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Summary

Summary

Microtubule-dependent transport of mMRNA in formritonucleoprotein (RNP) particles is
a common mechanism for local restriction of proteymthesis and is essential for the
establishment or maintenance of cell polarity dyroiifferentiation and development.
Pathogenic development dfistilago maydisdepends on the formation of infectious
filaments that grow with a defined axis of polaritfhe RNA-binding protein Rrm4
mediates microtubule-dependent transport of distimRNAs in these filaments and loss of
transport correlates with defects in polarity. Altigh a number of potential target MRNAs
could be identified, cellular processes that dependRrm4-mediated transport remain
largely unknown. Based on differential proteomicg wdentified seven differentially
regulated protein-variants inm4A filaments involved in cell wall remodelling, trdagon
and mitochondrial function. Consequently, we uncedethat the mRNA encoding the
bacterial-type endochitinase Ctsl represents atdimeget of Rrm4. In wild type filaments
the encoded protein localizes predominantly atgiteevth cone, whereas it accumulates at
both poles inrrm4A filaments. Filaments o€tslA mutants aggregate in liquid culture
suggesting an altered cell surface. By activity saeaments we demonstrated that Ctsl is
secreted and associates most likely with the call of filaments. Secretion is drastically
impaired in filaments lacking Rrm4 or conventiokatesin Kinl as well as in filaments
with disrupted microtubules. Thus, Rrm4-mediatedNRransport appears to be essential
for efficient export of Ctsl, uncovering a novel lsaular link between mRNA transport
and secretion. Additionally we identified three teios of the mitochondrial inner
membrane including the AAA protease Rcal. Prelimyin@sults indicate that efficient
mitochondrial import is disturbed imrm4A4 strains resulting in increased production of
mitochondrial superoxide.

To get more insights into the process of this mRikksport, we performed localization
studies of the poly(A)-binding protein Pabl. Pablbcalizes with Rrm4n vivoin almost

all shuttling particles. Interestingly, mm4A filaments, Pabl is no longer present in
shuttling particles. Thus, the RNA-binding prot&rm4 constitutes a key component of
microtubule-dependent mRNA transport in the filatoes fungudJstilago maydisit

seems that active mRNP transport is involved iea@ecretion and might be important to
support symmetric import of mitochondrial proteins.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Polaritat und funktionelle Kompartimentierung sindyrundlegende Konzepte
eukaryontischer Zellen. Der aktive Transport vorsikeln, Proteinen und mRNA entlang
des Zytoskeletts ist ein wichtiger Bestandteil der Etablierung und Aufrechterhaltung
einer zellularen Polaritatsachse. Wstilago maydisist das RNA-bindende Protein Rrm4
am Mikrotubuli-abhéngigen mRNA-Transport spezifischTranskripte wéahrend der
Filamentbildung beteiligt. Dieser Transportprozesswichtig fur das polare, filamentdse
Wachstum und die Pathogenitat des Pilzes. Der ¥enon Rrm4 fuhrt zu erhéhtem
bipolarem Wachstum und einer gedrungenen Filamepimotogie. Die eigentliche
zellbiologische Funktion dieses mRNA-Langstreckamsportes ist noch weitestgehend
ungeklart. In dieser Arbeit wurden, basierend auntrdifferentiellen Proteom-Analyse
zwischen Wildtyp- undrrm4A-Filamenten, sieben differentiell exprimierte Pnoge
identifiziert. Ihre funktionelle Analyse sprichtrfigine Beteiligung des Rrm4-abhéngigen
MRNA-Transportes an der Sekretion eines Zellwarithabndem Enzyms und der
Biogenese von Mitochondrien. Die Deletion vom4 resultierte in einer intrazelluléaren
Akkumulation der Endochitinase Cts1, wobei weder slibapikale Lokalisation noch die
Aktivitat der Ctsl beeintrachtigt wurde. Zudem Bégte eine FISH-Analyse dietsl
MRNA als direktes Ziel-Transkript von Rrm4 und diareicherung der Ctsl konnte auf
einen Defekt in der Sekretion varm4A-Filamente zurtckgefuhrt werden. Des Weiteren
wurde anhand von drei differentiell exprimierten tdthondrienproteinen inrm4A-
Filamenten eine Dysfunktion identifiziert, welcheichs in einer gesteigerten
mitochondriellen Superoxid-Produktion auf3erte. Uraitere Einblicke in den mRNA-
Transport zu gewinnen, wurde eine Lokalisationsstutes Poly-(A)-bindende Proteins
(Pabl) durchgefuhrt. In Wildtyp-Filamenten ko-ldkadrte Pabl mit Rrm4in vivo, in
pendelnden Partikeln. Interessanterweise wurdenrrmd4A-Filamenten keine sich
bewegenden Pabl-Partikel detektiert. Folglich bilkem4 die Haupttransporteinheit des
MRNA-Langstreckentransports in Filamenten. Demeatdend reguliert der Rrm4-
abhangige mRNA-Transport apikale Sekretionsprozessd scheint zusatzlich die

gleichmafiige Versorgung des Protein-Imports inMitechondrien zu steuern.
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2D zwei-dimensional

AS Aminosaure

bp Basenpaar(e)

Cbp Calmodulin-bindendes Peptid

cDNA complementary DNA

CLIP ultraviolet crosslinking and immunoprecipitation
Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinsaure

DIC differential interference contrast

DIGE 2D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis
EJC exon-junction complex

EST expressed sequence tag

FISH fluorescence in situ hybridisation

Gfp (enhanced) green fluorescent protein

GZE Gesamt-Zellextrakt

H20kbid zweifach destilliertes Wasser

kbp Kilobasenpaar(e)

kD Kilodalton

LC-ESI-MS/MS liquid chromatography electrospray ionization tantenass spectrometry
MAPF Membran-assoziierte Proteinfraktion

MIPS Munich Information Center for Protein Sequences
M molar

mM millimolar

UM micromolar

mRNP Boten-Ribonukleoprotein

MUMDB MIPS Ustilago maydis DataBase

MG Molekulargewicht

nt Nukleotid(e)

ORF open reading frame

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR polymerase chain reaction

P Phosphat

p.a. pro analysj Klassifikation der Reinheitsstufe
PA Protein A

pl isoelektrische Punkt

PIA peak-identifying algorithm

RNA Ribonukleinséure

RNP Ribonukleoprotein

ROS reactice oxygen species

RRM RNA recognition motif

SDS Sodiumdodecylsulfat

U unit, Enzymeinheit

UN tiber Nacht

Upm Umdrehungen pro Minute

UTR untranslatierte Region

uv ultraviolettes Licht

wt Wildtyp

ZPF zytoplasmatische Proteinfraktion
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der ModellorganismusUstilago maydis

Der BasidiomyzetUstilago maydis Erreger des Maisbeulenbrandes, dient seit
Jahrzehnten als Forschungsobjekt fur detaillient@lysen der Interaktion des Pilzes mit
seiner Wirtspflanze. Ein essentieller Bestandteit dathogenen Entwicklung bildet der
morphologische Differenzierungsprozess zum polaswaghsenden Filament, dessen
molekularbiologische Regulation ebenfalls intensiFerschung unterliegt (Bolker, 2001;
Brefortet al.,2009; Feldbriigget al.,2004; Kahmann & Kamper, 2004).

Der diphasische Lebenszyklus von maydisunterteilt sich in eine saprophytische
Phase, auRerhalb der Wirtspflanze, und in einadpbe Wachstumsphase. Wahrend der
saprophytischen Lebensphase vermehren sich dieitlapl Sporidien durch Knospung,
welche als einzelne, zigarrenformige Zellen voeieg Durch die Paarung zweier
kompatibler haploider Sporidien wird die sexuelledpathogene Entwicklung des Pilzes
eingeleitet. Dieser Morphologiewechsel steht untder Kontrolle der beiden
Paarungstyploca undb (Bdlker, 2001; Feldbriigget al.,2006). Das vom bi-allelisches
Locus kodierte Pheromon und der Pheromonrezeptonnéi® jeweils von den
entsprechenden Komponenten des kompatibléilels erkannt bzw. stimuliert werden
(Bolker et al., 1992). Durch die gegenseitige Pheromonperzeptiomnkt es zur
Konjugationshyphenbildung der haploiden Sporidierlche sich durch ein gerichtetes
Auswachsen entlang des Pheromongradienten mit ggfdehder Fusion der kompatiblen
Zellen an deren Spitzen aul3ert (Snetselaar & M883). Im Anschluss bildet sich ein
dikaryotisches Filament aus, wenn die beiden fusiten Partner zusatzlich kompatibel im
multiallelischenb-Locus sind. Derb-Locus kodiert fur zwei Homeodoméanen Proteine,
bEast (bE) und bWest (bW), welche sich zu einenerbdimeren Komplex
zusammenlagern und als essentieller Transkripdtsf die Einleitung und
Aufrechterhaltung des Filaments regulieren (Gilisgt al., 1992; Heimelet al., 2010;
Kamperet al.,1995).

Durch gerichtetes, unipolares Spitzenwachstum koesnzur raschen Ausbildung
der dikaryotischen Filamente. Diese besitzen egfei@rte Polaritdtsachse, welche durch
apikales Spitzenwachstum und die basale Akkumuiatan Vakuolen gekennzeichnet ist.
Im spateren Verlauf entwickeln sich die basalen ugddn durch Einzug von Septen zu
leeren Abschnitten (Lehmleet al., 1997; Steinberget al., 1998). Findet dieser
morphologische Differenzierungsprozess auf der s4berflache statt, kommt es unter
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Ausformung von Appressorien dhnlichen StrukturenPenetration der Maispflanze. Nach
der Penetration der pflanzlichen Zellwand wachddn maydis Hyphen zunachst

intrazellular in der Maisepidermis, dabei wird digtoplasmamembran der Wirtszelle
invaginiert und umgibt die Pilzhyphen schlauchatigphlemannet al., 2009; Snetselaar,

1993).

Innerhalb der Pflanze wéachst das dikaryotischentéla tUberwiegend intrazellular
in Form eines sich stark verzweigenden Myzels. IDduktion der Tumore beginnt unter
Laborbedingungen etwa vier Tage nach Infektion uistdgekennzeichnet durch eine
verstarkte Verzweigung und Proliferation der Pilzhgn im Apoplasten (Snetselaar &
Mims, 1994). Im weiteren Verlauf bilden sich innalth von sechs bis zwolf Tagen grol3e
Pilzaggregate in den zellfreien Bereichen des Megtygewebes aus (Dohlemarat al.,
2008b). Die Ausbildung der Tumore beruht auf eiNergrol3erung der Pflanzenzellen
sowie mitotischen Teilungen, die vermutlich durandgiffe in den Phytohormonhaushalt
der Pflanze durctJ. maydisinduziert werden (Ddhlemanet al., 2008a; Kampeket al.,
2006; Reineket al.,2008). Durch Proliferation des Myzels kommt es Ausbildung von
Pflanzengallen, in denen sich nach der Kernfusiendiploiden, sporogenen Hyphen zu
Teliosporen differenzieren (Déhlemaenhal., 2008b; Déhlemanet al., 2008c; Snetselaar
& Mims, 1992; Snetselaar & Mims, 1993). Die Karyoga erfolgt im Tumorgewebe,
dabei fragmentieren die Pilzhyphen, runden sicluadh differenzieren sich zu diploiden
Teliosporen (Banuett, 1995; Banuett & Herskowit29@; Kahmanret al.,2000; Snetselaar
& Mims, 1994). Die Teliosporen sind wegen starkeeldhin-Einlagerung schwarz,
wodurch der Name Maisbeulenbrand gepragt wurde . Spren werden nach Freisetzung
durch Wind, Regen und Tiere verbreitet. In geeignefieuchter Umgebung wird in den
Sporen die Meiose induziert und es entstehen hdgBporidien, so dass der Lebenszyklus
geschlossen wird (Christensen, 1963; Kahmetrad., 2000).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Lebenszyk lus von U.maydis. AuRerhalb der
Pflanze konnen sich die haploiden Sporidien durch Knospung vermehren. Unter den
entsprechenden Umweltbedingungen bilden sich Konjugationshyphen aus und es kommt zur
Paarung der kompatiblen Zellen. Dies fiulhrt zum Morphologiewechsel und zur Entstehung des b-
abhangigen dikaryotischen Filaments. Auf der Pflanzenoberflache bildet der Pilz Appressorien aus,
mit deren Hilfe das Filament in die Pflanze eindringt. Nach der Infektion proliferiert das Myzel und
sogenannte Tumore (Pflanzengallen) entstehen. In diesen werden Sporen gebildet, die durch
Aufplatzen des Pflanzengewebes freigesetzt werden. Diese kénnen unter geeigneten
Bedingungen auskeimen und nach den meiotischen Teilungen entstehen erneut haploide
Sporidien (Abbildung modifiziert nach K&dmper et al., 2006)

0

Proliferation
und Tumorbildung

Ein aktuelles Forschungsgebiet stellt die biotroftteraktion mit der Wirtspflanze
dar. Die genomische Sequenz wnmaydiskodiert nur fir sehr wenige Pfanzenzellwand-
abbauende Enzyme (Kampet al., 2006). Dies ist in Ubereinstimmung mit seiner
biotrophen Lebensweise in der die Wirtszellen nathgetdtet werden. Dennoch beinhaltet
das Genom eine Vielzahl an sekretierten, neuartigéiektoren, welche héufig in
sogenannterGenclusternangeordnet sind (Kampest al., 2006; Mduller et al., 2008).
Wahrend der biotrophen Entwicklung werden die meeistlieser Gene, kodierend fur
sekretierte Effektor-Proteine, hochreguliert. Diel&ion von einem dieser Cluster fihrt zu
einer erhohten Virulenz des Pilzes. Zusatzlich Iteesan Deletionen von vier weiteren
Clustern in verringerter Virulenz und weisen Deéehkih unterschiedlichen Stadien der
pathogenen Entwichlung auf (Kampet al., 2006). Dabei ist noch ungeklart, ob die
Effektoren dem Schutz der Pilzhyphen in der Pflanlzenen oder die Wirtsabwehr
supprimieren (Breforet al, 2009). Ein weiteres sekretiertes Effektorprgt&apl frotein
essential during penetration),list wichtig fur die Penetration der Epidermiszel Der
Verlust von Pepl fuhrt dementsprechend zu einenek@éh der Penetration und I6st eine

starke Pflanzenabwehr aus (Déhlemaen al., 2009). Die Charakterisierung dieser
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Effektorproteine mit dem Ziel der IdentifizierungrdFunktion dieser Effektoren bilden

einen Hauptaspekt dek. maydisForschung.

Neben seiner Eigenschaft als phytopathogener BilsibhU. maydisin den letzten
Jahrzehnten zu einem Modellorganismus etabliert, dam durch mikrobiologische,
genetische, biochemische, zellbiologische und momatische Analysen Grundlagen der
Molekularbiologie studiert werden konnen. Dazu gehdundamentale zellulare Prozesse,
wie z. B. Genomstabilitat und Reparaturmechanisrdggmaltransduktion, Regulation des
Zellzyklus, mitochondriale Vererbung, das Zytoskelsowie Vesikel- und mRNA-
Transport (Basse & Steinberg, 2004; Beehal., 2006; Feldbrigget al., 2004; Holliday,
2004; Kahmann & Kamper, 2004; Kongg al., 2009). Zur Analyse der biotrophen Phase
kann durch eine kunstliche Infektion von Maiskeimgken die Proliferation des Pilzmyzels
und die Bildung der Teliosporen beobachtet werdBilker, 2001). Hierfur wurden
solopathogene, haploide Stamme generiert, welchehdiie Expression eines aktiven b-
Heterodimers in der Lage sind die Pflanze ohneermgk Paarung zu infizieren (Bblket
al., 1995). Fur detaillierte Analysen in der Filamemaoklung wird der Stamm AB33
verwendet, mit dem man die Paarung haploider Sigoridumgehen kann. Dieser
Laborstamm exprimiert ein aktives bE/bW-Heterodimanter Kontrolle des Nitrat-
induzierbaren Promotors £ welcher eine Induktion der Filamentbildung (bee d
Stickstoffquelle im Medium erlaubt (Brachmasen al., 2001). Das daraus resultierende
Filament besitzt im Gegensatz zum naturlich vorkenden dikaryotischen Filament nur
einen Kern, weist jedoch das typische unipolaréz8pivachstum mit am distalen Zellpol
durch eingezogene Septen entstehenden leeren Atbsohauf (Brachmanmt al., 2001,
Schuchardet al., 2005). Fiur die Konstruktion solcher Stamme und FRumktionsanalyse
weiterer Gene stehen fld. maydis mittlerweile eine Anzahl von Resistenzmarkern,
Promotoren und verschiedenste N- und C-terminak@oRsproteine in Kasettensystemen
zur Verfugung (Brachmanret al., 2004; Kamper, 2004). Durch die vollstandige
Sequenzierung und manuelle Annotation des Genom&Jvonaydissind bioinformatische
Ansatze moglich und kdnnen in Kombination mit revegenetischen Analysen
experimentell weitergefihrt werden (MUMDB, http:ifpms.gsf.de/genre/proj/ustilago;
Kamperet al.,2006).
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1.2 Polares Wachstum in filamentdsen Pilzen

Eine Grundvorrausetzung fur Filamentbildung in &hlzist die Fahigkeit zu
hochgradig polarisiertem Zellwachstum. Filament&ke sind neben Pollenschlauchen
und Neuronen die einzigen bisher analysierten gokdischen Zellen, die zu solchem
ausgepragten polarisierten Wachstum fahig sind r($JaR006). Die Ausbildung und
Aufrechterhaltung der definierten Polaritatsachgbt glem filamentésen Pilz seine
charakteristische Morphologie. Die Filamente expewgth an ihrem apikalen Pol und
bilden Septen am distalen Pol aus, welche als mtdek Barriere fungieren (Fischer al.,
2008; Harris, 2006; Steinberg, 2007).

Bedeutende makromolekulare Strukturen des polaresch®fums bilden der
Spitzenkorper und das angrenzende Polarisom, weldree Polaritatsfaktoren beinhaltet
und an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts bigieibt (Sharpless & Harris, 2002). Der
Spitzenkdrper dient als Nachschubplattform fiir Welsund ist fur die gerichtete Sekretion
wéhrend des Wachstums verantwortlich, wobei seo®tiBn mit der Wachstumsrichtung
der Hyphe korreliert. Er befindet sich direkt inr dgikalen Wachstumskegel und enthalt
sowohl exozytotische wie endozytotische Versikde(& & Bartnicki-Garcia, 2001; Harris
et al., 2005). Fur das Wachstum bendétigte Enzyme und Zelimaterial werden in
spezialisierten Vesikeln, wie z. B. den Chitosomébger Langstreckentransport dem
Spitzenkorper zugefihrt. (Bartnicki-Garcia, 2006guelImeet al., 2007). Des Weiteren
mussen fur die Aufrechterhaltung der Polaritatsacheh Signal- und Landmarkenproteine

zur Hyphenspitze transportiert werden (Harris, 2@éinberg, 2007).

Ein entscheidender Aspekt des polaren Wachstumslast aktive Lang- und
Kurzstreckentransport durch die molekularen Motok&nesin, Dynein und Myosin,
entlang des Mikrotubuli- und Aktin-Zytoskeletts. $azytoskelett bildet ein hoch
geordnetes Netzwerk aus und steht in Verbindung dait Protein-Komplexen an der
Hyphenspitze. Das Aktin-Zytoskelett ist essenti@il polares Wachstum, wohingegen das
Mikrotubuli-Zytoskelett eher eine Rolle bei der Rigng und Geschwindigkeit spielt
(Fischeret al., 2008; Harris, 2006; Riquelmet al., 2007; Steinberg, 2007). Es konnte
gezeigt werden, dass der Verlust des MikrotubuteZleletts zu einer Destabilisierung der
Position des Spitzenkorpers fuhrt, was sich phimsth in einer abnormalen
Filamentbildung &uRert. Damit in Ubereinstimmundnrfiin Aspergillus nidulansdie
Deletion des konventionellen Kinesin-kodierendenn&&inA zu einer signifikanten
Reduktion des filamentdsen Wachstums (Requetrel., 2001; Seileret al., 1997). Diese
Beobachtungen konnten . maydisbestatigt werden, da auch hier eine Beteiligung de

5
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Zytoskeletts mit assoziierten molekularen Motoren BEndozytose sowie Signalproteinen
am polaren Wachstum nachgewiesen werden konnteAliesenheit des konventionellen
Kinesins Kinl fuhrt zu verkirzten Filamenten undezoer gesteigerten Anzahl an bipolar
auswachsenden Hyphen (Fuddtsal., 2005; Schuchardét al., 2005; Wedlich-Sdldneet
al., 2000). Zusatzlich konnte hier zum ersten Mal ineei Pilz eine Beteiligung des
MRNA-Langstreckentransportes an dem Morphologies@chum Filament nachgewiesen
werden (Koniget al.,2009).

1.3 mRNA-Transport und lokale Translation in héheren Eukaryonten

Die Polarisierung und funktionelle Kompartimentiegu sind wesentliche
Bestandteile der Differenzierungs- und Entwicklyrggesse einer funktionsfahigen
Eukaryontenzelle. Hierfir ist es notwendig, diesebredensten Bestandteile einer Zelle zu
definierten zytoplasmatischen Kompartimenten, Oeflan und Membranbereichen zu
sortieren. Auf diese Weise konnen in diesen sublZe#n Bereichen spezialisierte
biologische und regulatorische Zellfunktionen auggeverden (Nelsoert al.,2003). Dabei
ist ein effizienter Mechanismus die lokale Translatnach mRNA-Lokalisation, die eine
oOrtliche und zeitliche Regulation der Proteinexpr@s gewahrleistet. Hierdurch kann eine
subzellulare Fehllokalisation von Proteinen verkmdverden (Becalska & Gavis, 2009;
Holt & Bullock, 2009). Eine Vielzahl an verschie@gnbiologischen Funktionen beruht auf
den unterschiedlichsten molekularen MechanismemuNA-Lokalisation (St Johnston,
2005). Meistens liegt der mRNA-Lokalisation ein ia&t mRNA-Transport zu Grunde,
wobei der Transport entlang des Aktin- oder MikmilirZytoskeletts erfolgt und
dementsprechend als Kurz- oder Langstreckentranspezeichnet wird. Die dabei
transportierten mMRNAs besitzetis-aktive Elemente, welche die Information fir den
Transport beinhalten. Diese Sequenzen werden voi-iithblenden Proteinen erkannt und
gebunden (Jambhekar & DeRisi, 2007). Durch die #usanlagerung von mRNAs, RNA-
bindenden Proteinen und assoziierten Faktorenet@stgroRe Boten-Ribonukleoprotein-
Komplexe, sogenannte mRNPs (Jansen, 2001; St doh2€05). Mittels Adapterproteinen
werden die mRNPs mit molekularen Motoren verkniipidl aktiv entlang des Zytoskeletts
zum Bestimmungsort transportiert (Tekotte & Daw§02; Vale, 2003). Wahrend des
Transportprozesses wird die Translation haufig hidranslationsinhibitoren unterdriickt.
Nach Ankunft der mMRNPs am Bestimmungsort wird dRNA abgeladen, verankert und
die Inhibierung der Translation durch lokale KimaseifgehoberfHuttelmaieret al., 2005;
Paquin & Chartrand, 2008).
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In héheren Eukaryonten dienen migrierende Zellen cqalte Modellsysteme zur
Untersuchung des aktiven Aktin-abhangigen mRNA-Spamnts (Rodriguezt al., 2008).
Die Lokalisation vonf3-AktinmRNA in Lamellipodien von Fibroblasten fuhrt zu &b&r
Aktin-Polymerisation, Zellpolaritat und gerichtet®ewegung (Condeelis & Singer, 2005).
Dascis-aktive Lokalisationselement befindet sich in deuBtranslatierten Region (3'"UTR)
und ist fur die Lokalisation del3-AktininRNA essentiell (Kislauskigt al., 1993). Das
RNA-bindenden Protein ZBPZipcode-binding protein)lwird fur den Transport bendtigt
(Rosset al., 1997) und inhibiert gleichzeitig die TranslatiodUttelmaieret al., 2005).
Durch die lokale Phosphorylierung von ZBP1 durah Kinase Src wird die Repression der
Translation aufgehoben (Huttelmartr al., 2005). Entsprechend konnte eine Uberwiegend
lokale Translation am Bestimmungsort nachgewieserden (Rodrigueet al.,2006). Die
3-AktinmRNA ist nicht das einzige lokalisierende Transkiip migrierenden Zellen. Es
konnten verschiedene mRNAs, kodierend fir Mot#ipébteine, mit der Konsensus-

Sequenz deB-AktinLokalisationselementes identifiziert werden (Shiestaet al.,2001).

Der aktive Transport entlang des Mikrotubuli-Zytekkts gehort zu den am
haufigsten vorkommenden mRNA-Transportmechanisnmehwird durch die molekularen
Motoren Kinesin und Dynein vermittelt, wobei Kinediauptsachlich zum Plus-Ende und
Dynein zum Minus-Ende der polarisierten Mikrotubwinsportieren (Hirokawa & Noda,
2008; Tekotte & Davis, 2002). Es konnte anhand relrech-auflosenden FISH-Analyse
(high-resolution fluorescent in situ hybridizatjogezeigt werden, dass wahrend der friihen
Embryogenese des ModellorganismbDsosophila melanogastei71% der exprimierten
MRNAs eine distinkte subzellulare Lokalisation aeifsen (Lecuyeet al.,2007). Intensive
Analysen der vier Transkriptgurken (grk), bicoid (bcd), oskar (osk und nanos (nog
ergaben neue Erkenntnisse nicht nur Uber den Mexhas der mRNA-Lokalisation,
sondern auch Uber die Entstehung entwicklungsspelaér Asymmetrien (Becalska &
Gavis, 2009). Die Korperachsen des Embryos werddrorns wahrend der Oogenese
angelegt, wobei mRNA-Lokalisation und Translatiam#kolle essentielle Funktionen
einnehmen (Johnstone & Lasko, 2001; Riechmann &uSgsn 2001). Zur Ausbildung der
anterior-posterior Kérperachse lokalisieren thedmRNA anterior undosk und nos
MRNAS posterior in der Oozyte (St Johnston, 208&calska & Gavis, 2009). Der aktive
Transport deroskmRNA entlang des Mikrotubuli-Zytoskeletts wird @ib&hcl, die
schwere Kette des Kinesins, vermittelt (Clatlal.,1994; St Johnston, 2005). Dabei konnte
in Oozyten beobachtet werden, dassadikmRNA in kleinen zytoplasmatischen Partikeln

akkumuliert und manche mittels Khcl entlang der riglilkbuli transportiert werden. Diese
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MRNPs bewegen sich allerdings in alle Richtungeh emer schwachen Tendenz in
Richtung posterior. Dieses Ergebnis widerspricht plestulierten Modellvorstellung von
hoch-polarisierten Mikrotubuli mit konzentrierteniMs-Enden anterior und Plus-Enden
posterior, d.h. das Mikrotubuli-Zytoskelett schaiitht so stark polariert zu sein wie bisher
angenommen (St Johnston, 2005; Steinhauer & Kaidet006; Zimyaninet al., 2008).
Dennoch kénnte es sich auch um einen indirektemuosenhang zwischen Khcl und der
Lokalisation detoskmRNA handeln, da Kinesin fur die posterior Lokatien von Dynein
zustandig ist (Brendzet al., 2002; Palacios & St Johnston, 2002). Mehrere Fehktgind
an der asymmetrischen Lokalisation dskmRNA beteiligt, wie z. B. die hnRNP-Proteine
Hrp48, Squid (Sgd) und Glorund (Glo) (Huyahal.,2004; Martinet al., 2003; Zimyanin
et al., 2008). Eine Vielzahl an molekularen Funktionen degr von unterschiedlichen
hnRNP-Proteinen ausgefihrt, wobei diese meistemsdgmamisch mit mMRNAs assoziiert
sind (Dreyfusset al., 2002). Des Weiteren ist dexon-junction comple(EJC) wichtig.
Dieser besteht aus den Proteinen Mago nashi, YE4A#I und Barentz. Mutationen in
diesen Komponenten fihren zur Mislokalisation agemRNA (Hachet & Ephrussi, 2001,
Palacioset al., 2004). Der EJC wird wahrend des SpleiRens rektutied markiert die
gesplei3te Stelle der mRNA. Fur deskmRNA wurde gezeigt, dass das erste Intron
wichtig fur die posterior Lokalisation der Trangke ist (Hachet & Ephrussi, 2004).
AulRRerdem ist das dsRNA (Doppelstrang-RNA)-bindeRdetein Staufen (Stau) wahrend
der ganzen Oogenese mit a@sikmRNA assoziiert (Jenngt al., 2006; St Johnstoet al.,
1991) und wird fur deren Translations-AktivierungduVerankerung am posterioren Pol
bendtigt (Micklem et al., 2000). D. h. die dynamische und zeitliche Abfolder
Zusammensetzung von mMRNP-Komplexen, gepragt durghleils, Kernexport-,
Lokalisierungs- und Translationsfaktoren, ist dieorMussetzung fur die spatere
Lokalisation der Ziel-mRNA (Moore, 2005; Tange al., 2004). Interessanterweise weist
der Mikrotubuli-abhdngige mRNA-Transport in Neurondenselben Mechanismus auf,
wobei die lokale Translation einen wichtigen Bedtail fur das Wachstum von Axonen
wahrend der Neuronenentwicklung, der Synapsenéwiste und auch in ausgereiften
Neuronen darstellt (Lin & Holt, 2007). Diese Bempi demonstrieren die Komplexitat des
aktiven mRNA-Kurz- und Lang-Streckentransportessi@and auf der Bedeutsamkeit
dieses Mechanismus wahrend der Entwicklung undlifielfenzierung befindet sich dieses
Themenfeld weiter im Fokus aktueller Forschung.
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1.4 mRNA-Transport in Pilzen

In Saccharomyces cerevisid@nnten mehrere Transkripte identifiziert werden,
welche Uber den aktiven mRNA-Transport zur Knospe ZElle gelangen (Aronost al.,
2007; Shepareét al.,2003), wobei einige zusatzlich in direkter Verhindg mit dem RNA-
bindenden Protein She2p identifiziert wurden (Oefér et al., 2007). Diese mMRNAs
kodieren fir Proteine mit verschiedensten subzekum Bestimmungsorten, wie z. B. der
Plasmamembran, den Mitochondrien, dem endoplasthatis Retikulum (ER), dem
Zytoplasma oder dem Nukleus (Aroncet al., 2007; Shepardet al., 2003). Die
asymmetrische Lokalisation dieser Transkripte kenatloch nur fir wenige mRNAs mit
dem Bestimmungsort und der Funktion des kodiertestelns in Verbindung gebracht
werden. Das am Besten untersuchte Beispiel fuvektmRNA-Transport ist didSH1
(asymmetric synthesis of HQokalisation wahrend des Paarungstyp-WechselsgDal.,
2007; Paquiret al., 2007; Mulleret al., 2007; Zarnack & Feldbriigge, 2007; Zarnack &
Feldbrigge, 2010). Wahrend der Zellteilung akkueruli das Transkript des
Transkriptionsrepressors Ashlp nur im Nukleus deshierzelle, wodurch die Expression
der HO-Endonuklease reprimiert und der Paarungdfgphsel in der Tochterzelle
unterdruckt wird (Takizawat al.,1997; Longet al.,1997). She2p erkennt als Homodimer
vier Lokalisationselemente in d&SHEMRNA, drei in der kodierenden Sequenz und eine
im Uberlappenden Bereich der 3'UTR (Béhhkl.,2000; Chartranét al.,2002; Longet al.,
2000; Niessinget al., 2004). Das Adapter-Protein She3p verbindet Sheipt seiner
MRNA-Fracht mit dem Typ-V Myosin Myo4p, dem mole&rdn Motor dieses Transports
(Bohl et al., 2000; Longet al., 2000). Dieser Komplex bestehend aus She2p, Shed@p u
Myo4 wird She-Maschinerie oder aucllogasome” genannt und ist essentiell fur die
asymmetrische Lokalisierung von allen an der Knos$pialisierenden Transkripten
(Chartrandet al., 2001; Sheparet al., 2003). Wahrend des Transportprozesses wird die
Translation der Transkripte inhibiert, wobei diekhbsationselemente in d&SHEMRNA
nicht nur fr den Transportprozess, sondern aucHi@iRegulation der Translation wichtig
sind (Guet al.,2004). Das Zusammenspiel der RNA-bindenden Pret8he2p, Pufép und
Khd1p fuhrt zur Inhibierung der Translation. DiedBphorylierung von Khd1lp durch die
Membran-standige Kinase Ycklp fuhrt zur Redukti@en BRNA-bindenden Kapazitat von
Khd1lp (Paquiret al.,2007) und resultiert in der lokalen TranslatiomVASH1(Muller et
al., 2007; Paquin & Chartrand, 2008). Interessantervgibt es Anhaltspunkt flr einen
Ko-Transport von lokalisierten mRNAs und dem ER Zeflspitze (Aronovet al., 2007,
Schmidet al.,2006).
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Auch in dem humanpathogenen Riandida albicankonnte ein She3-abhangiger
MRNA Transport charakterisiert werden. Dieser aktmRNA-Transport entlang des
Aktin-Zytoskeletts bringt spezifische Transkript@erseits zur Tochterzelle, wahrend der
Teilung, und andererseits zur Hyphenspitze (Elsbml., 2009; Zarnack & Feldbriigge,
2010). Mittels einer Immunoprazipitation von SheGrgen 31 Transkripte in knospenden
Zellen und 38 Transkripte in induzierten Hyphennttfeziert, welche in die zellularen
Prozesse Mitose, Dynamik des Zytoskeletts, Zelhgéka Transkription, molekularer
Transport und Regulation, Virulenz und Zellwandstmo und -funktion eingeordnet
werden konnten. Zusatzlich reguliert der She3-abiggnmRNA-Transport wahrend des
hefeartigen Wachstums und in Hyphen die assymb#ri¢okalisation deASHEMRNA
(Elsonet al., 2009). Diese Analysen deuten daraufhin, dass ##&inAabhé&ngige mRNA-

Transport wichtig fur die lokale Expression in Ri@nten ist.

1.5 Mikrotubuli-abhangiger mRNA-Transport in  U. maydis

Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre zeidéss, fir das polare Wachstum
von U. maydisneben dem Transport von Vesikeln auch der aktivé&NmRransport eine
wichtige Funktion einnimmt. Basierend auf einememsvgenetischen Ansatz wurde die
Beteiligung des RNA-Erkennungs-Motiv (RRMRNA recognition mofif enthaltende
Protein Rrm4 an der Entwicklung zum dikaryotisch@lament aufgedeckt. Die Deletion
von rrm4 resultiert in einem Defekt der Filamentbildung und einer verringerten
Pathogenitat des Pilzes (Bedttt al., 2005). Die hefeartig wachsenden Sporidien zeigen
hingegen keinen veranderten Phanotypen, was aefsgiezifische Funktion von Rrm4 in
der posttranskriptionellen Regulation wahrend démmentésen Wachstums hindeutet
(Becht et al., 2005; Feldbruggeet al., 2008). Die Abwesenheit von Rrm4 fihrt zu
Filamenten mit verlangsamtem Spitzenwachstum, weelolcht in der Lage sind, am
distalen Pol Septen und damit leere Abschnitte udilgen, wodurch sie eine verkirzte,
gestauchte Morphologie aufweisen. Des Weiteren kbmsnzu einer charakteristischen

Erhéhung von bipolar auswachsenden Filamenten @{jb.

Rrm4 beinhaltet drei N-terminale RRM-Domanen mtegifir ELAV- embryonic lethal
abnormal vision Proteine typischen Anordnung und eine C-terminddelemoiselLE-
Domane (MLLE, Protein/Protein-Interaktions-Domafméher als PABC-Domane
bezeichnet; (Beckhdt al.,2005). Die RRM-Doméne enthalt zwei konserviertecRme,
RNP1 und RNP2, welche mit der gebundenen RNA initteltbarem Kontakt stehen
(Mariset al.,2005). Die MLLE-Domane ist eine kennzeichnendef@atnale Doméane des

eukaryotischen Poly-(A)-bindenden Proteins. Siddiibine Peptid-Bindetasche aus,
10
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welche fir eine direkte Interaktion mit PAM2-Domartgeinhaltenden Proteinen essentiell
ist (Kozlovet al.,2004; Kozlovet al.,2010).

Die Analyse der subzellularen Lokalisation von Rra®lgte, dass das Protein in
Partikeln akkumuliert, welche bidirektional entladgs Mikrotubuli-Zytoskeletts pendeln
(Abb. 2A). Diese Rrm4-beinhaltenden Partikel bewegjeh mit hoher Prozessivitat zu den
Zellpolen, wobei sie die Richtung ohne sichtbareazgerung wechseln (Beclet al.,
2006). Die MLLE-Domaéane ist essentiell fur die Bitdpund den Transport der fahrenden
Partikel, da Mutationen in der Peptid-Bindetasclia Zunktionsverlust von Rrm4 und zur
Akkumulation von grof3en, statischen Partikeln fahr2usatzlich ist der aktive Transport
entlang des Mikrotubuli-Zytoskeletts wichtig furedFunktion, da in Abwesenheit des
konventionellen Kinesins Kinl keine Rrm4-abhéangigeRNP-Bewegung stattfindet.
Ebenso fuhrt der Verlust der ersten beiden RRM-Dwn&um Funktionsverlust, obwohl
die pendelnde Bewegung der Rrm4-abhangige Paxtikgerhin zu beobachten ist (Becht
et al.,2006).

