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1. Einleitung

1.1. Die Rolle von Naturstoffen aus Pilzen fiir die Okologie und

Medizin

Pilze gehoren schon seit Jahrtausenden zum Kulturkreis der Menschen. Ohne sie gébe es kein Brot, kei-
nen Wein oder Bier; viele Arzneimittel haben einen pilzlichen Ursprung oder werden biotechnologisch
mithilfe von Pilzen hergestellt, sie sind zudem eine Quelle von Farbstoffen oder Aromen. Jedoch sind
viele Pilze auch Verursacher von Krankheiten an Mensch, Tier und Pflanzen und iiber ihre Fahigkeit
Holz abzubauen auch in der Lage, Gebdude zu ruinieren (Buckley, 2008). Auch in kultureller Hinsicht
tangieren sie das menschliche Leben, da vermutet wird, dass seit 6000 v.Chr. Psilocybe-Spezies zu

spirituellen Zwecken konsumiert wurden (Samorini, 2019).

Wihrend fiir die oben genannten Anwendungen vornehmlich primére Stoffwechselwege der Pilze ge-
nutzt wurden, begann mit der Verbesserung von analytischen Methoden auch die Suche nach einzelnen
Naturstoffen. Bereits 1878 wurde das Atromentin von Wilhelm Thorner in Agaricus atrotomentosus
(heute Tapinella atrotomentosa) entdeckt und beschrieben und damit der Grundstein der Farb- und
Naturstoff-Forschung in Basidiomyceten gelegt (Thorner, 1878). Mit der Entwicklung neuer geneti-
scher Methoden konnte nicht nur die Biosynthese des Atromentins in Tapinella panuoides aufgeklirt,
sondern auch verantwortliche Enzyme identifiziert werden (Schneider et al., 2008). Auch heute, knapp
150 Jahre nach der Erstbeschreibung von Atromentin, ist die Forschung an diesem Naturstoff noch

lange nicht abgeschlossen.



Abbildung 1.1.: Pilze finden sich in der Forschung, der Medizin, dem alltdglichen Leben und haben
seit Jahrtausenden Beriihrungspunkte zur menschlichen Kultur.

Pigmente aus Pilzen finden auch deswegen Anwendung im Alltag, da sie im Gegensatz zu pflanzli-

chen Farbstoffen meist das gesamte Jahr zu Verfiigung stehen und potentiell toxische Synthesen und
Nebenprodukte von synthetischen Farbstoffen umgehen (Tuli et al., 2015, Narsing Rao etal., 2017).
Als kommerziell erhiltliche Beispiele sein Ankaflavin und Canthaxanthin aus Monascus sp. genannt.
In der EU sind 41 Lebensmittelfarben zugelassen', davon sind 15 natiirlichen Ursprungs. Einige wer-
den auch aus pilzlichem Material gewonnen. Riboflavin und g-Carotin werden von je Debaryomyces-
und Blakeslea- Arten synthetisiert (Mapari et al., 2005, Dufossé et al., 2014). Doch auch neben der
Anwendung als Lebensmittelfarbe existieren pilzliche Pigmente auf dem Markt. So wird Astaxanthin,
welches Fisch- und Garnelenfutter beigesetzt wird, um die Farbigkeit des Fleisches zu erhéhen, aus
Xanthophyllomyces-Arten gewonnen, die zu den Basidiomyceten gehéren (Caro et al., 2012).
Daneben werden Pilze auch als Quelle fiir Primérstoffwechselprodukte genutzt, wie fiir Zitronensiure
aus Aspergillus, oder als Lipase-Produzenten fiir die Waschmittel- oder Papierherstellung (Show et al.,
2015, Singh und Mukhopadhyay, 2012).
Zudem sind pilzliche Produkte ein wichtiger Teil der Forschung, wie das Amanitin oder Phalloidin.
Amanitin hemmt die eukaryotischen RNA-Polymerasen II und III, was in verschiedenen zellbasierten
Assays genutzt werden kann, und Phalloidin macht durch das Binden an Aktin dessen Organisation
und Strukturen sichtbar (Meinecke et al., 1993, Wulf et al., 1979).

Im asiatischen Raum werden Pilze wie Cordyceps sinensis oder Ganoderma lucidum schon seit Jahr-

'EU-Verordnung 02008R1333 — EN — 08.08.2021 — 047.001
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hunderten wegen ihrer vielfiltig heilsamen Eigenschaften angewandt (Olatunji et al., 2018, Sanodiya
etal., 2009). Wihrend frither die Fruchtkérper in ihrer Einheit als Heilmittel galten, so hat sich die
Forschung in den letzten 150 Jahren darum bemiiht, einzelne Komponenten und wirksamkeitsbestim-

mende Inhaltsstoffe zu isolieren und charakterisieren.

1.1.1. Pilzliche Arzneimittel(-Vorginger)

Auch heute noch ist ein signifikanter Anteil der auf dem Markt zugelassenen Arzneimittel natiirlichen
Ursprungs und wird meist durch Sekundarmetabolite dargestellt. 2018 machten Naturstoffe -bzw. na-
turstoffabgeleitete Substanzen- ca. 24% der auf dem Markt erhéltlichen Arzneimittel aus (Newman
etal., 2020).

Besonders die Gruppe der Antiinfektiva ist stark vertreten. S-Lactam-Antibiotika waren Vorreiter der
Pharmazeutika aus Pilzen. Sie werden in Pencillium-Arten gebildet (Abraham et al., 1941). Auch das
antifungal wirksame Griseofulvin stammt aus einer Penicillium-Art (Oxford et al., 1939). Der Asco-
mycet Cephalosproum acremonium bildet das Antibiotikum Cephalosporin C (Newton et al., 1955),
wihrend die Fusidinsdure, ebenfalls antibiotisch, aus Fusidium coccineum stammt (Godtfredsen et al.,
1962).

Daneben gibt es eine Vielzahl anderer Anwendungsmdglichkeiten von pilzlichen Naturstoffen. Das
Ciclosporin stellt immer noch ein wichtiges Immunsuppressivum dar und wird von Tolypocladium
inflatum gebildet (White etal., 1979). Das Lovastatin als Cholesterinsenker (HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitor) aus Aspergillus terreus oder Monascus ruber ist aus der derzeitigen Arzneimittelthera-
pie kaum mehr wegzudenken (Endo, 1979, Alberts etal., 1980). Psilocybin aus Psilocybe ssp. wird
demniéichst in Phase-III-Studien fiir die Zulassung als Antidepressivum untersucht (COMP360). Das
Migréanemittel Ergotamin ist ein Naturstoff des Pflanzenpathogenes Claviceps purpurea, aus dessen
Sekundarmetabolitspektrum sich auch das synthetische Halluzinogen Lysergsdurediethylamin (LSD)
ableitet (Tfelt-Hansen et al., 2000).
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Abbildung 1.2.: Strukturformeln ausgewéhlter pilzlicher Arzneistoffe

Diese Auflistung stellt nur einen unvollstéindigen Uberblick dar; da Pilzen die gesamte Erde iiberzichen
und nur ein winziger Teil bisher untersucht worden ist, wurde ihr pharmazeutisches Potential gera-
de erst angezapft (Aly etal., 2011). Manche Schétzungen gehen von iiber 5 Millionen Pilzarten aus,
einer gewaltigen Gruppe, die die der Pflanzen in Anzahl deutlich iibersteigt. Bisher sind jedoch nur
ca. 99.000 Arten beschrieben worden, was knapp 2% entspricht (Blackwell, 2011). Mit immer sensi-
tiveren Methoden kénnen jedoch viel schneller Arten entdeckt und charakterisiert werden und High-
throughput-Methoden erleichtern die Suche nach neuen Naturstoffen. In einer Zeit, in der der Bedarf

an neuartigen Antibiotika immer dringender wird, ist dies besonders wichtig (Ventola, 2015).

Von pharmazeutischem Interesse ist auch das Melanin. In Cryptococcus, einem humanpathogenen
Pilz, zeigt Melanin wichtige Funktionen: So verringert es die Phagozytoserate durch Monozyten (Lang-
felder et al., 2003) und die Anfilligkeit gegeniiber Antimykotika (Ikeda et al., 2003). Kommt es zu ver-
ringerter Expression von relevanten Gene fiir die Melanin-Biosynthese, sinkt sowohl die Virulenz, die
Streuung, als auch die Letalitdt im Mausmodell (Kwon-Chung et al., 1982, Salas et al., 1996, Noverr
et al., 2004, Wang, Aisen etal., 1995). Zudem spielt das Pigment eine wichtige Rolle als Naturstoff
zu Skologischen Regulation. Ahnlich wie im Menschen wird auch in Cryptococcus neoformans Mela-
nin aus 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA)- Oligomeren synthetisiert, jedoch ist die physiologische
vorliegende Form &uflerst vielfdltig (Williamson et al., 1998, Sédnchez-Ferrer et al., 1995). Echte mela-

notische Pilze sind Extremophile, Bewohner unwirtlicher Welten wie dem tibetanischen Hochplateau



(Dong etal., 2012), der Tiefsee (Le Calvez etal., 2009) oder der Antarktis (Selbmann etal., 2011).
Ihr Melanin schiitzt sie vor UV- und radioaktiver Strahlung (Dadachova etal., 2008, Pacelli et al.,
2018, Kawamura et al., 1999), freien Radikalen (Meredith et al., 2006) und Kilte (Krah etal., 2019).
Melanin stellt zudem ein Beispiel fiir die Interaktion zwischen Bakterien und Pilzen dar: Cryptococcus
synthetisiert sein Melanin aus diphenolischen Vorldufermolekiilen und nutzt hierbei auch bakterielle
Quellen (Frases et al., 2007).

Interaktionen zwischen Partnern aus verschiedenen Reichen riicken immer stérker in den Blickpunkt
der Naturstoffforschung, denn viele Cluster in Pilzen, die potentiell interessante Sekundiarmetaboliten
produzieren, sind unter Laborbedingungen abgeschaltet. Eine Losung des Problems stellen Co-Kulti-

vierungen mit anderen Mikroorganismen dar.

1.1.2. Mikrobielle Interaktionen und Okologie

Bakteriell-Pilzliche Interaktionen Untersuchungen an Bakterien/Pilz- oder Pilz/Pilz-Interaktionen
haben in den letzten Jahren deutlich an Beachtung gewonnen. Wichtigster Grund ist das Aktivieren
von stillen Genclustern in Co-Kulturen und somit das Entdecken von bis dahin unbekannten Natur-
stoffen (Knowles, Raja, Roberts et al., 2022). Sie stellen dennoch oft ein vernachliissigtes Feld dar, in
dem die Expertise von Bakteriologlnnen und MykologInnen zusammentreffen sollte (Frey-Klett et al.,
2011).

Beriihmtestes Beispiel fiir eine Interaktion zwischen Pilz und Bakterium ist der Ursprung des Peni-
cillins: Der Pilz Penicillium iiberwucherte iiber die Bildung von g-Lactamen das Bakterium Staphy-
lococcus (Fleming, 1929). Andersherum wird der pflanzenpathogene Pilz Botrytis cinerea von dem
Bakterium Pseudomonas ssp. iiber dessen Bildung von Phenazinen in seiner Fahigkeit Pflanzen zu
befallen, behindert (Schoonbeek et al., 2002).

Wie selektiv und noch unerforscht die Effekte von Bakterium /Pilz-Interaktionen sind, zeigt die Symbio-
se von Amanita muscaria und einem Streptomyces-Stamm. Das Bakterium bildet den Stoff Auxofuran,
der das Wachstum und die Mycorrhizabildung des Pilzes mit Fichten, einem weiteren Interaktions-
partner, verstirkt. Jedoch hemmt es auf noch unbekannte Weise die Ausbreitung von anderen Pilzen
(Schrey et al., 2005, Riedlinger et al., 2006).

Doch bakteriell-pilzliche Interaktionen kénnen auch vorteilhaft fiir beide Parteien sein: So konnte
fir Staphylococcus aureus gezeigt werden, dass die Anfilligkeit fiir Vancomycin in Co-Infektion und

Biofilmbildung mit Candida albicans sinkt (Harriott et al., 2010).



Pilz /Pilz-Interaktionen Auch Pilz/Pilz-Interaktionen werden inzwischen intensiver untersucht.
In Co-Kulturen kénnen die kompetitiven Umsténde nachgestellt werden, in denen sich Pilze in der
Natur mit anderen Pilzen befinden. Der selektive Druck kann zur Bildung von bisher unbekannten
Sekundirmetaboliten fithren, die unter Laborbedingungen nicht produziert werden (Knowles, Raja,
Roberts et al., 2022).

So wird das Wheldon nur in der Co-Kultur der Ascomyceten Aspergillus fischeri und Xylaria flabel-
liformis beobachtet, nicht in Monokultur (Knowles, Raja, Isawi etal., 2020). Gleiches gilt fiir u.a.
O-Methylmellein aus der Co-Kultur von Eutypa lata und Botryosphaeria obtusa (Azzollini et al.,
2018). Auch in gemeinsamen Kulturen von Basidio- mit Ascomyceten liefen sich vermehrte Se-
kundéirstoffbildung beobachten. So bildet der Ascomycet Trichoderma harzianum mehrere antifungale
und cytotoxischen Stoffe aus, wenn er mit Moniliophthora roreri, einem Pflanzenpathogen fiir Kakao,
angezogen wird (Tata etal., 2015). Werden die Basidiomyceten Trametes robiniophila und Pleurotus
ostreatus zusammen kultiviert, bildeten sie vermehrt Sesquiterpene, die gegen die humanen Pathogene
Candida albicans und Cryptococcus neoformans wirken (Shen et al., 2019).

Interaktionen zwischen Mikroorganismen ermdoglichen es, auch unter Laborbedingungen neue Natur-

stoffe und Regulationsmechanismen aufzukléren.

1.2. Transkriptionelle Regulation von Naturstoffen in Pilzen

1.2.1. Regulation und Beispiele fiir Transkriptionsfaktoren in Ascomyceten

Die genetische Regulation von Naturstoffsynthesegenclustern ist vor allem in Ascomyceten gut unter-
sucht. Dort liegen in ca. 60% aller Biosynthesecluster auch spezifische Gene vor, die fiir Transkripti-
onsfaktoren (TF) codieren, die den Cluster regulieren (Brakhage und Schroeckh, 2011).

Im Gliotoxin (GT)-Cluster von Aspergillus fumigatus liegt das TF-Gen gliZ, dessen Deletion zum
vollstédndigen Erliegen der GT-Produktion fithrt (Bok, Chung et al., 2006). Jedoch ist die Beziehung
zwischen TF und Naturstoff nicht stets nur linear. So ist — per Zufall in einem Deletionsstamm - in
Aspergillus fumigatus der TF RglT entdeckt worden, der u.a. das im GT-Cluster liegende Gen gliT
reguliert, wihrend rglT selbst aulerhalb liegt. GliT vermittelt den letzten Schritt in der GT-Synthese,
indem es die Disulfidbriicke des Diketopiperazin-Ringes bildet und damit die Toxizitét bestimmt (Ries,
Pardeshi et al., 2020). Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir Sirodesmin, einem Epipolythiodioxopiperazin
(ETP) wie Gliotoxin, aus Leptosphaeria maculans. Im Cluster befindet sich das spezifische TF-Gen

sirZ, das wiederum, direkt oder indirekt, iiber CpcA kontrolliert wird. CpcA spielt eine Rolle im
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Crosspathway-control system und gilt als ,,metabolischer Schalter“ bei Aminoséduremangel (Elliott

etal., 2011, Fox et al., 2008).

Gliotoxin Cluster ‘ gliP/sirP
Dap DaEADI@ED )i

D gliT/sirT

: . A
Sirodesmin Cluster

Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung der Kerngene des Gliotoxin- und Sirodesmin-Clusters. Far-
big hervorgehoben sind die Gene der NRPS, der spezifischen TF gliZ /sirZ und die
jeweils von externen TF kontrollierten Gene sirZ und ¢liT (mod. nach Gardiner et al.,
2005).

AflR ist ein positiver Regulator des Aflatoxin-Biosyntheseclusters in Aspergillus flavus und Asper-
gillus parasiticus (Yu etal., 1996). Das Gen afliR ist selbst einer komplexen (post-translationalen)
Regulation unterworfen und scheint auch auto-regulatorische Funktionen zu besitzen (Ehrlich et al.,

1999, Shimizu et al., 2003).

Zusammenfassend besitzen im Cluster vorliegende TF-Gene eine tragende Rolle in der Produktion
von Naturstoffen, jedoch sind sie selbst von einer umfangreichen Regulation betroffen und codieren
nicht immer fiir TF, die alle Gene des Clusters kontrollieren — ein wichtiger Kontrollmechanismus.
Auch fiir die Biosynthese des bereits erwahnten Melanin wurden in mehreren pflanzenpathogenen As-
comyceten Schliissel-TF gefunden, deren Deletion zu weiflen Sporen und verringerter Virulenz fiihrt,
die weder direkt spezifischen, noch globalen Charakter einnehmen (Tsuji etal., 2000, Eliahu et al.,
2007). Dies liegt auch daran, dass in ca. 40% der Sekundérstoffcluster keine TF-Gene vorliegen (Brak-
hage, 2013), was eine Regulation alleine durch TF bedeutet, deren Gene aulerhalb der Cluster liegen
(Hoffmeister et al., 2007).

ZFR1 aus Fusarium wverticillioides ist ein positiver Regulator der Mycotoxinklasse der Fumonisine,
dessen Gen sich jedoch nicht im Cluster befindet (Flaherty etal., 2004). Auch BasR aus Aspergillus

nidulans reguliert, wenn in Co-Kultur mit Streptomyces, den Orsellinsdure-Cluster, liegt jedoch aufler-
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halb dessen. Jedoch scheint BasR auch in andere Sekundédrmetabolit-Gencluster einzugreifen und stellt
einen Knotenpunkt der Regulation in Bakteriell-Pilzlichen Co-Kulturen dar (Fischer et al., 2018).
LaeA, ein globaler Regulator aus Aspergillus nidulans, spielt eine Rolle im Ubergang von vegetati-
vem Hyphenwachstum zur Fruchtkorperbildung und fiir lichtabhingiges Wachstum (Sarikaya Bayram
et al., 2010). Zudem werden zahlreiche Gene des Sekundérstoffwechsels von LaeA kontrolliert. In laeA-
defekten Stdmmen sinkt beispielsweise die Produktion von Penicillin und Sterigmatocystin (Bok und
Keller, 2004). Doch selbst globale Regulatoren wie LaeA kontrollieren nicht alle Biosynthesegencluster.
In Aspergillus fumigatus wurde nach der Deletion von laeA in nur 13 von 22 Clustern eine Herunter-
regulation ihrer Aktivitdt beobachtet (Perrin et al., 2007).

Nicht-ribosomale Peptidsynthasen/Polyketidsynthasen (NRPS/PKS), oder jeweils hybride Proteine,
sind ebenfalls oft iiber Cluster-spezifische TF gesteuert. Durch die Uberexpression des jeweiligen TF
lassen sich stille Cluster anschalten, so wie es fiir den Cluster der PKS-NRPS-Hybrid-Produkte As-
pyridone in Aspergillus nidulans gezeigt worden ist (Bergmann etal., 2007). Gleiches gilt fiir das
NRPS-Produkt Apicidin aus Fusarium semitectum, das iiber den TF APS2 reguliert wird (Jin et al.,
2010).

Es ergibt sich so das Bild einer komplexen Regulation von Naturstoffgenen mit mehreren Kontrolle-

benen.

1.2.2. Vergleich zwischen Transkriptionsfaktoren in Asco- und Basidiomyceten

Man geht in Asco- und Basidiomyceten von ca. 80 TF-Klassen, bzw. DNA-bindenden Doménen (DBD),
aus. Hiervon machen sechs Klassen von TF (Zn-Cluster, CoHa-like, HD-like, bZIP, HLH, und GATA)
den Hauptanteil des TFoms aus (Shelest, 2017). Fiir die Naturstoffregulation sind TF der Klasse der
Zm-Cluster, speziell der ZnyCysg-Gruppe, besonders hiufig vertreten. Die oben erwiahnte TF AflR,
GliZ, SirZ und ZFR1 gehoren alle dieser Gruppe an (Knox etal., 2015).

In Basidiomyceten ist die Gruppe der CoHs- und CCHC-TF wesentlich stiarker vertreten. Im Ge-
gensatz dazu ist die Gruppe der ZnaCysg-TF (zugehorig zur Klasse der Zn-Cluster) in Ascomyceten
préavalenter. Auch fehlen in Basidiomyceten Orthologe dieser Klasse fiir Gene, die in Ascomyceten fiir
die Verwertung von pflanzlichem Material bestimmt sind, was fiir ein Auseinanderdriften der Regulati-
on in diesem Bereich zwischen den Phyla spricht. Insgesamt scheint die Ausbildung des regulatorischen
Repertoires grofitenteils erst nach der Trennung zwischen Asco- und Basidiomyceten stattgefunden zu

haben (Todd etal., 2014).
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Die Forschung an Ascomyceten ist auch deswegen soweit fortgeschritten, da diese sich leichter genetisch
manipulieren lassen. Gene kénnen iiber einen Promotoraustausch oder -Modifizierung, Uberproduktion
relevanter TF oder Einbringen von exogenen Hybrid-TF angeschalten oder stiarker exprimiert werden
(Mojzita et al., 2019). Diese Methoden sind in Basidiomyceten nicht etabliert oder nur in wenigen Spe-
zies angewandt, weshalb sich in Ascomyceten gesicherte Erkenntnisse nicht immer auf Basidiomyceten

iibertragen lassen.

1.2.3. Stand der Forschung an der Regulation in Basidiomyceten

Ein Problem fiir die genetische Manipulation von Basidioymceten stellt der grundlegende Aufbau von
filamentosen Pilzen dar. Da das Zytoplasma der Hyphen iiber Septen verbunden ist, kénnen auch
Zellen ohne Selektionsmarker {iberleben. Zudem ist die Zellwand oft sehr dick und eine Lyse schwierig
(Poyedinok et al., 2018). Auch liegen Basidiomyceten hiufig als Dikaryonten vor, indem zwei unter-
schiedliche Genome in getrennten Nuclei vorliegen, die sich iiber Gentransfer gegenseitig austauschen
konnen, wie es fiir Schizophyllum gezeigt worden ist (Clark et al., 2004), was eine effiziente Transfor-
mation erschwert.

Da die genetische Manipulation, bzw. ein Eingriff in die Regulation, von Basidiomyceten weiterhin
schwierig ist, bedient man sich h&ufig heterologen Expressionssystemen. Gene von Interessen werden in
einen manipulierbaren Organismus per Plasmid eingebracht und kénnen dort untersucht werden. Dies
kann mit einzelnen Genen, als auch mit gesamten Clustern geschehen. Als ein Beispiel fiir letzteres sei
die heterologe Expression des Pleuromutilin-Clusters aus dem Basidiomyceten Clitopilus passeckeria-
nus in Aspergillus oryzae genannt (Bailey et al., 2016).

Diese Technik birgt jedoch auch Fallstricke. So ist korrektes Spleifien der Introns nicht immer gegeben
und erfolgt je nach Wirt mit einer Effizienz von 41 - 90% fiir Basidiomycetengene (je Saccharomyces
cervisiae und Aspergillus oryzae) (Harvey et al., 2018, Liu, Minami et al., 2019). Andersherum haben
Untersuchungen an Schizophyllum commune gezeigt, dass Introns notig sind, damit es tiberhaupt zu
einer Expression von Genen und Entstehung von mRNA kommt (Lugones et al., 1999). Es ldsst sich
demnach keine allgemein giiltige Anweisung fiir die genetische Untersuchung von Basidiomycetenge-

nen ableiten.

Dennoch sind schon mehrere TF des Primérstoffwechsels in Basidiomyceten identifiziert worden.
Transkriptionfaktoren haben grofien Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung von Pilzen. Dies

wird besonders ersichtlich, wenn der expressionelle Unterschied zwischen Myzel- und Fruchtkérperphase
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betrachtet wird. Die Ubergangstadien zwischen verschiedenen Wachstumsformen stellen einen dra-
matischen Wechsel in der Expression von Genen dar, die u.a. fiir die Lichtantwort, Stress oder
Nahrstoffangebot verantwortlich sind (Zhang, Ren, Chen et al., 2015, Cheng et al., 2013). Dieser ,,trans-
criptomic switch* wird auch von TF reguliert.

In dem Ascomyceten Neurospora crassa konnten schon 1996 die Zinkfingerproteine WC-1 und WC-
2 (White collar) identifiziert werden, die die Lichtantwort und den circadianen Rhythmus des Pil-
zes maflgeblich regulieren und deren Inaktiverung zu einem ,blinden® (lichtinsensitiven) Phénotyp
fithrt (Ballario etal., 1996, Froehlich et al., 2002). Diese Erkenntnisse wurden auch in Basidiomyce-
ten erforscht: In WC-Deletionsmutaten von Schizophyllum commune wurden ebenfalls lichtabhéngige
Effekte beobachtet. So zeigten Dikaryen keine Ausbildung von Fruchtkérpern und Monokaryen ei-
ne verstirkte Sensitivitit gegeniiber intensivem Licht (Ohm, Aerts et al., 2013). Auch das vegetative
Wachstum kann durch WC-1/-2 und andere TF stimuliert oder gehemmt werden und zeigt eine inverse
Beziehung zur sexuellen Fortpflanzung (Pelkmans, Patil et al., 2017, Ohm, de Jong et al., 2011).
Durch Transkriptomuntersuchungen hat man fiir Schizophyllum, Coprinopsis cinerea und Laccaria
bicolor feststellen kénnen, dass Proteine mit Velvet-Doméne in der Phase der Fruchtkérperformung
hochreguliert werden, #hnlich wie es bei Ascomyceten der Fall ist (Ohm, de Jong et al., 2011, Martin,
Aerts et al., 2008, Bayram et al., 2012). Allerdings unterscheiden sich die Muster der Expression von
Velvet-assoziierten Proteinen und Transkriptionsfaktoren zwischen den Basidioymceten Coprinopsis
und Laccaria. Dies spricht fiir eine unterschiedliche transkriptionelle Regulation der Fruchtkoérper-
entwicklung zwischen Basidiomyceten-Spezies, dhnlich wie es fiir Pflanzen-Spezies ermittelt worden
ist (Plaza etal., 2014, Xu et al., 2012).

In Flammulina velutipes konnten {iber Gen-Knockdown zwei Transkriptionsfaktoren identifiziert wer-
den, die sich positiv, wie PDD1 (Wu, Hu, Xie, Zhang et al., 2019), oder negativ, wie LCF1 (Wu, Hu,
Xie, Wei et al., 2020), auf das Ausbilden von Fruchtkérpern auswirken; jedoch sind fiir beide TF keine
Zielgene bekannt.

c2h2 aus Schizophyllum und das orthologe Gen aus Agaricus bisporus zeigen ebenfalls Einfluss auf
die Basidiomata-Ausbildung (Ohm, de Jong et al., 2011, Pelkmans, Vos et al., 2016). In Leptosphaeria
maculans wurde der TF LmStuA identifiziert, der die Konidienbildung und Wachstum reguliert (Soyer
etal., 2015). Auch in Ganoderma lucidum konnte ein TF-Gen gefunden, dessen Knock-down in ver-
ringertem Wachstum, Fruchtkorperausbildung und Produktion der Ganodersiure, die antinoceptive
und zytostatische Wirkung zeigt, resultiert (Zhang, Ren, Shi et al., 2018, Koyama et al., 1997, Yang

etal., 2018). Der TF zeigte hohe Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz zu den Co-Aktivatoren
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Swi6 aus Saccharomyces, der den Zellzyklus reguliert (Sidorova et al., 1997) und FgSwi6, der u.a. mit

der Pathogenitét von Fusarium graminearum zusammenhéngt (Liu, Fan et al., 2013).

Der Transkriptionsfaktor Rocl aus Schizophyllum spielt eine bedeutende Rolle beim Celluloseabbau
und ist einer der wenigen TF aus Basidiomyceten, bei dem Bindestellen (BS) untersucht worden sind.
So sind im Genom iiber 1.400 BS zu finden, die besonders mit Genen assoziiert sind, die aus der
Familie der sogenannten carbohydrate-active enzymes (CAZymes) stammen. Hierzu gehort auch die
Lytische Polysaccharid-Monooxygenase (LPMO), die wiihrend des Celluloseabbaus hochreguliert ist.
Die Bindung an den Promotor von lpmA, eines Genes, das fiir eine LPMO codiert, und das Bindemotiv
wurden iiber funktionelle Promotoruntersuchung durch Fluoreszenzmarkierung und bioinformatische
Berechnungen bestétigt (Marian et al., 2022). Dies stellt eines der wenigen Beispiele dar, in dem ein
Basidiomyceten-TF mit seinen korrespondierenden Promotoren identifiziert werden konnte.

Zwar gibt es demnach bereits mehrere Beispiele an gut erforschten Basidiomyceten-TF, allerdings
befinden diese sich grofitenteils im Primérstoffwechsel und nur in einem Fall sind genaue Zielgene
bestétigt worden. Erkenntnisse iiber die Regulation in Basidiomyceten stecken auch nach 200 Jahren

Forschung noch in den Kinderschuhen.

