0,7 ng/mlBenomyl
In 7%

100
75

50

25

Wildtyp AfeaA Wildtyp  AfeaA
37°C 37°C 30°C 30°C

Wachstumsrate
%
100 -\
75 \'-\
M N ——AteaA
50 \\‘ -'—Wildt;
2 \\\\.
0 N .
Benomyl Konze ntration (0-0,8 ug/ml)

Abb. 11: Funktion von TeaA. (A) Vergleich des Koloniewachstums vom Wildtyp-Stamm GRS (oben) und
Atead (unten) nach zwei Tagen Inkubation bei 37°C. (B) Vergleich des Koloniedurchmessers des Wildtyps
und des Atead Stammes ohne (dunkel grau) und mit 0,7 pg/ml Benomyl (hell grau) nach Inkubation bei
verschiedenen Temperaturen (37°Cund 30°C). In (C) ist das Wachstum des Wildtyps (pink) und Atead (blau)
Stamms unter verschiedenen Benomyl Konzentrationen abgebildet. Der Deletionsstamm wichst ohne
Benomy1 deutlich langsamer und mit hohen Benomyl-Konzentrationen schneller als der Wildtyp Stamm.
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Um den Einfluss von der tead Deletion auf die Etablierung des polaren Wachstums zu
iiberpriifen, wurde das Keimungsverhalten der Sporen eines Afea4 und eines Wildtypstamms
verglichen. Beim Auskeimen aus den Konidien ist bei 4. nidulans ein bipolares
Wachstumsverhalten zu erkennen. Der zweite Keimschlauch wird an der gegeniiberliegenden
Stelle des ersten gebildet. Es wurden 200 Wildtyp-Keimlinge und 100 Afea4-Keimlinge, die
tiber 36 Stunden bei 25°C inkubiert wurden, mikroskopisch untersucht. Im Wildtypstamm
bildeten 18% den zweiten Keimschlauch auf der entgegengesetzten Seite der ersten
Keimungsstelle und 8% an anderen Positionen auf der Spore (9%) oder auf dem ersten
Keimschlauch (1%). 74% hatten noch keinen zweiten Keimschlauch ausgebildet. 17% der
teaA Keimlinge zeigten das bipolare Keimungsverhalten. Also etwa so viele wie im
Wildtypstamm. Die Rate an Keimschldauchen die an anderen Positionen auf der Spore (45%)
oder am ersten Keimschlauch (11%) gebildet wurden war mit 55% um den Faktor sechs hoher
als im Wildtyp. Nur 28% zeigten noch keine Bildung eines zweiten Keimschlauchs, obwohl
der teaA Deletionsstamm langsamer wéchst als der Wildtyp. Dieser Versuch zeigt, dass der
AteaA Stamm mehr Verzweigungsstellen bildet und einen Defekt bei der Positionierung
dieser Keimungsstellen hat. Der interessanteste Defekt der fead Deletion ist durch
mikroskopische Analyse zu erkennen. Die Hyphenmorphologie ist im Vergleich zum Wildtyp
Stamm verdndert. Bei 37°C kann zwischen Hyphen, die wie der Wildtyp wachsen, das
vermehrte Auftreten kurviger und im ,,Zickzack® wachsender Hyphen erkannt werden.
Wihrend dieser Effekt nicht einheitlich genug ist, um aussagekréftig dargestellt zu werden,
wachsen bei 25°C die Mehrzahl der Hyphen im ,,Zickzack* (Abb. 12). Dies weist auf einen
Zusammenhang zwischen der Bestimmung der Wachstumsrichtung und dem TeaA Protein
hin, der jedoch bei physiologischer Temperatur keine elementare Rolle zu spielen scheint.
Diese Ergebnisse eroffnen die Frage, ob das A. nidulans Ortholog des Kinesin Motors Tea2
eine Funktion beim polaren Wachstum wie bei S. pombe einnimmt oder bei der

Kernwanderung, wie das Ortholog aus S. cerevisiae Kip2 (Huyett, et al., 1998).

3. Funktion des CENP-E ihnlichen Kinesin Motorproteins KipA in A4.

nidulans

A. nidulans besitzt einen Kinesin Motor mit Ahnlichkeit zu Tea2 und Kip2, er wurde KipA
genannt und in dem phylogenetischen Baum der Abb. 6 in die CENP-E Unterfamilie

eingeordnet. Die Motorproteine dieser Kinesin Unterfamilie zeichnen sich durch sehr
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unterschiedliche Funktionen in verschiedenen Organismen aus. Proteine dieser Familie aus
hoéheren Eukaryoten sind an der Mitose-Checkpointkontrolle beteiligt. Kip2 aus S. cerevisiae,
ist an der Spindelpositionierung in der Mitose beteiligt und Tea2 aus S. pombe, hat eine
Funktion beim polaren Wachstum. In filamentds wachsenden Pilzen ist bisher nur Umkinl
aus dem dimorphen Basidiomyceten U. maydis untersucht worden, es konnte aber kein
Phénotyp der Deletion identifiziert werden. Die Funktion eines Proteins dieser Kinesin
Unterfamilie in filamentésen Ascomyceten und eine mdgliche Rolle im polaren Wachstum

sind also noch ungeklért.

37°C

Abb. 12: (E) TeaA beeinflufit die Richtung des polaren Wachstums. Interferenzkontrast Bilder
von Wildtyp und Atea4 Hyphen, obere Bilder nach Wachstum bei 37°C und unten bei 25°C. Bei
niedriger Temperatur wichst der Deletionsstamm im Zickzack. (Skala 10 pm)
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TGCACCGCCGATGTAAACCTGCACGAGACTTCGAGCTTCGAGCT TCGAGCCAAGCGTTGTTTCAATGTCAAACCCTCACTGTAGAACCTAGC TTAAGATTCAAGACAATGTGAGAATTGC
TGCCAACTTATAATCACTGATTGGCTTGTAGAACCAGCGTATGAAAAGCGGTATCGGAGCAGTATACAGAGAGTTGAACT CGGAAAGACTCATCTCTCAGGAGGACAAGGGAATTCGATA
CCAGAATACAAAACTCAAGTATGGAGTAGAGC TGCGACT TTTTGCGAAT GAGCAAGAAAGCTTGCGGTTTTACTGTATCCGC GAGACGCGCTCCTTGCAGGGCCAGAGGAAGGGTGGTTC
TATCTAGATATCCACTATGTATACAAACT TCAGGGGAAT TATCAATCAAAATAACAATCACCGGAGTTGGCGTTTTAGGGACTTGGCTCTTTTTGACGGT TCAGCGAATGTGGGG TGACG
ACCGCGGCCCTTCATTCACTACTACGAATGTTCTTCTCAAGCAATCATTACAGCGACGCTCATCCGCTTCTCTTTTGTCCCTCCGGCTCTCGCACTGCGAGCCTGAAAAACGCGAATCCC
CCTAGACATTTCTTCCCCGCTGCACTTGGTCAGGACCGCCTTTATTCCATTCGCAAAGTCGCGGAGACCAGGAATATATCACCTACTGCCATATTTTCGGAAATCTTTATTGCTATTCCT
GCTATCATCTCCTGATATTCTCTCCGACGATTCTCCAGTAGTCTCGCTCTGCAGCATCCAGCCTCGTTTTGT TCTCGAAACATCACGTTCACACCGC TAACACTTCGTCGATGTTCAATT
GACTCTTATTTGGGCACTTATTTGGGAAATACATAGT TTGATCTGCGGATAAAATACTGAGGTTCCTATTTTTGATCGCGACAACGCACCGAATACTCAGCGTGTAAGGGACTTTCCCCT
TCATGAGATGGTAGCAAACATCAAGCGCATCCCCTTTCTATCTACTGCATGACCCAGACCACATCCATTCTGTTAGCTAACTTTCGCGCTATTACAGCTTCGCGCGGCGAAACCTATTCC
TCTATCGCTGATGGCTGCCGAATCCCTCTGATTCTACGCGCAAACCATTCATTGTCCCACGTACTTACGCTGGCCGATTTCGTGATTGGGAGTTTATCGTCTGCCCAAATCTCGTCAATT
CAATGTCTACACTGCCGCAGCCATCGAGAACGGCCTCCGGCCCACCACTGGGGGCAGCAGCCCAGTTGCCAATCCCAAAATC GAGAAAAAGTCTACCTACATCCGTCGAGTCTCCTAGGG
M s TLPOQ®PSRTASGP®PLGAAAQL®PTPKSRIKSLPTSVES PR
CTGTTTCTCCCTCCAAACTACGCACACCTTCCAGCCCCAGACCGACACTCAGCAAGTCTCCACTTTCCAACT CAGCAACCAATATCAGCGCTGCCAGATCAACTACTGTGGC TAGAACTC
ANV § P S K LRT®PSSPRPTLS K SPLSNISATNTISAARSTTVART
CCAGCAGTCCTGATAAATCCTTACGGAGGACAATCAGCATTGCGGCATTTCCTCAACCCCCAAGGCCTGGAAGCCGCCCTTCTACCGCGTCATCAATGACGGCCCCTCATGGTCTACAAT
p s S PDKSLR®RTIT S I AAFPQPPRPGSRZPSTASSMTAPHGTL Q
CTTCTGGAAGCGTAAAGTCAAAGAGGGGC TCGCGACCCAGTGCGGGGAC TACTAGCCAGAGAAGC TCAAAGACCCATTCATTACTGAGCGTTGGAGC TGCTGTCCCAGGCACAGACATGG
S $ G SV K S KR GSR®P S AGTT S OQORS S K THSLL SV GAAVPGTDM
AAGCCTCACCTTCCCAGAGCAGAAGCTCATCTGCTGAAGGATCTTACTCGACAAGCGCGACCACATTTGATGAGGGT GAGCCGGC TTCAACT AAGTCAAAGGAAACC AAGGGAAA
E A S P S QSR SS S AEGSY ST s ATTFDETGETPASTIK S K ETK G N

GTAAGACCCCTGTCCTGTGAGATCTCTGCGCCAGCTAACTGATTGCTAG

Intron

AMACAATATTGTTAGCCATGCCAAAAGG

N N I VvV S H A K R
GCAGAAGAGGCGTTTGGTGGCGGCGGTGGTGATGCAGGCAGCCGCGTGCTACTTGAACGTTACCGTATGGAAATT CAAGCCCTGCGTTGTCAGCT TGAAAACCAAACGAAAGCGCAGGCC
GAGAAAGAGCTTAAGCTGGAAGAACAGAAGTTAGAACAGGAGGC TCAAGAGC GCCACGAAGAGCAGATGC TCGAAATGCAGC TAGCTCGGACCGCACTCAAGGAACGAATAGAGCATTTG
E K E L K L EEQK L EOQOEAQZERMHEEQQOMLEMOQLARTALKER T E H L
AACCGACTCATTCTAAGTTCAAAGTCCACAGGCGTCAACTCACAAGGAGCCATGTCTGCTCTTGGCCGGCTTTCCAGACTGTCTTCCATAGACCCGGGATCTCGGTCTCTGCGTTCTTCT
T G vV NS QGAMSALGRLSURL SS T DPGS R S L R S S
GTCAGTCAATCCACTTTAGGCACGTCCATGCGGCCTGTTTCTTTTCTTTCCGTCCATAGCCAAGAATTCCACCTGAGCAATGAGGAT GAGGATACGATTGGGGAGTT TGCGGATGGAAAG

vsosTtiLoeTswreysELsyksac oy [

GCGAGTGCTCAAAGACAGATAGCTGCTCTTCAGGCCGACCTTGCCGATAAAAACCGATATAT TGCAACACTGGAAAGGCGTTTGCTCCAAGC TCGGCGATCCAGCCATTCTCGCATGTCA

TTGGGAATAAAAGC GAACAGCTCTACAGATAATCCCAACTTCGTGGCCCAGC TCCGAGAAAAAGATATGGAGATCAACGAACTCCGCCTCCAGTTGGACGATAAGGATCGCATGCTGACA
GCTCTTCGCTCCGCTGC TCGACACCGAGATCTTGCCCAGCTCACATTGGATAACCAATCGTTACCAAAAGAGACTAGTTCTCCAGACCGAGAACCGCCGCCAACCTCTCAGGCTCCTGAT
HRDUL AQULTULDNOSULU®P XK ETS S P DU REW®PPP T S o APD
CCCGGGGCGAAGCGAAAGAGTATGGATGAAGT TTCGCGGATCCTCGATGAGATGATCCAAGACCGTGTTGAGAGT GGACATCTCATAAAAGGTGCCCGTGGGAGTGTTCGAGTGGCCCCT
P G A K RK SMDUEV SR TLDEMTIOQODH RV ESGH LTI K GAURGS VR V AP
GGAAGTCGAAGGGCATCCGAGTCACATCAGGC TGCAGGGCCTACAGGTACGACTCCACTAAACAGTCGTCCAAGTGCATGATATGCTTCTTTTGGGATTGCTACAAAATTGT TCTATTAA
G S RRASESHOQAAGPTGTTPL NS RP S A

CTGGTTTTCATGACCTCTTTCTATCTGTGACTGTATTCGCCTTTCTTTCAGATACCCAGATTGTATTTTTTTTATTTTATTTTTTTTTTCTCACTTTTCTGTACCTATACTGCGC CAGGC
GCAATGACCAACCTTCCTCGTATTGATGCCTAAATCTCTAAAGTCTATATAT GAAAGAATAGTCACGTCAAAATTCGTCATTTGAGCCTATTGATCGACCTGTCTCGCCTCTAGACTTTT
CTTAAGTTTAATTACTGTAGGATGAAGGT TTCCTCAGATTCCATTATCAAGACAAAGAATTATACAGATGTTTTGTATGT TTGGACACGTGACTCCGATAAAGTCATACTCTAAACCTCT
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Abb. 13: Charakterisierung von KipA. Die Motordoménen sind in rot, die Neck-Doméne in rosa und die
Coiled-coil Regionen in blau markiert. Das Peptid-Bindemotiv am Anfang der Motordomine ist gelb, die

ATP Bindestellen griin und die Mikrotubuli-Bindetaschen hellblau hervorgehoben.
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3.1. Klonierung von kipA

In der pUI Cosmidbank wurden zwei Cosmide, die die kip4 Sequenz enthalten, gefunden
(Bertsch, 2000). Es wurden 3,9 kb des Cosmids pEW35 doppelstrangig sequenziert. Um die
Intron-Exon-Grenzen zu identifizieren wurde die entsprechende c¢cDNA durch RT-PCR
amplifiziert. Der Vergleich der genomischen DNA mit der Sequenz der cDNA ergab ein 49
bp Intron im 5’-Bereich des Gens (Abb. 13). Die verwendeten Oligonukleotide sind in Abb.
15A dargestellt. Das vorhergesagte KipA Protein ist 889 Aminosduren lang und hat eine
molekulare Masse von 96,25 kDa und einen kalkulierten isoelektrischen Punkt von 9,9. Die
Motordoméne startet nach 142 Aminosiduren (Abb. 13), davor liegt eine N-terminale
Verldngerung. Hinter der Motordoméne, folgt die 25 Aminoséduren lange ,,Neck“-Doméne, an
die sich die ,,Rod“-Doméne mit den Coiled-coil Strukturen anschliefit. Hinter dem letzten
Coil folgt die Tail-Doméne die fiir die Bindung des Cargos beim konventionellen Kinesin

verantwortlich ist (Vale, 2003)}.