Fur die Identifizierung moglicher Ziel-RNAs wurdédn vivo CLIP-Technologie
(CLIP, ultraviolet crosslinking and immunoprecipitatipmngewendet, wobei durch die
Bestrahlung mit UV-Licht in direktem Kontakt zuemder stehende Proteine und
Nukleinséduren kovalent kreuzvernetzt werden (Denr2806; Uleet al., 2005; Uleet al.,
2003). Mit dieser Methode konnten etwa 50 poteletigiel-mRNAs von Rrm4 identifiziert
werden, welche fir Proteine kodieren, die in demkfiwnellen KategorienProtein
synthesis, Protein fate, Protein with binding fuoctor cofactor requirement, Cell fate,
Developmentund Cell type differentiationsignifikant angereichert waren. Desweiteren
konnte ein CA-reiches Motiv als potentielle Binddigt identifiziert werden (Konigt al.,
2009). Zur Bestéatigung der identifizierten Ziel-mR& von Rrm4 wurden zwei
unabhangige Analysen durchgefihrt. Einerseits koimtsitu mit einer FISH-Analyse
(fluorescence _in_sitthybridizatior) die Lokalisation der identifiziertemho3mRNA in
zytoplasmatischen Partikeln beobachtet werden, wdlee Bildung der Partikel in der
Abwesenheit von Rrm4 signifikant reduziert war. Arefseits wurdén vivo dasiAN-Gfp-
Reportersystem angewendet, welches auf der Expressies heterologen RNA-bindenden
Proteins fusioniert mit Gfp und einer Insertion dmstsprechenden heterologen RNA-
Motivs in das zu untersuchende Transkript basiBertfand et al., 1998; Daigle &
Ellenberg, 2007). Mit Hilfe dieses Systems wurdereizder identifizierten Ziel-mRNAs,
ubil- undrho3-mRNA, in bidirektional beweglichen Partikeln vialiiert und mit Rrm4

kolokalisiert (Koniget al.,2009). Zur Kontrolle wurde dimfal:mRNA verwendet, welche
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signifikant weniger pendelnde Partikel bildete. Wdiin ist die 3’'UTR deubil-mRNA
mit ihrem CA-reichen Motiv ausreichend, um die Amzder beweglichen Partikel und die
Prozessivitat demfal:-mRNA zu steigern. Dementsprechend erflllt das €&he Motiv
die Kriterien einercis-aktiven Sequenz, welche den Rrm4-abhangigen mRN#sport
vermittelt. Diese Analysen bestéatigten, dass Rrmid den Mikrotubuli-abhangigen
Transport bestimmter Transkripte im Filament veramtlich ist. Die Funktion dieses
aktiven Langstreckentransports bestimmter mRNAsiiekiosen Filament ist jedoch noch

nicht aufgeklart.

1.6 Proteomanalyse zur Charakterisierung der Funktion vwn Rrm4 in
Filamenten

Zur Aufklarung der Funktion des aktiven Rrm4-abhg§eg Transports wurde
parallel zu den vorher aufgefiihrtem vivo-Analysen eine differentielle Proteom-Analyse
von Wildtyp- undrrm4A-Filamenten durchgefihrt. Fir diese Untersuchungdem acht
Stunden induzierte Filamente der Stamme AB33 un@3kBn4A verwendet und anhand
einer fraktionierten 2D-SDS-Gelelektrophorese asialy ((Bechtet al., 2006; Brachmann
et al., 2001; Diplomarbeit J. Koepke, 2005). In der Menmbagsoziierten Proteinfraktion
wurden in diesen Vorversuchen deutliche Untersehigetektiert, worauf diese Protein-
Fraktion mit der 2D-DIGE-TechnologiD Fluorescence Difference Gel Electrophoresis
GE Healthcare) erneut untersucht wurde. Das Vetmaiscmehrerer Proben minimiert
dieser Technik die Gel-zu-Gel-Varianz und durch d#nsatz eines internen Standards
erhoht sich die Genauigkeit der relativen Quanéfimng (Albanet al., 2003; Unluet al.,
1997; Westermeier & Scheibe, 2008). Hierzu wurdeie dlembran-assoziierten
Proteinextrakte aus AB33- und AB33rridFilamenten in jeweils drei biologischen
Replikaten kovalent mit den Fluoreszenzfarbstoff@yDye3 Cy5 und Cy3 nach der
Minimalmarkierungs-Methode markiert. Der interner®tard wurde zu gleichen Anteilen
aus diesen sechs Proteinextrakten gemischt undCwpflt markiert (Gadeet al., 2003;
Westermeier & Scheibe, 2008). Die Cy2-, Cy3- undb-Garkierten Proteinproben der
biologischen Replikate wurden jeweils in drei uréatdigen Gelen ko-separiert. Bei einer
festgelegten Grenze von mindestens 2,5-facher Methiferenz
(Signifikanzniveau/lrrtumswahrscheinlichkeit p <00, Student’s t-Test) wurden zehn
differentiell exprimierte Protein-Spezies aus ukt)ef600 zugeordneten Protein-Varianten
detektiert DeCyder 2D Differential Analysis Version 6.0 SofeyaGE Healthcare). Die
zehn Protein-Spezies zeigten eine 3-15-fache velddengendifferenz (Diplomarbeit J.

Koepke, 2005; Abb. 2A und B). Fir eine massenspaiatrische Analyse zur
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Identifizierung der Protein-Spezies wurden prapeeaD-Gele angefertigt, welche mit
dem Fluoreszenzfarbstoifeep Purple(GE Healthcare) angefarbt wurden. In Kooperation
mit Prof. Dr. K. Lingelbach und Dr. J. Nyalwidhe hifpps-Universitat Marburg,
Fachbereich Biologie, AG Parasitologie) konnten é@tein-Spezies identifiziert werden
(Diplomarbeit J. Koepke, 2005; Abb. 2B und C; Spezir.1: uml1151probable RPS19B
ribosomal protein S1Nr.4 und 6: um1041%ndochitinase Ct9l

Die Endochitinase Ctsl wurde anhand von zwei Rréfarianten identifiziert
(Abb. 2B und C; Nr. 4 und 6). Beide zeigten einéhrmas drei-fach erhéhte Proteinmenge
in der Membran-assoziierten Proteinfraktion vom4A-Filamenten. Chitinasen sind
degradierende Enzyme und hydrolysieren [ghg,4-glykosidischen Bindungen zwischen
den N-Acetyl-D-Glukcosamin  Einheiten (2-Acetamida@@soxy-D-glucopyranose,
GIcNACc) des Chitins. Das unverzweigte Homopolyméiti@ ist neben der Zellulose das
verbreitetste Biopolymer der Erde. Chitin bildetndélauptbestandteil der pilzlichen
Zellwand und des Exoskeletts von Athropoden. DiéiGdsen sind in vielen Organismen
vertreten, dazu gehoren Viren, Bakterien, Pilzegkten, Pflanzen und Tiere. Dabei fihren
diese glykolytischen Enzyme verschiedenste Funldigs In Bakterien dienen Chitinasen
zur Nutzung von Kohlenhydraten und Energie aus i€hiftVvang & Chang, 1997)
Pflanzliche Chitinasen sind beteiligt am Abwehriv@dsmus gegen pilzliche Pathogene
und sind zusatzlich wichtig fur die Entwicklung deflanze (Kasprzewska, 2003). Die
meisten Pilze kodieren fur mehrere Chitinasen. Dadtedie Funktion von Chitinasen in

Pilzen ist noch weitestgehend ungeklart.

Uberraschenderweise konnte die hochste Expressifamedz bei einem ribsomalen
Protein identifiziert werden (Abb. 2B und C; Nr. Das ribosomale Protein Rps19 gehort
zur 40S Untereinheit des Ribosoms. Die hier detetetil5-fache Anreicherung von Rps19
in der Membran-assoziierten Proteinfraktion konatéd eine extra-ribosomale Funktion

dieses Proteins hindeuten.

In der differentiellen Proteom-Analyse konnte dudid Abwesenheit von Rrm4 ein
Expressionsunterschied von 6% der in dieser Fraldetektierten Protein-Spezies erkannt
werden. Folglich koénnte die Identifizierung der tieken Protein-Kandidaten weitere
Hinweise zur Funktion des Rrm4-abhangigen mRNA-$pamntes und zur Aufklarung des

rrm4A-Phénotyps beitragen.
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DIC
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AB33rrm4G

AB33rrm4A

rrm4 rrm4A

Abbildung 2: Die 2D-DIGE-Proteom-Analyse identifizi ert zehn Protein-Varianten mit
veranderter Protein-Menge in  rrm4A-Filamenten. (A) Die Deletion von rrm4 fuhrt zu gestértem
filamentdsem Wachstum. Darstellung von DIC- (differential interference contrast) und
Fluoreszenzaufnahmen von acht Stunden induzierten Filamenten der Stamme AB33rrm4G und
AB33rrm4A. Diese Stamme exprimieren Rrm4 C-terminal fusioniert mit eGfp oder beinhalten eine
Deletion von rrm4. Der schwarze Pfeil markiert die leeren Abschnitte mit eingezogenem Septum,
und die weil3en Pfeile zeigen Rrm4-beinhaltende mRNPs an. Die Wachstumszone der Hyphen ist
mit Sternchen markiert. GroRenmalfistab = 10 um. (B) Das Cy2-Bild der DIGE-Analyse
reprasentiert den internen Standard der Membran-assoziierten Proteinfraktion (GréRenmarker auf
der linken Seite, pH-Gradient oben). Die mit nummerierten Pfeilen versehenen zehn Protein-
Varianten zeigen einen mehr als 2,5-fachen Unterschied in der Proteinmenge auf. Die rot
dargestellten Protein-Varianten 1, 4 und 6 wurden im Vorfeld dieser Arbeit bereits identifiziert
(siehe Diplomarbeit J. Koepke, 2005). (C) Darstellung von vergréRerten Gelausschnitten eines
Cy5- und Cy3-Bildes der DIGE-Analyse. Markierung der als Endochitinase Ctsl und des
ribosomalen Proteins, Rps19, identifizierten Protein-Varianten Nr. 1, 4 und 6 (siehe Diplomarbeit J.
Koepke, 2005).
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Das RNA-bindende Protein Rrm4 vermittelt den Mikitmili-abhangigen Transport
bestimmter Transkripte im infektibsen Filament Mdn maydis Dieser Rrm4-abhangige
Langstreckentransport ist an der Ausbildung deafétsachse beteiligt, und der Verlust
von Rrm4 fuhrt zu beeintrachtigter Filamentbildunepd reduzierter Virulenz. Der
differentielle Proteom-Ansatz im Vorfeld dieser Aiblieferte erste Eindricke in die
molekularen Ursachen desm4A-Phanotyps. Den Schwerpunkt dieser Arbeit bildeee d
Bestéatigung der beiden identifizierten Protein-¥aten der Endochitinase Ctsl mit
anschlieBender zellbiologischer Charakterisierwfei die subzellulare Lokalisation und
eine Funktionsanalyse die Verbindung zu Rrm4 und diamit verbundenen
Filamentbildung klaren sollten. Folglich kbnntesésh bei dects::mRNA um ein direktes
Ziel-Transkript dieses mMRNA-Langstreckentranspazpsses handeln, deren lokale
Translation fur die Sekretion und die damit verbeme Hyphenmorphologie wichtig sein
konnte. Hier kbnnte eine Lokalisierung degs1mRNA mittels FISH-Analyse und eine
Lokalisationsanalyse des kodierenden Proteins Aliss Uber eine direkte Verbindung
mit Rrm4 ergeben. Des Weiteren sollten diese Amalydie Erhéhung der Proteinmenge

von Ctsl innrm4A-Filamenten auklaren.

Die starke Erhohung des ribosomalen Proteins Rpddi®tet auf eine extra-
ribosomale Funktion des Proteins hin. Dementspreth®nnte Rps19 mit der humanen
Erkrankung der Diamond-Blackfan-Andmie (DBA) in Yerdung gebracht werden. Es
konnte gezeigt werden, dass Rpsl1l9 wichtig fur friHe&matopoetischen
Zelldifferenzierungen ist, wobei die eigentlichenktion noch weitestgehend unaufgeklart
ist (Flygareet al, 2004). Eine zellbiologische Analyse von Rpslarké erste Hinweise

fur eine Membran-standige Funktion liefern.

Zusatzlich sollte die ldentifizierung der verblenden differentiell exprimierten
Protein-Varianten erfolgen. Des Weiteren sollten Rahmen dieser Arbeit das putative
Poly-(A)-bindende Protein in einer Hefe-Kompleméiotasanalyse als solches bestétigt
und damit funktionell von Rrm4 abgegrenzt werdeasiBrend auf der Annahme, dass das
Poly-(A)-bindende Protein an den Poly-(A)-Anhang 8eUTR vieler, wenn nicht aller,
eukaryotischer mRNAs bindet sollte anhand eineridrusnit Fluoreszenzproteinen die
Lokalisation von Pabl in Wildtyp- umdm4A-Filamenten weitere Einblicke in den mRNA-

Transportprozess eroffnen.
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2 Ergebnisse

2.1 Identifizierung der differentiell exprimierten Prot ein-Spezies

Zur weitergehenden Identifizierung der differentiekprimierten Protein-Spezies
aus der DIGE-Analyse wurden praparative 2D-Gele ddembran-assoziierten
Proteinfraktion angefertigt (Diplomarbeit J. KoepR®05; Herstellung siehe Material und
Methoden). Diese Proteinfraktion wurde unter demofjlen Bedingungen wie in der DIGE-
Analyse behandelt und aufgetrennt. Die isoelekigsEokussierung wurde demnach mit
einem immobilisierten pH-Gradienten in einem nithéaren Bereich von pH 3 bis pH 11
durchgefuhrt (Bjellgvistet al., 1982). Die Auftrennung erfolgte anhand einer 1G#nig
SDS-PAGE. AnschlieRend wurde mit dem fluoreszieeanBarbstofDeep Purplegefarbt
(GE Healthcare). Die mit Hilfe debeCydef™ Software(GE Healthcare) zugeordneten
Protein-Spezies wurden aus dem 2D-Gel herausgéstadan Kooperation mit Dr. Florian
Kaffarnik anhand einer LC-ESI-MS/MS-Analyse ideizigrt (LTQ, Thermo Scientific,
Hemel Hempstead, U. K.; siehe Anhang, Material lhethoden). Es konnten sieben
Protein-Spezies zugeordnet und identifiziert wer(leabelle 1). Die drei schon bekannten
Protein-Spezies (Diplomarbeit J. Koepke, 2005; #sekr.1: um1151probable RPS19B
ribosomal protein S19Nr.4 und 6: um10419endochitinase CtslTabelle 1) wurden
bestétigt. Protein-Spezies Nr.2 wurde ebenfallemis Protein-Variante der Endochitinase
Ctsl identifiziert. Weiterhin wurden die Proteine2mges Nr.3, 8 und 10 als putative
mitochondrielle Proteine identifiziert. (Tabelle Afg3-Protease, Atp4 aus Komplex V und
Nuo2 aus Komplex I).

Demnach konnten imm4A-Filamenten, im Vergleich zum Wildtyp-Filament, dre
posttranslationell modifizierte Protein-Variantear &ndochitinase Ctsl (Nr. 3, 4 und 6)
mit drei- bis funf-facher Erhéhung, das ribosomBi®tein Rps19 (Nr. 1) mit 15-facher
Erhéhung und die mitochondrielle Protease Afg3 (®)rmit einer funf-fachen erhéhten
Proteinmenge in der Membran-assoziierten Protditifna identifiziert werden. Im
Gegensatz dazu war die relative Proteinmenge de&srélnheiten Nuo2 (Nr. 8) sechs-fach
und Atp4 (Nr. 10) drei-fach irm44-Filamenten reduziert (Tabelle 1). Zusammenfassend
ergab diese differentielle Proteom-Analyse einem4Rabhangigen Expressionsunterschied
von spezifischen Proteinen, welche an zellularenozéssen wie Translation,
Mitochondrien-Funktion und Zellwandumbau beteikgad. Die drei anderen differentiell
exprimierten Protein-Varianten (Nr. 5, 7 und 9; ABA) konnten entweder in den

praparativen 2D-Gelen nicht zugeordnet oder mittalsssenspektrometrischer Analyse
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nicht eindeutig identifiziert werden. Die identigzten Kandidaten-Proteine wurden im

Verlauf dieser Arbeit genauer analysiert.

A

Cy2 Interner Standard

kD
150

75

50

37

25

Cts1

Afg3

Atp4

Nuo2

rrm4 rrm4A

Abbildung 3: Die 2D-DIGE-Proteom-Analyse identifizi ert zehn Protein-Varianten mit
veranderter Protein-Menge in rrm4A-Filamenten. (A) Das Cy2-Bild der DIGE-Analyse
reprasentiert den internen Standard der Membran-assoziierten Proteinfraktion hergestellt aus
(siehe Abb. 2). Die mit Pfeilen versehenen Protein-Varianten zeigen einen mehr als 2,5-fachen
Unterschied in der Proteinmenge auf. Die zewi Protein-Varianten von Ctsl und das ribosomale
Protein Rps19 wurden im Vorfeld dieser Arbeit identifiziert (siehe Diplomarbeit J. Koepke, 2005).
Die rot dargestellten Protein-Varianten 2, 3, 8 und 10 wurden in dieser Arbeit identifiziert
(GroRenmarker auf der linken Seite, pH-Gradient oben). (B) Darstellung von vergro3erten
Gelausschnitten eines Cy5- und Cy3-Bildes der DIGE-Analyse. Diese Gelausschnitte zeigen die in
dieser Arbeit identifizierten Protein-Varianten: Endochitinase Ctsl (Nr. 2) und die drei putativen
Mitochondrienproteine Afg3-Protease (Nr. 3), Atp4 aus Komplex | (Nr. 8) und Nuo2 aus Komplex |
(Nr. 10).
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Tabelle 1: Auflistung der identifizierten Protein-V ~ arianten aus der 2D-DIGE-Analyse.

rel. Expressions- i
Nr.| Gen unterschied |Student T-test| MW (kDa)| pl |vorhergesagte Genfunktion

1 rps19 14,7 0,0005 17,8 5.07 |probable RPS19B ribosomal protein S19
2 cts1 53 0,0019 54,9 8.20 | endochitinase

N R I I Rl e
4 cts1 41 0,0028 549 8.20 | endochitinase

5 n. i 3,3 0,0047

6 cts1 32 0,01 54,9 8.20 | endochitinase

7 n. i. 30 0,013

probable H+- transporting two-sector

8 atpd =31 0,0052 26 9.82 ATPase chain b precursor, mitochondrial
9 n. i. -3,6 0,0061
10 nuo2 58 0,0007 18,7 6.77 related to nadh-ubiquinone

oxidoreductase 21.3 kDa subunit

Die drei orange hinterlegten Protein-Varianten wurden im Vorfeld dieser Arbeit identifiziert (siehe
Diplomarbeit J. Koepke, 2005) und in dieser Arbeit bestétigt (vorhergesagte Genfunktionen:
MUMDB, http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago; detaillierte Angaben zur massenpektrometrischen
Identifizierung siehe Anhang)

2.2 Sequenzanalyse der Endochitinase Ctsl

In dieser Arbeit konnte eine dritte Protein-VaraiiNr.2) der Endochitinase Ctsl
identifiziert werden. Die zuvor detektierten Pratdarianten (Nr.4 und 6; Diplomarbeit J.
Koepke, 2005) lieRen sich in einer massenspektrisokén Analyse bestatigen (siehe
Anhang). Die Endochitinase Cts1 ist 502 Aminosaulaelg, hat ein Molekulargewicht von
54885,7 Da und einen pl bei 8,2 (um10419; MUMDB,
http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago). Alle dreientifizierten Protein-Varianten wiesen
eine deutliche Erhéhung der relativen Proteinmenge der Membran-assoziierten
Proteinfraktion vonrrm4A-Filamenten auf (siehe Tabelle 1). Die Positionen Erotein-
Varianten im 2D-Gel stimmten mit den berechneterotdtn-Daten Uberein, sie
unterschieden sich untereinander nur durch geritlayeeichungen in ihrem isoelektrischen
Punkt (Abb. 3A und B). Aus den ermittelten Peptidi€h der massenspektrometrischen
Analyse wurde die Protein-Variante Nr.2 anhand velf Peptiden mit einer
Sequenzabdeckung von 33,1% identifiziert, d.h. Kennte eine Identifizierung von
Peptiden des N-, des C-Terminus und mehreren Reptidus der Mitte der
Aminosauresequenz des vorhergesagten Proteins tidetewerden. Bei den Protein-
Varianten Nr.4 und 6 konnten nur 26,2% bzw. 19,386 dollstandigen Aminosaure-

Sequenz identifiziert werden, wobei bei beiden &mVarianten keine Peptide des N-
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Terminus detektiert werden konnten. In der Dipldoedtr wurde, basierend auf einer
Sequenzanalyse, bereits gezeigt, dass Ctsl eineco@l§-Doméne beinhaltet
(http://smart.embl.defGlyco_18 domainPfam: PF00704, AS 115-457, E-value: 1.:58e
(Schultzet al., 1998; Letunicet al.,2004; Letunicet al.,2009), welche charakteristisch fur
Endochitinasen der Glykosyl-Hydrolase-Familie 18 ESne BLAST-Analyse, welche hohe
Sequenzahnlichkeiten zu Mitgliedern dieser Famdies Pilzen und Bakterien zeigte,
bestatigte dieses Ergebnis (Diplomarbeit J. KoepR85). Interessanterweise wurden keine
weiteren Sequenzmotive, wie eine Chitin-bindender ane Zellulose-bindende Domane,
ein N-terminales Signalpeptid oder ein GPI-AnkertMdGlykosylphosphatidylinositol),
identifiziert (Yamazaket al.,2008; Dunkleset al.,2005; Seidkt al.,2005).

A
Hj2
Hj3
o $€3 )
0
Bac3
UmCtst Lb1 Pg2 gy e B
Cn1/2 Af13 Bac4
- Sp1 Bac5 R
AF10 * Bac2 Al/BHK
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; H7 —0.1 P:-' t1
AF1 ' L2 Blants
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72 .
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Abbildung 4: Die Endochitinase Ctsl wird dem Zweig A, den bakteriellen Endochitinasen,
zugeordnet. Darstellung eines unverwurzelten phylogenetischen Baumes berechnet aus 80
stellvertretenden Enzymen der Glykosid-Hydrolase-Familie 18. Représentativ gezeigt sind
Endochitinasen aus Bakterien (Serratia marcescens, Vibrio fisheri and Vibrio harveyi), h6heren
Pflanzen (Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana) und Pilzen (Ascomyceten und
Basidiomyceten; Hintergrund hellgrau und schwarz). Die berechneten Maximum Likelihood
Bootstrap Werte (1000 Perturbationen) sind an den Hauptverzweigungen angegeben (mit
Sternchen sind Werte von lber 90% markiert). Die Lange der Zweige korrespondieren mit der
genetischen Verwandschaft. Die Organismen haben folgende Abkirzungen: Sm, S. marcescens;
Vi, V. fisheri; Vh, V. harveyi; Nt, N. tabacum; At, A. thaliana; Mg, Malassezia globosa; Sc, S.
cerevisiae; Sp, Schizosaccharomyces pombe; Cn, Cryptococcus neoformans, Af, A. fumigatus; Hj,
H. jecorina; Lb, Laccaria bicolor; Pg, Puccinia graminis. Die Zugangsnummern der Datenbank sind
in Material und Methoden angegeben. Die drei putativen Endochitinasen aus U. maydis sind als
UmCtsl (um10419), um06190 und um02758 dargestellt.
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Um mdgliche Genredundanzen zu untersuchen, wurd&oioperation mit Dr.
Dominik Begerow und Ronny Kellner (Ruhr Universit8ochum Abteilung fir
Geobotanik) im Rahmen dieser Arbeit eine phylogeoké Analyse anhand einer
reprasentativen Auswahl von 80 Chitinase-SequedeerGlykosyl-Hydrolase-Familie 18
aus Pilzen, Pflanzen und Bakterien vorgenommerhdgsiaterial und Methoden). Aus
dieser Analyse ging hervor, dass der StammbaunGtdosyl-Hydrolase-Familie 18 sich
in vier monophyletische Zweige aufteilen lasst (Ad). Der Zweig A repréasentiert die
Klasse Il bzw. die bakteriellen Chitinasen, Zwdgdie Klasse V bzw. die pflanzlichen
Chitinasen, und Zweig C beinhaltet eine Gruppe @bitinasen mit ungewohnlich hohem
Molekulargewicht, welche erst kurzlich anhand ein®nalyse von Chitinasen aus
Trichoderma reesefsyn. Hypocrea jecorina klassifiziert wurde (Seidét al., 2005). Der
Zweig D wird aus Basidiomyzeten-spezifischen Glykdsydrolasen der Familie 18
gebildet (Abb. 4). Das). maydis&enom beinhaltet demnach drei Endochitinasen aus de
Glykosyl-Hydrolase-Familie 18 unterschiedlichen pitsigs. Die bakterielle Chitinase
Ctsl wurde dem Zweig A zugeordnet, wahrend sichbéielen anderen vorhergesagten
Chitinasen, um02758 und um06190 (MUMDB), in die yeeB und D gruppierten. Somit
scheintU. maydiskeine paralogen Endochitinasen zu Ctsl zu besidienredundante

Funktionen ausiuiben kdnnten.

2.3 Die Deletion vonctsl hat keinen Einfluss auf das filamentdse Wachstum
und auf die Pathogenitat

Um die Rolle der Endochitinase Cts1l wéahrend derbAdisng des Filamentes zu
untersuchen, wurde eine Deletionsstudie im StammB33A&urchgefihrt. Zusatzlich wurde
ctslim solopathogenen Stamm SG200 deletiert (Boditeal., 1995), um den Einfluss der
bakteriellen Endochitinase auf die Pathogenitatamalysieren. Das Deletionskonstrukt
beinhaltete die Hygromyzin-Resistenz, welche inegirsfi-Kassetten-System zwischen
die stromaufwarts und stromabwarts liegenden Flankan ctsl ligiert wurde (Kamper,
2004; siehe Material und Methoden). Durch homol&gkombination wurde somit der

offene Leserahmen varislvollstandig deletiert.

Die Deletion vonctsl hatte keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalteh die
Morphologie von knospenden Sporidien, d.h. die Ehdmase ist nicht essentiell fur die
Hefe-artige Wachstumsphase vbhn maydis(Daten nicht gezeigt). Nach Induktion des
filamentésen Wachstums in Flissigmedium untersemedich die ctslA-Filamente

deutlich von Wildtyp-Filamenten durch verstarkte ghggatbildung. Die Filamente
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flokkulierten auf der Oberflache des Flissigmediwmd neigten dazu an der Glaswand zu
kleben (Abb. 5A). Die Deletionsfilamente bildetesdem grol3e Aggregate aus, indem sie
mit ihren leeren Abschnitten aneinander hingen €Datnicht gezeigt). Die
Filamentmorphologie, gekennzeichnet durch die leeAdschnitte und die Lange des
Filaments, war jedoch mit dem Wildtyp-Filament Jerghbar, was sich durch
wildtypisches Wachstum auf Aktivkohle-haltigem Feetlium darstellen lie3 (Abb. 5B).
Um die Zellwand-Integritat zu Uberprufen, wurderrsehiedene Stresskonditionen wie
Zellwand-, Salz und osmotischer Stress getestet {@Ic- und NM 1%Glc-Platten mit
50 uM Calcoflour, 2 M Congo Rot, 2% Wasserstoffpedpl M NaCl und 1 M Sorbitol;
Daten nicht gezeigt). Es konnten jedoch weder t@rTeilung von Sporidien noch fur das
Wachstum von Filamenten dedslA-Stammes eindeutige Unterschiede zum Wildtyp
detektiert werden, d.h. im vegetativen Stadium hnmaydiskonnte kein eindeutiger

Zellwand-Defekt in der Abwesenheit der Endochiten@$s1 beobachtet werden.

Die Deletion von ctsl im solopathogenen Stamm SG200 ermdéglichte
Pflanzeninfektionsstudien ohne vorherige Paarung kmmpatiblen Stammen (Bolkext
al., 1995). Die Infektion von sieben Tage alten MaisM&igen deckten keinen Unterschied
in der Pathogenitat zwischen SG200 und SG200cs, da das Verhaltnis der induzierten
Pflanzensymptome und die Tumorrate keine Differezeigten (Abb. 5C).
Zusammenfassend ergab der Verlust von Ctsl einanderung der Hydrophobizitat der
Filamenten-Zellwand, welche jedoch zu keinen Veedmdgen wahrend der Penetration,

der Proliferation in der Pflanze und der Tumorintuk fihrte.
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Abbildung 5: ctslA-Filamente zeigen einen Aggregationsphanotyp in Fli  ssigmedium. (A)
Darstellung des Wachstumsverhaltens von 16 h induzierten Filamenten in Flussigkultur
(Reagenzglas). Analyse folgender Stamme: AB33 (wt), AB33cts1G (cts1G) und AB33ctslA
(cts1h). (B) Aufnahme vom Rand einer Kolonie der Stamme AB33 (wt) und AB33cts1A (ctslA)
getropft auf Aktivkohle-haltigem Festmedium. Nach 24-stiindiger Induktion der Filamente bildet der
cts1A-Stamm wildtypische Filamente aus. (C) Ergebnisse eines Pflanzeninfektionsexperiments mit
den solopathogenen Stammen SG200 und SG200cts1A (zwei unabhangige Stamme). Der Anteil

an Pflanzen mit den typischen Symptomen ist angegeben. Pro Stamm wurden mindestens 110
Pflanzen infiziert.
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2.4 Die cts1-mRNA akkumuliert in Rrm4-abh&ngigen Partikeln

Eine Analyse der subzellularen Lokalisation disl mRNA mit der FISH-Methode
(fluorescent_in_sitthybridizatior) sollte Aufschluss dartber geben, ob diese einekigi
Ziel-mRNA von Rrm4 ist (Koniget al., 2009). Hierzu wurde der Stamm AB33cts1G
generiert, welcher Ctsl mit C-terminaler Fusion w@fp €nhanced version of the green
fluorescence _protejnClontech) unter dem endogenen Promotor exprimizgser Stamm
wurde mittels eines Sfiabhéngigen Kassetten-Systems Uber homologe Rekatiun
hergestellt (Brachmann et al., 2004); siehe Mdtaniad Methoden). Die induzierten
Filamente dieses Stammes zeigten in Flissigkulaimek ctsIA-Phéanotyp, was fur die
Funktionalitat des Fusionsproteins sprach (Abb.. 543 heterologe Kontrolle wurde der
Stamm AB33Rgfp in die FISH-Analyse einbezogen, der die hetegebfp-mRNA unter
dem konstitutiv aktiven Promotok.Rexprimiert (Spelliget al., 1996). Um die Lokalisation
der mRNAs in Abhangigkeit von Rrm4 zu beurteilerurdeen zudem die beiden Stammen

AB33cts1G/rrma und AB33Rsgfp/rrm4A hergestellt.

Um die Expression beider mRNAs zu uberprifen, weteNorthern-Experiment
durchgefuhrt. Es konnten keine Expressionsuntezdehzwischen degfp-Kontroll-mRNA
und dercts1GmRNA detektiert werden. Des Weiteren hatte die mlevonrrm4 in den
kompatiblen Stammen keinen Einfluss auf die Menge @RNAs (Abb. 6A). Fir die
Analyse wurden acht Stunden induzierte Filamenteyesetzt, welche zum optimalen
Vergleich mit dem gleichen Set an DNA-Oligonukléeth gegergfp behandelt wurden
(Konig et al., 2009). Die mikroskopische Analyse dgbridisierten AB33cts1G-Filamente
zeigte punktférmige Fluoreszenz-Signale a#slGmMRNA in gleichmalig verteilten,
zytoplasmatischen Partikeln (Abb. 6B). Als Nega€montrolle wurden AB33-Filamente
analysiert, in denen keine Signale zu erkennen nwanas die Spezifitdtt der DNA-
Oligonukleotide unterstrich. Im Vergleich zum Ausgastamm war die Partikelanzahl in
AB33cts1G/rrm4A drastisch reduziert. Dies fuhrte zu dem Schlusss dhe Lokalisation
der cts1GMRNA in zytoplasmatischen Partikeln eindeutig vormR abhangig ist. Zur
statistischen  Absicherung und  Quantifizierung wardedie  punktférmigen
Fluoreszenzsignale anhand einer zweidimensionali@meri-Analyse mit dem speziell
entwickelten Programm PIA detektiepe@k-identifying algorithmAbb. 5B, siehe Material
und Methoden; K. Zarnack, J. Kénig und M. Feldbmiggnverdffentlicht; Koéniget al.,
2009). Fur den Stamm AB33cts1G wurden insgesantil@bnente analysiert, welche im
Durchschnitt 11cts1GmRNA Partikeln aufwiesen (Abb. 6C). Diese Parti@ren Rrm4-
abhangig, da die Deletion vanm4 zu einer drastischen Reduktion der Partikel-Anzahl
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fuhrte. Weiterhin akkumulierte auch die heteroldgentroll-mRNA gfp in Partikeln,
jedoch wies der Stamm AB33Bfp wesentlich weniger Rrm4-abhéngige Partikel auf
(Abb. 6B und C). Obwohl die mRNAs gleich exprimiatirden, konnte diets1GmRNA
somit signifikant haufiger in Rrm4-abhéngigen Ratin detektiert werden. Dieses Ergebnis
stimmt mit vorherigen Beobachtungen Uberein, dasszipiell jede mRNA in Rrm4-
abhangigen Partikeln nachweisbar ist. Direkte F&INAs werden jedoch mit erhéhter
Haufikeit von Rrm4 gebunden (Kongf al., 2009). Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung,
dass es sich bei dets1mRNA um eine direkte Ziel-mRNA des Rrm4-abhangigen RNA-

Transports handelt.
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Abbildung 6: cts1G-mRNA akkumuliert in Rrm4-abhéngi gen mRNPs. (A) Darstellung einer
Northern-Analyse zum Vergleich der Expression von cts1G- and gfp-mRNA (links angezeigt). Die
ppi-mRNA kodiert fur eine Peptidyl-Prolyl-lsomerase und dient als Ladekontrolle. (B) FISH-
Analyse. Darstellung von invertierten Fluoreszenzaufnahmen fixierter Filamente der Stamme AB33
(wt), AB33cts1lG (cts1G), AB33cts1G/rrm4ALN  (cts1G/rrm4A), [1AB33Pygfp (Pwgfp) und
AB33Pgfp/rrm4ATIT0  (Pwesgfp/rrm4A).  Zuséatzliche graphische Darstellung der relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFE) aufgetragen entlang der Langsachse des Filaments. Die Detektion
der gezahlten Partikel (schwarze Pfeile) wurde mit dem Programm PIA erstellt (Kénig et al., 2009);
Zarnack K., Konig J. und Feldbrigge M. unveréffentlicht; siehe Material und Methoden). (C)
Graphische Darstellung der im Durchschnitt pro Filament mit dem Programm PIA detektierten
Partikeln. Pro Stamm wurden mindestens 65 Filamente aus drei unabhangigen Experimenten
analysiert. Die Genotypen der Stamme sind unten angegeben.
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2.5 Ctsl ist inrrm4dA-Filamenten in der Membran-assoziierten
Proteinfraktion stark angereichert

Zur Bestimmung der subzellularen Lokalisation vaslCOwurden AB33cts1G und
AB33cts1G/rrmA in Western-Experimenten getestet. Es wurden Rwoteben von
knospenden Sporidien und acht Stunden induziert@me&nten generiert und analysiert.
Beim Vergleich der Gesamtzellextrakte von Sporidi@d Filamenten liel3 sich erkennen,
dass die Menge an Cts1G wahrend des filamenttsehaians deutlich anstieg (Abb. 7A,
links, Spur 1 und 3). Zusatzlich lie3 sich im Getasttextrakt von Filamenten eine
Erhéhung von Cts1G intm4A-Stamm detektieren (Abb. 7A, links, Spur 3 undid)den
l6slichen, d.h. zytoplasmatischen Proteinfraktiondsonnte kein Unterschied in
Abhangigkeit von Rrm4 beobachtet werden (Abb. &&hts). Die Analyse der Membran-
assoziierten Proteinfraktion von Sporidien zeigberdalls keinen Unterschied zwischen
AB33cts1G und AB33cts1G/rrmd(Abb. 7B, Spur lund 2)im Vergleich der Membran-
assoziierten Proteinfraktion aus Filamenten korjatioch die starkste Rrm4-abhangige
Mengendifferenz von Cts1G detektiert werden, dié.[@eletion von Rrm4 flhrt zu einer
Anreicherung von Cts1G in der Membranfraktion dearRente(Abb. 7B, Spur 3 und 4).
Zusatzlich lie sich in beiden Fraktionen aus Fdaten eine posttranslationale
Modifizierung erkennerfAbb. 7A und B, Spur 3 und 4), welche jedoch im Rahrdieser

Arbeit nicht weiter untersucht wurde.

GZE ZPF MAPF
Sporidien Filamente Sporidien Filamente Sporidien Filamente
rrm4 A rrm4 A rrm4 A rrm4 A rrm4d A rrm4 A
130 -130
Cts1G|" ——— 100 *“*-..-”_100
70 — 70
55 55
Tub1

40 40

Abbildung 7: Die erhdhte Menge an CtslG in der Memb ran-assoziierten
Prroteinfraktion von rrm4A-Filamenten. Fraktionierte und vergleichende Western-Analyse von
haploiden Sporidien und Filamenten der Stamme AB33cts1G und AB33cts1G/rrm4A. Darstellung
der Fraktionen (A) Gesamtzellextrakt (GZE) und zytoplasmatische Proteinfraktion (ZPF), und (B)
Membran-assoziierte Proteinfraktion (MAPF). Bezeichnung der detektierten Proteine links;
ProteingroRenmarker rechts (kD). Die Detektion von a-Tubulin (Tubl1) und die Proteinfarbung mit
Deep Purple (GE Healthcare) dienen als Ladekontrolle.
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Diese Ergebnisse bestétigten somit die aus der BAGdtyse ermittelten Daten. Es
konnte gezeigt werden, dass es wahrend des fil@semi/Nachstums zu einer gesteigerten
Expression der Endochitinase kommt und dass deludtevon Rrm4 zu einer Erhéhung

von Ctsl in der Membran-assoziierten Proteinfrakfidnrt.

2.6 CtslG lokalisiert in der subapikalen Wachstumszoneer Filamente

Zur Uberpriifung einer Rrm4-abhangigen Lokalisatider Endochitinase Ctsl
wurden die Stdmme AB33cts1G und AB33cts1G/tmvittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. In knospenden Sporidien beider Stamente ein gleichmalig verteiltes,
zytoplasmatisches Fluoreszenzsignal beobachtetewe#liséatzlich wurde in der Membran
eine einheitliche, aber schwache Lokalisation detgk wobei keine Akkumulation am
Septum zwischen Mutter- und Tochterzelle zu erkervisg (Abb. 8A). Diese Beobachtung
stimmte mit dem Ergebnis Uberein, dass dislA-Stdmme keinen Teilungs- bzw.
Wachstumdefekt aufwiesen. Passend zu der Westestygen konnten auch im visuellen
Vergleich dieser Sporidien keine von Rrm4 abhangigltensitats-Unterschiede

identifiziert werden.