1.3. Die Chinonsynthetase NPS3 aus Serpula lacrymans

Es sind einige Basidiomyceten-Biosynthesegencluster bekannt, in denen ein vermutetes TF-Gen liegt,
wie psiR in Psilocybe cubensis (Fricke et al., 2017), dennoch konnte bisher noch kein spezifischer TF
ermittelt werden, der in Sténderpilzen die Expression eines Naturstoffgenes reguliert. Um diese Liicke
zu schlieflen, wurde diese Arbeit angefertigt. Das Naturstoffgen nps3 aus Serpula lacrymans, dem
Gemeinen Hausschwamm, wurde als Zielgen genutzt. Es gehort der Klasse der NRPS-like enyzmes
an. Diese NRPS-dhnlichen Proteine unterscheiden sich im klassischen Aufbau zu NRPS durch das
Fehlen der C-Doméne, die fiir die Kondensation zwischen zwei Aminoséuren (AS), bzw. der neuen AS
mit dem schon synthetisierten Peptidstrang, verantwortlich ist. Der Aufbau besteht dementsprechend
aus einer A-Doméne (Adenylierung der Aminoséure), T-Doméne (Thiolierung) und einer Thioesterase

(TE-) oder Reduktase (R-) - Doméne (Wang und Zhao, 2014, Marahiel et al., 1997).
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Abbildung 1.4.: Schema des Atromentin-Clusters. Er besteht aus den Genen fiir die NRPS-like nps3,
einer Alkoholhydrogenase adh2 und der Aminotransferase amtl. Die Zugehorigkeit
des Genes glyl, das fiir Glycosidhydrolase codiert, ist nicht gesichert.

nps3 codiert fiir eine Chinonsynthetase, die aus 4-Hydroxyphenylbrenztraubenséure das bereits ein-
gangs erwiahnte Atromentin synthetisiert, ein weitverbreitetes Vorlaufermolekiil fiir die Pulvinsduren.
Diese sind u.a. fiir die Farbvielfalt in vielen Basidiomyceten zustdndig. Wie viele pilzliche Pigmente
sind Pulvinsduren auch bioaktiv. Fiir Atromentin wurde die Hemmung der menschlichen Protein-
tyrosinkinase src (Puder et al., 2005) und einer Enoylacyl-Carrier-Protein-Reduktase aus Streptococ-
cus pneumoniae nachgewiesen (Zheng et al., 2006). Zudem weist es antikoagulierende (Khanna et al.,
1965) und inhibitorische Eigenschaften auf CYP450-Enzyme auf (Huang, Onose etal., 2009). Auch
wurde fiir Atromentin die Inhibition von 17-8-Hydroxysteroiddehydrogenasen untersucht, was zu hor-
monstorenden Effekten fithren kann (Dellafiora etal., 2019). Die Atromentinderivate Vialinin und
Variegatsiure zeigen eine Inhibition der TNFa-Produktion (Huang, Onose et al., 2009, Sugaya et al.,
2020). Fiir Xerocomséure ist zudem eine HIV-1 Integrase-Inhibition nachgewiesen worden (Singh, Ja-

yasuriya et al., 2003).
In Serpula haben die Pulvinsduren einen motilitdtshemmenden Effekt auf bakterielle Interaktions-

partner (Tauber, Schroeckh et al., 2016). Dies ist besonders fiir Bacillus subtilis ssp., einem in der Natur

hiufig mit dem Pilz assoziiertem grampositiven Bakterium, untersucht worden (Embacher et al., 2020
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preprint). Bacillus wiederum hat einen wachstumshemmenden Effekt auf Serpula. Das Gen nps3 wird
in Co-Kulturen beider Interaktionspartner hochreguliert und es kommt zu vermehrten Bildung der
Pulvinsduren, was sich auch in einer starken Gelbfarbung des Myzels von Serpula duBert (Tauber,
Schroeckh et al., 2016)

Das Gen nps8 ist hochkonserviert und findet sich in vielen weiteren atromentinbildenden Agarica-
les, sowie speziell in Boletales und Thelephorales. Untersuchungen an nps3 aus Serpula konnten in
vorherigen Arbeiten ein vermutetes Bindemotiv herausarbeiten; eine palindromische DNA-Sequenz
im Promotorbereich der Chinonsynthetasegene von mehreren atromentinbildenden Basidiomyceten.
Diese Sequenz ist zudem noch im Promotor des ebenfalls im Atromentin-Cluster vorliegenden Gens
amtl, das fiir eine Aminotransferase codiert, gefunden worden. Dieses wird laut expressionellen Daten

mit nps3 co-reguliert (Tauber, Schroeckh et al., 2016, Tauber, Gallegos-Monterrosa et al., 2018).
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2. Zielsetzung

Die transkriptionelle Regulation von Naturstoffgenen in Basidiomyceten bedeutet bis heute wissen-
schaftliches Brachland. Einblicke, wie Gene reguliert werden, welche Faktoren eine Rolle spielen und
wie diese miteinander agieren, stellen einen unschitzbaren Wert fiir den weiteren Werdegang der Unter-
suchung an Basidiomyceten dar. Anhand des Modellorganismus fiir Braunfiuleerreger Serpula lacry-
mans sollen neue Erkenntnisse iiber Basidiomyceten-Genregulation unter besonderer Beriicksichtigung

von bakteriellen Co-Kulturen gewonnen werden.

Promotoranalyse Der Promotor des Naturstoffgenes nps3 wird auf klassische regulatorische Ein-
heiten untersucht und mit Promotoren anderer atromentinbildender Pilze verglichen. Hierbei wird

auch die Rolle des 5’'UTR (5’ untranslatierter Bereich) in der Expressionsregulation untersucht.

Transkriptom-Daten Anhand von RNAseq und qPCR-Daten sollen neue Erkenntnisse iiber die
Regulation von mps3 erreicht werden, moglichst im Hinblick auf einen spezifischen Transkriptions-
faktor. Zudem soll mittels Transkriptomik untersucht werden, wie eine Co-Inkubation mit Bacillus

subtilis noch auf andere Stoffwechselwege in Serpula lacrymans einwirkt.

In vivo und in vitro-Untersuchungen Uber heterologe Produktion und Einbringen von TF-
Genen in einen Fremdorganismus sollen geeignete Transkriptionsfaktor-Kandidaten auf ihre Fihigkeit
hin untersucht werden, an den Promotorbereich von nps3 zu binden und iiber diesen die Aktivierung

eines Reportergenes zu erreichen.

Versuche der genetischen Manipulation Ein grofies Problem bei der Untersuchung von Basi-
diomyceten ist die fehlende oder nur unzureichende Moglichkeit der genetischen Manipulation. Uber
RNA-Interferenz soll erstmals ein Eingriff in die genetische Regulation von Serpula unternommen

werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Kits und Geréate

Folgende Geriite und Kits wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 3.1.: Verwendete Geréte

Gerat Hersteller
Analysenwaage MC1 Analytic AC 120 S Sartorius
CLARIO-Star Microplate reader BMG LABTECH
Elektroporator Eporator Eppendorf
Ecotron Schiittelinkubator InforsHT
Gel-Dokumentationssystem E-Box Vilber
Gelelektrophorese Netzteil PowerPac™Basic BIO-RAD

Heizblock TS1 Thermoshaker

Biometra (Analytik Jena)

Heizplatte MR Hei Standard Heidolph
Inkubationsblock Primus MWG-Biotech
Inkubationsschrank BINDER
Mastercycler pro Eppendorf
MediLine Kiihlschrank (4°C) Liebherr
Mikroskop Primo Star Zeiss

MP Biomedicals™FastPrep-24
PCR-Cycler PEQSTAR XS
pH-Elektrode

MP Biomedicals™
Peqlab (VWR)
SI-Analytics

pH-Meter WTW pH315i WTW
Prézisionswaage MC1 Laboratory LC 820 Sartorius
Premium Nofrost Kiihlschrank (-18 °C) Liebherr
Scan-Drop UV /VIS-Spektralphotometer Analytikjena
Schnellkochtopf Chromage WMF

Sterilbank SAFE 2020 (S1-Labor)
Sterilbank Cellgard HD Nu-481 (S2-Labor)

Thermo Scientific
IBS Integra Bioscience

TapeStation Agilent
Thermomixer C Eppendorf
Tischzentrifuge Centrifuge 5424 R Eppendorf

UVP ChemStudio Gel- und Blot Imager Analytikjena

V.I.P. Series Ultra Low Freezer (-80 °C) Sanyo

Vortexer VORTEX-GENIE 2 Scientific Industries
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf
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Tabelle 3.2.: Verwendete Kits

Kit Zweck Hersteller
NucleoSpin Plasmid Isolierung Plasmid aus E. colt  Macherey-Nagel
NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up  PCR-Produkt-Aufreinigung Macherey-Nagel
SV Total RNA Isolation System RNA-Isolation Promega
EZ DNA Methylation-Gold Kit Methylierungsuntersuchung Zymo Research

3.2. Grundlegende molekularbiologische Methoden

3.2.1. Kultivierung

Verwendete Stimme Serpula lacrymans stellt den Hauptuntersuchungsorganismus dar, der mit
Bacillus subtilis induziert wird, um atromentinabgeleitete Pulvinsduren zu produzieren und deren
Regulation aufzukliaren. In Aspergillus niger ATNT ApyrG wird versucht, das System aus Transkrip-
tionsfaktorkandidat und Reportergen nachzustellen. Aus DNA von Morazella nonliquefaciens wurde
mnll gewonnen, das fiir ein Restriktionsenzym codiert, welches mutiert, heterolog produziert und als

Positivkontrolle bei ELISA verwendet wurde.

Tabelle 3.3.: Verwendete Stamme

Organismus Stamm Funktion

Serpula lacrymans DH117 Untersuchungsorganismus

Bacillus subtilis ssp. subtilis 168 Induktor der Pulvinsdureproduktion
Aspergillus niger ATNT16ApyrGx24 Expressionsstamm fiir TF-System

E. coli BL21 (Agilent) Ursprung lacZ + Produktionsstamm
Morazella nonliquefaciens ST066082/AU5416 Ursprung mnll

Escherichia coli (E. coli) XL1blue (Stratagene)  Klonierungsstamm

E. coli KRX (Promega) Produktionsstamm

E. coli SoluBL (Genlantis) Produktionsstamm

Verwendete Medien Alle Medien wurden autoklaviert, wobei hitzelabile Stoffe zunichst gelost,

steril-filtriert und nach Abkiihlen unter der Laminarflow-Bank zum Restmedium gegeben wurden.
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Tabelle 3.4.: Verwendete Medien

: Malzextrakt 30 g/L

MEP-Medium Soyton 30/l
Trypton 10 g/L

LB-Medium Hefeextrakt 5g/L
Natriumchlorid 10 g/L
Pepton 20 g/L

YPD-Medium Hefeextrakt 10 g/L
D-Glucose 20 g/L
Trypton 20 g/L
Hefeextrakt 5g/L

: NaCl 0.5 g/L

SOC-Medium MgCl, 1 g/
MgSO4 2.5 g/ L
D-Glucose 3.6 g/L
Hutners Spurenelemete 1 mL/L
Salzlésung 50 mL/L

AMM D-Glucose 100 mM
L-Glutaminsdure 20 mM
(D-Sorbitol 1.2 M)
ZnS0Oy4 - 7xH50 2.2 g/100 mL
MnCls - 4xH,0 0.5 g/100 mL
FeSO, - 7xH50 0.5 g/100 mL

Hutners Spurenelemente

COCIQ . 6><H20
CuS0Oy - 5xH20
(NH4)MO7024 . 4XHQO

0.16 /100 mL
0.16 g/100 mL
0.11 /100 mL

EDTA 5 /100 mL
NaNOs 120 g/L
) KCl 10.4 g/L
Salzlésung MgSO, - 7xH,0 10.4 g/L
KH,PO,4 30.4 g/L
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Wachstumsbedingungen Serpula lacrymans (Stamm DH117) wurde bei Raumtemperatur auf
MEP-Agar-Platten angezogen (Agar-Agar 18 g/L). Die Wachstumsdauer richtete sich nach Bedarf.

Bacillus subtilis ssp. subtilis 168 wurde entweder auf LB-Agar-Platten kultiviert oder unter Schiitteln
bei 160 rpm bei 37°C bis zu einer ODggg von 0.4 anwachsen gelassen. Der Expressionsstamm Asper-
gillus niger ATNT, bzw. alle dessen genetisch verdnderten abgeleiteten Stamme, wurden entweder in
einer fliissigen Schiittelkultur (170 rpm, 30°C) oder als stationére Fliissigkultur angezogen. Das Medi-
um war jeweils YPD, je nach Stamm wurde Uracil (10 mM) hinzugegeben. Morazella nonliquefaciens
wurde tiber Nacht bei 37°C auf Columbia-Blutagar (THERMO-SCIENTIFIC) angezogen. Die E. coli

Produktions- und Expressionsstdmme wurde wie unter 3.6.1 beschrieben kultiviert.



3.2.2. gDNA-Isolation

Fiir die gDNA-Isolation wurden Proben von Serpula oder Aspergillus zunéichst unter fliissigem Stick-
stoff gemorsert oder im Fall von Morazella mit einer Impfése angenommen und ca. 100 mg, bzw. 10 pL,
in 700 pL. LETS-Puffer (100 mM LiCl, 10 mM Tris-HCI, 0.5% SDS, 20 mM EDTA) suspendiert. Nach
Zugabe von 1 pL, RNAse A (NEw ENGLAND BiorLaBs, NEB) folgten zunéichst 5 min Inkubation bei
65°C, nach einer Zugabe von 1 pL 10 mg/mL Proteinase K (MERCK) weitere 10 min. Die Proben wur-
den fiir 5 min bei 4°C und 11.000 g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Dieser wurde mit
dem gleichen Volumen Chloroform-Phenol-Isoamylalkohol versetzt und 5 min bei RT geschiittelt. Nach
einer Zentrifugation von 10 min bei 4°C und 11.000 g wurde die wissrige Phase abgenommen und der
Chloroform-Schritt nochmals wiederholt. War keine Interphase mehr zu erkennen, wurde die wéssrige
Phase abgenommen und mit 1 mL eiskaltem 70%igen Ethanol (EtOH) und 40 pL. 5 M NaCl versetzt.
Nach einer Ruhephase auf Eis folgte eine Zentrifugation von 10 min bei 4°C und 11.000 g, nach der der
Uberstand verworfen wurde. Das erhaltene Pellet wurde nochmals mit EtOH gewaschen und bei 65°C
getrocknet, um dann in 100 pl. Wasser wieder gelost zu werden. Die erhaltene DNA-Konzentration

wurde vermessen und je nach weiterer Anwendung verdiinnt.

3.3. RNA-Analyse und Expressionsuntersuchungen

3.3.1. RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Alle fiir die folgenden Schritte verwendeten Pipetten und Spitzen waren RNAse-frei.

Nach zwei Wochen Wachstum von Serpula auf MEP-Agar wurde der Pilz entweder mit 100 pLL von
Bacillus subtilis (ODgoo von 0.4) oder LB-Medium oder L-Glutaminsdure (100 mM) versetzt. Nach
verschiedenen Zeitpunkten der Co-Inkubation bei RT wurde das Myzel von Serpula mit einem Spatel
abgekratzt und unter fliilssigem Stickstoff in einer Reibschale zerkleinert. Die RNA aus drei Spatelspit-
zen des gepulverten Myzels wurden nach den Angaben des SV Total RNA Isolation Kit (PROMEGA)
isoliert. Anschlieflend folgte ein zweiter DN Ase-Verdau mit Baseline-ZERO DNAse (LUCIGEN). Hierfiir
wurden 100 ul. RNA mit 5 ul. Baseline-ZERO DNase und 10 ul. Baseline-ZERO Reaction Buffer ge-
mischt und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung der DNase folgte iiber das Versetzen der
Probe mit 10 pLL Baseline-ZERO Stop Solution und 10 min bei 65°C.

Die Abwesenheit von gDNA in den Proben wurde iiber PCR getestet. Hierbei wurde untersucht, ob

von der RNA ein Produkt amplifiziert wurde, wenn Primer fiir einen Genbereich verwendet worden
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sind, der nur auf gDNA vorhanden ist. Kam ein Produkt zustande, wurde die entsprechende RNA
aussortiert.

gDNA-freie RNA wurde iiber das Auftragen auf ein 0.7%-iges Gel auf Schmieren untersucht, um
den Grad an Abbau einzuschétzen. Zudem wurde das Absorptions-Verhéltnis der Proben bei 260 zu
280 nm bestimmt, das >2 liegen sollte. Als Kontrolle wurde der RIN (RNA Integrity Number) aller

Proben iiber die TapeStation (AGILENT) nach Herstellerangaben bestimmdt.

Fiir die cDNA-Synthese wurden 11.5 pL RNA mit 1 pL Oligo(dt)2o (Mischung von Primern der
Sequenz 5’-(18xT) NN-3’, wobei NN jeweils alle Kombinationen der Basen A, T, G und C darstellt, je
10 mM) versetzt und fiir 5 min auf 65°C erhitzt. Nach 2-miniitigem Abkiihlen auf Eis wurden 7.5 nL

folgenden Ansatzes auf die RNA gegeben (alle Reagenzien von THERMO-SCIENTIFIC):

Tabelle 3.5.: Ansatz cDNA-Synthese

Reagenz Volumen

5x Reaction Buffer 4 pL

Thermo Ribolock 0.5 uL/10 units
dNTP-Mix 10 mM 2 uL

RevertAid Reverse Transkriptase 1 pL/200 units

Der Ansatz wurden fiir eine Stunde bei 42°C inkubiert. Die fertige cDNA wurde nochmals per PCR

auf ein Genstiick, das nur auf gDNA anwesend sein sollte, untersucht.

3.3.2. Probenvorbereitung fiir RN Aseq

Fiir die RNAseq wurden zwei Ansédtze nach 10, bzw. 16 h Co-Inkubation von Serpula mit Bacillus
bzw. L-Glutaminsédure oder Kontrolle LB-Medium untersucht. Je drei biologische Replikate von RNA
der Bedingungen LB, Bacillus und L-Glutaminsiure wurden in 100 pL (250 ng/pL) an GENEWIZ
versendet, wobei die RNA-Sequenzierung und grundlegenden bioinformatische Berechnungen bereits
von der Firma vorgenommen worden sind. Hierbei wurde eine Illumina HiSeq 2x 150 bp mit PolyA-

RNA-Bibliotheksvorbereitung angewandt.

in stlico Transkriptionsfaktorgen-Extraktion

Da nur ein TF-Gen als signifikant hoher exprimiert gefunden wurde, musste fiir die Betrachtung der
gesamten TFom-Situation anders vorgegangen werden.

Es wurde ein Programm fiir Extrahieren der TF-Gene aus der Liste aller Gene, die in der RNAseq
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erfasst wurden, in Excel VBA (MICROSOFT) geschrieben (siche Anhang A). Zunéchst werden alle als
TF annotierten Gene-IDs von JGI (Joint Genome Institue, CA, USA, http://jgi.doe.gov) in Tabel-
lenformat in eine Spalte eingeordnet, sodass sie jeweils ihren LogoFC-Werten (FC = Fold Change,
Vervielfiltigungsgrad) zugeordnet bleiben. Gleiche TF-GenelDs werden erkannt, markiert und in eine
dritte Spalte extrahiert. In dieser stehen dann alle annotierten TF-Gene mit ihren LogoFC-Werten,
die in der RNAseq erfasst wurden. Von 219 TF-Genen aus Serpula laut Annotation wurden 211 in
der RNAseq ermittelt.

Geeignete Kandidaten wurden anhand der von GENEWIZ berechneten LogaFC-Werte, sowie eigener
Berechnungen iiber die normalized counts, ausgewéhlt. Hierbei wurden diejenigen TF betrachtet, die
entweder zwischen Kontrolle K (LB-Medium) und induziert i (Bacillus) hohe Unterschiede zeigten,
oder zwischen K und L-Glutaminsdure G oder G und i. Zudem wurden noch Kandidaten mit hohem

expressionellen Unterschied zwischen den Co-Inkubationszeitpunkten 10 und 16 h betrachtet.

Auswahl Zellwand-assoziierter Gene

GenelDs von interessanten Pfam-Doménen, die mit Zellwandaufbau assoziiert sind, wurden aus den
normalized counts der RNAseq extrahiert. Die induzierten Proben (i) wurden jeweils mit der Kontroll-
Gruppe (K) bzw. L-Glutaminsidure-Gruppe (G) verglichen. Hierfiir wurde die Formel log(K#/‘G) ange-
wandt. il wurde mit K1 verglichen, dann il mit K2, i1 mit K3 und so weiter und der Median aus allen
i1/2/3 mit je K1/2/3 berechnet. In Prism7 (GRAPHPAD SOFTWARE) wurde schliellich der Median
aus il vs K, i2 vs K und i3 vs K dargestellt und zeigt somit den den Expressionsunterschied aller
induzierten Proben verglichen mit allen Kontrollproben.

Die Auswahl der Gene erfolgte anhand der auf JGI annotierten Pfam-Doménen. Folgende Klas-
sen wurden betrachtet: Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (Y und X-Doméne), alle
Proteine aus der Ras-Familie, Proteine mit RhoGEF- und GAP-Doméne, Phosphatidylinositol 3-
und 4-Kinase, Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-Kinase, Inositolpolyphosphatkinase, Proteintyrosin-
und Serin-/Threoninkinase, 1,3-3-Glucansynthase-Komponente, -Glucansynthese-assoziierte Protei-

ne SKN1/KRE6/Sbgl.

3.3.3. qPCR und Expressions-Berechnung

qPCR (Real-time quantitative PCR)-Versuche wurden nach 2, 4, 6, 10 und 16 h Co-Inkubation durch-
gefiihrt. Die ¢cDNA wurde um den Faktor 4 verdiinnt. Es wurde die QPCR Mix EvaGreen® - Poly-

merase (BIO&SELL) verwendet und pro Reaktionsgefaf folgendes pipettiert:
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Tabelle 3.6.: Ansatz fiir gPCR

Reagenz Volumen
EvaGreen® Mix 4 pL
Primer (2 pM) forward/reverse 2 pL
Matrize cDNA (ca. 50 ng/pL) 4 pL
Wasser 10 pL

Als Referenzgen wurde S-Tubulin (SerlaS7_9_2, GenelD: 1063468) verwendet. Als interne Kontrolle
wurde auch die Expression von des NRPS-Gens nps3 (GenelD: 416588) und des Aminotransferasegens
amtl betrachtet (GenelD: 356993).

Untersuchte TF-Gene

Es wurden 30 ausgewihlte annotierte TF-Gene betrachtet.

Tabelle 3.7.: Per qPCR untersuchte TF-Gene
TF-Gen GenelD Klasse

TF1 1103782  ZnyCysg

TF2 1059569 CoHg

TF3 1059175 CqHay

TF4 1140171 CqoHy

TF5 1157741 bZIP

TF6 1187366 GATA Zinkfinger
TF7 1063442 CoHy

TF8 1048452 TEA/ATTS

TF9 1126198 HMG-Box

TF10 1213105 Homeodomain
TF11 1217505 TEA/ATTS
TF12 1215409 CyHs

TF13 340857  CyHs

TF14 1069688 Helix-Loop-Helix
TF15 1130834 CCAAT-Binding
TF16 1128147 SNF

TF17 1065437 HMG-Box
TF18 1113656 HMG-Box
TF19 1110334 Fungal TF
TF20 1129306 CyHs

TF21 1216760 Zn2Cysg

TF22 1211315 Forkhead
TF23 1088442  7ZnyCysg

TF24 1101226 TATA

TF25 1064363 CyHs

TF26 1210441 SNF

TF27 1138737 PHD

TF28 1211247 ZnyCysg

TF29 1082437 bZIP

TF30 1194963 PHD

25



Untersuchte Zellwand-assoziierte Gene

Folgende Gene wurden per qPCR untersucht, wobei nur die Zeitpunkte 10 und 16 h Co-Inkubation

betrachtet wurden:

Tabelle 3.8.: Per qPCR untersuchte Zellwand-Gene
GenelD  Pfam-Doméne

1065953 GTPase Rabl/YPT1/Ras-Familie

1065509 Rho-Typ GTPas /Ras-Familie

1090144 GTPase Rab26/Rab37/Ras-Familie
1195632 GTP-binding protein SEC4/Ras-Familie
1156921 Ras-GTPase

367749  RhoGEF-GTPase Doméne

491669  IPP5P verwandt/RhoGAP Doméne
1151567 p2l-aktivierte Serin-/Threoninproteinkinase
416601  PIP5K

1194769 Beta-Gluc.assoz.Protein (10 h)

3.4. Promotoranalyse von nps8 und homologen Genen in anderen

Basidiomyceten

3.4.1. Sequenzanalyse von nps3 und homologen Genen

Die Lage des publizierten Bindemotivs fiir einen spezifischen TF fiir das nps3-Gen (Tauber, Schro-
eckh et al., 2016, im Supplement vollstdndige Liste mit Sequenzen) wurde iiberpriift. Hierfiir wurden
die Sequenzen der nps3-homologen Gene aus Serpula lacrymans, Serpula himantioides, Coniophora
puteana, Gyrodon lividus, Leucogyrophana mollusca, Omphalotus olearius, Pazxillus involutus, Suillus
brevipes und Thelephora ganbajun aus den Datenbanken des JGI (Joint Genome Institute) entnommen
und soweit wie moglich anhand von ESTs (Expressed Sequence Tag) und Transkriptdaten (Daten von
JGI) annotiert, ihr 5’UTR-Bereich und das Startkodon bestimmt und das Bindemotiv, das von James

Tauber und Katja Shelest bestimmt wurde, markiert (Tauber, Schroeckh et al., 2016).

Tabelle 3.9.: nps3-homologe Gene

Organismus Projekt JGI GenelD  Genlinge [bp] (gDNA)
Serpula lacrymans Serpula lacrymans S7.9 v2.0 (Eastwood et al., 2011) 416588 3173

Serpula himantioides Serpula himantioides MUCL38935 v1.0 (Balasundaram et al., 2018) 39620 3163

Coniophora puteana Coniophora puteana v1.0 (Floudas et al., 2012) 170203 3152

Gyrodon lividus Gyrodon lividus BX v1.0 (Miyauchi et al., 2020) 712553 3100

Leucogyrophana mollusca  Leucogyrophana mollusca KUC20120723A-06 (Wu, Miyauchi et al., 2022) 1020208  (unvollsténdig)
Omphalotus olearius Omphalotus olearius 1128401 (Wawrzyn et al., 2012) 7676 3214

Pazillus involutus Paxillus involutus ATCC 200175 v1.0 (Kohler et al., 2015) 69019 3081

Suillus brevipes Suillus brevipes Sb2 v2.0 (Branco et al., 2015) 783497 3111

Thelephora ganbajun Thelephora ganbajun P2 v1.0 (Miyauchi et al., 2020) 3155672 3368
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3.4.2. 5’UTR-Bestimmung von nps3 aus Serpula lacrymans

Um den Transkriptionsstart des nps3-Gens zu erforschen, wurde eine 5’RACE (Rapid Amplification
of cDNA-Ends) geplant. Hierfiir wurde nach den Herstellervorgaben des 5’/3” RACEKIT (Roche)
vorgegangen. Als alternatives Verfahren wurde eine Methode angewandt, bei der in gleichméffigem
Abstand mehrere Primer #hnlicher Linge und T, im Bereich stromaufwérts des Startkodons gelegt
wurden und mittels einer PCR-Reaktion und Vergleich mit gDNA getestet wurde, ab welcher Linge
kein Produkt mehr von der cDNA zustande kam (Schema in Abb. 3.1). Dies ermdglicht die Ermittlung

des 5’'UTR und die Eingrenzung des Transkriptionsstarts.

Primer

14 13 121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1

vermutetes TF-Bindemotiv } nps3
5'UTR laut JGI Transkripten

| | |
1 1 1
-1075 bp -938 bp -698 bp 0 bp

|Translal,ionssl,arl,

Abbildung 3.1.: Die Lage der verwendeten Primer, um den ungefdhren Transkriptionsstart zu ermit-
teln. In Rot wurde die bisher vermutete TF-Bindestelle (Tauber, Schroeckh et al.,
2016) dargestellt. Alle Angaben zur Position sind in Relation zum Startkodon ange-
geben.

Es wurden 14 Primer verwendet, die von der gDNA zusammen mit einem Primer, der bis an das
Startkodon reicht, Produkte der Linge 295 bis 1075 bp bildeten. Die PCR wurde mit Phusion®-
Polymerase durchgefiihrt (siehe Tab. 3.11) und die Amplifikate iiber 0.7%iges Agarose-Gel bei 120 V
fiir ca. 25 min aufgereinigt. Nach einer Farbung in 0.1%iger Ethidiumbromid-Losung und anschlieffen-
dem Entfirben fiir 30 min in Wasser, wurden die Produktbanden und die Gréfenmarkierung unter
UV-Licht sichtbar gemacht.

Zudem wurden die auf JGI bereitgestellten Transkriptdaten fiir Serpula lacrymans (SerlaS7_9_2, East-

wood etal., 2011) in Geneious® 7.1.9 (BIOMATTERS) mit den per PCR ermittelten Daten verglichen.

3.4.3. Methylierungsuntersuchung von Pnps3

Um zu testen, ob sich Unterschiede im Methylierungsgrad des nps3-Promotors zwischen induzier-
ter (mit Bacillus subtilis- Kultur behandeltem Myzel) und der Kontrollgruppe (reines LB-Medium)
finden, wurde zunéchst nach beschriebenem LETS-Puffer /Phenol-Chloroform Protokoll die gDNA iso-
liert (siehe 3.2.2). Es folgte eine Bisulfid-Konversion mithilfe des DNA Methylation-Gold Kits (ZyMo
RESEARCH). Zunéchst wurden 20 pL der isolierten gDNA (c= 25 ng/pL) mit CT Conversion Reagent

(Natriummetabisulfit) versetzt und zunéchst fiir 10 min auf 98°C erhitzt und dann fiir 2.5 h bei 64°C
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inkubiert. In die mitgelieferte Sdule wurden 600 pL. M-binding Puffer vorgelegt und die gDNA-Probe
hinzugegeben. Nach einer 30-sekiindigen Zentrifugation bei 11.000 g wurde der Durchfluss verwor-
fen und die Probe mit 100 pL. M-Wash-Puffer gewaschen und nochmals zentrifugiert. Dann wurden
200 pL. M-Desulphonation Buffer (Natriumhydroxid in Ethanol und Propanol) auf die Sdule gegeben
und fiir 20 min bei RT inkubiert und nachfolgend zentrifugiert. Es folgte noch ein Waschschritt und
dann die Elution der konvertierten gDNA mit 10 ul. M-Elution Buffer. Hierbei wurden alle Cytosine,
die nicht methyliert waren, in Uracil umgewandelt. In einer PCR wurde die nun konvertierte gDNA
als Matrize verwendet, um den Promotorbereich von nps3 (Pnps3) zu amplifizieren. Um die Uracile
ablesen zu konnen, wurde eine spezielle Polymerase verwendet (Phusion® U Hot Start, THERMO-
SCIENTIFIC). Das erhaltene Produkt wurde in pJET1.2 blunt (THERMO-SCIENTIFIC) ligiert, F. coli

XL1blue transformiert, das Plasmid isoliert und sequenziert (Vorgang siehe 3.6.1).

3.4.4. Suche nach allgemeinen Bindemotiven

Die genomische Sequenz des aufwirts liegenden Bereiches von nps3 wurde nach allgemeinen be-
kannten Bindesequenzen und regulatorischen Motiven untersucht. Insgesamt wurden 1788 bp bis
zum Start des Gens betrachtet. Es wurden nach TATAA-Boxen mit dem Motiv 5-TATAAA-3’,
Downstream-promotor Elementen (DPE) der Konsensussequenz RGWYV(T), CCAAT-Boxen (5-
%%%CCAATCA—?) und GpC-Inseln (200 bp Linge, min. 55% GC-Gehalt) gesucht.

3.4.5. Vergleich mit den Promotoren von amtl und gly1

Durch Aneinanderlegen der Promotorsequenzen (inkl. 5’UTR, bis 2.5 kb vor dem Startkodon) wur-
den die Promotoren der Gene nps3, amt! und glyl in Geneious® 7.1.9 (BIOMATTERS) untersucht.
Insbesondere wurde nach konservierten Bereichen oder Bereichen mit auffillig hohem oder niedrigem

GC-Gehalt gesucht.

3.5. Aufreinigung nativer Transkriptionsfaktoren aus dem

Proteinrohextrakt
Prinzip Aus mit Bacillus induziertem Serpula-Myzel wurde ein Proteinrohextrakt gewonnen und
die Kernproteinfraktion angereichert. Dann wurde mittels eines Avidin-Biotin Complex DNA-binding

(ABCD)-Assays der Versuch unternommen, {iber eine immobilisierte Kéder-DNA-Sequenz (Promotor

von nps3) native TF aus dem Extrakt zu isolieren (siche Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2.: Prinzip eines ABCD-Assay. Aus dem Proteinrohextrakt oder der Kernfraktion wird
ein nativer Transkriptionsfaktor isoliert. Die Elution erfolgt durch den Uberschuss an
nicht immobilisierten Promotor.

Tabelle 3.10.: Verwendete Puffer fiir das ABCD-Assay

D-Sorbitol 1M
Glycerin  20%
MgCl, 5 mM

Puffer A CaCly 10 mM
Triton X  0.5%
pH 7.5
NaCl 150 mM

Bindepuffer NaHPO4; 20 mM
pH 7.5
Tris-HCI 10 mM
NaCl 100 mM

NETN-Puffer LPTA 1 mM

Glycerin  10%
Triton X  0.1%
pH 7.5

3.5.1. Anreicherung der Kernfraktion

Zwei Wochen auf MEP-Agar gewachsene Serpula-Kulturen wurden ii.N. entweder mit 100 pL einer
Bacillus Kultur (ODggp von 0.4) oder LB-Medium oder 100 mM L-Glutaminséiurelésung betropft.
Zun#chst wurde das Myzel unter fliisssigem Stickstoff gemorsert, mit 5 mL Puffer A versetzt und fiir
7 min bei 1.500 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet nochmals mit
5 mL Puffer A versetzt und noch einmal unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde wiederholt und alle Uberstéinde vereint. Diese wurden dann fiir 20 min bei 9.000 g zentrifugiert.
Das erhaltene Pellet wurde mit 1 mL Bindepuffer versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte

eine Zentrifugation bei 12.000 g fiir 15 min. Der Uberstand, der nukleare Proteine enthélt, wurde
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abgenommen und mittels Bradford (siehe 3.6.1) die Gesamtkonzentration an Protein bestimmyt.