Der Vergleich der Motordoménen der Kinesine der CENP-E Unterfamilie gruppiert KipA
neben den Kinesinen von N. crassa, Chochliobolus heterostrophus, S. pombe and S.
cerevisiae (Abb. 14). Die Motordomédne von KipA, die Peptidbindedomine, ATP-
Bindedoméne und Mikrotubuli-Bindetasche enthélt, zeigt 47 % Identitdt zu S. pombe Tea2,
wihrend die Proteinsequenz der vollstindigen Proteine nur eine Ubereinstimmung von 29 %
zeigen. Auch wenn die Sequenzidentitit auBerhalb der Motordomine sehr niedrig ist, stimmt
die Architektur der Proteine iiberein (Abb. 15). Sie haben alle eine N-terminale Motordoméne
hinter einem kurzen N-terminalen Bereich, ohne bekannte Motive und hohe
Wabhrscheinlichkeit fiir Coiled-coil Strukturen im C-Terminus. Das menschliche CENP-E ist
wesentlich groBer (2663 Aminosduren) und die Coiled-coil Region deutlich lénger, als bei den
entsprechenden Pilzkinesinen (Abb. 15). Diese Unterschiede weisen darauf hin, dass die

Pilzkinesine dieser Unterfamilie eine eigenstindige Untergruppe darstellen.
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Abb. 14: Vergleich der KipA Proteinsequenz mit Kinesinen der CENP-E Familie aus verschiedenen
Pilzen. Der Sequenzvergleich wurde mit ClustalW durchgefiihrt, in Gendoc modifiziert und zur Darstellung
in MEGALIGN der Firma Lasergene (Madison, WI, USA) importiert. Aminosauren die bei zwei der drei
Sequenzen chemisch konserviert sind, wurden rot, alle die bei drei Proteinen konserviert sind, in schwarz
unterlegt. Charakteristische Merkmale der Kinesinfamilie sind farbig hervorgehoben: die Motordomine ist rot
urmrandet, die Peptid Bindestelle zu Beginn der Motordomine ist gelb hinterlegt, die ATP Bindestelle griin

und die Mikrotubuli-Bindetasche ist blau hinterlegt.
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Abb. 15: Charakterisierung von KipA und verwandten Proteinen. Die
Motordoménen sind in rot und die Coiled-coil Regionen in blau markiert. Die
ATP Bindestellen sind in griin und die Mikrotubuli-Bindetaschen in hellblau

3.2.  Deletion von kipA

Um Einblicke in die Funktion von
KipA in A. nidulans zu erlangen,
wurde der offene Leserahmen des
dem kodierenden

Mikrotubuli-

Gens, vor
Bereich fiir die
Bindedoméne unterbrochen. Es
wurde der Selektionsmarker pyr4,
iiber mehrere Klonierungsschritte,
zwischen zwei etwa 1 kb groBe
Flanken ligiert, die im
kodierenden Bereich des kipA
Gens liegen. Das
Transformationssystem mit Sfil

war zu dieser Zeit noch nicht

hervorgehoben. (A) Schema des Genortes und KipA Proteins. Das Intron und
die zur Sequenzierung verwendeten Primer wurden mit einem Pfeil markiert.
Die Zahlen an den Pfeilen nummerieren die Oligonukleotide (1) kipAS, (2)
kipA4, (3) kipA9, (4) kipA10. (B) Computervorhersage der Coiled coil
Domine. (C) Vergleich der Proteinarchitektur von KipA und verwandten
Proteinen.

etabliert. Dieses Plasmid pRL19
wurde linearisiert und in den A.
nidulans Stamm GRS
transformiert. Der Nachweis der homologen Integration wurde mittels Southern Blot erbracht
(Abb. 16), die mit 46 und 48 benannten Spuren zeigen die DNA nach homologer Integration,
im Vergleich zur Wildtyp DNA (Wt). Im ersten Southern Blot wurde die genomische DNA
mit Psfl verdaut und mit der radioaktiv markierten Sonde, die aus der linken Flanke des
Deletionskonstruktes besteht, hybridisiert. Die 2 kb Bande der Wildtyp DNA wird in der
homologen Integration, um die Linge des pyr4 Gens, auf 3,9 kb vergroBert. Der zweite und
dritte Blot zeigen die DNA Auftrennung im Gel nach EcoRV Verdau, auf der linken Seite
nach Hybridisierung mit der linken Flanke und auf der rechten Seite mit der rechten Flanke.
Die resultierenden Banden des Wildtyps sind in beiden Blots 6 kb lang, weil EcoRV nicht
innerhalb des kipA Gens schneidet. Das Restriktionsenzym schneidet jedoch im pyr4 Gen, so
dass nach Hybridisierung mit der linken Flanke eine 2,3 kb Bande und nach Hybridisierung
mit der rechten Flanke eine 5,2 kb Bande die 6 kb Banden des Wildtypen ersetzen. Die beiden

Stamme mit homologer Integration wurden im Anschluss phianotypisch analysiert.
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Abb. 16: Deletion des kipA Gens. (A) Schematische Darstellung des kipA-Genorts, im oberen Bild
ohne und im unteren Bild mit homologer Integration des kipA-Deletionskonstruktes. In diesem
Konstrukt wurden 200 bp des kipA-Gens durch das pyr4-Gen ersetzt. Das linearisierte
Deletionskonstrukt wurde mittels des Auxotrophiemarkers Uracil in den Wildtypstamm GRS
transformiert. In den Stimmen mit homologer Integration wird die Motordoméne unterbrochen. (B)
Southem Blot Analyse: die verwendeten Sonden und Restriktionsenzyme, sowie die entstandenen
BandengroBen, werden durch die Beschriftung und das Schema unter (A) erklért.

3.3. KipA ist an der Aufrechterhaltung des gerichteten Wachstums beteiligt

Wie bei der tead Deletion, wurde auch bei der Deletion von kipA (SSK44) zunéchst die

Kolonie mit der eines isogenen Wildtypstamms (RMSO011) nach 48 Stunden Wachstum

bei 37°C, 30°C und 25°C, verglichen. Fiir den kipA Deletionsstamm konnte kein Phénotyp

hinsichtlich der Wachstumsgeschwindigkeit, weder auf MM-Medium noch auf CM-Medium,

festgestellt werden.

Wachstumrate bei 37°C in %

100

80

60

AN\

40

<N

20

\\

N

o 0,6

Abb. 17: Vergleich der Wachstums-
geschwindigkeiten von A. nidulans Wildtyp und
AkipA Stimmen und deren Sensitivitit
gegeniiber Benomyl. Wildtyp (blau) und AkipA4
» Wildtyp (rot) Kolonien wurden auf Medien mit
" AkipA verschiedenen Benomylkon zentrationen inkubiert.
Die Kolonien wuchsen bis zu einer Konzentration
von 0,6 pg/ml Der Durchmesser der Kolonien
wurde nach zwei Tagen Wachstum bei 37°C
gemessen und die Koloniegrolie des Wildtyps
Benomy! ohne Benomyl auf 100 % festgelegt. AkipA ist

Kon(;&-;r;rtnr;tion sensitiver gegen Benomylals der Wildtyp.
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Um erste Hinweise zu bekommen, ob KipA einen Einfluss auf die Mikrotubulistabilitét hat,
wurde das Wachstum des AkipA- und Wildtypstamms auf Agarplatten mit Benomylgradienten
getestet. Der Einfluss der Mikrotubuli-destabilisierenden Substanz auf die beiden Stidmme,
wurde in Abb. 17 dargestellt. Es konnte beobachtet werden, dass der AkipA Stamm bei
Anwesenheit von Benomyl einen leichten Wachstumsdefekt im Vergleich zum Wildtypstamm
aufweist. Der Effekt war jedoch schwach, sodass nur von einem sehr geringen Einfluss auf
die Mikrotubuli-Stabilitdt ausgegangen werden kann. Bei dem Vergleich des Wachstums von
Deletions- und Wildtypstamm, mittels Interferenz-Mikroskopie, wurde ein morphologischer
Defekt der Hyphen festgestellt. Die Keimschlduche des Wildtyps zeichnen sich durch
geradliniges Wachstum der Hyphenspitze weg von dem Ort, wo mehrere Sporen
nebeneinander angeimpft wurden, aus. Der AkipA Stamm hingegen hat diese Fihigkeit
verloren. Die Hyphenspitze kann die Achse, um gerade von der Spore weg zu wachsen, nicht
aufrechterhalten. Die Hyphen des Deletionsstamms wachsen in Kurven und Kreisformen,
hierzu miissen die Hyphenspitzen direkt auf die Sporen, aus denen sie ausgekeimt sind,
zuwachsen; ein Phdnomen das im Wildtypstamm nicht gezeigt werden konnte (Abb. 18). Um
herauszufinden, ob dieser Effekt temporir ist, oder vom Auskeimen bis zur mehrtigig
gewachsenen Kolonie auftritt, wurde das Wachstum nach verschiedenen Wachstumszeiten
beobachtet und im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp in Abb. 19 dokumentiert. Der

polare Wachstumsdefekt konnte vom jungen Keimschlauch bis zum verzweigten

Hyphenmycel beobachtet werden.

Abb. 18: Deletion von kipA. Interferen z-Kontrast Bilder: links Wildtyp Hyphe (RM S011) und rechts Akip4 Hyphe
(SSK44). Inkubation iiber Nacht auf Medium mit 17 % Gelatine bei 25°C. In der Mutante ist ein deutlich kurvigeres
Wachstumals im Wildtyp zu erkennen. Die Hyphen verlieren die Fahigkeit des gerichteten geradlinigen
Spitzenwachstums. (Skala 6 pum)
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AkjpA12 h \, AkipA24h
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Abb. 19: Hyphenwachstum der Deletion von kipA. Interferenz-Kontrast Bilder der Hyphen eines
Wildtypen (RMSO011) auf der linken Seite und A4kip4A Hyphen (SSK44), rechte Seite. Analyse des
Wachstumsdefektes nach unterschiedlichen Inkubationszeiten bei 37°C. Der Wachstumsdefekt der kipA
Deletion ist von jungen Keimschlduchen bis zum weitverzweigten Hyphenmycel zu erkennen. (Skala 10 pum)

3.4. Vergleich der Wachstumsdefekte von Atead und AkipA

Die Deletion von tead fihrt in A. nidulans zu verlangsamtem Koloniewachstum, einer
verstarkten Resistenz gegeniiber Benomyl und einem zickzack-dhnlichen Hyphenwachstum
bei 25°C, das vereinzelt auch bei 37°C auftritt. Die Abwesenheit von KipA in der Zelle hat
keinen Einfluss auf die Grofle des Koloniewachstums und eine leicht verringerte Resistenz
gegen Benomyl. Der interresanteste Phidnotyp der kipA Deletion ist das kurvige
Hyphenwachstum, unter allen getesteten Wachstumsbedingungen. Das Hyphenwachstum
zeigt auch bei Wachstum bei 25°C diesen Defekt. Da die Phénotypen der beiden Mutanten
(Abb. 20), im Gegensatz zu ihren S. pombe Orthologen, wenig Ubereinstimmug zeigen, sind
ihre Funktionen fiir das polare Wachstum unabhéingig voneinander. Der Defekt, der in den
Hyphen bei niedriger Temperatur in Abwesenheit von TeaA auftritt, konnte iiber denselben
Mechanismus entstehen, wie der Afeal Defekt in S. pombe, der bei etwa 30 % der Zellen T-
formige Zellen produziert. Die bisherigen Untersuchungen werfen vor allem die Frage auf,
welche Funktion das KipA Protein, dessen Orthologe in verschiedenen Organismen

unterschiedlichste Funktionen zeigen, in A. nidulans hat.
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Abb. 20: Vergleich der Wachstumsdefekte von AkipA und Atead. Interferenzkontrast (links) und SEM Bilder
(rechts) von Wildtyp, AkipA und Afead Hyphen nach Wachstum bei 25°C. Die kipA Deletion wichst kurvig und
die fead Deletion im “Zickzack”. (Skala 10 pum)

3.5. KipA beeinflusst die Positionierung des Spitzenkorpers

Fir filamentdse Pilze ist bekannt, dass die Wachstumsrichtung durch die Position des
Spitzenkdrpers bestimmt wird (Bartnicki-Garcia, et al., 1995; Riquelme, et al., 1998). Im
Spitzenkdrper sind die Vesikel organisiert, die zum extrem schnellen Wachstum von
Hyphenspitzen, in groler Anzahl bendtigt werden. Abb. 21 A zeigt den Spitzenkorper des A.
nidulans Stamms RMSO11. Im oberen Bild befindet sich der Spitzenkdrper oberhalb des
Zentrums der Hyphenspitze. In dem 5 Minuten spiter aufgenommenem Bild wird eine
Anderung der Wachstumsrichtung in diese Richtung beobachtet. Die Abb. 21 B und C zeigt
den Vergleich der Spitzenkorper Positionen in Hyphen eines Wildtyps im Gegensatz
zum AkipA Stamm. Es wurden 106 Spitzenkorperpositionen in 10 Hyphen eines Wildtyps mit
122 Spitzenkorperpositionen in 24 AkipA Hyphen verglichen. In Abb. 21 B sind eine typische
Wildtyp- und eine typische Akip4 Spitzenkorperpositionierung abgebildet. In der Deletion ist
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der Abstand des Spitzenkorpers zum Mittelpunkt der Hyphe groBer als im Wildtyp. Der
Abstand zum Hyphenspitzen-Mittelpunkt wird durch die roten Hilfslinien bestimmt. In Abb.
21 C ist der Verlauf der Positionen der Spitzenkdrper eines Wildtyp- mit einem kipA
Deletionsstamm abgebildet. Es ist ein groerer Abstand der Spitzenkorper in der Mutante zu
erkennen. Das Balkendiagramm zeigt den durchschnittlichen Abstand der Spitzenkorper der
beiden Stimme zum Mittelpunkt der Hyphenspitze, 6,6% im Wildtyp und 16,1% im AkipA
Stamm. Der Spitzenkdrper in der kip4 Deletionsmutante ist durchschnittlich fast drei Mal
weiter vom Zentrum der Hyphenspitze entfernt. Durch die verdnderte Lokalisierung des
Spitzenkdrpers kann der kurvige Wachstumsphénotyp erklart werden. Es muss im Folgenden
untersucht werden, ob die leichte Destabilisierung der Mikrotubuli im Akip4 Stamm fiir die
Phinotypen verantwortlich ist. Dies wurde durch die Analyse von Doppelmutanten von AkipA
mit anderen Motorproteinen iiberpriift, die durch das FEinfligen der weiteren Mutation,

stabilisierte Mikrotubuli haben.

* Wildtyp = AkipA

Abb. 21: Spitzenkorper (SPK) Positionierung in der Hyphens pitze. (A) oberes Bild: Der SPK lokalisiert
oberhalb des Zentrums der Hyphenspitze. Unteres Bild: Aufnahme derselben Hyphe nach fiinf Minuten
Wachstum. Die Hyphe wéchst in die Richtung, in der vorher der SPK positioniert war. (B) Bestimmung der
Spitzenkdrperposition. Oberes Bild: Hyphenspitze eines Wildtyps. Der Spitzenkdrper liegt zentral. Unteres
Bild: Hyphe eines AkipA Stammes. Der SPK befindet sich nicht im Zentrum der Hyphen Spitze. Unter
Verwendung von Hilfslinien wurde das Zentrum der Spitze bestimmt (rote Markierung). (C) Beispiel einer
Folge von SPK Positionen eines Wildtyp (rot) und eines AkipA Stammes. Der graue Bereich entspricht 50 %
des Durchmessers der Hyphe. Der Graph rechts zeigt den durchschnittlichen Abstand des SPK von der
Mittelachse der Hyphe. Der durchschnittliche Abstand betragt im Wildtyp 6,6 % (rot) und im AkipA Stamm
16,1 % (blau). Der SPK des Akip4 Stammes miandriert stirker in der Hyphenspitze als im Wildtyp.
(GroBenbalken 2 pm)
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3.6.  Genetische Interaktion zwischen AkipA und Deletionen weiterer Motorproteine

Die Mikrotubulistabilitdt wird auch durch Mutationen anderer Motorproteine beeinflusst. Aus
diesem Grund wurde die genetische Interaktion zwischen Akip4 und diesen Mutanten
getestet. Hierzu wurden die 4kipA Stimme SSK13 und SSK44 mit Deletionsstimmen, des
konventionellen Kinesins, kind und des Kinesins kipB und mit der temperatursensitiven
Dynein Mutante nudA1, gekreuzt. Das konventionelle Kinesin und das Minusend gerichtete
Motorprotein Dynein sind am Transport von Vesikeln und der Kernverteilung in filamentosen
Pilzen beteiligt, KipB destabilisiert Mikrotubuli (Riquelme, et al., 2002; Rischitor, et al.,
2004; Seiler, et al., 1999; Xiang & Morris, 1999). Der Nachweis der Doppel- und
Dreifachmutanten, wurde mit Southern Blots erbracht. Abb. 22 zeigt die Analyse der
Kombination der drei Kinesin-Deletionen miteinander. Den Southern Blots unter Abb. 22 A
ist zu entnehmen, dass in dem Stamm SSK72 kinA4 und kipA deletiert sind, im Stamm SSK28
kipA und kipB und im Stamm SSK73 kind, kipA und kipB. Der Vergleich des
Koloniewachstums zwischen der A4kind, AkipA Doppelmutante (Abb 22 B) mit den
entsprechenden Einzelmutanten und dem Wildtyp zeigt, dass der Wachstumsdefekt der kin4
Mutante, der sich durch ein kompakteres Wachstum der Kolonie auszeichnet, auch in der
Doppelmutante zu erkennen ist. AuBlerdem wurde die Sensitivitit gegeniiber Benomyl
getestet, indem das Wachstum in Gegenwart von 0,7 pg/ml Benomyl untersucht wurde. Bei
dieser Konzentration konnen weder der Wildtyp, noch die kip4 Deletion wachsen. Die kin4
Deletion und die Doppelmutante wachsen beide mit derselben Geschwindigkeit.
Mikroskopisch wurde iiberpriift, ob die Doppelmutante noch den Akip4 Wachstumsdefekt
zeigt. Trotz der stabilisierten Mikrotubuli in der Doppelmutante konnte der AkipA
charakteristische kurvige Wachstumsdefekt beobachtet werden. Diese Ergebnisse weisen auf
von einander unabhdngige Funktionen dieser beiden Kinesine in A. nidulans hin und geben
einen ersten Hinweis darauf, dass die leichte Destabilisierung der Mikrotubuli in der kipA4
Mutante nicht flir den kurvigen Wachstumsphéanotyp verantwortlich ist.

Die gleichen Versuche wurden auch mit der kipA kipB Doppelmutante durchgefiihrt (Abb. 22
C). Wihrend weder die Deletionen von kipA, noch von kipB einen Einfluss auf die
Koloniegrosse haben, konnte eine Reduktion des Koloniedurchmessers in der Doppelmutante
festgestellt werden. Dieser Effekt ist bei 30°C stérker als bei 37°C. Das Wachstum wird auf
etwa 60% des Wildtypwachstums reduziert. Der polare Wachstumsdefekt weist auf teilweise
redundante Funktionen der beiden Kinesinmotoren hin. Das Wachstum der Doppelmutante

in Gegenwart von 0,7 png/ml Benomyl entspricht dem des kipB Deletionsstamms,
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der bei dieser Benomylkonzentration noch ein Wachstum von etwa 60% im Vergleich zum
Wachstum ohne Benomyl zeigt. Auch diese Doppelmutante weist noch das kurvige
Wachstum auf. Der Benomylversuch bestitigt, dass der Akip4 Wachstumsdefekt nicht durch
die Mikrotubulistabilitdt beeinflusst wird.

Die Versuche mit der Dreifachmutante (Abb. 22 D) AkipA AkipB AkinA, zeigen ein leicht
reduziertes Wachstum. Das weist auf die Addition der beiden Wachstumsdefekte von AkinA
und von AkipA AkipB hin. Das Wachstumsverhalten auf Benomyl entspricht dem der kinA
und der kipB Mutanten. Auch die Dreifachmutante wichst kurvig. Die Mutante ist also noch
lebensfdhig und ihr Phénotyp ldsst sich aus der Addition der Phinotypen der einzelnen

Mutationen erkléren.