In acht Stunden induzierten Filamenten lokalisi€itelG Uberwiegend subapikal in
der Membran der Wachstumszone (Abb. 8B, oben).dfste auch in Filamenten keine
Akkumulation am Septum beobachtet werden. In bipalsswachsenden Filamenten von
AB33cts1G/rrmaAlie sich eine Membranlokalisation in beiden Waghmszonen
detektieren. Interessanterweise akkumulierte CtatiGh in unipolaren Filamenten dieses
Stammes bipolar, d.h. subapikal in der Wachstuneszand in der Membran der
Mutterzelle (Abb. 8B, unten). Diese Resultate sttemmit der erhéhten Menge von Cts1G
in der Membran-assoziierten Proteinfraktion au$4A-Filamenten Uberein. Demnach
akkumuliert Cts1G im Wildtyp unipolar an der waamden Hyphenspitze. In der
Abwesenheit von Rrm4 kommt es zu einer bipolarekalisation und damit zu einer

Erhéhung der Menge an Cts1G in der Membranfraktion.
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Abbildung 8: Die subapikale Lokalisation von Cts1G in Filamenten. Darstellung von DIC- und
Fluoreszenzaufnahmen von (A) knospenden, haploiden Sporidien und (B) acht Stunden
induzierten Filamenten der Stdmme AB33cts1G und AB33cts1G/rrm4A. Die unteren Abbildungen
zeigen ein unipolar und ein bipolar auswachsendes rrm4A-Filament. Schwarze Pfeile weisen auf
die leeren Abschnitte mit eingezogenem Septum hin. Weil3e Pfeile markieren die subapikale
Cts1G-Lokalisation an der wachsenden Hyphenspitze und im bipolaren rrm4A-Filament in der
Membran der initialen Mutterzelle. Grélienmafstab = 10 um.
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2.7 Die Sekretion von Cts1 ist vom Mikrotubuli-abh&ngigen Rrm4-Transport
abhéngig

Um zu udberprifen, ob die erhdhte Ctsl-Mengerrim4A-Filamenten zu einer
gesteigerten Enzymaktivitat fuhrt, wurde die endioblytische Aktivitat anhand des
spezifischen  fluoreszierenden  Substrates  4-Methydliiferyl — p-D-N,N’,N"-
Triacetylchitotrioside (SIGMA Aldrich) gemessen. D&tamm AB33ctsA wurde in
diesem Experiment als Kontrolle verwendet, um denfliss der beiden anderen
Endochitinasen itJ. maydiszu untersuchen.

In Vorexperimenten, in denen die Enzymaktivitat zamen der Uberstande und
zum anderen der Pellets von Sporidien- und FilarRérgsigkulturen verglichen wurden,
konnte die hochste Enzymaktivitat in Pellets deorijien und Filamente detektiert
werden. Dieses Resultat bestatigte die Annahmes, eletsazelluldre Endochitinasen nicht
in das Medium freigesetzt werden, sondern mit dgloBerflache, moglicherweise mit der
Zellwand, assoziiert sind. Weiterhin wurde in Ulieséimmung mit den bisher ermittelten
Daten keine Veranderung der Endochitinaseaktizitaschen Sporidien der Stamme AB33
und AB33rrm4\, sowie der Stamme AB33cts1G und AB33cts1G/dnetmittelt (Abb.
9A, hell-graue Balken). Interessanterweise konntedem ctslA-Stamm eine drastische
Abnahme der Enzymaktivitat beobachtet werden. Demisaheint die Endochitinase Ctsl
in diesem Stadium vod. maydisdie Hauptaktivitat auszumachen (Abb. 9A).

Die endochitinolytische Enzymaktivitdt von Filament zeigte eine deutliche
Steigerung im Vergleich zu den knospenden Sporifhdb. 9A, schwarze Balken). Die
Enzymaktivitat in acht Stunden induzierten Filaneentler wildtypischen Stamme AB33
und AB33cts1G war mehr als doppelt so hoch wie porifien. Dies stimmte mit den
Daten der Western-Analyse Uberein (Abb. 7A). Enégeder Ausgangshypothese wiesen
die Filamente degm4A-Stammes eine drastische Abnahme der Enzymaktaitii{Abb.
9A), obwohl in diesen Filamenten zuvor eine Erhdhder Cts1-Menge detektiert wurde
(Abb. 7A). Der Verlust von Rrm4 konnte entweder ener erhdhten Produktion einer
inaktiven Ctsl-Variante fuhren oder die Sekretias dProteins stéren. Zur Aufklarung
dieser beiden Mdglichkeiten wurde die Membran-petiesierende Substanz Digitonin
verwendet, da durch eine Permeabilisierung aktijgeloch nicht sekretierte Ctsl-
Enzymaktivitait gemessen werden kann. In diesem firpat wurde die
endochitinolytischen Enzymaktivitat von AB33- undB233rrm4A-Filamenten bei
verschiedenen Digitonin-Konzentrationen gemesseea.ngabe von Digitonin fuhrte in
beiden Stammen zu einer starken Erhohung der Erdymat, d.h. der groldte Anteil der
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Ctsl in Filamenten wurde nicht sekretiert (Abb. 9&) einer Digitonin-Konzentration von
20 pM kam es inrrm4A-Filamenten zu einer drastischen Steigerung dewyraktivitat,
welche eindeutig Uber der Enzymaktivitat der Widsilamente lag (Abb. 9B). Das
Maximum der endochitinolytischen Enzymaktivitat wer bei einer Digitonin-
Konzentration von 162 pM detektiert, wobei dieserm4A-Filamenten im Vergleich zu
Wildtyp-Filamenten fast verdoppelt vorlag. Folglish die Sekretion durch den Verlust von
Rrm4 deutlich beeintrachtigt, und es kommtrim4A-Filamenten zu einer intrazellularen

Akkumulation der aktiven Endochitinase Cts1.

Um zu Uberprufen, ob die gestorte Sekretion vorl @ig der Funktion von Rrm4
wéhrend des Mikrotubuli-abhéangigen mRNA-Transpamts/erbindung steht, wurde die
endochitinolytische Aktivitat nach Storung des Mikrbuli-Zytoskeletts ermittelt. Hierfur
wurden einerseits Aktivitdts-Messungen von Filaraendurchgefuhrt, welche zuvor mit
dem Mikrotubuli-Inhibitor Benomyl behandelt wurdamd andererseits wurden Filamente
des Stammes AB33kifl welcher eine Deletion des konventionellen KingSenskinl
tragt, auf ihre endochitinolytische Enzymaktivitittersucht. Der Verlust des molekularen
Motors Kinl fuhrt in Filamenten zur Akkumulation woRrm4-Partikeln an der
Hyphenspitze (Bechet al., 2006). Nach vierstiindiger Behandlung mit 20 uM d@ewl
konnte eine drastische Abnahme der endochitinalyis Enzymaktivitat von acht Stunden
induzierten Wildtyp-Filamenten detektiert werden bbPA 9C, schwarze Balken).
Ubereinstimmend wurde in dekinlA-Filamenten ebenfalls nur eine sehr geringe
Enzymaktivitdt gemessen werden (Abb. 9C, hell-glBaken). Zur Bestéatigung, dass die
drastische Abnahme der Enzymaktivitat auf eine me@gchtigung der Sekretion von Ctsl
zuruckzufiahren ist, wurden diese Filamente mit 62 Digitonin behandelt und erneut
deren endochitinolytische Enzymaktivitdt ermitteltAufgrund der Membran-
Permeabilisation konnte eine enorme Steigerung Eterymaktivitat in beiden Fallen
gemessen werden (Abb. 9D), was darauf hindeutedss dlie Sekretion in diesen
Filamenten ebenfall gestort war.

Demnach sind fur eine effiziente Sekretion der Ehitmase Ctsl das Mikrotubuli-
Zytoskelett, das konventionelle Kinesin Kinl undrdrvon entscheidender Bedeutung.
Dieses Resultat ist in Ubereinstimmung mit der Higpee, dass Mikrotubuli-abhangiger
MRNA-Transport, vermittelt durch Rrm4, die Sekretaer Endochitinase Cts1 reguliert.
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Abbildung 9: Die Sekretion von Ctsl ist vom Mikrotu buli-abhangigen Rrm4-Transport
abhangig. (A) Graphische Darstellung der relativen endochitinolytischen Enzymaktivitat,
gemessen in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE), von knospenden Sporidien (hellgraue Balken)
im Vergleich zu acht Stunden induzierten Filamenten (schwarze Balken). Folgende Stamme
wurden analysiert: AB33 (wt), AB33rrm4A (rrm44d), AB33cts1G (cts1lG), AB33cts1G/rrm4A
(cts1G/rrm4A) und AB33cts1A (cts1lA) (Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung, n = 3).
(B) Graphische Darstellung der relativen endochitinolytischen Aktivitdt von Wildtyp- (schwarze
Balken) und rrm4A-Filamenten (graue Balken) unter Einfluss steigender Digitonin-
Konzentrationen. (C) Graphische Darstellung der relativen endochitinolytischen Aktivitdt acht
Stunden induzierter Filamente folgender Stamme: AB33 (wt, schwarze Balken), AB33rrm4A
(rrm4A, graue Balken), AB33kinlA (kinlA, hellgraue Balken) und AB33cts1A (ctslA, weil3e
Balken). Zum Vergleich wurden unbehandelte, mit dem Lsungsmittel DMSO behandelte und mit
dem Mikrotubuli-Inhibitor Benomyl (20 uM, 4 h) behandelte Filamente gemessen. (D) Graphische
Darstellung der relativen endochitinolytischen Enzymaktivitdt desselben Experimentaufbaus wie in
(C) mit zusatzlicher Digitonin-Behandlung (162 uM) zur Permeabilisierung der Membran. Alle
Fluoreszenz-Messungen wurden jeweils mit den optimalen Verstarker-Einstellungen (gain)
gemessen (siehe Material und Methoden), d.h. die RFE-Werte der einzelnen Balkendiagramme
kénnen nicht direkt miteinander verglichen werden.
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2.8 Charakterisierung der mitochondriellen Proteine Afg3, Nuo2 und Atp4

Zwei der drei identifizierten putativen MitochoneiniProtein, Atp4 und Nuo2,
kodierten fur vorhergesagte Untereinheiten der chibmdriellen Atmungskette und wiesen
beide eine verminderte Proteinmengerim4A-Filamenten auf, wohingegen das dritte
identifizierte Mitochondrien-Protein Afg3 in Abweadeeit von Rrm4 eine erhohte
Proteinmenge aufzeigte. Die identifizierte Prote#dg3 (Nr.3: um00898; MUMDB,
http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago), wurde miner 4,5-fachen Erh6hung der relativen
Proteinmenge im Filament desn4A-Stammes charakterisiert. Das Protein Afg3 ist 860
Aminosauren lang, besitzt ein Molekulargewicht @#$8 kDa und einen berechneten pl
von 7,7 (MUMDB, http://mips.gsf.de/genre/proj/uagb).

Afg3 ist eine Untereinheit der m-AAA-Proteas&TPase_associated with diverse
cellular activitie, deren Aufgabe die Qualitdtskontrolle in der imme
Mitochondrienmembran ist. Dabei werden nicht karraksemblierte Membranprotein-
Komplexe der Atmungskette durch Abbau reguliert t§lita & Langer, 2008). Eine
Proteinsequenzanalyse ergab drei fir Afg3 chansktrhe Doméanen, FtsH, AAA und
eine Peptidase_M41-Doméne (http://smart.embl.B&H_extracellulay Pfam: PF06480,
AS 209-379, E-value: 2.40& AAA-domain IPR 003593, AS 402-542, E-value: 2.62e
Peptidase_M41Pfam: PF01434, AS 604-805, E-value: 3:88e(Schultz et al., 1998);
(Letunic et al., 2004) (Letunic et al., 2009). Mesition der Afg3-Protein-Spezies im 2D-
Gel stimmte nicht mit den berechneten Daten dekstéoldigen Proteins Uberein, jedoch
wurden in der massenspektrometrischen Analyse reir Reptide aus der Proteinmitte
identifiziert (siehe Anhang). Der N-und C-Terminusn Afg3 konnte nicht identifiziert
werden. Fur Afg3 konnte kein N-terminales Signatmkporhergesagt werden konnte und
ein solches wirde nicht zu einem so grof3en Vertlex Molekulargewichts fiihren.
Dementsprechend kénnte es sich auch um ein Abbdukirdoedingt durch die Herstellung

der Membran-assoziierten Proteinfraktion oder dimtiazelluldren Proteinabbau, handeln.

Die identifizierte Komplex I-Untereinheit Nuo2 (I8r. um11495; MUMDB,
http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago) ist 181 Aomsauren lang, hat ein Molekulargewicht
von 18,7 kDa, einen pl von 6,8 und kodiert fir emembranstandige Untereinheit der
NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase. Nuo2 beinhaltet zwei vorhergesagte
Transmembrandoméanen und eine Tim17-Doméane (MUMDB,
http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago; http://streanbl.de/; Pfam: PF 02466Tim17
domain AS 13-133; E-value: 5.10& Schultzet al., 1998; Letunicet al., 2004; Letunicet
al., 2009). Die Position der identifizierten Proteine@@s im 2D-Gel stimmte mit den
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vorhergesagten Angaben des vollstdndigen Protdiaseiin, welches mit den detektierten
Peptiden der massenspektrometrischen Analyse Uigerggsamte Aminosauresequenz
bestéatigt werden konnte. Dementsprechend beinhdliep2 am N-Terminus kein

abspaltbares Signalpeptid, sondern die Transmembnaéne fungiert als eine interne

Signalsequenz (Wiedemaenal.,2004).

Atp4 (Nr.10: um10548; MUMDB, http://mips.gsf.de/gefproj/ustilago) ist 240
Aminosauren lang, hat ein Molekulargewicht von Ziakeinen pl von 9,8 und entspricht
der B-Untereinheit der mitochondriellenAr-ATPase (Komplex V). Eine Proteinanalyse
ergab, dass Atp4 am N-Terminus ein 16 Aminosauaegds Signalpeptid tragt und eine
fur die B-Untereinheit eindeutige Doméane aufweldtp;//smart.embl.de/; Pfanit Atp-
synt B AS 70-232; E-value: 1.508& Schultzet al., 1998; Letunicet al.,2004; Letunicet
al., 2009). Die F-ATPasen, auch bekannt ld(s)-transporting two-sector ATPasesind
Membran-gebundene Enzymkomplexe/ lonentranspovteiche die ATP-Synthese mit
dem Transport von Protonen Uber Membranen verknipdbei wird die Energie des
Protonengradienten genutzt, um den lonenfluss ddesh ATPase-Protonenkanal in die
Synthese von ATP umzusetzen (Cross & Muller, 200ahpaset al.,2004). Die F-ATPase
besteht aus zwei verknipften, rotierenden Komplexesbei i die katalytische Einheit
und K den Membran-eingebetteten Protonenkanal bildet. BeKomplex besteht in
Mitochondrien aus neun Untereinheiten (A-G, F6,, 8)d die B-Untereinheit Atp4 ist ein
Teil des peripheren Arms, welcher def fit dem k-Komplex verknipft (Yasudat al.,
2001; Carbajet al.,2005). Die Position von Atp4 im 2D-Gel zeigte Usiestimmung mit
dem berechneten Molekulargewicht, aber nicht mih deorhergesagten isoelektrischen
Punkt. Die mittels Massenspektrometrie detektieReptide wiesen jedoch auf ein Fehlen
des N-Terminus hin, méglicherweise durch die Absjre des Signalpeptides. Der Verlust
des Signalpeptides fihrt zu einem Molekulargewiart 24,3 kDa und einem pl von 7,5.
Diese berechneten Protein-Daten sind in Ubereimsting mit der Position im 2D-Gel.

Afg3 | FtsH ext [ ] AAA B reptidase M41 [ ]

Nuo2

IN(CSESIHI Mt AtpasyntB || 50 100

1 1 1 AS

Abbildung 10: Die Doménenstruktur der drei putative n Mitochondrienproteine Afg3, Nuo2
und Atp4. Schematische Darstellung der Domanenstruktur der Afg3-Protease mit der
FtsH_extracellular- , AAA- und Peptidase M41-Doméne. Die Komplex I-Untereinheit Nuo2 mit der
Tim17-Domaéane. Die Komplex V-Untereinheit Atp4 mit einem N-terminalen Signalpeptid (S) und
einer Mt Atp4 synt B-Doméane. Aminosauren (AS)-Langenmalistab.
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Auffallig waren die entgegengesetzten Expressioesschiede dieser drei
mitochondriellen Proteine inrm4A-Filamenten, d.h. die beiden Untereinheiten der
Atmungskette, Atp4 und Nuo2, waren verringert unel identifizierte m-AAA-Protease
Afg3 war erhoht. Zusammenfassend resultierte delusievon Rrm4 in einer Veranderung
der Expression von drei putativen Proteinen aus ideeren Mitochondrienmembran,
welche einerseits eine Funktion in der Atmungskatid andererseits eine proteolytische

Funktion besitzen.

2.9 Lokalisationsstudie der putativen Mitochondrien-Praeine Afg3, Nuo2
und Atp4

Fur die Analyse der subzellularen Lokalisation degi putativen Mitochondrien-
Proteine Afg3, Nuo2 und Atp4 wurden C-terminaleibnen mit Gfp hergestellt. Hierfur
wurde eine spezielle Klonierungsstrategie gewdhé, den Verlust méglichetis-aktiver
Elemente in der mRNA ausschliel3t (Abb. 11). Dietegie basierte auf der Klonierung der
endogenen 3'UTR im Anschluss an die C-terminaleéoRusit eGfp, d.h. das entstandene
Konstrukt beinhaltet die endogenen 3'UTR gefolgt der Resistenzkassette (Abb. 11). C-
terminal an die Resistenzkassette wurde die veelt®p@ UTR mit verlangerter rechter
Flanke fusioniert. Bei der Herstellung der jewaihgStamme konnte damit die homologe
Rekombination an drei Stellen stattfinden: inndshdér linken Flanke mit 5’UTR und
entsprechendem Gen, innerhalb der verdoppelten B'\dr der Resistenzkassette sowie
innerhalb der 3'UTR mit verlangerter rechter Flankaf diese Weise kbnnten resistente
Stamme mit und ohne eGfp-Fusion entstehen, wobest@imme mit eGfp-Fusion aufgrund
der langeren Flanke haufiger auftreten sollten. Kbastrukte wurden jeweils in AB33 und
AB33rrm4A transformiert (AB33atp4, AB33atp4/rri4 AB33nuo2, AB33nuo2/rrmd,
AB33afg3 und AB33afg3/rrnm). Zur eindeutigen Lokalisationsbestimmung der
Fusionsproteine wurden die Stamme mit dem rotfsmezenden Mitochondrien-Farbstoff
MitoTracke Red (MitoTrackef® Red CM-HXRos Invitrogen) behandelt. Fir die
mikroskopische Analyse der Sporidien wurden die®t& in CM-Medium kultiviert, eine
Probe aus der exponentiellen Wachstumsphase enteormnmd mit dem Lebendfarbstoff
MitoTracke® Redbehandelt. Zusatzlich wurden acht Stunden in NM-Medinduzierte

Filamente mikroskopisch analysiert.
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Abbildung 11: Die Klonierungsstrategie fur die puta tiven Mitochondrien-Proteine Atp4,
Nuo2 und Afg3. Schematische Darstellung der hergestellten Konstrukte fiir die drei identifizierten
mitochondriellen Proteine. Die drei moéglichen homologen Rekombinationsereignisse sind mittels
Uberkreuzender Linien dargestellt. Die linke Flanke (LF), die rechte Flanke (RF), 5’UTR, 3'UTR,
Gen, egfp und die Nourseotrizin-Resistenzkassette mit nos-Terminator sind eingezeichnet.

Die Expression von Afg3G nahm keinen Einfluss aag Wachstumsverhalten oder
die Morphologie von Sporidien und Filamenten eiresDWNeiteren konnte dig vivo
Kolokalisation mit dem FarbstofMitoTrackef® Red eine eindeutige Lokalisation von
Afg3G in Mitochondrien von Sporidien und acht Stendinduzierten Filamenten
nachweisen (Abb. 12A und B; Mahlest al., 2009). Dementsprechend konnte Afg3 als
Mitochondrienprotein bestatigt werden. In AB33afg3®d AB33afg3G/rrmA konnte
keine zytoplasmatische Lokalisation von Afg3G deek werden. Die Gfp-
Fluoreszenzaufnahmen lieBen eine gesteigerte AfggdiBession inrrm4A-Filamenten

vermuten.

Die mit der gleichen Klonierungsstrategie hergéstelStamme AB33nuo2G und
AB33nuo2G/rrmA waren ebenfalls im Wachstumsverhalten und in derpkiologie von
Sporidien und Filamenten nicht beeintrachtigt (Ab®A und B). Anhand devlitoTrackef®
RedFarbung konnte die Lokalisation von Nuo2G in beidstammen eindeutig den
Mitochondrien zugeordnet werden. Auffallig war deusatzliche zytoplasmatische
Lokalisation von Nuo2G, welche besondersrm4A-Filamenten zu beobachten war (Abb.
13B). In diesen Filamenten schien es eine starkngarte Mitochondrien-Lokalisation zu
geben. Diese Beobachtung stimmte mit dem Ergelmriglifferentiellen Proteom-Analyse
Uberein, die besagte, dassrim4A-Filamenten eine Abnahme von Nuo2 in der Membran-

assoziierten Proteinfraktion vorliegt.

Die Expression des dritten Fusionsproteins, AtpZé€igte in Sporidien ein deutlich
verlangsamtes Wachstum und einen Defekt in demetsio zigarrenformigen Morphologie
des Pilzes. Die Sporidien der beiden Stamme AB3&tpnd AB33atp4G/rrm& sahen
unformig und aufgetrieben aus (Abb. 14A). Nach stéimdiger Induktion des filamentdsen
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Wachstums war der Stamm AB33atp4G nicht in der |#mygge wildtypische Filamente
auszubilden (Abb. 14B). Zusatzlich zeigte AB33atpd®BG4A stark beeintrachtigtes,
bipolares Wachstums. Die Filamente wie auch dieri8gm zeigten in beiden Stammen
eine unkontinuierliche, wellige und abnormale Maruolgie auf. Das Fusionsprotein Atp4G
schien aufgrund des stark gestorten Phanotyps \BBBatp4G nicht funktional zu sein,
d.h. eine weitere Charakterisierung des Proteinsmitidiesen Stdmmen nicht mdglich.
Die MitoTracke RedFarbung sowie die Lokalisation von AtpdG wieseninke

eindeutigen Mitochondrien-Strukturen auf (Abb. 144d B). Demnach fihrte die
Expression diese nicht funktionellen Mitochondriepins zu einer Veranderung der
Mitochondrien-Morphologie. Eine Aussage lUber eimentuelle Kolokalisation konnte also

nicht getroffen werden.

Diese initiale Analyse der subzellularen Lokaligatimittels C-terminaler eGfp-
Fusion resultierte in einer eindeutigen mitochogltkn Lokalisation der Afg3-Protease.
Dementsprechend wurde im Verlauf dieser Arbeitrditochondrielle Afg3-Protease naher

charakterisiert.
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Abbildung 12: Die Lokalisation von Afg3G in AB33 un d AB33rrm4 A. (A) Darstellung von DIC-
und Fluoreszenzaufnahmen von mit MitoTracker® Red CM-H,XRos (MT) behandelten haploiden
Sporidien der Stdmme AB33afg3G und AB33afg3G/rrm4A. (B) Darstellung von DIC- und
Fluoreszenzaufnahmen von mit MitoTracker® Red behandelten, acht Stunden induzierten
Filamenten der Stdmme AB33afg3G und AB33afg3G/rrm4A. GréRenmalistab = 10 pum.
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Abbildung 13: Die Lokalisation von Nuo2G in AB33 un  d AB33rrm4 A. (A) Darstellung von DIC-
und Fluoreszenzaufnahmen von mit MitoTracker® Red CM-H,XRos (MT) behandelten haploiden
Sporidien der Stdamme AB33nuo2G und AB33nuo2G/rrm4A. (B) Darstellung von DIC- und
Fluoreszenzaufnahmen von mit MitoTracker® Red behandelten, acht Stunden induzierten
Filamenten der Stdmme AB33nuo2G und AB33nuo2G/rrm4A. GroRenmalstab = 10 pum.
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Abbildung 14: Die Lokalisation von Atp4G in AB33 un d AB33rrm4 A. (A) Darstellung von DIC-
und Fluoreszenzaufnahmen von mit MitoTracker® Red CM-H,XRos (MT) behandelten haploiden
Sporidien der Stdamme AB33atp4G und AB33atp4G/rrm4A. (B) Darstellung von DIC und
Fluoreszenzaufnahmen von mit MitoTracker® Red behandelten, acht Stunden induzierten
Filamenten der Stdmme AB33atp4G und AB33atp4G/rrm4A. GréRenmalistab = 10 pum.
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2.10 Das Protein Afg3 ist in Mitochondrien vonrrm4A-Filamenten hdher
exprimiert

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Filatee der beiden Afg3G-
exprimierenden Stamme und die Daten aus der diffieteen Proteom-Analyse lie3en eine
Erh6hung des Fluoreszenzsignals von Afg3@nm4A-Stamm vermuten. Daraufhin wurde
das Fluoreszenzsignal in Sporidien- und acht Stuadke Filament-Kulturen der gleichen
optischen Dichte der Stamme AB33afg3G und AB33afg®@IA mittels einer relativen
Fluoreszenzmessung quantifiziert. Die Messung diativen Fluoreszenzeinheiten (RFE)
aus Sporidien-Kulturen in der exponentiellen Wagsihnisphase ergab keinen von den4-
Deletion abhéngigen Unterschied (Abb. 15A). Achur8en nach der Induktion des
filamentosen Wachstums liel3 sich eine Anstieg dEg3&-Fluoreszenz in AB33afg3G
beobachten. Jedoch zeigterm4A-Filamente im Vergleich zu Wildtyp-Filamenten eine
eindeutige Erhdhung der RFE. Somit fihrte der \&rtles RNA-bindenden Proteins Rrm4
nur in induzierten Filamenten zu einem Anstieg Beotease Afg3, hatte aber auf die

Expression in Sporidien keinen Einfluss (Abb.15A).

Zur Bestatigung der erhohten Afg3-ProteinmengerimdA-Filament wurde eine
fraktionierte Western-Analyse der Stamme AB33afgB@ AB33afg3G/rrmA mit einem
a—Gfp-Antikérper durchgefuhrt. Die Proteinproben wemdder differentiellen Proteom-
Analyse entsprechend hergestellt und fraktioniBiplpmarbeit J. Koepke, 2005; siehe
Material und Methoden). Analysiert wurden Proteoi@n aus acht Stunden induzierten
Filamenten. Die Untersuchung des Gesamtzellexisakied der zytoplasmatischen
Proteinfraktion ergab inrm4A-Filament eine deutliche Erhéhung des bei ca. 1R@ k
detektierten, vollstandigen Fusionsproteins Afg2®GH. 15B). Ein drastischer Anstieg von
Afg3G konnte in diesem Stamm in der Membran-assdein Proteinfraktion detektiert
werden, womit das Ergebnis der differentiellen €oot-Analyse bestatigt werden konnte
(Abb. 15B). Eine zusatzliche Untersuchung von Afg3eis aufgereinigten und
fraktionierten Mitochondrien (siehe Material und thieden; Mahlereet al., 2009) beider
Stamme konnte die erhohte Proteinmenge in Mitochend des rrm4A-Filaments
bestatigen (Abb. 15C). Diese Analyse bestatigtee eierhohte Expression und
Mitochondrien-Lokalisation der mitochondriellen Rrase Afg3 in Abwesenheit des RNA-

bindenden Proteins Rrm4 wéahrend der Filamentbildung
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Abbildung 15: Erhohte Afg3G Expression in rrm4A-Filamenten. (A) Graphische Darstellung
der Messung von relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) von Kulturen knospender Sporidien und
acht Stunden induzierter Filamente der Stamme AB33afg3G und AB33afg3G/rrm4A (ODgg = 0,5).
Das gemessene Fluoreszenzsignal von Afg3G ist in Sporidien (0 h) beider Stamme vergleichbar,
jedoch lasst sich in induzierten Filamenten (8 h) eine eindeutige Abhangigkeit von Rrm4 erkennen.
In rrm4A-Filamenten kommt es zu einer erhdhten Afg3G-Expression. (B) Fraktionierte Western-
Analyse von Filamenten der Stdmme AB33afg3G und AB33afg3G/rrm4A. Darstellung des
Gesamtzellextrakts (GZE), der zytoplasmatische Proteinfraktion (ZPF) und der Membran-
assoziierte Proteinfraktion (MAPF). (C) Western-Analyse von isolierten Mitochondrien aus
Filamenten der Stdmme AB33afg3G und AB33afg3G/rrm4A. Bezeichnung der detektierten
Proteine links, ProteingrélRenmarker rechts (kD). Die Detektion von a-Tubulin (Tubl), Cytochrom
C-Hamlyase (CCHL) und die Proteinfarbung mit Deep Purple (GE Healthcare) dienen als
Ladekontrolle.
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2.11 Die rrm4-Deletion fuhrt in Filamenten zu einer Erh6hung derreaktiven
Sauerstoffproduktion in Mitochondrien

Die bestatigte Erhohung der Afg3-ProteasamdA-Filamenten zusammen mit den
Daten aus der Proteomanalyse, welche eine Verrngerder Proteinmenge der
Untereinheiten Nuo2 und Atp4 aus Komplex | und ¥ntifizierte, kénnten Hinweise auf
eine veranderte Funktion der mitochondriellen Kaempl der Atmungskette sein. Eine
Analyse der Mitochondrien-Aktivitat mit dem Redaxdikator AlamarBlue® (Invitrogen)
konnte eine Veranderung in acht Stunden induzieRiéGamenten jedoch nicht eindeutig
feststellen (Daten nicht gezeigt). Eine mdglichenl&ion von Mitochondrien ist die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (R@ctive oxygen specjesvelche ein
physiologisches Nebenprodukt der oxidativen Phospieoung darstellen. Insbesondere
wird dabei Superoxid gebildet. Die ROS-Produktiamdiert als Mediator der Redox-
Signaltransduktion vom Organell zum Rest der eukatigchen Zelle (Droge, 2002). Der
verhaltnismaRig grofte Anteil an Superoxid in Mitoodrien wird von Komplex |
(NADH-Q-Oxidoreduktase) produziert (Murphy, 2009;riv@nnikova & Vinogradov,
2006).

Der rot fluoreszierende Mitochondrien-Superoxidikador MitoSOX™ Red
(Invitrogen) ermoglichte eine Analyse der mitochoeken ROS-Produktiom vivo, da er
spezifisch fur Mitochondrien ist und nur dort seiekdurch Superoxid oxidiert werden
kann. Die Detektion von Superoxid mititoSOX™ Redergab punktférmige Fluoreszenz-
Signale in den Mitochondrien. Beim visuellen Verghe von Filamenten der beiden
Stamme AB33 und AB33rrma¢ schienen die Superoxid-Signale irm4A-Filamenten
starker zu sein (Abb. 16A). Diese Beobachtung kemmtMischexperimenten der Stamm-
Kombinationen AB33 mit AB33afg3G/rrnidund AB33rrm4 mit AB33afg3G bestatigt
werden (Abb.16B). Es liel3 sich eine deutliche Edmigh der Superoxid-Produktion in
Filamenten der beidemm4A-Stamme erkennen. Um diesen Unterschied zu quaetié#n,
wurde eine Fluorimeter-Analyse durchgefuhrt. Hienzsurden Sporidien-Kulturen der
Stamme AB33, AB33rrmA, AB33afg3G und AB33afg3G/rrntdin der exponentiellen
Wachstumsphase auf eine gPvon 0,5 eingestellt und mit dem Superoxid-Indikato
MitoSOX™ Redbehandelt. Zusatzlich wurde die Superoxid-Produktiorch den Komplex
I-Inhibitor Rotenon induziert, um mdogliche Effektder rrm4-Deletion zu verstarken.
Rotenon ist ein Pyranofurochromon-Derivat und biextkdie Bindestelle von Coenzym Q
(CoQ, Ubichinon), wodurch die Ruckfuhrung der Eteken zumFlavinmononukleotid
(FMN) zu einer gesteigerten Superoxid-ProduktidmtfijvVotyakova & Reynolds, 2001).
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Abbildung 16: Detektierung von Komplexl-abhéngiger reaktiver Sauerstoffproduktion (ROS)

in Filamenten.

(A) Darstellung von DIC- und Fluoreszenzaufnahmen von mit MitoSOX™ RED

behandelten, acht Stunden induzierten Filamenten der Stdmme AB33 und AB33rrm4A. (B)
Darstellung von DIC- und Fluoreszenzaufnahmen von mit MitoSOX™ RED behandelten, acht
Stunden induzierten Filamenten der Stimme AB33 mit AB33afg3G/rrm4A und AB33afg3G mit
AB33rrm4A in einem Mischexperiment. GréRenmalstab = 10 pm.
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Die Kulturen fur die Induzierung der Superoxid-Rrktlon wurden vor der
Messung 20 Minuten mit 2 uM Rotenon inkubiert. Esikte in allen Sporidien-Kulturen
eine vom Inhibitor Rotenon induzierte Superoxid<mting beobachtet werden. Dabei
zeigten die Sporidien der unterschiedlichen Starkeiee Unterschiede in der Superoxid-
Produktion (Abb. 17A). Nach acht Stunden Induktider Filamentbildung lie3en sich
jedoch eindeutige Unterschiede in der Superoxiadhktion der untersuchten Stamme
erkennen. Sowohl AB33rrmid als auch AB33afg3/rrmi¥ wiesen eine gesteigerte
Superoxid-Produktion auf (Abb. 17B). Uberraschen@gse verhielten sich die Filamente
dieser Stamme durch die Behandlung mit Rotenonré&eets zu den zunéchst erwarteten
Ergebnissen einer Rotenon-induzierten Erhéhung @&emperoxid-Produktion. Die
analysiertenrrm4A-Stamme zeigten nach Induktion des filamentdsen Ratams und
Inhibierung des Komplex | durch Rotenon eine vedwite Superoxid-Produktion (Abb.
17B). Die Wildtyp-Filamente wiesen hingegen, wieclaudie Sporidien, eine erhohte
Superoxid-Produktion nach Inhibierung mit Rotenah ®emnach scheint die Inhibierung
von Komplex | inrrm4A-Filamenten nicht den erwarteten Effekt hervorzemnyfwas auf

eine Fehl-Assemblierung des Komplex | in diesearkénten zurtickzufiihren sein kénnte.

Zusammenfassend deckte die Identifizierung der dlibodrien-Proteine aus der
Proteom-Analyse eine Fehlfunktion der Mitochondrien rrm4A-Filamenten auf. Die
erhohte Proteinmenge der Protease Afg3 lieferteeneiHinweis auf verstarkten
Proteinabbau oder Assemblierungsdefekte der Pr&tmplexe in der inneren
Mitochondrienmembran. Eine Dysfunktion der Mitocdaen konnte anhand einer
gesteigerten Superoxid-Produktion nm4A-Filamenten eindeutig nachgewiesen werden.
Dies ist auf einen Defekt von Komplex | zurtckzuf was durch die verringerte

Superoxid-Produktion nach der Behandlung mit Ratdmestéatigt werden konnte.
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Abbildung 17: Erhohte Superoxid-Produktion in rrm4A-Filamenten. (A) Graphische
Darstellung der Messung von relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) von MitoSOX™ RED
behandelten Kulturen knospender Sporidien der Stdmme AB33 (rrm4), AB33rrm4A (rrm4A),
AB33afg3G (afg3G) und AB33afg3G/ rrm4A (afg3G/rrm4A) bei gleicher optischer Dichte (ODggp =
0,5; schwarze Balken). Zusatzlich wurden die Kulturen 30 Minuten mit dem Komplex I-Inhibitor
Rotenon behandelt (weil3e Balken). (B) Graphische Darstellung der Messung von relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFE) von MitoSOX™ RED behandelten Kulturen acht Stunden induzierter
Filamente der oben aufgefiihrten Stamme bei gleicher optischer Dichte (ODgog = 0,5; schwarze
Balken). Zusétzlich wurden die Kulturen 30 Minuten mit dem Komplex I-Inhibitor Rotenon
behandelt (weil3e Balken).
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2.12 Charakterisierung und Lokalisation des ribosomalenProteins Rps19

Das schon wahrend der Diplomarbeit (J. Koepke, podéntifizierte ribosomale
Protein  Rpsl19  (Nr.l: um11551, Ribosomal protein S19 MUMDB,
http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago) konnte arhaeiner massenspektrometrischen
Analyse erneut eindeutig bestatigt werden. Rpsi959 Aminosauren lang, besitzt ein
Molekulargewicht von 17,8 kDa, einen vorgesagtebgil5,1 und konnte anhand von vier
Peptiden mit einer Sequenzabdeckung von 36,5%iidet werden. Die Position der
identifizierten Protein-Spezies im 2D-Gel stimmté den vorhergesagten Angaben fir das
vollstandige Protein Uberein, obgleich keine Pepttrdm C-Terminus des Proteins in der

massenspektrometrischen Analyse identifiziert wetdmnten.

Fur eine vorlaufige Charakterisierung des ribosemdtroteins Rps19 wurden erste
Lokalisationsstudien durchgefihrt. Hierzu wurdene dbtamme AB33rps19G und
AB33rps19G/rrma generiert, welche Rps19 mit C-terminaler Fusion e@fp (Rps19G)
unter dem endogenen Promotor exprimierten. Die ®&nmwvurden mittels des Sfil-
abhangigen Kassetten-Systems Uber homologe Rekatidrinraus den Ausgangsstammen
AB33 und AB33rrm4A hergestellt (Brachmanet al.,2004; siehe Material und Methoden).
Beide Stdmme zeigten ein extrem beeintrachtigtegetatives Wachstum, und die
ansonsten zigarrenformige Morphologie des Pilzeghés Abb. 8A) wies leichte
Verformungen auf (Abb. 18A). Diese erste Analysgdenahe, dass das ribosomale Protein
Rps19 eine entscheidende Rolle schon wéhrend deahdien von Sporidien einnimmt
und dass das Fusionsprotein Rps19G demnach nioktidaell war. Dementsprechend
wiesen auch die analysierten Filamente Wachstunfskigeauf, d.h. nur wenige Sporidien
reagierten auf den Medienwechsel und waren erdt BdcStunden in der Lage filamentos
auszuwachsen (Abb. 18B). In knospenden SporidiedebeStamme konnte ein
gleichmaliig verteiltes, zytoplasmatisches Fluomessignal beobachtet werden, wobei der
Nukleus keine Fluoreszenz aufwies. In induziertetankenten war ebenfalls eine
zytoplasmatische Lokalisation von Rps19G zu bedieachinteressanterweise konnte in
Filamenten des Stammes AB33rps19G eine gleichmédigilte Fluoreszenz detektiert
werden, wahrend in bipolar auswachsendem4A-Filamenten die Fluoreszenz von
Rps19G zu den Polen hin abzunehmen schien. Diegi@leén Beobachtungen der
subzellularen Lokalisation missen jedoch wegen &emktionsverlust von Rps19G mit
Vorsicht interpretiert werden. Aufgrund des auffigh Wachstumsdefektes konnte mit
diesen Stammen keine weiteren Analysen durchgefitartlen. Ob es sich hierbei um
einen pleiotropen Phénotyp, bedingt durch vermimdéfFranslation, oder um einen
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spezifischen Defekt wahrend des vegetativen uadh#htosen Wachstums handelt misste
anhand detaillierterer Analysen aufgeklart werden.