3.5.2. Avidin-Biotin Complex DNA-binding Assay

Mittels der Phusion® Polymerase wurde der Promotorbereich von nps3 in der Linge von 1 kb mit
biotinylierten Primern (5-Ende, MICROSYNTH) amplifiziert (siehe Tab. 3.11).

Zunéchst wurden 100 pL mit Streptavidin beschichtete Agarose-Kiigelchen (MERCK) mit NETN-
Puffer gewaschen und mit 1 pL Heringssperma-DNA (THERMO-SCIENTIFIC) und 100 pL biotinyliertem
nps3-Promotor (50 ng/ul) versetzt und eine Stunde auf Eis geschiittelt. Der Ansatz wurde dann mit
Bindepuffer gewaschen und mit 200 uL. der Kernfraktion versetzt und wieder 1 h auf Eis geschiittelt.
Nach einem weiteren Waschschritt wurden 100 pL (50 ng/pL) des unbiotinylierten nps3-Promotors
hinzugeben und fiir 30 min unter Schiitteln inkubiert.

Nach kurzem Zentrifugieren bei 14.000 g wurde der Uberstand abgenommen, in Proteinladepuffer fiir
5 min auf 95°C erhitzt und auf ein 12%iges SDS-PAGE-Gel aufgetragen.

Es wurden auf dem Gel nach Banden gesucht, die nur in der induzierten Probe auftraten.

3.6. Bindungsstudien geeigneter Transkriptionsfaktor-Kandidaten

wn vivo und in vitro

Uberblick Fiir die Proteinbindungsstudien wurde der Promotorbereich von nps3 verwendet. Da
dieser aber keine klar definierte Lange ausweist, wurden zunéchst 1 kb stromaufwirts des Startkodons
verwendet. Als neuere Erkenntnisse iiber die die Lange des 5’UTR aufkamen, wurden dementsprechend
weitere Versuche mit 1 kb Promotor stromaufwirts des +1, des vermuteten Transkriptionsstartes und
Beginn des 5’UTR, durchgefiihrt.

Es wurde sowohl die Bindung der TF-Kandidaten in wvitro iiber ELISA, als auch in wvivo {iber das

TetOn™(CLONETECH)-System in Aspergillus niger ATNT (nach Geib et al., 2017) getestet.
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Abbildung 3.3.: Schema der in vitro und in vivo Bindeversuche. Bei ELiSA wird der TF heterolog in
E. coli produziert und die Bindung in vitro per Antikdrper nachgewiesen. In Asper-
gillus wird das Gen des TF in vivo exprimiert und die Bindung iiber die Aktivierung
eines Reportergenes nachgewiesen.

3.6.1. Heterologe Proteinproduktion in E. col:
Amplifikation der Transkriptionsfaktorgene von cDNA

Alle TF-Kandidatengene wurden zunéichst von ¢cDNA amplifiziert. Hierfiir wurden die Primer der
Tabelle A.5 verwendet, die eine passende Schnittstelle fiir das Ligieren in einen Vektor und Uberhang
besitzen. Um die Mutationsrate gering zu halten, wurde Phusion® Polymerase verwendet, die eine

Proof-reading-Funktion besitzt. Pro Ansatz wurde folgende Rezeptur verwendet:

Tabelle 3.11.: Ansatz Phusion®-PCR

Reagenz Volumen
5X Phusion® HF Buffer 10 pL
dNTPs (10 mM je) 1 uL
Primer (10 pM) forward /reverse 2 pL
Phusion® DNA Polymerase 0.5 units
Wasser ad 49 nL,
Matrize (50 ng/pL) 1 uL

Die PCR selbst bestand aus einem initialen Denaturierungsschritt von 2 min bei 98°C, dann began-
nen 35 Zyklen aus den Schritten 20 sec bei 98°C, 20 sec bei 60°C und 30 sec/kb bei 72°C. Anschlielend
folgte die finale Elongation fiir 5 min bei 72°C.

Das PCR-Produkt wurde je nach erwarteter Lénge iiber ein 0.7-2%iges Agarosegel aufgereinigt,
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und die DNA iiber Ethidiumbromid-Farbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. Banden auf korrekter
Hohe wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA mit dem NucleoSpin Gel and PCR

Clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL) isoliert.

Restriktionsverdau, Ligation und Transformation

1000 ng der TF-DNA, ebenso wie der Ziel-Vektor pET28a+ (EMD BIOSCIENCES), wurden mit den
entsprechenden Enzymen bei 37°C fiir 1 h geschnitten. Falls mehrere Restriktionsenzyme (alle NEB)
verwendet wurden, wurden diese in halbstiindigen Schritten nacheinander hinzugegeben (Tabelle mit
Primern und verwendeten Restriktionsenzymen im Anhang Tab. A.10). Nach einer Aufreinigung iiber
ein Agarosegel und das NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL) wurde die Li-
gation mit T4-Ligase und dazugehorigem Puffer (NEB) vollzogen. Hierfiir wurden das geschnittene
Insert und der Vektor in einem 1:3 molaren Verhéltnis fiir 30 min bei RT inkubiert und nachfolgend
in E. coli XL1blue eingebracht. Fiir die Transformation wurde der Klonierungsstamm zunéchst auf
Eis aufgetaut und je nach eingesetzter Konzentration der Bestandteile mit 8-12 pl. Ligationsansatz
versetzt. Nach weiterem halbstiindigen Ruhen auf Eis wurden die CaCls-kompetenten XL1blue-Zellen
bei 42°C fiir 35-40 sec hitzegeschockt und fiir mehrere Minuten wieder auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe
von 400-500 pL. SOC-Medium wurde der Organismus fiir 30-60 min (je Selektionsmedium 50 jg/mL
Carbenicillin/Kanamycin) bei 37°C kréftig geschiittelt und auf einer Platte mit entsprechendem Se-
lektionsmarker in LB-Agar ausgestrichen. Nach Inkubation ii.N. bei 37°C wurde eine Kolonie-PCR

durchgefiihrt.

Kolonie-PCR und Plasmid-Kontrolle

Fiir die Kolonie-PCR wurde DreamTaq-Polymerase (THERMO-SCIENTIFIC) verwendet. Zunéchst wur-
den einzelne Kolonien von der Transformationsplatte mit einem sterilen Zahnstocher abgenommen und
sowohl auf einer neuen Platte ausgestrichen, als auch in 10 pL sterilem Wasser resuspendiert und fiir
5 min bei 95°C gekocht. Dazu wurden nach Abkiihlen auf Eis 10 pl eines Mastermixes gegeben. Es

wurden jeweils die genspezifischen Primer verwendet.
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Tabelle 3.12.: Ansatz Kolonie-PCR DreamTaq

Reagenz Volumen
DreamTaq Green Buffer 2 nL
dNTPs (10 mM) 0.4 pL
Primer (10 mM) forward/reverse 1 pL
DreamTaq-DNA Polymerase 0.5 units
Wasser ad 10 pL

Wurde das gewiinschte Gen iiber per PCR festgestellt, so wurden positive Kolonien in 4 mL LB-
Medium mit entsprechendem Selektionsmarker i.N. bei 37°C angezogen und mit dem NucleoSpin
Plasmid-Kit (MACHEREY-NAGEL) isoliert. Zusitzlich zu einem analytischen Restriktionsverdau wie

oben beschrieben, wurde das Plasmid noch sequenziert (GENEWIZ).

Proteinproduktion

Tabelle 3.13.: Herstellung Proteinelutionspuffer 500 mM

Reagenz Konzentration Masse
NaH2P04 X HQO 50 mM 6.9 g
NaCl 300 mM 1754 g
Imidazol 500 mM 3404 g
Wasser ad 1 L
pH 8.5

Verwendete Puffer Aus dem 500 mM und 0 mM Imidazol enthaltenden Proteinelutionspuffer wur-

den die Konzentrationen 10, 20, 40, 80 und 250 mM Imidazol gemischt.

Als Expressionsstdmme wurden je nach bestem Ergebnis F. coli KRX oder SoluBL verwendet.
Hierfiir wurde der Stamm mit dem Plasmid wie oben beschrieben transformiert, wobei nur 1 pL. des
Plasmides verwendet wurde, und auf LB-Agar mit Selektionsmarker ausgestrichen. Der Bakterienra-
sen wurde mit einer Impfose vorsichtig abgelost und in 2 mL LB-Medium resuspendiert. Diese wurden
dann in 500 mL LB-Medium mit je 50 pg/mL Kanamycin oder Carbenicillin iiberfiihrt und fiir ca. 3 h
bei 37°C wachsen gelassen, bis eine ODggg von 0.3-0.4 erreicht worden ist. Dann wurden die Kolben fiir
15 min bei 16°C abgekiihlt und die Proteinproduktion mit IPTG und L-Rhamnose (Endkonzentration
jeweils 0.1 M und 2%) induziert. Die Kulturen wurden ii.N. bei 16°C und 180 rpm geschiittelt. Am
néchsten Tag folgte die Aufreinigung des Proteins, indem zunéchst das Kulturmedium bei 4°C und

3.500 g fiir 40 min abzentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 4 mL
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10 mM Proteinelutionspuffer aufgenommen und per Ultra-Sonificator die Zellen aufgeschlossen. Nach
einer 20-miniitigen Zentrifugation bei 4°C und 10.000 g wurde der Uberstand auf Protino® Nickel-
NTA-Séulen (MACHEREY-NAGEL) gegeben und fiir 20 min auf Eis geschiittelt. Danach wurden die
Séule nach einander mit 10, 20, 40 und 80 mM Proteinelutionspuffer gewaschen (2x Volumen der Séule)
und je ein paar Tropfen aufgefangen. Die finale Elution wurde mit 3 mL des 250 mM Proteineluti-
onspuffers erreicht. Die Elutionsfraktion wurde iiber ein Amicon® Ultra Centrifugal Filter (MERCK,
Darmstadt) mit passendem Cut-off (z.B. 10 kDa fiir ein Protein mit 30 kDa) aufkonzentriert und in
Proteinverdiinnungspuffer umgepuffert.

Aliquote der Fraktionen wurden auf ein SDS-PAGE-Gel aus 12%igem Trenn-und 8%igen Sammelgel

aufgetragen und die Proteinbanden unter 30 mA fiir ca. 1 h getrennt.

Bradford-Proteinbestimmung

Die Konzentration des produzierten Proteins wurde per Bradford-Assay ermittelt. Hierfiir wurde eine
Standardgerade aus acht Konzentrationen, reichend von 1.5 - 0.001 mg/mL, mit BSA (Bovine Serum
Albumin, VWR) erstellt. 10 pL Standard oder Probe wurde als Triplikat mit 90 pL 1:5 verdiinntem
ROTIquant® (CARL ROTH) gemischt und bei 595 nm vermessen. Aus den Standards wurde eine
Geradengleichung abgeleitet, mithilfe derer die Konzentration des produzierten Proteins berechnet

werden konnte (Bradford, 1976).

3.6.2. Erstellen von nicht schneidender Endonuklease Mnll als interne Kontrolle

Prinzip Als Positivkontrolle fiir alle Bindungsstudien {iber ELISA wurde die Gensequenz der Endo-
nuclease Mnll mutiert, sodass diese ihre Restriktionsfahigkeit, jedoch nicht ihre DN A-Bindefihigkeit,
verliert (Kriukiene et al., 2005). Mnll wurde ausgewéhlt, da es teilweise an das bisher vermuteten Bin-

demotiv eines spezifischen TF auf dem Promotor von nps3 bindet (Tauber, Schroeckh et al., 2016).

Amplifikation des Wildtyp-mnll-Gens

Zunichst wurde das Wildtyp-mnll-Gen (GenelD AY615524) per PCR von der gDNA aus Morazella
nonliquefaciens ST066082/AU5416 amplifiziert und wie oben beschrieben aufgereinigt und isoliert.
Dieses Produkt ist iiber die Primer oSL2015 und oSL216 mit einer Ndel- und Xhol-Schnittstelle
und Verléngerung versehen, um es in den pET28a+-Vektor einbringen zu kénnen. Das erhaltene und
aufgereinigte Gen wurde per Transformations-Protokoll (siehe 3.6.1) zunéchst in den Vektor pJET1.2
ligiert und in E. coli XL1blue eingebracht (pSL72).
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Whole Plasmide Mutagenesis

Bei Analysen von Mnll wurde herausgefunden, dass die DNA-Schnittfahigkeit mit zwei Histidinen an
Position 312 und 313 zusammenhéngt, deren Mutation zu keinem Verlust an DNA-Bindefihigkeit fithrt
(Kriukiene etal., 2005). Es wurde eine Whole Plasmide Mutagenesis (Gesamtplasmidmutagenese)
unternommen, die sich nach dem Protokoll von Laible et al., 2009 richtet. Das in einen Dam™ Stamm
(XL1blue) eingebrachte mnil-Plasmid pSL72 wurde mit 50 ng als Matrize in einer PCR verwendet.
Hierbei wurden 150 ng der Mutationsprimer oSL217 und 0SL218, die 36 bp lang und zu einander
komplementér sind, eingesetzt. Diese fithrten zu einer Sequenzédnderung von CATCAT zu GCTAGC
und somit anstatt von zwei Histidinen zu Alanin und Serin im produzierten Protein (siche Abb. 3.4).
Es wurde die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEW ENGLAND BIOLABS) verwendet, die
3‘-5-Exonucleaseaktivitit besitzt und stumpfe Enden produziert. Nach einer initialen 30 sekiindigen
Denaturierung bei 98°C folgten 20 Zyklen aus 30 sec Denaturierung bei 95°C, 20 sec Annealing bei
58°C und 1 min/kb Elongationszeit bei 72°C. Es schloss sich eine 5-miniitige finale Elongation an.
Um die noch vorhandene nicht mutierte Plasmid-DNA zu entfernen, wurde der gesamte Ansatz mit
dem Restriktionsenzym Dpnl (NEB) versetzt, das nur methylierte DNA und somit nur das originale
Matrizen-Plasmid, schneiden kann und eine Stunde bei 37°C inkubiert.

E. coli XL1blue wurde nun mit dem mutierten Plasmid oSL70 nach dem oben erwéhnten Protokoll
transformiert (siehe 3.6.1). Am folgenden Tag wurden die Transformanten selektiert, indem einzelne
Kolonien in LB-Réhrchen mit 50 ng/pL Carbenicillin angezogen wurden und die fertigen Plasmide
isoliert. Da der DNA-Bereich, der fiir die Schneidfihigkeit des Enzyms entscheidet, zu einer Nhel-
Schnittstelle mutiert wurde, konnten mutierte Transformanten iiber einen Verdau mit Nhel (+ Xhol)

nachgewiesen werden.

WT-Mnll S N - =

CHo N ECENCNE - ¢
mutiertes Mnll SR - 00 - e - = |

CHCINNNNECENCHE - C

Abbildung 3.4.: Aussschnitt des mnll*-Gens. Die Basen 934 - 940 wurden ausgetauscht, sodass sich
eine Nhel-Schnittstelle ergibt.

Fiir die Proteinproduktion wurde das mutierte Gen aus dem Plasmid mit Ndel und Xhol per
Restriktionsverdau ausgeschnitten und in einen ebenso geschnittenen pET28a+-Vektor ligiert (pSL71).

Es folgte die Transformation und Proteinproduktion wie unter 3.6.1 beschrieben.
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3.6.3. ELISA - Enyzme-linked Immunosorbent Assay

Prinzip Die verwendete Methode richtet nach einem Protokoll von Brand et al., 2010. Eine Kdéder-
DNA wird in einer 96-Mikrotitrationsplatte immobilisiert; dies wurde mittels einer der stérksten nicht-
kovalenten Bindungen zwischen Biotin auf DNA-Seite und Streptavidin, mit dem die Reaktionskam-
mern (wells) beschichtet sind, erreicht (Chaiet et al., 1964). Heterolog produziertes und aufgereinigtes
Protein mit His6-Tag wurde hinzugegeben und nach mehreren Waschschritten mithilfe eines Anti-
His6-HRP (Meerrettichperoxidase)-Antikoérpers nachgewiesen. Es kommt zu einem kolorimetrischen

Nachweis tiber o-Phenyldiamindihydrochlorid (OPD). Schema in Abb. 3.5.

Streptavidin

Biotin

2,3-Diaminophenazin

OPD

Pnps3
Anti-His6-HRP-Antikorper

N

Abbildung 3.5.: Das Prinzip des ELISA. Der 1 kb Promotor von nps3 wird iiber Biotin-Streptavidin
immobilisiert. Heterolog produzierte TF binden gegebenenfalls an die DNA und wer-
den iiber einen Anti-His6-Antikérper nachgewiesen.
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Tabelle 3.14.: Verwendete Puffer fiir ELISA

HEPES pH 7.5 4 mM
Verdiinnungspuffer KCl1 100 mM
Glycerin 8 %
Tris-HC1 pH 7.5 20 mM
TBS-T NaCl 180 mM
Tween20 0.1%
NaQHPO4/NaH2PO4 pH 7.5 10 mM
PBS-T NaCl 140 mM
Tween20 0.1%
PBS NagHPO,4/NaHoPOy pH 7.5 10 mM
NaCl 140 mM
Blocklésun BSA (bovines Serumalbumin) 10 %
OCX0SUDE in TBS-T 10 mL
NaoHPO, 138 g
NagHPO4/NaH2PO4 NaHQPO4 142 g
fiir Stammlosung 1 M ad1L

Puffer Alle Puffer wurden bei 4°C gelagert und erst kurz vor der Verwendung aus dem Kiihlschrank

entnommen, dabei auf Eis gestellt.

Koéder-DN A

Der ELISA wurde mit einem 1 kb langen Stiick durchgefiihrt, das mit Beginn des vermuteten Trans-
kriptionsstart (T'SS) von nps3 endet. Dieses wurde wie oben beschrieben in einer PCR von Serpula-
gDNA amplifiziert. Aufgrund sehr guter Ausbeute wurde die DreamTaq®-Polymerase verwendet. Die
verwendeten biotinylierten Primer (siehe Tab. A.5) wurden von MICROSYNTH und IDT bezogen. Die
Grofle wurde iiber ein 0.7%iges Agarosegel kontrolliert und iiber das PCR Clean-up Kit (MACHEREY-

NAGEL) aufgereinigt.

Durchfithrung ELISA

Zunéchst wurden mit Streptavidin beschichtete Platten (GREINER) mit biotinylierter ds-DNA inku-
biert. Hierfiir wurden pro well 60 nL von 25 ng/pL 1 kb-Promotor-DNA in TBS-T (Puffer in Tab. 3.14)
eingesetzt (entspricht ca. 2 pmol). Nach einer Inkubation fiir 1 h bei 37°C und dann iiber Nacht bei
RT, wurden die Platte dreimal mit 200 uL. TBS-T gewaschen. Es folgte das Abséttigen fiir ca. 5 h mit
10% BSA in TBS-T. Dann wurden die wells wieder mit 200 pL. TBS-T gewaschen und mit 60 pL des
am gleichen Tag frisch produzierten Proteins (siehe Tab. 3.15) versetzt. Es wurden verschiedene Kon-
zentrationen getestet, die von 0.1 mg/mL bis 0.0002 mg/mL reichten. Die Platte wurde fiir 20 min
bei RT inkubiert. Es wurde dreimal mit 200 nL. PBS-T gewaschen und dann die 1:1000 verdiinnte
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Antikorper-Losung in PBS-T von Anti-His6-HRP-Antikorper (THERMO-SCIENTIFIC) hinzugegeben
und 20 min bei RT inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 200 nL. PBS-T und drei mit 200 pL
PBS. Dann wurden 60 pL. SIGMAFAST OPD™-Losung (MERCK) hinzugegeben, das durch die mit dem
Antikorper verlinkte Horse radish peroxidase (HRP, Meerrettichperoxidase) zu 2,3-Diaminophenazin
abgebaut wird. Das Signal wurde alle 5 min fiir 30 min in einem Plattenlesegeridt (CLARIOSTAR,
BMG) bei 450 nm und als Referenz 800 nm vermessen. Letzter Wert wurde von den gemessenen
Werte bei 450 nm abgezogen und die Steigung der Signalstirke in den ersten 10 min der Messung
berechnet.

Fiir die Eingrenzung des Bindemotivs wurde das gleiche Protokoll verwendet, aufler dass die jeweiligen

DNA-Stiicke auf 5 ng/pL verdiinnt wurden (ebenfalls ca. 2 pmol, siche unter Kap. 3.7 ).

Tabelle 3.15.: Eingebrachte TF in pET28a+ fiir ELISA

TF-Nummer GenelD Klasse Grofle (cDNA) [bp]
TF1 1103782  ZnsCysg 1176
TF3 1059175  CqoHo 675
TF5 1157741 bZIP 1674
TF7 1063442 CqoHo 1038
TFES8 1048452 TEA/ATTS 1462
TF10 1213105 Homeodomain 1167
TF11 1217505 TEA/ATTS 1611
TF17 1065437 HMG-Box 1500
TF18 1113656 HMG-Box 1626
TF19 1110334 Fungal TF 1974
TF20 1129306 CoHo 1893
TF21 1216760 ZnsCysg 2657
TF22 1211315 Forkhead 2046
TF23 1088442  ZmnsCysg 2351
TF24 1101226 TATA 1009
TF29 1082437 bZIP 1719
TF30 1194963 PHD 1323
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3.6.4. Transkriptionsfaktor-induzierte heterologe Produktion von (-Galactosidase

in Aspergillus niger ATNT

Prinzip Da eine genetische Manipulation mit den derzeitigen Mitteln nicht in Serpula erreicht wer-
den kann, wurde das Transkriptionsfaktorverhalten iiber einen Umweg in vivo untersucht. Wihrend
die reine DNA-Bindung gut iiber heterologe Produktion in E. coli durchgefiihrt werden kann, so
bestétigt dies nicht, ob auch eine Aktivierung des nps3-Promotors durch den TF erreicht wird. Um
dies zu untersuchen, wurde als Reportergen lacZ, das fiir eine 5-Galactosidase codiert, in Aspergil-
lus niger ATNT16ApyrGx24 eingebracht (Geib et al., 2017). Dieser Stamm ist Uridin-auxotroph und
kann {iber ein Plasmid mit URA-Blaster fiir ein wirkungsvolles Screening transformiert werden. Als
Vektoren wurden pSMX_2 URA und pPS01 verwendet (siehe Tab. A.10). Diese Vektoren beinhalten
einen URA-Blaster, der iiber homologe Rekombination wieder in vivo entfernt werden kann. Zudem ist
eine Carbencillin-Resistenz-Kassette und PterA, der Promotor fiir fterA, erhalten. Im Stammorganis-
mus selbst befindet sich ein Doxycyclin-aktivierbares Regulationssystem, das TetOn System™, bei dem
TerR, der Regulator fiir terA, gebildet wird. Wird nun pSMX mit einem Reportergen in Aspergillus
ATNT eingebracht, wird zunéchst iiber die Induktion mit Doxycyclin TerR gebildet, der wiederum
an das iiber den Vektor eingebrachte PterA bindet und das nachgeschaltete Reportergen aktiviert,
wie in Abb. 3.6 dargestellt. Die Reaktion wird kolorimetrisch tiber den Abbau von o-Nitrophenyl-/$-

D-galactopyranosid (ONPG) zu o-Nitrophenol durch die 5-Galactosidase vermessen.

Doxycychn

tetOnr\’ f \/
[ Pfrad tetOn lmje:R PterA TF Gen Pnps3 h /\V

Produktion von
-Galactosidase

Abbildung 3.6.: Prinzip des TetOn-Systems™(CloneTECH) in Aspergillus niger ATNT. Mit Doxycy-
clin wird TER (tetracyclin response element) aktiviert und es kommt zu Produktion
von TerR. Dieses kann an den durch das Plasmid eingebrachten Promotor PterA
binden. In dieser Arbeit wurde das System erweitert, sodass die Expression eines TF-
Gens iiber TerR reguliert wird und dieser dann an den Promotor von nps3 binden
sollen. Nachfolgend wird die Transkription von lacZ oder einem anderen beliebigen
Reportergen gestartet.
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Tabelle 3.16.: Verwendete Puffer fiir das heterologe Expressionssystem in Aspergillus

KCl1 89¢g
YAT-Puffer, pH 5.5 Maleinsdure 12¢g
Wasser ad 200 mL
KCl1 89¢g
. CaCly 15¢g
Solution A, pH 5.5 Tris-HCI 0.3 g
Wasser ad 200 mL
KCl1 89¢g
Waschlosung, pH 7.0 Tris-HC1 32¢g
Wasser ad 200 mL
PEG8000 50 g (25%)
. CaCls 15¢g
PEG-Lo6sung, pH 7.5 Tris-HCI 0.3 g
Wasser ad 200 mL
= Uridin 122 g
Uridin-Stock 100X Wasser ad 50 mL
MOPS 50 mM
LacZ-Reaktionspuffer, pH 7.5 MgCla 4 mM
B-Mercaptoethanol 20 mM
} ONPG 200 mg
ONPG-Lésung Wasser ad 50 mL

Verwendete Puffer Alle Puffer wurden steril hergestellt und bei 4°C gelagert. Die unter Kap 3.6
vorgestellten Experimenten wurden mit Leonard Wehnemann im Rahmen seiner Diplomarbeit durch-

gefiihrt.

Erstellen der Plasmide

Zunéchst wurden die Primer der TF-Gene (siche Tab. A.1) aus den genomischen Daten von Serpu-
la abgeleitet, wobei alle eine T}, von 60°C (ohne Uberhinge), einen GC-Gehalt von ca. 40-55% und
moglichst keine Sekundérstruktur besafien. Die Primer beinhalteten eine entsprechende Schnittstelle
fiir ein passendes Restriktionsenzym und zusitzliche sechs Basen als Uberhang. Die TF-Gene wurden
per PCR von einer cDNA-Matrize aus Serpula lacrymans amplifiziert. Banden auf der richtigen Hohe
wurden ausgeschnitten und, falls zu wenig PCR-Produkt erhalten wurde, in pJET1.2/blunt kloniert.
E. coli XL1blue wurde mit dem Ligationsansatz transformiert und nach dem gewiinschten Plasmid
iiber PCR gescreent (siehe 3.6.1). Transformanten mit korrekten Plasmiden wurden iiber Nacht an-
gezogen und das Plasmid isoliert. Falls genug PCR-Produkt erhalten worden ist, wurde gleich eine
Restriktionsligation durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Plasmid, oder PCR-Produkt, ebenso wie der
Zielvektor mit dem entsprechenden Restriktionsenzymen (NEB) fiir 1-2 h bei 37°C verdaut. Nach der
Gelaufreinigung wurden das geschnittene Insert und der Vektor mithilfe der T4-Ligase (NEB) ligiert
und E. coli XL1blue transformiert. Das Screening folgte wieder iiber PCR (Primer fiir pSMX 0SL250-
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0SL253) und nach Anziehen positiver Kolonien iiber einen Kontrollverdau mit dem Restriktionsenzym
Notl, das den URA-Blaster als gut erkennbare 3.5 kb Bande aus dem Plasmid herausschnitt. Die Se-
quenzen wurden mit Sanger-Sequencing (GENEWIZ) bestitigt (Uberblick der Plasmide in Tab. A.10).
Fiir den neuen Ausgangsstamm, der das Konstrukt Pnps3::lacZ::Tnps3 enthilt, in den die anderen
TF-Konstrukte eingebracht werden, wurde wie folgt vorgegangen: Zunéchst wurden die Teile Pnps3
und Tnps3 von Serpula-gDNA per PCR amplifiziert, wobei ein Uberhang beachtet wurde. Im Falle
von lacZ wurde die gDNA aus E. coli BL21 gewonnen, die als Matrize fiir die PCR diente. Uber
eine Fusions-PCR wurden die drei DNA-Stiicke miteinander verbunden (siehe Tab. 3.17, die Primer
wurden erst nach sieben Zyklen hinzugegeben). Dann folgte ein Einbringen in pJET1.2/blunt laut
Herstellerangaben (THERMO-SCIENTIFIC). Nach Isolation des Plasmids wurde eine Restriktionsliga-
tion durchgefiihrt, wobei der URA-Blaster aus dem Vektorriickgrat pSMX_2_URA iiber das Enzym
Notl ausgeschnitten und in das Pnps3::lacZ::Tnps3-Plasmid eingebracht wurde (siehe Tab. 3.18). Das
entstandene Plasmid pLW09 wurde von Leonard Wehnemann im Rahmen seiner Diplomarbeit erstellt.

Transformation und Kontrolle wurden wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Tabelle 3.17.: Fusions-PCR
Initiale Denaturierung 7 Zyklen 35 Zyklen Finale Elongation

Temperatur [°C] 98 98 72 98 72 72
Zeit [sec] 120 20 30 20 30 300

Tabelle 3.18.: Ansatz fiir Restriktionsverdau

Reagenz Menge

Plasmid/PCR-Produkt 1000 ng

NEB CutSmart Puffer 5 nL
Restriktionsenzym 1 pL / 20 units
Wasser ad 50 uL

Transformation und Selektion

Fiir die Transformation wurde Aspergillus niger ATNT ApyrG verwendet, der Uridin-auxotroph ist.
Eine #.N.-Vorkultur der Sporensuspension in YPD mit 10 mM Uridin wurde mit lytischen Enzy-
men aus Trichoderma harzianum und VinoTastePro (NOvOzyMES) behandelt, bis mikroskopisch die
Auflésung der Zellwand und eine vollstéindige Protoplastierung festgestellt werden konnte. Die Kultur
wurde gefiltert, der Durchfluss bei 4°C fiir 10 min bei 4500 rpm zentrifugiert und das erhaltene Pellet
aus Protoplasten mit der Waschlosung (siehe Tab. 3.16) gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifuga-

tionsschritt wurden die Protoplasten in einer Thoma-Zihlkammer ausgezdahlt und im ensprechenden
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Volumen Solution A aufgenommen, um eine finale Protoplastenanzahl von 0.5-2x 10%/mL zu errei-
chen. 100 pL der Protoplastensuspension wurden mit 4-20 pg Plasmid (max. 10 pL) versetzt, dann
wurden 25 nL. PEG8000-Losung hinzugegeben und die Ansétze fiir 20 min ruhen gelassen. Als Negativ-

(kein Wachstum auf Platten ohne Uridin) und Positivkontrolle (Wachstum auf Platten mit Uridin)

wurde steriles Wasser verwendet.

Nach der Inkubationszeit wurden nochmals 500 pL. PEG8000-Losung und nach weiteren 5 min Ruhe
1 mL Solution A hinzugegeben. Die Anséitze wurden invertiert und 400, 500 und 600 uL in 12 mL
fliissigem AMM-Agar (ca. 48°C) gegeben, nochmals invertiert und sofort auf AMM-Platten (100 mM
D-Glucose, 20 mM L-Glutamin, 1.2 M D-Sorbitol, fiir Positivkontrolle mit 10 mM Uridin) gegossen.
Nach 2-3 d Inkubation bei 30°C wurden einzelne Kolonien gewihlt und vereinzelnd ausgestrichen,

nach drei weiteren Tagen folgte eine finale Auseinzelung.