A

Sonde: kipA

JEUAS 6@@"&

Wildtyp  dkipA  AkinA  AkipA AkinA

Wildtyp  dkipA  AkipB  AkipA 4kipB

AkipA AkipB AkinA  AkipA AkipB
AkinA

=at37°C =at30°C = 0,7 ug/ml Benomyl

Abb. 22: Nachweis der Genotypen und Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeit
und Benomylsensitivitit von A. nidulans Wildtyp AkipA, AkinA und AkipB
Stiimmen und deren Doppel- und Dreifach-Mutanten. (A) Southern Blot der oben
erwiihnten Stimme. Die Banden weisen die neu erstellten Doppel- und Dreifach-
Mutanten nach. (B-D) Wachstum bei 37°C (blau) 30°C (lila) und mit 0,7 pg/ml
Benomyl bei 37°C (gelb) iiber zwei Tage. Die relevanten Genotypen der Stimme sind
unter den Graphen vermerkt.
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Neben den Kinesin Motorproteinen gibt es eine zweite Familie von Motorproteinen, die sich
aktiv tiber Mikrotubuli bewegen, die Dyneine. Dyneine sind in Muliproteinkomplexen
organisiert, ihr zentraler Bestandteil ist die schwere Kette, die die Mikrotubuli bindet und
ATP hydrolysiert. Es wurde eine Doppelmutante aus der Kreuzung eines Stamms mit einer
temperatursensitiven Mutation der schweren Dyneinkette, nud4l und einem Akip4 Stamm
hergestellt. Die Doppelmutante wurde iiber Southern Blot und phéinotypische Analyse
bestitigt. Nach der Kreuzung wurden drei verschiedene Koloniearten identifiziert. Eine war
identisch mit der Morphologie der nudAl Mutante. Alle diese Staimme zeigten im Southern
Blot das die kipA Deletion fehlte. Die zweite Kolonieform war identisch mit der der Wildtyp
und 4kip4 Stamme. Bei etwa einer Hélfte dieser Kolonien wurde im Sothern Blot die kip4
Bande identifiziert. Die Hyphen dieser Stimme wuchsen kurvig. Die dritte Kolonieform war
kompakter als die des Wildtyps, aber deutlich groBer als die Kolonien mit der Dynein
Mutation. Diese Stdmme zeigten im Southern Blot alle die kip4 Deletionsbande und die
Hyphen dieser Stdimme wuchsen alle kurvig. Bei der Riickkreuzung dieses Stamms mit einem
Wildtyp entstanden wieder Stimme mit der Morphologie des nudAl Stamms. Die Stimme
des letzten Kolonietyps sind also die Doppelmutanten. Zum Testen genetischer Interaktionen
der beiden Mutationen wurden die gleichen Versuche wie bei den Kinesin-Doppelmutanten
durchgefiihrt (Abb 23). Der Wachstumsdefekt der Dyneinmutante wurde durch die Deletion
von kipA verringert. Dieser Effekt wird bei Wachstum auf 30°C noch besser sichtbar, wo das
Wachstum vom nudAl Stamm auf 60% des Wildtypwachstums reduziert wird, wahrend die
KoloniegroBe der Doppelmutante iiber 90% der WildtypgroBe erreicht. Der
Wachstumsvergleich auf Agarplatten mit 0,7 upg/ml Benomyl zeigt, dass auch die
Dyneinmutation die Mikrotubuli stabilisiert, und dass das Wachstum der Doppelmutante
unter diesen Bedingungen genauso schnell ist, wie das der Dyneinmutante. Die Hyphen des
nudA1l Stamms wachsen gerade, wihrend die der Doppelmutante kurvig wachsen. Die
Analyse der nudA1 AkipA Doppelmutante weist auf antagonistische Funktionen der beiden
Proteine hin und zeigt, wie die anderen Doppelmutanten vorher, dass ein Einfluss von KipA

auf die Mikrotubuli-Stabilitit nicht fiir das kurvige Wachstum verantwortlich ist.
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A B =at37°C =at30°C o on 0.7 pg/ml Benomyl
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Abb. 23: Nachweis der Genotypen, Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeit
und Benomylsensitivitit von A. nidulans Wildtyp, AkipA und nudA1I Stimmen
und der resultierenden Doppel-Mutante. (A) Der Southern Blot zeigt den kipA
Genort. (B) Wachstum bei 37°C (blau) und mit 0,7 pg/ml Benomyl bei 37°C
(gelb) tiber zwei Tage. Der 30°C Wert (lila) wurde nach drei Tagen Wachstum
gemessen. Die relevanten Genotypen der Stimme sind unter den Graphen
vermerkt.

3.7. Konstruktion eines funktionellen KipA-GFP Fusionsproteins

Um neue Hinweise auf die Funktion des KipA Proteins zu bekommen, wurde das Protein
subzelluldr lokalisiert. Es wurde ein DNA Fragment amplifiziert, das mit dem Startcodon von
kipA beginnt, und das die ersten 1000 Basenpaare des offenen Leserahmen enthélt. An die
genspezifischen Oligonukleotide wurden Ascl und Pacl Schnittstellen synthetisiert. Das PCR-
Produkt wurde in den TOPO2.1 Vektor zwischenkloniert. AnschlieBend wurde mit diesen
Restriktionsschnitten das Fragment in den Vektor pPCMB17apx umkloniert. In diesem Vektor
befindet sich, oberhalb der Ascl Schnittstelle, der induzierbare alcA Promotor und der offene
Leserahmen von GFP. Nach Ligation des kip4 Fragments in diesen Vektor befindet sich das
kipA Fragment hinter dem offenen Leserahmen des gfp Gens. Nach Transformation dieses
Plasmids entsteht, nach ektopischer Integration dieses Vektors in den A. nidulans Stamm
GRS, unter induzierenden Bedingungen ein KipA-GFP Fusionsprotein, bei dem sich das GFP
Protein am N-Terminus des KipA Fragments befindet. Eine Integration in den kipA Genort
fithrt zur Verkiirzung des kodierenden Bereichs des kip4 Gens unter dem Originalpromotor
und einem Fusionsprotein aus GFP und dem kompletten KipA Protein, dessen Expression
iiber den alcA Promotor reguliert werden kann. Dieser Promotor wird durch Glukose
reprimiert, hat in Medium mit Glycerin als Kohlenstoffquelle einen basalen Expressionslevel
und wird durch Threonin und Ethanol induziert. Zur Kontrolle der homologen Integration
wurde eine PCR durchgefithrt. Dazu wurde ein DNA Fragment zwischen -einem
Oligonukleotid, das den alc4 Promotor bindet und einem zweiten, das in dem kodierenden

Bereich von kipA4, hinter dem im Plasmid enthaltenen Fragment, liegt. Bei zwei von 24
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Kolonien wurde so eine homologe Integration nachgewiesen. Diese beiden Stdmme zeigten
auf Agarplatten mit Glukose als Kohlenstoffquelle den Akip4 Phanotyp, auf Platten mit
Glycerin oder Threonin als Kohlenstoffquelle wachsen diese Stimme wie der Wildtyp (Abb.
24). Die Stamme mit ektopischen Integrationen zeigen keinen Wachstumsdefekt. Der
Wachstumsversuch zeigt, dass das GFP-KipA Protein funktional ist und den Phénotyp der

Deletion vollstindig auftheben kann.

, “Wildtyp Glukose' KipA-GFP Glukose

V.

e " DR M e

o

Abb. 24: KipA-GFP unter regulierbarem Promotor. Interferenz-Kontrast Bilder des
Hyphenwachstums von einem A. widwlans Wildtyp (RMSO011) linke Spalte, einem Akipd Stamm
(SSK44) mittlere Spalte und einem Stamm mit dem KipA-GFP Fusionsprotein als einzige KipA Quelle,
dessen RNA Expression unter der Regulation des induzierbaren Promotors aled steht. (A) Auf Medium
mit Glukose als Kohlenstoffquelle: gfp-kip4 Transkription ist reprimiert. (B) Auf Medium mit Threonin
als Kohlenstoffquelle: gfp-kipd Transkription ist induziert. Der GFP-KipA Stamm zeigt unter
reprimi Bedingungen den Deletions-Phiinot, yp und unter induzierten Bedingungen Wildtyp-
Wachstum. (Griflenbalken 5 pm)

3.8. KipA lokalisiert an polymerisierenden Mikrotubuli Plusenden

Die Lokalisierung des KipA-GFP Fusionsproteins wurde nach 12 bis 24 Stunden Inkubation
bei Raumtemperatur in Medium mit Glycerin als Kohlenstoffquelle studiert. In Abb. 25 A
wurde links ein Phasenkontrastbild und rechts eine Fluoreszensaufnahme dargestellt. Der
Vergleich der Bilder zeigt die Lokalisierung von KipA-GFP an einer Verzweigungsstelle der
Hyphe. Das Fusionsprotein ist an den Septen und als Punkte im Cytoplasma zu erkennen. In
der oberen Bilderreihe in Abb. 25 B ist eine Filmsequenz von Fluoreszensaufnahmen mit
sechs Sekunden Zeitintervall zu sehen. Es ist die Spitzenregion eines Keimschlauchs zu

erkennen, in dem sich zwei KipA-GFP Signale mit kometen-dhnlicher Form und mit
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einheitlicher Geschwindigkeit in Richtung Hyphenspitze bewegen. Das obere Signal verblasst
nach Erreichen der Hyphenspitze. Diese Bewegung erinnert an die Dynamik der Mikrotubuli,
die mit ihren polymerisierenden Plusenden in die Hyphenspitze wachsen, wo sie nach kurzem
Pausieren vom Plusende her wieder Depolymerisieren. Messung der Geschwindigkeiten der
wachsenden Mikrotubuli und der Bewegung der KipA-GFP Punkte zeigte fiir beide eine
Geschwindigkeit von 9 +/- 3 um/min.

Mit Hilfe eines Fusionsproteins aus mRFP1 und der Motordoméne des kinesin-dhnlichen
Proteins KipB wurden die gesamten Mikrotubuli im /kipA-gfp Stamm, mit dem
rotfluoreszierendem Protein mRFP1 markiert. In Abb. 25 C sind links die Aufnahmen im
Fluoreszenzkanal von mRFP1, in der Mitte, die drei Sekunden spiter aufgenommenen Bilder
im GFP Kanal und rechts die eingefirbten Bilder in der Uberlagerung zu sehen. Das KipA
Protein lokalisiert an den Enden der Mikrotubuli und an Punkten auf den Mikrotubuli, an
denen das mRFP1 Signal abnimmt, und wo sich demzufolge Mikrotubuli-Plusenden befinden
konnten. KipA lokalisiert also an wachsenden Mikrotubuli Plusenden. In den beiden linken
Bildern der Abb. 25 D wurde KipA-GFP nach 24 h Wachstum auf Medium mit Threonin und
rechts nach 48 h mit Ethanol im Medium dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sich nach
Induktion durch Threonin die Kometen verldngern, bis sie nach héchst moglicher Expression
nach 48 h Ethanol-Induktion die gesamten Mikrotubuli dekorieren.

Die Lokalisierung kann durch ein in Plusrichtung iiber die Mikrotubuli laufendes
Motorprotein erkldrt werden, das sich hinter den Plusenden staut. Ob KipA selbst dieser
Motor ist oder transportiert wird, kann nur durch in vitro Experimente zweifelsfrei geklart
werden. Dadurch, das bei stdrkerer Expression nicht das GFP Signal im Cytoplasmas stirker
wird, sondern sich die Kometen verldngern, miisste dieser andere Motor in sehr groBer Menge
in der Zelle vorhanden sein, da er nicht mit iberexpremiert wird.

Eine weitere Moglichkeit wie der KipA-GFP-Gradient vom Mikrotubuli-Plusende die
Mikrotubuli entlang entstehen konnte, wire eindimensionale Diffusion in Richtung des
Mikrotubuli-Minusendes. Um diese Moglichkeit zu iiberpriifen, wurde KipA in den
Rigorzustand versetzt. Hierzu wurde die oxidative Phosphorylierung mittels CCCP
entkoppelt. Dadurch werden die Zellen deenergetisiert und der Pool an ATP verringert. Ohne
ATP konnen Kinesinmotoren die Mikrotubuli binden aber nicht mehr aktiv in Richtung der
Plusenden laufen. Der KipA-GFP Stamm wurde auf Medium mit Glycerin als
Kohlenstoffquelle inkubiert. Die Fluoreszenzsignale waren als Punkte sichtbar (Daten nicht
gezeigt). Abb. 25 E zeigt die Lokalisierung von KipA-GFP in diesen Keimlingen nach 20
Minuten Inkubation mit CCCP. Zusidtzlich zu den intensiven KipA-GFP Punkten an den



Ergebnisse 71

Mikrotubuli-Plusenden sind die gesamten Mikrotubuli gleichmiBig mit dem KipA-GFP
Protein dekoriert. Es ist kein Gradient entlang der Mikrotubuli zu sehen, d.h. es fand also

keine eindimensionale Diffusion statt.

Abb. 25: GFP-KipA Lokalisierung in Interphasezellen. (A) Expression des GFP-KipA Fusionsproteins in Hyphen
von A. nidulans. links, Phasenkontrast. rechts, GFP Fluoreszenz. Die Pfeile zeigen die Positionen der Septen. (B) obere
Sequenz: GFP Signal lokalisiert als Kometen-ihnliche Struktur (Pfeile) die in Richtung der Hyphenspitze wandern
(Stamm SSK92). Die Zeit zwischen den Bildern ist in Sekunden angegeben. Untere Sequenz: GFP markierte
Mikrotubuli in einer Hyphenspitze (Stamm SJW100). Die markierten Mikrotubuli  wachsen, pausieren und
depolymerisieren. Das GFP-KipA Signal verschwindet nach Erreichen der Hyphenspitze. Es bewegt sich nicht zuriick
(Film 1, 2). (C) Lokalisierung von KipA an den Plus-Enden von Mikrotubuli (Stamm SSK100). Mikrotubuli wurden
durch Dekoration mit einem rot fluoreszierenden Fusionsprotein aus mRFP1 und der Motordoméine von dem Kinesin
dhnlichen Protein KipB sichtbar gemacht (Rischitor et al., 2004). Die obere und untere Reihe zeigen jeweils zwei
verschiedene Keimlinge. Links, fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mRFP1. Mikrotubuli sind als Filamente zu
erkennen. Die mittleren Bilder wurden drei Sekunden spiter, nach Wechsel des Fluoreszenskanals aufgenommen. Sie
zeigen die GFP-KipA Punkte, die wie im Uberlagerungsbild (rechts) zu sehen ist, an den Enden der Mikrotubuli liegen.
Pfeile in der unteren Reihe zeigen auf GFP-KipA Punkte (mitte) an Positionen auf den Mikrotubuli-Filamenten (links),
an denen die Intensitit der mRFP1 Signale abnimmt. (D) Uberexpression von GFP-KipA dekoriert Mikrotubuli. Links:
GFP-KipA Induktion nach Inkubation fiir 24 Stunden auf Threonin. Rechts, Induktion mit Ethanol nach zwei Tagen
Wachstum. Die Zahlen zeigen den Abstand zwischen den Bildern in Sekunden. (E) GFP-KipA Firbung der
Mikrotubuli und ihrer Plus-Enden 20 Minuten nach CCCP Zugabe (Stamm SSK100). GFP-KipA ist noch sichtbar als
intensiver Punkt am Plus-Ende und dekoriert zusitzlich die ganzen MT. Der Kinesin-Motor im Rigor-Zustand
lokalisiert nicht Kometen- oder Gradienten-dhnlich. (GriBenbalken 3 pm)

Die Lokalisierung an den Mikrotubuli-Plusenden weist auch in 4. nidulans auf eine Funktion
dieses Kinesin Motorproteins bei der Organisation, der Dynamik oder dem Kortexkontakt der

Mikrotubuli hin. Bevor der direkte Einfluss von KipA auf die Mikrotubuli mit Hilfe von
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Bewegungsstudien GFP markierter Mikrotubuli durchgefiihrt wird, wird an dieser Stelle
zunéchst die Lokalisierung und mogliche Funktionen von KipA wihrend der Mitose, wie sie
fiir Proteine der CENP-E Unterfamilie aus Homo sapiens und S. cerevisiae bekannt sind,

untersucht.
3.9. Lokalisierung des KipA Proteins wihrend der Mitose

Um herauszufinden, ob KipA auch eine Funktion wihrend der Mitose hat, wurde die
Lokalisierung von KipA-GFP in der Mitose iiberpriift. Hierzu wurde der Stamm SSK 100, der
KipA-GFP und KipBM*" ™ mRFP1 exprimiert, wihrend der Mitose mikroskopiert (Abb.
26). In der Mitose werden die meisten cytoplasmatischen Mikrotubuli abgebaut, um einen
ausreichenden Pool an o- und B-Tubulin fiir die Mitosespindel in den Zellkernen zur
Verfliigung zu stellen. Abb. 26 zeigt im oberen Bild die Spindel im mRFP1 Kanal, im
mittleren Bild die KipA-GFP Lokalisierung und im unteren Bild die Uberlagerung der
eingefarbten Bilder. KipA lokalisiert an den iiberlappenden Mikrotubuli-Plusenden der
Spindel und an den Spindelpolkdrpern. Das rechte Bild der Abbildung zeigt dieselbe Spindel
10 Sekunden spiter im GFP-Kanal. Es ist zu erkennen, dass KipA auch die Plusenden der

astralen Mikrotubuli dekoriert.

Mikrotubuli

Uberlagerung

Abb, 26: GFP-KipA Lokaisierung withrend der Mitose, Mitosespindel dekoriert mit mRFP1-KipB (Stamm
SSK100), oberes Bild und KipA als GFP Fusionsprotein (Mitte), das untere Bild zeigt die Uberlagerung der
eingefirbten oberen Bilder. Das rechte Bild zeigt eine KipA-GFP Aufnahme 10 Sekunden nach der Erten, Die
Pfeile zeigen auf die Plusenden der auwswachsenden Mikrotubuli-Plusenden. KipA lokalsiert an den
iiberlappenden Mikrotubuli-Plusenden in der Mitte der Spindel, an den Spinelpolkérpern und an den
Plusenden der astralen Mikrotubuli. (GriBenbalken 2 pm)
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3.10. Organisation des Spindelapparates und Kernwanderung in der KipA Deletion

Die Lokalisierung an den Plusenden der Spindel deutet auf mdgliche Funktionen in der
Mitose hin. Um herauszufinden, ob AkipA einen Defekt bei der Chromosomenverteilung hat,
wie die Deletion von CENP-E Motorproteinen in hoéheren Eukaryonten, wurde die Anzahl
auskeimender Sporen verglichen. Es konnte kein Unterschied zwischen Akip4 und Wildtyp-
Sporen festgestellt werden.