A DIC eGfp

AB33rps19G /rrm4A

AB33rps19G

—/mw——-—

eGfp

AB33rps19G /rrm4A

Abbildung 18: Die Lokalisation des ribosomalen Prot eins Rps19. Darstellung von DIC- und
Fluoreszenzaufnahmen von (A) knospenden, haploiden Sporidien und (B) acht Stunden

induzierten Filamenten der Stdmme AB33rps19G und AB33rps19G/rrm4A. GroRenmalistab = 10
pm.
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2.13 Komplementation von Pabl inS. cerevisiae

Fir eine subzellulare Lokalisation von mRNAs inaRienten wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Analyse des putativen Poly-(&dende Proteins aubl. maydis
durchgefiihrt. Das Poly-(A)-bindende Protein bindetden Poly-(A)-Anhang der 3'UTR
vieler, wenn nicht aller, eukaryotischer mRNAs (ldogt al., 2008) und kann daher als
molekularer Marker benutzt werden, um die Lokalsatvon mRNAs zu untersuchen.
Pabl audJ. maydis(um03494;probable PAB1 - mRNA polyadenylate-binding pragtein
MUMDB, http://mips.gsf.de/ genre/proj/ustilago) sin 651 Aminosauren langes Protein
und besitzt eine charakteristische Domanenstrigéstehend aus vier N-terminalen RRM-
Domanen und einer C-terminalen MLLE-Domane (um03494MUMDB,
http://mips.gsf.de/genre/projlustilago; (Kozlat al., 2004; Kozlov et al., 2010). Zur
Verifizierung der Pabl-Funktion wurden Fluoreszerarkierte Versionen von Pabl
hergestellt und in einer. cerevisiasStamm getestet, welcher ein mutieped1-53 tragt.
Dieser Stamm zeigt ein Temperatur-sensitives Waatsterhalten bei 28°C (Abb. 19A).
Die reduzierte Wachstumsrate wurde einerseits amt &oly-(A)-bindenden Protein a8s
cerevisiae,ScPabl, und andererseits mit PablG (Pabl C-tdrmiitaeGfp fusioniert;
Konig et al.,2009) und PablR (Pabl C-terminal mit Rfp fusidn@€ampbellet al.,2002;
Kdnig et al., 2009) audJ. maydiskomplementiert (Abb. 19A). Des Weiteren wurde auch
Rrm4G (Rrm4 C-terminal mit eGfp fusioniert) in dies Komplementations-Test
Uberpruft, da wegen der ahnlichen Doméanenstrukiug eedundante Funktion vorliegen
konnte (Bechtet al., 2006). Alle Konstrukte wurden als frei-replizieden Plasmide

transformiert.

Die Expression der hier untersuchten Fusionspreteimurden mittels
Fluoreszenzmikroskopie der transformierten Stamnhberpiift. Die Fusionsproteine
PablG, PablR und Rrm4G dus maydiszeigten alle eine zytoplasmatische Lokalisation
in Hefe (Abb. 19B). Sowohl ScPabl als auch dierftsmierenden Fusionsproteine PablG
und PablR audJ. maydis konnten den reduzierten Wachstums-Phanotyp beC 28°
komplementieren (Abb. 19A). Demnach fungiert Paht B. maydis als Poly-(A)-
bindendes Protein 1. cerevisiaeund die C-terminalen Fusion an die entsprechenden
Fluoreszenzproteine interferiert nicht mit der Ruimk des Proteins. Obwohl Rrm4 eine
sehr ahnliche Domanen-Architektur aufweist kompletieete das Fusionsprotein Rrm4G
nicht den Phanotyp. Demnach besitzt. Rrm4 nichtRdiektion eines Poly-(A)-bindenden
Proteins inS. cerevisiag(Bechtet al., 2006). Folglich wurde um034%ls das Poly-(A)-
bindende Protein Pabl th maydisdentifiziert
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Abbildung 19: Die Komplementationsanalyse in S. cerevisiae. (A) Darstellung des
Wachstumsverhaltens auf Festmedium des temperatursensitiven S. cerevisiae Stamms HKY171,
welcher eine Mutation in pabl (pab1-53") tragt und reduziertes Wachstum bei 28°C aufweist . Die
Expression von ScPabl, UmPablG, und UmPablR komplementieren den Wachstumsphanotyp.
Rrm4G zeigt keine Komplementation (10fache Verdiinnungsreihe). (B) Darstellung von DIC- und
Fluoreszenzaufnahmen des transformierten Hefestamms. Die Expression von PablG, PablR und
Rrm4G steht unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven ADH1-Promotors. Grolienmalstab = 10

pm.
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2.14 Lokalisation des Poly-(A)-bindenden Proteins Pablni Partikeln

Fur die Analyse einer Rrm4-abhangigen Lokalisatkiam PablG inU. maydis
wurden die Stamme AB33pablG und AB33pablG/Angéneriert, welche mittels eines
Sfil-abhangigen Kassetten-Systems Uber homologe Rehkatidn hergestellt wurden
(Brachmanret al.,2004; siehe Material und Methoden). In induziei¢itdtyp-Filamenten
wies PablG eine Uberwiegend zytoplasmatische Lstadn auf, wobei der Nukleus
deutlich durch seine negative Fluoreszenz erkenwbaAbb. 18A). Weiterhin liel3en sich
Partikel-Strukturen erkennen, welche bidirektiomal Filament auf definierten Bahnen
pendelten (Anhang CD mit Video). Die Uberlagerumgeier in den Falschfarben Rot und
Grun gefarbter Momentaufnahmen liel3 eine bildliéherstellung der sich bewegenden
Partikel zu (Abb. 20A). Durch die Behandlung mitrd#likrotubuli-Inhibitor Benomyl (50
mM fur 20 min) konnte die Partikelbewegung gestopetden, was ein erstes Indiz fur den
Rrm4-vermittelten Mikrotubuli-abhangigen Transpooipess darstellte (Bechbt al., 2006;
Daten nicht gezeigt). In Ab33pablG/rrtxdilamenten konnten zusatzlich zur
zytoplasmatischen Lokalisation von PablG keine il#dstrukturen detektiert werden
(Abb. 20B; siehe Anhang CD mit Video). Dies wird oer Darstellung der zwei
Uberlagerten Momentaufnahmen deutlich, d.h. im rdemh von 0,4 s konnte keine
Bewegung detektiert werden. Zusatzlich zumm4-Deletionsphéanotyp konnte eine
veranderte zytoplasmatische Lokalisation von PalilBBbachtet werden. Das PablG-
Fluoreszenzsignal nahm in den bipolar wachsend@mEnten zu den Hyphenspitzen hin
drastisch ab, wahrend starke Fluoreszenzsignaledan perinuklearen Region der
Mutterzelle detektierbar waren. In AB33pablG-Filatee nahm das PablG-
Fluoreszenzsignal zur Hyphenspitze hin dagegenvamig ab. Das Intensitats-Verhaltnis
einer definierten perinuklearen Region gegenlber Hyphenspitze ergab einen
signifikanten Unterschied zwischen AB33pablG (1.40.81 Standardabweichung) und
AB33pabl1G/rrma (2.8 + 0.09 Standardabweichung; p-Wert <0.005, zweiseitgjadent's
t-Test; Abb. 20C).

Diese Analyse zeigte, dass Rrm4 fir die Verteilvog mRNA-gebundenem Pabl1G
zustandig ist. Basierend auf dem Fehlen von bewlegh Pabl-Partikeln imrm4A-
Filamenten konnte Rrm4 als die Haupteinheit fir fdikbuli-abhéangigen mMRNA-

Transport in Filamenten vdd. maydiserkannt werden.
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Abbildung 20: Die Ko-Lokalisation von Pabl and Rrm4 . (A) Darstellung von DIC-, Fluoreszenz-
und Uberlagerten Momentaufnahmen von induzierten Filamenten des Stammes AB33pablG. Die
eingezeichneten Rechtecke stellen die unten vergréRerten Regionen dar. Die Uberlagerten
Momentaufnahmen sind eGfp-Bilder des sich im Anhang befindlichen Videos (Videol). Zur
Veranschaulichung der Bewegung wurden die beiden Momentaufnahmen, welche 0,4 s
voneinander entfernt sind, in den Falschfarben Rot und Griin dargestellt. Die Pfeile markieren die
sich bewegenden Partikel (oberer und unterer GréRenmafstab = 10 und 2 pm). (B) Darstellung
von DIC-, Fluoreszenz- und uberlagerter Momentaufnahmen eines induzierten Filaments des
Stammes AB33pablG/rrm4A (Darstellungsform wie in (A), oberer und unterer Gréenmalistab =
10 und 2 pm). Die Momentaufnahmen entstammen dem Video 2, siehe Anhang. (C) Graphische
Darstellung des Verhéltnisses der durchschnittlichen PablG-Fluoreszenzintensitaten zwischen
Kernndhe und auswachsender Hyphenspitze in induzierten Filamenten der Stdmme AB33pablG
(A) und AB33pablG/rrm4A (0B) (Messung einer definierten, perinukledren Region und einer
Region in der Hyphenspitze, 45 Filamente pro Stamm wurden analysiert, n = 3, P< 0.005 im
ungepaarten zweiseitigen Student's t-Test). (D) Darstellung von invertierten Gfp- und Rfp-
Momentaufnahmen eines induzierten Filaments des Stammes AB33pabl1R/rrm4G. Die invertierten
Momentaufnahmen wurden mit einem automatisierten Filterrad erstellt wurde. Die eingezeichnete
Region ist unterhalb im Wechsel von eGfp und Rfp-Fluoreszenzaufnahmen vergréf3ert dargestellit.
Die Zeitangaben zu den Momentaufnahmen des jeweiligen Fluoreszenzkanals sind links
angegeben. Die roten Pfeile markieren die PablR-Partikel und die griinen Pfeile die Rrm4G-
beinhaltenden Partikel (oberer und unterer Gré3enmafistab = 10 und 2 um).
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2.15 Rrm4 und Pabl kolokalisieren

Basierend auf dem Ergebnis der Rrm4-abhangigenk&aitdung des Poly-(A)-
bindenden Proteins Pabl sollte in eiK@lokalisationsstudie Uberprift werden, ob Pabl
und Rrm4 in denselben pendelden Partikeln akkumaieHierzu wurde der Stamme
AB33pablR/rrm4G  generiert, in  dem beide Proteine s alC-terminale
Fluoreszenzfusionsproteine (Pab1lR und Rrm4G) vahogagnen Locus exprimiert werden.
Die in vivodokalisation in induzierten Filamenten wurde mikfogisch einerseits mit
einem Filterrad analysiert, mit dem man in kurzemtabstanden zwischen dem eGfp- und
dem Rfp-Fluoreszenzkanal hin- und herschalten kaff&bb. 20D), um die
Partikelbewegung von Rrm4G und Pabl1R zu verfolder.der anderen Seite konnte, mit
der Hilfe von Sebastian Baumann, mittels einer eluaFluoreszenz-Detektion eine
gleichzeitige Aufnahme beider Fluoreszenz-Kanaletett werden (siehe Anhang Video
3; Kbniget al.,2009). Resultierend aus beiden Analyse-Methodeml@vaindeutig gezeigt,
dass PablR und Rrm4G in denselben pendelnden érarkiklokalisieren. Des Weiteren
wurde eine visuelle Auswertung der Kolokalisatiogefertigt, welche besagte, dass 97%
der Rrm4G-beinhaltenden Partikel mit PablR kolskaden (10 Videos, 336 von 347
Partikeln  kolokalisieren). Diese Analyse konnte &umlsch anhand einer
Koimmunoprazipitation bestatigt werden. (Komeigal.,2009).

Zusammenfassend konnte Pabl als Poly-(A)-bindeRietein bestatigt werden
und dementsprechend als molekularer Marker fiur m&REbliert werden. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass jeglicher mRNA-Langk#&etransport in Form von mRNPs

eine Rrm4-Abhéngigkeit aufweist.
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3 Diskussion
Der Verlust des RNA-bindenden Proteins Rrm4 fuha Befekten in der

Ausbildung der Polaritatsachse und demnach zu gestidrten Filamentbildung und einer
verminderten Pathogenitat. Voruntersuchungen anhamd Microarray-Experimenten

ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischeitddtyyp- und rrm4A-Filamenten,

wodurch eine Beteiligung von Rrm4 an der TransloiptReifung oder der Stabilitat von
bestimmten mMRNAs eher auszuschliel3en ist (P. BédhtScherer, J. Kamper und M.
Feldbriigge, personliche Mitteilung). Die ldentiming bestimmter Ziel-mRNAs von
Rrm4 bestatigte die Beteiligung von Rrm4 an mRNAdstreckentransportprozessen
verschiedener Transkripte in Filamenten (Koaigl.,2009). Zielsetzung dieser Arbeit war
es, anhand einer Proteom-Analyse die molekularetergchiede zwischen Wildtyp- und
rrm4A-Filamenten zu identifizieren und somit zur Aufkidg der posttranskriptionellen

Funktion von Rrm4 wahrend des mRNA-Transports lieagen.

Die erste Proteom-Analyse wurdelih maydisangewendet, um den Morphologie-
Wechsel von der knospenden Sporidie zum Filamentirgersuchen. In dieser Analyse
wurde nur die zytosolische Proteinfraktion in Beltagenommen (Bohmest al., 2007).
Demnach basiert die vorliegende Arbeit auf der eersDIGE-Analyse fraktionierter
Proteinproben inJ. maydis welche zum Auffinden von zehn differentiell expierten
Proteinen-Spezies in Abwesenheit des RNA-bindeiteteins Rrm4 fuhrte (Diplomarbeit
J. Koepke, 2005). Diese spezielle Technik wurddletd, um differentielle Proteom-
Analysen zu optimieren (Unlét al., 1997; Westermeier & Scheibe, 2008). Anhand von
initialen massenspektrometrischen Analysen wurdenei z Protein-Varianten der
Endochitinase Ctsl und das ribosomale Proteine Rpdéntifiziert (Diplomarbeit J.
Koepke, 2005). Die in dieser Arbeit durchgefuhrtemeeite Analyse der Membran-
assoziierten Proteinfraktion mittels praparativeD-2DS-Gele flihrte einerseits zur
Bestatigung der vorherigen massenspektrometrischealyse und andererseits zur
Identifizierung von vier weiteren Protein-VarianteBamit konnten sieben der zehn
differentiell exprimierten Protein-Varianten idditiert werden: drei Protein-Varianten der
Endochitinase Ctsl, die drei mitochondriellen Hrme Atp4, Nuo2, Afg3 und das
ribosomale Protein Rps19. Eine detaillierte Analglse Endochitinase Ctsl bestatigte die
Ergebnisse der differentiellen Proteom-Analyse dedionstrierte zum ersten Mal einen
Zusammenhang zwischen posttranskriptioneller Réigalaind Sekretion in filamentdsen
Pilzen. Die hier ermittelten Daten sind konsistemt der Hypothese, dass der Rrm4-
abhangige mRNA-Transport wichtig fur die apikale&i®ton der Chitinase Ctsl ist. Die
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zusatzliche Identifizierung von drei mitochondell Proteinen, die Bestatigung der
differentiell exprimierten Protease Afg3 und diestgggerte Superoxid-Produktion deckten
einen Defekt in der mitochondriellen Atmungskette rrm4A-Filamenten auf. Die

zusatzlich durchgefuhrten Lokalisationstudien desly4A)-bindenden Proteins Pabl
charakterisierten das RNA-bindende Protein Rrm4 Hé#sipttransporteinheit flir den

Mikrotubuli-abh&ngigen mRNA-Transport th maydis.

3.1 Die Rrm4-abhéngige Sekretion der Endochitinase Ctsl

In Pilzen besitzen Chitinasen autolytische Funldigndienen dem Nahrstoffbedarf
und weisen morphologische Funktionen wahrend debwadumbaus z. B. beim
Spitzenwachstum und der Verzweigung von Hyphen oder Keimung und
Differenzierung von Sporen auf (Kuranda & Robbih891; Adams, 2004). Die meisten
Pilze kodieren fir mehrere Chitinasen. So besit&.2Candida albicansvier Chitinasen,
Aspergillus fumigated2 undTrichoderma reesel8 (Seidlet al., 2005; Taibet al., 2005;
Dunkler et al., 2005). Eine detaillierte Charakterisierung derldgeschen Funktion von
pilzlichen Chitinasen ist wegen madglicher funktibee Redundanz sehr schwierig und
dementsprechend in den meisten Fallen nicht vodrandtslp au$. cerevisiaeind Cht3
ausC. albicansgehdren zu den wenigen Beispielen, wo eine defmieunktion bestimmt
werden konnte. Beiden Chitinasen konnte, anhandDadationsanalysen, eine spezifische
Funktion in der Degradierung der Zellwand der Muftechter-Verbindung wahrend der
Knospung zugeordnet werden (Dunkétral., 2005; Kuranda & Robbins, 1991). Dagegen
fuhrte in filamentésen Pilzen die Deletion vamB1 ausA. fumigatesctslausC. immitis
oder chsl-4 aus C. albicans zu keinen Mutationsphénotypen wahrend des polaren
Wachstums (Dunklegt al.,2005; Jaquest al.,2003 Reicharet al.,2000).

Das Genom vorJ. maydisbeinhaltet nur vier Gene kodierend fur chitincdgtie
Enzyme. Es wurden die drei Gents]l, um06190und um02758 kodierend flr putative
Endochitinasen der Glykosyl-Hydrolase-Familie 18 durzusatzlich eine putative
Exochitinase,um00695, der Glykosyl-Hydrolase-Familie 20 identifiziert. i&/ auch in
anderen Pilze gibt es keine Chitinasen der Faniifle (Henrissat & Bairoch, 1993).
Resultierend aus der phylogenetischen Analyse gehddie drei identifizierten
Endochitinasen in verschiedene Zweige, was ein Hiswauf nicht-redundante Funktionen
ist. Die endochitinolytischen AktivititsmessungeonvWildtyp- und ctslA-Stammen

zeigten, dass extrazellulare Ctsl die bedeutenstmdhitinase darstellt und dass deren
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Enzymaktivitat in Assoziation mit der Zellwand vknospenden Sporidien und Filamenten
steht. Des Weiteren steigerte sich die Enzymaktiwion Ctsl nach der Induktion des
filamentosen Wachstums. Diese Beobachtung ist ktargi mitMicroarray-Daten, welche
eine Induktion der Transkription vartslwahrend der biotrophen Entwicklung detektierten
(M. Vranes und J. Kamper, personliche Mitteilurigle phanotypische Analyse dets1A-
Stamme ergab, dass der Verlust der extrazellul@retochitinolytischen Aktivitat weder
die Filamentbildung noch die Infektionsrate von Bka&imlingen beeinflusste.
Dementsprechend scheint Ctsl fur die RegulatioiMiephologie und fir die Pathogenitat
des Pilzes entbehrlich zu sein. Dennoch ist niciszaschliel3en, dass die Endochitinase
unter harteren Umweltbedingungen oder wahrend geredentwicklung eine spezifische
Funktion ausubt. InA. nidulans lokalisiert die Chitinase ChiA spezifisch an
Auskeimungsstellen, vor und nach der Keimung derni#ien, an Hyphen-
Verzweigungsstellen und auch an Hyphen-Spitzensdmibzellulare Lokalisation hangt
von einer Serin/Threonin-reichen Region und vomeftnalen GPI-Anker-Motiv ab
(Yamazakiet al., 2008). Die Endochitinase Ctsl aus maydisbesitzt jedoch kein GPI-
Anker-Motiv oder eine charakteristische Chitin-ende Doméne.

Die differentielle 2D-DIGE-Analyse detektierte drapdifizierte Protein-Varianten
der Endochitinase Ctsl. Bei den Protein-Variantandelt es sich mdglicherweise um
posttranslationale Modifikationen von Cts1, da diasterschiedliche isoelektrische Punkte
im 2D-Gel aufwiesen. Die fraktionierte Western-Arsa detektierte jedoch eine eindeutige
Anderung im Molekulargewicht. Interessanterweiserden verkiirzte Protein-Varianten
von Ctsl in der Western-Analyse nur nach InduktienFilamentbildung detektiert, wie es
sich in der Membran-assoziierten Proteinfraktion mon4A-Filamenten besonders deutlich
erkennen lies (Abb. 7A und B). Da die beiden Pretgarianten Nr. 4 und 6 keine Peptide
des N-Terminus von Ctsl aufwiesen ist eine protealye Abspaltungen nicht
auszuschlieBen. Dazu sei anzumerken, dass die tiedlre Chitinase Ctsl Kkein
Eukaryonten-spezifisches Signalpeptid aufweist wwahrscheinlich Uber einen nicht-
konventionellen Proteinexport sekretiert wird (Hftpww.cbs.dtu.dk/services/SignalP/,
Emanuelssort al.,2007). Interessanterweise ist die Chitinase Ctéthiad eines GU33{
Glucuronidase)-Reportersystems als ein nicht-komweell sekretiertes Enzym bestatigt
worden (S. Kreibig, Diplomarbeit 2009). Dennoch mstht auszuschlie3en, dass diese
proteolytische Abspaltung eine Export-Funktion @mmt, da in Wildtyp-Filamenten mehr
extrazellulare endochitinolytische Enzymaktivit@ngmessen wurde und die analysierten

Protein-Fraktionen wenig verkirzte Protein-Variargefwies. Demnach resultiert der
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Verlust von Rrm4 in der Anreicherung einer verkérzProtein-Variante, dabei scheint nur
deren Export beeintrdchtigt zu sein, nicht die %ikit. Eine Western-Analyse von

extrazellularem Ctsl kdnnte diese Hypothese bgstétDies scheiterte bislang aber an der
sofortigen Abspaltung des fusionierten Gfps. Dientifizierung der Unterschiede dieser
Membran-assoziierten Protein-Varianten wirde despeathend zum Verstandnis des

Exportprozesses von Ctsl beitragen.

Demnach gibt es einen Zusammenhang zwischen Rrahight-konventionellem
Export von Proteinen. Das RNA-bindende Protein Ristdam Mikrotubuli-abhangigen
Transport bestimmter mRNAs beteiligt (Koregal., 2009; Zarnack & Feldbrigge, 2010).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde dem Mikrotubuli-abyigen Transportprozess eine neue
Funktion in nicht-konventionellem Proteinexport esn Zellwand-abbauenden Enzyms
zugeordnet. In der Abwesenheit von Rrm4 wies depoExder Endochitinase Ctsl eine
drastische Verringerung auf. Der eigentliche Transpdie apikale Lokalisation und die
Aktivitat sind dabei nicht beeintrachtigt. DiesedBachtungen deuten auf eine Stbérung in
der Sekretion von Ctsl imm4A-Filamenten hin. Eine mdgliche Erklarung kénnte das$
Fehlen von assoziierten Exportfaktoren zurickzidiihsein oder Proteine des Ctsl-
Sekretionsapparats unterliegen dem Rrm4-abhangigBMNA-Transport. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrte FISH-Analyse identifizierteedits:mRNA als direkte Ziel-mRNA
des Rrm4- Transportes, da diese bevorzugt in Rihdsagigen Partikeln akkumuliert.
Vorherige Studien zeigten, dass im Allgemeinen j@@NA von Rrm4 entlang des
Mikrotubulizytoskeletts transportiert werden karidie Ziel-mRNAs von Rrm4 werden
jedoch bevorzugt transportiert und die Anwesenleaies cis-aktiven Elements in der
MRNA steigert die Frequenz und die Lange des mRNf#sports (Koniget al., 2009;
Zarnack & Feldbriigge, 2010). Dieses Ergebnis istUbereinstimmung mit RNA-Live-
Aufnahmen von analysierten tierischen Zellen unddén-Embryonen. In diesen Studien
wurde gezeigt, dass die lokalisierenden Transkripheifiger und mit einer hdheren
Prozessivitat entlang des Mikrotubulizytoskeletteansportiert werden als nicht-
lokalisierende Transkripte (Fusebal.,2003; Bullocket al.,2006).

Folglich liegt die Vermutung nahe, dass eine pas#kriptionale Regulation der
Ctsl-Sekretion auf der Ebene des mRNA-Langstreckesports stattfindet. Diese
Hypothese wird sowohl durch das Ergebnis der Bemdnhybition als auch durch den
Verlust des konventionellen Kinl unterstitzt. Inde@ Fallen lasst sich derselbe Effekt wie
durch den Verlust von Rrm4 beobachten. Die lokai@n3lation deicts1mRNA scheint

notwendig zu sein, um das endochitinolytische EnZymdie Sekretion kompetent zu

56



Diskussion

machen. Dabei ist es mdglich das der gleichzeitigmsport von mRNAs und deren lokale
Translation fur die Bildung eines Sekretions-fahiggmplexes wichtig sind, welcher die
Ctsl und assoziierte Export-Faktoren beinhaltetdp2005; Dwet al., 2007). Analysen
ausS. cerevisiageigten, dass der Aktin-abhangige mRNA-Transponmttelt durch das
RNA-bindende Protein She2p beteiligt ist an der dligation von Membranproteinen,
Polaritats- und Sekretions-Faktoren (Shepatdal., 2003; Aronovet al., 2007). Zum
Beispiel wies die polare Lokalisation d8EC3mRNA in der Tochterzelle, kodierend fur
eine Untereinheit des Exocysten, eine She2p-Abkéedi auf (Aronovet al., 2007). Die
Analyse des She3-abhangigen mRNA-Transportsysterdem Human-pathogenen Pz
albicansdeckten eine Beteiligung an der Hyphenmorphologi@ dem invasive Wachstum
auf. Dabei wurden insgesamt 40 Transkripte idemift. Interessanterweise befand sich
darunter diecht22mRNA kodierend fir eine Chitinase. Eine FISH-Ars#ybestatigte die
She3-abhéngige Lokalisation deét22mRNA an der Knospungsstelle (Elsenal., 2009).
Dementsprechend scheint es auchOn albicans einen Zusammenhang von aktivem
MRNA-Transport mit lokaler Translation von Zellwaabdbauenden Enzymen zu geben. In
diesem Fall besitzt die Chitinase Cht2 allerdings wrhergesagtes Signalpeptid. Eine
maogliche Erklarung hierfur scheint ein Myosin-vettelier Ko-Transport von kortikalem
Endoplasmatischen Retikulum zu sein (Scheticl., 2006). Derzeit gibt es jedoch keine
detaillierte Aufklarung der Verbindung zwischen miRNransport und Protein-Sekretion.

Die Analyse der endochitinolytischen Enzymaktiviiat Wildtyp- und rrm4A-
Filamenten deckte einen Defekt im Export der Endowse Ctsl in Abwesenheit des
Rrm4-abhangigen mRNA-Transports auf. Zusatzlicht gib eine direkte Verbindung
zwischen demctslTranskript und dem Rrm4-Langstreckentransport. 8®sprechend
wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal eine Abh&keig von nicht-konventionellem
Protein-Export und Mikrotubuli-abh&ngigem mRNA-Tsaort aufgedeckt.
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3.2 Rrm4 und die Biogenese von Mitochondrien

Die Aktivitat der m-AAA-Protease ist ein wichtigBestandteil der Biogenese von
Mitochondrien, welche durch zwei unabhangige Genomas Mitochondrien- und
Nukleus-Genom, reguliert wird. Um mogliche Unglajelwichte zwischen Nukleus- und
Mitochondrien-kodierten Polypeptiden zu tUberwindeten Mitochondrien ein effizientes
Qualitats-Kontrollsystem fir neu importierte Mitacidrien-Proteine entwickelt (Voos &
Rottgers, 2002; Tatsuta & Langer, 2008). Die m-ARfotease ist eine Hauptkomponente
des Qualitats-Kontrollsystems und kontrolliert didlaufe von Proteinfaltungen in der
inneren Mitochondrienmembran, wobei die funktionB®tease-Domane in der Matrix
lokalisiert. Bei diesem Kontrollmechanismus werdecht-assemblierte oder geschadigte
Proteine selektiv degradiert. B. cerevisiaavurde die mitochondrielle m-AAA-Protease
als erstes identifiziert und untersucht. Hier beistee m-AAA-Protease aus einem hetero-
oligomeren Komplex der Untereinheiten YtalOp (Afg8pd Ytal2p (Rcalp). Wenn eine
der beiden m-AAA-Protease-Untereinheiten fehlt, seai die Hefe-Zellen einen
respiratorischen Defekt auf und wachsen nicht metuf nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen (Arltet al., 1996). Des Weiteren sind die Transmembran-Doméeen
beiden Untereinheiten fur die Assemblierung undewiytische Aktivitat entbehrlich, aber
essentiell fur den Abbau von integralen Membrargnan (Korbelet al., 2004). Die
humane m-AAA-Protease besteht aus den Untereimhé&raplegin und AFG3L2. Im
Kontrast zu Hefe besitzen Mitochondrien aus humadbelien zwei m-AAA-Isoenzyme,
einen hetero-oligomeren Komplex bestehend aus Rgiapund AFG3L2 und einen homo-
oligomeren Komplex bestehend aus AFG3L2 alleinepfdm et al., 2007). Zu den
bekannten Substrat-Polypeptiden der m-AAA-ProteaseHefe gehdren die Komponenten
der Atmungskette und die Untereinheiten dgf,fATPase (Arltet al., 1996; Arltet al.,
1998), wahrend die physiologischen Substrate demamgn m-AAA-Protease noch

weitestgehend unbekannt sind.

Basierend auf den Ergebnissen der differentiellsste®m-Analyse resultierte der
Verlust des RNA-bindenden Proteins Rrm4 in Filaraerih einer reziproken Anderung der
drei identifizierten mitochondriellen Proteine. DieAAA-Protease Afg3 wurde mit einer
4,5-fachen Erh6éhung in induzierten Filamenten des4A-Stammes identifiziert,
wohingegen fur die Untereinheiten der Atmungskeitip4d (Komplex V) und Nuo2
(Komplex 1) eine Reduktion der relativen Proteinmgeriestgestellt wurde. Der Verlust des
MRNA-Transportes in Filamenten filhrte dementspnedhau einem Ungleichgewicht in

der Assemblierung der Atmungsketten-Komplexe, wordie Qualitdtskontrolle in der
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inneren Mitochondrienmembran mit einem gesteigeRmotein-Abbau durch die m-AAA-
Protease Afg3 reagiert. Fur diese Hypothese sprnechi@erseits die verringerten
Proteinmengen von Nuo2 und Atp4 nm4A-Filamenten und andererseits die gesteigerte
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (RO®active oxygen specilesin

Mitochondrien in Abwesenheit von Rrm4.

Die Produktion von ROS ist ein wichtiger Bestandier Redox-Signaltransduktion
ausgehend von den Mitochondrien zum Rest der 4Bllege, 2002). Des Weiteren ist
bekannt, dass humane Erkrankungen, der Alterungspsound eine Dysfunktion der
Mitochondrien zu einer gesteigerten ROS-Produkfigimen (Balabaret al., 2005). Der
grofdte Anteil an in Mitochondrien produziertem R@E&das Superoxid, welches in der
Matrix zum grofdten Teil durch den Komplex | produtiwird (Murphy, 2009; Hirst,
2010). Der Mechanismus der Superoxid-Produktionclduisolierten Komplex 1 ist
einigermal3en gut verstanden. Superoxid entstehtdausReaktion von Sauerstoff mit
vollstéandig reduziertem Flavinmononukleotid (FMNypbei die Menge an vollstandig
reduziertem FMN von der NADH/NAD+-Ratio bestimmtrdi(Kussmaul & Hirst, 2006;
Hirst et al., 2008). Anhand von isolierten Mitochondrien sindrké&te Messungen von
Superoxid sehr schwierig, da die physiologischesr pathologischen Bedingungemvitro
schwer nachzustellen sind. Die Verwendung von Sixigssensitiven Indikatoren, wie z.
B. Hydroethidin und MitoSOX™ RED lieferten neue Informationen Uber die
mitochondrielle Superoxid-Produktian vivo (Zhaoet al., 2005; Robinsoret al., 2006;
Zielonkaet al., 2008a; Zielonkaet al., 2008b). Unter physiologischen Bedingungen liegt
eine niedrige Superoxid-Produktion in Mitochondrieor, d. h. die Mitochondrien
produzieren aktiv ATP und es liegt eine geringetgrenmotorische KraftAp) vor
(Murphy, 2009). Anhand von isolierten Mitochondriemurden zwei Bedingungen
identifiziert, unter denen es zu erhohter Kompleabhangiger Superoxid-Produktion
kommt. Erstens, wenn die NADH/NAMRatio erhoht ist, z. B. bei Defekten in der
Atmungskette, bei Verlust von Cytochrom C wahremut Apoptose oder bei geringem
ATP-Bedarf (Kudin et al., 2004; Kussmaul & HirsQb). Zweitens, wenn keine ATP-
Produktion stattfindet und eine erholile und eine gesteigerte Co@BoQ-Ratio vorliegt
(Hansfordet al., 1997; Korshunowet al.,1997; Lambert & Brand, 2004). Zusatzlich wurde
anhand von isoliertem Komplex | gezeigt, dass ddeh Inhibitor Rotenon die Superoxid-
Produktion gesteigert wird (Caderetsal., 1977). Rotenon bindet an die Q-Bindestelle des
Komplex |, wodurch es zu einem Rickstau und deshalbeiner Ruckfihrung der

Elektronen vom FMN auf molekularen Sauerstoff konfudtyakova & Reynolds, 2001).
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Demzufolge liegt in rrm4A-Filamenten wahrscheinlich ein Defekt in der
Assemblierung der Komplexe der Atmungskette vorduvoh Bedingungen entstehen die
zu einer gesteigerten Produktion von SuperoxiddiihEine durch den Inhibitor Rotenon
induzierte Superoxid-Produktion wurde in Kulturenokpender Sporidien mit Hilfe des
Superoxid-IndikatorgMitoSOX™ REDsowohl in den Wildtyp-Stammen als auch in den
rrm4A-Stdmmen beobachtet (Abb. 17A). In Rotenon-behaeeWildtyp-Filamenten
findet ebenfalls eine gesteigerte Superoxid-Pradoktstatt. Dagegen resultierte die
Behandlung mit Rotenon inrm4A-Filamenten in einer Reduktion der Superoxid-
Produktion (Abb. 17B).

Damit in Ubereinstimmung gibt es mit Reversem Etmken-Transport (RET) einen
weiteren Mechanismus, in dem Komplex | vermehrte8apid produziert (Adam-Vizi &
Chinopoulos, 2006; Kudiret al., 2004; Votyakova & Reynolds, 2001). RET findet in
Mitochondrien unter der oben beschriebenen Bedigdgoei fehlender ATP-Produktion
statt, wenn durch eine erhohfg die Elektronen von CoQHzurick zum Komplex |
getrieben werden, wodurch NARu NADH am FMN reduziert wird (Cino & Del Maestro,
1989). Die Superoxid-Produktion durch RET wird durgine Behandlung mit Rotenon
aufgehoben, was den Eintritt der Elektronen UberGbQ-Bindestelle bestatigt (Lambert &
Brand, 2004).

Diese Beobachtung trifft auf die mit Rotenon beledigsh rrm4A-Filamente zu, da
unter diesen Bedingungen eine Verringerung der i®uEeProduktion detektiert wurde.
Dementsprechend liegt mm4A-Filamenten vermutlich eine erhohig vor und es findet
nur eine geringe ATP-Produktion statt. Zusammeefaggihrte der Verlust von Rrm4 in
Filamenten zur gesteigerten Komplex I-abhangigenpeg&xid-Produktion, welche
wahrscheinlich auf den RET-Mechanismus zurlickzuiihrist. Die gesteigerte
Proteinmenge der m-AAA-Protease Afg3rim4A-Filamenten ist demnach eine Reaktion
auf Defekte in der Assemblierung der AtmungskeKemplexe, was sich in den
verringerten Proteinmengen der identifizierten UWaiteheiten Atp4 und Nuo2
widerspiegelt. Davon musste vorallem der Komplexb®troffen sein, da der reverse
Transport von Elektronen bei geringer ATP-Produktsiattfindet. Der Rrm4-abhangige
MRNA-Transport scheint eine Rolle beim Import vastimmten Proteinprodukten in die
Mitochondrien zu spielen und ist dementsprechenchtrg fur den Morphologiewechsel

zwischen Sporidie und Filament.
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Auch in anderen Organismen sind Differenzierungagsee mit der Mitochondrien-
Aktivitat verknipft. In Neuronen ist die Entwicklgrvon dentritischen Dornfortsatzen von
der lokalen Aktivitat der Mitochondrien abhangigi (let al.,, 2004). Die meisten
Mitochondrien-Proteine werden im Nukleus kodiertdumissen in das Organell
transportiert werden. Die langjahrige Frage, olboatibndrielle Proteine post-translational
oder ko-translational importiert werden, wurde Wi@rschiedene analysierte Proteine sehr
unterschiedlich beantwortet (Neupert, 1997; Neugetderrmann, 2007; MacKenzie &
Payne, 2007). Viele Anhaltspunkte weisen auf eio@itranslationalen Import hin. 18.
cerevisiaestehen die Polysomen mit der auf3eren Mitochoneh@enbran in Verbindung,
an denen verschiedene Proteine translatiert we(@orgeet al., 2002). Studien mit
isolierten Mitochondrien deckten eine Verbindung warschiedensten mRNAs, kodierend
fur mitochondrielle Proteine, auf (Maret al., 2002; Sylvestreet al., 2003). Bei der
Lokalisation einiger mRNAs an Mitochondrien wurdezgigt, dass Elemente in der
kodierenden Region, vorallem innerhalb des mitodhiefien Lokalisierungssignals (MTS,
mitochondrial targeting sign@l und in der 3'UTR fur deren Lokalisation wichtijnd
(Corral-Debrinskiet al., 2000; Margeoget al., 2002). Andere Studien zeigten anhand der
asymmetrischen Lokalisation deratp2mRNA, dass ein Zusammenspiel des
mitochondriellen Lokalisationssignals mit zwei Ekmten, R1 und R2, im offenen
Leserahmen notig ist, um die perimitochondrielle MARLokalisation aufrechtzuerhalten
(Garcia et al., 2010). Des Weiteren ergab eine Lokalisations-Asalger im Nukleus
kodierten Mitochondrien-Proteine eine Aufspaltungzwei Gruppen, entsprechend ihrer
Translation an freien zytoplasmatischen oder arnodhibndrien-assoziierten Polysomen,
wobei die mRNAs der letzten Gruppe als mitochoridiekalisierte mRNAs (MLRS)
bezeichnet wurden (Maret al., 2002). Diese MLRs besitzen im Allgemeinen einen
prokaryontischen Ursprung, kodieren fiir Proteinelcive am initialen Aufbauprozess der
Atmungsketten-Komplexe beteiligt sind und werdeeribOM-TIM23 importiert (Garcia
et al., 2007). Die assymetrische Lokalisation von mRNAslikeend fir mitochondrielle
Proteine stellt ein aktuelles Forschungsgebiet Babei ist das RNA-bindende Protein
Puf3 der erste identifiziertan transwirkende Faktor dieser assymetrischen Lokalisation
(Saint-Georgest al.,2008). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass dikefimn vontom2Q
kodierend fur eine periphere Untereinheit des TOMwlexes,die Puf3 Lokalisation
beeinflusst. Eine direkte Interaktion von Tom20 updf3 konnte jedoch nicht gezeigt
werden (Eliyahiet al.,2010).
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In S. cerevisiaewurde eine Klassifizierung der 786 im Nukleus laotén
mitochondriellen Gene in drei Klassen durchgeflikiasse I-mRNAs (256 Gene) sind
charakterisiert durch Puf3p-abhé&ngige Translation #itochondrien-assoziierten
Polysomen, Klasse [-mRNAs (224 Gene) werden Pubbhangige an Mitochondrien
translatiert und Klasse IlI-mRNAs (306) werden agtoplasmatischen Polysomen
translatiert (Saint-George= al., 2008). Des Weiteren wurden, anhand einer quangtat
Microarray-Analyse von mRNAs, ko-aufgereinigt miterd Mitochondrienfraktion,
Mitochondrien-Lokalisationsraten berechnet. Einkdlsationsrate von 8% wurde dabei
als signifikanter Grenzwert berechnet, um MLRs warht-MLR-mRNAs zu differenzieren
(Saint-Georgeset al., 2008) Die atp4mRNA beinhaltet keine Puf3-Bindestelle in der
3'UTR und wirde dementsprechend Puf3-unabhangigimet Lokalisationsrate von 32%
an Mitochondrien-assoziierten Polysomen translkati@rden. Dieafg3mRNA beinhaltet
eine Puf3-Bindestelle, wurde in die Klasse | eirrdaet und weist eine Lokalisationsrate
von 100% auf. (Saint-Georgext al., 2008). Die mRNAs der Klassen | und Klasse I
kodieren zusatzlich fir funktional verschiedenet&iree. Die mMRNAs der Klasse | kodieren
fur Assemblierungs-Faktoren der Komplexe der Atnskedte und fir die Translations-
Maschinerie der Mitochondrien (Ribosomen und Tratnshsregulatoren). Die Klasse II-
MRNAs dagegen kodieren fur Proteine der Atmungshkettomplexe selbst und fur
Proteine verschiedenster Stoffwechselwege (Saiotgas et al., 2008).