Wiederherstellung der Auxotrophie

Fiir die Wiederherstellung der Auxotrophie, um eine nochmalige Transformation mit gleichem Se-
lektionsmarker zu erméglichen, wurden positive Kolonien (Verifizierung iiber gDNA-Isolation und
Kolonie-PCR (siehe unter 3.6.1)) auf AMM-Medium angesetzt, das neben 100 mM D-Glucose, 20 mM
L-Glutamin und 40 mM Uracil zusétzlich 2 mg/mL 5-Fluororotsidure enthielt. Diese wird bei Uracil-
prototrophen Stdmmen zu 5-Fluoruracil verstoffwechselt, welches fiir den Organismus giftig ist. Zur
Entgiftung wird iiber homologe Rekombination der URA-Blaster und somit die Uracil-Prototrophie
entfernt. Auf der Platte wuchsen nach 5 d nun wieder nur Uracil-auxotrophe Kolonien, die nochmals
ausgeeinzelt wurden. Mehrere Kolonien wurden getestet, ob ein Wachstum auf AMM ohne Uracil nicht

moglich war, zudem wurde per PCR die Abwesenheit des URA-Blasters im Genom bestétigt.

Zweite Transformation

Eine nun wieder auxotrophe Kolonie wurden somit zum neuen Ausgangsstamm. Dieser triagt den
Namen ATNTxpLWO09 ApyrG L7, kurz pLW09-ATNT. Hierbei handelt es sich nun um einen uracil-
auxotrophen ATNT, der das Konstrukt Pnps3::lacZ:: Tnps3 trigt. Dieser wurde wie oben beschrieben
nochmals transformiert. Hierfiir wurden wiederum 20 pg eines Transkriptionsfaktor-Plasmids verwen-

det.
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Tabelle 3.19.: Eingebrachte TF-Gene in pPS01/pSMX fiir Aspergillus

TF-Nummer GenelD Klasse Grofie (cDNA) [bp]
TF5 1157741 bZIP 1674
TF10 1213105 Homeodomain 1167
TF11 1217505 TEA/ATTS 1611
TF17 1065437 HMG-Box 1500
TF19 1110334 Fungal TF 1974
TF21 1216760 ZnsCysg 2657
TF22 1211315 Forkhead 2046
TF24 1101226 TATA 1009

Die gDNA-Isolation folgte dem unter 3.2.2 beschriebenen Ablauf. Die gewonnene gDNA wurde auf
50 ng/pL verdiinnt und fiir eine PCR mit gen-spezifischen Primern verwendet, um den korrekten und

vollsténdigen Einbau des TF-Gens zu bestétigen.

LacZ-Assay

Positive Kolonien wurden in 2 mL YPD + 30 pg/mL Doxycyclin iiber 48 h bei 30°C in Triplikaten
angezogen. Als Kontrollen dienten der Wildtyp ATNT (WT) und der Ausgangsstamm pLW09-ATNT,
je transformiert mit pSMX_2_URA-Leervektor.

Der Myzelteppich der Proben wurde abgezogen und unter fliissigem Stickstoff gemorsert und ca. 300 mg
Myzel mit 700 pL 0.5x Reaktionspuffer versetzt und resuspendiert, dann zentrifugiert und der kla-
re Uberstand abgenommen. 20 pL dieses Proteinrohextraktes wurden in einer 96-Mikrotiterplatte
mit 40 plL. doppelt autoklaviertem Wasser und 100 pL. Reaktionspuffer versetzt. Zum Messen der
Galactosidase-Aktivitidt wurden die Proben mit 40 nL. ONPG (o-Nitrophenyl-3-D-galactopyranosid,
CARL ROTH)-Losung versetzt und die Kinetik tiber 30 min bei 405 nm und 800 nm aufgenommen.
Letzter Wert wurde jeweils von 405 nm abgezogen und von dieser Differenz die Steigung iiber die
ersten 10 min berechnet. Der Versuch wurde in Triplikaten ausgefiihrt.

Zu Berechnung der Spezifischen Aktivitdt A kam folgende Rechnung zum Einsatz:

A= V[p/L]xSlope[l/min]xV F
— Volp/L]xco[mg/mL]xd[ecm]Xxn[l/mMxcm]

V = Gesamtreaktionsvolumen

VF = Verdiinnungsfaktor

Vo = eingesetztes Volumen an Proteinrohextrakt
co = Proteinkonzentration

d = Schichtdicke

n = Extinktionskoeffizient von o-Nitrophenyl-3-D-galactopyranosid bei pH 7.5 = 3.5 [1/mM*cm)]
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Die Proteinkonzentration wurde iiber ein Bradford-Assay wie unter 3.6.1 beschrieben bestimmt.

3.7. Eingrenzung des Bindemotivs fiir geeignete

Transkriptionsfaktor-Kandidaten auf dem Promotor von nps3

Da bisherige Vermutungen auf ein spezifisches Bindemotiv fiir einen Regulator von nps3 hindeuten,
wurde versucht, dieses einzugrenzen.

Fiir die Suche der Bindestelle von ausgewéhlten TF wurde der bereits unter 3.6.3 beschriebene
EvisA modifiziert. Die Teilstiicke von Pnps3, die jeweils eine Linge von 248-258 bp hatten, wurden
per PCR mit biotinylierten Primern mit Phusion®-Polymerase von Serpula gDNA amplifiziert (siehe
Abb. 3.7). Es wurden 60 pL der Segmente in einer Konzentration von 5 ng/pL verwendet, was ca.

2 pmol pro well entspricht.

Promotor von nps3

250 bp 500 bp 750 bp

Abbildung 3.7.: Schema des ELISA mit zerteiltem Promotor. Die einzelnen Stiicke sind jeweils
ca. 250 bp lang und iiberschneiden sich jeweils um ca. 35 bp.

5'UTR

Zudem wurde ein ELISA mit wieder 1 kb durchgefiihrt, wobei Pnps3 parallel zu den Promotoren
von amtl und glyl getestet wurde. AMT1 ist eine Aminotransferase, deren Gen wie das der Glycosid-
hydrolase GLY1 ebenfalls im Atromentin-Cluster liegt. Als zusétzliche Kontrolle wurde ein 1 kb-Stiick
aus dem Gen nps3 verwendet, das keinerlei regulatorische Elemente enthalten sollte.

Pamti, Pgly! und das nps3-Stiick wurden iiber eine PCR-Reaktion mit biontinylierten Primern von
der gDNA-Matrize aus Serpula gewonnen (siehe Tab. 3.11). Das Assay wurde wie unter 3.6.3 beschrie-

ben durchgefiihrt.

44



3.8. RN A-Interferenz-Versuche zu verringerter Expression von nps3

Hemmung der Translation
am Ribosom

TF Gen Abbau der
mRNA
RVAVAS
Primar-RNA

Ql\f& Prozesswrung/\/

/\ mRNA
RISC-Komplex

exogene dsRNA Argonaut

Dicer ‘\f/\{
/x/
\4 . Fiithrungsstrang bleibt

Prozessierung

Abbildung 3.8.: Schema der RNA-Interferenz.

Prinzip Die RNA-Interferenz (RNA1) stellt einen Mechanismus des posttranslationalen Gen-Silencings
dar. Exogene dsRNA wird von den Proteinen Dicer und Drosha in short interfering RNA (siRNA)
zerteilt, die dann in den RNA-induced silencing complex RISC geladen wird. Dort wird sie in Einzel-
stringe aufgeteilt und mit der mRNA des Zielgenes zusammengebracht. Es kommt zum Abbau der

mRNA durch das Protein Argonaut (Kurreck, 2009) (dargestellt in Abb. 3.8).

3.8.1. Erstellen der Konstrukte

Geeignete Konstrukte fiir die RNA-Interferenz wurden von IDT (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES)
anhand der cDNA des Zielgenes vorgeschlagen. Es wurden Konstrukte ausgewahlt, die mittig im Gen
und einem Exon saflen (siehe Tab. A.11). Potentielle Sequenzen wurden mit dem Genom von Serpula
verglichen, um sicherzustellen, dass keine unspezifische Bindung an andere mRNA im Organismus
erfolgt. Es wurden zwei verschiedene Wege gewihlt, um die dsRNA in Kontakt mit dem Myzel von
Serpula zu bringen (siehe Abb. 3.9).
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Die gelieferte doppelstringige dsRNA wurde in Duplex Puffer (100 mM Kaliumacetat, 30 mM HEPES,
pH 7.5, IDT) zu 2 pM gelost und bei -80°C aufbewahrt. Fiir die Anwendung wurden die Konstrukte
zu 0.2 pM in Duplex Buffer verdiinnt und aliquotiert bei -20°C zwischengelagert.

Fiir einen zweiten Ansatz wurden die 10 nmol dsRNA in 1 mL Duplex Puffer gelost und je als 0.15 nmol
in 500 mL MEP-Medium aliquotiert. Die Kontrolle waren dementsprechend 15 pL. Duplex Puffer in
500 pL MEP.

In Tricholoma wurde durch das Zugeben von dsRNA in das fliissige Medium ein Knock-down der
Geosminsynthase erreicht (Abdulsalam et al., 2022). Der Ansatz des Bespriithens des Myzels wurden
nach einem modifizierten Protokoll des Erstautors Dr. Oluwatosin Abdulsalam (FSU Jena, Mikrobio-

logie) der gleichen Studie durchgefiihrt.

3.8.2. Versuchsansitze

A

5'-CUGGUCUUCAGUGAAACGCAUCAACA-3' | |
S

vermut.

+1 736 bp 1790 bp 2510 bp
| l |
ATG

qPC

5'-GAUAUUUCAGUGAAGAUGAUCACGC-3' / \ —
y ‘
-

Abbildung 3.9.: Schematisches Vorgehen der RNAi. Es wurden zwei Konstrukte unterschiedlicher Lage
im Gen getestet und zwei unterschiedliche Verfahren zur dsRNA-Zugabe. In den ersten
Versuchen wurde das Myzel auf Agar-Platte bespriiht, im zweiten Ansatz wurde das
Medium mit der dsRNA versetzt. Es folgte RNA-Isolation und qPCR.

Bespriihen des Myzels

e 5 Tage gewachsene Kulturen von Serpula lacrymans auf MEP-Agar wurden alle 24 h fiir 8 Tage
mit 100 pL der 0.2 uM-RNA-L6sung bespriiht. Hierfiir wurden intranasale mukosale Medikamen-
tenzerstauber (IMM, TELEFLEX) verwendet, um eine gleichméfige Verteilung auf dem gesamten

Myzel zu gewéhrleisten.

e 8 Tage gewachsene Kulturen von Serpula lacrymans auf MEP-Agar wurden zweimal téglich fiir

2 Tage mit 100 pL der 0.2 pM-RNA-L6sung per IMM bespriiht.
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Zugabe der dsRNA in das fliissige Medium

e Fiir den zweiten Ansatz wurden je vier Myzelstiicke mit MEP-Agar von Serpula in einem 50 mL-
Kolben mit ca. 3 mL MEP angezogen, sodass die Agarstiickchen gerade bis zur Hilfte im Medium
standen. Die 2 Wochen lang gewachsenen Kulturen wurden dann fiir 4 Tage zweimal téglich
mit 500 pL MEP (entweder + 0.3 pM (0.15 nmol) dsRNA oder Duplex Puffer) versetzt. Zu
Beginn jeden Tages wurden 1 mL Medium aus den Kolben entfernt, um einen gleichméfigen

Fliissigkeitsstand zu ermdoglichen.

e Serpula wurde fiir 3 Wochen im MEP-Medium stehend in einem Kolben angezogen. In das

Medium wurden fiir 4 Tage zweimal téglich 0.08 nmol dsRNA hinzugegeben.

Bei Ansatz 1 wurde das Myzel von Serpula am Vortag des Ernten mit einer Bacillus-Vorkultur

(ODggo 0.4 in LB) bespriiht. In den folgenden Ansiitzen wurde darauf verzichtet.

Um expressionelle Anderungen von nps3 aufzudecken, wurde das behandelte Myzel wie unter 3.3.1

beschrieben behandelt, um RNA zu isolieren und qPCR durchzufiihren.
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4. Ergebnisse

4.1. Promotoranalyse des Naturstoffgens nps3

4.1.1. Bestimmung des Translationsstarts von nps3 iiber in silico-Analysen und

Vergleich mit anderen atromentinbildenden Organismen

Das Startkodon wurde iiber den Vergleich mit anderen atromentinbildenden Basidiomyceten ermittelt

und damit auch bereits publizierte Ergebnisse bestétigt (siche Abb. 4.1).

APYAY

Abbildung 4.1.: Konsensussequenz der ersten sechs Aminosduren der gelisteten atromentinbildenden
Basidiomyceten. Bei Serpula beginnt NPS3 mit MAPAPTS.

Zusitzlich wurde die Lage des bereits publizierten Bindemotivs fiir die verschiedenen atromentin-
bildenen Organismen iiberpriift (Tauber, Schroeckh et al., 2016). Hierbei fiel auf, dass dieses teilweise
in sehr groffem Abstand zu dem Startkodon liegt, teilweise sehr nah davor. Bei einem Organismus
wurde es abwérts der NRPS-like annotiert. Es zeigten sich auch deutliche Unterschiede in der Lénge

des 5’UTR.

Tabelle 4.1.: Zusammenstellung der ermittelten Motiv-Sequenzen im Vergleich zur Linge des 5’UTR.
Fiir Serpula lacrymans sind zwei Werte angegeben, die die Ergebnisse aus 4.1.2 wider-
spiegeln. Alle Angabe in bp

Organimus vermutetes Motiv Lage vor Startkodon  Lage vor 5’UTR  Linge 5’'UTR
Coniophora puteana (Floudas et al., 2012) GGAGTTTCGAT 831 247 584
Leucogyrophana mollusca (Wu, Miyauchi et al., 2022) GGAGGTCCAAG 116 in 5’UTR 812
Omphalotus olearius (Wawrzyn et al., 2012) GGAGAACCGAG 1299 - -
Pazillus involutus (Kohler etal., 2015) GGACGTCCAAGGAGAT 82 16 1 121
Suillus brevipes (Branco etal., 2015) GGACCTCCAGGGAGATCCGCAC 88 - -
Serpula lacrymans (Eastwood et al., 2011) GGAGATACGAG 760 24/73 736/698
Gyrodon lividus (Miyauchi et al., 2020) GGACGTCCAAGGAGATCCGAGA 79 in 5UTR 436
Serpula himantioides (Balasundaram et al., 2018) GTCAGATCTCA 209 32 177
Thelephora ganbajun (Miyauchi et al., 2020) GGAGATGCGCA downstream des Gens - 456

Nicht fiir alle Genome waren auswertbare Transkriptdaten verfiigbar, was mit einem ,-“ gekenn-

zeichnet ist.

Loder, nach anderer Annotation, im 5UTR
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4.1.2. Bestimmung des Transkriptionsstarts iiber in silico Analysen und PCR

Wie bereits oben in Tab. 4.1 aufgefiihrt, wurde in silico versucht, den Transkriptionsstart (TSS) zu
bestimmen. Hierbei wurden die sequenzierten Transkripte auf einen Bereich von 3000 bp um das Gen
nps3 herum aneinandergelegt. Hierbei wurden vier Transkripte bis 736 bp vor dem Startkodon als
zum Gen gehorig berechnet. Der Bereich besteht aus drei Exons, die ab dem 18. Basenpaar durch ein
67 bp Intron und ab dem 215. Basenpaar durch ein 87 bp Intron getrennt waren. Um das Ergebnis zu
verifizieren, wurden verschiedene Primer im vermuteten 5’UTR abgeleitet, die gemeinsam mit einem
Primer, der mit Beginn des Startkodons endet, Produkte von 1075 bis 295 bp Lénge bilden sollten.
cDNA und gDNA wurden mit einander verglichen. Es wurden Produkte erhalten, die die in silico-
Vorhersage von 736 bp weit {iberschritten. So war das ldngste erhaltene Amplifikat auch 1075 bp lang
(siehe Abb. 4.2 und 4.3).

Abbildung 4.2.: 5’UTR im Vergleich von gDNA und ¢cDNA. Im Vergleich mit der oben dargestellten
gDNA zeigte sich, dass die Intensitét der Banden ab einer Lange von 698 bp vor dem
Translationsstart stark abnimmt oder sie ganz fehlen. Allerdings sind auch noch bis
zu einer Entfernung von 1075 bp Transkripte festzustellen.

Da bei der PCR auf gDNA-Ebene die Bandenintensitéit sehr dhnlich war, kann ein Primer-spezifischer
Effekt ausgeschloflen werden.

In der Abb. 4.3 sind nochmals die Ergebnisse auf cDNA-Ebene im Vergleich zum Schema dargestellt.
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Abbildung 4.3.: Modifizierte 5’ RACE mit Schema der Primer. Es sind deutliche Abweichungen zwi-
schen den vorhergesagten Transkripten von JGI und den eigenen Daten sowohl fiir die
5'UTR Intron-Exon-Grenzen, als auch die Gesamtléinge des 5’UTR zu beobachten.

L

Mit dem Primer 5 wurde das letzte deutliche Produkt auf cDNA-Eben erhalten. Dieser wiirde jedoch
laut JGI-Transkripten in einem Intron des 5’UTR liegen. Hiermit wére der 5’UTR 698 bp lang. Die

Ergebnisse deuten an, dass es sich um alternative Transkriptionsstarts handelt.

4.1.3. Methylierung

Um eine Methylierung im Promotorbereich nachzuweisen, wurde eine Bisulfidkonversion (BSC) durch-
gefiihrt, mit der methylierte Cytosine erfassen werden. Die BSC zeigte keine signifikanten Unterschiede

im Promotorbereich von Pnps3, siche Abb. 4.4.

921 bp vor Startcodon

Originalsequenz LT O A AT G GETHGT BT BT GEREGT GEETT BARG TT AL

Kontrollsequenz

induzierte Sequenzen

m ﬂﬁwf'n‘\ f\ 4'\

ATGGATEG

Abbildung 4.4.: Nur ein Cytosin wurde in Thymin umgewandelt (orange markiert), wobei es sich aller
Wahrscheinlichkeit nach um einen Sequenzierfehler handelt.
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Da die Qualitdt der Sequenzierung in der Probe mit Unterschied gering ist, kénnen keine festen
Aussagen dariiber getroffen werden, in wie weit es sich wirklich um ein Thymin handelt. Die anderen

beiden Proben zeigten deutlich bessere Sequenzierqualitdt und keine Methylierung.

4.1.4. Elemente des Promotors von nps3

Um einen besseren Uberblick iiber den transkriptionellen Mechanismus fiir das Gen nps3 zu gewin-
nen, wurde der Promotor (bis 1.8 kb vor dem Startkodon) auf allgemein bekannte regulatorische

Sequenzeinheiten in Geneious® 7.1.9 (BIOMATTERS) untersucht.

TATA-Box Es fand sich nur eine Stelle mit der Sequenz TATAAAAG, diese lag jedoch 124 bp vor

dem Startkodon und damit 574 bp abwéarts des T'SS.

DPE Downstream-promotor Elemente stellen oft eine Alternative zu TATA-Box kontrollierten Ge-
nen da. Es wurde nach einem Motiv der Sequenz RGWYV(T) gesucht. Ohne Betrachtung der Ori-
entierung wurden 73 Stellen gefunden, wovon jedoch keines +23-33 bp zum Transkriptionsstart laut

Transkripten liegt.

CCAAT Es wurde keine Sequenz 5’—%%%CCAATCA—3’ gefunden. Das Kernmotiv CCAAT tauchte
fiinfmal innerhalb des Promotors/5’UTR auf, jedoch ohne konservierte flankierende Bereiche und

mindestens 323 bp entfernt des vermuteten Transkriptionsstarts.

CpG-Inseln und GC-Box Im gesamten Atromentin-Cluster finden sich keine Bereiche von min.
200 bp Léange, die min. 55% GC-Gehalt haben.
Das Motiv GGGCG findet sich zweimal auf dem Promotor von nps3, 410 bp und 1011 bp vor dem

vermuteten Transkriptionsstart.

4.1.5. Vergleich der Promotoren Pnps3, Pamti und Pgly1

Die Promotoren der im Cluster befindlichen Gene nps3, amt1 und gly! wurden miteinander verglichen.
Laut Tauber, Schroeckh et al., 2016 ist nps3 mit amt! co-reguliert, jedoch nicht mit glyI.

Wihrend der Gesamt-GC-Gehalt des Serpula-Genoms bei 48.6% lag und im Gen nps3 selbst bei 49.4%
(CDS), so ist er im Promotor von nps3 mit 46.4% durchschnittlich hoch. Betrachtet man jedoch den
vermuteten 5’'UTR, so stieg der GC-Gehalt auf 48.4% und im Bereich von 500 bp vor Beginn des

Transkriptionsstarts lag er nur mehr bei 43.2%.

51



gly1

Fiir glyl konnte kein 5’UTR ermittelt werden, hier lag der GC-Gehalt bis 1 kb vor dem Genstart
bei 44.6%, wihrend das Gen selbst einen Gehalt von 50.2% (CDS) hat. Betrachtet man den Promo-
torbereich von gly! niher, zeigte sich oberflichlich eine Sequenziibereinstimmung von 52% zu Pnps3.
Die Pairwise Identity stieg auf 67.4%, wenn man nur den Bereich aufwérts des 5’UTR, von Pnps3 mit

Pgly1 verglich, der den Kernpromotorbereich umschliefien sollte (siche Anhang Tab. A.8).

amtl

Die Sequenzidentitdt zwischen Pnps3 und Pamtl betrug 52.3%. Selten wurden zusammenhéngende
Motive langer als 6 bp gefunden (Motive im Anhang Tab. A.7). Das Gen amt! zeigte einen Anteil von
GC von 47.4%, im 5’'UTR von 46.8% und bis 400 bp vor dem 5'UTR von 45.8%.

4.2. Versuch der Isolation eines Transkriptionsfaktors aus dem

Proteinrohextrakt / ABCD-Assay

Uber den ABCD-Assay wurde versucht, aus dem Serpula-Proteinextrakt einen TF zu isolieren, der
an Pnps3 bindet. Im Vergleich der Bandenmuster zwischen Kontrolle und induzierter Proben fielen in
keinem Versuchsansatz grofle Unterschiede auf. Wurde in der induzierten Probe eine Bande entdeckt,
ausgeschnitten, das Protein isoliert und per MS-MS vermessen, so kam es aufgrund der niedrigen Kon-
zentration selten zu Ergebnissen. Die einzigen nukledren Proteinen, die identifiziert werden konnten,
waren eine DNA-Polymerase und ein Elongationsfaktor (Daten nicht gezeigt).

Da jedoch in keinem Ansatz ein TF isoliert werden konnte, wurde dieser Versuchsansatz verworfen.
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4.3. Expressionsunterschiede zwischen axenischen Serpula

lacrymans-Kulturen und Bacillus-Co-Kulturen

4.3.1. Expressionelle Daten von Zellwand-assoziierten Genen

Nach 10 und 16 h Co-Inkubation von Serpula lacrymans mit Bacillus subtilis wurden RNAseq-
Untersuchungen durchgefiihrt. Die Expressionsunterschiede von Genen, die vermutlich am Zellwand-

aufbau beteiligt sind, wurden in einer Heatmap zusammengefasst, siehe Abb. 4.5.
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Abbildung 4.5.: Expressionsunterschiede verschiedener Zellwand-assoziierter Gene in zwei RNAsegs
dargestellt als loga F'C' (= log()). Es wurden die Co-Inkubationszeitpunkte 10 und
16 h untersucht.
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In der Graphik sind die Expressionsunterschiede Zellwand-assoziierter Gene dargestellt. Die LogaFC-
Werte wurden aus den normalized counts der induzierten (Bacillus-) und der Kontroll- (LB-)-Gruppe
berechnet.

Die hochste Herunterregulation wurde fiir das Gen 1090144 (Ras-Komponente) betrachtet, mit ei-
nem LogaFC von -3.9. Das Gen 1065509 (ebenfalls Ras-Komponente) zeigte die hochste Hochregulation
mit einem LogaFC von 3.4. Allgemein sind die Unterschiede in der Expression relativ schwach, und
eine Vervielfiltigung (FC) von 10 (FC = 2L°092FC) wurde nicht iiberschritten.

Die RNAseq-Ergebnisse von stark unterschiedlich exprimierten Genen sollte per qPCR verifiziert wer-
den. Hierfiir wurden 10 Gene ausgewihlt, die im Vergleich mit den restlichen Genen ihrer Klasse
zwischen den induzierten (i) und Kontroll- (K) Proben nach 16 bzw. 10 h besonderes stark hoch- oder

herunterreguliert waren.

Tabelle 4.2.: Ausgewihlte Zellwand-assoziierte Gene der RNAseq

GenelD  vermutete Klasse des codierten Proteins LoggF C

1065953 GTPase Rabl/YPT1/Ras-Familie 9 (16 h)
1065509 Rho-Typ GTPase/Ras-Familie 4 (16 h)
1090144 GTPase Rab26/Rab37/Ras-Familie —3 6 (16 h)
1195632 GTP-binding protein SEC4/Ras-Familie 1 (10 h)
1156921 Ras-GTPase 0 (10 h)
367749  RhoGEF-GTPase Doméne 7 (10 h)
491669  IPP5P verwandt/RhoGAP Doméne -3.4 (10 h)
1151567 p2l-aktivierte Serin-/Threoninproteinkinase -3.0 (10 h)
416601  PIP5K 2.8 (10 h)
1194769 Beta-Gluc.assoz.Protein -3.3 (10 h)

Fiir das Gen 367749 konnten keine Primer abgeleitet werden, die eine ausreichende Primer-Effizienz

fiir eine qPCR-Analysen besafien und fiel aus der weiteren Analyse heraus.
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Abbildung 4.6.: qPCR der ausgewéhlten Zellwand-assoziierten Gene. Die Gene 1065953 und 115691,
beides GTPasen der Ras-Familie, zeigten nach 16 h Co-Inkubation von Serpula mit
Bacillus starke Expressionserhohung. Es ist das relative expression ratio (relatives
Expressionsverhéltnis) im Vergleich zum Referenzgen S-Tubulin dargestellt.

Wiéhrend die meisten Gene, die in der RNAseq am stérksten hoch-und runterreguliert waren, weder
nach 10 noch bei 16 h in der gPCR eine Expressionssteigerung zeigten, konnte eine vielfach hohere
Expression fiir die Gene 1065953 und 1156921, beide Ras-assoziierte GTPasen, festgestellt werden
(sieche Abb. 4.6). Diese lag durchschnittlich um den Faktor 870 bzw. 79-fach hoher als die Kontrolle.
Allerdings zeigten diese Proben auch die hiéchste Variabilitit und Standardabweichung unter allen
getesteten Genen.

Das Gen 1156921 war in der RNAseq nach 10 h hochreguliert und zeigte keine Anderung nach 16 h,
wihrend in der qPCR das Gegenteil beobachtet worden ist. Fiir das Gen 1065953, das in der RN Aseq
fiir die 10 h Co-Inkubation keine expressionelle Anderung zeigte, jedoch nach 16 h deutlich hochregu-
liert war, war dies auch in den qPCR~Ergebnissen widergespiegelt.

Zwar war tendenziell ein Absinken der Expression von Genen aus der sehr weitldufigen Ras-Familie
bei langerer Co-Inkubation mit Bacillus zu beobachten, dennoch waren es einzelne Gene, die hoch-
oder herunterreguliert werden. Fiir keines der betrachteten Gene sind genau Funktion oder Stelle im

Signalweg bekannt.
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4.3.2. Expressionelle Daten von ausgewihlten Transkriptionsfaktorgenen
RNAseq: Hochregulierte Transkriptionsfaktoren

Zwei TF-Gene wurden in den bioinformatischen Berechnungen von GENEWIZ als signifikant reguliert
festgestellt: TF11 war unter den Bedingungen 16 h, i vs K mit loga FFC'=0.9 schwach hochreguliert
(i = induziert mit Bacillus, K = Kontrolle LB-Medium, G = L-Glutaminséure). TF1 war nach 16 h
Co-Inkubation sowohl in i vs K, als auch G vs K schwach hochreguliert.

In nachfolgender Graphik Abb. 4.7 sind diese mit den selbst extrahierten ausgewéhlten TF-Kandidaten
dargestellt. Wichtig hierbei zu beachten ist, dass die RNA fiir den 16 h-Ansatz bei der GENEWIZ-

internen Qualitétskontrolle deutlich schlechter war (siche Tab. A.6 im Anhang).
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Abbildung 4.7.: Ergebnisse aller TF-Gene beider RNAseq-Anséitze. Die gestrichelte Linie bei 0 zeigt
den Wert fiir eine konstante Expression. Werte von LogoFC > 0 stellen eine Hochre-
gulation, Werte < 0 eine Herunterregulation dar.

Es herrschen grofie Schwankungen zwischen biologischen Replikaten, was fiir beide Zeitpunkte be-
obachtet werden konnte.
Die meisten Kandidaten hatten fiir einen Zeitpunkt eine Hochregulation, weswegen sie ausgewéhlt
wurden. Daneben wurden auch TF-Gene betrachtet, die grofie Unterschiede zwischen 10 und 16 h
Co-Inkubation zeigten (wie bspw. TF23). Bei den Genen der TF 5, 8, 9, 11, 15, 17, 18, 21, 22, 25, 29
und 30 kam es tendenziell nach 10 h zu einer Hochregulation, die nach 16 h abnahm. Fiir diese war
das Gen von TF21 mit einem LogoFC von ca. 6 am stérksten hochreguliert. Fiir die Gene der TF 1,
7,12, 19, 23, 26 war das Gegenteil der Fall. Sie waren nach 16 h stérker hochreguliert, als nach 10 h

Co-Inkubation. Hier zeigte das Gen von TF 10 mit einem LogsFC von ca. 4 den hochsten Wert nach
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16 h Co-Inkubation. Die Gene fiir TF 3, 6, 10, 13-15, 20, 24, 27 und 28 waren zu beiden Zeitpunkten
in etwa um den gleichen Faktor hochreguliert. Fiir das Gen von TF4 konnten keine Daten nach 10 h
Co-Inkubation ermittelt werden, da die GenelD nicht von GENEWIZ erfasst worden ist. Die Gene der
TF 2 und 16 zeigten zu beiden Co-Inkubationszeitpunkten eine Herunterregulation.