Die Lokalisierung an den Spindelpolkdrpern und den Plusenden der astralen Mikrotubuli ist
von dem Orthologen Kinesin Motor aus S. cerevisiae, Kip2, bekannt. Die Deletion von kip2
fiihrt zu einer misslokalisierten Spindel und zu fehlerhafter Kernverteilung nach der Mitose.
Um KipA auf diese Funktion zu iiberpriifen, wurde die Kernverteilung in der Interphase im
AkipA Stamm mit Hilfe von GFP markierten Kernen studiert. Es konnte jedoch kein
Unterschied in der Kernverteilung oder in der Bewegung der Kerne, in Wildtyp und AkipA
Hyphen festgestellt werden (Abb. 27 A).

Es wurden auch die Spindelpositionierung und Organisation in der Mitose von AkipA und
Wildtyp Stdmmen studiert. Hierzu wurde der 4. midulans Stamm SJWOI1, bei dem die
Mikrotubuli mit GFP markiert sind, mit SSK44 (KipA-GFP) gekreuzt. Es konnte kein
Unterschied im zeitlichen Ablauf der Mitose oder in der Positionierung der Spindel bestimmt
werden. Jedoch war ein deutlicher Unterschied in der Organisation der cytoplasmatischen
Mikrotubuli von der Prophase bis zur Anaphase A zu erkennen. In Wildtypstimmen werden
in der Mitose ein bis zwei cytopolasmatische Mikrotubuli nicht abgebaut, diese sind mit den
Spindelpolkdrpern verbunden (Rischitor et al, 2004). In der AkipA Mutante konnten diese
cytoplasmatischen Mikrotubuli zu Beginn der Mitose nicht beobachtet werden (Abb. 27 B).
Das weist auf einen Einfluss von KipA auf die Stabilitét der cytoplasmatischen Mikrotubuli in
der Mitose hin.

Auch wenn im filamentosen Wachstum, die aus der Hefe bekannten Defekte nicht zu
erkennen sind, ist es moglich, dass diese Phinotypen auch in 4. nidulans bei der Knospung
auftreten. Diese Form der Teilung findet bei der Entwicklung des Konidiophors statt, bei der
Bildung der Metulae, Phialiden und Konidien. Diese drei Zelltypen von A4. nidulans sind
einkernig. Um die Morphologie und die Anzahl der Kerne pro Zelle im Konidiophor von
Wildtyp und AkipA Stdmmen zu vergleichen, wurden Kolonien von RMS011 und SSK44

iiber zwei Tage bei 37°C inkubiert. Es wurden diinne Vertikalschnitte aus dem Bereich des
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Kolonierandes ausgeschnitten, mit einer Schnellfixierungs-Methode fixiert und die Zellkerne
mit DAPI gefarbt. Die Untersuchungen der Morphologie und Kernverteilung zeigte, dass in
der kipA Mutante die Metulae, Phialiden und Konidien einkernig sind, und dass der
Konidiophor keine Entwicklungsdefekte aufweist (Abb. 28).

Abb. 27: Kernverteilung und Spindelorganisation. (A) Kernverteilung in der Interphase, dargestellt

mit GFP markierten Kernen. Der AkipA Stamm (unteres Bild) zeigt die gleiche Kernverteilung wie der

Wildtyp (oberes Bild). (B) zeigt die Mitosespindel im Wildtyp (oberes Bild) im Vergleich zur kipA

Deletion (unteres Bild). Die Mikrotubuli sind mit Hilfe eines Fusionsproteins aus GFP und a-Tubulin

dargestellt. Die linken Bilder zeigen die Mitosespindeln in der Meta- bis Anaphase A, die mittleren

Bilder in der Anaphase A bis B und die rechten Bilder am Ende der Anaphase B. Die Organisation der

Spindel unterscheidet sich nicht zwischen Wildtyp und der kip4 Deletion. Im Akipd Stamm sind die

cytoplasmatischen Mikrotubuli (Pfeile), die im Wildtyp bis zum Erscheinen der astralen Mikrotubuli,

am Ende der Anaphase B, im Cytoplasma zu sehen sind, nicht zu erkennen. Das deutet auf einen

Mikrotubulistabilisierenden Einfluss von KipA wiihrend der Mitose hin. (GriBenbalken 5 pm)
Zusammenfassend kann man nach diesen eingehenden Untersuchungen der Kernverteilung
und Spindelorganisation in verschiedenen Phasen des Zellzyklus und in unterschiedlichen
Zelltypen sagen, dass KipA, die aus S. cerevisiae bekannten Funktionen seines Orthologs und
die aus hoheren Eukaryonten bekannten Funktionen von CENP-E, nicht aufweist oder in
diesen Funktionen durch redundante Proteine unterstiitzt wird. Die Untersuchungen
bestitigten mit dem Verschwinden der cytoplasmatischen Mikrotubuli in der Mitose der kipA
Deletion, einen leichten Einfluss auf die Stabilitdt der Mikrotubuli. Durch Versuche der
Doppelmutanten konnte ausgeschlossen werden, dass die verringerte Stabilitdt der
Mikrotubuli, fiir den polaren Wachstumsdefekt im AkipA Stamm verantwortlich ist. An dieser
Stelle muss geklart werden, ob KipA die Dynamik und Organisation der Mikrotubuli

beeinflusst.



Ergebnisse 75

—I Abb 28: Kernverteilung im Konidiophor der kipA
9»' & Konidien Deletionsmutante. (A) zeigt einen  jungen
i Konidiophor, aus dessen Vesikel (V) durch

Knospung die Metulae (M) ausgewachsen sind. Aus

Phialide diesen sind durch die zweite Knospung die Phialiden

(P) erwachsen, welche die Konidien (C) bilden

Metula Zellen sind. Diese sind in (B) zu erkennen. Die

Zellkerne Vesikel rechten Bilder (A und B) zeigen die Kernverteilung

(DAPI) in den verschiedenen Zelltypen im AkipA
Stamm. In (B) ist ein dlterer Konidiophor zu
erkennen. Die Kernverteilung in der Mutante
entspricht der eines A. nidulans Wildtyp Stammes
(C), mit einkernigen Phialiden, Metulae und
Konidien.(GriiBenskala Spm)

Stielchen

3.11. KipA ist fiir den Mikrotubuli-Kortex-Kontakt in der Hyphenspitze erforderlich

Der polare Wachstumsdefekt der Deletion des kipA Homologs aus S. pombe wird durch stark
verkiirzte Mikrotubuli erklart, iiber die, fiir das polare Wachstum wichtige Proteine, das
wachsende Ende der Zelle nicht erreichen konnen. Es wurden Bildsequenzen von
Epifluoreszenz-Aufnahmen der Hyphenspitzen im Wildtypstamm SJWO01 und im AdkipA
Stamm erstellt und die Dynamik der Mikrotubuli in der Hyphenspitze des Wildtyps studiert
(Abb. 29 A). Die Mikrotubuli wachsen in die Spitze der Hyphe bis sie die Mitte der
Wachstumszone erreichen, dort pausieren sie fiir etwa 10 Sekunden und schrumpfen dann
vom selben Ende der Mikrotubuli wieder. Alle Mikrotubuli-Plusenden erreichen mit ihren
Plusenden den gleichen Punkt in der Mitte der Spitze. Dieser Kontakt im Zentrum der
Hyphenspitze wurde bisher in A. nidulans noch nicht beschrieben.

Eine bessere Auflosung der Position der Mikrotubuli-Plusenden, kann durch Beobachtung der
stark gefarbten Mikrotubuli-Plusenden im KipA-GFP Stamm erzielt werden (Abb 29 B).
Auch in diesem Stamm ist gut zu erkennen, dass sich die Enden der Mikrotubuli im Zentrum
der Hyphenspitze treffen. Das Schema der Abb. 29 C zeigt die Wege von 18 KipA-GFP

Signalen, die wihrend einer Zeit von 4 Minuten in die Hyphenspitze gelaufen sind. Man
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erkennt, dass alle Signale in denselben Punkt in der Hyphenspitze laufen, und dass alle
Mikrotubuli {iber dieselben Wege in die Spitze wachsen, was die Hypothese der gebiindelten
Mikrotubuli unterstiitzt. Im Gegensatz zur tea? Deletion in S. pombe erreichen im AkipA
Stamm die Mikrotubuli mit ihren Pluenden die Hyphenspitze, die verkiirzten Mikrotubuli der
Spalthefe sind in A. nidulans nicht zu beobachten. Die kipA Deletion in A. nidulans zeigt
einen anderen Defekt. Es kann kein Zusammenlaufen der Mikrotubuli-Plusenden im
Deletionsstamm beobachtet werden. Die Mikrotubuli kommen alle in der Spitzenregion an,
enden aber hiufig irgendwo am Kortex bevor sie wieder schrumpfen. Im Wildtyp erreichen
tiber 75% der Mikrotubuli das Zentrum der Hyphenspitze, im Vergleich zu etwa 40% im
AkipA Stamm. Der groBite Unterschied der Positionierung der Mikrotubuli-Plusenden zeigt
sich jedoch erst, wenn man die Bewegung der Mikrotubuli-Plusenden nach Erreichen der
Mitte der Hyphenspitze beobachtet. Im Wildtyp verharren etwa 90% der Plusenden an dieser
Stelle bis sie depolymerisieren, die iibrigen 10% bewegen sich weniger als ein Drittel des
Hyphendurchmessers von dieser Position weg. In der Mutante entfernen sich 45% der
Mikrotubuli von dieser Stelle. 90% dieser Mikrotubuli bewegen sich mit ihren Plusenden iiber
zwei bis drei Drittel des Hyphenradius ohne zu depolymerisieren. Die Mikrotubuli in der

Deletion fahren mit ihren Plusenden den Kortex, der gesamten Hyphenspitze entlang.

Das KipA Protein wird moglicherweise fiir den Kortexkontakt der Mikrotubuli-Plusenden in
der Hyphenspitze benotigt. Dieser Defekt kann fiir die verdnderte Spitzenkorper-
Positionierung und das daraus resultierende kurvige Wachstum verantwortlich sein. Neben
dieser Funktion von KipA, kann das KipA-GFP Fusionsprotein auch als Markerprotein zur
Féarbung wachsender Mikrotubuli verwendet werden um die Mikrotubuliorganisation in A.

nidulans zu untersuchen.
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Abb. 29: Mikrotubuliorganisation in einer wachsenden Hyphenspitze im Wildtyp (A-C) und in der AkipA
Mutante (D). (Filme 2-5) (A) GFP markierte MT im Schattenmodus dargestellt. Sequenz wachsender Mikrotubuli im
drei Sekunden-Zeitintervall aufgezeichnet. Die MT treffen sich im Zentrum der Hyphenspitze (B) GFP-KipA Sequenz
im Wildtyp, zeigt das die Mikrotubuli-Plusenden sich an einem Punkt in der Hyphenspitze treffen und das die GFP-
KipA Signale, die im Zentrum der Hyphenspitze sichtbar sind, auf durchgehend ankommende Mikrotubuli-Plusenden
angewiesen sind. Das Signal verblasst im Bild fiinf und wird in Bild sechs wieder sichtbar. (C) Schema der Wege der
GFP-KipA Signale. Wihrend 4 miniitiger Beobachtung haben 18 Mikrotubuli-Plusenden dieselben Wege verwendet,
hier in rot dargestellt. (D) Selbe Darstellung wie unter (A) in einem Akip4 Stamm. Die MT treffen sich nicht an einem
Punkt. (E) Quantifizierung der MT Organisation in der Hyphenspize. Linker Graph, im Wildtyp treffen sich etwa 75 %
der Mikrotubuli an einem Punkt (157 MT in 27 Keimlingen), in der Akip4A Mutante hingegen erreichen nur 40 % der
MT das Zentrum der Hyphenspitze (151 MT in 29 Keimlingen). Der rechte Graph zeigt, wieviele MT Plusenden sich
nach Erreichen des Zentrums der Hyphenspitze, wieder von dieser Position weg bewegen. Die beobachtete Bewegung
ist in kurze, mittlere und lange Strecken unterteilt.
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4. Mikrotubuli Organisation in A. nidulans

Uber die Organisation der Mikrotubuli in 4. nidulans ist bisher nicht viel bekannt, da nur die
Organisation in der Spitzenregion untersucht wurde (Han et al., 2001). Diese Daten wurden in
der vorliegenden Arbeit bereits mit dem Nachweis eines spezifischen Kontakts der
Mikrotubuli Plusenden mit dem Kortex in der Mitte der Hyphenspitze, unter Beteiligung von
KipA, erginzt. Der Kontakt der Mikrotubuli mit dem Zentrum der Hyphenspitze ist fiir das
gerichtete Wachstum mit verantwortlich. Die Mikrotubuli-Organisierenden-Zentren (MTOC)
in der Interphase und die Orientierung der Mikrotubuli in den restlichen Bereichen sind noch
nicht untersucht worden. Diese Aspekte der Mikrotubuliorganisation sind fiir das Verstindnis
der Transportmechanismen von Proteinkomplexen, Vesikeln und Organellen und somit auch
fiir das polare Wachstum von grofler Bedeutung. Zwei methodische Neuerungen, die in
unserer Arbeitsgruppe etabliert wurden, machen diese Untersuchung erst jetzt in 4. nidulans
moglich. Erstens wird fiir die Untersuchungen der Mikrotubuliorganisation ein
fluoreszenzmarkiertes Protein wie KipA-GFP benétigt, mit dem ausschlieBlich wachsende
Mikrotubuli Plusenden dekoriert werden. Durch dessen Bewegungsrichtung kann die
Orientierung der Mikrotubuli auch in Hyphenbereichen auBlerhalb der Spitze, in denen viele
iiberlappende und gebiindelte Mikrotubuli vorkommen, untersucht werden. Durch das
Verfolgen der Dynamik vieler Mikrotubuli-Plusenden {iber einen ldngeren Zeitraum in einer
Hyphe konnen auch Positionen bestimmt werden, an denen mehrere Mikrotubuli-Plusenden
entstechen und in verschiedene Richtungen auswachsen. Damit koénnen Mikrotubuli-
Organisierende-Zentren bestimmt werden. Um herauszufinden, ob diese MTOCs, wie bisher
fiir 4. nidulans postuliert (Zhang et al., 2002), ausschlieBlich die Spindelpolkdrper sind,
miissen diese oder die Kerne mit einer weiteren Farbe in vivo sichtbar gemacht werden. Dies
ist seit der Etablierung von dsRed, mRFP1 und BFP durch ein Gemeinschaftsprojekt mehrerer

Personen unserer Arbeitsgruppe realisiert worden (Toews et al., 2004).

4.1. Bidirektionale Mikrotubuli in 4. nidulans

Zur Untersuchung der Orientierung der Mikrotubuli wurden Filmsequenzen von
Spitzenkompartimenten und Kompartimenten hinter dem ersten Septum aufgenommen. Die
Keimlinge des KipA-GFP Stamms SSK92 wurden 12 Stunden bei 25°C in Minimalmedium

inkubiert. Die Bilder wurden mit einem 100fach Objektiv im GFP Fluoreszenzkanal mit
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einem Intervall von 3 Sekunden aufgenommen und wurden 0,75 Sekunden belichtet. Die
markierten Mikrotubuli-Plusenden zeigen die typische Wachstumsrichtung der Mikrotubuli
auBBerhalb der Hyphenspitze (Abb. 30 A). Die Pfeile markieren zwei Mikrotubuli-Plusenden
die in entgegengesetzte Richtungen polymerisieren. Das Wachsen cytoplasmatischer

Mikrotubuli ausgehend von der Hyphenspitze wurde in A. nidulans noch nicht beschrieben.

56:56[ M7= 18]7= 285

(112/16) (240/29)  (292/42)

103
iy

(240/50)

Abb. 30: Mikrotubuliorganisation in der Hyphe und am Septum. Die Bilder der Filmsequenzen
wurden im drei Sekundenintervall aufgenommen (A} In der Filmsequenz sind zwei MT Plusenden mit
Pfeilen markiert (GFP-KipA). Sie bewegen sich in entgegengesetzte Richtung. In der Mitte der Bilder
ist das Septum zu erkennen, ein MT wiichst aus dem Septum heraus und der zweite endet am Septum,
(B) zeigt zwei MT mit GFP markiert, die Beide in die Gegenrichtung der Hyphenspitze wachsen. (C)
Zwei MT wachsen aus dem Septum aus (Film 9). (D) Statistik der Bewegung der Mikrotubuli. Die
Zahlen in den Klammern zeigen (MT Gesamt/ Keimlinge).

Die statistische Auswertung ist der Abb. 30 D zu entnehmen. Sie zeigt, dass sich von 292
gemessenen Mikrotubuli in 42 Hyphen, iiber 95% im Spitzenbereich in Richtung der
Hyphenspitze wachsen. AulBlerhalb der Spitzenregion zeigen die Mikrotubuli im
Spitzenkompartiment, wie auch in den dahinter liegenden Kompartimenten, eine
ausgeglichene, bidirektionale Mikrotubuli Organisation, bei der etwa 50% (173) der 352
Mikrotubuli in 35 Hyphen entgegen der Spitze wachsen. Dieses Ergebnis wurde durch die
gleichen Untersuchungen mit GFP markierten Mikrotubuli mit Hilfe der Stimme SJWO02 und
Tub-GFP bestitigt (Abb. 30 B). Bei diesen Untersuchungen fiel auf, das die Mikrotubuli
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nicht durch die ebenfalls mit KipA-GFP gefarbten Septen wachsen. Um dieses Phdnomen zu
untersuchen, wurde die Dynamik der Mikrotubuli am Septum beobachtet. Es wurden 240
Mikrotubuli-Plusenden in 50 Hyphen untersucht, von denen 137 KipA-GFP Signale am
Septum enden und 103 dort entstehen und sich von dort weg bewegen (Abb. 30 D). Die
Mikrotubuli haben also nicht die Moglichkeit durch die Septen zu wachsen und die Septen
scheinen als MTOCs in A. nidulans verwendet zu werden. Auch das Verhalten der
Mikrotubuli-Plusenden am Septum wird durch die Dynamik von GFP markierten Mikrotubuli
bestitigt. Abb. 30 C zeigt einen jungen Keimling, bei dem vom Septum aus zwei Mikrotubuli
durch die Hyphe wachsen. Um auszuschlieSen das Zellkerne in der Néhe der Septen fiir diese

Mikrotubuli-Organisation verantwortlich sind, bedarf es weiterer Untersuchungen.