Basierend auf der Identifizierung des mitochontkrel Phanotyps inrrm4A-
Filamenten liegt eine Verbindung zwischen Rrm4-algigem  mRNA-
Langstreckentransport mit der Biogenese von Mitadhnien inU. maydisnahe. Der Rrm4-
abhangige Transport dieser mitochondriellen Trapskrim Filament scheint daran
beteiligt zu sein, dass durch die lokale Transhatler Import der kodierten Proteine auch in
die apikal gelegenen Mitochondrien garantiert wiidie fehlende Lokalisation der
Transkripte kodierend fur Atp4, Nuo2 und Afg3rrm4A-Filamenten resultiert demnach in
Defekten bei der Assemblierung der Atmungskettemplexe. Nach der in Hefe
durchgefuhrten Klassifizierung wurden die orthologgeneatp4 und afg3 aus Hefe in die
Klassen Il und | eingruppiert. Da Hefe Uber keinGmmplex | verfugt, fehlt eimuo2
Ortholog. Demnach handelt es sich #p4 und afg3mRNA um Mitochondrien-
lokalisierte Transkripte. Dieses Hypothese wirdtés durch die in Hefe identifizierten
hohen Lokalisationsraten der orthologen Gene kedarfiirafg3 und atp4mRNA. Eine
maogliche Beteiligung von Puf3 an diesem Lokalisagjgrozess inUJ. maydis musste

Uberpruft werden. Anhand von Deletionsstudiendiml, das nachste Homolog puwf3
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wurde kein Phanotyp detektiert. Allerdings basiediase Daten auf einer partiellen
Deletion von puml (Becht et al., 2005). Interessanterweise identifizierte die CLIP-
Methode von Rrmdin vivo eine weitere Komplex I-Untereinheit, amiol bezeichnet
(uml11731yrelated to nadh-ubiquinone oxidoreductase 9.5 klaugif). Zusatzlich wurden
noch andere mRNAs kodierend fur mitochondrielle télne nachgewiesen (J. Konig,
Doktorarbeit 2008; Koniget al., 2009). Dementsprechend erzielten die bisherigen
Untersuchungen eine Funktion des Rrm4-aghangigeNArRansports an der Biogenese

von Mitochondrien in Filamenten.

3.3 Das ribosomalen Proteins Rps19 mit extra-ribosomafe Potential

Das ribosomale Protein Rps19 gehdrt zur 40S Umieedti des Ribosoms und bindet
dort wahrscheinlich an die 18S rRNA (Lutsehal., 1990) Es gehdrt zu den ribosomalen
Proteinen, welche in Eukaryonten und Archaeen etemr sind. Das humane Geps19
wurde in Assoziation mit der Diamond-Blackfan-Anami(DBA), einer seltenen
Knochenmarkserkrankung identifiziert. Die DBA ishe@ angeborene Form einer schweren
chronischen Blutarmut, welche auf einem noch ngdniau geklarten angeborenen Defekt
der Erythropoese im Knochenmark beruht. Bei ca. 2886 DBA-Patienten konnten
heterozygote Mutationen inps19 diagnostiziert werden (Draptchinskaet al., 1999;
Gregory et al., 2007). Die Assoziation eines ribosomalen Protemis einer humanen
Erkrankung legte offen, dass ribosomale Proteinalen Zelle komplexere Funktionen
Ubernehmen kénnen als urspringlich angenommenutémawvurden weitere ribosomale
Proteine mit einer Verbindung zu DBA identifizieind zusatzliche Mutationenen in
verschiedensten ribosomalen Proteinen eine Batatdigan anderen Entwicklungsdefekten
und erhohten Krebsrisiken aufgedeckt werden (Gatda., 2008). Fir Rps19 wird eine
extra-ribosomale Funktion angenommen, was durck é&iteraktion mit dem humanen
Wachstumsfaktor FGF-Zilgroblast growth factor 2in vitro bestarkt wurde (Soulet al.,
2001). Des Weiteren konnte in Fibroblasten geaegyden, dass Rps19-Dimere involviert
sind in die Metall-induzierte Apoptose (Nishiwgtal.,2005).

Auch in S. cerevisiaewurden extra-ribosomale Funktionen fir eine Reioa
Proteinen beschrieben. Nach einer frihen Genomdin sind hier ca. 10% aller Gene
dupliziert, welche im Verlauf der Evolution, modierweise wegen spezialisierter
Funktionen, nicht verloren gegangen sind (Kedisal., 2004). Bemerkenswerterweise
wurden 59 von 78 Genen kodierend flr ribosomaldeire als verdoppelte genomische

Kopien beibehalten (Komiliet al., 2007). Es wurde gezeigt, dass es funktionelle
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Spezifitaten der paralogen ribosomalen Proteinerevith der Sporulation, der Aktin-
Zytoskelett-Organisation und in der Wahl der Knoggsseite gibt (Ni & Snyder, 2001,
Enyenihi & Saunders, 2003; Haarer al., 2007). Andere Studien identifizierten einige
duplizierte ribosomale Gene, welche fiur die Lokdlen der ASHIMRNA bendtigt
werden. Dabei besteht ein direkter Zusammenhangchwn Genen, die fur diaSHZ:
Lokalisation bendtigt werden, und solchen, die an\Wahl der Knospungsseite beteiligt
sind (Komili et al., 2007). Die Einzel-Deletionen der dupliziertggs19-Gene,rps19aund
rps19b habenreduzierte Wachstumsraten zur Folge, wohingegeStéammen mit einer
Doppel-Deletion die Auskeimung der Sporen ausbléieger-Silvestreet al., 2005).
AuRRerdem wurde fiir Rps19 eine Funktion in der Addemung und Reifung der pra-40S-
ribosomalen Untereinheit, der rRNA-Reifung und Begulation des Zellzyklus beobachtet
(Badhaiet al., 2009a; Badhaet al., 2009b; Choesmaedt al., 2007; Flygareet al., 2007).
Andere Studien entdeckten, dass Rpsl9 die 5 UTReselranskriptes bindet, wodurch
eine posttranskriptionelle Regulation vermitteltdviDariiberhinaus wird angenommen das
Rps19 auch verschiedene andere 5"'UTRs bindet, wlwrata bestimmte Transkripte zum
Ribosom zu rekrutieren und deren Translation zulbstgen (Angeliniet al., 2007;
Flygare & Karlsson, 2007; Schustgral.,2010). Interessanterweise wurde fir das humane
Rps19 eine Interaktion mit der onkogenen KinaselPgazeigt, welche in der Lage ist
Rps19in vitro zu phosphorylieren (Chiocchegti al.,2005).

Diese Beispiele beginstigen die Annahme einer @dicsomalen Funktion von
Rps19 audJ. maydis Das ribosomale Protein Rps19 wurde in der diffeelen Proteom-
Analyse mit einer 15-fachen Erh6hung der relati®nteinmenge inrm4A-Filamenten
identifiziert. Dieses Protein zeigte demnach denhbten Expressionsunterschied in der
Membran-assoziierten Proteinfraktion der analysre@tdmme AB33 und AB33rrd4Die
C-terminale Fusion mit eGfp beeintrachtigte die l&iom von Rps19, was sich in einem
extrem verlangsamten, vegetativen Wachstum unchar aberranten Zellmorphologie des
Pilzes widerspiegelte. Die gleichverteilte zytolasische Lokalisation von Rps19G lies auf
eine ebenso gleichméaRige Verteilung von RibosomenSporidien und Filamenten
schlieBen, demnach hat es den Anschein, dass diesl@tion dberall im Filament
stattfindet. Die Lokalisation von Ribosomen in Rienten wurde in frihen Studien anhand
elektronenmikroskopischer Aufnahmen veuasarium acuminaturwvisualisiert. Neben der
gleichmafdig verteilten zytoplasmatischen Lokal@atbeinhaltet auch der Spitzenkdorper
eine Anhaufung von Ribosomen (Howard, 1981). In dunoreszenzaufnahmen von
Wildtyp-Filamenten lie3en sich deutliche Ansammiemgon Rps19G erkennen, welche in
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allen Bereichen des Filamentes bis zur Hyphenspitaezu finden waren. Es hatte den
Anschein, als ob diese zytoplasmatischen Strukturemnm4A-Filamenten weniger deutlich
vertreten waren, wobei eine Quantifizierung wegen abberanten Morphologie und dem
unterschiedlichen Wachstumsverhalten wahrend demEntbildung nicht durchgefuhrt
wurde (Abb. 3B). Anhand von ersten Fluoreszenz-askopischen Filmen liel3en sich
eindeutige Bewegungen dieser partikularen Rpsl9@Gsten in Filamenten von
AB33rps19G, insbesondere im Zytoplasma um den Nigkleeobachtet, welche irm4A-
Filamenten nicht zu erkennen waren (Daten nichteiggz Zusatzlich ist eine
Abschwachung des Fluoreszenzsignals zu den Hypheashin in bipolaren Filamenten
des Stammes AB33rpsl19G/rrthdu beobachten, wohingegen die Mutterzelle ein
verstarktes Signal aufweist (Abb. 3B). Diese Betbhawgen deuten darauf hin, dass die
Lokalisation und die Dynamik von Rps19nm4A-Filamenten beeintrachtigt sind, jedoch
ist dies wegen des Funktionsverlusts von Rps19@iscly zu beurteilen. Eine vorlaufige
Western-Analyse bestatigte die Erhdhung in der Mamassoziierten Proteinfraktion in
rrm4A-Filamenten (Daten nicht gezeigt) Da jedoch dief@atnale Fusion des ribosomalen
Proteins mit eGfp zu auffalligen Wachstumsstérungénrte, misste dies durch die
Herstellung z. B. einer N-terminalen eGfp-Fusioneert untersucht werden. Die Detektion
eines einzigen differentiell exprimierten ribosoaraProteins in der Membran-assoziierten
Proteinfraktion kénnte ein Hinweis flr eine Membstandige extra-ribosomale Funktion
von Rpsl19 sein. Eine andere Proteom-Analyse ideetife zwei phosphorylierte Formen
von Rps19 (Bohmeret al.,, 2007). Es ist demnach nicht auszuschliessen, das d
Phosphorylierung von Rps19 wahrend des filament@achstums vorJ. maydiseine
regulatorische Funktion einnimmt. Des Weiteren tzésRps19 ausU. maydis einen
auffallig sauren C-Terminus bestehend aus 18 Agpasaure- und Glutaminsaure-Resten,

welcher nicht hoch konserviert zu sein scheinK@epke, Diplomarbeit 2005).

Die Analyse mdglicher Ziel-RNAs von Rrm4 mit der vivo CLIP-Technologie
identifizierte die mRNAs zahlreicher ribosomalepfeine. Zum Beispiel wurde digbil-
MRNA gefunden, welche fur ein hoch-konserviertesiénsprotein aus dem ribosomalen
Protein Rpl40 und Ubiquitin kodiert (Kénigt al., 2009). InS. cerevisia&kommt es direkt
nach der Translation zu einer Abspaltung des Ubitgjiwelches in schnell wachsenden
Hefe-Kulturen die Hauptquelle fur Ubiquitin dar#téCatic & Ploegh, 2005; Finlegt al.,
1989). InU. maydisko-lokalisiert das RNA-bindende Protein Rrm4 umelubil-mRNA in
vivo in pendelnden Partikeln. Die eigentliche Funktoles Rrm4-abhéngigen Transports

dieser ribosomalen mRNA wurde bisher noch nichgekifirt. Dierps139mRNA wurde in
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der CLIP-Analyse nicht identifiziert, méglicherweigla die ldentifizierung der Ziel-RNAs
nicht sattigend erfolgte (J. Konig, Doktorarbeit08). Eine direkte Interaktion depslS
MRNA mit Rrm4 konnte, z. B. anhand einer FISH-Asalyder mittels degreerRNA
Technik erfolgen (Konigt al.,2009). Fur die beiden ribosomalen Proteine Rpsitbulbil
kann momentan eine extra-ribosomale Funktionen z.wBhrend der Transkript-
spezifischen Regulation der Translation nur spekiverden. Eine solche Funktion konnte
fur das humane ribosomale Protein L13a identifiairden (Mazumdeet al., 2003; Ray
et al.,2007).

Zusammenfassend lieferten diese initialen AnalyBendas ribosomale Protein
Rps19 keine direkte Verbindung zum Rrm4-abhangigangstreckentransport. Dennoch
weisen die erh6hte Expression von Rpsi19 in der Mamahssoziierten Proteinfraktion und
die vorlaufigen Beobachtungen der verénderten lisdbns-Strukturen in Kombination
mit dem zu der wachsenden Hyphenspitze hin abneteneRps19G-Fluoreszenzsignal in
rrm4A-Filamenten auf extra-ribosomale Funktionen hin wallten weiterhin verfolgt

werden.

3.4 Rrm4 bildet die Haupttransporteinheit fir mRNA-
Langstreckentransport in Filamenten

Die Komplementationsanalyse in Hefe bestétigte mlastive Poly-(A)-bindende
Protein audJ. maydiseindeutig als solches. Obwohl die Domé&nenstrukbur Rrm4 einen
ahnlichen Aufbau wie Pabl beinhaltet (Beehtal., 2006) erfolgte fir Rrm4 anhand des
Komplementationstests i8. cerevisiaeine funktionelle Trennung von Pabl. In Wildtyp-
Filamenten lie sich neben den pendelnden Pattikktaren eine gleichmalig verteilte
zytoplasmatische PablG-Lokalisation beobachten. Lbiealisationstudie von PablG in
rrm4A-Filamenten resultierte in einer drastischen Abrahter Partikelbildung, wobei
keine pendelnden Partikel detektiert werden konrdea zusatzliche Quantifizierung ergab
eine Abnahme von 50% der zytoplasmatischen PabliG¢3zenz zu den Hyphenspitzen
hin. Dementsprechend zeigt Rrm4 eine Beteiligung ener Gleichverteilung der
zytoplasmatischen mRNAs im Filament. Dies ist in et#finstimmung mit der
Beobachtung, dass prinzipiell alle mRNAs von Rrmahsportiert werden kénnen, jedoch
direkte Ziel-Transkripte mit einer hoheren Frequeomd Prozessivitdt bevorzugt
transportiert werden (Konigt al., 2009). Solche Hauptkomponenten des aktiven mRNA-

Transportes wurden bisher nur in wenigen Fallerchésben, z. B. die RNA-bindenden

66



Diskussion

Proteine She2p auS. cerevisiaaund Staufen auB. melanogaste(Martin & Ephrussi,
2009). Stitzend auf die Annahme, dass Pabl an amannten Poly-(A)-Schwanz der
meisten reifen mMRNAs bindet (Hogaet al., 2008), wurde anhand dieses molekularen
Markers der Rrm4-abhangige Langstreckentranspat dieé Haupttransporteinheit flr
MRNAs in Filamenten charakterisiert. Die quantéizen Daten der Ko-Lokalisationsstudie
von Rrm4G mit PablR besagten, dass nahezu 100®Rrdet-Partikel in Assoziation mit
MRNAs sind. Demnach scheint es keine unbeladened fRartikel zu geben.

Zusammenfassend deuten diese Analysen auf eineefjenfeunktion von Rrm4 in
der Verteilung zytoplasmatischer mRNAs hin. Des t&fen wurde in dieser Arbeit das
RNA-bindende Protein Rrm4 als die Haupttranspohteitndes Mikrotubuli-abh&ngigen
MRNA-Transports in Filamenten identifiziert (Kéregal.,2009).

3.5 Modellvorstellung

Das RNA-bindende Protein Rrm4 erflllt eine wichti§enktion wahrend der
Ausbildung der Polaritatsachse von Filamenten. Dbhbdet es die Haupttransporteinheit
des bidirektionalen aktiven mRNA-Langstreckentramsgs entlang des Mikrotubuli-
Zytoskeletts. Die pendelnden Rrm4-abhangigen Rarsigheinen dabei in stetigem Kontakt
mit MRNAs zu stehenDabei werden bestimmte Ziel-mRNAs bevorzugt trantg,
obgleich alle Transkripte von Rrm4 transportiertraes konnen. Der daraus resultierende
Effekt ist einerseits die gleichmalige zytoplasedite Verteilung der meisten mit Pabl-
assoziierten mRNAs im gesamten Filament (Abb. 20A)l andererseits die gesteigerte
subzellulare Lokalisation einer bestimmten Popatatvon Transkripten. Die Regulation
der Prozessivitat und Frequenz des Transportes dafwki durchcis-aktive Elemente
gesteuert, wobei moglicherweise noch additive Kifedn in den Mechanismus involviert
sind. Durch die Gewahrleistung der gleichmaligeriédleng der mRNAs werden auch die
vom Nukleus entfernteren Zytoplasmabereiche, Kotmpante und Organelle mit den
entspechenden Proteinprodukten versorgt. Der Mikndt-abhangige Transport it.
maydisvermittelt durch Rrm4 scheint dabei symmetrischd asymmetrische Lokalisation
von kodierenden Proteinen zu vermitteln. Dieser h@ismus wurde auch fir den She2p-
abhangigen Kurzstreckentransport 8. cerevisiaevorgeschlagen, welcher an der
symmetrischen Verteilung in Mutter- und Tochterzeles Membranproteins Ist2p beteiligt
ist und aufRerdem die asymmetrische Akkumulation Teasiskriptionsfaktors Ashlp im
Tochterzellkern steuert (Jansen, 2001; Zarnack &llffégge, 2010). Diese Hypothese
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wurde ebenfalls flir den Aktin-abh&ngigen Transpof. albicanspostuliert (Elsoret al.,
2009).

Basierend auf den in dieser Arbeit charakterisieri@efekten vonrrm4A-
Filamenten scheint der Rrm4-vermittettis1-Transport flr deren effizienten Proteinexport
wichtig zu sein. Durch den Verlust von Rrm4 wurdesder die apikale Lokalisation noch
die Aktivitat von Ctsl beeinflusst. Dennoch komn#t i@ rrm4A-Filamenten zu einer
Anreicherung von verklrzten Membran-assoziierteatdtn-Varianten der Ctsl und zu
einer reduzierten nicht-konventionellen Proteini®gkn (Abb. 21B). Da der nicht-
konventionelle Export von Proteinen Vesikel-abhgegiund Vesikel-unabhéngige
Exportwege beinhaltet (Nickel & Rabouille, 2009;ck&l, 2010) ist nicht auszuschliel3en,
dass der Rrm4-abhangige mMRNA-Transport an Ves#mport gekoppelt ist.
Interessanterweise ist She2pSncerevisiagusammen mit assoziierten Faktoren, Myo4p,
She3p u. s. w., nicht nur an der Lokalisation vaRNA sondern auch am Transport des
kortikalen Endoplasmatischen Retikulums in die Tectelle beteiligt (Jansest al., 1996;
Estradeet al.,2003). Hierzu wird ein neues Modell des Kotranggoron mRNPs und dem
Endoplasmatischen Retikulum postuliert (Schetidl.,2006). Dementsprechend vermittelt
Rrm4 die lokale Translation von Ctsl an VesikeleJoe wichtig fir die assymetrische,
effiziente Sekretion ist. Imrm4A-Filamenten ist die Verbindung zu den Vesikeln ¢est
und resultiert in ineffizienter Sekretion, wobeiedassymetrische Lokalisation nicht
beeintrachtigt ist (Abb. 21B). Es ist nicht aushliefien, dass der Rrm4-abhé&ngige mRNP-
Transport nicht nur die Sekretion der Endochitin@sgl vermitteln sondern generell am
Aufbau und Erhaltung des Polarisoms und Spitzer&8rpinvolviert sein, um

Polaritatsachse mit distaler Septenbildung undaeik Hyphenwachstum zu regulieren.

Im Gegensatz dazu scheint die Gber Rrm4-vermit@legchverteilung von mRNAs
kodierend fur mitochondrielle Proteine fir die Béogse der Mitochondrien wichtig zu
sein. Die mitochondrielle Lokalisation von mRNAsdkerend fur Mitochondrienproteine
unterliegt demnach der Rrm4-abhangigen symmetnsdherteilung dieser Transkripte
Uber das Mikrotubuli-Zytoskelett im Filament. Diesesymmetrische Verteilung
gewahrleistet aktive Mitochondrien im gesamten WjdFilament. Durch den Verlust von
Rrm4 werden die subapikal gelegenen Mitochondriaterwersorgt und es kommt zu
Defekten in der Biogenese. Die in der Nahe des @uskllokalisierten Mitochondrien
erfahren im Gegensatz dazu verstarkten Ein- undauimbelcher sich in der Erhéhung der

Afg3-Protease widerspiegelt (Abb. 21C). Die resméinden Defekte in der Assemblierung
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der Atmungsketten-Komplexe filhren dementsprecherarer reduzierten ATP- und einer
erhohten Superoxid-Produktion. Dieser lokale Akd#tsverlust beintrachtigt dadurch das

Spitzenwachstum.
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Abbildung 21: Modellvorstellung der Funktion des Rr m4-abhangigen mRNA-Transport.  (A)
Schematische Darstellung der Verteilung von mRNA mit Pab1l in Wildtyp- (wt) und rrm4A (rrm4A) —
Filamenten. (B) Schematische Darstellung der Ctsl-Lokalisation in Wildtyp- und rrm4A—
Filamenten. (C) Schematische Darstellung der Mitochondrienaktivitat in Wildtyp- und rrm4A—
Filamenten.
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3.6 Ausblick

Die hier erzielten Daten Uber die Funktion des RahBangigen mMRNA-
Langstreckentranports bieten ein breites Spektmmeaien Forschungsschwerpunkten an.
Die Verknupfung von mRNA-Transport mit nicht-konwiemeller Sekretion bildet einen
neuen Aspekt der aktiven Lokalisation und TranstatiDie Herstellung von verkurzten
ctskTranskripten in  Kombination mit FISH-Analysen un@&ndochitinolytischer
Aktivitatsmessung stellen Moglichkeiten dar, um d&saktive Element zu identifizieren.
Des Weiteren wuirde die Identifizierung von weiteréroteinkomponenten dieses
Transportprozesses und deren Verknipfung mit deolvrerten Sekretionsmaschinerie
neue Erkentnisse Uber den Export von ProteinerbergeMit Hilfe des etablierten GUS-
(B-Glucuronidase)-Reportersystems (S. Kreibig, Digdoeit 2009) fur Ctsl lie3en sich
anhand einer Mutations-Analyse die einzelnen Kormepten dieses nicht-konventionellen
Sekretionsprozesses identifizieren und dementspnechneue Erkenntnisse Uber den
Transportprozess liefern. Die Aufklarung der Begeihg des mRNA-Transportes an der
Biogenese von Mitochondrien in Filamenten bietavdd biochemische, genetische, als
auch zellbiologische Ansatzmdoglichkeit. Um eine eklie Verbindung zum Rrm4-
abhangigen mRNA-Transport knipfen zu kdnnen, missie mRNAs der identifizierten
mitochondriellen Proteine anhand einer FISH-Analysdgersucht werden. Zusatzlich
konnte eine Microarray-Analyse von aufgereinigten Mitochondrien aus Wjdtind
rrm4A-Filamenten genutzt werden, um die Annahme eingeilBpung von Rrm4 an der
Mitochondrien-Lokalisation von bestimmter mRNAs bhestatigen. Die biochemische
Untersuchung von Proteinkomponenten und lokaler ivRét der Mitochondrien-
Subpopulationen aus Wildtyp- unmdm4A-Filamenten wirden die Hypothese des lokalen
Aktivitatsverlustes bestatigen. Zusatzlich lieRech sanhand von FRAP-Fuorescence
Recovery after Photobleachingxperimenten Daten tGber die Geschwindigkeit deselih-
Imports gewinnen. Die Erhéhung von Rps13rm4A-Filamenten misste anhand einer N-
terminalen eGfp-Fusion Uberpruft werden. Darliberbsnwirden Mutationsanalysen der
putativen Phosphorylierungsstellen mdoglicherweissuen Einblicke lber eine extra-
ribosomalen Funktion von Rps19 ergeben. Zusatdiefert die Pabl-Lokalisation einen
molekularen Marker zur Identifizierung und Charaisierung neuer Komponenten dieses

MRNA-Transportes.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien und Bezugsquellen
4.1.1 Losungen, Medien, Enzyme, Kits und Chemikalien

Chemikalien: Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wapea. Qualitat und
wurden von den folgenden Firmen bezogen: Ambiogm&tAldrich, Merck, Fluka,
Gerbu, Roche, Seakem, Duchefa, Difco, Serva, BipRae Healthcare, Pharmacia,
Invitrogen und Carl Roth

Puffer und Ldsungen: Standard-Puffer und Losungen wurden nach Ausebedl
(1987) und (Sambrook et al., 1989) hergestellt.zigtle Puffer und Lésungen sind
unter den jeweiligen Methoden aufgelistet.

Medien: Fiur die Kultivierung vonE. coli wurden dYT-Flussigmedium und YT-
Festmedium verwendet (Ausubel et al., 1987; Sankbebal., 1989), welche 5 min bei
121°C autoklaviert wurden. Ampicillin wurde in emKonzentration von 100 pg/ml

eingesetzt (YT-Amp).

Fur die Kultivierung vorl. maydiswurden folgende Medien verwendet, die wenn nicht

anders angegeben, 5 min bei 121°C autoklaviert @rurd

CM-Glk Vollmedium

((Banuett & Herskowitz, 1989; Holliday, 1974)

1,5 g NHNO;

2,5 g Casamino Acids

0,5 g DNA

1 g Yeast Extract

autoklaviert.

10 ml Vitamin-L&sung (siehe unten)

62,5 ml Salz-Ldsung (siehe unten)

1 ml Spurenelement-Lésung (siehe unten)
20 g Bacto Agar (fur Platten)

mit H,O auf 980 ml aufgefullt,

NM-GIlk Medium
(Hdhky, 1974)

3 gKNQ
62,5 ml Salz-Ldsung

mit HO auf 980 ml aufgefillt,
pH-Wert auf 7,0 mit KOH eistgdit und

nach dem Auwwldren:
20 ml 50% (vBi)kose-Ldsung

pH-Wert auf 7,0 mit NaOH eingestell und autoklatier

nach dem Autoklavieren:
20 ml 50% (w/v) Glukose-Lésung

YEPS -Medium,

modifiziert nach (Tsukudat al.,1988)
10 g Yeast Extract

10 g Pepton

10 g Saccharose

mit H,O auf 1 | aufgefullt.

Salz-Lésung

(Holliday, 1974)

16 g KHPO,

4 g NaSO,

8 g KClI

4 gMgSQ x 7 HO

1,32 g CaGlx 2 H,O

8 ml Spurenelement-Ldsung

mit H,O auf 1 | aufgefillt und sterilfiltriert.

NSY-Glycerin (Einfriermedium):
8 g Nutrient Broth
1 g Yeast Extract
5 g Saccharose
800 ml 87% (v/v) Glycerin
mit BD auf 1 | aufgefillt.

Spurenelement-Lésung

(Holliday, 1974)

60 mg H3BO3

140 mg MnGIx 4 H,0O

400 mg ZnGl

40 mg NaMo®x 2 H,0

100 mg FeGlx 6 H,O
40 mg Cys® HO

Mit O auf 1 | aufgefillt und sterilfiltriert.
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Vitamin-Lésung Regenerationsagar

(Holliday, 1974) (Schulet al.,1990)

100 mg Thiamin (a) Top-Agar:

50 mg Riboflavin 1,5% (w/v) Bacto-Agar

50 mg Pyridoxin 1 M Sorbitol

200 mg Calciumpantothenat in YEPS-Medium (siathen)

500 mg p-Aminobenzoesaure (b) Bottom-Agar:

200 mg Nikotinsaure wie (a), zusatzlich 400IgAygromyzin oder
200 mg Cholinchlorid 150 g/ml Nourseotricin ¢6Nat)

1000 mg myo-Inositol
Mit H,O auf 1 | aufgefillt und sterilfiltriert.

Fur die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiaeurden folgende Medien
verwendet, die wenn nicht anders angegeben, 5 enib21°C autoklaviert wurden.

SC- (Synthetic Complele und YP-Hefemedien wurden aus einem

Dreikomponentensystem erzeugt.

Komponente 1: 200 ml 2x SC- Nahrldsung ohne disvigschten Aminosduren bzw. 2x YP-
N&hrlésung.

Komponente 2: 50 ml 20 % Glucose

Komponente 3: 250 ml 4@ fur Flissigmedien oder 10 g Agar in 250 mOHr Festmedien.

2x SC-Nahrlésung ohne gewlinschte Aminosauren:
SC-Pulver ohne gewiinschte Aminosduren 5g
Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids 16,759

Mit H,O auf 1 | aufgeftllt, 30 min gerihrt, zu je
200 ml abgefullt und anschliel3end autoklaviert.

SC-Pulver ohne gewiinschten Aminosauren: SC-Gruruthunng 36,79
Histidin 29
Leucin 49
Uracil 29
Tryptophan 29
Adenin 0,25¢g

Die Aminoséuren aus der Liste, die nicht anwesemal sollten, wurden weggelassen.
Anschlie3end wurde Uber Nacht gemischt.

SC-Grundmischung:

Alanin 209 Tyrosin 209
Arginin 20g Valin 209
Asparagin 20g p-Aminobenzoe Saure 2g
Asparaginsaure 2049

Cystein 2049

Glutamin 2049

Glutaminsaure 2049

Glycin 209

Inositol 2049

Isoleucin 2049

Lysin 209

Methionin 20g

Phenylalanin 2049

Prolin 209

Serin 209

Threonin 2049

Die aufgefuhrten Komponenten wurden tber Nacht geinti
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YP-Komplettmedium
(2x Stamml6sung)
50 g Bacto Peptone

25 g Bacto Yeast Extract
mit H,O auf 1 | aufgefuillt

Verwendete Kits und Enzyme
In dieser Arbeit verwendete Kits

Plasmid Midi Kit (100) (Qiagen)

JETsorb® Kit (Qiagen)

TOPO-TA® Cloning Kit (Invitrogen)
JETquick® General DNA Clean-Up Kit (Genomed)

ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)

PCR-DIG-labeling Kit (Roche)
JETquick® Plasmid Miniprep Kit (Genomed)
JETquick General DNA Clean-Up Kit (Genomed)

zur Préaparattoochreiner Plasmid-DNA
zur Eluierung von DNA-Enaenten aus Agarosegelen
zur Klonierungon PCR-Fragmenten

zuffr&inigung von Plasmiden vor der Sequenzierung

zur Herstellung der Sequenzigsueaktionen

zur Dioxigenin-Markimg von PCR-Produkten
zur Praparatioctreiner Plasmid-DNA

zur Aufreinigwon Plasmiden vor der Sequenzierung

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Enzyme

Name

Alkalische Phosphatase

DNasel

Herkulase

Lysozym

Novozym 234
Phusion

PNK

Quick-Ligase
Restriktionsenzyme
RNase A

RNasin

Taqg DNA-Polymerase
T4-DNA Ligase

Bezugsquelle
Roche
Roche
Stratagene
Merck
Novo Nordisc
Finnzymes
New England Biolabs
BioLabs, Inc.

New England Biolabs
Boehringer
Invitrogen

Laborpraparation
Roche
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4.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabiommi®@d1 synthetisiert. Die

Nukleotidsequenz ist jeweils vom 5°-Ende in Riclgt@-Ende angegeben.

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete DNA-Oligonuk  leotide:

Bezeichnung

Nukleotidsequen®?

oMF911
oMF912
oMF914
oSL12
oSL64
0SL66
oSL67
oSL69
oSL70
oSL71
oSL87
oSL88
oSL89
0oSL90
0SL123
oSL144
0SL145
oSL224
0SL225
0SL226
0oSL339
0SL340
0SL342
0SL345
0oSL350
0SL353
0SL358
0oSL361
oSL373
0oSL376
oSL377
0oSL378
0oSL387
0SL388
0SL389
0SL390
oSL407
0SL408
0SL409
oSL410
oSL411

ggt ggccgegt t ggcc TTTAGCCTCAGTCTTGGGAGC

at aggcct gagt ggcc TGAGCGGTTTCAGATCATC

tgct ct cggat t cgaggc

TTGCTGACTTGICGTGCG

ATCGCAGACGTGCGGATG

tt cggccat ct aggecc AAAGCGAGT GCGAAGGCG

t gaggcct gagt ggcc CTGCGATGCCTTGCATGC
ATGGECACGCTCTGCGTTC

AGCACAGGATGTCTCCCG

AGGAGAAGTGCTGCCTGEG

TTGCCAGCCATGCTCAGC

ccat ggt ggccgcegt t ggccgec CTCGTCATCCTCCTCCTCGTCATCCTCCTCCTCAGACTCG
at aggcct gagt ggcc TCTTGTCGT TACGCCGCC

ACAAGT TGGTACGAAGCGTCCATC

GITGCAGCTTGCAGGAAC

AACAAGCCGTCTGCTTCGAG

ccat ggt ggccgcegt t ggccgc CTTGAGGCCGT TCTTGACATTGICCCACTTGCTG
CATTCGCCTTCGCGCGAAG

ATGGGTGGECAGGTGCATG

ATGGTCAGGTCCACAGEG

ACGACACACCTCAGAACG

GTATCAGAAACTGEECEC

TTGTATTGICTCGECCCC

CAGGTATTTGAGCCTGGC

AGGCTGGGECAGAAAGGAG

TGGAACGAACCAAGEECG

CTTGCACCAGATCTCCCC

AGCTTGTCTCTGCCGAGG

gt t ggcgcgcc TGCATCAGACTCGACGTC

gt t ggcgcgccGATACGCTGAATGCTTCGC

tt cggccat ct aggcc GCATCGATGCGCGGTATC

t gaggcct gagt ggcc GATACGCTGAATGCTTCGC

(T) TGTAGTTGCOG( T) CGTCCTTGAAGAAGA( T) GGTGCGCTC( T)
( T) AGACGTTGTGGC( T) GTTGTAGTTGTAC( T) CCAGCTTGTGC( ©)
( G) TGGCGGATCT( T) GAAGTTCACCTTGA( T) GCOGTTCTTCTE ©)
( T) CACGAACTC( C) AGCAGGACCATG T) GATCGCGCTTCTCGT( T)
GI TGGCGCGECCAGCCTTGGACTTGACCAG

GTI' TGGCGCGCCGCAGGAATTGCCGAAGCC
TTCGGECCATCTAGGCCGCACATGTTGCTCCAC

t gaggcct gagt ggcc GCAGGAATTGCCGAAGCC
GITGECGCECCTTGGTCGTCGT TGAGCGEC
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oSL412 t gaggcct gagt ggcc AGCTGCTAGCGT CCAACG
oSL413 ttcggccat ct aggcc CGICGGCTCAGCAGICAA
0oSL414 GT TGBCGCGCCAGCTGCTAGCGTCCAACG
0oSL489 TCACCCATCCTCCCTTGG

0SL490 ACCGTATGGT CATCGEECG

0SL493 GACTTGCTACCAAGGCGC

0SL494 AGCTCCACCAGITGCACC

0SL495 TCGCTGAGATCGAGAGCC

0SL496 CCGTCGAGCAACAGACAG

0oSL518 TGCCTGTGTCGGGTATGG

oSL519 GCCCTCACCCACAACTTC

0oSL521 GCTTGTGCCGTGTATCGC

Cy3-markierte Nukleotide in Klammern

4.1.3 Plasmide und Plasmidkonstruktionen

Ausgangsplasmide und Klonierungsvektoren:

pCR2.1"-TOPO (Invitrogen)

Vektor zum Klonieren von PCR-Produkten mittels Tigpmerase-Aktivitat.
Blau/Weil3-Selektion auf Anwesenheit eines insddieFragments ist maglich.

pBS-hhn (pUMal94; Kamper, 2004)

Der Vektor enthalt eine 1,8 kbp grof3fi-Sil-Kasette die ein Hygromyzin-
Resistenzgen, bestehend aus hsp70-PrombptrGen und Terminator ,fs enthélt.
Kassette wird fur die Herstellung von Deletionsmiga verwendet.

pPMF5-1h (pUMa389; Bechet al, 2006)

Der Vektor enthalt eine 2,45 kbp grofSil-Sil-Kasette zur Herstellung von C-
terminalen eGfp-Fusionen. Des Weiteren beinhalseden Terminator fs und ein
Hygromyzin-Resistenzgen.

pMF1-n (pUMa262; Brachmanat al, 2004)
Der Vektor enthalt eine 1,44 kbp gro88#-Sfil-Kassette mit Nourseothrizin-Resistenz,
die vorwiegend fur die Herstellung von Deletionsamién verwendet wird.