Aufgrund der hohen Schwankungen wurden alle TF-Gene nochmals per gPCR untersucht.

qPCR und Amplifikation auf cDNA-Ebene

qPCR nach 10 und 16 h Co-Inkubation Mittels qPCR sollten die Ergebnisse der RNAseq
bestétigt werden. Es zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede zwischen beiden Experimenten (siehe

Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8.: Zusammenfassung der qPCR-Ergebnisse fiir alle Kandidaten, die iiber RNAseq ermit-
telt worden sind nach 10 und 16 h Co-Inkubation. RER = relative expression ratio,
Verhéltnis der relativen Vervielfaltigung im Vergleich zum Referenzgen

Nicht fiir alle initial ausgewahlten 30 Kandidaten konnte eine Expression per qPCR bestimmt

werden. Demnach finden sich in der Graphik Abb. 4.9 nur mehr 24 der urspriinglich 30 TF-Gene, da
es fiir die Gene von TF 4, 6, 12, 13, 16 und 29 zu keinen Signalen in der qPCR kam oder sich keine
Primereffizienz bestimmen lief3.
Auch nach mehrmaliger Wiederholung konnte der Trend eines Abfalls der Expression fiir 16 h Co-
Inkubation beobachtet werden. Die Gene der TF1, TF14 und TF30 zeigten fiir beide Zeitpunkte eine
dhnliche, schwache Hochregulation. Deutlich hochreguliert war nur das Gen von TF5 um den Faktor
4. Die Gene von TF10 und TF20 waren fiir beide Zeitpunkte herunterreguliert.

npsd und amtl zeigten ebenfalls eine Hochregulation, besonders fiir 10 h Co-Inkubation, die nach
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16 h wieder abfillt. Bezeichnend sind die hohen Unterschiede zwischen RNAseq und qPCR, obwohl
die gleichen Co-Inkubationszeitpunkte betrachtet wurden. So war z.B. das Gen von TF23 in der
RNAseq erst nach 16 h deutlich hochreguliert, in der qPCR aber fand fiir diesen Zeitpunkt eine
Herunterregulation statt. Ahnliches lisst sich fiir all die Gene der TF beobachten, die in der RNAseq
erst nach 16 h hochreguliert waren. Fiir diese kam es, wie fiir die anderen Genen auch, zu einer

Herunterregulation in der qPCR-Analyse.

qPCR nach 2, 4 und 6 h Co-Inkubation Fiir TF-Gene, die im ELISA gestestet wurden, wurden
nochmals qPCR-Daten nach 2,4 und 6 h Co-Inkubation von Serpula mit Bacillus erhoben, da fiir ein
TF-Gen die Hochregulation zeitlich vor der Transkription des Zielgenes (nps3) liegen sollte. nps3 wird

laut den RNAseg-Daten bereits nach 10 h hochreguliert (sieche Abb. 4.7) .
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Abbildung 4.9.: qPCR-Ergebnisse der TF-Gene nach 2,4,6 h Co-Inkubation. Es ist das relative ex-
pression ratio RER angegeben. Gene, die im LacZ-Assay (siehe 4.4.2) interessante
Eigenschaften zeigten, sind farbig markiert.

In Abb. 4.9 sicht man deutlich den Anstieg der Expression von nps3 und amitl, die beide einem
ghnlichen Verlauf folgten. Die meisten TF zeigten einen pyramidischen Verlauf, der ein Expressions-
maximum von 4 h nach Start der Co-Kultur bedeutete.

Die TF-Gene von TF 11, 17, 24 und 30 zeigten einen Anstieg der Expression mit Co-Kultivierungsdauer.
Keines der getesteten Gene war nach 2 h bereits hoch-reguliert; die TF-Gene 3, 7, 8, 23, 24 und 30

zeigten zu keinem der drei Zeitpunkt eine Hochregulation.

Die RNAseq- und qPCR-Daten zeichnen sich durch hohe Schwankungen zwischen biologischen Re-
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plikaten aus. Auch sind die Unterschiede trotz gleicher Co-Inkubationszeitpunkte zwischen RNAseq
und qPCR deutlich. In den qPCR-Daten sind die TF-Gene, wenn {iberhaupt, nur schwach hochregu-
liert. Im Vergleich zu den TF-Genen sind die Ergebnisse von nps3 und amt! relativ robust und folgen
einem #dhnlichen Verlauf, was fiir eine Co-Regulation spricht, wie sie bereits von Tauber, Schroeckh

et al., 2016 beobachtet worden ist.

4.4. Bindungsstudien in vivo und in vitro

4.4.1. Bindungsstudien von Transkriptionsfaktor-Kandidaten in vitro iiber ELISA
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Abbildung 4.10.: Ergebnisse des in vitro-Bindeassays iiber ELISA fiir 17 Transkriptionsfaktoren in den

Verdiinnungen 1:1, 1:2 und 1:4. Angegeben in der Anstieg der Signalstéirke bezogen
auf das Kontrollprotein Mnll*. BG = Hintergrundaktivitét.

In Abb. 4.10 sind die Ergebnisse aller getesteten TF-Kandidaten zusammengestellt. Nicht alle {iber
qPCR/RNAseq ausgewihlten TF-Genen konnten als Produkte von ¢cDNA amplifiziert oder als Pro-

tein produziert werden (wobei min. drei Expressionsstimme getestet worden sind) oder zeigten auf
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cDNA-Ebene ein Stopkodon (wie bspw. TF 28).

Dargestellt sind die Anstiege (slope) der Signalintensitét von 2,3-Diaminophenazin, das aus OPD iiber
die Meerrettichperoxidase (HRP) gebildet wird, die an einen Anti-His6-Antikoérper gekoppelt ist (siehe
Abb. 3.5). Die Signalstéirken sind prozentual auf die Kontrolle MnlI* bezogen. Da das Restriktionsen-
zym Mnll in einem Bereich bindet, der grofitenteils mit dem publizierten Bindemotiv iibereinstimmte,
wurde es als Kontrolle ausgew#hlt. Uber eine Mutation wurde die Restriktionsfihigkeit, ohne die DNA-
bindenden Eigenschaften zu tangieren, herabgesetzt (siehe Kriukiene etal., 2005). Dieses wurde als
MnlI* bezeichnet. Da keine Daten vorlagen, wie stark und spezifisch Mnll* an den Promotor von nps3
bindet, wurde es als Referenz auf 100% gesetzt. Die TF lagen jeweils in der hochstmoglichen Konzen-
tration (limitiert durch die heterologe Proteinproduktion) reichend von 0.1 mg/mL bis 0.0002 mg/mL
vor (siche Anhang Tab. A.9). Es wurden fiir weitere Untersuchungen die Kandidaten ausgewéhlt, die
neben einer Bindung, die mindestens auf Niveau der Kontrolle MnlI* war, zusétzlich eine Konzentra-
tionsabhéngigkeit zeigten, um Unspezifitdt zu vermeiden.

Die TF 1, 3, 20, 23 und 30 wurden auf Grund keiner festzustellenden Bindung verworfen, die TF 7, 8, 18
und 29 wegen stark schwankender Bindung und/oder keiner sichtbaren Konzentrationsabhéngigkeit.
Somit wurden die in vivo- Untersuchungen auf die TF 5, 10, 11, 17, 19, 21, 22 und 24 konzentriert (in
der Abbildung farbig).

4.4.2. Untersuchung der Transkriptionsfaktor-induzierten

p-Galactosidase-Aktivitiat in Aspergillus niger ATNT in vivo

Uber eine heterologes Expressionssystem wurden die TF5, 10, 11, 17, 19, 21, 22 und 24 darauf unter-
sucht, ob sie in vivo eine Aktivierung des Promotors von nps3 erreichen. Als Ausgangsstamm diente
pLWO9-ATNT (Aspergillus niger ATNT16ApyrG x pLWO09), hierbei handelt es sich nun um den
Uridin-auxotrophen ATNT-Stamm, der mit dem Konstrukt Pnps3::lacZ::Tnps3 transformiert wurde.
Der korrekte Einbau wurde per PCR bestitigt. Dies wurde von Leonard Wehnemann im Rahmen
seiner Diplomarbeit durchgefiihrt. In diesen Stamm wurden alle zu untersuchenden TF-Konstrukte
(siehe Tab. 3.19) eingebracht. Per PCR wurde der vollstéindige Einbau der TF-Gene in das Asper-
gillus-Genom bestétigt. Als Kontrolle fiir das LacZ-Assay wurde pLW09-ATNT mit pSMX_2_URA
transformiert, um die Uridin-Prototrophie wieder einzubringen und ein dhnliches Wachstumsverhal-

ten wie die TF-beinhaltenden Stdmme zu gewéhren.
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Vorscreening: 30 pg/mL Doxycyclin mit Beginn der Inkubation
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Abbildung 4.11.: LacZ-Ergebnisse fiir alle Transformanten. TF10 zeigte keine erhohte g-Galactosidase-
Aktivitat, TF22 bei allen Transformanten. Signifikanzniveau berechnet iiber oneway
ANOVA im Vergleich zu pLW09-ATNT, ***p < 0.0001, **p < 0.01, *p < 0.05

Fiir alle Kandidaten wurden sechs Transformanten im LacZ-Assay getestet. Die Schwankungen zwi-
schen diesen waren hoch. Wihrend die meisten TF-Konstrukte fiir nur einen Kandidaten eine hohere
Aktivitdt von S-Galactosidase (bGS) als die Kontrolle hatten, waren alle Stimme mit TF22 positiv,
wenn auch nicht signifikant (dargestellt in Abb. 4.11). Dies steht im Kontrast zu TF10, fiir dessen
Konstrukt kein Transformant positiv war. Ein Transformant zeigte trotz Wachstum iiberhaupt kei-
ne messbare bGS-Aktivitdt. Die positiven Stiamme mit den TF-Konstrukten von TF11, 19, 20 und
21 zeigten eine nur sehr schwach erhohte Enzymaktivitdt. Fiir TF5 und TF17 war fiir jeweils einen

Transformanten ein signifikanter Anstieg der bGS-Aktivitéit zu beobachten.

b-Galactosidaseaktivitit in einer Doxycyclin-Konzentrationsreihe

Da bei allen Stdmmen mit TF-Konstrukten (bis auf TF 10) mindestens ein Transformant eine hohere
Produktion an g-Galactosidase als die Kontrolle zeigte, wurden die positiven Transformanten nochmals
mit negativen (keine bGS-Aktivitéit) in einer Doxycyclin-Konzentrationsreihe direkt verglichen (siehe

Abb. 4.12).
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Abbildung 4.12.: LacZ-Assay mit Doxycyclin-Konzentrationsreihe. Die Transformanten, die zu keiner,
bzw. verringerter, bGS-Aktivitéit gefithrt hatten, sind als Kontrolle mitgefiihrt wor-
den und dunkel abgesetzt. Durch unterschiedliches Wachstum kam es bereits beim
Kontrollstamm pLWO09-ATNT zu starken Schwankungen.

Bei vielen TF bestand eine umgekehrte Beziehung der bGS-Aktivitdt zur Doxycyclin-Konzentration:
Statt einem Abfall an Enzymaktivitdt konnte ein Anstieg beobachtet werden. Lediglich zwei Transfor-
manten der Konstrukte von TF17 und TF22 zeigten das erwartete Bild. Fiir einen Transformanten mit
TF 10 wurde bei hochster Doxycyclin-Konzentration keine Aktivitéit festgestellt. Das Konstrukt mit
TF11 zeigte keinen Unterschied zwischen dem zunéchst positiven Transformanten (siehe Abb. 4.11)
und dem negativen.

Alle Transformanten und der Kontrollstamm pLWO09-ATNT zeigten verdndertes Wachstum unter
Doxycyclin-Zugabe, was hohe Schwankungen im LacZ-Assay bewirkte. Hiervon waren vor allem die

Stdmme mit den Konstrukte von TF10, TF19, TF21 und TF22 betroffen.

1-100 pg/mL Doxycyclin-Zugabe nach 48 h Wachstum

Da Doxycyclin zu einer Wachstumshemmung aller Stdimme (inkl. Kontrolle) gefithrt hat, wurden das
Experiment von 4.4.2 nochmals wiederholt, wobei die Proben erst nach 48 h Wachstum mit Doxycyclin
versetzt wurden und der Assay nach weiteren 24 h durchgefiihrt. Es wurden noch nur Transformanten

getestet, die zu einer messbar erhohten bGS-Aktivitdt gefithrt hatten.
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Abbildung 4.13.: LacZ-Assay mit Doxycyclin-Zugabe nach 48 h Vorkultivierung. Wurde Doxycyclin
erst nach 48 h p.i. hinzugegeben, zeigten alle Stamme ein dhnlich starkes Wachstum.
Damit kam es zu weniger verzerrten bGS-Aktivitdten.

Die Transformanten der TF-Gene TF17, TF24 und TF22 zeigten einen konzentrationsabhéngigen
Abfall der bGS-Aktivitét (siche Abb. 4.13), wobei solche mit TF24 aufgrund des niedrigen Niveaus
nicht weiter verfolgt wurden.

Weder bei den Konstrukten von TF17 noch TF22 entsprach der Grad der Aktivitdtsabnahme dem
Grad der Doxycyclin-Verdiinnung. Bei TF17 zeigte sich: 100 - 26 - 7 % , bei TF22 100 - 51 - 45%,
wobei die 100% dem gemessenen Wert bei 100 ng/mL Doxycyclin entspricht.

Fiir TF24 wurde ein umgekehrter Verlauf der LacZ-Aktivitdt in Abh#éngigkeit der Doxycyclin-Konzen-
tration im Vergleich zu Abb. 4.12 beobachtet. Hier scheint die Zugabe einen wesentlichen Einfluss auf
das Wachstumsverhalten des Stammes auszuiiben. Es konnte ein deutlicher Unterschied zwischen dem
Wachstumsverhalten des Kontrollstamms pLW09-ATNT und den TF-Gen-enthaltenden Stdmmen be-

obachtet werden, wenn Doxycyclin mit der Inokulierung zugegeben wurde (Vergleich sieche Anhang

Abb. A.10).

Die Ergebnisse der in vivo-Produktion der TF-Kandidaten und Messung iiber LacZ-Assay deuten
TF17 und TF22 als potentielle Induktoren der nps3-Expression an. TF10 konnte einen Repressor

darstellen.
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4.5. Versuch der Bindestelleneingrenzung auf Pnps3

Uber einen modifizierten ELISA wurde der Versuch unternommen, die Bindestelle von TF10, TF17

oder TF22 einzugrenzen.
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Abbildung 4.14.: Vergleich der Bindung der TF10, 17 und 22 an 250 bp lange Teilstiick des Promotors
von nps3. Die Bindung an Teilstiick 1 wurde jeweils auf 100% gesetzt.

Alle getesteten TF-Kandidaten zeigten eine tendenziell hdhere Bindung an die Teile 1 und 4 von
Pnps3 (siche Abb. 4.14). Allerdings fand fiir keinen TF auch eine Bindung an die iiberlappenden Teile
5 und 7 statt, womit festgestellt werden kann, dass eine Affinitdt zum Anfang von Teil 1 und zum

Ende von Teil 4 bestand.

Fiir die TF10 und 17 wurden nur geringe Abweichungen in der Bindungsstéirke an die Teilbereiche

festgestellt, wahrend dies fiir TF22 wesentlich deutlicher ist.

Da die getesteten drei TF eine dhnliche Tendenz zeigten, Teil 1 und 4 zu binden, obwohl sie unter-

schiedlichen Klassen angehoren, konnte keine Bindestelle identifiziert werden.

4.5.1. Bindung an die Promotoren Pnps3, Pamt1 und Pgly1

Da die Hypothese bestand, dass amt! und nps3 co-reguliert sind (siehe Tauber, Schroeckh et al., 2016
und Abb. 4.8), wurde mit den Kandidaten TF10, 17 und 22 nochmals ein ELISA durchgefiihrt, wobei
jeweils 1 kb der Promotoren Pamt1, Pnps3 und Pgly! verglichen wurden. Zusétzlich wurde ein 1 kb

langes Stiick aus nps3 zufillig gewahlt, da keine regulatorischen Elemente im Gen zu vermuten sind.
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Abbildung 4.15.: EL1SA - Vergleich der Promotoren Pnps3, Pamt! und Pglyl. Farbig ist jeweils die
Bindung an Pnps3 dargestellt und auf 100% gesetzt. In Grautonen die relativen
Bindungen an Pamti, Pgly! und ein 1 kb-Segment aus nps3.

Die Kontrolle MnlI* zeigte genau das erwartete Bild von abnehmender Bindung von

Pnps3 > Pamtl > Pglyl, parallel zur Anzahl der Mnll-Bindestellen 6 > 4 > 1.

TF10 zeigte die stiarkste Bindung an den Promotor des Aminotransferasegens amtl. Die Bindung
zu Pnps3 und Pgly! lag in einem #hnlichen Rahmen, wiahrend nur ca. die Hélfte der Signalstérke fiir
die Bindung an das zuféllige Genstiick beobachtet wurde.

TF17 zeigte wie TF22 eine deutlich stirke Bindung an Pnps3. Die Bindung an den Promotor Pgly1 ist
jedoch tendenziell stérker als die an Pamti, was auch in verschiedenen TF-Konzentrationen bestehen
bleibt (Daten nicht gezeigt). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen der Bindung an den
Promotor von nps3 und an ein zufilliges, 1 kb langes Stiick von nps3 beobachtet.

Fiir TF22 wurde erst in hoher Verdiinnung (<0.005 mg/mL) ein Unterschied der Bindung an die Pro-
motoren sichtbar. Hierbei wurde Pnps3 am stirksten gebunden, wéhrend die Signalstérke fiir Pamt1
und Pgly1 dhnlich war. Auch das zuféllige Genstiick wurde weniger stark gebunden. Die Bindungsun-

terschiede waren jedoch schwach und die Signalstérken gingen auf nur ca. 80% zuriick (sieche Abb. 4.15).

Aufgrund der hohen Bindung von TF17 an ein zufélliges Genstiick wird von einer unspezifischen
Bindung ausgegangen und dieser Transkriptionsfaktor nicht weiter verfolgt. Durch diese Versuche
verstarkt sich die Hypothese, dass TF22 einen positiven Regulator fiir nps3 darstellt, wiahrend es sich

bei TF10 um einen Repressor handelt.
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4.6. RNA-Interferenzversuche fiir nps3

Uber RNA-Interferenz (RNAi) wurde der Versuch unternommen, in die Regulation von Serpula einzu-
greifen. Es wurde dsRNA gegen nps3-mRNA designt, um einem Knock-down des Gens zu erreichen.

Zwei Konstrukte wurden getestet, die fiir unterschiedliche Exone von nps3 erstellt worden sind.

4.6.1. Ansatz 1 - Bespriihen mit nasalem Zerstiduber

Nach acht Tagen RNAi zeigte sich eine expressionelle Hochregulation von nps3 (siehe Abb. 4.16). In
einem Versuchsansatz wurde kein Unterschied zwischen Kontrolle und der Probe festgestellt. Jedoch
kam es in keinem Fall zur der erwiinschte Abnahme an Expression von nps3. Diese Beobachtung ist

fiir beide Konstrukte zutreffend.
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Abbildung 4.16.: Boxplot-Darstellung der qPCR-Ergebnisse der RN A-Interferenz nach acht Tagen Be-
sprithen einer Serpula-Platte mit dsSRNA. Es ist das Relative Expression Ratio (RER)
zweier RNAi-Konstrukte fiir das Gen nps3 angeben, jeweils berechnet iiber die Kon-
trolle S-Tubulin. Der Strich stellt den Median dar. Fiir Proben des Konstruktes 1
wurden grofie Schwankungen im Expressionsniveau von nps3 beobachtet. Mit einer
Ausnahme zeigten alle Proben erhéhte Expression von npss3.

Da das Bespriihen oder der Puffer selbst als Induktor der Variegatsdureproduktion vermutet wurde,
wurde die Versuchsdauer auf 2 d reduziert und die dsRNA aus der Stammlésung mit sterilem Wasser

verdiinnt.
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Abbildung 4.17.: Zwei Tage RNAi durch Bespriihen mit dsRNA. RER der Konstrukte 1 und 2 fiir
nps3 im Vergleich zu Kontrolle S-Tubulin. Fiir eine Probe von Konstrukt 1 wurde
eine verminderte Expression des Gens im Vergleich zu Kontrolle erreicht. Fiir das
Konstrukt 2 wurde eine Probe wegen mangelnder RNA-Menge entfernt.

In einer Probe wurde die Expression von nps3 auf durchschnittlich 53% im Vergleich zur Kontrolle
gedriickt. Dies konnte jedoch nicht fiir die anderen Replikate beobachtet werden (siehe Abb. 4.17).
Wieder kam es zu sehr schwankenden Ergebnissen zwischen und innerhalb biologischer Replikate.

Durchschnittlich wurde eine erhchte Expression von nps3 in beiden Ansétzen beobachtet.

4.6.2. Ansatz 2 - Zugabe der dsRNA in fliissiges Medium

Es wurde nur noch das Konstrukt 1 betrachtet, da dies in einer Probe zu verringerten mRNA-Leveln
von nps3 gefiihrt hatte (siehe Abb. 4.17).
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Abbildung 4.18.: qPCR-Ergebnisse der Zugabe von 0.15 nmol dsRNA in das fliissige Medium. Beide
betrachteten Gene sind im Vergleich zu Kontrolle hochreguliert.

Auch bei Zugabe der dsRNA in das fliissige Medium kam es zu einer Hochregulation von nps3 (siehe

Abb. 4.18). Da dieses mit amt! co-reguliert ist, wurde dessen Expression ebenfalls betrachtet. Auch
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hier kam es zu einer schwachen Erhchung des RER.
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Abbildung 4.19.: qPCR-Ergebnisse der Zugabe der dsRNA in das fliissige Medium. In diesem Ansatz
wurden nur 0.08 nmol zweimal téglich hinzugegeben.

Fiir das Gen gly1, das ebenfalls im Cluster liegt und nicht mit nps3 co-reguliert ist, konnte keine
Expressionserhhung beobachtet werden (siehe Abb. 4.19). Bei geringerer Gabe an dsRNA kam es
nach wie vor zu starken Schwankungen in der nps3-Expression. Jedoch wurde nps3 tendenziell weni-

ger stark hochreguliert.

In keinem Ansatz der RNAi-Versuche wurde ein Knock-down von nps8 erreicht.
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5. Diskussion

Die vorgestellten Ergebnisse dieser Arbeit fithren von der Charakterisierung von bakteriellen Proteasen
aus Bacillus subtilis, die zu einer Produktion von Atromentin-Derivaten in Serpula lacrymans fithren,

bis zur Identifikation von TF22, der vermutlich das Gen nps3 aktiviert.

5.1. Identifikation eines bakteriellen Triggers fiir die Produktion

von Pulvinsiduren
In der Interaktion zwischen Serpula und Bacillus wurden die Serinprotease Subtilisin E AprE und Chi-

tosanase Csn ermittelt, die die Produktion von Pulvinséuren im Pilz auslosen (Herkersdorf, Kriiger,

Wein, LofHler et al., 2021). Dies steht im Einklang damit, dass die Induktion auch von anderen gram-

positiven und gramnegativen Bakterien ausgelost werden kann, was den unspezifischen Charakter
dieser Interaktion unterstreicht (Tauber, Gallegos-Monterrosa et al., 2018).

Im Gegensatz dazu sind bekannte Interaktionen h&ufig durch niedermolekulare Verbindungen von
< 1 kDa gesteuert. So hemmt Pseudomonas protegens iiber die Bildung von Orfamid A das Wachs-
tum der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii (Aiyar etal., 2017). Ahnlich kommt es zu vermehrter
Produktion von Bikaverin in Fusarium fujikuroi, wenn der Pilz in Kontakt mit dem Bakterium Ralsto-
nia solanacearum tritt, das das Ralsolamycin bildet (Spraker et al., 2018). In der Interaktion zwischen
dem Zygomyceten Rhizopus microsporus und Mycetohabitans rhizozinica wurde {iber den bakteriellen
Trigger einer Chitosanase eine erhthte Produktion von Rhizoxin ausgelost (Moebius et al., 2014). Fir
die genannten Beispiele miissen sich die Interaktionspartner in réumlicher Nahe zu einander aufthalten,
wie es auch fiir mehrere Co-Kulturen zwischen Aspergillen und aus Erde isolierten Bakterien gezeigt
worden ist (Schroeckh et al., 2009, Konig et al., 2013).

Fiir die Produktion von Pulvinsiure in Serpula reicht jedoch schon der sterile Uberstand von Bacil-
lus, zudem auch k#uflich erwerbliche Protasen. Auch konnte das durch die Chitosanase freiwerdende
oligomere Chitosan keine Induktion auslésen, wie es fiir Pflanzen gezeigt worden ist, in denen es zur
vermehrten Produktion von Naturstoffen kam (Hadwiger, 2013). Es scheint sich in Basidiomyceten um
einen anderen Weg der Signaltransduktion handeln, die wohl stérker von der enzymatischen Aktivitét
der Proteasen selbst abhéngt.

In den expressionellen Daten zeigte sich die Hochregulation einzelner Gene, die sich im Bereich von
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Zellwandsynthese und —aufbau befinden. Dabei handelt es sich um Gene aus der Familie der Ras GTPa-
sen. Sie spielen eine wichtige Rolle im Zellwandaufbau und Zellproliferation und greifen in eine Vielzahl
von zelluldren Prozessen ein. Oft stellen sie ,,Schalter” in Signaltransduktionswegen dar (Wennerberg
et al., 2005, Vetter et al., 2001, Dautt-Castro et al., 2021). Die genaue Funktion oder Position inner-
halb der Signalkaskade ist in Serpula bisher jedoch nicht bekannt. Weit verbreitete Signalkaskaden wie
die cell wall integrity signalling cascade (Zellwandintegrititssignalkaskade) oder der high osmolarity
(HOG) pathway (Hochosmolaritésglycerinsignalweg) sind ausschliefilich in Ascomyceten untersucht
worden (Valiante et al., 2015, Roman et al., 2020). Die Ergebnisse von Herkersdorf et al., 2021 bringen
neue Erkenntnisse iiber die Regulation von Naturstoffen unter besonderer Beriicksichtigung bakteriell-

pilzlicher Co-Kulturen hervor.

5.2. Promotoranalyse des Gens nps3

5.2.1. Untersuchung des vermuteten Bindemotives fiir einen spezifischen

Transkriptionsfaktor an Pnps3

Bisher liegen kaum Daten fiir konservierte TF-Bindestellen in Basidiomyceten vor. Die Studie von Tau-
ber, Gallegos-Monterrosa et al., 2018 stellt hierbei eine Ausnahme dar. Ein Bindemotiv, das fiir einen
spezifischen TF postuliert wurde, wurde zwischen mycorrhizabildenden und nicht mycorrhizabilden-
den atromentinproduzierenden Pilzen entdeckt, wobei weder die Linge des 5’UTR (5’ untranslatierte
Region), noch der Genstart von nps3, bzw. dessen Homologen, beachtet wurde. So lag das Motiv fiir
zwei von neun untersuchten NRPS-like im 5’UTR, fiir ein Gen iiber 1 kb vor dem Startkodon und fiir
ein Gen abwiirts des Genes, jenseits des 3’UTR.

Vergleiche zwischen den Genomen von Mensch und Maus konnten zeigen, dass die Bindemotive von
konservierten TF sich an unterschiedlichen Stellen im Genom befinden, aber die regulatorische Funk-
tion die gleiche bleibt. Ausgeltst wird dies durch den sog. binding site turnover, einen durch Punktmu-
tation verursachten Verlust einer Bindestelle, was iiber das Generieren einer neuen Bindestelle in der
Nihe ausgeglichen wird (Soccio et al., 2011, Huang, Nevins et al., 2007). Daher kann eine unterschiedli-
che Lage des Bindemotives durchaus seine Berechtigung haben. Da Untersuchungen festgestellt haben,
dass Bindestellen von TF zwischen verschiedenen Spezies hochkonserviert sind, ist eine dhnliche Regu-
lation von atromentinbildenden NRPS zwischen verschiedenen Basidiomyceten auch wahrscheinlich.
So besitzen manche TF aus Drosophila fast identische Bindestellen inklusive flankierender Bereiche wie

konservierte menschliche TF (Doniger et al., 2005). Auch in Studien an eng verwandten Saccharomy-

70



ces-Spezies konnte festgestellt werden, dass der Grofiteil der untersuchten TF-Bindemotive konserviert

ist (Nitta et al., 2015).

Zusammengefasst kann derzeit keine klare Aussage dariiber getroffen werden, ob es sich bei dem Mo-
tiv GGAGATCCGCA in Serpula (vgl. Tab. 4.1) tatséchlich um eine Bindestelle fiir einen spezifischen

TF fiir nps3 handelt, oder um ein globales Bindemotiv fiir die basale Transkriptionsmaschinerie.

5.2.2. Analyse des 5’UTR von nps3

Der Transkriptionsstart (T'SS) konnte durch Vergleiche von bereits verfiigbaren ESTs (expressed se-
quence tags) und eigenen Daten auf cDNA und gDNA-Ebene nicht eindeutig bestimmt werden, sondern
zeigte lediglich eine Préferenz des Startes ab -698 bp aufwérts des Startkodons. Studien zeigen, dass
der 5’UTR einen starken Einfluss auf die Translation hat. An ihn bindet die 40S-Untereinheit des
Ribosoms, das ihn abscannt und durch verschiedene Strukturen an seiner Arbeit gehindert werden
kann. Diese Strukturen kénnen jedoch von der RNA Helicase Ded1 und dem eukaryontic translation
initiation factor 4A (eIF4A) wieder aufgelost werden. Entscheidend ist hierbei der Co-faktor, elF4B
oder elF4G, wobei ersterer auch unabhingig von eFI4A die Translation initiieren kann, und elG4G,
der besonders fiir kurze, stark translatierte und strukturarme mRNA zusténdig ist (Sen et al., 2016,
Berthelot et al., 2004).

Die neue Entwicklung der mRNA-Impfstoffe gegen das SARS-CoV2-Virus konnte sehr deutlich ma-
chen, welch wichtige Rolle der 5’UTR spielt. Hierauf finden sich entscheidende Elemente fiir die Stabi-
litdt der mRINA spezifischer Proteine und damit die Immunogenitét des Virus und spiegelbildlich somit
wichtige Angriffspunkte fiir das Design eines Impfstoffes (Vankadari et al., 2020, Vora et al., 2022). Un-
tersuchungen am Kleinhirn haben aufgedeckt, dass alternative 5’- und 3’'UTR einen grofleren Effekt
auf Genvariationen haben als Alternatives Spleifien (AS). Insgesamt wurden in mehr als doppelt so
vielen Genen , Alternative Erste oder Letzte Exon® (alternative first exon AFE / alternative last ex-
con ALE)-Varianten gefunden, als Fille von Exon-Skipping, der hiufigsten Form von AS (Pal et al.,
2011). Es muss dabei beachtet werden, dass im menschlichen Genom von einem Anteil von 53-90% an
gespleifiten Genen ausgegangen wird, wihrend Basidiomyceten durchschnittlich nur 9% Alternatives
SpleiBen zeigen, wobei die Unterscheide zwischen verschiedenen Spezies hoch sind (Griitzmann et al.,
2014).

In Saccharomyces konnte gezeigt werden, dass 5’"UTR-Isoformen einen massiven Einfluf} auf die Effek-

tivitdt der Translation haben. Allerdings konnte kein festes Muster herausgearbeitet werden, inwiefern
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die Léange des 5’'UTR dies beeinflusst. Bereits Verschiebungen der Transkriptionsinitiationsstelle um
50-200 bp haben einen signifikanten Effekt auf die Proteinproduktion ausgehend von einem Gen, wo-
bei in iiber 90% der Félle eine 5’UTR-Lénge von 500 bp nicht iiberschritten wird (Rojas-Duran et al.,
2012).

Insgesamt zeigt sich, dass alternative Transkriptionsstartstellen , Schalter* fiir die Translatierbarkeit
der entsprechenden mRNA darstellen kénnen und somit direkt eine Kontrolle der Proteinproduktion.
So kann durch Gebrauch eines alternativen 5’UTR eine gesteigerte Transkription mit einer vermin-
derten Translationsrate einhergehen; ein Prozef, der sich Transkriptionelle Interferenz nennt (Rojas-
Duran et al., 2012, Sehgal et al., 2008, Shearwin et al., 2005).