4.2. Bestimmung der Mikrotubuli-Organisierenden-Zentren

Um erste Hinweise iiber MTOCs in A. nidulans Hyphen zu erhalten, wurden mit Hilfe von
Immunfarbung Mikrotubuli und Kerne lokalisiert (Abb. 31 A). Die Mikrotubuli wurden mit
anti-o-Tubulin Antikdrpern und die Kerne mit DAPI gefédrbt. Dadurch konnten Enden von
Mikrotubuli an den Septen nachgewiesen werden. AuBerdem wurden Knotenpunkte von
Mikrotubuli im Cytoplasma und am Septum, die keine Ndhe zu Kernen aufweisen, gefunden.
Diese Mikrotubuliorganisation konnte durch MTOCs am Septum und im Cytoplasma erklart
werden. In weiteren Immunfarbungen wurde ein Markerprotein fiir MTOCs, y-Tubulin mit
anti-y-tub Antikdrpern zusammen mit den Kernen (DAPI) gefarbt. Die Spindelpolkorper
konnten eindeutig als intensive Signale an den Kernen nachgewiesen werden. Dariiber hinaus
wurden auch Signale an den Septen und im Cytoplasma gefunden, die jedoch weniger
intensiv als die an den Kernen sind (Abb. 31 B). Auch wenn sich die intensiveren Signale am
Spindelpolkorper dadurch erklédren lassen, dass von dort aus die Spindel gebildet werden mulB,
die aus wesentlich mehr Mikrotubuli besteht als die cytoplasmatischen Mikrotubuli, ist ein

unspezifisches Signal der Imnmunférbung nicht auszuschliefen.
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Abb. 31: Organisation der Mikrotubuli am Septum. links, Phasenkontrast- und rechts,
Fluoreszenzaufnahme. (A) Im Immunostain konnten Enden der Mikrotubuli am Septum, unter
Abwesenheit eines Kerns an dieser Position, festgestellt werden. Die MT wurden mit Anti-o-
Tubulin Antikérper (rot) und die Zellkerne mit DAPI (blau) gefirbt. Die Pfeile deuten auf das
Septum und auf die Enden der MT. (B) y-Tubulin ist am Kern, im Cytoplasma und am Septum zu
erkennen. Die Kerne wurden mit DAPI (blau) und y-Tubulin mit Anti-y-Tubulin Antikdrpern (rot)
gefiirbt. (Skala 2 pm)

Zur zweifelsfreien Bestimmung von MTOCs muss beobachtet werden, wo sich Positionen in
den Hyphen befinden, an denen mehrere Mikrotubuli-Plusenden entstechen und in
verschiedene Richtungen auswachsen. Dies schlieft aus, dass zur Bestimmung von MTOCs
Signale verwendet werden, die durch das Eintreten der Plusenden in die mikroskopierte Ebene
neu entstehen. Es wurde der A. nidulans Stamm SSK61 mit GFP markierten Mikrotubuli
Plusenden und mRFP1 markierten Kernen mikroskopiert. Im GFP Kanal wurden Filme
erstellt mit 40 bis 120 Bildern, mit einem Intervall von 3 Sekunden und einer Belichtungszeit
von 0,75 Sekunden. Um zu zeigen, dass sich in dem kurzen Zeitraum die Kerne nicht
wesentlich bewegt haben, wurden vor und nach der Filmsequenz ein Bild im mRFP Kanal
gemacht. Es konnten in 42 Hyphen 118 Mikrotubuli-Plusenden MTOCs zugeordnet werden.
Die Bilder der Abb. 32 zeigen alle den gleichen Keimling. Sie bestehen aus der Uberlagerung
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der Bilder des GFP und mRFP1 Kanals. Abb. 32 A zeigt ein MTOC am Kern, von dem sich

drei Mikrotubuli-Plusenden entfernen. In der darunter liegenden Bildreihe, entfernen sich drei
Mikrotubuli Plusenden von einem frei im Cytoplasma liegenden MTOC oberhalb des Kerns,
der der Spitze am néchsten ist. Dass zwei der KipA-GFP Signale in die Gegenrichtung der
Position der Spitze laufen, zeigt eindeutig, dass die Mikrotubuli nicht von einem Kern aus zu
wachsen beginnen konnten. Eine dritte Population an MTOCs wurde an den Septen entdeckt,
an denen, wie die untere Bildreihe noch mal bestdtigt, die ankommenden, wachsenden
Mikrotubuli enden. Es ist eindeutig zu erkennen, dass kein Kern in der Ndhe des Septums
liegt, an dem das KipA-GFP Signal entstehen und sich entfernen kdnnte. In jungen
Keimlingen, vor der ersten Septierung, entstehen etwa 50% der Mikrotubuli an MTOCs im
Cytoplasma und 50% kernassoziiert. Nachdem das erste Septum gebildet wurde, beginnen

40% der Mikrotubuli ithr Wachstum von dort aus.

S. Identifizierung von Proteinen mit Funktionen bei der Bestimmung

der Wachstumsrichtung

Nachdem wichtige Fragestellungen zur Klarung der Organisation der Mikrotubuli,
beantwortet werden konnten, stellt sich die Frage, ob KipA, das bei dem Mikrotubulikontakt
in der Hyphenspitze eine wichtige Rolle spielt, selbst an der Verankerung der Mikrotubuli am
Cortex beteiligt ist. Es wére moglich, dass KipA andere Komponenten, {iber seine Funktion
als Mikrotubuli-plusend-gerichteter Motor zu den Plusenden transportiert. Es wurden vier
Proteine mit moglichen Funktionen bei der Interaktion der Mikrotubuli mit dem Kortex, auf
Defekte bei der Aufrechterhaltung des polaren Wachstums untersucht. Das zum Minusende
laufende, mikrotubuli-assoziierte Motorprotein Dynein, das Lisl Ortholog NudF, das die
Dynamik von Dynein reguliert, das Kortexprotein ApsA, das mit astralen Mikrotubuli
interagiert und AlpA ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das die Mikrotubulistabilitét
beeinflusst (Han et al, 2001; Zahng et al, 2003; Wedlich-Soldner, 2002; Diplomarbeit, Nicole
Scherr; Enke, 2004).
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Abb. 32: MTOCs am Kern, im Cytoplasma und am Septum. Die Filmsequenzen von
verschiedenen Abschnitten eines Keimlings (etwa 40 Sekunden) zeigen Zellkerne (rot) und
verschiedene GFP-KipA Signale (griin). Die GFP-KipA Signale entstehen am MTOC: (A) am
Kern, (B) im Cytoplasma und (C) am Septum. Die Kreuze markieren die MTOCSs und die Pfeile die
wachsenden Mikrotubuli-Plusenden. Wihrend der jeweiligen gezeigten Bildsequenzen sieht man
jeweils zwei bis drei Plusenden am MTOC entstehen und sich davon entfernen. (Filme 6, 7, 8)

5.1. Abwesenheit des Mikrotubuli-assoziierten Proteins AlpA verursacht kurviges

Hyphenwachstum

In unserer Arbeitsgruppe wurde das homologe Protein von Alpl4 aus S. pombe, AlpA in A.
nidulans deletiert und lokalisiert (Enke, 2004). AlpA gehort zu der Familie der X-MAP
Proteine. Die Deletion zeigt einen kompakten Koloniephinotyp, der nur bei 37°C und dariiber
liegenden Temperaturen auftritt. Im Rahmen dieser Dissertation wurde AdalpA auf einen
kurvigen Wachstumsphinotyp getestet. Die Deletion zeigt den gleichen Defekt der kipA
Deletion. Der Phénotyp wurde auch mit dem A. nidulans Stamm mit homologer Integration

des alcA(P)-alpA-gfp Konstrukts, unter reprimierten Bedingungen beobachtet (Abb. 33 A).
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Unter induzierenden Bedingungen wird der Phénotyp durch AIlpA-GFP komplementiert.
AlpA-GFP lokalisiert an den Plusenden wachsender Mikrotubuli und als Punkte auf den
Mikrotubuli die in Plusrichtung laufen (Abb. 33 C). AuBlerdem lokalisiert das Fusionsprotein
als undynamische, intensivere Punkte an allen MTOCs, am Spindelpolkorper (Daten nicht
gezeigt), frei im Cytoplasma und als Punkte an beiden Seiten der Septen (Abb. 33 B). Es farbt
im Gegensatz zu KipA nicht die Septen selbst. Aus den beschriebenen statischen Punkten an
den MTOCs laufen dynamische Punkte in Mikrotubuli-Plusrichtung heraus. Diese Ergebnisse
bestitigen die in dieser Arbeit identifizierten MTOCs in A. nidulans. Dariiberhinaus wurde
eine Reduktion der Mikrotubuli-Dynamik in der Uberexpression des Fusionsproteins auf
Glycerin und Threonin festgestellt. Die Mikrotubuli halten im Wachstum an,

depolymerisieren aber nicht, sondern beginnen wieder zu wachsen.

Abb. 33: AlpA, ein MT-Plusend-Marker beeinfluit die Richtung des polaren Wachstums. (A)
Interferenzkontrast-Bilder von Wildtyp, Akip4 und alpA-gfp Stimmen, nach Wachstum auf Medium mit
Glukose als Kohlenstoff-Quelle. Im  alpA-gfp Stamm st die Produktion des Fusionsproteins durch
Glukose stark reprimiert. (B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von AlpA-GFP. AlpA lokalisiert
als zwei Punkte an beiden Seiten des Septums, ohne das Septum selbst zu fiirben (Position des Septums
ist durch eine Linie gekennzeichnet), und (C) an pausierenden und wachsenden MT-Plusenden (siche
Pfeile). (D) Die Lokalisierung am Septum, (E) und am Spindelpolkérper wird durch die kip4 Deletion
nicht veriindert. Der Punkt befindet sich oberhalb einer grofien dunklen Stelle, die durch einen Kern
entsteht. (F) Die GFP-AlpA Signale an den Mikrotubuli-Plusenden des kipd Deletionsstamms sind
deutlich schwiicher als die des Wildtypstamms (C). (Skala 2 um)
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Die Abhédngigkeit der AlpA Lokalisierung vom Kinesinmotor KipA wurde nach
Transformation des AlpA-GFP Konstrukts in den kipA Deletionsstamm SSK44 untersucht.
Die beschriebenen Lokalisierungen konnten alle auch in der kipA4 Deletion beobachtet werden
(Abb. 33 D und E). Es wurde die Dynamik der GFP-AlpA-Signalen in AkipA- und
Wildtypstimmen in Filmsequenzen von jeweils 10 verschiedenen Keimlingen gemessen. Im
Wildtypstamm wurden 33 statische und 201 dynamische Punkte gemessen. In der kipA
Deletion wurden 42 unbewegliche und 49 bewegliche Signale beobachtet. Auflerdem wurde
ein Riickgang der Intensitét, der an den Plusenden lokalisierenden Punkte festgestellt (Abb.
33 F).Das konnte durch eine Funktion von KipA beim Transport von AlpA erklart werden,

der jedoch teilweise durch redundante Motorproteine iibernommen werden kann.

5.2. NudF zeigt Dynein unabhingige Funktion in A. nidulans

Das Kortexprotein ApsA und sein S. cerevisiae Ortholog Numl sind fiir den Kontakt des
Kortex mit Dynein, das an den Mikrotubuli-Plusenden lokalisiert, verantwortlich. Die
Uberpriifung des Hyphenwachstums der aps4 Deletion zeigt keinen kurvigen
Wachstumsdefekt.

Die temperatursensitive Dynein Mutante nudA 1 wurde bei 37°C inkubiert und auf Defekte im
polaren Wachstum getestet. Unter diesen Bedingungen zeigt die nudA 1 Mutante die typischen
Defekte der Dynein Deletion, ein stark reduziertes polares Wachstum mit mehr
Verzweigungen als in Wildtyp Stdimmen, aber kein kurviges Wachstum. Es konnte also kein
Defekt der Wachstumsrichtung, wie bei der kipA Deletion beobachtet werden. Auch mit dem
nudA-gfp Stamm, bei dem das GFP markierte Fusionsprotein, das unter der Regulation des
alcA Promotors steht, die einzige Quelle fiir NudA in der Zelle ist, wurde unter reprimierten
Bedingungen, kein kurviger Wachstumsdefekt festgestellt.

Die Funktion von NudF wurde mit Hilfe eines nudF-gfp Stamms getestet. nudF steht in
diesem Stamm unter der Kontrolle des alcA Promotors. Nach Inkubation unter reprimierten
Bedingungen, bei 37°C auf Minimal Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelle, wurde der
Stamm auf Defekte im polaren Wachstum getestet. Er zeigt ein stark reduziertes polares
Wachstum mit mehr Verzweigungen als in Wildtyp Stdmmen. Interessanterweise zeigte der
NudF-GFP Stamm zusétzlich zu den fiir Dynein und NudF Deletionen bekannten Defekten,
das stark kurvige Wachstum, das bei der KipA Deletion beobachtet wurde (Abb. 34 A). Unter
induzierenden Bedingungen von nudF-gfp werden alle Phénotypen komplementiert, auch das

kurvige Wachstum. Die Abb. 34 B zeigt die Lokalisierung von NudF-GFP, das Mikrotubuli-
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Plusenden farbt. Die gleiche Lokalisierung und Funktion von NudF und KipA sind ein
Hinweis fiir eine mogliche Funktion von KipA fiir die Lokalisierung von NudF an den
Mikrotubuli-Plusenden. Um diesen Zusammenhang der beiden Proteine zu testen, wurde der
AkipA Stamm SSK44 mit dem nudF-gfp Stamm gekreuzt, aber die Auswertung der aus der
Kreuzung resultierenden Stimme und die Mikroskopie der NudF-GFP Lokalisierung in der

kipA Deletion sind noch nicht beendet.

A

Threonin

Abb. 34: Das Dynein interagierende Protein NudF beeinflusst die Richtung des polaren Wachstums. (A)
Interferenzkontrastbilder von Wildtyp, AkipA und nudF-gfp Stimmen. Die obere Reihe zeigt Wachstum auf
Medium mit Glukose und die untere Reihe mit Threonin als Kohlenstoffquelle. Im nudF-gfp Stamm ist die
Produktion des Fusiosproteins durch Glukose stark reprimiert und durch Threonin induziert.  (B)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von NudF-GFP. NudF lokalisiert in der Hyphenspitze und an MT-
Plusenden. (GréBenbalken 10 pum)

Im Anschluf3 an die Dissertation miissen die Einfliisse von KipA auf die Lokalisierung von
NudF und AlpA abgeschlossen werden. Die wichtigste Frage, neben der Suche nach
Interaktionspartnern, ist, ob KipA Motoraktivitit zeigt. Diese Frage wurde fiir kein Kinesin
dieser Unterfamilie aus dem Reich der Pilze zweifelsfrei geklirt. Aus diesem Grund wurden
im Rahmen dieser Dissertation E. coli Expressionsstimme hergestellt, die Fragmente von
KipA und dem Mikrotubuli destabilisierendem Kinesin KipB exprimieren. Aus diesen
Stimmen werde ich innerhalb meiner Postdoc-Stelle in der Arbeitsgruppe von Eckhard
Mandelkow am Max-Planck-Institut fiir strukturelle Molekularbiologie am DESY in
Hamburg die verschiedenen Fragmente der Motoren reinigen. Diese werden fiir in vitro
Bewegungsstudien und Untersuchungen der Mikrotubuli-Dynamik verwendet werden. Ein
weiteres Ziel ist es, tiefere Einblicke in die Struktur der Kinesin-Motoren aus Pilzen zu
erlangen. Hierzu wird auch versucht werden die Rontgenkristallstruktur der Proteine

aufzukléren.
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V. Diskussion

Filamentose Pilze sind exzellente Modellorganismen zur Untersuchung der Zellbiologie von
extrem polaren Zellen, wie Neuronen, hoherer Eukaryoten. Dariliber hinaus ist das polare
Wachstum filamentoser Pilze ein faszinierender Prozess. Das Verstindnis des gerichteten
Wachstums kann helfen Pilzerkrankungen in Pflanzen und Tieren zu kontrollieren und die
Einsatzmoglichkeiten von Pilzen in der Biotechnologie zu erweitern. Diese Arbeit befasst sich
mit der Mikrotubuliorganisation, charakterisiert das Kelchdoménen-Protein TeaA und das
Kinesin Motorprotein KipA in dem filamentdsen Pilz A. nidulans und deckt deren Funktionen

beim polaren Wachstum auf.

1. Genomanalyse: polares Wachstum in A. nidulans

Die Genomanalyse der A. nidulans Gene die am polaren Wachstum und der Mikrotubuli-
Organisation beteiligt sind, zeigte groBe Unterschiede zu S. cerevisiae. Vor allem die
fehlenden Markerproteine zur Positionierung der Wachstumszone und die unterschiedliche
Zusammensetzung der Spindelpolkorper weisen auf mechanistische Unterschiede im polaren
Wachstum filamentoser Pilze und der Organisation der Mikrotubuli im Vergleich zu S.

cerevisiae hin.

1.1. Markerproteine zur Positionierung des Wachstumsapparates in A. nidulans,

wenig konserviert oder nicht vorhanden?