PMF5-2h (pUMa890; Bechet al, 2006)

Der Vektor enthalt eine 3,7 kbp gro88i Sfl-Kasette zur Herstellung von C-terminalen
mRfp-Fusionen. Des Weiteren beinhaltet es es demmimator T,,s und ein
Hygromyzin-Resistenzgen.

pRrm4A-HygR [1(pUMa495; Bechet al.,2006)

Der Vektor enthalt 0.9 kb linke Flanke, eine Hygs@n-Resistenzkasette und kB
rechte Flanke desm4-Gens kloniert in pCR2.1-Topo. Mit diesem Plasmidrdes
2376bp vonmrrm4-ORF, ab der Nukleotid-Position -19, durch homol&gkombination
gegen ein Hygromyzin-Resistenzgen ausgetauscht.
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In dieser Arbeit hergestellte Plasmide:

Die hergestellten Plasmide wurden mittels molelkitdogischer Standardmethoden
hergestellt und in den Vektor pCR2.1-Topo (Invigay kloniert. Alle verwendeten
Plasmide tragen eine Ampicillin-Resistenzkassettie Zelektion inE. coli. Alle
Klonierungsschritte wurden durch Restriktionsanalygerprift, alle eingebrachten
PCR-Produkte wurden auf die genomische DNA des tyildtamm UM521 (albl)
amplifiziert und sequenziert.

pCtslA-HygR (pUMa780) Plasmid fur die Herstellung von Deletionganten des
cts:Gens. Es enthélt eine 1,73 kbp grol3e stromaufwigdsoffenen Leserahmens von
ctsl liegende Flanke, sowie eine 1,06 kbp lange strovasis liegende Flanke.
Dazwischen wurde ein 1,8 kb groRRes Sfil/Sfil-Fragmaus pBS-hhn (pUMal94)
eingefigt. Es enthalt eine Hygromyzin-Resistenz.s DRlasmid wurde fur die
Integration in den endogenesislLocus verwendet. Die Flanken wurden mit den
Primer-Kombinationen oSL64/0SL66 und oSL67/0SL6%gkstellt, wobei die Primer
0SL66Sfil (stromaufwérts) und oSLESfil (stromabwarts) Restriktionsschnittstellen am
3’ Ende, bzw. am 5’Ende fir die Ligation mit dersiéenzkasette aufwiesen. Uber
homologe Rekombination wurde 1,7 kbp, beginnenddeeiNukleotidposition -77 des
cts1-ORFs gegen die Resistenzkasette ausgetauscht.

pCts1G-NatR (pUMa828) Plasmid fur die Expression einer carbexyinalen Fusion
von Ctsl mit eGfp unter dem nativen Promotor. Ethd@h eine 3,35 kbp grolRe
stromaufwarts liegende Flanke inklusive des 1,59 ditm3en offenen Leserahmens von
ctsl sowie eine 1,06 kbp lange stromabwarts liegendamke fir die homologe
Rekombination amctskLocus. Dazwischen wurde eine 2,45 kb grof3es SifH/S
Fragment aus pMF5-1h (pUMa389) eingefligt. Es entletdfp, sowie einer
Nourseothrizin-Resistenz. Das Plasmid

wurde fur die Integration in den endogermsi-Locus verwendet. Die Flanken wurden
mit den Primer-Kombinationen oSL64/0SL145 und 0Sb6L.69 hergestellt.

ptef-eGfp-nosT/cbxR (pUMal1139) Plasmid flir die Expression von zytoplasschem
eGfp. Es enthalt den PromotoksR403bp Hindlll/Ncol Fragment aus pUMa468;
Zarnacket al, 2006) gefolgt von einem Fragment kodierend &m gfp-ORF und den
heterologen Terminator ,Js. Fur die homologe Rekombination in dep-Locus
beinhaltet das Plasmid eineCarboxin-ResistenzlcafeRr).

pRps19G-NatR ©UMa829) Plasmid flr die Expression einer carbaxyiealen
Fusion von Rps19 mit eGfp unter dem nativen Prom&s enthélt eine 2,93 kbp grol3e
stromaufwarts liegende Flanke inklusive des 1,75 ditm3en offenen Leserahmens von
rpsl9 sowie eine 511 bp lange stromabwarts liegendakElafir die homologe
Rekombination anrpsl19iocus. Dazwischen wurde eine 2,45 kb grofRes SiH/Sf
Fragment aus pMF5-1h (pUMa389) eingeflugt. Es entledfp, sowie einer
Nourseothrizin-Resistenz. Das Plasmid wurde fiur ldtegration in den endogenen
rpsl9Locus verwendet. Die Flanken wurden mit den Pri@mbinationen
SL87/0SL88 und SL 89/0SL90 hergestellt.
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pAtp4G-3'UTR-NatR  (pUMal140) Plasmid fir die Expression einer
carboxyterminalen Fusion von Atp4 mit eGfp und egeteer 3'UTR unter dem nativen
Promotor. Es enthélt eine 2,37 kbp stromaufwéadgeinde Flanke inklusive des 1,44
kbp grol3en offenen Leserahmens \aitp4, sowie eine 1,1 kbp lange stromabwaérts
liegende Flanke fir die homologe Rekombination atp4{iocus. Diese Flanken
wurden mit den Primer-Kombinationen 0SL350/0SL40hd uoSL410/0SL353
hergestellt. Hier beinhaltet 0SL407 eiAsd-Restriktionsschnittstelle fir die Ligation
der carboxyterminalen eGfp-Fusion und oSL410 é&fieRestriktionsschnittstelle fir
die Ligation mit der Resistenzkasette. Fur die cayterminale eGfp-Fusion wurde ein
PCR-Produkt auf das PlasnmpilF5-1h (pUMa389; Bechdt al, 2006) mit der Primer-
Kombination oSL374/0SL375 hergestellt, welche amb3w. 5 Ende einéAsd-
Restriktionsschnittstelle fur die Ligation beinlegt Die stromabwarts von eGfp ligierte
endogene 3'UTR voratp4 wurde mit der Primer-Kombination 0SL408/0SL409
hergestellt, welche am 3 bzw. 5 Ended- und Sfil-Restriktionsschnittstellen
beinhalten. DieSfil-Sfil-Resistenzkasette aus pMF1-n (pUMa262; Brachmetnal,
2004) wurde dementsprechend zwischen endogenerBuUdd rechter Flanke ligiert.

pAfg3G-3 ' UTR-NatR (pUMa988) Plasmid fur die Expression einer carlesyginalen
Fusion von Afg3 mit eGfp und endogener 3'UTR urdem nativen Promotor. Es
enthalt eine 3,67 kbp stromaufwarts liegende Flaink&usive des 2,57 kbp grof3en
offenen Leserahmens vaig3, sowie eine 986 bp lange stromabwaérts liegendekElan
fur die homologe Rekombination amuo2iocus. Diese Flanken wurden mit den
Primer-Kombinationen 0SL342/0SL411 und o0SL412/08 3hergestellt. Hier
beinhaltet 0SL411 eins Asd-Restriktionsschnittstelle fur die Ligation der
carboxyterminalen eGfp-Fusion und oSL412 e$ifitRestriktionsschnittstelle fir die
Ligation mit der Resistenzkasette. Fur die carbexwginale eGfp-Fusion wurde ein
PCR-Produkt auf das PlasnmpdiF5-1h (pUMa389; Bechdt al, 2006) mit der Primer-
Kombination oSL374/0SL375 hergestellt, welche amb3w. 5 Ende eineAsd-
Restriktionsschnittstelle fur die Ligation beintealt Die stromabwarts von eGfp ligierte
endogene 3'UTR vorafg3 wurde mit der Primer-Kombination 0SL414/0SL413
hergestellt, welche am 3 bzw. 5 Ended- und Sfil-Restriktionsschnittstellen
beinhalten. DieSfil-Sfil-Resistenzkasette aus pMF1-n (pUMa262; Brachmeinal,
2004) wurde dementsprechend zwischen endogeneBUdd rechter Flanke ligiert.

PNuo2G-3'UTR-NatR  (pUMa948) Plasmid fur die Expression einer
carboxyterminalen Fusion von Nuo2 mit eGfp und gahe@r 3'UTR unter dem nativen
Promotor. Es enthalt eine 2,1 kbp stromaufwarigelele Flanke inklusive des 830 bp
gro3en offenen Leserahmens vano2, sowie eine 1,22 kbp lange stromabwarts
liegende Flanke fur die homologe Rekombination ano2Liocus. Diese Flanken
wurden mit den Primer-Kombinationen 0SL358/0SL373d uoSL378/0SL361
hergestellt. Hier beinhaltet 0SL373 eiAsd-Restriktionsschnittstelle fir die Ligation
der carboxyterminalen eGfp-Fusion und oSL378 éfieRestriktionsschnittstelle fur
die Ligation mit der Resistenzkasette. Fur die cayterminale eGfp-Fusion wurde ein
PCR-Produkt auf das PlasnmpdiF5-1h (pUMa389; Bechdt al, 2006) mit der Primer-
Kombination oSL374/0SL375 hergestellt, welche amb3w. 5 Ende eineAsd-
Restriktionsschnittstelle fur die Ligation beintealt Die stromabwarts von eGfp ligierte
endogene 3'UTR vomuo2 wurde mit der Primer-Kombination oSL376/0SL377
hergestellt, welche am 3 bzw. 5 Ended- und Sfil-Restriktionsschnittstellen
beinhalten. DieSfil-Sfil-Resistenzkasette aus pMF1-n (pUMa262; Brachmeinal,
2004) wurde dementsprechend zwischen endogeneBUdd rechter Flanke ligiert.
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pPabl1G-NatR (pUMa805) Plasmid flr die Expression einer carbexyinalen Fusion
von Pabl mit eGfp unter dem nativen Promotor. Ethain eine 3 kbp grolde
stromaufwarts liegende Flanke inklusive des 1,9 glmfden offenen Leserahmens von
pabl, sowie eine 1 kbp lange stromabwarts liegende kElafiir die homologe
Rekombination ampabXLocus. Dazwischen wurde eine 2,45 kb groRRes SifH/S
Fragment aus pMF5-1h (pUMa389) eingefugt. Es entledfp, sowie einer
Nourseothrizin-Resistenz. Das Plasmid

wurde fir die Integration in den endogempal-Locus verwendet. Die Flanken

wurden mit den Primer-Kombinationen oMF911/0SL18 MF912/0MF914

hergestellt.

pPablR-HygR (pUMa895) Plasmid fur die Expression einer carbexyinalen Fusion
von Pabl mit mRfp unter dem nativen Promotor. Riddasmid wurde aus dem
Plasmid pPab1G-NatR (pUMa805) durch den AustauscBfil-Resistenzkasette von
PMF5-2h (pUMa890; Beclut al, 2006) hergestellt.

FUr die Komplementations-Analyse $1 cerevisiaavurde der Vektor pACTIIAde
(pPUMa399; Konig et al., 2007) verwendet. Dieser ddelbeinhaltet die Auxotrophie-
MarkerLEU2 und ADE2.Dieses Plasmid wurde urspringlich Three-Hybrid-Assay
benutzt, um die Gal4-Aktivierungsdoméane unter dentkolle desADH1-Promotors zu
exprimieren. Das PlasmpRrm4G-LEU2 (pUMal222) wurde hergestellt durch den
Austausch von Gal4 mit dem entsprechenden Fragausniem Vektor pRrmé-c
PACTIIA (pUMa427; Koniget al.,2007) kodierend fir Rrm4 mit carboxyterminaler
eGfp- Fusion. Das PlasmpPab1G-LEU2 (pUMal224) beinhaltet die Integration des
Fragments von pPabl1G-NatR (pUMa805), kodierendigicarboxyterminale
Fusion.von Pabl mit eGfp, stromabwarts vABH1-Promoter Dem entsprechend
beinhaltet das PlasmmpPab1R-LEU2 (pUMal225) die Integration des Fragments von
pPablR-NatR (pUMa895), kodierend fur die carboxyieale Fusion.von Pabl mit
mRfp, stromabwarts volADH1-Promoter. Das PlasmpScPabl-LEU2(pUMal1227)
beinhaltet die Integration dgabl}ORF ausS. cerevisia@ind ca. 760 bp détAB1-
3'UTR ebenfalls stromabwarts d&BH1-Promoters. Dieses Fragment entstammt dem
Plasmid pBMK75 (zur Verfigung gestellt von Dr. Msl#e)

4.1.4 Stamme

U. maydis-Stamme:

Die Stamme in Tabelle 3 dienten in dieser Arbait/lisgangs- bzw.Teststdmme, die
in Tabelle 4 aufgelisteten Stamme wurden in diésbeit hergestellt. Von allen
hergestellten Stammen wurden die homologen Rekatibimsereignisse anhand einer
Southern-Analyse bestéatigt.

Tabelle 4 In dieser Arbeit verwendete Ausgangsstamm e

Stammbezeichnung Genotyp Name Resistenz Beschreibung
AB33 a2 P..,bW2bE1l UMal33 (Brachmanret al.,2001)
AB33rrm4A rrm44 UMa273 (Bechet al.,2006)
AB33rrm4G/kin1A rrm4G kinl4 UMa300 (Bechet al.,2006)
SG200 al:mfa2 bE1bW2 UMab67 (Bolkeret al, 1995)
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Tab. 5: In dieser Arbeit hergestellte Stamme

Stamm- Genotyp UMa integriertes Lokus Ausgangss Referenz
bezeichnung Plasmid tamm
AB33cts1G a2 P,,bW2bE1l 388 pCts1G-NatR ctsl AB33 diese Arbeit
ctslG (PUMa828)
AB33cts1G/ a2 P,,bW2bE1l 417 pRrmdA-HygR ctsl AB33cts1G diese Arbeit
rrm4A cts1G O(pUMa495; rrm4
rrm44 Bechtet al.,2006)
AB33ptef- a2 P,,bW2bE1 487 ptef-eGfp- cbx AB33
GFP cbx nosT/cbxR
(pUMal139)
AB33ptef- a2 B, bW2bE1 495 ptef-eGfp- cbx AB33rrm4A
GFP/rrm4 cbx nosT/cbxR rrm4
rrm44 (pUMal1139)
SG200ctsA  al:mfa2 576 pCtsiA- ctsl SG200 diese Arbeit
bE1bW2 HygR(pUMa780)
ctsi4
AB33ctsiA a2 PabW2bE1 387 pCtsiA-HygR ctsl AB33 diese Arbeit
ctsia (pPUMa780)
AB33rps19G a2 R,,bW2bE1 503 pRps19G-NatR  rps19 AB33 diese Arbeit
(pUMa829)
AB33rps19G/ a2 R, bW2bE1 494 pRps19G-NatR  rps19 AB33rrm4A diese Arbeit
rrm4A (pUMa829) rrm4
AB33atpdG a2 R,,bW2bE1l 504 pAtp4G-3'UTR- atp4d AB33 diese Arbeit
NatR
(pUMal140)
AB33atpdG/ a2 R,bW2bE1l 560 pRrmdA-HygR atp4 AB33atp4G diese Arbeit
rrmdA [1(pUMa495; rrm4
Bechtet al.,2006
AB33nuo2G a2 P,,bW2bE1l 471 pNuo2G-3'UTR- nuo2 AB33 diese Arbeit
NatR
(PUMa948)
AB33nuo2G/ a2 R,bW2bE1l 484 pRrm4A-HygR nuo2 AB33nuo2G diese Arbeit
rrm4A [1(pUMa495; rrm4
Bechtet al.,2006
AB33afg3G a2 R,bW2bE1l 424 pAfg3G-3'UTR- afg3 AB33 diese Arbeit
NatR
(pPUMa988)
AB33afg3G/ a2 R,bW2bE1l 473 pRrm4A-HygR afg3 AB33afg3G diese Arbeit
rrmdA [1(pUMa495; rrm4
Bechtet al.,2006
a2 P,,bW2bE1 389 pPablG-NatR pabl AB33 diese Arbeit
AB33pablG (PUMa805)
AB33pablG/ a2 R,,bW2bE1l 472 pRrm4A-HygR pabl AB33pablG diese Arbeit
rrmdA [1(pUMa495; rrm4
Bechtet al.,2006)
AB33rrm4G/ a2 P,,bW2bE1 428 pPablR-NatR pabl AB33rrm4G diese Arbeit
pablR (pUMa895) rrm4
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4.2 Mikrobiologische, zellbiologische und genetische Mieoden
4.2.1 Arbeiten mit E. coli

Kultivierung von E. coli

Fur die Kultivierung vonE. coli wurden dYT- und LB-Flissigmedien und YT-
Festmedium verwendet (Ausull al., 1987; Sambroolet al., 1989). Als Antibiotika
wurde Ampizillin (100 pg/ml) eingesetz. coliStamme wurden entweder als
Schuttelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedieteruaeroben Bedingungen bei
37°C kultiviert. Ubernachtkulturen wurden von YT-prrestmedien angeimpft.

Bestimmung der Zelldichte bei E. coli:

Die Zelldichte von Flissigkulturen wurde photonsth in einem Novospec I
Photometer (Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestiriint.eine lineare Abhangigkeit
sicherzustellen, wurden fir die Messung der ODG@0Kdllturen durch entsprechende
Verdinnung auf einen Wert unterhalb von 0,8 vertifis Nullwert wurde die OD600
des jeweiligen Kulturmediums verwendet. Eine OD&@® 1,0 entspricht etwa 10
Zellen/ml.

RbCI-Transformation von E. coli

Dieses Protokoll ist modifiziert nach (Coheet al., 1972). Zur Herstellung
transformationskompetenter Bakterienzellen wurded hl LB-Medium, dem 10 mM
MgCl, und 10 mM MgSQ@ zugesetzt waren, mit 1 ml einer frischen DBHS5
Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer OD69®,5 bei 37 °C und 200 Upm
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugatidir fL5 min bei 3.000 Upm und 4°C
(Heraeus Varifuge 3.0R) pelletiert und in 33 mlkalter RF1-Losung resuspendiert.
Nach 30 bis 60 min Inkubation auf Eis wurden didlefeerneut abzentrifugiert (15
min, 3.000 Upm, 4 °C, Heraeus Varifuge 3.0R), deefdtand abgenommen, die Zellen
in 5 ml eiskalter RF2-Lésung resuspendiert und 15 imkubiert. Die Zellsuspension
wurde zu je 10Qul aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefeor und bei -80°C
gelagert. Zur Transformation wurden die Zellen Bigf aufgetaut, jeweils 50I mit bis

zu 10ul Plasmidlésung (1-5 ng DNA) bzw. Ligationsansatzsetzt und 45 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 1 min bei 4£Z wurde der
Transformationsansatz zur Expression der durchettegebrachte Plasmid vermittelten
Antibiotikaresistenz mit 50@Ql dYT-Medium versetzt und 30 min bei 37 °C horizant
mit 200 Upm geschuttelt. AnschlieRend wurde diepSnsion auf YT-Platten mit 100
ug/ml Ampizillin ausplattiert und tber Nacht bei & dnkubiert. Auf diese Weise
konnte eine Transformationsrate von®1Uransformanten pro 1 pg eingesetzter
Plasmid-DNA erreicht werden.

RF1-LOsung: RF2-LOsung:

100 mM RbCI 10 mM MOPS

50 mM MnCI2 x 4 H20 10 mM RbCI

30 mM K-Acetat 75 mM CaCl2 x 2 H20

10 mM CacCl2 x 2 H20 15% (v/v) Glycerin

15% (v/v) Glycerin in bDbid:

in H,Obid: mit NaOH auf pH 5,8 einstellen und
mit Essigsauure auf pH 5,8 einstellen und stitriéfren.

sterilfiltrieren.
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4.2.2 Arbeiten mit U. maydis

Kultivierung von U. maydis

U. maydisStamme wurden entweder als Schittelkulturen bél RPpm oder auf
Festmedien unter aeroben Bedingungen bei 28 °Cvientt sofern nicht anders
vermerkt. Ubernachtkulturen wurden von Kulturen &efstmedien, die weniger als
einen Monat bei 4 °C gelagert wurden, angeimpfte Diei -80 °C gelagerten
Glyzerinkulturen wurden vor weiteren Arbeiten immeuerst auf Festmedien
ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte beiU. maydis

Die Zelldichte von Flissigkulturen wurde photonsth in einem Novospec I
Photometer (Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestiriint.eine lineare Abhangigkeit
sicherzustellen, wurden fir die Messung derg§adie Kulturen durch entsprechende
Verdinnung auf einen Wert unterhalb von 0,8 vertliAls Nullwert wurde die Ok
des jeweiligen Kulturmediums verwendet. Eine ggvon 1,0 entspricht etwa 1 - 5 x
10" Zellen/ml. Fur die hier verwendeten Kulturen zuwerstellung von Proteinproben,
Nachweis der endochitinolytischen Enzymaktivitad dar die Mikroskopie wurde eine
ODggo von 0,5 verwendet.

Transformation von U. maydis

Dieses Protokoll ist modifiziert nach (Schulz et 4990) und (Gillissen et al., 1992).
Von einer auf Platte wachsenden Kultur wurde eimel & EPS-Flussigkultur angesetzt
und fir 8-10 h bei 28 °C geschiittelt. Diese Vonkuilvurde anschlieRend 1:300 in 50
ml frischem YEP§yni-Medium verdiinnt und bei 28 °C bis zu einer Zeldgcvon 1-2

x 10" Zellen/ml (bis maximal OBy = 1,0) geschiittelt. Nach Erreichen des optimalen
Zelltiters wurden die Zellen durch Zentrifugatich200 Upm, 10 min, 4 °C) geerntet,
einmal mit 25 ml SCS gewaschen und in 2 ml SCS2j&tbis 5 mg/ml Novozym
resuspendiert. Die in diesem Puffer bei Raumtentipei@blaufende Protoplastierung
kann mikroskopisch verfolgt werden, da die zigaiGemigen Zellen nach Lyse der
Zellwand eine kugelige Form einnehmen. Waren ett8al&r Zellen abgerundet (5 - 15
min), wurden 10 ml eiskaltes SCS zugegeben undPdioplasten durch 10-minltige
Zentrifugation bei 2.300 Upm (4 °C) pelletiert. Udas Novozym vollstandig zu
entfernen, wurde dieser Waschgang zweimal wiedertfatschlielend wurde mit
eiskaltem 10 ml STC gewaschen und das Pellet danaeimem Volumen von 0,5 ml
eiskaltem STC aufgenommen. Die so behandelten pestten kénnen 3 - 4 h auf Eis
oder aliquotiert bei -80 °C mehrere Monate aufbetwaterden. Zur integrativen
Transformation wurden 50 ul Protoplasten mit 1ptl Sinearisierter Plasmid-DNA (ca.
5 png) und 1 ul Heparin-Lésung fir 10 min auf Eikubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml
STC/PEG folgte eine weitere Inkubation von 15 mim B&is. AnschlieRend wurde der
gesamte Transformationsansatz auf einer kurz zuwbrTop-Agar Uberschichteten
Regenerationsagarplatte ausgestrichen. Nach 2 blagen Inkubation bei 28 °C
wurden die gewachsenen Kolonien mit einer Glasfgpatif antibiotikahaltigen CM-
bzw. PD-Platten vereinzelt.

SCS: STC: STC/PEG:

20 mM Na-Citrat, pH 5,8 10 mM Tris-Cl, pH 7,5 5l STC

1 M Sorbitol 100 mM CagGl 10 g PEG4000
in H,Obid:, sterilfiltriert. 1 M Sorbitol

in H,Obid:, sterilfiltriert.
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Induktion des filamentésen Wachstums

U. maydisStamme wurden in CM-Flussigmedium Uber Nacht 88 @ und 220Upm
bis zu einer maximalen Qg = 0,8 angezogen. Die Zellen wurden geerntet
(Zentrifugation bei 3500 Upm fir 5 min bei RT imer Heraeus Biofuge), zweimal in
NM-Glk-Flissigmedium gewaschen und anschlieRend in frischem NM-GIlk
aufgenommen, dass exakt eine Zelldichte vorsd@B 0,5 erreicht wurde. Die Zellen
wurden jeweils in 50 ml-Kulturen fur 8 h erneut B&8° C und 220Upm inkubiert

Pflanzeninfektionsanalysen zur Pathogenitatsbestimong

Als Pathogenitatstest wurde eine Spritzinfektionwendet, bei der 200 - 250 einer
Pilzsuspension in das Innere des Blattwirtels 7eTalter Maispflanzen injiziert wurde.
Die entsprechenden Stamme wurden in YERRS-IUssigmedium bis zu einer Qfa =
0,8 angezogen, durch Zentrifugation (3000 Upm, B, RT) pelletiert und in bDyig.
aufgenommen (O = 3,0). Die SG200 und SG200ctsEtamme wurden direkt
injiziert. Die Bonitur erfolgte 7 und 14 Tage nadhfektion nach den im Text
angegebenen Symptomklassifizierungen.

Darstellung der Mitochondrien mit MitoTracker® Red CM-H »XRos (Invitrogen)
Jeweils 1 ml aus Sporidien- oder Filamentkulturearden in ein lichtgeschutztes
Eppendorf-Gefal pipettiert und mit 1 MitoTracke Red CM-HXRos (1mM
Stocklésung) fur 5 min bei Raumtemperatur auf eirfi@rahrad inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert und worgewdrmtem Medium
resuspendiert und mikroskopiert. Die Epifluoreszemarde mit dem TexasRed-
(HC562/40BP, HC593LP, HC624/40BP) Filter-Set de&zkt

Superoxid-Detektion mit MitoSOX™ (Invitrogen)

Jeweils 1 ml aus Sporidien- oder Filamentkulturearden in ein lichtgeschutztes
Eppendorf-GefaR pipettiert und mit 1 MitoSOX™ Red(5mM Stocklésung) und fiir 5
min bei 28° C in einem Schiuttler inkubiert. Nachr dig&kubation wurden die Zellen
zweimal mit vorgewarmtem Medium gewaschen und nsikopiert. Die Epifluoreszenz
wurde mit dem TRITC- (HC543/22BP, HC562LP, HC59BR) Filter-Set detektiert.
Die Proben fur die fluorimetrische Messung der Soxie-Produktion wurden
dementsprechend hergestellt. Die anschliel3ende uxgsder relativen Fluoreszenz-
Einheiten erfolgte mit jeweils 250ul der behandeltultur (ODso0 = 0,5) in einem
Monochromatischen-Fluoreszenz-Spektrometer (Tecafirep bei 25° C mit den
Excitation- und Emmissions-Wellenlangen von 510 unmd 580 nm (jeweils mit einer
Bandbreite von 7,5 nm).

Fluorimetrische Messung der endochitinolytischen Alvitat

Die Enzymaktivitdt der Endochitinase wurde anhamd &pezifischen Substrats 4-
Methylumbelliferyl B-D-N,N’,N"-triacetylchitotrioside (SIGMA Aldrich) ermittelDie
gemessenen Kulturen entstammen alle aus 50 mldenltu Die relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFE) wurden bei 25° C mit Henitation- und Emmissions-
Wellenlangen von 360 nm und 450 nm (jeweils mieeiBandbreite von 7,5 nm) mit
einem Monochromatischen-Fluoreszenz-Spektrometecaii Safire). Dabei wurden
jeweils 30 pl Sporidien- oder acht Stunden induei&ilament-Kulturen (OBRo = 0,5)
mit 70 ul 0,25 pM Substrat fur eine Stunde bei 32Z° inkubiert. Far die
Permeabilisierung der Membran wurden die Filamewteher mit KHM-Puffer
gewaschen und dann fiir 2 min bei 28° C mit verstdnen Digitonin-Kontentrationen
vorinkubiert bevor die Zugabe des Substrats emolgtir die Inhibitorstudie wurden 50
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ml Kulturen mit vier Stunden induzierten Filament#n weitere vier Stunden mit 20
MM Benomyl behandelt. Bei allen endochitinolytisthEnzymaktivitditsmessungen
wurden nur Endpunktmessungen durchgefihrt, dabedevdie Reaktion jeweils mit
200 pl 1 M NaCOs; abgestoppt. Weiterhin wurde bei allen Messungenrelativen

Fluoreszenzeinheiten (RFE) aus drei unabhangigeperirenten und optimaler
Verstarkungseinstellung (optimal gain settings) igatt ((Tecan Safire, Magellan
Software; gain 128, 100, 118 und 90 fir die in Ab®A-D aufgefuhrten Messungen).

Mikroskopie und Bildverarbeitung

Fur die mikroskopische Analyse wurde die Zellsuspmn auf einen mit Agarose-
beschichteten (2% w/v) Objekttrager getropft und e€inem Zeiss Axioplan II-
Mikroskop mikroskopiert. Dieses Mikroskop war miterd Objektiv-Linsen Plan
Neofluor und Plan Apochromat (beides 100-fache ¥#$grung, mit 1.3 und 1.4
numerischer Apertur) ausgestattet. Die Epifluorezzeurde analysiert mit den Gfp-
(ET470/40BP, ET495LP, BP525/50) und TexasRed- (FHz8BP, HC593LP,
HC624/40BP) Filter-Sets. Fur die Cy3-Detektion waurder TRITC- (HC543/22BP,
HC562LP, HC593/40BP) Filter verwendet. Alle hierwendeten Filter waren von der
Firma AHF Analysentechnik. Die Bilder wurden miter gekihlten CCD-Kamera
(CooISNAP HQ, Photometrics) erstellt. Das Mikroskom die Kamera wurden durch
das Programm MetaMorph 7.5 (Molecular Devices)aest. Dieses Programm wurde
ebenfalls fur die Messungen von Regionen, die Biidd Film-Verarbeitung und fir
Kontrast- und Hintergrund-Korrekturen verwendet.

Die Partikel-Intensitat wurde gesteigert durch ddeelzusammenfassung (binning von
2 x 2). Fur die Ko-Lokalisationsanalyse wurde eiiteFrad (Visitron Systems)
verwendet mit den Excitations-Filtern fur Gfp (S488) und Rfp (S565/25). Der Filter-
Wechsel und die Detektion der Fluoreszenz wurder Uden multidimensional
acquisition mode gesteuert. Die Einstellungen wairdptimiert um das Ausbleichen
von den Fluoreszenzsignalen zu vermeiden und rextatt in den Intervallen 225 (oder
300) ms und 670 (oder 705) ms fur den Wechsel vpnzR Gfp und von Gfp zu Rfp.
Die Emission wurde mit einem Dual-Band-Filter (GfisT 480, BP503-545; Rfp:
FT565, BP591-647).

4.3 Molekularbiologische Standard-Methoden

Standardtechniken, wie z.B. Aufreinigung, Fallumgl elektrophoretische Auftrennung
von DNA, oder Klonierungstechniken sind bei Ausuftedl (1987) und Sambroadt
al. (1989) beschrieben.

4.3.1 Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsdauren wurde photomelr bestimmt. Bei einer
Schichtdicke von 1 cm entspricht @ = 1 einer Konzentration von 5Qg/ml
doppelstrangiger DNA, 33g/ml einzelstrangiger DNA, bzw. 4@/ml RNA. Als Mal3
fur die Reinheit der Desoxyribonukleinsauren dietée Quotient aus A260 zu A280.
Fur reine DNA und RNA sollte er bei etwa 1,8 lieg&hedrigere Werte weisen auf
Verunreinigungen mit Proteinen hin, hohere Werté \Aerunreinigungen mit Salzen
oder Zuckern. Die Messungen erfolgten in einem PBexSUV-Spektralphotometer
(Amersham) bzw. NanoDrop ND-1000 Spectrophotom@anoDrop-Technologies).
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4.3.2 Die Isolierung von Nukleinsduren

Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli:

Die Isolierung erfolgte durch das Prinzip "Lyse clulKochen® nach Sambrook et al.
(1989). 1,5 ml einer E. coli-U bernachtkultur wundeelletiert (13.000 Upm, 30 sec,
RT). Das Zellpellet wurde in 300 pl STET resuspertdinach Zugabe von 20 ul
Lysozym-Losung kraftig geschittelt und anschliel3&fd sec bei 95° C in einem
Eppendorf-Heizblock inkubiert. Die lysierten Zelieste und die denaturierte
genomische DNA wurden 15 min bei 13.000 Upm ab#egiert und danach mit
einem sterilen Zahnstocher aus der wassrigen Losmfgrnt. Die Reinigung der
Plasmid-DNA erfolgte durch Fallung mit 40 pul 3 MaMcetat, pH 5,3 und 400 ul
Isopropanol bei RT fir 5 min und anschlieRendertifeigation fir 5 min bei 13.000
Upm. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschennawath Trocknen in 200 pl TE-
Puffer mit 20 pg/ml RNase A aufgenommen. Mit dieddethode gelang es
routinemassig, aus 1,5 ml U bernachtkultur etwa §®lasmid-DNA zu isolieren.

STET: Lysozym-Losung:

50 mM Tris-Cl, pH 8,0 10 mg/ml Lysozym
50 mM Na-EDTA 10 mM Tris-Cl, pH 8,0
8% (w/v) Saccharose iN,Big:

5% (v/v) Triton X-100

in HxOpig:

DNA-Isolierung ausU. maydis:

Diese Methode ist modifiziert nach Hoffman und Wams(1987). Dabei wurden 1,5 mli
einer U bernachtkultur in YEPSL-Fliissigmedium zusem mit 0,3 g Glasperlen in
einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefass pelletiert0@@ Upm, 30 sec, RT), der U
berstand abgegossen und das Pellet in 4@Gtilhgo-Lysispuffer und 400 ul TE-
henol/Chloroform aufgenommen. Die Proben wurderl@imin auf einem Vibrax-
VXR Schiittler (IKA) geschiittelt. Nach Phasentrerq(8.000 Upm, 5 min, RT)
wurden 400 pl des Uberstands in ein neues Eppe@idfiss “uberfihrt und mit 1 ml
Ethanol gefallt. Nach Zentrifugation (13.000 Uprf,s&c, RT) wurde das Pellet in 50
ul TE mit 20 ug/ml RNAse A aufgenommen, bei 50%€8uspendiert und bei -20° C
aufbewabhrt.

Ustilago-Lysispuffer: TE-Phenol/Chloroform:

50 mM Tris-Cl, pH 7,5 Mischung aus gleichen Teihenol (mit TE-Puffer
50 mM Na-EDTA aquilibriert) und Chloroform

1% (w/v) SDS

in H,Obid:

4.3.3 Auftrennung und Nachweis von Nukleinsauren

Transfer von DNA (Southern-Analyse):

Diese Methode ist modifiziert nach Southern (1913¢r Transfer der aufgetrennten
DNAFragmente aus einem Agarosegel auf eine Nylonpnamerfolgte durch Kapillar-
Blot. Hierbei wird die Transfer-Losung (20x SSC)saeinem Pufferreservoir Uber
Kapillarkrafte durch das Gel hindurch in einen algm Gel platzierten Stapel
Papierhandtiicher gesaugt. Die DNA-Fragmente wetldech den Pufferstrom aus dem
Gel eluiert und binden an die dariberliegende Nylembran (Hybond-N+, Amersham
Pharmacia Biotech). Vor dem Transfer wurde das égggel fur jeweils 20 min in 0,25
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M HCI, DENAT- und RENAT-LO6sung inkubiert, um u.ainen Teil der Purine

abzuspalten und damit den Transfer groRer DNA-Fesgen zu erleichtern. Der
Kapillar-Blot erfolgte Giber Nach. AnschlieRend weirdie Membran 15 min getrocknet
und die DNA durch UV-Bestrahlung (1200mJ&nin einem StratalinkerR (Stratagene)
fixiert.

20x SSC: DENAT-LGsung: RENAT-L6sung:
3 M NaCl 1,5 M NaCl 1,5 M NaCl

0,3 M Na-Citrat*2B0O 0,4 M NaOH 282 mM Tris-HCI
in H,Obid: in HObid: 218 mM Tris-Base
pH-Wert mit HCI auf 7,0 einstellen. in@bid:

Der spezifische Nachweis immobilisierter Desoxyribmkleinsaure

Genspezifische Sonden wurden durch den Einbau Jgoxi@enin-11-dUTP (DIG)
wéahrend einer PCR markiert. Ein PCR-Ansatz entii@lt 100 pg Plasmid-DNA oder
100 ng genomische DNA, 5 ul PCR-Puffer, 5 ul PCIHRhbeling-Mix (Roche, siehe
Herstellerangaben), jeweils 20 pmol der beiden @iikleotide und 0,5 pl Tag-DNA-
Polymerase (mit bObid: auf 50 pl aufgefillt). Die Reaktion erfolgia einem
Thermocycler PTC200 (MJ Research) analog einendatdAPCR-Ansatz.

Die Hybond-N+-Membranen (GE Healthcare) wurden zAbsattigung der
unspezifischen Bindungsstellen mit Southern-Hybreungspuffer fir 20 min bei 62°
C prainkubiert. Nach Wechsel der Hybridisierungstigswurde die fir 5 min bei 95° C
denaturierte Sonde zugegeben und Uber Nacht belC6RBybridisiert. Im Anschluss
wurden die Filter fur je 15 min bei 62° C mit 2xE&5®,1%SDS, 1xSSPE+0,1%SDS
und 0,1XxSSPE+0,1%SDS gewaschen. Fur die Detektiordevdie Membran bei
Raumtemperatur unter langsamem Schwenken in fodgehdsungen inkubiert: 5 min
DIG-Waschpuffer, 30 min DIG2-Lésung, 30 min DIG2kdrper-Lésung (1:20.000
Anti-Digoxigenin-AB Fab-Fragmente (Roche) in DIG&4ung) und zweimal 20 min in
DIG-Waschpuffer. Danach wurde die Membran fur 5 milIG3-Lésung aquilibriert
und anschliel3end fur 5 min in Chemilumineszenz-bgs{i:100 CDP-Star (Roche) in
DIG3-L6sung) inkubiert. Die Membran wurde luftblagei in einen Plastikbeutel
eingeschweil3t und gemeinsam mit einem Film in eifientdichten Kassette
verschlossen. Nach einer Expositionszeit von detahgtlich 10 min wurde der Film
entwickelt.