Auch nps3 konnte iiber alternative Transkriptionsstartstellen kontrolliert werden, da die Ergebnisse
der Promotoranalyse deutlich darauf hinweisen, dass verschiedene Transkripte des 5’UTR vorliegen.
Allerdings wurde bereits die Korrelation zwischen ¢cDNA (aus mRNA) und Menge an Pulvinséuren
festgestellt und lief} einen linearen Zusammenhang vermuten (Tauber, Schroeckh et al., 2016). Die dort
untersuchten qPCR-Daten iiberblicken jedoch nur lange Zeitrdume jenseits der 48 h nach Induktion

durch Co-Kultivierung und kénnten direkte translationsabhéngige Effekte verzerren.

5.2.3. Methylierung von regulatorischen Gensequenzen

In dieser Arbeit konnte keine Methylierung im Bereich des Promotors von nps3 nachgewiesen wer-
den. Um wirkliche Einblicke in die Methylierungsstrategie von Serpula und deren Umfang zu er-
reichen, miissten Genom-weite Analysen durchgefithrt werden. Wihrend beispielsweise das Methyl-
ierungssystem in Neurospora crassa gut untersucht und etabliert ist (Rountree et al., 1997), scheint
in Aspergillus flavus so gut wie keine Methylierung stattzufinden (Nai etal., 2020). Denn eventuell
kann die Methylierung eines Promotorbereiches entscheiden, ob das abwirts liegende Gen transkri-
biert wird oder nicht. Untersuchungen zeigten jedoch oft keine Korrelation zwischen Methylierung und
Expressionslevel (Bewick et al., 2019). In der gleichen Veroffentlichung wird allerdings auch erwéhnt,
dass in neun von 26 pilzlichen Spezies tatsdchlich die am stdrksten methylierten Gene am wenigsten
exprimiert wurden.

Altere Untersuchungen an Herpex simplex -Viruspromotoren zeigten, dass nicht jeder Transkripti-
onsfaktor gleich sensitiv auf die Methylierung von regulatorischen DNA-Abschnitten ist, und dass
grofle Unterschiede der Bindung von TF an methylierte DNA-Abschnitte zwischen in vitro und in

vivo-Assays bestehen (Ben-Hattar et al., 1989). DNA-Methylierung fiihrt auch nicht immer zu einer
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Hemmung von TF-Bindung. Es wurden TF-Vertreter identifiziert, die speziell an mCpGs (methylierte
Cytosin-Guanin Dinukleotide) binden. Auch scheint DNA-Methylierung fiir manche TF keinerlei Rolle
zu spielen, da keine Unterschiede der Bindung abhéngig vom Methylierungsgrad festgestellt werden
konnten. Bestimmte TF 16sen selbst eine Methylierung aus, in dem sie DNA-Methyltransferasen rekru-
tieren. Allerdings sind viele Daten in wvitro ermittelt worden und konnten teilweise nicht reproduziert
werden (Héberlé etal., 2019).

Der Zusammenhang zwischen der pilzlichen genomischen Defensivstrategie RIP (repeat-induced point
mutation) und Methylierung, und damit einer Genstilllegung, ist bereits linger bekannt (Selker et al.,
1993, van Wyk et al., 2020). Im einfachsten Falle hiefle das: nps3 ist nicht epigenetisch stillgelegt, was
auch durch qPCR-Daten bestitigt worden ist (siche Abb. 4.8).

Dennoch ist die Methylierung und ihr Einfluss auf die Regulation von Basidiomyceten noch wenig
untersucht. Aktuelle Studien zeigen nicht nur einen groflien Unterschied in den verschiedenen Methy-
lierungsstufen und -Umfang zwischen Sdugetieren und Basidiomyceten, sondern auch innerhalb der
letztgenannten Gruppe (Li¢yté etal., 2022).

Neben der Methylierung ist die Histon-Acetylierung ein wichtiger Ansatzpunkt zur epigenetischen
Genregulation. Im Ascomyceten Nigrospora sphaerica konnten durch eine Hemmung von Histonde-
acetylasen kryptische Sekundérmetabolitgencluster angeschaltet werden; ein Prozess, der fiir viele
filamentdse Pilze untersucht worden ist (Ramesha et al., 2021, Gacek etal., 2012). Auch fiir Serpula

ist demnach eine epigenetische Regulation durch Modifikation von Chromatin wahrscheinlich.

5.2.4. Globale Bindemotive im Promotorbereich von nps3

Untenstehend findet sich eine genauere Analyse der betrachteten Bindemotive. Kurz gefasst ldsst sich
jedoch sagen: Keine der allgemeinen regulatorischen Einheiten findet sich auf Pnps3.

In Einklang mit Studien, die grofie Unterschiede im TFom zwischen Asco- und Basidiomyceten gefun-
den haben, wie bspw. fehlende Orthologe von TF-Genen aus Ascomyceten in Basidiomyceten (Todd
etal., 2014), oder stérkere Verbreitung anderer TF-Klassen (Shelest, 2017), befinden sich auf dem

Promotor Pnps3 keine der weitverbreiteten Bindemotive gut untersuchter Promotoren.

TATA-Box Die TATA-Box stellt ein grundlegendes Motiv fiir viele Promotoren da. Sie liegt ca. 30 bp
vor dem Transkriptionsstart und wird von TBP (TATA-box binding protein) gebunden, um die Poly-
merase II zu rekrutieren (Lifton et al., 1978, Juven-Gershon et al., 2010). In Saccharomyces enthalten

ca. 20% der Gen-Promotoren eine TATA-Box (Basehoar etal., 2004). Die im Promotor auftauchende
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Sequenz von TATAAAAG liegt jedoch iiber 500 bp abwérts des vermuteten Transkriptionsstartes, was

eine regulatorische Funktion fragwiirdig macht.

DPE Das DPE (downstream promotor element) gilt als Alternative fiir TATA-Box-lose Promotoren
und ist zwischen verschiedenen Tieren hochkonserviert, taucht jedoch nicht in Saccharomyces auf
(Burke et al., 1996). Auf dem Promotor von nps3 findet sich ebenfalls kein DPE, das in 21-33 bp vor
der Transkriptionsstartstelle liegt. Die variable Sequenz an sich taucht jedoch sehr hdufig auf. Es kann
jedoch keine Aussage dariiber getroffen werden, ob dies zuféllige Abschnitte sind, oder die Lage eines

moglichen DPE in Basidiomyceten anders ist.

CCAAT CCAAT-Boxen sind weit verbreitet und Interaktionspartner des CBC (CCAAT-binding
complex). Dieser ist bis auf Bakterien in allen Reichen des Lebens zu finden und stellt einen wichti-
gen globalen Regulator dar (Hortschansky et al., 2017). In Trichoderma reesei wurde entdeckt, dass
Proteine, die an die CCAAT-Box binden, eine Rolle fiir die Chromatin-Remodellierung und damit
Zugang zur Genexpression spielen (Zeilinger et al., 2003). Auch ein solches Motiv wurde nicht auf dem

Promotor von nps8 entdeckt.

GpC-Inseln und GC-Box GpC-Boxen stellen grofie unmethylierte, GC-reiche Bereiche da, die
iiber Chromatin-Remodellierung die epigenetischen Regulation beeinflussen (Deaton et al., 2011). GC-
Boxen stellen oft ebenfalls eine Alternative fiir TATA-lose Promotoren da und organisieren die Poly-
merase I in ihre korrekte Stellung (Weis et al., 1997). Da diese Position in der Néhe des Transkripti-

onsstartes liegen sollte, findet sich mit min. 410 bp Abstand auf Pnps$ kein passendes Motiv.

Da diese klassischen Bindemotive nicht zu finden waren, muss davon ausgegangen werden, dass
sich in Basidiomyceten andere regulatorische Einheiten auf den Promotoren entwickelt haben. In
einer Studie an gpd-Promotoren aus Basidiomyceten wurde festgestellt, dass zwar die TATA-Box
und eine CT-reiche Region direkt vor der Transkriptionsstartstelle konserviert ist, jedoch sonstige
allgemeine Bindemotive fehlen. Wihrend die gpd-Gene bis zu 99% Sequenzidentitit besafien, wurde
in den Promotoren, Introns und Terminatoren nur eine Sequenzidentitéit von ca. 40% ermittelt (Kilaru
et al., 2005). Dies bedeutet auch, dass sich in der Erforschung von Basidiomyceten-Promotoren nicht
nur auf Vergleiche zwischen verschiedenen Genomen verlassen werden kann. Untersuchungen in Serpula
sind notig, um eventuell noch unbekannte regulatorische Einheiten auf den Promotoren aufzudecken.

Auch sollten Unterschiede dieser in Lige und Entfernung zum Transkriptionsstart betrachtet werden.
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5.3. Expressionsuntersuchungen und Regulation von

Transkriptionsfaktoren

Uber qPCR und RNAseq wurde der Versuch unternommen, ein TF-Gen zu identifizieren, das nach
Induktion des Myzels von Serpula mit Bacillus hochreguliert wird. Damit soll Einblick iiber die Re-
gulation von nps8 gewonnen werden. Als weitere Bedingung wurde das Myzel von Serpula mit

L-Glutaminsiure behandelt, was ebenfalls zu einer Hochregulation von nps3 fithrt. 30 Kandidaten wur-
den ausgewéihlt, von denen 24 auf cDNA exprimiert wurden und qPCR-Daten lieferten. Auffallend
war bei allen transkriptionellen Untersuchungen die hohe Variabilitit zwischen biologischen Repli-
katen. Griinde hierfiir kénnten unterschiedliches Wachstum von Serpula sein oder Schwankungen der
RNA-Qualitdt. Um dies zu umgehen kénnen Proben gepoolt werden; so werden Unterschiede zwischen
biologischen Replikaten ausgeglichen. Allerdings besteht die Gefahr, dass geringe Unterschiede oder
nur schwach regulierte Gene, zu denen auch TF-Gene gehoren konnen, iibersehen werden. Dies wurde
sowohl fiir den Nachweis von Corona-Viren in gepoolten Proben, als auch beim Screenen nach (pilz-
lichen) Organismen durch DNA in Bodenproben festgestellt (Grobe et al., 2021, Lindahl et al., 2013,
Manter et al., 2010). Fiir alle Kandidaten, die auf Proteinebene produziert wurden, sind auch expres-
sionell frithe Zeitpunkte der Co-Kultivierung von Serpula mit Bacillus iber qPCR getestet worden.
Da die Expression von nps3 und amt! zwischen 2 und 6 h ansteigt, wird von einem spezifischen TF,
der iiber Expression gesteuert ist, erwartet, dass diese zu einem fritheren Zeitpunkt stattfindet.

13 von 15 Kandidaten zeigten ein Expressionsmaximum bei 4 h, was mit der beginnenden Hoch-
regulation von npsd und amtl korreliert. Besonders aber bei diesen frithen Zeitpunkten waren die
Schwankungen zwischen biologischen Replikaten hoch. Falls es gerade zu einer Aktivierung von Ge-
nen kommt, sind die mRNA-Level auf niedrigem Niveau und koénnen sich von Zelle zu Zelle unter-
scheiden, geschweige denn zwischen biologischen Replikaten. In Aspergillus niger sind per single-cell
Transkriptomuntersuchungen grofie Unterschiede in der Expression zwischen einzelnen Hyphen be-
obachtet worden. Auch war der Unterschied des Expressionsniveaus der betrachteten Gene zwischen
Hyphen und dem durchschnittlichen Wert hoch (Bekker et al., 2011). Zudem koénnen niedrige mRNA-
Level vom Hintergrundrauschen der technischen Verfahren iiberlagert werden (de Jong etal., 2019).
Fiir Sdugetiere und Hefen wurde gezeigt, dass die Transkription in kurzen Schiiben erfolgt, gefolgt
von Refraktérphasen, was das Abpassen des genauen Momentes, in dem ein TF-Gen transkribiert
wird, schwierig macht (Zoller etal., 2015, Larson etal., 2011). Zwar werden per PCR und RNAseq

die mRNA-Level gemessen, diese steigen jedoch wihrend der Transkription stetig an. Steady state
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mRNA abundance (in etwa gleichbleibendes mRNA-Level) héngt von der Rate der Transkription und
dem Abbau der mRNA ab. Allerdings werden Diskrepanzen zwischen dem Transkriptionslevel und der
mRNA-Abundanz beobachtet, welche durch die Modulation der Stabilitit der mRNA erreicht wird.
Dies kann u.a. durch Methylierung am 5’-Ende oder Binden an weitere Proteine geschehen (Bellofatto
etal., 2011). Das bedeutet auch, dass das Verhéltnis von Transkriptionsrate und mRNA (und nach-
folgend Proteinlevel) nicht linear sein muss (Garcia-Martinez et al., 2004, Hayles et al., 2010). Stabile
mRNA fithrt zu anhaltender Produktion von TF, auch wenn die Phase der Transkription schon ab-
geschlossen ist. Zudem ist die Aktivitdt eines TF dynamisch und kann sich entweder als einmaliges
Signal (single-peak), mehrere Aktivierungsphasen (multi-peak) oder als anhaltendes Signal duflern
(sustained) (Martin und Sung, 2018, siehe Abb. 5.1). Ein TF kann also, je Stabilitit der mRNA und

des Proteins selbst, lange nach der Transkription noch aktiv vorliegen.

A

Protein
RNA

Transkription

B N ' S —
Single-Peak
Sustained

Abbildung 5.1.: Zeitlicher Verlauf der Transkription und Transkriptionsfaktoraktivitit. A das mRNA-
Level steigt wiahrend der schubartig erfolgenden Transkription. Die Proteinproduktion
setzt zeitlich versetzt ein.

B Arten der Aktivierung eines Promotors durch einen TF: single-peak, multi-peak
und sustained

Fiir den gut untersuchten TF AflR, der die Biosynthese von Aflatoxin in Aspergillus parasiticus
reguliert, wurde gezeigt, dass dessen mRNA-Level 4 h nach Induktion bis ca. 20 h ansteigen und ab
32 h wieder fallen. Das Protein AflR selbst wurde erst deutlich nach 20 h entdeckt. Jedoch wurde
bereits nach 14 h mRNA von omtA gemessen, einem Gen, das von AflR reguliert wird (Liu und Chu,

1998). Dies spricht dafiir, dass TF-Mengen unter der Nachweisgrenze bereits zu einer Aktivierung von
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Gentranskription fithren. All dies macht es schwierig, von den gemessenen mRNA-Werten der RN Aseq
oder qPCR auf eine TF-Aktivitit zu schlieflen.

Da keines der iiber 200 annotierten TF-Gene eine robuste signifikante Hochregulation in Serpula nach
Induktion mit Bacillus oder L-Glutaminséure zeigte, ist eine rein expressionelle Regulation unwahr-
scheinlich. Dies steht im Gegensatz zu vielen ascomycetischen TF-Genen, die Biosynthesegencluster
regulieren. Die Expression des oben genannten aflR-Genes wird durch Verdnderungen im Medium
angeschaltet, wie bestimmte Kohlenstoffquellen oder Zink-Konzentration (Liu und Chu, 1998), ebenso
wird die Produktion von TerR aus dem Terrein-Cluster von Aspergillus terreus iiber Expression gesteu-
ert (Gressler et al., 2015). Gleiches gilt fiir GliZ aus Aspergillus fumigatus und ApdR aus Aspergillus
nidulans (Bok, Chung et al., 2006, Bergmann et al., 2007). Basidiomyceten scheinen ihre Biosynthese-
cluster demnach grundlegend anders zu regulieren.

Neben der Expression kann die Aktivitdt von TF auch iiber die Stabilitdt der mRNA, korrektes Splei-
Ben, 5’end capping, posttranslationale Modifikation, Kernlokalisation, Co-Faktoren oder Inhibitoren
gesteuert werden. Zudem bilden manche TF Homo-/Heterodi-/oligomere, um an der DNA zu binden
oder die basale Transkriptionsmaschinerie rekrutieren zu kénnen (Lambert et al., 2018, Hieronymus
etal., 2004). Als ein Beispiel kann TF 28 dienen, ein Kandidat, dessen Gen auf qPCR-Ebene wie
die meisten nur schwache, aber im Vergleich leicht erhchte Expressionsraten zeigte. Beim Klonieren
der cDNA in einen Vektor und anschlieBendem Sequenzieren wurde jedoch deutlich, dass es zu einem
alternativen Spleiflen kommt, sodass ein Stopkodon die korrekte Proteinproduktion verhindert.

Der Regulator von Sporulation und Wachstum, Rimlp in Saccharomyces cerevisiae, wird erst durch
proteolytische Spaltung in seine aktive Form gebracht (Li und Mitchell, 1997). Ebenso verhélt es sich
mit dem #dquivalenten TF PacC aus Aspergillus nidulans (Orejas et al., 1995).

Auch iiber die Bildung von Disulfidbriicken kann ein TF in seine aktive Form gebracht werden, wie
es fiir den TF Yapl aus Saccharomyces cerevisiae der Fall ist (Okazaki et al., 2007). Fiir menschliche
basale TF wie TFIIF und TFIIES wurde gezeigt, dass Acetylierung eine wichtige Rolle in der Aktivie-
rung spielt (Imhof et al., 1997). Weitere post-translationale Veréinderungen kénnen die SUMOylierung
darstellen (Rosonina et al., 2017, Hannich et al., 2005) oder Ubiquitinylierung, die beispielsweise den
tumor-unterdriickenden TF p53 oder TF Stel aus Saccharomyces zum Abbau zwingt (Wang, Ma et al.,
2017, Esch et al., 2006).

Phosphorylierung stellt einen weit verbreiteten Mechanismus der post-translationalen Modifikation
dar. Auch NF-xB, ein zentraler TF in einer Vielzahl von onkologisch interessanten Prozessen, wird

indirekt tiber Phosphorylierung reguliert. Wird sein Inhibitor IxB durch IKK (Inhibitory-xB-Kinase)
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phosphoryliert und abgebaut, kann NF-xB in den Zellkern vordringen und Chemokin-Gene aktivieren
(Pahl, 1999, Woronicz et al., 1997). Jedoch kann die Phosphorylierung auch direkt verstirkend auf die
TF-Aktivitdt wirken, wie bei dem heat shock TF Hsfl aus Candida albicans (Nicholls et al., 2009).
Andererseits ist auch eine Hemmung der TF-Aktivitdt moglich, indem ein Transport in den Nucleus
iiber das Maskieren der Kernlokalisationssequenz unterbunden wird, wie bei Swib aus Saccharomyces
(Jans et al., 1995). Kernlokalisation ist oft engmaschig reguliert, wie beispielsweise iiber Phosphorylie-
rung oder Binden an sog. Ankerproteine, die den TF im Zytoplasma zuriickhalten (Vandromme et al.,
1996). Der TF Msn2 aus Saccharomyces wird nach Stressexposition innerhalb weniger Minuten in den
Kern geschleust (Hao et al., 2011). Hier aktiviert er die Transkription eines Heatshockproteins, dessen
mRNA-Level bereits nach 5 min Stress ansteigen und ab ca. 40 min wieder fallen. Damit Msn2 jedoch
die Transkription im Sinne einer multi-peak Aktivierung aufrechterhalten kann, ist eine Kinase Mck1
notig (Gutin etal., 2019).

Diese Modifikationen und Interaktionen sind fiir noch keinen TF aus Serpula untersucht worden, je-
doch deuten die schwachen expressionellen Daten einen alternativen Weg der Regulation auflerhalb
der Transkriptionsrate an.

Da TF nicht immer in der gleichen Abundanz vorliegen, wird vermutet, dass TF mit geringerer Kopien-
anzahl weniger expressionell reguliert sind, sondern dauerhaft an der DNA binden und die Aktivierung
der Transkription durch einen Liganden, der schneller diffundieren kann, kontrolliert wird (Li, Burk-
hardt etal., 2014). Ahnliches wurde auch in Drosophila entdeckt, wo sich in der Nihe des Zielgenes
wiederholt kurze DNA-Sequenzen befinden, die spezifische TF moderat binden, was eine hohere lokale
TF-Konzentration und damit eine schnellere Transkription bedeutet (Castellanos et al., 2020). Falls
ein dhnliches System auf Serpula tibertragbar ist, so wiirde ein TF fiir nps3 stets in dhnlicher Kon-

zentration vorliegen und in Expressionsuntersuchungen nicht auffallen.

In Abb. 5.2 sind géngige Wege dargestellt, iiber die die Aktivitdt eines TFs, bzw. dessen Gen,

reguliert werden kann.
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Abbildung 5.2.: Moglichkeiten der Regulation von Transkriptionsfaktoren und -Genen. Modifi-
ziert nach Calkhoven etal., 1996. Orange markiert sind im Text diskutierte Ein-
griffsmoglichkeiten.

5.4. Bindungsstudien ausgewéihlter Transkriptionsfaktoren an

Pnps3

5.4.1. Wahl der Promotorenlinge von Pnps3

Von den 24 ausgewihlten TF-Kandidatengenen konnten 17 heterolog produziert werden. Fiir die Bin-
deversuche in vitro wurde der Promotor von nps8 in einer Linge von 1 kb aufwirts des vermuteten
Transkriptionsstarts gewéhlt. Allgemein werden bis 1000 bp vor dem Transkriptionsstart als Promo-
tor bezeichnet, die individuelle Lange ist jedoch von Gen zu Gen unterschiedlich. In Saccharomyces
betréigt die mittlere Linge (Median) von Promotoren 455 bp, wobei 5% der Promotoren auch eine
Lénge jenseits 2000 bp erreichen kénnen. Insgesamt scheinen Promotoren fiir essentielle Gene kiirzer
zu sein, wihrend solche im Zusammenhang mit Stressantwort langer sind (Kristiansson et al., 2009).
In Ustilago maydis wurden kurze wiederholte regulatorische DNA-Sequenzen gefunden, die sich nur
wenige hundert Basenpaare vor dem Translationsstart befinden (Urban et al., 1996). Daher wurde 1 kb

gewihlt, um moglichst keine regulatorischen DNA-Abschnitte zu iibersehen.
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Allerdings befinden sich auf Promotoren hiufig Bindemotive fiir die basale Transkriptionsmaschinerie
und weniger fiir spezifische TF. Diese binden hdufig an Enhancer, die allerdings tausende von Basen
auf- oder abwiirts eines Genes liegen konnen (Maston et al., 2006).

In Hefen spricht man nicht von Enhancern, sondern upstream activator sequences (aufwirts liegende
Aktivatorsequenzen), die meist nur wenige hundert Basenpaare vor dem Promotor liegen (Redden
etal., 2015). Allerdings wurde auch in Saccharomyces Elemente abwirts von Genen gefunden, die als
Enhancer fungieren (Burnol et al., 1993). Fiir den Basidiomyceten Ustilago maydis wurden Enhancer
gefunden, die ca. 2.5 kb vom Translationsstart entfernt lagen (Aichinger et al., 2003). Auch in Cryp-
tococcus neoformans sind Enhancer-Bereiche bekannt, die sich bis 1.5 kb vor dem Transkriptionsstart
befinden (Zhang, Varma etal., 1999). Die meisten Enhancer sind jedoch unbekannt. Diese Erkennt-
nisse machen es wahrscheinlich, dass auch in Serpule Enhancer-Elemente enthalten sind.

In Prokaryonten konnte der Effekt von Enhancern untersucht werden. Uber Supercoiling (starkes
Verschlingen der DNA-Stringe) kommen auch entfernte DNA-Abschnitte in rdumliche Néhe und En-
hancer und Promotor kénnen interagieren (Liu, Bondarenko etal., 2001). Da das Verschlingen der
Serpula gDNA in vivo nicht bekannt ist, kann auch keine Aussage dariiber getroffen werden, wo sich
ein Enhancer fiir nps3 befinden kénnte. Da die Lage von Enhancern kaum eingegrenzt werden kann,

wéire andersherum nur die Suche danach sinnvoll, wenn bereits ein TF-Kandidat ermittelt worden ist.

5.4.2. ABCD-Assay

Aus dem induzierten Myzel, bzw. dessen Rohextrakt, konnte iiber ein ABCD-Assay kein TF iso-
liert werden. Dies wird hauptséchlich an der geringen Abundanz/Konzentration an TF liegen, die
im allgemeinen Gesamtproteingehalt und unter der Vielzahl an mit der DN A-interagierende Proteine
untergehen. Konzentrationen von TF in Basidiomyceten wurden nicht untersucht; in Drosophila geht
man in differenzierten Zellen von einer TF-Konzentration von ca. 30 nM bis 1.1 pM aus, was 400 bis
15.500 Molekiilen pro Zellkern entspricht (Papadopoulos et al., 2019). Desweiteren ist nicht gegeben,
ob der TF stabil genug fiir eine Extraktion ist oder rasch abgebaut wird. Da TF hochregulatorisch
wirksam sind, ist deren Aktivitéit engmaschig kontrolliert. Der Abbau von essentiellen TF wird {iber
die Markierung mit Ubiquitin durch das Proteasom durchgefiihrt (Desterro et al., 2000). Der TF Gcen4
aus Hefen hat dadurch eine Halbwertszeit von unter 4 min (Kornitzer et al., 1994), Mata von ca. 5 min
(Hochstrasser et al., 1990).

Auch nach einer Kernfraktionsanreichung konnten keine TF identifiziert werden. Eine Kernfraktion-

anreicherung setzt Dichtegradienten, die iiber hochosmolare Stoffe erreicht werden, hohe Zentrifugal-
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krifte oder den Einsatz von kriftigen Detergenzien voraus. Alle Methoden konnen einen Einfluss auf

die physikochemische Stabilitéit des TF haben.

5.4.3. ELISA-Bindungsstudien

Fir die in vitro Bindungsstudien wurden die TF 1,3,5,7,8,10,11,14,17-24,29,30 heterolog in E. coli
KRX oder SoluBL produziert. Von diesen wurden die TF 5,10,11,17,19,21,22 und 24 fiir weitere Un-
tersuchungen ausgewihlt, da sie eine konzentrationsabhéngige Bindung an Pnps3 zeigten.
Heterologe Proteinproduktion garantiert nicht, dass ein TF in der gleichen Form vorliegt, wie er es
in Serpula tun wiirde. Die korrekte Proteinfaltung wird zu einem grofien Teil von der Translationsge-
schwindigkeit des Ribosoms bestimmt. Diese wiederum u.a. ist von Modifikation der mRNA abhéngig
und kann sich deutlich zwischen Serpula und E. coli unterscheiden (Roy, 2021). Neuere Studien haben
auch fiir microRNA eine Rolle in der korrekten Faltung von Proteinen ermittelt, wihrend sie bisher
oft nur als Induktoren des mRNA-Abbaus galten (Sako et al., 2020, O’Brien et al., 2018). Interessan-
terweise ist auch beschrieben, dass sich die Faltung von TF nach Bindung an die DNA dndern kann
(Turjanski et al., 2008).

Es wird im ELISA die Bindestérke in Abhéngigkeit der Konzentration des TF getestet. Dies bedeutet
allerdings noch keine Aktivierung des Promotors. Dies ist schon im Aufbau von TF widergespiegelt: Sie
besitzen eine DNA-bindende Doméne, eine Transaktivierungsdomséne und optional eine signal-sensing
domain (Ligandenbindedoméne) (Latchman, 1997). TF rekrutieren meist andere Co-Aktivatoren oder
basale TF (Reiter etal., 2017). Co-Aktivatoren konnen spezifischer oder globaler Art sein. Fiir den
globalen Co-Aktivator SAGA wurde gezeigt, dass mindestens 10% der Gene aus Saccharomyces von
seiner Funktion abhiingig sind (Baptista et al., 2017). Co-Aktivatoren sind nicht nur fiir eine Trans-
kription notig, sie modifizieren auch die Bindung eines TF an der DNA, wie es fiir Met4 und MET28
zusammen mit dem TF Cbfl aus Saccharomyces zeigt worden ist (Siggers et al., 2011).

Zudem kann die Aktivitdt auch iiber die Bildung von Di- oder Oligomeren reguliert werden, entweder
als Hetero- oder Homooligomer. Auch hierbei kann zusétzlich ein Co-Aktivator nétig sein, wie bei-
spielsweise bei dem Retionoid-Rezeptor-Komplex und Heterodimer RXR/RAR. Wenn der Komplex
an die passende Sequenz bindet und den dazugehorigen Ligand bindet, so wird ein Co-Aktivator re-
krutiert, was die Dissoziation eines Repressors veranlasst und zu transkriptioneller Aktivitét fithrt (Le
Maire et al., 2019, Germain et al., 2002). Im Menschen wurde der TF YY1 entdeckt, dessen Rolle nicht
die Rekrutierung der Transkriptionsmaschinerie, sondern die Ausbildung von DNA-Loops (Schlaufen)

ist, die Enhancer und Promotor zusammenfithren (Weintraub etal., 2017). Neuste Studien deuten
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zudem an, dass die Aktivierung eines Genes zudem weniger von der TF-Konzentration, als seiner
Bindedauer abhéngt (Popp et al., 2021).
Hiermit wird deutlich, dass eine DNA-Bindung noch keine aktivierende Funktion eines TF darstellt.

Andersherum ist fiir die Aktivierung eines Genes immer auch die Bindung eines (Co-)Aktivators notig.

5.4.4. LacZ-Assay in Aspergillus niger ATNT

Obwohl alle Kandidaten bis auf TF10 jeweils mindestens einen positiven Transformanten (im Ver-
gleich zu Kontrolle) zeigten, der zu einer verstidrken [-Galactosidase (bGS)-Aktivitiat fithrte, war
nur bei zwei TF-Konstrukten auch tatséchlich eine Doxycyclin-Konzentrationsabhéngigkeit zu ver-
zeichnen. Dies waren TF17 und TF22. Somit wurden TF10, 17 und 22 fiir weitere Untersuchungen
herangezogen.

Nur ein Transformant (Konstrukt mit TF17) zeigte eine starke Doxycyclin-Konzentrationsabhéngigkeit.
Dies kann, wie unten ausfiihrlicher beschrieben, der ungerichteten Insertion des Konstruktes geschul-
det sein. Eine Besonderheit bei Kulturen, die TF17-Konstrukte enthielten, war weifles Myzel im Ge-
gensatz zu der gelblichen Verfirbung, die sich bei anderen TFs und den Kontrollen gebildet hatte.
Dies spricht fiir eine Beeinflussung des Transkriptionssystems von Aspergillus, die iiber die Aktivie-
rung von Pnps3::lacZ::Tnps3 hinausgeht. Es wurde jedoch kein Homolog oder Sequenz mit hoher
Ubereinstimmung des TF17-Gens in den Aspergillacae gefunden. Ob er dennoch einen Effekt auf wei-

tere Stoffwechsel-/Signalwege in Aspergillus niger besitzt, wurde bisher nicht bestimmt.

TF10 zeigte unter geringen Doxycyclinkonzentrationen nur eine geringe Aktivierung des Promotors.
Unter hoheren Konzentrationen wurde jedoch iiberhaupt keine Aktivitdt mehr festgestellt. In Verbin-
dung mit den ELISA-Daten, die dem TF eine hohe Bindung an den Promotor bescheinigen, konnte es
sich hierbei um einen Repressor handeln. In den expressionellen Daten zeigt sich, dass das Gen von
TF10 in den Zeitrdumen 2-16 h nicht hochreguliert ist. Ab 16 h steigt in den RNAseg-Daten jedoch die
Expression und Variabilitdt. Wie bereits unter 5.3 erwahnt, kommt es besonders im Anfangszeitraum
der Hochregulation eines Genes zu hohen Schwankungen. Demnach wiirde TF10 erst wesentlich spéter

produziert werden und koénnte als Repressor das Ende der Transkription von nps3 einleiten.

TF22 zeigte fiir alle Transformanten eine erhohte Aktivierung des Reportergenes. Dies bildet zu-
sammen mit den ELISA- und expressionellen Daten das Bild eines positiven Regulators an Pnps3.