In den Hefen S. cerevisiae und S. pombe werden zur Etablierung von Wachstumszonen
Markerproteine an spezifischen Bereichen der Membranen positioniert. An ihnen werden die
regulatorischen und strukturellen Komponenten gebunden (Nelson, 2003). Von diesen
Markerproteinen (Landmarkproteinen) konnten in A. nidulans viele nicht {ber
Sequenzédhnlichkeit identifiziert werden. Die Markerproteine zur bipolaren Knospung von S.
cerevisiae Bud8 und Bud9 (Zahner, et al., 1996) fehlen in A. nidulans ebenso, wie Bud3 zur
axialen Knospung (Chant et al., 1995) und Mod5, das in S. pombe iiber die Positionierung des

Zellendmarkers Teal an der Markierung der Wachstumszone beteiligt ist (Mata & Nurse,
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1997; Snaith & Sawin, 2003). Bei den iibrigen Markerproteinen, fiir die homologe Proteine
gefunden werden konnten, ist die Sequenzéhnlichkeit sehr gering (Abb. 35). Das Fehlen der
entsprechenden Markerproteine kann auf verschiedene Weise erklart werden. Die
kompliziertere Morphologie von A. nidulans, mit der Entwicklung der Konidiophore
(Sporentrager der asexuellen Sporen) und Kleistothezien (sexuelle Fruchtkorper), dem
Hyphenwachstum mit Verzweigungen und der Fahigkeit die Richtung des Wachstums der
Spitzen zu dndern, fordert in A. nidulans wesentlich hohere Féahigkeiten zur Differenzierung
als in Hefen. Dies setzt auch ein anderes Kontingent an Kortexproteinen voraus. Die Suche
nach Proteinen mit charakteristischen Motiven von Zellwandproteinen (Ser/Thr-reiche
Regionen) zum Identifizieren potentieller Markerproteine in A. nidulans, lieferte iiber 40
Kandidaten mit hoher Homologie zu N. crassa Proteinen, die keine S. cerevisiae Homologe
besitzen (Harris, S., 2004, unverdffentlichte Ergebnisse). Das Fehlen der ,,Landmarkproteine*
des bipolaren Wachstums ist besonders interessant, weil das Auskeimen der Sporen in A.
nidulans bipolar erfolgt und mit dem Knospungswachstum der Hefe verglichen werden kann
(Harris, et al., 1999; Kriiger & Fischer, 1998; Momany et al., 1999)). Es besteht auch die
Moglichkeit, dass 4. nidulans diese Bipolaritdt nicht durch eine interne Achse und das Setzen
von Markerproteinen erreicht, sondern durch rezeptorvermittelte Reaktion auf duBere Signale,
wie Pheromone oder Nihrstoffmangel. In vielen Zelltypen wird Polaritdt in Abwesenheit von
Markerproteinen und Pheromongradienten ausgebildet (Wedlich-Soldner et al., 2003). Eine
dritte Moglichkeit wére ein zufilliges Etablieren einer Wachstumszone, zum Beispiel durch
eine lokale positive Riickkopplung durch Cdc42 (Wedlich-Soldner, et al., 2003).

Auf die Bindung der Landmarkproteine an die Wachstumszone folgt die Rekrutierung der
regulatorischen Komponenten des Cdc42-Komplexes, der wiederum zur Bindung und
Aktivierung der Effektorproteine verantwotlich ist (Nelson, 2003). Die aus S. cerevisiae
bekannten Komponenten sind auch in A. nidulans konserviert. Wie bereits aus anderen
filamentdsen Pilzen bekannt, scheint sich auch in 4. nidulans Cdc42 seine regulatorische
Rolle mit dem in Hefen nicht vorhandenen RACI1 Protein, einem Cdc42 Paralog, zu teilen
(Abb.: 35). Es ist in filamentosen Pilzen an der Konidienentwicklung und dem
Hyphenwachstum beteiligt. Darauf deuten die in der Einleitung beschriebenen Versuche mit
den Racl und Cdc42 Orthologen aus P. marneffei in A. nidulans hin (Boyce, et al., 2003).
Uber diese molekularen Schalter werden die Effektorproteine reguliert. Von dem Scaffolding-
Komplex zur Bindung des polarem Wachstumsapparates, dem Polarisom, sind die zwei
Komponenten Sphl und Pea2 nicht konserviert. Auch einige Proteine zur Modifikation von

Aktin (For3, Fus3) fehlen in A. nidulans, wihrend die Schliisselkomponente des Polarisms
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zur Aktinpolymerisation, Bnil in SepA ein A. nidulans Homolog besitzt (Pruyne, et al., 2002;
Sagot, et al., 2002). Die Proteine des Arp2/3-Komplex, des SNARE-Komplex und des
Exocyst-Komplex sind ebenfalls konserviert (Abb. 35) (Harris & Momany, 2004). Die
Proteine zur Membranfusion sind somit konserviert, wihrend kleine Unterschiede, vor allem
bei der Zusammensetzung der Komponenten zur Modifikation von Aktin, gefunden wurden.
Diese Ergebnisse deuten, zusammen mit der Funktion von Myosin I, myod, bei der
Etablierung des polaren Wachstum und der Organisation des Aktin-Cytoskeletts
(McGoldrick, et al., 1995), auf &hnliche Mechanismen von der Aktinorganisation bis zur

Exocytose hin.

Zellendmarker aus S.
cerevisiae sind nicht

o konserviert, 46 putative
sLandmarkproteine® ™
aus filamentosen Pilzen

. Cdc42-Komplex und
RAC sind konserviert
[

Polarisom, Arp2/3,
Aktin, SNARE-Komplex

o und Exocyst sind
konserviert

Mikrotubuli: Funktion
bei der Initiation der
Polaritiit ist unbekannt

Abb. 35: Polares Wachstum in A. midulans: Schematische Darstellung der Komponenten des polaren Wachstums, die in S.
cerevisiae und A. nidiulans konserviert und fiir fil se Pilze spezifisch sind. Die Beschreibung des Schemas ist der
Legende zu entnehmen,

1.2. Genomanalyse liefert Hinweise auf mikrotubuliabhéingigen Mechanismus bei der

Etablierung des polaren Wachstums

Um Hinweise auf die Funktion der Mikrotubuli bei der Initiation und Aufrechterhaltung der
Polaritét zu erlangen, wurde in der annotierten 4. nidulans Datenbank nach Proteinen der
Spindelpolkorper, der Mikrotubuli Plusenden, nach Kinesin Motorproteinen, sowie
Komponenten der Mechanismen zur Spindelpositionierung in S. cerevisiae und zur
Polaritétsetablierung in S. pombe gesucht.

Von den 18 getesteten Spindelpolkdrper-assoziierten Proteinen aus S. cerevisiae und S. pombe
konnten nur zu einer Hélfte Homologe in A. nidulans gefunden werden. Andererseits sind mit
TinA und ApsB zwei Spindelpolkorper-assoziierte Proteine aus A. nidulans bekannt, die S.

cerevisiae mnicht besitzt (Osmani, et al., 2003; Suelmann, et al, 1998) (Veith,
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unverdffendlichte Ergebnisse). Bei der Suche nach Kinesin-Motorproteinen konnten fiinf
Proteine ohne S. cerevisiae Ortholog identifiziert werden. Eins dieser Proteine konnte keiner
bekannten Unterfamile der Kinesine zugeordnet werden. Drei gehdren zu Unterfamilien deren
Proteine aus hoheren Eukaryoten, MKLP1, Chromokinesin/KIF4 und KID, an der Mitose
beteiligt sind (Schoch et al., 2003). AuBlerdem konnten zwei Sequenzen der Unc104/KIF1
Familie zugeordnet werden, deren Proteine am Vesiketransport in Pilzen beteiligt sind
(Wedlich-Soldner, et al., 2002)). Diese Ergebnisse weisen auf mogliche Unterschiede in der
Funktion und Zusammensetzung der Mikrotubuli und ihrer assoziierten Proteine, vor allem
fiir die Mitose, den Langstreckentransport und das polare Wachstum, hin.

Die Funktion der Mikrotubuli beim Wachstum in S. cerevisiae beschréinkt sich auf die Mitose.
Die Mikrotubuli sind an der Weitergabe der DNA an beide Tochterzellen durch die Spindel
und an der Positionierung der Spindel in der Mitose, mit Hilfe von astralen Mikrotubuli,
beteiligt. Die astralen Mikrotubuli fixieren einen Spindelpolkdrper in der Mutterzelle,
wihrend der zweite in die Tochterzelle einwandert. Dieser Mechanismus erfolgt iiber die
Positionierung von Kar9 an den Plusenden der astralen Mikrotubuli, die aus dem alten
Spindelpolkorper entstehen (Paoletti & Bornens, 2003). Die Lokalisierung von Kar9 an den
Plusenden der Mikrotubuli ist von dem Motorprotein Kip2 abhéngig (Maekawa, et al., 2003;
Miller, et al., 1998). Kar9 interagiert mit Myosin Myo2, welches die Aktinfilamente entlang,
in die Tochterzelle 1duft (Beach et al., 2000). Dort interagiert der, ebenfalls an den Plusenden
sitzende Dynein-Komplex, mit dem Kortexprotein Num1 und zieht die Mikrotubuli mit einem
Kern als Frachtgut in die Tochterzelle (Farkasovsky & Kiintzel, 2001; Heil-Chapdelaine, et
al., 2000). Alle Proteine dieses Mechanismus konnten auch in A. nidulans identifiziert werden
und fiir Dynein und das Numl Ortholog ApsA konnte eine Funktion in der
Kernpositionierung festgestellt werden (Fischer & Timberlake, 1995; Suelmann, et al., 1998).
Das mogliche Kar9 Ortholog zeigt nicht genug Sequenzéhnlichkeit, um sicher zu sein, dass es
sich um Kar9 handelt. Es wurde bisher in A. nidulans nicht untersucht. Das beteiligte
Motorprotein Kip2 existiert auch in A. nidulans und die molekulare Analyse dieses Proteins
ist Teil dieser Arbeit. Die Untersuchung des Kip2 Homologs, KipA, soll zeigen, ob die Kern-
und Spindelpositionierung in der Mitose nur iiber die Dynein-ApsA Interaktion vermittelt
wird, oder ob auch in Aspergillus vorher eine Mikrotubuli-Aktin-Interaktion {iber KipA/Kip2
und Kar9 stattfindet.

Ein signifikanter Unterschied zwischen S. cerevisiae und S. pombe ist die Beteiligung der
Mikrotubuli an der Etablierung des polaren Wachstums. Die Mikrotubuli und ihre assoziierten

Proteine Teal, Tea2 und Tipl sind fiir die richtige Positionierung der Wachstumszone
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verantwortlich. Der Kinesinmotor Tea2, der das Kip2 Ortholog von S. pombe ist, und das
Clip170 Ortholog Tipl werden fiir die Stabilisierung der Mikrotubuli benétigt (Browning, et
al., 2000; Brunner & Nurse, 2000). Dariiber hinaus ist Tea2 am Transport von Teal zu den
Mikrotubuli Plusenden beteiligt (Browning, et al., 2003). Teal hingegen ist ein Kortexprotein,
das Bud6 an der wachsenden Spitze verankert und dadurch Aktin und den Wachstumsapparat
positioniert (Glynn, et al., 2001). Auch diese Komponenten sind in A. nidulans konserviert.
Das deutet auf eine groBere Rolle der Mikrotubuli in filamentdsen Pilzen als in S. cerevisiae
hin (Abb. 35), was zu der groBeren Anzahl an Motorproteinen flir den anterograden Transport
von sekretorischen Vesikeln und der komplizerteren Morphologie von A. nidulans passt.
Bisher wurden diese Proteine noch nicht auf ihre Funktionen in Aspergillus untersucht. Die
Untersuchungen von Teal und dem Tea2/Kip2 Ortholog und der Organisation der

Mikrotubuli in der vorliegenden Arbeit, sollen diese Fragen kldren.

2. TeaA destabilisiert Mikrotubuli und beeinflusst das polare
Wachstum

Die Genomanalyse ergab, dass die mikrotubuliassoziierten Komponenten zur Etablierung der
Polaritdt aus S. pombe in A. nidulans konserviert sind. Mit Hilfe der Deletion von TeaA
wurde herausgefunden, dass TeaA Mikrotubuli destabilisiert und am polaren Wachstum
beteiligt ist. Im Atead Stamm ist das Koloniewachstum bei 37°C reduziert und die Form der
Hyphen teilweise verdndert (mehr kurviges und zick-zack féormiges Wachstum der Hyphen als
im Wildtyp). Dieser Phéanotyp wird bei 25°C deutlich verstirkt, was zu einer stirkeren
Reduktion des Hyphenwachstums und einer Vielzahl méandrierend wachsenden Hyphen
filhrt. Die Phanotypen der Mikrotubuli-Destabilisierung und der Beeinflussung der
Wachstumsrichtung weisen auf einen Zusammenhang der Mikrotubuli mit dem polaren
Wachstum hin. Wachstumsversuche mit der Mikrotubuli-destabilisierenden Substanz
Benomyl, die in niedrigen Konzentrationen zu kurvigem Wachstum und in hdheren
Konzentrationen zu stark verringertem Hyphenwachstum in 4. nidulans fiihrt (Abb. 36)
bestitigen diesen Zusammenhang (eigene Untersuchungen) (Riquelme, et al., 2003). In
anderen filamentdsen Pilzen wurde méandrierendes und stark verringertes Wachstum bei
Deletionen von Dynein und konventionellem Kinesin beobachtet. Es konnte gezeigt werden,
dass diese Proteine am Transport sekretorischer Vesikel beteiligt sind (Riquelme, et al., 2002;
Seiler, et al., 1997; Seiler, et al., 1999). Die Defekte der tead Deletion konnten auf den

Einfluss von TeaA auf die Mikrotubuli zuriickgefiihrt werden. Eine interessante Beobachtung
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dieser Defekte ist, dass, trotz des Hin- und Herwachsens der Hyphenspitze, der Pilz dazu in
der Lage ist, die ,,Nettoachse* der Wachstumsrichtung beizubehalten. Ein méandrierender
Wachstumsdefekt wurde in S. pombe bei Ateal Stdmmen nicht beobachtet, was an den
verschiedenen Wachstumsformen der beiden Organismen oder einer unterschiedlichen
Funktion der beiden Proteine liegen kann. Um zu untersuchen, ob TeaA auch die Bestimmung
neuer Wachstumsrichtungen beeinflusst, wurde das bipolare Auskeimen auf den
gegeniiberliegenden Seiten der Konidien in Wildtyp und Afead Stimmen verglichen. Dies ist
der einzige Zeitpunkt im Hyphenwachstum, an dem Verdnderungen in der Positionierung
einer Keimungsstelle untersucht werden konnen, weil bei der Bildung spiterer
Verzweigungsstellen deren Position nicht regelmiflig genug ist. Dadurch ruft ein Defekt der
Positionierung neuer Wachstumsstellen zu spiterem Zeitpunkt keine Verdnderung in der
Morphologie der Hyphen hervor, solange nicht die Anzahl der neuen Wachstumszonen oder
der Durchmesser der Hyphe vergroflert oder verringert wird. Ein solcher Defekt wurde weder
bei Ateal, noch bei Atead Stimmen gefunden. In Atead Stimmen wurde hdufiger ein
Auskeimen des zweiten Keimschlauchs aus Positionen an der Spore beobachtet, die nicht der
ersten Keimungsstelle gegeniiber liegen. Da auch die teal Deletion in S. pombe nur in dreiflig
Prozent der Zellen eine Fehlpositionierung der Wachstumsstelle zeigt (Mata & Nurse, 1997),
deutet alles auf eine dhnliche Rolle von TeaA und Teal und den Mikrotubuli bei der Initiation
des polaren Wachstums in den beiden Organismen hin. Dies ist der erste Hinweis in
filamentdsen Pilzen, dass die Mikrotubuli an der Positionierung neuer Wachstumszonen
beteiligt sind. Dass die Positionierung der neuen Wachstumsstellen in der tead4 Deletionen
noch teilweise funktioniert, konnte an der Existenz eines TeaA Paralogs liegen, dessen
Ortholog in S. pombe Tea3 als Zellendmarker beschrieben wurde. In der Doppelmutanten von
Teal zusammen mit Tea3, werden die Afeal Phénotypen, kurvige Mikrotubuli und

Falschpositionierung der Wachstumszonen, verstirkt (Niccoli, et al., 2003).