Southern-Hybridisierungspuffer: DIG2-Ldsung:
50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 2% (w/v) Magichpulver
50 mM PIPES in DIG1-L6sung
100 mM NacCl
1 mM Na-EDTA DIG-Waschpuffer:
5% (w/v) SDS 0,3% Tween-20
in H,Obid: in DIG1-L6ésung
Southern-Waschpuffer: DIG3-Ldsung:
1x SSC 0,1 M Tris-HCI
0,1% (w/v) SDS 0,1 M NaClin®bid:
in HOvbid:
DIG1-Ldsung: pH-Wert mit NaOH auf 9,5
0,1 M Maleinséure einstellen.
0,15 M NaCl
in H,Obid:

pH-Wert mit NaOH auf 7,5 einstellen.
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RNA-Isolierung nach der Trizol®-Methode:

Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Rrrmvitrogen und wurde zur
Praparation von Gesamt-RNA aud. maydisFlussigkulturen verwendet: 25 ml
Zellkultur (OD600 = 0,5) wurden pelletiert (3.50Qd, 5 min, RT), der Uberstand
verworfen und das Pellet in flissigem Stickstoffi@zkgefroren (ggf. Aufbewahrung
bei -80 °C). Auf das tiefgefrorene Zellpellet wurtienl Trizol pipettiert, dieser Ansatz
kurz gevortext und nach Zugabe von ca. 0,3 g Glespé150212 microns; Sigma) fur
5 min auf einer Retsch-Kugelmihle bei einer Frequam 30 Hz aufgeschlossen. Nach
Inkubation bei RT fir 5 min wurden 20@ Chloroform zugegeben. Die Ansatze
wurden anschlielend kurz gevortext und 2-3 mirR3einkubiert. Nach Zentrifugation
(13.000 Upm, 4 °C, 15 min) wurde die wassrige Prasgenommen, in ein frisches
Reaktionsgefald Uberfihrt und nach Zugabe von [BOBopropanol 10 min bei RT
gefallt. Nach einer erneuten Zentrifugation (13.000m, 4 °C, 10 min) wurde die
pelletierte RNA mit 75 % Ethanol gewaschen und etrzentrifugiert (13.000 Upm, 4
°C, 5 min). Der Uberstand wurde verworfen und deléePfir 5 min bei RT getrocknet,
anschlieR3end in 501 Nuklease-freiem BED (Ambion) aufgenommen und fir 10 min bei
55 °C resuspendiert. Eine Quantitdts- und Quakitéutisolle erfolgte durch
photometerische Messung am NanoDrop ND-1000 Spakttometer.

Transfer von RNA

Der Transfer der Nukleinsduren auf eine Nylonmembr@ybond-XXL, GE
Healthcare) erfolgte durch Kapillar-Blot in 20x SS@indestens fir 3 h. Vor dem
Transfer wurden die MOPS-RNA-Gele fir 15 min in 2@BSC aquilibriert.
Anschlie3end wurde die Membran getrocknet. Ein Meeh der transferierten 18S- und
28S-rRNA-Banden auf der Membran wurde mittels Fagomit Methylenblau (200
mg/l in 300 mM Na-Acetat) durchgefihrt. Dazu wurdide Membran in der Farbeldsung

5 min inkubiert, anschlielend mit;® gewaschen, getrocknet und das Bandenmuster
photographisch dokumentiert

Spezifischer Nachweis immobilisierter Ribonukleinsére

Die Hybond-XXL-Membranen (GE Healthcare) wurden zébsattigung der
unspezifischen Bindungsstellen mit Hybridisierungsgr fur 20 min bei 60 °C
prainkubiert. Fur die radioaktive Sonde benotigi@nns0-1000 ng DNA in 33 pl 8.
Die DNA wurde fur 5 min bei 100°C denaturierten umd Eis gestellt. Es wurde 5 pl
10x Labeling-Puffer und 6 ul dCTP-freie dNTPs higefiigt. Im Isotopenlabor wurden
1 pl Klenow-Enzym an den Eppi-Rand pipettiert undl 82P dCTP (50 uCi)
hinzugegeben, anzentrifugiert und fir 1,5- 2 h ®&iC inkubiert (Bleideckel drauf
stellen). Die Sonde wurde dann auf eine S300-Sgedeben und in einem Eppi fir 2
min bei 2800 rpm zentrifugiert.Die gereinigte Soridente nach Denaturierung (10
min; 95°C ) direkt eingesetzt werden. Nach WechselHybridisierungslosung wurde
die bei 95 °C fur 5 min denaturierte radioaktive biHglisierungsprobe zugegeben
(Endkonzentration etwa 106 cpm/ml). Spezifische fitiierung erfolgte bei 60 °C
Uber Nacht. Die Filter wurden zweimal je 15 min & °C mit Waschpuffer
gewaschen. Schlie3lich wurden die Filter in Pldsli& eingeschweil3t und in Kassetten
fur den Phosphorimager STORM840 (Molecular Dynajngsgoniert. Nach 12 bis 24
Stunden wurden die strahlungssensitiig&etreensder Kassetten im Phosphorimager
eingelesen und mit dem Computerprogramm IMAGEQUA(WIolecular Dynamics)
bearbeitet.
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Northern-Hybridisierungspuffer: Northern-Waschpu ffer:

5% (v/v) 1 M Na-Phosphatpuffer pH 7,0 (f.c. 50 mM) 5% (v/v) 20x SSC (f.c. 1x)

5% (v/iv) 1 M PIPES pH 7,0 (f.c. 50 mM) 25% (v20Q% SDS (f.c. 5%)

2% (v/iv) 5 M NaCl (f.c. 100 mM) Mit Seradest®l auf das entsprechende
25% (v/v) 20% SDS (f.c. 5%) Volumen auffillen.

0,2% (v/v) 0,5 M EDTA pH 8,0 (f.c. 1 mM)
Mit Seradest-KO auf das entsprechende
Volumen aufftllen.

4.3.4 Sequenz- und Strukturanalyse

Sequenzierung von DNA:

Die DNA-Sequenzierung wurde von der ZentralabtglDMWNA am Max-Planck-Institut
fur Zichtungsforschung (MPIZ) in Kd&ln durchgefihierwendet wurden dort
Sequenzierautomaten AbiPrism 377, 3100 und 373®l{@g Biosystems) sowie das
Sequenzier-Kit BigDye-Terminator v3.1 (Applied Byssems). Die erhaltenen Daten
wurden mit den Programmen SEQUENCHER 4.1 (Genegodexler
CLONEMANAGER (Version 7 und Version 8; Sci Ed Caffrausgewertet.

Sequenzanalyse:

SEQUENCHER 4.1 (Genecodes) zur Bearbeitung von &egRohdaten und zum
Vergleich von DNA-Sequenzen.

CLONEMANAGER (Version 7 und Version 8; Sci Ed Cetrzur Erstellung und

Bearbeitung von Plasmid-DNA und genomischen Searenzum erstellen von
Primern und zeichnen von genetischen Karten.

BLAST2 (Altschul et al., 1990, 1997; Gish und S$atd993) zur ldentifizierung
ahnlicher Proteine oder DNA-Sequenzen in den dftdr@n Datenbanken.

MEME (Bailey et al., 2006; http://meme.sdsc.edu/reéntro.html) zur Identifizierung

und Analyse wiederkehrender Sequenzmotive.

MAST (Bailey und Gribskov, 1998; http://meme.sdda/eneme/intro.html) zur Suche
nach vorgegebenen Sequenzmotiven.

4.3.5 PCR-Techniken

Standard-PCR-Anséatze:

Die Methode ist modifiziert nach Innis et al. (199Bin typischer PCR-Ansatz enthielt
etwa 10 ng Matrizen- DNA, zwei sequenzspezifisctigagdukleotide (f.c. 1 uM) und
125 uM (f.c.) dNTPs (d.h. je 200 uM dATP, dCTP, d&ind dTTP) in PCR-Puffer.
StandardméanRig wurden die Reaktionen in einem Vofuaoa 50 ul durchgefihrt, zur
Vermeidung von Kontaminationen wurden Pipettenspitnit Filtereinsatz benutzt. Bei
einer Amplifikatlange von unter 1 kb sah ein typiss Protokoll folgendermaf3en aus:
Denaturierung bei 94° C fur 2 min, Zugabe von 1-Zdd) Dna-Polymerase (Hot Start),
Denaturierung bei 94° C fir 1 min, 30 Zyklen miwvgls 30 sec Denaturierung bei 94°
C, 30 sec Anlagerung bei 65° C und 1 min Elongatlm 72°C, mit einer
abschlieRenden Elongationsphase von 10 min bei(Z72Bei der Herstellung von
langeren Amplifikaten wurde die Elongationszeit spnéchend angepasst. Die
Reaktionen erfolgten im Thermocycler (PTC 100 dele€ 200, MJ Research).
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4.4 Protein-Analysen
4.4.1 Praperation der Proben fur die 2D-SDS-PAGE und Wedrn-Analyse

Die Proteinproben wurden aus 50 ml (OD600 = 0,5pr@pen- oder ach Stunden
induzierten Filamentkulturen hergestellt. Die Kuttio wurden abzentrifugiert (860 g
fir 5 min bei 4°C), der Uberstand restlos beseitigti das Pellet in 2 ml Lysepuffer
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in vorgefren Stahlgefal3e pipettiert, in
flissigem Stickstoff eingefroren und mit Hilfe ein&ugelmuihle aufgeschlossen
(Retsch; 5 min; Frequenz 30 s-1). Die Proben wuideBppendorf-Gefalde tberfihrt
und erneut abzentrifugiert (860 g fiir 5 min bei #°Ber Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Gefald tberfuhrt und ein Aliquot fur dieliion des Gesamtzellextraktes
entnommen. Nach erneuter Zentrifugation (51.590rg80 min bei 4°C) bildete dieser
Uberstand die zytosolische Proteinfraktion und \euréntnommen. Aus den

hergestellten Proben des Gesamtzellextrakts undzgrsolischen Proteinfraktion

konnte eine quantitative Proteinkonzentrationsbesting nach der Bradford-Methode
durchgefuhrt werden. Das verbliebene Membran-Pelietle zweimal mit Lysepuffer

gewaschen, in 800 ul Memranproteinpuffer resusgendind fur mindestens funf

Stunden bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Ans@die wurden die Proben noch fur
eine Stunde auf einen Schiittler bei 4°C bei deatrigsten Stufe gevortext. Die Proben
wurden erneut zentrifugiert (51.590 g fuir 30 min4%C) und der Uberstand bildete die
Membran-assoziierte Proteinfraktion.

Lysepuffer Membranproteinpuffer

100 mM NaPi, pH 8 10 mM Tris Acetat pH 7,6
10 mM Tris/HCI, pH 8, 1 mM MgAc

8 M Urea 0,1 mM EDTA

2 x Complete Proteinaseinhibitor-Cocktalil 8% Glyae

in HzOpig. 4 mM dodecyp-D-maltoside

0,7 mM cholesterol hemisuccinat
0,1% Triton X-100

2 x Complete Proteinaseinhibitor-
Cocktail (Roche) in bDyg.

4.4.2 Praperation von Mitochondrien

Die Praperation von Mitochondrien wurde aus Filareenin MIB-Puffer (0.6 M
Mannitol, 20 mM HEPES-KOH, pH 7.4) hergestellt (Beld et al., 2004; Mahlert et
al., 2009). Die Protein-Konzentration wurde nacimderotokoll von Yaffe gemessen
(Yaffe, 1991). Die isolierten Mitochondrien (5@ Protein) wurden in MIB/PMSF-
Puffer gewaschen und bei 98° C im SDS-Ladepuffebfinin gekocht (Mahlert et al.,
2009). Die Proben wurden in einem 10%igem SDS-Gegedrennt und in einer
Western-Analyse mit den spezifischen Antikdrpertekigert.

4.4.3 Nachweis von immobilisierten Proteinen (Western-Ankyse)

Fur die Western-Analyse wurden 20ug vom Gesamidedlet und der zytosolischen
Proteinfraktion und 20ul der Membran-assoziiertaotdinfraktion eingesetzt. Die
Auftrennung der Proteinproben erfolgte in einem ¥ Standard-SDS-Gel
(Laemmli, 1970). Der immunologische Nachweis voot&nen erfolgte mit Hilfe der
an den sekundaren Antikorper gekoppelten MeerheRieroxidase (HRP). Dazu wurde
die PVDF-Membran nach dem Membrantransfer (WedBoh- semi dry) fur
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mindestens 20 min mit 3% Magermilchpulver in TBS3blpckt. Anschliel3end wurde
die Membran fur 1 - 24 h mit dem primaren Antikarfentweder Anti-Gfp, Rochey-
Tub-Antikdrper; Merck4Biosciences oder Anti-CCHL tkidrper, zur Verflgung
gestellt von C. Basse) in TBST mit 3% Magermilciveu] inkubiert. Nach
dreimaligemWaschen fur 10 min in TBST wurde die Ndeam fir 1 - 12 h mit dem
sekundaren Antikorper in TBST mit 1% Magermilchparlvinkubiert. Anschlie3end
wurde die Membran zweimal fir 10 min mit TBST undneal fir 5 min mit TBS
gewaschen. Der Nachweis erfolgte mit dem ECL plussén blotting detection
System von GE Healthcare.

TBST:

20 mM Tris-HCI, pH 7,6
136 mM NacCl

0,05% (v/v) Tween 20
2D-SDS-PAGE

4.4.4 2D-SDS-PAGE

Fur die Herstellung der praperativen 2D-Gele wu@8ul der Membran-assoziierten
Proteinfraktion mit 800 pl 20% TCA (Trichloressigsé) versetzt und tUber Nacht bei
4° C geféllt. Die Fallung der Proteine wurde nacibliziertem Protokoll durchgefuhrt
(Gorg et al., 1997). Nach der Fallung wurde dagePgInf-mal mit eiskaltem Aceton (-
20° C) gewaschen. Und in 500 pl Rehydrierungspuffisuspendiert. Die 24 cm langen
Immobiline Drystrips IPG pH 3-11 wurden nach detiadn Rehydratisierungsstrategie
mit den Proben fir 12 h rehydratisiert (Rabilloudak, 1994). Die anschlieRende
isoelektrische Fokussierung erfolgte in einer EtR@phor Il (GE Healthcare) bei einer
maximalen Temperatur von 20°C, 50A/Strip mit den folgenden Schritten: (1):
steigender Gradient bis zu 500 V in 4 h, (2) kamerlich 500 V fir 4 h, (3) steigender
Gradient bis 3500 V in 5 h und (4) kontinuierlicbO® V fir 13 h bis 59 000 Vh
erreicht sind. Danach wurden die IPG-Strips furalieite Dimension equilibriert. Dies
erfolgte in zwei Schritten fur jeweils 15 min im Ajbrierungspuffer mit 0,5% DTT
und dann mit 2% Jodacetamid. Nach der Aquilibrigruvurden die IPG-Strips uber
einem 10%igem SDS-Gel mit Agarose befestigt. Dieftrkanung der zweiten
Dimension erfolgte mit einem Ettan Dalt Six gelteys (GE Healthcare). Der Gellauf
erfolgte fur 2h bei 1 W/Gel und fur 12-16 h bei 3%¢l. Die Gele wurden anschlieend
nach Herstellerangaben mit dem fluoreszierendenbskaf Deep Purple (GE
Healthcare) angefarbt und mit Hilfe des Typhoon ®4GE Healthcare) visualisiert.
Die Analyse der Protein-Spezies und die Erstellenger Pick-Liste wurde mit der
Analysen-Software DeCyderTM software (GE Healthradeirchgefihrt und die
zugeordneten 10 Protein-Varianten wurden mit eirmmomatisiertem Ettan Spot
Picker (GE Healthcare) aus dem Gel herausgestanzt.
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Rehydrierungspuffer SDS-Aquilibrierungspuffer

8 M Urea 50 mM Tris/HCI; pH 8,8

2% (w/v) CHAPS 6 M Urea

0,5% Ampholyte (pH 3-11) 30% Glyzerin

Bromphenolblau 2% SDS

10 mM DTT 0,002% Bromphenolblau

in H2O0bid. + DTT (100 mg auf 10 ml) oder
+ lodacetamide (250 mg auf 10 ml)
in H20Dbid.

4.4.5 Protein Identifizierung mit LC-MS/MS

Die Proteine in den herausgestanzten Gelstiickeenurd Gel mit Trypsin (Promega)
verdaut und nach der Elution der Peptide wurdesedmit LC-ESI-MS/MS anhand
eines lonenfallen-Massensprktrometer (LTQ, Thernoter8ific, Hemel Hempstead,
U.K.) analysiert. Dies wurde in Zusammenarbeit bt F. Kaffarnik durchgefihrt. Ein
nano-HPLC-System (Surveyor, Thermo Scientific) veurdrerwendet, um die
Peptidlésung mit einer Flussgeschwindigkeit voni2s0in dem Massenspektrometer
zuzufuhren. Eine Entsalzung der Peptidlésung edabgittels einer C18-Vorsaule und
einer nachgeschalteten 8cm langen C18-Saule (Picodium Innendurchmesser, 15
um tip; New Objective). Die Peptide wurden mit eine&2¥60%igem Acetonitril-
Gradienten innerhalb von 35 min eluiert. Das Masgektrometer wurde im Ein-lonen-
Modus betrieben und Uber eine Excalibur Softwartegeert. Des Weiteren war es mit
einer Nanospray-Quelle ausgestattet, welche mérdf@pillartemperatur von -200° C
betrieben wurde. Die weitere Daten-Analyse wurdes den sechs am haufigsten
detektierten lonen in jedem Zyklus erhoben. Der $daspektrometrische-Bereich des
Masse/Ladung (m/z) Verhéltnisses betrug 300-20@8, Minimum Signal 1000, die
normalisierte Kollisionsenergie 30 und funf wieddtl Treffer. Die Isolationsbreite fur
die MS/MS-Messung war 2 m/z. Die Analyse der Dateinde mit dem Programmpaket
BioWorks 3.2 (Thermo Scientific) mittels des SEQUE®rotein-ldentifizierungs-
Algorithmus ausgefuhrt. Die Fragment-lonenspektveurden gegen didJ. maydis
Protein-Datenbank MUMDB verglichen (http://mips.g&fgenre/proj/ustilago/; release
March 2006; 6892 predicted protein-coding genegnper et al, 2006; 12; Anhang
Table 1). Die Suchkriterien beinhalteten die Oxmatvon Methionin als variable
Modifizierung und die Alkylierung von Cysteinen &ststehende Modifikation.

4.5 Phylogenetische Analyse von Endochitinasen

Diese Analyse wurde in Kooperation mit R. KellnadwDr. D. Begerow von der Ruhr-
Universitat in Bochum (Abteilung fir Geobotanik) rdogefuhrt. Es wurden 80
Sequenzen von Endochitinasen aus zuganglichen GBadembanken ausgesucht.
Diese beinhalteten 72 pilzliche Endochitinase-Segee einschliel3lich den folgenden
Vertretern der Basidiomyceten (C. neoformans, tolor, M. globosa, P. graminis and
U. maydis) und den Ascomyceten (S. cerevisiae, dnbe, A. fumigates and H.
jecorina). Fur einen besseren Vergleich mit vodenri phylogenetischen Chitinase-
Analysen wurden alle Chitinasen aus A. fumigatuail{Tet al., 2005) und H. jecorina
(Seidl et al., 2005) in diese Analyse einbezogeie. \2rbleibenden acht Sequenzen
entstammten ausgewahlten Bakterien (S. marcesverisheri, und V. harveyi) und
hoheren Pflanzen (N. tabacum und A. thaliana). ddiesprechenden Zugangsnummern
(Accession numbers) sind unten angegeben.
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Ein Sequenzabgleich von 3890 Aminosauren wurdedert Programm PCMA v2.0
(Pei et al., 2003) in einem Standard-Modus durdityef Durch den Ausschluss der
sehr hoch-variablen N- und C- terminalen Bereichede die Analyse anhand von
1028 Aminosauren berechnet, wobei das katalytiZgrerum der Endochitinasen mit
einbezogen war. Der Sequenz-Abgleich berlcksiahtidls erste bis zum letzten
gemeinsame Motiv, mit mehr als vier Aminosauren, jeder Sequenz. Die
anschlieBende Maximum Likelihood (ML) Analyse wurdettels RAXML 7.0.4
(Stamatakis, 2006) durchgefiihrt. Die Berechnungl@80 Bootstrap Replikate erfolgte
unter dem schnelleren Bootstrap Algorithmus, desBROTCAT Anndherung die
BLOSUMG62 Matrix verwendet. Die darauf folgende Muche nach dem besten ML
Baum startete jeweils bei jedem flnften BootstragurB unter Verwendung der
akkurateren PROTGAMMA Annéherung und gleicher Switi®nsmatrix.

Zugangsnummern (Accession numbers): Mgl, XP_0013&18c1, EDZ70510; Sc2,

YLR286C; Sc3, YDR371W; Spl, SPAPB1E7; Cnl, CNAG_1I34Cn2, XP_774325;
Cn3, XP_567647; Cn4, XP_772895; Cn5, XP_572898;,C¥B_572898; Cn7,
XP_775481; Cn8, CNAG_02598; Afl, EDP48356; Af2, EDIP38; Af3, XP_747065;
Af4, AAP23218; Af5, XP_747959; Af6, XP_747135; Af7XP_747991; Af8,
XP_754895; Af9, XP_748995; Afl0, XP_748766; Afll,PXr54491; Afl2,
XP_747968; Afl3, XP_750029; Afl4, XP_750867; AflXP_753949; Afl6,
XP_750818; Af17, XP_747948; Hjl, DAA05849; Hj2, DAB850; Hj3, DAA05851;
Hj4, DAAO05852; Hj5, DAAO05853; Hj6, DAA05854; Hj7, MA05855; H;i8,

DAA05856; Hj9, DAA05857; Hj10, DAA05858; Hj11, DAAB5S9; Hj12, DAA05860;
Hj13, DAAO05861; Hj14, DAA05862; Hj15, DAA05863; Hfl DAA05864; Hj17,

DAA05865; Hj18, DAA05866; Lbl, XP_001877721; Lb2,PX001886180; Lb3,
XP_001877452; Lb4, XP_001887313; Lb5, XP_0018770p6;, XP_001887312; Lb7,
XP_001878726; Lb8, XP_001883483; Lb9, XP_0018834371, PGTG02094; Pg2,
PGTG02187; Pg3, PGTG10407; Pg4, PGTGO05680; Pg5, (A6572; Pg6,
PGTGO05714; Pg7, PGTGO07009; Pg8, PGTG15122; Pg9, (26914; Pg1l0,
PGTG18387; Pgll, PGTG18437; Pgl2, PGTGO05703; PHIZITG08849; Sml,
P07254; Sm2, ABI31431; Vfl, YP_002156415; Vhl, ZE®&r824; Vh2,
YP_001448065; Nt1, Z11563; Nt2, Z11564; und At1,AQR768.

4.6 Nachweis von RNA in situ (FISH-Analysen)
4.6.1 Fixierung und Vorbereitung der Filamente

Das Protokoll fur die FISH-Analyse in U. maydis warunter Berticksichtigung

Des FISH-Protokolls aus S. cerevisiae entwickeltond et al., 1995;
http://www.singerlab.org/protocols) und wurde iresr Arbeit nach der modifizierten
Vorgehensweise durchgefuhrt (Koneg d., 2009). In der Vorbereitung wurden
zunachst Multiwell-Objekttrager (Diagnostica-Objeiger von Menzel Glaser, Epoxy
Beschichtung weil3, 12 Felder 5mm Drm; Kobe No. 9B85) mit H20bid. gewaschen
und unter der Sterilbank getrocknet. Pro Vertiefungden 5 pl 0,025% poly-L-Lysine
(Sigma No. P8920) addiert und fur 3 min inkubiétach dem Entfernen von 3 pl
wurden die Objekttrager unter der Sterilbank gddnet. AnschlielRend wurde dreimal
10 min mit H20bid: gewaschen. Nach erneutem Trockmerden die Objekttrager bei
4° C gelagert.

Fur das Experiment wurden Vorkulturen der entspraden Stamme in 2 ml CM-Glk
ange impft und Gber Nacht bei 28° C und 220 Upnulimgrt. Die am nachsten Tag
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angeimpften 50 ml CM-Glk-Hauptkulturen wurden ermnéber Nacht bei 28° C und
220 Upm inkubiert. Die Zellen wurden bei einer OD80,5 durch 5 min
Zentrifugation bei 3000 Upm pelletiert. Fur diedfilent-Induktion wurde das Pellet
gewaschen und in 50 ml NM-Glk resuspendiert und8fir bei 28° C und 220 Upm
inkubiert. Fur die Fixierung der induzierten Filamewurden 15 ml der Kultur zu 5 ml
Formaldehyd (16%) gegeben und 1 h bei 28° C auf damhrad inkubiert.
Anschlie3end wurde dreimal mit 10 ml PufferB gevirest (Zentrifugation 5 min bei
8500 Upm) und das Pellet in 250 pl PufferB aufgemam. Davon wurden in jede
Vertiefung eines beschichteten Objekttragers Seffilly und 30 min bei 4° C inkubiert.
Die Flussigkeit wurde abgesaugt und der Objekttragyeeimal 5 min mit PufferB
gewaschen. Um Wasser zu entziehen, wurden die @idjgér in Ethanol (70%) bei -
20° C gelagert.

PufferB: Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4:
1,2 M Sorbitol 802 mM KHPOy

100 mM Kphospate, pH 7,4 198 mM KPD,

in HzOpig. in HOpig.

4.6.2 in situ-Hybridisierung

Die Objekttrager wurden 5 min in 2x SSC-Puffer @tgrt und mindestens 5 min in 2x
SSC-Puffer mit 40% Formamid gewaschen, in dem siezlr weiteren Verarbeitung
verblieben. Anschlielend wurden 24 ul H1-Losung @ndl Oligomix vereint, 3 min
bei 80° C inkubiert und auf Eis abgekuhlt. Ansddéad wurden 30 pl H2-Lésung
addiert, wonach die Reaktion 10 min bei 13000 Upentifugiert wurde. Pro
Objekttrager-Vertiefung wurden 5 pl Reaktionsgeimissddiert. Die Vertiefungen
wurden mit einem Deckglaschen verschlossen und @bjekttrager in einem
lichtundurchlassigen und luftdichten Inkubationgdietiber Nacht bei 37° C inkubiert.
Am nachsten Tag wurde das Reaktionsgemisch entfimahtder Objekttrager zweimal
fur 30 min in 2x SSC mit 40 % Formamid bei 37° Gub0 Upm gewaschen. Nach
Entfernen der restlichen Flussigkeit wurden protiétung 5 pl DAPI-MIX (Vectas
H1200) addiert. Die Vertiefungen wurden mit einerackglaschen abgedeckt und die
Objektrager bis zur Mikroskopischen Analyse beiCtin einem lichtundurchlassigen
und luftdichten Inkubationsgefal? gelagert.

H1-Loésung: Oligomix:

49,3 pl Formamid 1 pl je Gfp-Sonde (#1-4; 20p/pidl

0,63 ul Natriumphosphat-Puffer (1M) 10 pl Heringsspa-DNA (10mg/ml)
10 pl tRNA (10 mg/ml)
6 u| HyOpig.

H2-L6sung:

24,6 ul BSA (10 mg/ml; NEB)

23,9 pl BOyiq

12,3 ul 20x SSC
0,75 pl RNasin (40 U/ul; Promega)

20x SSC-Puffer: 10x PBS-Puffer, pH 7,2:
3 M NaCl 113 mM NatHP O,
0,3 M Natriumcitrat*2HO 18 mM KHPO,
in H,Obid. 27 mM KCI
pH mit HCI auf 7,0 einstellen 1,37 M NaCl
in HOpig.
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4.7 Maximaquantifizierung mit PIA

Das Programm PIA (peak-identifying algorithm; erakalt von K. Zarnack, J. Konig
and M. Feldbrugge; Konigt al, 20009). Der Algorithmus detektiert die Positionen
lokalen Maxima mit der Mindesthohe h eines zweidisienalen diskrekten Graphen
(bis zu einer maximalen Distanz w auf beiden SgitBre Identifizierung der Maxima
wurde hier mit den Parametern h = 130 und w = & Wfierte wurden anhand der
variierenden Signal-Intensitaten optimiert.

93



Literaturverzeichnis

5 Literaturverzeichnis

Adam-Vizi V, Chinopoulos C (2006) Bioenergetics d@hd formation of mitochondrial reactive oxygen
speciesTrends Pharmacol S&7: 639-645

Alban A, David SO, Bjorkesten L, Andersson C, Slégd ewis S, Currie | (2003) A novel experimental
design for comparative two-dimensional gel analytsi®-dimensional difference gel electrophoresis
incorporating a pooled internal standdPdoteomics3: 36-44

Angelini M, Cannata S, Mercaldo V, Gibello L, SamtdC, Dianzani |, Loreni F (2007) Missense
mutations associated with Diamond-Blackfan anerfiecathe assembly of ribosomal protein S19 into
the ribosomeHum Mol Genell6: 1720-1727

Arlt H, Steglich G, Perryman R, Guiard B, NeupertMinger T (1998) The formation of respiratory
chain complexes in mitochondria is under the prgtaocontrol of the m-AAA proteas&MBO J17:
4837-4847

Arlt H, Tauer R, Feldmann H, Neupert W, Langer $98) The YTA10-12 complex, an AAA protease
with chaperone-like activity in the inner membranrfienitochondriaCell 85: 875-885

Aronov S, Gelin-Licht R, Zipor G, Haim L, Safran Gerst JE (2007) mRNAs encoding polarity and
exocytosis factors are cotransported with the calréndoplasmic reticulum to the incipient bud in
Saccharomyces cerevisiddol Cell Biol 27: 3441-3455

Ausubel FM, Brenz R, Kingston RE, Moore DD, Seidnd&) Smith JA, Strukl K (1987) Current
Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sortsg., USA.

Badhai J, Frojmark AS, E JD, Schuster J, Dahl NOg20) Ribosomal protein S19 and S24 insufficiency
cause distinct cell cycle defects in Diamond-BlackénemiaBiochim Biophys Actd792:1036-1042

Badhai J, Frojmark AS, Razzaghian HR, Davey E, Sehu, Dahl N (2009b) Posttranscriptional down-
regulation of small ribosomal subunit proteins etates with reduction of 18S rRNA in RPS19
deficiency.FEBS Let583: 2049-2053

Balaban RS, Nemoto S, Finkel T (2005) Mitochondiédants, and agingell 120: 483-495

Banuett F (1995) Genetics Oftilago maydisa fungal pathogen that induces tumors in mainau Rev
Genet29: 179-208

Banuett F, Herskowitz | (1989) Differeatalleles ofUstilago maydisare necessary for maintenance of
filamentous growth but not for meiosRroc Natl Acad Sci US86: 5878-5882

Banuett F, Herskowitz | (1996) Discrete developraestages during teliospore formation in the corn
smut funguslstilago maydisDevelopmen122: 2965-2976

Bartnicki-Garcia S (2006) Chitosomes: past, preaadtfuture FEMS Yeast Re&& 957-965

Basse CW, Steinberg G (2004) Ustilago maydis, meg&iem for analysis of the molecular basis of
fungal pathogenicityMol Plant Pathol5: 83-92

Becalska AN, Gavis ER (2009) Lighting up mRNA lazation in Drosophila oogenesiBevelopment
136:2493-2503

Becht P, Koénig J, Feldbriigge M (2006) The RNA-bitgdprotein Rrm4 is essential for polarity in
Ustilago maydisand shuttles along microtubuldsCell Scil119: 4964-4973

Becht P, Vollmeister E, Feldbriigge M (2005) RoleRiNA-binding proteins implicated in pathogenic
development of Ustilago maydiBukaryot Cell4: 121-133

94



Literaturverzeichnis

Bertrand E, Chartrand P, Schaefer M, Shenoy SMJ&8iRH, Long RM (1998) Localization of ASH1
mMRNA patrticles in living yeasMol Cell 2: 437-445

Bjellgvist B, Ek K, Righetti PG, Gianazza E, Gorg\Westermeier R, Postel W (1982) Isoelectric
focusing in immobilized pH gradients: principle, imedology and some applicatiodsBiochem Biophys
Methods6: 317-339

Bohl F, Kruse C, Frank A, Ferring D, Jansen RP @@he2p, a novel RNA-binding protein tethers
ASH1mMRNA to the Myo4p myosin motor via SheFMBO J19: 5514-5524

Bohmer M, Colby T, Bohmer C, Brautigam A, SchmigdBdlker M (2007) Proteomic analysis of
dimorphic transition in the phytopathogenic fungistilago maydisProteomics7: 675-685

Bdlker M (2001)Ustilago maydis- a valuable model system for the study of furdjalorphism and
virulence.Microbiology147:1395-1401

Bdlker M, Genin S, Lehmler C, Kahmann R (1995) Giemegulation of mating, and dimorphism in
Ustilago maydisCan J Bof73: 320-325

Bdlker M, Urban M, Kahmann R (1992) Thenating type locus dfistilago maydispecifies cell
signaling component€ell 68: 441-450

Bortfeld M, Auffarth K, Kahmann R, Basse CW (2004)e Ustilago maydisa2 mating-type locus genes
Iga2 andrga2 compromise pathogenicity in the absence of theshitndrial p32 family protein Mrb1.
Plant Cell16: 2233-2248

Brachmann A, Konig J, Julius C, Feldbrigge M (20@4%verse genetic approach for generating gene
replacement mutants Wistilago maydisMol Genet Genomica72: 216-226

Brachmann A, Weinzierl G, Kamper J, Kahmann R (300&ntification of genes in the bW/bE
regulatory cascade ldstilago maydisMol Microbiol 42: 1047-1063.

Brefort T, Doehlemann G, Mendoza-Mendoza A, Reigsnta, Djamei A, Kahmann R (2009) Ustilago
maydis as a Pathogetnnu Rev Phytopathdl7: 423-445

Brendza RP, Serbus LR, Saxton WM, Duffy JB (200&3terior localization of dynein and dorsal-ventral
axis formation depend on kinesin in Drosophila desyCurr Biol 12: 1541-1545

Bullock SL, Nicol A, Gross SP, Zicha D (2006) Guida of bidirectional motor complexes by mRNA
cargoes through control of dynein number and agti@urr Biol 16: 1447-1452

Cadenas E, Boveris A, Ragan ClI, Stoppani AO (1®#@yluction of superoxide radicals and hydrogen
peroxide by NADH-ubiquinone reductase and ubiquirydbchrome c reductase from beef-heart
mitochondriaArch Biochem Biophy%80: 248-257

Campbell RE, Tour O, Palmer AE, Steinbach PA, B&&| Zacharias DA, Tsien RY (2002) A
monomeric red fluorescent protefroc Natl Acad Sci U S 99: 7877-7882

Carbajo RJ, Kellas FA, Runswick MJ, Montgomery M&alker JE, Neuhaus D (2005) Structure of the
F1-binding domain of the stator of bovine F1Fo-A$®and how it binds an alpha-subuaiMol Biol
351:824-838

Catic A, Ploegh HL (2005) Ubiquitin--conserved miotor selfish genePrends Biochem S80: 600-
604

Chartrand P, Meng XH, Huttelmaier S, Donato D, 8imgH (2002) Asymmetric sorting of ashlp in

yeast results from inhibition of translation by ddization elements in the mRNMol Cell 10: 1319-
1330

95



Literaturverzeichnis

Chartrand P, Singer RH, Long RM (2001) RNP locgiliraand transport in yeagtnnu Rev Cell Dev
Biol 17: 297-310

Chiocchetti A, Gibello L, Carando A, Aspesi A, Sede, Garelli E, Loreni F, Angelini M, Biava A, Dahl
N, Dianzani U, Ramenghi U, Santoro C, DianzanidQ®) Interactions between RPS19, mutated in
Diamond-Blackfan anemia, and the PIM-1 oncoprotdeematologice0: 1453-1462

Choesmel V, Bacqueville D, Rouquette J, Noaillag®ge J, Fribourg S, Cretien A, Leblanc T,
Tchernia G, Da Costa L, Gleizes PE (2007) Impaiilgosome biogenesis in Diamond-Blackfan anemia.
Blood109:1275-1283

Christensen JJ (1963) Corn smut caused$titago maydisPublished by the American
Phytopathological Society, Monograph 2pl1-40

Cino M, Del Maestro RF (1989) Generation of hydmgeroxide by brain mitochondria: the effect of
reoxygenation following postdecapitative ischemiech Biochem Biophy269: 623-638

Clark I, Giniger E, Ruohola-Baker H, Jan LY, Jan Y1994) Transient posterior localization of a kines
fusion protein reflects anteroposterior polaritytied Drosophila oocyteCurr Biol 4: 289-300

Cohen SN, Chang AC, Hsu L (1972) Nonchromosomabiic resistance in bacteria: genetic
transformation oEscherichia colby R-factor DNA.Proc Natl Acad Sci U S 89: 2110-2114

Condeelis J, Singer RH (2005) How and why does-hetima mRNA targetBiol Cell 97: 97-110
Corral-Debrinski M, Blugeon C, Jacq C (2000) Insteghe 3' untranslated region or the presequehce o
ATMLis required for the exclusive localization ofiRNA to the vicinity of mitochondriaviol Cell

Biol 20: 7881-7892

Cross RL, Muller V (2004) The evolution of A-, fd V-type ATP synthases and ATPases: reversals in
function and changes in the H+/ATP coupling raBBS Let676: 1-4

Daigle N, Ellenberg J (2007) LambdaN-GFP: an RNporéer system for live-cell imagindlat Methods
4: 633-636

Denman RB (2006) mRNPs take shape by CLIPPING 2RING. Bioessay®28: 1132-1143
Doéhlemann G, van der Linde K, Assmann D, SchwamimiigdHof A, Mohanty A, Jackson D,
Kahmann R (2009) Pepl, a secreted effector profdifstiiago maydis, is required for successful
invasion of plant cell?LoS Pathod: €1000290

Dohlemann G, Wahl R, Horst RJ, Voll LM, Usadel Br&e F, Stitt M, Pons-Kuhnemann J, Sonnewald
U, Kahmann R, Kamper J (2008a) Reprogramming aemaimt: transcriptional and metabolic changes

induced by the fungal biotroph Ustilago mayditant J56: 181-195

Doéhlemann G, Wahl R, Vranes M, de Vries RP, Kanlpé&ahmann R (2008b) Establishment of
compatibility in the Ustilago maydis/maize pathdsys.J Plant Physioll65: 29-40

Doéhlemann G, Wahl R, Vranes M, de Vries RP, Kanlpé¢ahmann R (2008c) Establishment of
compatibility in theUstilago maydiénaize pathosystend.Plant Physioll65: 29-40

Draptchinskaia N, Gustavsson P, Andersson B, BstiarM, Willig TN, Dianzani I, Ball S, Tchernia G,
Klar J, Matsson H, Tentler D, Mohandas N, CarlsBpB®ahl N (1999) The gene encoding ribosomal
protein S19 is mutated in Diamond-Blackfan anaeiét.GeneR1: 169-175

Dreyfuss G, Kim VN, Kataoka N (2002) Messenger-RbliAding proteins and the messages they carry.
Nat Rev Mol Cell BioB: 195-205

Droge W (2002) Free radicals in the physiologiaaitcol of cell functionPhysiol Re\82: 47-95

96



Literaturverzeichnis

Du TG, Schmid M, Jansen RP (2007) Why cells movesages: the biological functions of mMRNA
localization.Semin Cell Dev Bidl8: 171-177

Dunkler A, Walther A, Specht CA, Wendland J (20Q@8)ndida albicans CHT3 encodes the functional
homolog of the Cts1 chitinase of Saccharomyces/igae.Fungal Genet Biofi2: 935-947