Auffallend bei TF22 war, dass nicht fiir alle im Vorversuch getesteten Transformanten, die eine sig-
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nifikante hohere bGS-Aktivitat induziert hatten, diese auch konzentrationsabhéingig war. Dies kann
dem Einbau des Plasmids iiber non-homologous end joining (nicht-homologe Endverkniipfung, NHEJ)
geschuldet sein (Critchlow et al., 1998). Das Plasmid kann demnach beim Einbau in das Genom

a) selbst ungiinstig eingebaut werden, sodass die Funktion des TF-Gens oder des Promotors PterA
teilweise oder ganz abnimmt

b) in einen transkriptionell stillgelegten Bereich eingebracht werden

c¢) durch seinen Einbau ein funktionales Gen/Promotor/regulatorischen Bereich disruptieren.

Es muss sich hierbei jedoch nicht um den einzigen TF mit aktivierenden Eigenschaften an Pnps&
handeln. Da bei einer heterologen Expression/Produktion nur einzelne Gene, eventuell Gencluster,
iibertragen werden, besteht die Gefahr, dass nétige Co-Aktivatoren oder andere basale TF {ibergangen
werden. Es besteht weiterhin die Moglichkeit, dass das Transkriptionssystem von Aspergillus schlicht
nicht mit dem von Serpula vereinbar ist. Zwar ist das Exprimieren von Genen und die Produktion von
Proteinen aus Basidiomyceten in Aspergillus belegt, es konnten jedoch keine Untersuchungen zu TF-
Genen gefunden werden, die in vivo eine Transkription auslosen sollten. Da diese, wie oben genannt,
selten alleine in der Lage sind, eine Transkription auszultsen, kénnen an mehreren Stellen Probleme
bei der Ubertragung des Basidiomyceten-Regulationssystems auf ein ascomycetisches entstehen. Sind
notige Co-Faktoren oder Interaktionspartner bekannt, konnen diese jedoch ebenfalls in den Wirtsorga-
nismus eingebracht werden. Eine Alternative konnen Basidiomyceten-Expressionssysteme darstellen.
So ldsst sich die basidiomycetische, humanpathogene Hefe Cryptococcus neoformans transformieren
(Lin et al., 2020) und in Tricholoma vaccinum wurde ein Eingriff in die genetische Regulation mittels

RNA-Interferenz erreicht (Abdulsalam et al., 2022).

Es ist auch nicht untersucht, in welchem Umfang der Promotor von nps3 angesteuert wird. Wahrend
es hdufig angewandte Promotoren gibt, wie beispielsweise PgpdA, der schon seit langem fiir die Expres-
sion von Zielgenen genutzt wird (Punt et al., 1991), sind diese Daten nicht fiir Pnps3 erhoben worden.
Fiir Organismen wie Saccharomyces cervisiae gibt es ganze Datenbanken, die die Eigenschaften aller
bekannten Promotoren aus dem Organismus listen (Chang et al., 2011) und zudem Studien zu dem
Effekt von Sequenzunterschieden auf Promotoren (Renganaath et al., 2020). Auch in den Basidiomyce-
ten Coprinopsis cinerea und Ustilago maydis wurden Promotoraktivititen untersucht (Sugano et al.,
2017, Basse et al., 2006). Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse konnten lediglich zeigen, dass

Pnps3 iiber eine Hintergrundaktivitéat hinausgehend aktiviert werden kann, was jedoch keine Auskunft
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iiber die physiologische Promotoraktivierung in Serpula gibt.

Im Vergleich der Ergebnisse zwischen in vivo- und in vitro-Versuchen konnten Unterschiede in der
Bindungsstérke festgestellt werden. So zeigte TF 10 z.B. eine hohe Bindung an Pnps3 in ELISA,
jedoch keinerlei Aktivierung von Pnps3 im heterologen Aspergillus-Expressionsystem. Hierbei muss
darauf hingewiesen werden, dass -wie oben bereits erwdhnt- TF nicht immer nur eine regulatorische
Rolle innehaben. Das Mycotoxin Zearalenon (ZEA) aus Fusarium graminearum beispielsweise wird
iiber den TF ZEB2 reguliert, das in zwei Isoformen produziert wird, wobei einer Isoform die bZIP-
DNA-Bindedoméne fehlt. Die Isoformen bilden eine eng regulierte Kontrolle iiber die Expression der
Biosynthesegene fiir ZEA. Die lange Isoform bindet an den Promotor ihres eigenen Genes und der an-
deren Gene des Clusters und fordert die Biosynthese. Im Laufe der folgenden Tage, oder bei exogener
Zugabe von ZAE, wird mehr der verkiirzten Isoform gebildet und die Biosynthese nimmt ab (Park
etal., 2015).

Isoformen von TF konnte auch innerhalb dieser Arbeit beobachtet werden. Beim Klonieren von TF22
fiel eine um ca. 330 bp verkiirzte Form auf, der die Forkhead-Doméne fehlte. Diese trat haufig bei
cDNA aus ldngeren (> 10 h) Co-Kulturen von Serpula mit Bacillus auf, was eventuell auf eine Rolle
der Atromentin(-Derivate)-Konzentration bei der Regulation von nps3 hindeutet, &hnlich wie es fiir
das oben genannte Beispiel der Fall ist.

Auch das bereits in der Einleitung erwéhnte Gliotoxin hat selbst regulatorische Funktion. In AgliP-
Stdmmen (Deletion des NRPS-Gens) kam es zu einer Herunterregulation des gesamten Clusters, was
iiber exogene Zufuhr von Gliotoxin riickgéingig gemacht werden konnte (Cramer etal., 2006). Dies
scheint durch eine auto-regulatorische Funktion an ¢liZ (dem im Cluster liegenden TF-Gen) ausgelost

zu werden.

5.4.5. Bindestellenuntersuchung und Binden an andere Promotoren des

Atromentin-Clusters

Uber einen modifizierten ELISA wurde der Versuch unternommen, eine Bindestelle fiir die TF 10, 17
und 22 einzugrenzen. Hierbei zeigten alle untersuchten TF eine Affinitdt zu Teil 1 und 4 des in sieben
Teile segmentierten Pnps3 (siehe Abb. 4.14).

Da keine verstérkte Bindung der TF zu Teil 7 oder Teil 5 festgestellt werden konnte, muss sich die

Bindestelle entweder aufwirts von 957 bp oder bis 112 bp vor dem Transkriptionsstart befinden.
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Da jedoch alle drei TF, obwohl sie unterschiedlichen Klassen angehoren, eine dhnliche Tendenz zeigten
die Teile 1 und 4 zu binden, scheint es sich weniger um eine Beschreibung der TF-Bindeeigenschaften,
als vielmehr eine Beschreibung der Promotor-Beschaffenheit zu handeln. Zwar befinden sich auf bei-
den Teilbereichen lingere AT-reiche Abschnitte, jedoch konnte kein Motiv identifiziert werden, das
beide Segmente innehaben. Allerdings ist die Bindung von verschiedenen TF an dhnliche oder gleiche
Bindemotive nicht ungewodhnlich. In Fusarium wurde das komplexe Zusammenspiel der TF FgAreB
und Fglxrl untersucht. Beide konkurrieren um die Bindung eines Chromatin-remodeling (Umbau)-
Komplexes. Unter Stress, ausgeltst von Stickstoffoxiden, kommt es zum Abbau des Repressors Fglxrl,
was FgAreB die Transkription von Genen im Zusammenhang mit der Stressantwort ermoglicht (Jian
etal., 2021).

Es konnte zwischen den Bereichen der Teile, die stirker gebunden wurden (erster Teil von Teil 1 und
hinterer Teil von Teil 4), keine Tendenz zu erhthtem oder erniedrigtem AT-Gehalt gemacht werden.
Beide dieser Teile zeigen AT-reiche Bereiche, wihrend insgesamt der AT-Gehalt im Teil 7 mit 48.5%
am hochsten und in Teil 2 mit 43.3% am niedrigsten ist. Auch konnte in vivo ein Zusammenfalten
der DNA stattfinden, sodass Teil 1 und 4 in engerer raumlicher Ndhe sind und gemeinsam die Bin-
dung eines TF fordern. Beim Aneinanderlegen der stérker gebundenen Bereiche wurde jedoch keine
Sequenziibereinstimmung gefunden, die drei konsekutive Basenpaare iibersteigt.

Eventuell handelt es sich um eine in vitro auftretende Faltung (oder deren Fehlen), die das Binden
eines TF erleichtert. Dreidimensionale Faltungen in eukaryontischen Genomen sind gut untersucht. In
Tieren wurde das Modell der sog. active chromatin hubs (aktive Chromatinknoten) etabliert, in dem
gefaltete regulatorische DNA-Abschnitte iiber Proteine miteinander verbunden sind (Ulianov et al.,
2015). Eventuell liegen jedoch tatséichlich ein oder mehrere Bindemotive auf den in Serpula unter-

suchten Teilbereichen. Hierfiir sind weitere Untersuchungen notig.

Lediglich TF22 zeigte eine verstirke Bindung an Pnps3 im Vergleich zu den anderen untersuchen
Gensequenzen. Diese war jedoch nur schwach erhéht. Gerade im Hinblick auf Pamit! wire eine dhnliche
Bindung erwartet worden, da eigene und bereits publizierte Daten (Tauber, Schroeckh etal., 2016)
einen dhnlichen zeitlichen Verlauf der Expression beider Gene beobachten konnten, was fiir eine tran-
skriptionelle Co-Regulation spricht.

TF10 band mit &hnlicher Affinitdt an den Promotor des nicht co-regulierte Gens gly!; am stérksten
jedoch an Pamtl. Die deutlich hohere Bindung an Promotoren von Atromentin-Clustergenen im Ver-

gleich zu einem zufilligen DNA-Stiick unterstiitzt die Theorie, dass TF10 eine reprimiernde Rolle in
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der Regulation dieser spielt.

Zwar zeigten TF17 und TF22 eine hohere Bindung an Pnps3 als an Pamt! und Pgly1, jedoch waren
letztere auf &hnlichem Niveau wie die Bindung an ein zufélliges, nicht-regulatorisches 1 kb-Stiick aus
dem Gen nps3 selbst. Hierbei handelt es sich vermutlich um unspezifische Bindungen und stellt somit
den Hintergrund dar. Auffillig ist hierbei, dass diese angenommene Hintergrund-Aktivitit ca. 80%
der Bindungsstirke an Pnps3 hat (fiir TF22).

Geringe Bindung an TF-typische Bindestellen ist ein weit verbreitetes Phénomen unter Eukaryonten.
Im Vergleich zu Prokaryonten-TF miissten theoretisch eukaryontische TF groflere, spezifischere DNA-
bindenden Doménen (DBD) besitzen, da sie in viel grofleren Genomen nach ihren Bindestellen suchen
miissen. Interessanterweise kommt es jedoch zum gegenteiligen Effekt: Viele bekannte DBD sind klein
und wenig spezifisch fiir bestimmte DNA-Sequenzen. Eine Theorie ist, dass Stellen mit niedriger DNA-
Bindeaffinitdt den TF in der Ndhe von DNA-Abschnitten mit héherer Affinitét konzentrieren und ein
,Finetuning* der Transkription {iber eine gesicherte Verfiigharkeit des TF erméglichen (Kribelbauer
et al., 2019, Spivakov, 2014).

Studien dieser Art werden hiufig an humanen oder tierischen Zellen durchgefiihrt, bieten aber den-
noch einen Einblick in die eukaryontische Transkriptionsmaschinerie. Im Lichte dieser Studie betrachtet
scheint es nicht allzu ungewohnlich, dass die Bindung an Pnps3 im Vergleich zu anderen Promotoren,
die ebenfalls im Cluster liegen, nicht um ein Vielfaches hoher ist. Es kénnte sich um einen gewollten
Effekt handeln, mehrere mehr oder weniger stark affine Bindestellen in der Ndhe des Zielgenes zu
konzentrieren. Im Terrein-Cluster von Aspergillus terreus wurden in den Intergenbereichen mehrere
Bindestellen entdeckt, an die TerR mit unterschiedlicher Affinitit bindet; vermutlich um die lokale
Konzentration an TerR zu erhéhen (Gressler et al., 2015). Auch im Gliotoxin-Cluster befinden sich auf
den Promotoren der meisten Gene mehrere Kopien eines vermuteten Bindemotivs fiir den TF GIiZ.
So finden sich fiir das Gen gliN beispielsweise ca. 850, 680 und 190 bp vor dem Translationsstart
GliZ-Bindestellen (Fox et al., 2008).

Trotz einer anzunehmenden unspezifischen Bindung, die eventuell auch auf den globalen Charakter der
TF zuriickzufiihren ist, sollte nicht unterschétzt werden, inwiefern dies eine Rolle fiir die Expression
von npsd spielt. So zeigen mehrere allgemeine Regulatoren aus Ascomyceten einen grofien Einfluss auf
die Sekundarmetabolitproduktion.

Die Wichtigkeit des globalen Regulators LaeA aus Aspergillus wurde bereits eingangs erwihnt (Bok
und Keller, 2004). Ein weiteres Beispiel ist CreA, der die Aufnahme von bevorzugten Kohlenstoff-

Quellen reguliert und damit in eine Vielzahl von Stoffwechsel- und Sekundérmetabolitwegen eingreift
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(Ries, Beattie etal., 2016). Als globaler Regulator fungiert auch HasA, eine Histondeactylase aus
Aspergillus fumigatus, die auf den Orsellinsdure-Cluster eine reprimierende und auf den Penicillin-
Cluster eine aktivierende Funktion ausiibt (Pidroni etal., 2018). Der TF PacC aus Aspergillus nidu-
lans ist ebenfalls ein globaler Regulator und spielt eine besondere Rolle bei der pH-Wertregulation. Bei
alkalischen pH-Werten kommt es zu Hochregulation von pacC und anderen alkali-exprimierten Genen.
Gleichzeitig kommt es zu Hemmung von sdure-regulierten Genen, indem sich auf deren Promotoren die
Bindestellen von PacC und einem anderen TF {iberschneiden (Espeso et al., 2000, Tilburn et al., 1995).
In Aspergillus niger konnten in einer aktuellen Studie sechs globale Regulatoren ermittelt werden, die
jeweils mehrere Biosynthesecluster in ihrer Expression kontrollieren und damit eine wichtige Rolle fiir
eben jene Cluster einnehmen, denen kein spezifisches TF-Gen inneliegt (Kwon et al., 2021). Globale
Regulatoren sind bisher noch nicht in Basidiomyceten entdeckt worden, jedoch ist ein Vorhandensein
wahrscheinlich.

Darauf kann auch aus dem Verhéltnis von Genanzahl zu TF-Anzahl geschlossen werden. Im menschli-
chen Genom, das einer komplexe Regulation unterliegt, werden die ca. 25.000 Gene von nur ca. 1.850
TF kontrolliert (Maston et al., 2006). In Genom von Serpula sind 12.789 gene models berechnet wor-
den und eine Anzahl von 492 DNA-bindenden TF annotiert (Eastwood et al., 2011).

Indirekt oder direkt kommt es also auch bei globalen Regulatoren in einen Eingriff der Biosynthesegene
und Aufkldrung/Erforschung dieser konnte auch neues Licht in das Dunkel der Naturstoffgenregulation

in Basidiomyceten werfen.

5.4.6. Zusammenfassung der Bindeversuche

Trotz der Limitierungen der vorgestellten Bindeversuche konnten zwei TF-Kandidaten ermittelt wer-
den, die wahrscheinlich eine regulatorische Funktion auf die Gene des Atromentin-Clusters ausiiben.

TF10 bindet an die Promotern von Pnps3, Pamtl und Pglyl, zeigte jedoch keine Aktivierung von
Pnps8 in vivo. Es konnte sich hierbei um einen spezifischen oder globalen Repressor des Atromentin-
Clusters handeln.

TF22 zeigte sowohl in vivo als auch in vitro eine Bindung und Aktivierung an Pnps3, welche héher im
Vergleich zu anderen Promotoren war. Daher ist davon auszugehen, dass es sich bei TF22 um einen

Regulator des Gens der Chinonsynthetase nps? handelt.
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5.5. RN A-Interferenzversuche

Fiir keinen der Versuchsansitze, in der nps3-spezifische dsRNA auf das Myzel von Serpula gegeben
wurde, konnte ein Knock-Down von nps3 beobachtet werden, vielmehr kam es zu einer Hochregulati-
on des Genes, was sich auch optisch durch eine Gelbfarbung des Myzel bemerkbar gemacht hat. Die
Hochregulation wurde sowohl fiir das Bespriithen der Serpula-Platte mit dsRNA, als auch bei einer

Zugabe der dsRNA in das fliissige Medium beobachtet.

Co-Kulturen von Moskitos mit Beauveria bassiana zeigen, dass das Insekt miRNA gegen Virulenz-
spezifische Gene des Pilzes exprimiert, was zu einem Silencing fithrt (Wang, Cui et al., 2021). Eventuell
besitzt Serpula aus #hnlichen Griinden Abwehrmechanismen gegen Fremd-RNA, die eine RNAi un-
terbinden. Hierfiir lassen sich derzeit keine Beweise finden. Interessanterweise trat jedoch auch eine
schwache Hochregulation (RER 2) von amt! auf, das von der RNA-Interferenz nicht betroffen sein
sollte. Da fiir die Pulvinsduren ein bakterien-abwehrender Effekt vermutet wird, kann eine Hochre-
gulation des Clusters als Reaktion auf die Freisetzung bakterieller RNA aufgefasst werden, wie sie
z.B. auch im Rahmen von Krankheiten bei Menschen beobachtet worden ist (Simonov et al., 2016).
Eine andere Moglichkeit ist, dass es durch suboptimale Wachstumsbedingungen von Serpula zu einer
Hochregulation des Clusters kommt, welche die Effekte der RNA1i {iberdeckt. Die Ergebnisse zeigen,
dass mit verminderter dsRNA-Hinzugabe nps8 auch weniger stark exprimiert wird, wihrend der ge-
genteilige Effekt erwartet wird.

Untersuchungen an menschlichen Zellkulturen zeigen auch, dass die RNAi nicht immer die gewiinschte
Reduktion an Transkripten zur Folge hat. So lieflen sich off-target Effekte beobachten, die schon bei ge-
ringer Sequenziibereinstimmung von siRNA zu einem Transkript auftraten (Jackson et al., 2003). Das
Auftreten von Nebeneffekten kann auch durch die vielfiltigen Aufgaben von kleinen RNA-Fragmenten
erklart werden, so kommt es beispielsweise zur Hochregulation von Zielgenen, wenn siRNA fiir nicht-
regulatorische Bereiche des Promotors eingebracht wird (Li, Okino et al., 2006). Das dsRNA-Design
sollte demnach moglichst Homologien zu anderen Sequenzen vermeiden. In Fusarium konnte beobach-
tet werden, dass die Effizienz der RNAi stark von der Lage des Konstruktes im Gen abhingt, wobei
keine Voraussagen getroffen werden kénnen, warum dem so ist (Gu et al., 2019).

Als Alternative fiir klassischen Gen-Knockout oder -down hat sich in den letzten Jahren das CRISPR/Cas-
System etabliert. Die oben genannten Nebeneffekte konnen z.B. mit der Cas13-Methode iiberwunden

werden, die hohere Spezifitit zu Zieltranskripten zeigt (Abudayyeh et al., 2017). Mit einer CRISPR/Cas9-
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geleiteten Transformation von Coprinopsis cinerea ist eine genetische Manipulation auch fiir Basidiomata-
bildende Pilze gelungen (Sugano et al., 2017). Allerdings wurde die Methode iiber Protoplasten erreicht.
Fiir Serpula gibt es bis dato kein Protokoll oder Erfahrungen iiber eine erfolgreiche Protoplastierung.
Sowohl fiir den Ascomyceten Magnaporthe oryzae, als auch Basidiomyceten wie Coprinus cinereus und
Cryptococcus neoformans wurden RNAi-Versuche iiber das Einbringen eines Plasmides durchgefiihrt,
von welchem dsRNA gebildet wird (Kadotani et al., 2003, Liu, Cottrell et al., 2002, Namekawa et al.,
2005). Da dies die Transformierbarkeit des Organismus voraussetzt, kann dies nicht fiir Serpula ge-
testet werden. In Aspergillus wurde ein Knock-Down der Ornithindecarboxylase erreicht, indem die
dsiRNA in das fliissige Medium der Sporensuspension gegeben wurde; ein dhnlicher Ansatz, wie er
auch in dieser Arbeit verfolgt wurde (Khatri et al., 2007). In der gleichen Studien wurde auch beobach-
tet, dass die mRNA-Level der Ornithindecarboxylase mit lingere Inkubationsdauer wieder ansteigen.
Das groite Problem wird die Aufnahme der dsRNA iiber die Hyphen darstellen. Untersuchungen an
Sclerotinia sclerotiorum konnten die Clathrin-vermittelte Endozytose (CME) als einen der Aufnah-
mewege ermitteln (Wytinck, Sullivan et al., 2020). Da Pilzen im Gegensatz zu z.B. Insekten spezielle
RNA-Interferenz-Transmembranproteine fehlen, stellt CME wohl den Hauptaufnahmeweg dar (Wy-
tinck, Manchur et al., 2020). In Serpula sind mehrere Clathrin-assoziierte Gene annotiert. Interessan-
terweise verfiigen nicht alle Pilze {iber einen RNA-Interferenzweg. So besitzt die Hefe Saccharomyces
cerevisiae nicht die notige Ausstattung von Dicer- und Argonaut-Proteinen, im Gegensatz zu anderen
nah verwandten Sprosshefen (Drinnenberg et al., 2009). In Serpula sind Argonaut-linker Doménen und

eine Dicer-Dimerisationsdoméne annotiert (Eastwood et al., 2011).

5.6. Transkriptionsfaktoren als pharmazeutisches Ziel

Das Forschen an eukaryontischen TF dient nicht nur dem reinen Wissensgewinn. Im Menschen ist
schon seit langem bekannt, welch wichtige Rolle TF bei der Ausbildung von Krankheiten, speziell
Krebs, spielen.

Das ungehemmte Wachstum von Krebszellen wird in einer gestorten Transkription von entscheidenden
Faktoren wie transforming growth factor § (TGF-f) oder epidermal growth factor EGF vermutet. Da
ein TF an einer der letzten Stellen vor der Transkription eines potentiell onkogenen Proteins und somit
als Brennpunkt in einer ganzen Kaskade liegt, konnte man spezifischer in das Geschehen durch eine
Hemmung des TF eingreifen (Darnell, 2002). So konnen fiir den Menschen 294 potentielle onkogene

TF gefunden werden (Lambert et al., 2018). So interessant TF als targets erscheinen, so schwierig ist

89



die Umsetzung einer TF-Inhibition. Durch ihre oft positiv geladene, konvexe DNA-Bindestelle und
die flachen Protein-Interaktionsstellen ist es schwierig, ein passendes Molekiil zu designen, das als
Inhibitor wirken kann. Dennoch kénnen sog. ,,hotspots® als Stellen mit hoher Interaktionsenergie als
Ziele angesehen werden (Arkin etal., 2014). Es miissten spezifische Inhibitoren gegen spezifische TF
geschaffen werden, um die allgemeine Transkriptionsmaschinerie nicht zu storen. Dies stoft allerdings
auf mehrere Probleme, so ist z.B. das mogliche Target der DNA-bindenden Doméne erst dann korrekt
gefaltet, wenn es auf seine Bindestelle trifft, wie es beim basischen Leuzinzipper C/EBP« der Fall ist
(O’Neil et al., 1991). Ein geeignetes Target konnte auch die Protein-Protein-Interaktionsdoméne sein,
sodass eine Bindung mit einem Co-Aktivator unterbunden wird. Abgesehen von ihrer DNA- und Pro-
teinbindenden Doméne sind potentielle Angriffspunkte fiir kleine Molekiile bei TF rar (Berg, 2008).
Zudem gehoren TF zu einer Klasse, die besonders hohe Raten an intrinsisch ungeordneten Proteinen
enthélt. Diesen fehlt eine feste dreidimensionale Struktur, bzw. diese ist iiber verschiedene Arten der
Interaktion verénderlich (Liu, Perumal et al., 2006).

Trotz dieser Schwierigkeiten konnten targets erkannt werden und zielgerichtete kleine Molekiile desi-
gnt. Zudem stellt die oben bereits angesprochene post-translationale Modifikation einen Angriffspunkt
fiir die TF-Inhibitoion dar (Qian et al., 2020).

Waihrend bereits mehrere Substanzen bekannt sind, die iiber die Regulation von TF in die Onkogenese
eingreifen, (wie z.B. STAT3-Inhibtoren (Furqan et al., 2013), Blockierung der Bindestelle von NF-xB
(Raskatov et al., 2012) oder Hemmung der Ligase MDM2, die den tumorsupressiven TF p53 ausschal-
tet (Ding et al., 2013)), finden sich bis dato noch keine zugelassen auf dem Markt.

TF konnen in Zukunft fiir Mykosen von humanpathogenen Pilzen ein geeignetes Ziel darstellen. Aller-
dings sind fiir solche Untersuchungen globale Regulatoren, die moglichst konserviert zwischen verschie-
denen Spezies sind, am interessantesten, wenn man die Fiille an humanpathogenen Pilzen betrachtet

(Kohler et al., 2014).

Fiir Serpula speziell ist jedoch die gebduderuiniernde Funktion am interessantesten. Im dsterreichischen
Bundesland Steiermark macht Serpula 61.5% der pilz-verursachten Gebdudeschiden aus und verur-
sacht Kosten in Millionenhohe (Haas et al., 2019, Krzyzanowski et al., 1999). Damit steht Serpula auf
Platz 8 der zehn gefiirchtetsten Pilze (Hyde etal., 2018). Eine Erforschung des Transkriptoms von

Serpula und der genetischen Regulation kann neue Wege 6ffnen, den Pilz zu bekdmpfen.
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5.7. Zusammenfassung in dieser Arbeit erbrachten Leistungen

In Zusammenarbeit mit Sebastian Herkersdorf wurde der bakterielle Trigger fiir die Produktion der
Pulvinsduren in Serpula nach Induktion mit Bacillus subtilis ermittelt. Die Ergebnisse deuten auf eine
bisher unbekannte Interaktion zwischen bakteriellen Proteasen mit pilzlichen Zellen hin.
Untersuchungen an Promotoren von Atromentin-bildenden Basidiomyceten konnten deutlich machen,
dass weit verbreitete Bindemotive fehlen und grofie Unterschiede zwischen den 5’UTR bestehen. Das
Gen nps3 wird vermutlich u.a. auch iiber alternative Transkriptionsstartstellen reguliert. Auf der
Grundlage der expressionellen Daten wurden 30 TF-Kandidaten ausgewihlt, iiber qPCR~Versuche
auf 17 eingegrenzt und in einem ELISA getestet. Hier zeigten acht TF eine Bindung an den Promotor
von nps3. Diese wurden in Aspergillus niger ATNT eingebracht, um in vivo die Aktivierung eines
Reportergenes unter Pnps3-Kontrolle zu erreichen.

Es blieben drei Kandidaten iibrig, deren Bindungsspezifitdt iiber einen modifizierten ELISA mit zer-
teiltem Pnps3? und im Vergleich mit anderen Promotoren des Atromentin-Clusters untersucht wurde.
Uber diese Methoden wurde TF22 ermittelt. Das Gen von TF22 zeigte Hochregulation bis 10 h nach
Beginn der Co-Inkubation von Serpula mit Bacillus. TF22 hatte konzentrationsabhéngige Bindung an
Pnps8 in vitro und aktivierte Pnps3 in vivo. Er zeigte signifikant stirkere Bindung an Pnps3 als an
andere Promotoren und fungiert vermutlich als positiver Regulator von npss3.

TF10 scheint eine reprimierende Funktion auf den Atromentin-Cluster auszuiiben. Er bindet in vivo
an alle untersuchten Promotoren des Clusters, hemmt in vivo jedoch die Produktion des Reporterge-
nes.

Der zellbiologische Hintergrund dieser Ergebnisse liegt jedoch noch im Dunklen. So kann die Funktion
von TF22 und TF10 nur endgiiltig tiber einen Gen-Knock-down bestétigt werden, was bisher nicht

erreicht werden konnte. Auch konnte keine Bindestellen auf Pnps$ ermittelt werden.

Zwar sind mit der Identifikation der bakteriellen Trigger (Herkersdorf et al., 2021) und des vermutlich
verantwortlichen TF zwei Endpunkte einer Signalkaskade aufgeklért worden, jedoch sind alle dazwi-
schen befindlichen Schritte noch unbekannt. Diese Arbeit verdeutlicht, wie sehr geeignete Methoden

fiir die Forschung an Basidiomyceten fehlen.
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5.8. Ausblick

Zwar konnten in dieser Arbeit zwei TF ermittelt werden, die wahrscheinlich regulatorische Funkti-
on an Pnps3 ausiiben, jedoch fehlt die endgiiltige Bestétigung ihrer Funktion. Hierfiir wird jedoch
einen Gen-Knock-Down oder -out benétigt, um die Funktion in wvivo zu bestétigen. Oben wurden
bereits alternative Verfahren erwihnt, die neben der RNAi auch in Pilzen zum Einsatz kamen, wie
CRISPR/Cas9 oder CRISPR/Cas13, wobei je DNA oder RNA angezielt werden. Jedoch miissten die
Forschung an der Transformierbarkeit von Serpula vorangetrieben werden, um einen effektiven Ein-
griff in das native System des Pilzes zu erreichen. Eine weitere Methode, um in vivo die Bindung von
TF22 nachzuweisen, wéire Chromatin Immuno-Prézipitation DNA-Sequenzierung (ChIP-Seq). Hierbei
wird der an die DNA bindende TF mit dieser kovalent vernetzt und ein spezifischer Antikorper gegen
den TF kann die Bindung nachweisen. Falls es zur Bestétigung eines spezifischen TF kommt, kann
iiber Oberflachenplasmonenresonanz (real-time Surface Plasmon Resonance) ein Bindemotiv weiter
eingrenzt, bzw. die Affinitéit verschiedener Kandidaten getestet werden (Ritzefeld et al., 2012). Eine
gednderte Transkription kann iiber das neue Verfahren der Transcription factor enrichment analysis
(TFEA) untersucht werden (Rubin et al., 2021). Auch sollten weitere regulatorische Elemente in Ser-
pula untersucht werden. So z.B. die Ermittlung von Co-Faktoren und Liganden. Hierbei ist auch die
Untersuchung an alternativen Transkriptionsstartstellen wichtig. In Serpula sollte dies in Co-Kultur
mit Bacillus subtilis zeitabhéngig erfolgen. Zudem koénnen weitere grundlegende Prinzipien betrachtet
werden, wie allgemeine Bindemotive oder hochkonservierte TF zwischen verschiedenen Basidiomyce-
tenspezies. Da oft genomweite Untersuchungen an Promotoren und deren Aktivitdten in Basidiomyce-
ten fehlen, wire hierzu die weitere Forschung wertvoll. Speziell konservierte Bereiche auf Promotoren
von hochkonservierten Genen sollten ermittelt werden. Dies geht auch Hand in Hand mit weiteren
Erkenntnissen {iber die Lange und Funktion des 5’'UTR. Desweiteren kénnten Untersuchungen am
Methylierungs- oder Acetylierungsgrad der DNA regulatorische Funktionen von Chromatinmodellie-
rung in Basidiomyceten aufdecken.