3. Das Kinesin Motorprotein KipA ist am Mikrotubuli-Kortex-Kontakt

und an der Bestimmung der Wachstumsrichtung in A. nidulans beteiligt

Die Deletion von kipA fithrt zum Verlust des geradlinigen Wachstums der Hyphen. Die
Hyphen wachsen kurvig und verlieren die Achse ihrer Wachstumsrichtung. Dieser Defekt
unterscheidet sich in zwei Punkten grundlegend von den bekannten Defekten der
Wachstumsrichtung in filamentosen Pilzen, wie zum Beispiel die Deletionen des

konvetionellen Kinesins oder Dyneins in N. crassa (Riquelme, et al., 2002; Seiler, et al.,
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1997). Erstens halten diese Stimme die ,,Nettowachstumsachse®, auch wenn die Spitze die
Wachstumsrichtung immer wieder dndert und zweitens beeinflusst die kipA Deletion im
Gegensatz zu diesen Deletionen, nicht die Geschwindigkeit des Spitzenwachstums. Dadurch
kann ausgeschlossen werden, dass KipA am Vesikeltransport beteiligt ist, wie konventionelles
Kinesin und Dynein und dass der Defekt der Wachstumsrichtung darauf zuriickzufiihren ist.
Das geradlinige Wachsen der Hyphen ist eine Fahigkeit, die dem Pilz hilft in kiirzester Zeit
ein moglichst groBes Areal zu besiedeln. Was den Pilz in die Lage versetzt, die
Wachstumsachse iiber so lange Strecken zu erkennen, auch wenn er in leichten Kurven
wachst, ist nicht bekannt. Es ist aber ein Mechanismus bekannt, iiber den filamentose Pilze
die Wachstumsrichtung aktiv bestimmen kdénnen. Dies erfolgt iiber die Positionierung des
Spitzenkdrpers. Seine Position in der Hyphenspitze bestimmt die Richtung, in die die Spitze
wichst, weil er aus sekretorischen Vesikeln besteht, die von ihm aus gleichmiBig radial
abgegeben werden (Bartnicki-Garcia, et al., 1995; Riquelme, et al., 1998). Die Position des
Spitzenkdrpers, der in Wildtypstimmen im Zentrum der Spitze liegt, ist in kipA
Deletionsstimmen verdndert. Der Spitzenkorper ist dynamischer und befindet sich
durchschnittlich fast dreimal so weit vom Zentrum der Spitze entfernt wie in
Wildtypstdimmen. Aus dieser erhohten Dynamik des Spitzenkdrpers resultiert das kurvige
Wachstum der Hyphen. Es ist noch unbekannt wodurch der Spitzenkorper positioniert wird.
Inhibitorversuche und Deletionsmutanten konnten zeigen, dass durch destabilisierte
Mikrotubuli und verminderten Vesikeltransport iiber die Mikrotubuli der Spitzenkorper
kleiner wird und mehr in der Spitze méandriert (Riquelme, et al., 2003; Riquelme, et al.,
2002). Die Untersuchungen der Mikrotubuli-Organisation und Dynamik in Wildtyp und
AkipA Stimmen ergaben, dass die Mikrotubuli, die in die Hyphenspitze wachsen in
Wildtypstdimmen solange wachsen, bis sie die Mitte der Spitze erreichen. Dort laufen fast alle
Mikrotubuli-Plusenden zusammen und verweilen fiir etwa 10 Sekunden bis sie zu schrumpfen
beginnen. Das Wachsen in die Spitze und das Pausieren wurde schon durch Untersuchungen
mit GFP markierten Mikrotubuli gezeigt (Zhang, et al., 2002). Die spezifische Bewegung der
Mikrotubuli ins Zentrum der Spitze wurde erst durch diese Arbeit erkannt, weil der AkipA
Stamm diese Fihigkeit verloren hat. Die Mikrotubuli erreichen auch im Akip4 Stamm die
Hyphenspitze, sie enden aber nicht in der Mitte der Spitze bevor sie depolymerisieren,
sondern irgendwo im Spitzenbereich. AuBBerdem bleiben sie in der Spitze, auch nach dem
Erreichen der Mitte, dynamisch und entfernen sich wieder aus der Spitzenmitte, was in
Wildtypstdimmen nicht beobachtet werden konnte. Die verdnderte Mikrotubuli-Dynamik in

der Hyphenspitze von AkipA Stimmen konnte auf eine fehlende Verankerung im Zentrum der
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wachsenden Spitze hindeuten, wodurch die Mikrotubuli-Plusenden in der Spitze hin und her
scheren bis sie schrumpfen, weil der Kortexkontakt nicht vermittelt werden kann. Die
verdnderte Lokalisierung der Mikrotubuli-Plusenden kdnnte fiir den mobileren Spitzenkdrper
verantwortlich sein. Die Richtung des polaren Wachstums und die dafiir verantwortliche
Lokalisierung des Spitzenkorpers konnten iiber die Positionierung der Mikrotubuli-Plusenden
gesteuert werden. Diese machen zu einer bestimmten Stelle am Kortex Kontakt und
vermitteln entweder direkt, durch Interaktion mit dem Spitzenkorper, oder indirekt, durch den
Transport der sekretorischen Vesikel zu dieser Stelle am Kortex, die Akkumulation des
Spitzenkdrper in Richtung dieser Position (Abb. 36). Diese spezifische Positionierung der
Mikrotubuli-Plusenden in Abhéngigkeit von KipA ist erst der zweite Hinweis, der in A.
nidulans auf einen Kontakt der Mikrotubuli mit dem Kortex in der Hyphenspitze hindeutet.
Es konnte in temperatursensitiven NudF- und Dyneinmutantenstimmen gezeigt werden, dass
die Mikrotubuli zwei- bis dreimal langer pausieren, aber nur, wenn sie mit den Plusenden die
Spitze erreicht haben (Zhang, et al., 2002). In S. pombe wurde kein zentraler Punkt in der
Mitte der Wachstumszone beschrieben, an dem die Mikrotubuli enden. Sie bringen ihr
Transportgut in den Spitzenbereich und bleiben dort, nach Kortexkontakt, fiir etwa 100
Sekunden stabil bevor sie wieder schrumpfen (Brunner & Nurse, 2000). In A. nidulans
konnten die spezifische Positionierung der Mikrotubuli-Enden und die extrem kurze Zeit des
Kortexkontaktes fiir einen Mechanismus von Bedeutung sein, der filamentdsen Pilzen
ermdoglicht nicht nur geradeaus zu wachsen, sondern auch, iiber die genaue Positionierung der
Mikrotubuli-Plusenden, die Richtung des Spitzenwachstums zu beeinflussen. Die kiirzere
Verweildauer der Mikrotubuli hitte fiir einen solchen Mechanismus den Vorteil, dass die

Wachstumsrichtung auch schneller geéndert werden konnte.

Die Funktion von KipA bei der Verankerung der Mikrotubuli mit dem Kortex konnte iiber die
Lokalisierung von Proteinen an den Mikrotubuli-Plusenden vermittelt werden, die fiir die
Interaktion mit dem Kortex verantwortlich sind. Das KipA Ortholog aus S. cerevisiae, Kip2
ist, wie oben beschrieben, fiir die Lokalisierung von Kar9 an den Mikrotubuli-Plusenden
verantwortlich, das am Kortexkontakt beteiligt ist. Die Deletion von Kip2 fiithrt zu falsch
orientierten Spindeln und zu fehlerhafter Verteilung der Kerne nach der Zellteilung (Miller &
Rose, 1998). Eine identische Rolle von KipA bei dem gleichen Mechanismus in 4. nidulans
kann jedoch ausgeschlossen werden, weil die Akip2 Defekte weder in den Hyphen, noch in
den Metulae, Phialiden und Konidien, beobachtet werden konnten. Die letzten drei Zelltypen

werden iiber Knospung gebildet und sind wie Hefezellen einkernig. Aulerdem konnten die
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polaren Wachstumsdefekte der kip4 Deletion bei der Deletion von kip2 in S. cerevisiae nicht
festgestellt werden.

Der beobachtete Phénotyp der Mikrotubuliorganisation der kipA Deletion in A. nidulans
unterscheidet sich vollstdndig von dem Einfluss der fea2 Deletion auf die Mikrotubuli in S.
pombe. Die tea2? Deletion fiithrt zu verkiirzten Mikrotubuli, von denen nur sehr wenige die
Spitze erreichen. Dadurch werden wichtige Zellendmarker, wie Tealund Tipl nicht mehr in
der Spitze akkumuliert (Browning, et al., 2003; Browning, et al., 2000). Es konnte eindeutig
gezeigt werden, dass in der kipA Deletion in 4. nidulans die Mikrotubuli noch die Spitze
erreichen, und dass die leichte Destabilisierung der Mikrotubuli, die mit Hilfe von
Benomylversuchen festgestellt wurde, nicht fiir das kurvige Wachstum verantwortlich ist.
Dies wurde durch die Stabilisierung der Mikrotubuli in der Deletionsmutante gezeigt. Die
Mikrotubuli in der kipA Deletionsmutante wurden durch Einfiihren drei verschiedener
Mutationen AkinA, AkipB und nudA 1, stabilisiert. Der kurvige Wachstumsdefekt wurde in den
Doppelmutanten nicht supprimiert. Eine weitere Funktion von Tea2 wurde bei den
Untersuchungen von fea? Rigormutanten in S. pombe gefunden. In diesen Mutanten
lokalisierte Teal nicht mehr an den Mikrotubuli-Plusenden, sondern verteilt tber die
Mikrotubuli (Browning, et al., 2003). Dieser Defekt der Positionierung von Teal an den
Mikrotubuli-Plusenden konnte in der fea2 Deletion nicht beobachtet werden (Browning, et al.,
2000). Die unterschiedlichen Defekte von Deletion und Rigormutante lassen sich durch
redundante Proteine erkldren, die in der fea? Deletion die Funktion des Motorproteins
iibernehmen und in den Rigormutanten mit dem mutierten Tea2 um die Bindung von Teal
konkurrieren, oder mit Tea2 einen Komplex bilden, der durch die Mutation in seiner
plusendgerichteten Bewegung gehemmt ist. Die Defekte der verschiedenen fea? Mutanten
werden liber die fehlende Akkumulation des Zellendmarkers Teal in der Spitze erklart
(Browning, et al., 2003). In 4. nidulans scheint die Rolle von KipA beim polaren Wachstum
von TeaA unabhingig zu sein, weil sich die Defekte von Akip4 und Afead grundlegend
unterscheiden. Die tead Deletion fiihrt zu einer Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit, zu
einem Defekt bei der Positionierung neuer Wachstumszonen und zu maiandrierendem
Wachstum der Hyphenspitzen bei 25°C, aber nicht bei 37°C. Die Deletion von kipA
beeinflusst hingegen die Wachstumsgeschwindigkeit nicht, fiihrt aber zu dem Verlust der
Wachstumsachse sowie zu kurvigem Wachstum bei allen Temperaturen. Eine Beteiligung
eines CENP-E Kinesins im polaren Wachstum durch die Positionierung der Mikrotubuli-
Plusenden, ohne die Beteiligung von Teal/TeaA, wurde bisher noch nicht beschrieben.

Interessanterweise zeigen alle drei CENP-E &hnlichen Kinesine aus S. cerevisiae, S. pombe
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und A. nidulans eine Beteiligung dieser Motorproteine, beim Kortexkontakt der Mikrotubuli

auch wenn sich die Phanotypen und die Mechanismen unterscheiden.

Abb. 36: KipA-Funktion in A. midulans: Schematische Darstellung der Komponenten des
Mikrotubuli-Kortex-Kontakts und dessen Funktion beim polaren Wachstum. Die Beschreibung der
einzelnen Komponenten des Schemas sind der Legende zu entnehmen. Im Wildtypstamm (oberes Bild)
wachsen die Mikrotubuli (schwarze Linien) bis sie das Zentrum der Hyphenspitze erreichen. Fiir diese
Positionierung ist KipA (blaues Symbol), dass hinter den Plusenden der Mikrotubuli akkumuliert,
mitverantwortlich. Wahrscheinlich iiber den Transport eines Proteins oder Proteinkomplexes (rote
Raute), der den Kortexkontakt vermittelt. Moglicherweise sind AlpA und NudF Bestandteile dieses
Komplexes. Demgegeniiber TeaA in 4. nidulans nicht an dieser Funktion beteiligt zu sein scheint. Der
Kontakt und das Pausieren der Mikrotubuli im Zentrum der Hyphenspitze gewihrleisten einen stetigen
Fluss an sekretorischen Vesikeln zu dieser Position. Das fithrt zur Akkumulation der Vesikel und
dariiber zur Entstehung und Aufrechterhaltung des Spitzenkdrpers an dieser Stelle. Dadurch wichst die
Hyphe gerade. Auch eine direkte Interaktion der Mikrotubuli-Plusenden mit dem Spitzenkorper zu
dessen Positionierung kinnte diese Funktion erfiillen. Ohne KipA (unteres Bild) verliert die Zelle die
Fihigkeit die Mikrotubuli im Spitzenzentrum zu positionieren. Die Mikrotubuli bleiben dynamisch und
scheren den Kortex des ganzen Spitzenbereichs bis sie von einer unbestimmten Stelle am Kortex aus
schrumpfen. Dies kann indirekt, iiber die Streuung der Vesikel, die den Spitzenkérper bilden, oder
direkt durch eine fehlende Interaktion mit dem Spitzenkérper dessen Position beeinflussen. Der weniger
zentrale Spitzenkorper fiithrt zu kurvigerem Wachstum.

4. Genetische Interaktion von A4kipA mit Mutationen in Genen anderer

Motorproteine

Um herauszufinden, ob KipA redundante Funktionen mit anderen Motorproteinen hat,
wurden Doppel- und Dreifachmutanten mit dem konventionellen Kinesin kind dem
Mikrotubuli-destabilisierenden Kinesin kipB und der temperatursensitiven Dyneinmutante

nudAl hergestellt. Die Doppelmutante Akind AkipA zeigte keine zusidtzlichen Defekte im
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Hyphenwachstum. Sie zeigte die Wachstumsdefekte der Deletion von kinA, verlangsamtes
Hyphenwachstum und der Deletion von kipA, kurviges Wachstum. Dies ldsst den Schluss zu,
dass beide Proteine unabhéngige Funktionen voneinander haben.

Wihrend A4kipA und AkipB Mutationen jeweils die Wachstumsgeschwindigkeit nicht
beeinflussen, wachsen die Hyphen der Doppelmutante AkipA AkipB deutlich langsamer als
die Einzelmutanten. Das deutet auf Aufgaben von kipA und kipB in verschiedenen
Mechanismen mit redundanten Funktionen hin, die in der Doppelmutante zu zusétzlichen
Defekten fiihren. Auch KipB, das auf den Mikrotubuli und an dessen Plusenden lokalisiert
(Rischitor, et al., 2004), konnte an der Vermittlung des Kortexkontaktes beteiligt sein. Es
wire auch moglich, dass verschiedene Mechanismen zur Destabilisierung der Mikrotubuli
existieren, und dass KipB eine wichtige Rolle bei der Destabilisierung der Mikrotubuli
einnimmt, die keinen Kontakt zur Hyphenspitze haben. In der Spitze konnte aufler iiber KipB,
auch iiber andere Mechanismen die Depolymerisation der Mikrotubuli eingeleitet werden.
Dies wiirde den additiven Phinotyp der Doppelmutante erkliaren, weil KipA an dem Kontakt
der Mikrotubuli in der Hyphenspitze beteiligt ist. Ein anderes Protein, das an der
Mikrotubulistabilisierung in der Hyphenspitze beteiligt sein konnte, ist TeaA. Es zeigte in
Inhibitorversuchen eine deutliche Mikrotubuli-desatbilisierende Wirkung und ist an der
Initiation des polaren Wachstums beteiligt. Den gleichen Effekt auf die Mikrotubulistabilitit
und die Etablierung des polaren Wachstums zeigt dessen S. pombe Ortholog Teal (Mata &
Nurse, 1997). Es ist an der Akkumulation von anderen Zellendfaktoren, wie Tipl das
ebenfalls Mikrotubuli stabilisiert, beteiligt (Browning, et al., 2003).

Durch die Kreuzung des AkipA Stamms mit der temperatursensitiven Dyneinmutante nudA1,
wurde herausgefunden, dass die kipA Deletion den Wachstumsdefekt der Dyneinmutante
teilweise unterdriickt. Das kann erklidrt werden, wenn man annimmt, dass die Motorproteine
KipA und Dynein an dem Transport von gleichen Zellkomponenten beteiligt sind. Dynein
bewegt das Transportgut in Minusrichtung iiber die Mikrotubuli, wéhrend KipA
wahrscheinlich ein plusendgerichteter Motor ist. Das Ungleichgewicht der Motoraktivitdten in
Stammen in denen entweder Dynein oder KipA mutiert sind, konnte {iberwunden werden,
wenn beide Motoren der Zelle entzogen werden. Ein entsprechender Effekt wurde in U.
maydis fiir den entgegengesetzten Transport von frilhen Endosomen beobachtet, die von
Dynein in Minusrichtung und von dem Uncl04 Kinesin UmKin3 in Plusrichtung die
Mikrotubuli entlang transportiert werden (Wedlich-Soldner, et al., 2002).
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5. Interaktion von KipA mit anderen Mikrotubuli-Plusendproteinen

Es wurden zwei weitere Proteine identifiziert, die an der Erhaltung der Richtung des polaren
Wachstums beteiligt sind. In Zellen, in denen die Transkription von nudF herunterreguliert
wurde, konnte kurviges Wachstum der Hyphen, vergleichbar mit dem Defekt der kipA
Deletion, beobachtet werden. Nach nudF Induktion wachsen die Hyphen wieder gerade.
Dieser Phianotyp wurde bisher fiir NudF Mutanten noch nicht beschrieben. NudF ist das A.
nidulans Ortholog von Lisl (Dujardin et al., 2003; Xiang, et al., 1995). Fiir dieses Protein
konnte in Pilzen und héheren Eukaryoten gezeigt werden, dass es die Bewegung von Dynein
in Minusrichtung reguliert. In A. nidulans Stimmen die kein nudF exprimieren wurden, die
gleichen Phénotypen wie fiir Dynein Mutanten beschrieben, stark verringertes polares
Wachstum und Defekte in der Kernverteilung. Das Fehlen von NudF in der Zelle sorgt fiir die
Akkumulation von Dynein an den Mikrotubuli-Plusenden, was darauf hinweist, dass Dynein
NudF benétigt, um in Minusrichtung zu laufen (Han, et al., 2001). Interessanterweise wurde
bei der Dynein-Mutante nudAl kein kurviges Wachstum festgestellt. Der Defekt der nudF
Mutante ist also auf eine Dynein-unabhingige Funktion von NudF zuriickzufiihren. Es wére
moglich, dass KipA und NudF, die beide einen dhnlichen Defekt in der Aufrechterhaltung der
Wachstumsrichtung zeigen, teilweise Funktionen in dem gleichen Mechanismus ausiiben.
KipA konnte an der Lokalisierung von NudF an den Mikrotubuli-Plusenden beteiligt sein
(Abb. 36).

Wihrend gezeigt werden konnte, dass konventionelles Kinesin, KinA von 4. nidulans fir die
Plusendlokalisierung von Dynein und anderen Komponenten des Dynein-Dynaktin-
Komplexes verantwortlich ist, ist die Lokalisierung von NudF unabhéngig von KinA (Zhang,
et al., 2003). Die Untersuchung der NudF Lokalisierung in der kip4 Deletion wurde zum
Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen. Ein mdoglicher
Zusammenhang der beiden Proteine bleibt zurzeit noch ungeklart.