Eliyahu E, Pnueli L, Melamed D, Scherrer T, GerBEr, Pines O, Rapaport D, Arava Y (2010) Tom20
mediates localization of mMRNAs to mitochondria itranslation-dependent mannbtol Cell Biol 30:
284-294

Elson SL, Noble SM, Solis NV, Filler SG, Johnson AD09) An RNA transport system in Candida
albicans regulates hyphal morphology and invasieevth. PLoS Geneb: e1000664

Emanuelsson O, Brunak S, von Heijne G, Nielsen®®72 Locating proteins in the cell using TargetP,
SignalP and related toolNat Protoc2: 953-971

Enyenihi AH, Saunders WS (2003) Large-scale fumetiggenomic analysis of sporulation and meiosis in
Saccharomyces cerevisidgeneticsl63: 47-54

Estrada P, Kim J, Coleman J, Walker L, Dunn B, Zakia P, Novick P, Ferro-Novick S (2003) Myo4p
and She3p are required for cortical ER inheritanc®accharomyces cerevisideCell Biol 163: 1255-
1266

Feldbrigge M, Bolker M, Steinberg G, Kamper J, KahmR (2006) Regulatory and structural networks
orchestrating mating, dimorphism, cell shape, aattiggenesis ib/stilago maydisin The Mycota:

growth, differentiation and sexualjtiFischer R, Kiies U (eds), Vol. 2, pp 376-391. igget, Berlin
Heidelberg

Feldbriigge M, Kamper J, Steinberg G, Kahmann R4pR8&gulation of mating and pathogenic
development itJstilago maydisCurr Opin Microbiol 7; 666-672

Feldbriigge M, Zarnack K, Vollmeister E, BaumantK8epke J, Konig J, Munsterkotter M, Mannhaupt
G (2008) The posttranscriptional machinery of st maydisFungal Genet Bio#5 Suppl 1:S40-46

Finley D, Bartel B, Varshavsky A (1989) The taifsubiquitin precursors are ribosomal proteins whose
fusion to ubiquitin facilitates ribosome biogeneslature338: 394-401

Fischer R, Zekert N, Takeshita N (2008) Polarizexigh in fungi--interplay between the cytoskeleton,
positional markers and membrane domadinsl Microbiol 68: 813-826

Flygare J, Aspesi A, Bailey JC, Miyake K, Caffréy,Karlsson S, Ellis SR (2007) Human RPS19, the
gene mutated in Diamond-Blackfan anemia, encodimaomal protein required for the maturation of
40S ribosomal subunitBlood 109: 980-986

Flygare J, Karlsson S (2007) Diamond-Blackfan aeemiythropoiesis lost in translatiddlood 109:
3152-3154

Fuchs U, Manns |, Steinberg G (2005) Microtubulesdispensable for the initial pathogenic
development but required for long-distance hyphaivgh in the corn smut fungusgstilago maydisMol
Biol Cell 16: 2746-2758

Fusco D, Accornero N, Lavoie B, Shenoy SM, Blandh#ivl, Singer RH, Bertrand E (2003) Single
mMRNA molecules demonstrate probabilistic movemetitving mammalian cellsCurr Biol 13: 161-167

Gade D, Thiermann J, Markowsky D, Rabus R (2003)li&tion of two-dimensional difference gel
electrophoresis for protein profiling. Soluble mios of the marine bacterium Pirellula sp. straid Mol
Microbiol Biotechnob: 240-251

Garcia M, Darzacq X, Delaveau T, Jourdren L, Sirigidr Jacq C (2007) Mitochondria-associated yeast
mRNAs and the biogenesis of molecular complels.Biol Cell 18: 362-368

97



Literaturverzeichnis

Garcia M, Delaveau T, Goussard S, Jacq C (201 dWandrial presequence and open reading frame
mediate asymmetric localization of messenger REMBO Repll: 285-291

Gazda HT, Sheen MR, Vlachos A, Choesmel V, O'Dondti&, Schneider H, Darras N, Hasman C,
Sieff CA, Newburger PE, Ball SE, Niewiadomska E tiéak M, Zaucha JM, Glader B, Niemeyer C,
Meerpohl JJ, Atsidaftos E, Lipton JM, Gleizes PEggs AH (2008) Ribosomal protein L5 and L11
mutations are associated with cleft palate and mbalcthumbs in Diamond-Blackfan anemia patients.
Am J Hum Gened3: 769-780

George R, Walsh P, Beddoe T, Lithgow T (2002) Tascent polypeptide-associated complex (NAC)
promotes interaction of ribosomes with the mitoadvial surface in vivoFEBS Let616:213-216

Gierz G, Bartnicki-Garcia S (2001) A three-dimemsibmodel of fungal morphogenesis based on the
vesicle supply center conceptTheor Biol208: 151-164

Gillissen B, Bergemann J, Sandmann C, SchroeeleBM, Kahmann R (1992) A two-component
regulatory system for self/non-self recognitiorstilago maydisCell 68: 647-657

Gregory LA, Aguissa-Toure AH, Pinaud N, Legrand3®izes PE, Fribourg S (2007) Molecular basis of
Diamond-Blackfan anemia: structure and functionysis of RPS19Nucleic Acids Re85: 5913-5921

Grivennikova VG, Vinogradov AD (2006) Generationsoifperoxide by the mitochondrial Complex I.
Biochim Biophys Act&a757:553-561

Gu W, Deng Y, Zenklusen D, Singer RH (2004) A neast PUF family protein, Puf6p, represses ASH1
mMRNA translation and is required for its localipatiGenes De8: 1452-1465

Haarer B, Viggiano S, Hibbs MA, Troyanskaya OG, ArpDC (2007) Modeling complex genetic
interactions in a simple eukaryotic genome: acipldys a rich spectrum of complex
haploinsufficienciesGenes DeR1: 148-159

Hachet O, Ephrussi A (2001) Drosophila Y14 shutitethe posterior of the oocyte and is required for
oskar mRNA transporCurr Biol 11: 1666-1674

Hachet O, Ephrussi A (2004) Splicing of oskar RMAhe nucleus is coupled to its cytoplasmic
localization.Nature428: 959-963

Hansford RG, Hogue BA, Mildaziene V (1997) Depermteaf H202 formation by rat heart
mitochondria on substrate availability and donag.ddBioenerg Biomemi#29: 89-95

Harris SD (2006) Cell polarity in filamentous funghaping the moldnt Rev CytoR51:41-77

Harris SD, Read ND, Roberson RW, Shaw B, Seilétl&nann M, Momany M (2005) Polarisome meets
spitzenkdrper: microscopy, genetics, and genontoserge Eukaryot Celld: 225-229

Heimel K, Scherer M, Vranes M, Wahl R, Pothirat&h&chuler D, Vincon V, Finkernagel F, Flor-Parra
I, Kamper J (2010) The transcription factor Rbfthie master regulator for b-mating type controlled
pathogenic development in Ustilago may#ikoS Pathod

Henrissat B, Bairoch A (1993) New families in tHassification of glycosyl hydrolases based on amino
acid sequence similaritieBiochem 293 ( Pt 3):781-788

Hirokawa N, Noda Y (2008) Intracellular transpantiskinesin superfamily proteins, KIFs: structure,
function, and dynamic®hysiol Re\88: 1089-1118

Hirst J (2010) Towards the molecular mechanisnespiratory complex Biochem }25: 327-339

Hirst J, King MS, Pryde KR (2008) The productiorrefctive oxygen species by compleBiochem
Soc Trans36: 976-980

98



Literaturverzeichnis

Hogan DJ, Riordan DP, Gerber AP, Herschlag D, Bre\in(2008) Diverse RNA-binding proteins
interact with functionally related sets of RNAsggesting an extensive regulatory syst@ioS Biol6:
e255

Holliday R (1974)Ustilago maydisin Handbook of GeneticKing RC (ed), Vol. 1, pp 575-595. New
York, USA: Plenum Press

Holliday R (2004) Early studies on recombination &NA repair in Ustilago maydi®NA Repair
(Amst)3: 671-682

Holt CE, Bullock SL (2009) Subcellular mRNA locadizon in animal cells and why it matteBcience
326:1212-1216

Howard RJ (1981) Ultrastructural analysis of hypifakell growth in fungi: Spitzenkorper, cytoskiele
and endomembranes after freeze-substitufidell Sci48: 89-103

Huttelmaier S, Zenklusen D, Lederer M, Dictenbergaienz M, Meng X, Bassell GJ, Condeelis J,
Singer RH (2005) Spatial regulationldta-actintranslation by Src-dependent phosphorylation oPZB
Nature438:512-515

Huynh JR, Munro TP, Smith-Litiere K, Lepesant JAJ8hnston D (2004) The Drosophila hnRNPA/B
homolog, Hrp48, is specifically required for a ifist step in osk mMRNA localizatiomev Cell6: 625-
635

Jambhekar A, DeRisi JL (200Tjs-acting determinants of asymmetric, cytoplasmic RiklsportRNA
13: 625-642

Jansen RP (2001) mRNA localization: message omthee.Nat Rev Mol Cell BioR: 247-256

Jansen RP, Dowzer C, Michaelis C, Galova M, Nasryth996) Mother cell-specific HO expression in
budding yeast depends on the unconventional myngo¥p and other cytoplasmic protei@ell 84:
687-697

Jaques AK, Fukamizo T, Hall D, Barton RC, Escott GMrkinson T, Hitchcock CA, Adams DJ (2003)
Disruption of the gene encoding the ChiB1 chitinebAspergillus fumigatus and characterization of a
recombinant gene produdflicrobiology 149:2931-2939

Jenny A, Hachet O, Zavorszky P, Cyrklaff A, WeskéD, Johnston DS, Erdelyi M, Ephrussi A (2006) A
translation-independent role of oskar RNA in e@tgsophila oogenesi®evelopmen133: 2827-2833

Johnstone O, Lasko P (2001) Translational regulatitd RNA localization in Drosophila oocytes and
embryosAnnu Rev Genéts: 365-406

Kahmann R, Kamper J (200d¥stilago maydishow its biology relates to pathogenic developmisety
Phytologist164: 31-42

Kahmann R, Steinberg G, Basse C, Kamper J (206fllago maydisthe causative agent of corn smut
disease. Ifrungal PathologyKronstad JW (ed), pp 347-371. Dodrecht: Kluweaéemic Publishers

Kamper J (2004) A PCR-based system for highly igfficgeneration of gene replacement mutants in
Ustilago maydisMol Genet Genomica71:103-110

Kamper J, Kahmann R, Bolker M, Ma LJ, Brefort Tyia BJ, Banuett F, Kronstad JW, Gold SE,

Mdiller O, Perlin MH, Wésten HA, de Vries R, Ruiztfiera J, Reynaga-Pefia CG, Snetselaar K, McCann
M, Pérez-Martin J, Feldbriigge M, Basse CW, Stemi&ribeas JI, Holloman W, Guzman P, Farman M,
Stajich JE, Sentandreu R, Gonzalez-Prieto JM, Kied@e Molina L, Schirawski J, Mendoza-Mendoza

A, Greilinger D, Munch K, Rossel N, Scherer M, VedrM, Ladendorf O, Vincon V, Fuchs U, Sandrock
B, Meng S, Ho EC, Cahill MJ, Boyce KJ, Klose J, $tlerman SJ, Deelstra HJ, Ortiz-Castellanos L, Li

W, Sanchez-Alonso P, Schreier PH, Hauser-HahnupebM, Koopmann E, Friedrich G, Voss H,

99



Literaturverzeichnis

Schliter T, Margolis J, Platt D, Swimmer C, Gni¥keChen F, Vysotskaia V, Mannhaupt G, Guldener
U, Minsterkotter M, Haase D, Oesterheld M, Mewes,H¥duceli EW, DeCaprio D, Wade CM, Butler
J, Young S, Jaffe DB, Calvo S, Nusbaum C, Galag&irten BW (2006) Insights from the genome of
the biotrophic fungal plant pathogélstilago maydisNature444:97-101

Kamper J, Reichmann M, Romeis T, Bolker M, KahmBn{1995) Multiallelic recognition: nonself-
dependent dimerization of the bE and bW homeodopiteins inUstilago maydisCell 81: 73-83

Kasprzewska A (2003) Plant chitinases--regulatioth fanction.Cell Mol Biol Lett8: 809-824

Kellis M, Birren BW, Lander ES (2004) Proof and &itmnary analysis of ancient genome duplication in
the yeast Saccharomyces cerevisNegture428: 617-624

Kislauskis EH, Li Z, Singer RH, Taneja KL (1993bfsrm-specific 3'-untranslated sequences sort alpha
cardiac and beta-cytoplasmic actin messenger RNAgferent cytoplasmic compartmendsCell Biol
123:165-172

Komili S, Farny NG, Roth FP, Silver PA (2007) Fuootl specificity among ribosomal proteins
regulates gene expressi@ell 131:557-571

Kdnig J, Baumann S, Koepke J, Pohlmann T, Zarnadketdbriigge M (2009) The fungal RNA-binding
protein Rrm4 mediates long-distance transport @f abhd rho3 mRNASEMBO J28: 1855-1866

Koppen M, Metodiev MD, Casari G, Rugarli El, Lande2007) Variable and tissue-specific subunit
composition of mitochondrial m-AAA protease commsiinked to hereditary spastic parapleiylal
Cell Biol 27: 758-767

Korbel D, Wurth S, Kaser M, Langer T (2004) Memleamotein turnover by the m-AAA protease in
mitochondria depends on the transmembrane doméitssubunitsEMBO Refb: 698-703

Korshunov SS, Skulachev VP, Starkov AA (1997) Higbtonic potential actuates a mechanism of
production of reactive oxygen species in mitoch@adEBS Letd16: 15-18

Kozlov G, De Crescenzo G, Lim NS, Siddiqui N, Fany Kahvejian A, Trempe JF, Elias D, Ekiel I,
Sonenberg N, O'Connor-McCourt M, Gehring K (200#u&ural basis of ligand recognition by PABC,
a highly specific peptide-binding domain found wiy{A)-binding protein and a HECT ubiquitin ligase.
EMBO J23: 272-281

Kozlov G, Menade M, Rosenauer A, Nguyen L, GehKn@010) Molecular determinants of PAM2
recognition by the MLLE domain of poly(A)-bindingqdein.J Mol Biol 397: 397-407

Kudin AP, Bimpong-Buta NY, Vielhaber S, Elger CEJtkz WS (2004) Characterization of superoxide-
producing sites in isolated brain mitochonddid@iol Chen279: 4127-4135

Kuranda MJ, Robbins PW (1991) Chitinase is requiceatell separation during growth of
Saccharomyces cerevisideBiol Chenm266:19758-19767

Kussmaul L, Hirst J (2006) The mechanism of supeeproduction by NADH:ubiquinone
oxidoreductase (complex I) from bovine heart mitmudria.Proc Natl Acad Sci U S 203: 7607-7612

Lambert AJ, Brand MD (2004) Superoxide productigrNADH:ubiquinone oxidoreductase (complex I)
depends on the pH gradient across the mitochoridriat membraneBiochem B82:511-517

Lecuyer E, Yoshida H, Parthasarathy N, Alm C, BabaKerovina T, Hughes TR, Tomancak P, Krause
HM (2007) Global analysis of mRNA localization redga prominent role in organizing cellular
architecture and functioell 131:174-187

Leger-Silvestre |, Caffrey JM, Dawaliby R, Alvardzias DA, Gas N, Bertolone SJ, Gleizes PE, Ellis SR

(2005) Specific Role for Yeast Homologs of the Diantd Blackfan Anemia-associated Rps19 Protein in
Ribosome Synthesid.Biol Chen280: 38177-38185

100



Literaturverzeichnis

Lehmler C, Steinberg G, Snetselaar KM, Schliwa Mhkann R, Bélker M (1997) Identification of a
motor protein required for filamentous growthUstilago maydisEMBO J16: 3464-3473

Letunic I, Copley RR, Schmidt S, Ciccarelli FD, Dk T, Schultz J, Ponting CP, Bork P (2004)
SMART 4.0: towards genomic data integratiblucleic Acids Re32: D142-144

Letunic I, Doerks T, Bork P (2009) SMART 6: recepdates and new developmemsicleic Acids Res
37: D229-232

Li Z, Okamoto K, Hayashi Y, Sheng M (2004) The intpace of dendritic mitochondria in the
morphogenesis and plasticity of spines and syna@sdisl 19: 873-887

Lin AC, Holt CE (2007) Local translation and directal steering in axonEMBO J26: 3729-3736

Long RM, Gu W, Lorimer E, Singer RH, Chartrand BQQ) She2p is a novel RNA-binding protein that
recruits the Myo4p-She3p complexA8SH1ImRNA. EMBO J19: 6592-6601

Long RM, Singer RH, Meng X, Gonzalez |, NasmythJeinsen RP (1997) Mating type switching in
yeast controlled by asymmetric localizatiorASH1ImRNA. Science277: 383-387

Lutsch G, Stahl J, Kargel HJ, Noll F, Bielka H (D99mmunoelectron microscopic studies on the
location of ribosomal proteins on the surface ef48S ribosomal subunit from rat livé&ur J Cell Biol
51: 140-150

MacKenzie JA, Payne RM (2007) Mitochondrial protenport and human health and dised&iechim
Biophys Actal 772:509-523

Mabhlert M, Vogler C, Stelter K, Hause G, Basse Q®80Q) The a2 mating-type-locus gene Iga2 of
Ustilago maydis interferes with mitochondrial dyriesnand fusion, partially in dependence on a Dnm1-
like fission component] Cell Scil22: 2402-2412

Marc P, Margeot A, Devaux F, Blugeon C, Corral-Deski M, Jacq C (2002) Genome-wide analysis of
mMRNAs targeted to yeast mitochondiEMBO Re: 159-164

Margeot A, Blugeon C, Sylvestre J, Vialette S, J&corral-Debrinski M (2002) In Saccharomyces
cerevisiae, ATP2 mRNA sorting to the vicinity oftodhondria is essential for respiratory function.
EMBO J21: 6893-6904

Maris C, Dominguez C, Allain FH (2005) The RNA rgodtion motif, a plastic RNA-binding platform to
regulate post-transcriptional gene expresdtahs J272:2118-2131

Martin KC, Ephrussi A (2009) mRNA localization: geaxpression in the spatial dimensiGell 136:
719-730

Martin SG, Leclerc V, Smith-Litiere K, St Johnstbn(2003) The identification of novel genes required
for Drosophila anteroposterior axis formation igeamline clone screen using GFP-Staufen.
Developmen130: 4201-4215

Mazumder B, Sampath P, Seshadri V, Maitra RK, Di€orPE, Fox PL (2003) Regulated release of
L13a from the 60S ribosomal subunit as a mechaofsmanscript-specific translational contr@ell
115:187-198

Micklem DR, Adams J, Grunert S, St Johnston D (2@6tinct roles of two conserved Staufen domains
in oskar mRNA localization and translatid&MBO J19: 1366-1377

Moore MJ (2005) From birth to death: the complerd of eukaryotic MRNAScience309: 1514-1518

Mueller O, Kahmann R, Aguilar G, Trejo-Aguilar B,0M, de Vries RP (2008) The secretome of the
maize pathogen Ustilago maydisingal Genet Biodt5 Suppl 1:S63-70

101



Literaturverzeichnis

Mdller M, Heuck A, Niessing D (2007) Directional MR transport in eukaryotes: lessons from yeast.
Cell Mol Life Sci64: 171-180

Murphy MP (2009) How mitochondria produce reactmggen speciefiochem A17:1-13

Nelson C, Goto S, Lund K, Hung W, Sadowski | (208&)10/Cdk8 regulates yeast filamentous growth
by phosphorylating the transcription factor Stedature421: 187-190

Neupert W (1997) Protein import into mitochondéanu Rev Bioche®6: 863-917

Neupert W, Herrmann JM (2007) Translocation of @i into mitochondrigdAnnu Rev Biochefmt:
723-749

Ni L, Snyder M (2001) A genomic study of the bipobaud site selection pattern in Saccharomyces
cerevisiaeMol Biol Cell 12: 2147-2170

Nickel W (2010) Pathways of unconventional pro@gretionCurr Opin BiotechnoR1: 621-626

Nickel W, Rabouille C (2009) Mechanisms of regulatmconventional protein secretidwiat Rev Mol
Cell Biol 10: 148-155

Niessing D, Huttelmaier S, Zenklusen D, Singer BHrley SK (2004) She2p is a novel RNA binding
protein with a basic helical hairpin mot@ell 119: 491-502

Nishiura H, Tanase S, Shibuya Y, Futa N, Sakamotdidginbottom A, Monk P, Zwirner J, Yamamoto
T (2005) S19 ribosomal protein dimer augments rrathiced apoptosis in a mouse fibroblastic ce# lin
by ligation of the C5a receptat.Cell Biochen94: 540-553

Oeffinger M, Wei KE, Rogers R, DeGrasse JA, Chdit Bitchison JD, Rout MP (2007) Comprehensive
analysis of diverse ribonucleoprotein complexést Methodst: 951-956

Palacios IM, Gatfield D, St Johnston D, lzaurrdid€004) An elF4Alll-containing complex required
for mRNA localization and nonsense-mediated mRNgageNature427: 753-757

Palacios IM, St Johnston D (2002) Kinesin lightiohiadependent function of the Kinesin heavy chain
cytoplasmic streaming and posterior localisatiothin Drosophila oocyté®evelopmen129: 5473-5485

Paquin N, Chartrand P (2008) Local regulation ofNRranslation: new insights from the buttends
Cell Biol 18: 105-111

Paquin N, Menade M, Poirier G, Donato D, Droue€CRartrand P (2007) Local activation of yeast ASH1
mMRNA translation through phosphorylation of Khdiptbe casein kinase Yckl1plol Cell 26: 795-809

Rappas M, Niwa H, Zhang X (2004) Mechanisms of A3é3a-a multi-disciplinary approad@urr
Protein Pept Scb: 89-105

Ray PS, Arif A, Fox PL (2007) Macromolecular com@e as depots for releasable regulatory proteins.
Trends Biochem S@2: 158-164

Reichard U, Hung CY, Thomas PW, Cole GT (2000) ipsion of the gene which encodes a
serodiagnostic antigen and chitinase of the humagdl pathogen Coccidioides immitiafect Immun
68: 5830-5838

Reineke G, Heinze B, Schirawski J, Buettner H, KahmR, Basse CW (2008) Indole-3-acetic acid

(IAA) biosynthesis in the smut fungus Ustilago mayaind its relevance for increased IAA levels in
infected tissue and host tumour formatibtol Plant Pathol9: 339-355

102



Literaturverzeichnis

Requena N, Alberti-Segui C, Winzenburg E, Horn €hlBva M, Philippsen P, Liese R, Fischer R (2001)
Genetic evidence for a microtubule-destabilizinfigetfof conventional kinesin and analysis of its
consequences for the control of nuclear distributioAspergillus nidulansviol Microbiol 42: 121-132

Riechmann V, Ephrussi A (2001) Axis formation dgribrosophila ocogenesi€urr Opin Genet Det1:
374-383

Riquelme M, Bartnicki-Garcia S, Gonzalez-Prieto Bdnchez-Leon E, Verdin-Ramos JA, Beltran-
Aguilar A, Freitag M (2007) Spitzenkorper localimat and intracellular traffic of green fluorescent
protein-labeled CHS-3 and CHS-6 chitin synthasdwiimg hyphae of Neurospora crasgaikaryot Cell
6: 1853-1864

Robinson KM, Janes MS, Pehar M, Monette JS, RossHagen TM, Murphy MP, Beckman JS (2006)
Selective fluorescent imaging of superoxide in visging ethidium-based probéxoc Natl Acad Sci U S
A 103:15038-15043

Rodriguez AJ, Czaplinski K, Condeelis JS, Singer(R6D8) Mechanisms and cellular roles of local
protein synthesis in mammalian ceffurr Opin Cell Biol20: 144-149

Rodriguez AJ, Shenoy SM, Singer RH, Condeelis 02¥isualization of mMRNA translation in living
cells.J Cell Biol175:67-76

Ross AF, Oleynikov Y, Kislauskis EH, Taneja KL, &m RH (1997) Characterization of a beta-actin
mMRNA zipcode-binding proteiiol Cell Biol 17: 2158-2165

Saint-Georges Y, Garcia M, Delaveau T, JourdrelbelCrom S, Lemoine S, Tanty V, Devaux F, Jacq C
(2008) Yeast mitochondrial biogenesis: a role far PUF RNA-binding protein Puf3p in mRNA
localization.PLoS One3: e2293

Sambrook J, Frisch EF, Maniatis T (198®8lecular Cloning: A Laboratory ManualCold Spring
Harbour, New York: Cold Spring Harbour Laboratorg$s.

Schmid M, Jaedicke A, Du TG, Jansen RP (2006) Goatidn of endoplasmic reticulum and mRNA
localization to the yeast bu@urr Biol 16: 1538-1543

Schuchardt I, Assmann D, Thines E, Schuberth Gnisteg G (2005) Myosin-V, Kinesin-1, and Kinesin-
3 cooperate in hyphal growth of the fungistilago maydisMol Biol Cell 16: 5191-5201

Schultz J, Milpetz F, Bork P, Ponting CP (1998) SRTA a simple modular architecture research tool:
identification of signaling domain®roc Natl Acad Sci U S 85: 5857-5864

Schulz B, Banuett F, Dahl M, Schlesinger R, Schi#feMartin T, Herskowitz I, Kahmann R (1990) The
b alleles ofU. maydis whose combinations program pathogenic developnoede for polypeptides
containing a homeodomain-related mo@iell 60: 295-306

Schuster J, Frojmark AS, Nilsson P, Badhai J, YigtaA, Dahl N (2010) Ribosomal protein S19 binds to
its own mRNA with reduced affinity in Diamond-Bldek anemiaBlood Cells Mol Digi5: 23-28

Seidl V, Huemer B, Seiboth B, Kubicek CP (2005)dplete survey of Trichoderma chitinases reveals
three distinct subgroups of family 18 chitinageSBS J272:5923-5939

Seiler S, Nargang FE, Steinberg G, Schliwa M (19digsin is essential for cell morphogenesis and
polarized secretion in Neurospora crag&8dBO J16: 3025-3034

Sharpless KE, Harris SD (2002) Functional charaztgon and localization of th&spergillus nidulans
formin SEPA.Mol Biol Cell 13: 469-479

Shepard KA, Gerber AP, Jambhekar A, Takizawa PawBrPO, Herschlag D, DeRisi JL, Vale RD

(2003) Widespread cytoplasmic mRNA transport insyeiaentification of 22 bud-localized transcripts
using DNA microarray analysi®roc Natl Acad Sci U S 200: 11429-11434

103



Literaturverzeichnis

Shestakova EA, Singer RH, Condeelis J (2001) Tlysiplogical significance of beta -actin mRNA
localization in determining cell polarity and ditiemal motility. Proc Natl Acad Sci U S 88: 7045-7050

Snetselaar KM (1993) Microscopic observatiotdgfilago maydisnating interactionsExp Mycoll17:
345-355

Snetselaar KM, Mims CW (1992) Sporidial fusion amigction of maize seedlings by the smut fungus
Ustilago maydisMycologia84: 193-203

Snetselaar KM, Mims CW (1993) Infection of maizigstas byUstilago maydisLight and electron
microscopyPhytopathology83: 843

Snetselaar KM, Mims CW (1994) Light and electrormscopy olUstilago maydidiyphae in maize.
Mycol Re98: 347-355

Soulet F, Al Saati T, Roga S, Amalric F, Bouche2G(Q1) Fibroblast growth factor-2 interacts withefre
ribosomal protein S18Biochem Biophys Res Comn80: 591-596

Spellig T, Bottin A, Kahmann R (1996) Green fluarest protein (GFP) as a new vital marker in the
phytopathogenic fungudstilago maydisMol Gen Gene252: 503-509

St Johnston D (2005) Moving messages: the intraleellocalization of mMRNAsNat Rev Mol Cell Biol
6: 363-375

St Johnston D, Beuchle D, Nusslein-Volhard C (19tHufen, a gene required to localize maternal
RNAs in the Drosophila eggell 66: 51-63

Steinberg G (2007) Hyphal growth: a tale of mottpsgs, and the Spitzenkdrpdtukaryot Cell6: 351-
360

Steinberg G, Schliwa M, Lehmler C, Bolker M, Kahmdg, McIntosh JR (1998) Kinesin from the plant
pathogenic fungubstilago maydigs involved in vacuole formation and cytoplasmiigration.J Cell
Scilll:2235-2246

Steinhauer J, Kalderon D (2006) Microtubule pojegihd axis formation in the Drosophila oocybev
Dyn 235: 1455-1468

Sylvestre J, Vialette S, Corral Debrinski M, Jac¢eG03) Long mRNAs coding for yeast mitochondrial
proteins of prokaryotic origin preferentially load to the vicinity of mitochondridcenome Biolt: R44

Taib M, Pinney JW, Westhead DR, McDowall KJ, Adabis(2005) Differential expression and extent
of fungal/plant and fungal/bacterial chitinaseg\epergillus fumigatusArch Microbiol 184: 78-81

Takizawa PA, Sil A, Swedlow JR, Herskowitz |, V&® (1997) Actin-dependent localization of an
RNA encoding a cell-fate determinant in yedture389: 90-93

Tange TO, Nott A, Moore MJ (2004) The ever-incragstomplexities of the exon junction complex.
Curr Opin Cell Biol16: 279-284

Tatsuta T, Langer T (2008) Quality control of mhioadria: protection against neurodegeneration and
ageing. EMBO J27: 306-314

Tekotte H, Davis | (2002) Intracellular mRNA loczadtion: motors move messagésends Genel8:
636-642

Tsukuda T, Carleton S, Fotheringham S, Holloman {#888) Isolation and characterization of an
autonomously replicating sequence froistilago maydisMol Cell Biol 8: 3703-3709

104



Literaturverzeichnis

Ule J, Jensen K, Mele A, Darnell RB (2005) CLIRnathod for identifying protein-RNA interaction
sites in living cellsMethods37: 376-386

Ule J, Jensen KB, Ruggiu M, Mele A, Ule A, DarrieB (2003) CLIP identifies Nova-regulated RNA
networks in the brairScience302: 1212-1215

Unla M, Morgan ME, Minden JS (1997) Difference gédctrophoresis: a single gel method for detecting
changes in protein extractlectrophoresid8: 2071-2077

Vale RD (2003) The molecular motor toolbox for &gellular transporCell 112: 467-480

Voos W, Rottgers K (2002) Molecular chaperonessasmtial mediators of mitochondrial biogenesis.
Biochim Biophys Act&592:51-62

Votyakova TV, Reynolds 1J (2001) DeltaPsi(m)-Depemtdand -independent production of reactive
oxygen species by rat brain mitochonddidNeurochen79: 266-277

Wang SL, Chang WT (1997) Purification and charaz#é¢ion of two bifunctional chitinases/lysozymes
extracellularly produced by Pseudomonas aerugikes87 in a shrimp and crab shell powder medium.
Appl Environ Microbiol63: 380-386

Wedlich-Sdéldner R, Bolker M, Kahmann R, Steinber@G00) A putative endosomal t-SNARE links
exo- and endocytosis in the phytopathogenic futdgtdago maydisEMBO J19: 1974-1986.

Westermeier R, Scheibe B (2008) Difference geltedphoresis based on lys/cys taggiktgthods Mol
Biol 424:73-85

Wiedemann N, Frazier AE, Pfanner N (2004) The pnateport machinery of mitochondrid.Biol
Chem?279: 14473-14476

Yaffe MP (1991) Analysis of mitochondrial functiamd assemblyMethods Enzymdl94: 627-643
Yamazaki H, Tanaka A, Kaneko J, Ohta A, Horiuchi2808) Aspergillus nidulans ChiA is a
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored chigeaspecifically localized at polarized growth sites
Fungal Genet Bio#l5: 963-972

Yasuda R, Noji H, Yoshida M, Kinosita K, Jr., 1téh(2001) Resolution of distinct rotational substegs
submillisecond kinetic analysis of F1-ATPaBature410: 898-904

Zarnack K, Feldbrugge M (2010) Microtubule-deperidaRNA transport in fungiEukaryot Cell9:
982-990

Zarnack K, Feldbriigge M (2007) mRNA traffickingfumgi. Mol Genet Genomics

Zhao H, Joseph J, Fales HM, Sokoloski EA, Levine Rasquez-Vivar J, Kalyanaraman B (2005)
Detection and characterization of the product afrbgthidine and intracellular superoxide by HPL@ an
limitations of fluorescencd?roc Natl Acad Sci U S 202:5727-5732

Zielonka J, Srinivasan S, Hardy M, Ouari O, Lopez\ldsquez-Vivar J, Avadhani NG, Kalyanaraman B
(2008a) Cytochrome c-mediated oxidation of hydrifitle and mito-hydroethidine in mitochondria:
identification of homo- and heterodimefsee Radic Biol Med4: 835-846

Zielonka J, Vasquez-Vivar J, Kalyanaraman B (20@3&bection of 2-hydroxyethidium in cellular
systems: a unique marker product of superoxidengddoethidineNat Protoc3: 8-21

Zimyanin VL, Belaya K, Pecreaux J, Gilchrist MJa@ A, Davis |, St Johnston D (2008) In vivo
imaging of oskar mRNA transport reveals the medrarof posterior localizatiorCell 134: 843-853

105



Anhang

6 Anhang
6.1 Anhang Tabelle Al: Identifizierung von Proteinen mt LC-MS/MS

Nr. Gen  vorhergesagte Genfunktion UM Nummer® Score Sf{pro) Sequenz- MW (Da) pl Peptides MH+ z XCorr Sflpep) DeltaCn
abdeckung
(%)

1 rpsi%h Ribosomal proteinS19 uml11551 70,25 7,73 365 17784 507 IEVPTWVDIVK 120954 2 328 093 0,36
VVQGLEGIGVLEK 134158 2 448 098 0,54
EQAPYNPDWFYVR 168582 2 2,87 093 0,47
DVDASTFIDAYAQHLK 179494 2 507 098 0,63
2 cts?  Chitinase um10419 120,30 11,44 33,1 54884 8,20 LVLGIPLYGR 101,37 2 234 091 0,47
|AASWSYDSAK 110920 2 369 096 0,54
SSSSASSLPPSPTK 133343 2 360 093 0,52
GAMFWELSGDATK 141358 2 4,24 098 0,56
GFENTDGPQQPYR 1509,% 2 2,96 091 0,37
EFISYDTPQNVLLK 1667,88 2 4,54 098 0,54
GTGQGTWEAGNWDYK 1670,72 2 3,89 095 0,53
VNLAYFTNWGIYGR 1674,88 2 3,70 097 0,55
NM*GTLDATLNHISYPFSK 202626 2 468 096 0,44
GAPPSADDSINYYIGQGVVSHK 276,45 2 4,15 095 0,50
KNETNPYLLSIAAPCGPDHYK 2389,67 3 5,90 097 0,47
3 afg3  Proteaseof the SEC18/ CDCA8 / um00898 4027 3,75 5.2 93846 7,71 AAGGAM*GGGGGGGPGGIFGIGK 171990 2 493 098 067
PAS1 family of ATPases GAILSGPPGTGK 105521 2 3,02 093 0,43
EEIM*EFVNFLK 141564 2 2,51 088 0,37
4 cts1  Chitinase um10419 90,27 847 26,2 54884 8,20 LVLGIPLYGR 1101,37 2 250 090 0,46
IAASWSYDSAK 119920 2 3,60 096 0,55
GAM*FWELSGDATK 142958 2 4,11 098 0,54
GFENTDGPQQPYR 1509,% 2 3,30 094 0,44
EFISYDTPQNVLLK 1667,88 2 4,24 098 0,53
GTGQGTWEAGNWDYK 1670,72 2 3,98 096 0,50
VNLAYFTNWGIYGR 1674,88 2 351 094 0,47
LM*LSVGGWTFGPHFAPM*AADAK 337,11 3 3,61 084 0,30
KNETNPYLLSIAAPCGPDHYK 238967 3 548 098 0,45

5 ni
6 cts?  Chitinase um10419 70,27 6,70 193 54884 8,20 LVLGIPLYGR 1101,37 2 246 092 0,48
IAASWSYDSAK 119920 2 337 096 0,57
GAM*FWELSGDATK 142958 2 3,63 098 0,55
GFENTDGPQQPYR 1509,% 2 3,28 094 0,47
EFISYDTPQNVLLK 1667,88 2 4,22 097 0,52
GTGQGTWEAGNWDYK 1670,72 2 4,07 097 0,54
KNETNPYLLSIAAPCGPDHYK 238967 3 534 097 0,45

7 ni
8 atpd H+-transporting two-sector um10548 90,27 8,556 483 26010 9,82 SVLDSWVR 962,08 2 254 091 043
ATPasechainb VQDSLNDDKLQK 140352 2 3,18 096 0,46
DVVGLTQALYSVAK 1464,69 2 4,43 098 0,48
ETAQTEKEVFELR 1580,72 2 3,03 089 0,39
ASSIIDSLPGNSLYSK 1588,78 2 4,05 096 0,53
QILDNAVAEIESLVK 1642,88 3 4,21 096 0,51
TGWVTLGTGLTAVAISK 16759 2 4,63 098 0,57
AITGPYKEWADSQIEK 1837,02 2 471 098 0,49
ITSVESQKDVVGLTQALYSVAK 2837662 536 098 0,60

9 ni
10 nuo2  NADH-ubiquinone um11495 50,34 4,72 37,0 18724 6,77 GALGVFTR 820,% 2 2,64 090 0,41
oxidoreductase SNEQVVTETFSER 1526,5% 2 3,90 096 0,48
DDAVNGAIGGCAAGFVLGAAAR 203424 2 6,71 099 0,67
SVPM*M*FGGCASLAALIGTFDAAGK 240580 3 4,27 093 0,50

Die Analyse der Daten wurde mit dem Programmpaket BioWorks 3.2 (Thermo Scientific) mittels
des TurboSEQUESTTM Protein-ldentifizierungs-Algorithmus ausgefiihrt. Die Fragment-
lonenspektren wurden gegen die U. maydis Protein-Datenbank MUMDB verglichen
(http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/; Datenbestand vom Marz 2006; 6892 vorhergesagte
Gene; Kamper et al., 2006). Die Identifizierung der Peptide bendtigte Xcorr-Werte von
mindestens 2.0, 2.3 und 3.5 fir die jeweiligen Ladezustande +1, +2 und +3. Angegeben ist der
Score und Sf fur die Proteine und der Xcorr, Sf(pep) und Delta Cn fiir die einzelnen Peptide.
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6.2 Filme

Die Filme (AVI-Format), auf welche im Text verwigsevurde liegen auf CD dieser
Arbeit bei. Die Filme sind unter der folgenden Bekaung zu finden:

Videol: AB33pablG_Videol
Video2: AB33pablG_rrm¥¥ Video2
Video3: Kolokalisation_AB33pablR_rrm4G_Video3
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