Ein spezifischer TF, der das Gen nps3 aktiviert, und die Erkenntnis, dass spezielle Proteasen die
Variegatsiureproduktion induzieren (Herkersdorf et al., 2021), bilden zusammen zwei Endpunkte der
Regulation von Basidiomyceten-Naturstoffgenen unter besonderer Beriicksichtigung von Co-Kulturen.
Beide Forschungsschwerpunkte ermoglichen eine tiefer gehende Untersuchung an den Stufen, die zwi-

schen beiden Polen liegen und das Skizzieren einer durchgehenden Signalkaskade.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Basidiomyceten-Transkriptionssystem anhand des Naturstoffgens nps3 aus
Serpula lacrymans in Co-Kultur mit Bacillus subtilis untersucht. Das Bakterium fiihrt in Co-Kultur
zu einer Gelbfirbung des Myzels, was auf eine gesteigerte Expression von nps8 und der Produktion

von Pulvinsduren zuriickzufithren ist.

Expressionelle Untersuchungen skizzieren einen zeitlichen Verlauf der Expression von mps3, wenn
Serpula mit dem grampositiven Bacillus subtilis inkubiert wird. Auffallend ist die hohe Variabilitét
der erhobenen Daten und geringe Anderung der Transkriptionsfaktor (TF)-Expression iiber verschie-
dene Zeitrdume hinweg. Untersuchungen im Promotorbereich von nps3 konnten den 5’UTR eingren-
zen, wobei mehrere Transkriptionsstartstellen auffielen, die auch in die regulatorische Funktion der
Genexpression spielen koénnen. Zudem wurde festgestellt, dass globale oder allgemein als konserviert

angesehen TF-Bindemotive fehlen.

DNA-Bindeversuche in vivo iiber ELISA und in vitro iiber ein heterologes Aspergillus-Expressionssystem
konnten aus iiber 200 Kandidaten drei ermitteln, die mit Pnps3 interagieren. Eine Eingrenzung der
Bindestelle konnte nicht erreicht werden, doch der Vergleich mit anderen Promotoren lief} fiir zwei Kan-
didaten eine spezifische Bindung vermuten. Somit wurde der Transkriptionsfaktor TF22 als direkt in
der Regulation von nps3 beteiligt entdeckt, als erster TF fiir ein Naturstoffgen in Basidiomyceten.

TF10 besitzt wahrscheinlich eine reprimierende Funktion auf nps3.
Mit der Ermittlung eines positiven Regulators von nps8 und der Entdeckung der bakteriellen Pro-

teasen Subtilisin E AprE und Chitosanase Csn, die zu einer Induktion der Pulvinsdurenproduktion

fithren, wurden der Anfangs- und Endpunkt einer komplexen Signalkaskade aufgeklért.
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Abstract

In this work, the basidiomycete transcription system was investigated. In co-culture, the bacteri-
um Bacillus subtilis leads to a yellow hue of the mycelium of Serpula lacrymans, which is due to an

increased expression of nps3 and the production of pulvinic acids such as variegatic acid in the fungus.

Expressional studies sketch a time course of the expression of nps8 when Serpula is incubated with
the gram-positive Bacillus subtilis. The high variability of the data collected and the low change in
transcription factor (TF) expression over different time periods is striking. Investigations of the pro-
moter region of nps3 were able to refine the 5’UTR structure, whereby several transcription start sites
were noticed, which can also play a role in the regulatory function of gene expression. In addition,
it was found that TF binding motifs, which are global or generally considered to be conserved, are

missing.

DNA binding experiments in vivo via ELISA and in vitro via a heterologous Aspergillus expression
system were able to identify three of more than 200 candidates that interact with Pnps3. It was not
possible to identify a specific binding site, but comparison with other promoters suggested specific
binding for two candidates. Thus, the transcription factor TF22 was discovered to be directly involved
in the regulation of nps3, the first TF for a natural product gene in basidiomycetes. The second TF

TF10 probably has a repressing function on nps3.
With the determination of a positive regulator of nps3 and the discovery of the bacterial proteases

subtilisin E AprE and chitosanase Csn, which lead to an induction of pulvic acid production in Serpula,

the beginning and end of a complex signaling cascade were elucidated.

118



Thesen

1. Die Promotorsequenzen von Basidiomycetennaturstoffgenen unterscheidet sich deutlich von de-

nen in Ascomyceten

2. Die Regulation von Naturstoffgenen in Basidiomyceten unterliegt einem multifaktoriellen Me-

chanismus
3. Das Naturstoffgen nps3 kann iiber alternative Transkriptionsstartstellen reguliert werden
4. Ubliche Methoden der genetischen Beeinflussung von Pilzen sind auf Serpula nicht anwendbar
5. Transkriptionsfaktoren in Serpula unterliegen selbst einem komplexen Regulationsmechanismus
6. Der Transkriptionsfaktor TF22 stellt wahrscheinlich einen positiven Regulator fiir nps3 dar

7. Der Transkriptionsfaktor TF10 hat eine reprimierende Funktion auf den Atromentin-Locus in

Serpula lacrymans
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A. Anhang

Primer

Tabelle A.1.: Primer Aspergillus / pSMX und pPS01

0SL401_TF5pPS1_R
0SL402_TF5pPS1_F
0SL260_TF7pSMX_F
0SL261_TF7pSMX_R
0SL258 TF10pSMX _F
0SL259_TF10pSMX_R
0SL397_TF11pPS1_F
0SL398_TF11pPS1_R
0SL386_TF17pPS1_F
0SL387_TF17pPS1_R
0SL395_TF19pPS_R
0SL396_TF19pPS_F
0SL270_TF21pSMX_F
0SL271_TF21pSMX R
0SL300_TF22pPS01_F
0SL301_TF22pPS01_R
0SL274_ TF24pPS_F
0SL275_TF24pPS_R

ATATATTTAATTAAGATATCAGGGAAAGGAGGGCAT
ATATATACTAGTATGCGCGTGGCTTTTGTATC
ATATATCCATGGTATGGCTCGCAGCATATACAGC
ATATATCCATGGTCCCTCTCTTGGTGCAACC
ATATATATGCATATGACGAACCCGAGGGAC
ATATATATGCATGTATCCACGTGCAGACCATTTAC
ATATATACTAGTATGAGATCTTCCAAATTAACGACTTCT
ATATATTTAATTAATGATACATTGCCGATGTTGTCATG
ATATATACTAGTATGGAATTCACCATCAGGGGG
ATATATTTAATTAACAGTATTTGGTTGAAATCTATCTGGAAGG
ATATATTTAATTAAACGACGGGATTTTTCCGTAATTTTC
ATATATACTAGTATGTTTACTGCAGCCCCGC
ATATATCCATGGTATGCCTCCCGCTCAGGA
ATATATCCATGGGGGAGTCGTAACAAGACCCG
ATATATACTAGTATGTCGGAATCCATGGCTGTT
ATATATTTAATTAATCCACTAGCAACACTTGCGT
ATATATAACTAGTATGTCCTTCGCCTTGCCC
ATATATTTAATTAATGTGCATTGAGGACGTCGA

Einbringen in pPS01 und pSMX 2 URA

0SL250_URADblastEx_F
0SL251 URAblastIn R
0SL252_URAblastIn_F

0SL253_URAblastEx_R

GGTAATCGCCTCCGGGAAC
GCAGATTGTTGGCACCATCA
CCAGGTTGTCGAGCTTCTCTT
GATCAGGTTGGTGCGAAACG

Sequenzieren und Kolonie-PCR

oLWO01_Pnps3_F
oLW02_Tnps3 R
oLWO03_Pnps3 R
oLW04_lacZ F
oLWO05_lacZ R

CTCGAGTTTTTCAGCAAGATACTCTATGTGTAAAAGTGGCAGGAA

AGGAGATCTTCTAGAAAGATCACCAAAGTTTGCAGTGAGCTC
TGATGATTGTGATCTCCGAAGAATAGG

TTCGGAGATCACAATCATCAATGACCATGATTACGGATTCACTG

TTATTTTTGACACCAGACCAACTGG

Erstellen neuer Ausgangsstamm

oLW06_Tnps3 F

TGGTCTGGTGTCAAAAATAAAGGATGGAAATCAAGCCTACATATGT

Tabelle A.2.: Primer Zellwanduntersuchungen

0SL326_CellWallGenel _F
0SL327_CellWallGenel R
0SL328_CellWallGene2_F
0SL329_CellWallGene2 R
0SL330_CellWallGene3_F
0SL331_CellWallGene3_R
0SL332_CellWallGene4 F
0SL333_CellWallGened R
0SL334_CellWallGene5_F
0SL335_CellWallGene5_R
0SL336_CellWallGene6_F
0SL337_CellWallGene6_R
0SL338_CellWallGene7_F
0SL339_CellWallGene7_R
0SL340_CellWallGene8_F
0SL341_CellWallGene8_R
0SL342_CellWallGene9 _F
0SL343_CellWallGene9_R
0SL344_CellWallGenelO_F
0SL345_CellWallGenel0_R,

GGACAAATTCGGAGCCATCAAC
GTCAAGAACCCACATTTCATCACC
CGTCTTCGCCCACTATCATACC
GGAGGTTCCAGGGCAGC
GTTGACGGTCTCAAGGTCAGG
GGTCTGCTTTCGACCCCAC
AGAGCAACATGCCTCGGAAG
CAGCCTGTGTGTCAATGAGTC
CCTAGTGGTCAAAACCCCCATC
GACCACCCAGATCCCATATCG
GAACTGGCAATGTTCTCCGAC
GAAGAGGCGAGCGTACGTG
GCGATTGTGCAGTACGGATTG
CTTCATCTCGATTTTCGGCCTC
GGAAGGAGGCTCGTTGACC
CGAGATTTGGGCACAGAAGC
CGATGGCCTTCGGAGGAAG
GTACAGTTGGCTTGCCTGC
CCACAGGCAGGCTACGTC
GATCATCGTCGTTAGATCGATCG
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Tabelle A.3.: Primer qPCR

0SL09_TF1q.F

oSL10_TF1q.R

0SL11_TF2q.F

oSL12 TF2q R

0oSL13_TF3q.F

oSL14 TF3q_R

0oSL105_TF4q.F
0SL106_TF4q-R
oSL107_TF5q_F
0oSL108_TF5q-R
0oSL109_TF6q_F
0oSL110_TF6q-R
oSL111_TF7q.F
oSL112_TF7q-R
0oSL113_TF8q.F
0SL114_TF8q-R
oSL115_TF9q-F
0oSL116_TF9q_R
oSL117_TF10q-F
oSL118_TF10q-R
oSL119_ TF11q F
oSL120_TF11qR
0SL151_TF12q.F
oSL152_TF12q R
0SL153_TF13q.F
oSL154_TF13q-R
oSL155_TF14qF
0oSL156_TF14q-R
oSL157_TF15qF
oSL158_TF15q-R
oSL159_TF16q_F
0SL160_TF16q-R
oSL161_TF17qF
0SL162_TF17q.R
0oSL163_TF18q.F
0SL164_TF18q_R
0SL165_TF19q_F
0SL166_TF19q-R
0oSL167_TF20q-F
0SL168_TF20q_R
0SL358_TF21q_F
0SL359_TF21q.R
0SL360_TF22q_F
0oSL361_TF22q R
0SL362_TF23qF
0SL363_TF23q_R
0SL364_TF24qF
0SL365_TF24q-R
0SL366_TF25q_F
0SL367_TF25q-R
0SL368_TF26q_F
0SL369_TF26q-R
oSL370_TF27q_F
oSL371_TF27q-R
oSL372_TF28qF
0oSL373_TF28q_R
oSL374_TF29q F
oSL375_TF29q_R
0SL376_TF30q-F
oSL377_TF30q-R

CAATCCACCCAGGGCCATAAG
GATGTTGGGCCAGCCAAAG
CAGCCAAGTTTACGCGCAC
CGAGTGAATTGAGCATCGCATG
CGATCGACGTAACTTCTCCTACG
GTGCGAAAACCATTTGTTTGTGC
CATATGAGTTTACATACCGGCTACAG
CACATTCCAGTGTGTCTTGAGAC
CGATAATTCGTCGGCTGAGTC
TCGATAGGAACAAGAGCAGCG
GTCTCCCTCTCCTCCTCCTTC
GAGGACAGGATCGAGGTAGATG
GACGACTGTGGCATCATATTCAC
CGTGAACAAGTAGACCATTCGC
GGACAGAAGACGTCCATACTGC
GCAACTGATAGTACTTGAGACGACG
CGCCTTCATGATCTTTCGCTC
GCTGGGCTTCGGTAAGAGAG
GGATGTTCAAAGTAGTGTTTTTCAGG
GACCATTGACCGTACAAAGACG
GATGGCACAAGCGAAGTCTG
GAAACTGGTTACGCCATCGACT
GTGTCGCATGGTCTTCTCCAG
CTGTTTTCCACAATGGCAGGTG
CATATGCACAACCTGCGACC
GAACAGCGTGTTTCGCAGC
CAATACCCGCAGTCTCCCTATG
GAGTGGGTTTGCGAGATTCAG
GAGCTACACAGGCTCTCCAG
CTGCGGTGAGGAAGCGAC
GAGATACGTTTGTGTGGAATTTGAAC
GCTCAGCTGGTCCTGTATCG
GATACACCGTGTGTGTACGATG
CTATGGCTCAGAGCTGGAGTAG
CGAACGCTTGGATTCTCTATCG
CGTTGTTCCACATATACGAGACG
GTCACCGAAAGATGATGATCAGAG
CTCAGGGCGTCGATTTCAGG
GCACAAAAGCCTATGGTACTCTCA
CCTTCTTAGCTTTACGCCATTGC
GATACATCAACTAACACAGGCTGG
GAGGTCGAGTATTCTGCTGGTC
CAAAGCCAGAAGTTATGCCACC
CGTTCACCTGTACTACGCTCC
CACTTCGTGTTTGTATCATTTGCTTC
CAACAGCTGCACCGTCTTTG
GTCACGGGCAGTTCAGTAGTTA
TGTAGATGGTATTGAACGCAGTGT
GAATCGCAATATGACGCTCAACA
ACAGCAACCTTGGAGAAAATTCC
GTGATATGAATCGTGCCAAGCG
CCTCTTTCGTCTGTCCGAGG
CCATGTTCCGCCTTCTTCAC
AGTTCGGTCACGATCAGCTG
GACGGATAGCGAAGAGGTATGG
CGTAGTGATGCGAAGCGATC
CGACGCTGAAGAACGTGAAAG
GGAAGAGTGGTGTGCATTGG
CTCTCGAGGAGCTTGGCATG
CGTAGATTCCTTGAGTGTTTCGAAG

qPCR TF-Kandidaten
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Tabelle A.4.: Primer qPCR - Kontrollgene

0oSL21 bTub. F CACGGAAGCAGAGTCGAAC
oSL22 bTub. R  CTTCGTCTGCAGGAACCTC
oSL15 actA F  GTCCGGTGGTACTACTATG
oSL16_actA R CAAGATAGATCCACCAATCC
oSL17 gpdA F  GCTTGAACGGCAAACTCAC
oSL18 gpdA R CGCAGCCTTAATGTCGTC Kontroll- und Referenzgene
oSL19 eno2 F  GTCAAATCAAGACTGGTGCTC
0SL20_eno2. R GCAGAAAGGCCTTTTCCTC
0SL23 nps3 F  GGTGTTATGTGCATCTCG
oSL24 nps8 R GCTATGCCAAGGGTCAAAG
oSL27 amtl F  GAATCTAACGGCGACCCTC
oSL28_amtl R GCTCTGAAATAGTTAACGCG
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Tabelle A.5.: Primer ELISA

oSL79_TF1pET_F
0SL80_TF1pET_R
0SL141_TF2pET_F
0SL142_TF2pET R
0SL147_TF3pET_F
0SL148_TF3pET_R
0SL171_TF5pET_F
oSL172_TF5pET_R
0SL149_TF7pET_F
0SL150_TF7pET_R
0SL145_TFSpET_F
0SL146_TFSpET_R
0SL173_.TF9pET_F
0SL174_ TF9pET_R
0SL175_TF10pET_F
0SL176_TF10pET_R
0SL143_TF11pET_F
0SL144 TF11pET R
0SL195_TF14pET_F
0SL196_TF14pET_R
0SL197_TF15pET_F
0SL198_TF15pET_R
0SL199_TF17pET_F
0SL200_TF17PET_R
0SL201_TF18pET_F
0SL202_TF18pET_R
0SL203_TF19pET_F
0SL204_TF19pET_R
0SL.225_ TF20pET_F
0SL.226_TF20pET_R
0SL268_TF21pET_F
0SL269_TF21pET_R
0SL.298_ TF22pET_F
0SL.299_ TF22pET_R
0SL304_TF23pET_F
0SL305_TF23pET_R
0SL272_ TF24pET_F
0SL273_TF24pET_R
0SL276_TF25pET_F
0SL277_TF25pET_R
0SL280_TF26pET_F
0SL281_TF26pET_R
0SL282_ TF27pET_F
0SL283_TF27pET_R
0SL286_TF28pET_F
0SL287_TF28pET_R
0SL.294_ TF30pET_F
0SL295_TF30pET_R

ATATATCCATGGTAATGGAAGACTTTCAGTTCATCATC
ATATATCTCGAGTGGGTTCATGGAAGAAGCG
ATATATCCATGGTAATGACTTCCAACTCCAGCTCAA
ATATATGCGGCCGCAAGATTGGAGAAGAGGCCGAG
ATATATCCATGGCTATGACCGATCGACGTAACTTCTC
ATATATCTCGAGGAGTGATTCCCAAACCTGGTGT
ATATATCCATGGATATGTACTCCATATCCCCCGCA
ATATATCTCGAGGATATCAGGGAAAGGAGGGCATTC
ATATATCCATGGATATGGCTCGCAGCATATACAGC
TATATATGCGGCCGCTCCCTCTCTTGGTGCAACC
ATATATGCTAGCATGACACCAATGTCATGTTCAGAAG
ATATATGCGGCCGCGATAGGGGAGACAGAACTTCCC
ATATATCCATGGATGCCATCCCGCCATCTCC
ATATATCTCGAGTACTCCTTTCATGAGCAAAGAGGC
ATATATCCATGGATATGACGAACCCGAGGGAC
ATATATCTCGAGGTATCCACGTGCAGACCATTTAC
ATATATGCTAGCATGAGATCTTCCAAATTAACGACTTCT
ATATATGAGCTCTGATACATTGCCGATGTTGTCATG
ATATATCATATGATGGACGCCCCCATCTC
ATATATGCGGCCGCAAACGAGGATTGCGACTGTTG
ATATATCCATGGATATGGGCGATCCTGTCGATCA
ATATATGCGGCCGCAGTCCCAGAGGAGCTGGG
ATATATCATATGATGGAATTCACCATCAGGGGG
ATATATCTCGAGCAGTATTTGGTTGAAATCTATCTGGAAGG
ATATATGCTAGCATGGACCCACAATCGTCCAC
ATATATCTCGAGATTCGCAGAGACACTCCAGG
ATATATCCATGGATATGTTTACTGCAGCCCCGC
ATATATGCGGCCGCACGACGGGATTTTTCCGTAATTTT
ATATATCCATGGATATGCACTCACTGCTTCCTCC
ATATATCTCGAGTGGGTATTCCTGGTCTGGGA
ATATATCCATGGATATGCCTCCCGCTCAGGA
ATATATGCGGCCGCGGGAGTCGTAACAAGACCCG
ATATATGCGGCCGCATGTCGGAATCCATGGCTGT
ATATATCTCGAGTCCACTAGCAACACTTGCGT
ATATATGCGGCCGCATGCTGCATGCTTATCCCTCA
ATATATCTCGAGTGTCGCGACGCTGGC
ATATATGCGGCCGCATGTCCTTCGCCTTGCCC
ATATATCTCGAGGGGCTTCCTGAACTCGCA
ATATATGCTAGCATGAGTAGGACCCCTGCAG
ATATATGCGGCCGCTTCGGATTCAACATGCTGATCG
ATATATGGATCCATGGACACACGCAACGTGT
ATATATGCGGCCGCAAGCACGTTGCCCCTGT
ATATATCCATGGATATGAATAGCGATGCGACCGA
ATATATCTCGAGCCCATCCGCTCGTACTCC
ATATATGCGGCCGCATGCCACACCGAGTTCAGC
ATATATCTCGAGTGGCCCTGGCCCTCG
ATATATCCATGGATATGTCGACCGAAAGCTCCTT
ATATATGCGGCCGCTTCTCGACCATGTCTCGTAGATTC

Einbringen in pET28a+

0SL419_TeillPnps3 R
0SL420_Teil2Pnps3 _F
0SL421 _Teil2Pnps3 R
0SL422_Teil3_Pnps3 _F
0SL.423 Teil3 Pnps3 R
0SL424 _Teild Pnps3 _F
0SL429_Teil5Pnps3 _F
0SL430_Teil5Pnps3 R
0SL431_Teil6Pnps3 _F
0SL432_Teil6Pnps3 R
0SL433_Teil7Pnps3 _F
0SL434_TeilTPnps3 R

GCCACTTTTACACATAGAGTGATTTTTG
GTGTAAAAGTGGCAGGAAAGCAC
CAGCTTCTTAGGTATTAACGATATGCTTAC
CCTAAGAAGCTGAAACAGTTGTAGTC
ACTATCGGAACATTCATGTTGTACG
CCGATAGTATCTTGATTATGATAGAATGTCTAG
CATGGAGCCATAGTCCCCAAG
GGAGTTGACGGTGCAAGAC
CGAGTAATCGCGGTTGACG
CGTCAAACCATCGTTCAACTGG
CCGTGGTTCATGCACATTGTG
CAGCATTTGGTTCCTGTTCTCG

zerteilter Pnps3

0oSL438_Pamtl_F
0SL439_pamtl R
0SL440_Pglyl_F
oSL441 Pglyl R
oSL318_Pnps3_R
oSL317 _Pnps3 F

GAATGGACTACTTTGATAGCACGC
GACTTGAACTTAGAGTAGAGAAATGAAG
CATGACTGCCTGAATGCTCC
CTTCCACTCTTTATACCCTGTTATGC
GGCAACTCTATTTCACTTTTCCACC
GTATACAGCTTGCTCTAACCGC

1 kb Promotoren

oSL215_MnlIpET _F
0SL216_MnllpET_R

ATATATCATATGATGGATTTTAATAATTTTTTAAATAAGGCAACG
ATATATCTCGAGTTATCTTAATCTGTCATAAATAAATTGAATGCAAT

0SL217_MnlIMutaSite ¥ GTTATTATTTAGAAGTTGCTAGCGTCATCTCTTTTG
0SL218_MnlIMutaSite R CAAAAGAGATGACGCTAGCAACTTCTAAATAATAAC

Mnll* Primer fir WPM
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RNA-Qualitat

Tabelle A.6.: RNA-Qualitdten (RIN - RNA Integrity Number)

RNA-Ansatz Co-Inkubationsdauer [h] Probenname RIN
il 7.0
i2 6.6
i3 6.2
Gl 5.5

August 2019 16 G2 5.5
G3 7.3
K1 7.6
K2 5.7
K3 6.1
i1 9.4
i2 9.1
i3 8.8
Gl 9.3

November 2019 10 G2 8.7
G3 8.9
K1 7.5
K2 6.9
K3 7.9

Promotoruntersuchungen

Tabelle A.7.: Interessante mogliche Motive zwischen Pnps? und Pamt?!

Sequenz Linge [bp] Lage vor +1 (nps3)
TACAGST 7 1084
SCWCSGSSAG 10 100
AAAATG 6 61

Tabelle A.8.: Interessante mogliche Motive zwischen Pnps8 und Pgly1

Sequenz Lénge [bp] Lage vor +1 (nps3)
CTAGRCT 7 220
TWTTTCWTG 9 278

GTWSATGCRYAWTG 14

334

132



ELISA

Konzentration getesteter TF's

Tabelle A.9.: eingebrachte TF

TF hochste Konzentration [mg/mLj]

TF1 0.01
TF3 0.01
TF5 0.01
TE7  0.05
TF8 0.1
TF10 0.05
TF11 0.05
TF17 0.1
TF18 0.05
TF19 0.08
TF20 0.08
TF21 0.025
TF22 0.05
TEF23 0.05
TF24 0.1
TF30 0.08
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Abbildung A.1.: Plasmidkarten TF 1,3,5,7,8 und 9 in pET28a+
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Abbildung A.2.: Plasmidkarten TF 10,11,17,19,20 und 21 in pET28a+
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Abbildung A.3.: Plasmidkarten TF 22,23,24,29,30 und Mnll* in pET28a+
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Abbildung A.4.: Plasmidkarten von TF 5,10,11 und 17 in pPS01 oder pSMX_2_URA

137



0PS15_pPSO1_r
oPS14_pPS01_f N
P

terA: 4/
oMGSGO//

/,

%
0SL189_TF19Gen_|
Ligation
So
Ny 1450.4175) 4
0SL165_TF19q_F:
0SL166_TF19G. R—
224 pSL105_TF19cDNA_pPS01 TF 19 - 1110334 —¢
S-En
~ 9,328 bp 9450

TF19 1110334 cDNA for pPSOW\’

0SL190_TF19Gen_R

B

AttrpCT \

PterA

Ligation

AP(R)
oPS15_pPSO01_r /
ORI Tag
e oMG360
N - %%
=3
o w 0SL103_TF22inpPS01 ¢213.t1——
e+ 9,403 bp 9213 5
TF 22 - 1211315~—_| &S
Tag
B MesaT{m&\ &
S o] \ & W
PpyrG
Ligation
ttrpCT

o
0002

Ta
Ligation 5w
oMG 3614 5

9,999
9500 73] Y PterA
(5 R /
K
\ Ligation
\P(R /
0PS15_pPSO01_r
s %72,

80T

o

oL,

TF21 cDNA CORRECT! fiir pPS01

82| pSL102_TF21cDNA in pPSO01
T 9,990 bp

ov'28y
005

\\

7.

S\ Ligation
& AttrpCT

8,278 PterA
i 25
7,381 0 /.

oPS15 pPSO1 1
oPS14_pPS01_f

/ C
oMG360

I iga g .
38 3
© u
TF 24 - 1101226 —§ o
28 oSL364_TF24q_FT Rl
by pSL127_TF24cDNApPSO1 osiaes Tr24q R—SW/Q|| v°E
8,278 bp . "1 Ligation
oMG361 - | =5 AttrpCT

V4

TF 24 - 1101226 cDNA corr. - pPS01

pyrGlura

esfe 09t
osey 0007

Abbildung A.5.: Plasmidkarten von TF 19,21,22 und 24 in pPS01 oder pSMX_2_URA
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Abbildung A.7.: Plasmidkarten der Riickgratvektoren pET28a+, pPS01, pjET1.2/blunt und
MX_2_URA
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Tabelle A.10.: Plasmide

Plasmid Vektorriickgrat ~ Schnittstelle  Zweck
pET28a+ pET28a+ Zielvektor
pSMX pSMX_2 URA Zielvektor
pPS01 pSMX Pac_Spe Zielvektor
pJET pJET1.2/blunt Zielvektor
pSL47_TF1 pET pET28a+ Ncol / Xhol

pSL49_ TF3_pET pET28a+ Necol / Xhol

pSL50_TF5 pET pET28a+ Ncol / Xhol

pSL53_TF7 pET pET28a+ Ncol / NotI
pSL54_TF8_pET pET28a+ Nhel / Notl

pSL55 TF9 pET pET28a+ Necol / Xhol
pSL56_TF10_pET pET28a+ Ncol / Xhol
pSL57-TF11_pET pET28a+ Nhel / EcoRI
pSL60_TF14 pET pET28a+ NdelI / NotI

pSL61_TF15 pET pET28a+ Ncol / NotI Proteinproduktion/ELISA
pSL63 TF17 pET pET28a+ Ndel / Xhol
pSL65_TF19_pET pET28a+ Ncol / NotI
pSL66_TF20_pET pET28a+ Necol / Xhol
pSL112.TF21 pET pET28a+ Neol / Notl
pSL113_TF22 pET pET28a+ Ncol / Xhol

pSL114 TF23 pET pET28a+ Ncol / Xhol
pSL115.TF24 pET pET28a+ NotI / Xhol
pSL120_TF29 pET pET28a+ NotI / Xhol
pSL121_TF30_pET pET28a+ Necol / Notl

pSL72 Mnll pJET pJET blunt

pSL70_Mnll*_pJET pJET blunt Kontrolle ELISA
pSL73_Mnll_pET pET28a+ NdeI / Xhol
pSL71_Mnll* pET pET28a+ NdeI / Xhol

pSL128 TF5 pPS pPS01 Spel / Pacl
pSL123_TF17_pPS pPS01 Spel / Pacl
pSL119_TF19 pPS pPS01 Spel / Pacl

pSL102_TF21 pPS pPS01 Spel / Pacl
pSL103_TF22_pPS pPS01 Spel / Pacl
pSL127_TF24_pPS pPS01 Spel / Pacl LacZ-Assay
pSL81_TF10_pSMX pSMX Nil

pSL82 TF11_pSMX pSMX Nil
pLWO1_Pnps3::lacZ::Tnps3 pJET blunt

pLWO09_Pnps8::lacZ::Tnps3+URA pJET

blunt / NotI
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Abbildung A.8.: SDS-PAGE-Gele der Elutionsfraktionen von TF 1,3,5,7,8,10,11 und 17. TF5 lief stets
hoher und zeigte eine deutliche Doppelbande. Es ist nicht geklédrt, wie es dazu kommt.
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Abbildung A.9.: SDS-PAGE-Gele der Elutionsfraktionen der TF 18,19,20,21,22,23,24,30 und MnlI*
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weitere Daten des LacZ-Assays

LacZ-Assay mit 0 ug/mL Doxycyclin

fiir je einen positiven und einen negativen Transformanden

Do
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—
(21 S
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1

TF5 TF10 TF11 TF17 TF19 TF21 TF22 TF24

% spez. Akt. von pLW09-ATNT

Abbildung A.10.: Starke Unterscheide im Wachstum, sobald Doxycyclin bereits bei der Inokulati-
on zugegeben wird. Die Linien bei 42% markiert die realtive Wachstumsminde-
rung von pLW09-ATNT + Doxycyclin. Ohne Doxycyclin wichst pLW09-ATNT un-
verhéltnisméaBig besser und liefert eine hohere Hintergrund-Aktivitét.

RNA-Daten

Programm fiir TF-Extraktion

Folgendes Programm wurde in Excel VBA geschrieben, um aus allen annotierten TF von JGI dieje-

nigen der RNAseq mit logoFC-Werte zu extrahieren.

Sub MarkSame()
For Each rngCell In Range("B1:B12000")
If WorksheetFunction.Countlf(Range(*A1:A12000" ), rngCell) = 1 Then
rngCell.Interior.ColorIndex = 50
End If
Next rngCell
End Sub

Sub FarbeFiirlog()
For Each rngCell In Range("B1:B11000")
If rngCell.Interior.Colorlndex = 50 Then
rngCell.End(xIToRight).Select
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Selection.Interior.ColorIndex = 50
End If
Next

End Sub

Sub inNeuenTab()
For Each rngCell In Range(" B1:B11000")
If rngCell.Interior.Colorindex = 50 Then
Range("E" & Rows.Count).End(xIUp).Offset(1) = rngCell
End If
Next
For Each rngCell In Range(” C1:C11000")
If rngCell.Interior.Colorlndex = 50 Then
Range(" F" & Rows.Count).End(xIUp).Offset(1) = rngCell
End If
Next

End Sub

RNAI - verwendete Konstrukte

Tabelle A.11.: Konstrukte fiir RNAi

Konstr.1 CUGUCUUCAGUGAAACGCAUCAACA

Konstr.2 GAUAUUUCAGUGAAGAUGAUCACGC

145