Mit AlpA wurde ein weiteres Protein identifiziert, dessen Deletion kurviges Wachstum zeigt
und das an demselben Mechanismus wie KipA beteiligt sein konnte. AlpA ist das Ortholog zu
Alpl4 aus S. pombe das zur Stabilisierung der Mikrotubuli und zur Kinetochor-Interaktion
der Spindel benétigt wird. Alpl4 lokalisiert an den Spindelolkérpern, und an den
Mikrotubuli-Plusenden. Die Deletion hat stark verkiirzte Mikrotubuli (Garcia et al., 2001).
Die Stimme mit einer alpA Deletion wachsen kurvig wie die Stimme mit Deletion von kipA

und deutlich langsamer als der korrespondierende Wildtypstamm, vergleichbar mit dem
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Wachstum der kind Deletion. Seine Funktion an den Mikrotubuli-Plusenden ist noch
ungeklart (Enke, 2004). Das GFP-AlpA Konstrukt wurde in kip4 Deletionsstimme
transformiert und die Lokalisierung von GFP-AlpA in diesen Stimmen wurde mit der
Lokalisierung in Wildtypstaimmen verglichen. In Wildtypstimmen wurde GFP-AlpA an
MTOCs und als bewegliche Punkte im Cytoplasma detektiert, die mit den Mikrotubuli
kolokalisieren und sich in Plusrichtung bewegen. Nach Transformation des alcA(p)-gfp-alpA
in AkipA Stimmen wurden weniger und weniger intensive dynamische GFP-AlpA-Punkte
wahrgenommen als im Wildtypstamm, wéhrend die Fluoreszenz im Cytoplasma stirker war.
Die verdnderte Lokalisierung von AlpA im kipA Deletionsstamm, lésst eine Beteiligung von
KipA an dem Transport von AlpA zu den Plusenden der cytoplasmatischen Mikrotubuli,
vermuten (Abb. 36). Um diese Funktion von KipA zu beweisen muss eine Kreuzung
zwischen einem GFP-AlpA Stamm und einem kip4 Deltionstamm hergestellt und
mikroskopisch analysiert werden, um auszuschliessen, dass die verdnderte Lokalisierung auf

verschieden hohe Expression von gfp-alpA zuriickzufiihren ist.

6. KipA ist ein Marker wachsender Mikrotubuli-Plusenden

Der Effekt der tea2? Deletion auf die Polaritét in S. pombe wurde auf zwei Arten erklart. Die
tea? Mutation verringert die Linge der Mikrotubuli und beeinflusst vor allem die Dynamik
der Mikrotubuli. Die zweite Mdglichkeit ist, dass Tea2 iiber seine eigene Motoraktivitit Teal
zu den Mikrotubuli-Plusenden transportiert, diese Hypothese wurde mit Untersuchungen von
Rigormutanten unterstiitzt, bei denen Teal iiber die Mikrotubuli verteilt, in Kernndhe
lokalisiert und nicht mehr an den Plusenden der Mikrotubuli (Browning, et al., 2003). Wir
haben in A. nidulans herausgefunden, dass KipA mit Mikrotubuli assoziiert und die Plusenden
von wachsenden Mikrotubuli markiert. Die Art der Lokalisierung ist von der Menge des KipA
Proteins in der Zelle abhéngig. Bei niedriger Expression lokalisiert KipA als Punkte an den
Plusenden der Mikrotubuli, bei mittlerer Expression sind kometendhnliche Strukturen zu
erkennen, die einen Gradienten von den Plusenden in Minusrichtung entlang der Mikrotubuli
bilden, der bei stirkerer Expression linger wird. In der Uberexpression sind die gesamten
Mikrotubuli gleichméBig mit KipA dekoriert. Die kometenéhnliche Lokalisierung kann durch
die Motoraktivitit von KipA erkldrt werden, die das Kinesin in Plusrichtung entlang der
Mikrotubuli bewegt und es hinter den Plusenden staut. Fiir eine Funktion von KipA als
beweglicher Motor und nicht als Stabilisator der Mikrotubuli spricht auch, dass im Gegensatz

zu S. pombe, in einer AkipA Mutante die Mikrotubuli die Hyphenspitze erreichen. Aulerdem
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ist die Benomylsensitivitét in der Akip4 Mutante im Vergleich zum Wildtypstamm nur gering
erhoht. Die Ergebnisse der Untersuchungen der Doppelmutanten von kipA mit kipB, kinA und
nudAl bestitigen diese Hypothese. Sie zeigen niedrigere Benomylsensitivitidt als der
Wildtypstamm aber immer noch kurviges Wachstum. Eine weitere Erklarung fiir die
Lokalisierung von KipA hinter den Mikrotubuli-Plusenden auch bei starker Expression, kann
durch einen anderen Kinesinmotor hervorgerufen werden. Der miisste aber sehr hoch
expremiert sein. Das einzige Kinesin das in filamentdsen Pilzen an der Lokalisierung von
Proteinen hinter den Mikrotubuli Plusenden bekannt ist, ist konventionelles Kinesin, das, wie
bereits beschrieben, Dynein zu den Plusenden transportiert (Zhang, et al., 2003). Die Deletion
des konventionellen Kinesins zeigt in A. nidulans Defekte in der Kernwanderung und im
Koloniewachstum (Requena, et al., 2001) aber kein kurviges Hyphenwachstum, was gegen

den Transport von KipA durch KinA spricht.

7. Verschiedene Populationen cytoplasmatischer Mikrotubuli in A.

nidulans

GFP-KipA wurde als Marker fiir wachsende Mikrotubuli-Plusenden verwendet, um Polaritét
und Dynamik der Mikrotubuli in 4. nidulans zu untersuchen. Mit Hilfe von GFP markierten
Mikrotubuli in fritheren Untersuchungen (Han, et al.,, 2001) wurden die Dynamik und
Polaritit der Mikrotubuli nur in der Spitze der Hyphe bestimmt. Die Mikrotubuli wachsen alle
mit ihren Plusenden in die Hyphenspitze, verweilen dort fiir etwa 10 Sekunden und
schrumpfen wieder. Mit GFP markiertem KipA-Protein konnte gezeigt und mit GFP-
Mikrotubuli bestitigen werden, dass die Mikrotubuli nachdem sie in die Spitze gewachsen
sind, mobil bleiben bis sie einen Punkt im Zentrum der Spitze erreichen. Dort werden die
Mikrotubuli-Plusenden fixiert bis sie wieder schrumpfen. Dieser zentrale Punkt, in dem die
Mikrotubuli zusammenlaufen ist ein Hinweis auf spezifische Interaktion mit dem Kortex. Die
fehlende Positionierung der Mikrotubuli-Plusenden in der Spitze der kipA Deletion, bei der
die Mikrotubuli zufillig an verschiedenen Positionen im ganzen Spitzenbereich enden, fiihrt
zu kurvigem Wachstum (Abb. 36). Das zeigt die zellbiologische Relevanz der Positionierung
der Mikrotubuli-Plusenden im Mittelpunkt der wachsenden Spitze, fiir die Richtung des
Wachstums. Auflerdem konnten wir beobachten, dass die Mikrotubuli immer die gleichen
Wege entlang laufen, was fiir die Existenz von Mikrotubulibiindeln in 4. nidulans spricht,
dessen Mikrotubuli asynchron wachsen. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung der
Lokalisierung von GFP-KipA zusammen mit mRFP1-Mikrotubuli bestitigt. Es konnten GFP-
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KipA Punkte an Positionen auf den Mikrotubuli detektiert werden, an denen die Intensitét des
mRFP-Signals abnimmt. Auch in U. maydis und S. pombe liegen die Mikrotubuli gebiindelt
vor (Browning, et al., 2003; Straube, et al., 2001).

Interphase

Metaphase — Anaphase A

= Anaphase A-B

Interphase nach Septierung

;l’——.b.,.: =8

Abb. 37: Mikrotubuliorganisation in A. nidulans: Schematische Darstellung der Mikrotubuliorganisation wiihrend des
Zellzyklusses im Hyphenwachstum. In der Interphase, zu Beginn des Hyphenwachstums, sind die Mikrotubuli bidirektional
entlang der Wachstumsachse angeordnet. Sie entstehen aus MTOCS (rot) an den Zellkernen (griin) und im Cytoplasma.
Wihrend der Pro- bis Metaphase werden die cytoplasmatischen Mikrotubuli depolymerisiert, um ausreichend Tubulin-
Dimere fiir die Bildung der Spindel zu Verfligung zu haben (Ovechkina ef al., 2003). Bis zur Anaphase A bleiben ein bis
zwei Mikrotubuli bestehen und die Spindelpolkérper sind mit ihnen verbunden (Rischitor et al., 2004). In der Anaphase A-B
wachsen astrale Mikrotubuli aus den Spindelpolkérpern und stellen Kortexkontakt iiber ApsA (hellblau) her, um die Kerne
zu positionieren (Scherr, unveriffentlichte Ergebnisse). In der Interphase nach der ersten Septierung wurden zusitzliche,
sehr aktive MTOCSs an beiden Seiten der Septen identifiziert. Ein Wachsen der Mikrotubuli durch die Septen konnte nicht
beobachtet werden.

Der einzige Hinweis auf Mikrotubuli-Organisierende-Zentren in A. nidulans wurde in der
Veroffentlichung, Han et al,. 2001 erwéhnt, wo laut personlicher Kommunikation mit Oakley,
die cytoplasmatischen Mikrotubuli der Interphase aus den Spindelpolkdrpern auswachsen.
Dies passt zu den Ergebnissen aus S. cerevisiae, wo beschrieben wurde, dass die
cytoplasmatischen Mikrotubuli ausschlieBlich an den Spindelpolkérpern entstehen und von
dort radial zum Kortex wachsen (Yamamoto & Hiraoka, 2003). In S. pombe existieren viele
MTOC:s in der Interphase die um den Kern herum liegen. Die Mikrotubuli sind parallel
ausgerichtet und zeigen mit ihren Plusenden in Richtung der Spitzen. In der Ndhe des Kerns

sind die Mikrotubuli auch antiparallel angeordnet (Tran, et al., 2001). Auch im dimorphen
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Basidiomyceten U. maydis wurden im Einzellstadium MTOCs abseits des Spindelpolkorpers
im Cytoplasma und im Knospungshals gefunden. Die Verwendung der verschiedenen
MTOCs wurde Zellzyklus-abhéngig reguliert (Straube, et al., 2003). In N. crassa wurden
zwei verschiedene Populationen von Mikrotubuli erwéhnt, von denen nur eine mit Kernen
verbunden ist (Minke et al., 1999). In dieser Arbeit wird erstmals die Existenz von MTOCs
auBBerhalb der Spindelpolkorper in filamentosen Pilzen beschrieben. Untersuchungen der
Dynamik von Mikrotubuli und ihrer Plusenden und Immunféarbungen mit y-Tubulin deckten
die Existenz drei verschiedener Zentren, zum Start der Polymerisation von Mikrotubuli auf.

Die verschiedenen @ MTOCs werden durch die Positionierung von  zwei
Spindelpolkorperproteinen an diesen Stellen, AlpA und ApsB bestdtigt (Enke, 2004; Veith,
unverdffentlichte Ergebnisse). In der Interphase wuden aktive MTOCs an den
Spindelpolkdrpern, im Cytoplasma und an beiden Seiten der Septen identifiziert. Die y-
Tubulin Signale am Septum und im Cytoplasma waren weniger intensiv als am
Spindelpolkorper (Abb. 37). Die schwachen Signale kdnnen durch die wesentlich grof3ere
Anzahl an Mikrotubuli, die zur Polymerisation der Spindel benétigt wird, erklart werden. Es
kann jedoch auch eine unspezifische Antikorperbindung und das Fehlen von y-Tubulin an
diesen MTOCs nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden. Es gibt auch in anderen
Organismen Hinweise auf die Nukleation von Mikrotubuli in Abwesenheit von y-Tubulin
(Job et al., 2003; Martin et al., 1997). AuBBerdem konnte vereinzelte Polymerisation von
Mikrotubuli aus der Hyphenspitze festgestellt werden. Im Gegensatz zu den MTOCs wurde
dies nur sehr selten beobachtet, was fiir das Fehlen eines echten MTOCs in dieser Region
spricht. Die Mikrotubuli wachsen aus den MTOCs in verschiedene Richtungen aus und
ordnen sich lings der Wachstumsachse zu Biindeln. Sie sind auflerhalb der Hyphenspitze
bidirektional organisiert, was fiir eine Verteilung der Plusenden in Richtung der Spitze und
der Septen sorgt (Abb. 37). Da auch die Septen MTOCs besitzen, ist die Spitze der einzige
Ort in den Hyphen, wo die Mikrotubuli alle in eine Richtung organisiert sind. Dies kdnnte fiir
einen ausgeglichenen Transport von ,Glitern“ in der Zelle sorgen, der nur in der
Spitzenregion je nach Art des Motors, zum Transport an den Punkt des Kortexkontaktes oder
in die Gegenrichtung, heraus aus der Spitzenregion, sorgt. Die Organisation der Mikrotubuli
tiber drei verschiedene MTOCs schafft aulerdem die Moglichkeit die verschiedenen
Populationen cytoplasmatischer Mikrotubuli mit verschiedenen Proteinen zu assoziieren und
sie moglicherweise fiir unterschiedliche Mechanismen zu rekrutieren. Die genauere

Untersuchung der spezifischen Funktion der Mikrotubuli-Organisation erfordert die Analyse
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der mikrotubuliassozziierten Motorproteine und des Transports von Vesikeln, Organellen und

Proteinkomplexen.
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Molecular Biology of the Cell

The Kinesin Motor KipA is required for Microtubule Anchorage and
Maintenance of Directionality of Polar Growth in Aspergillus nidulans

Sven Konzack, Patricia E. Rischitor and Reinhard Fischer

Polarized growth in filamentous fungi requires the integrity of the microtubule
cytoskeleton. We found that growing microtubules in Aspergillus nidulans merge at the
center of fast growing tips and discovered that a kinesin motor protein, KipA, related to
Tea2 of Schizosaccharomyces pombe, is required for their temporal anchorage. In a
AkipA strain microtubule plus ends reach the tip but fail to anchor and show continuous
lateral movement. Hyphae loose directionality and grow in curves due to mislocalization
of a vesicle supply center in the tip. GFP-KipA localizes to microtubule plus ends and
jams behind them, suggesting that KipA is a moving motor. Using KipA as a
microtubule plus end marker we found bi-directional organization of microtubules and
determined the location of MTOC: at nuclei, in the cytoplasm and at septa. We also
analyzed a Kelch-protein, TeaA, as a putative cargo of KipA. feaA deletion causes a
different polarized growth defect than AkipA mutation, suggesting additional functions

for KipA.

in revision
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The Kip3-like kinesin KipB Moves along Microtubules
and Determines Spindle Position during Synchronized Mitoses in Hyphae of
Aspergillus nidulans

Patricia E. Rischitor, Sven Konzack and Reinhard Fischer

Kinesins are motor proteins, which are classified into eleven different families. We identified
eleven Kkinesin-like proteins in the genome of the filamentous fungus Aspergillus nidulans.
Relatedness analyses based on the motor domains grouped them into nine families. In this
paper we characterized KipB as a member of the Kip3 family of microtubule depolymerases.
The closest homologues of KipB are Saccharomyces cerevisiae Kip3 and Schizosacchromyces
pombe KlpS and Klp6 but sequence similarities outside the motor domain are very low.
Disruption of kipB demonstrated that it is not essential for vegetative growth. AkipB mutant
strains were resistant to high concentrations of the microtubule-destabilizing drug benomyl
suggesting that KipB destabilizes microtubules. kipB mutation caused a failure of spindle
positioning in the cell, a delay in mitotic progression, an increased number of bent mitotic
spindles, and a decrease of depolymerization of cytoplasmic microtubules during interphase
and mitosis. Meiosis and ascospore formation were not affected. Disruption of the kipB gene
was synthetically lethal with the temperature-sensitive mitotic kinesin motor mutation bimC4
suggesting an important but redundant role of KipB in mitosis. KipB localized to
cytoplasmic, astral and mitotic microtubules in a discontinuous pattern and spots of GFP
moved along microtubules towards the plus ends.

in press.



Anhang 119

Current Genetics, (2004)

Establishment of mRFP1 as fluorescent marker in Aspergillus nidulans and
construction of expression vectors for high-throughput protein tagging
using recombination in vitro (GATEWAY)

W. M. Toews, J. Warmbold, S. Konzack, P. E. Rischitor, D. Veith, K. Vienken, C. Vinuesa, H. Wei
and R. Fischer

Abstract. The advent of fluorescent proteins as vital dyes had a major impact in many
research fields. Different GFP variants have been established in pro- and eukaryotic
organisms within the past ten years as well as other fluorescent proteins discovered and
applied. We expressed the red fluorescent protein, DsRed (T4), the improved version
mRFP1 (monomeric red fluorescent protein) and the blue fluorescent protein, BFP, in
the filamentous fungus Aspergillus nidulans. Whereas DsRed requires tetramer
formation for fluorescence, mRFP1 functions as monomer. We have used sGFP, DsRed
(T4), mRFP1 and BFP for nuclear and/or mitochondrial labelling. To facilitate gene
tagging, we established a number of cloning vectors for efficient, simultaneous fusion of
any protein with mRFP1, BFP (blue fluorescent protein) and sGFP (green fluorescent
protein) or the hemagglutinin epitope 3xHA. A PCR-amplified gene of interest can be
inserted into the expression vectors without cloning but wusing homologous
recombination in vitro (GATEWAY). The vectors contain the argB gene as selection
marker for A. nidulans, and the inducible alcA promoter for control of expression. The
system allows labelling of a protein with several tags in one recombination reaction. The
nutritional marker gene as well as the promoter, are frequently used in other fungi,
suggesting that this set of expression vectors will be very useful tools for gene analyses in
a genome-wide scale.

in press.
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