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Zusammenfassung

Eukaryotische Zellen zeichnen sich durch den Besitz subzellulirer Kompartimente und
Organellen aus. Diese Unterteilung ermdglicht es, bestimmte biochemische Reaktionen vom
zytosolischen Milieu abzutrennen. So finden beispielsweise die Degradation von Fettsduren
und die Detoxifikation von H,O> in Peroxisomen statt. Damit die erforderlichen Proteine fiir
diese Reaktionen zu ihrem charakteristischen Wirkungsort in der Zelle gelangen kénnen, sind
diese mit spezifischen Zielsteuerungssequenzen versehen. Der gerichtete Transport von
Proteinen in die Peroxisomen erfolgt mit Hilfe spezifischer peroxisomaler Signalsequenzen
(peroxisomal targeting signals, PTS), die entweder C-terminal (PTS1) oder am N-Terminus
(PTS2) vorliegen und den Import in die peroxisomale Matrix vermitteln. Es besteht zudem die
Moglichkeit, dass ein Protein gleichzeitig in mehreren zelluldren Kompartimenten lokalisiert.
Dieses Phidnomen wird als duale Lokalisierung bezeichnet. In einigen Pilzen werden
bestimmte Enzyme der Glykolyse, wie die Phosphoglyceratkinase (PGK), partiell in
Peroxisomen lokalisiert. Fiir den peroxisomalen Import dieser Enzyme sind versteckte PTS1-
Motive verantwortlich, die beispielsweise durch das programmierte Uberlesen des
Stopcodons wihrend der Translation aktiviert werden konnen. In dem phytopathogenen
Basidiomyzeten Ustilago maydis wird auf diese Weise eine peroxisomale Variante der Pgkl

erzeugt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Uberlesen des Stopcodons des U. maydis-Gens tpil
untersucht, welches fiir das glykolytische Enzym Triosephosphat Isomerase (Tpil) codiert. Es
konnte gezeigt werden, dass effizientes Uberlesen des #pil-Stopcodons durch das kurze Motiv
TGACT induziert wird. Mit Hilfe eines Reporterkonstrukts konnte aulerdem gezeigt werden,
dass TGACT-induziertes Uberlesen des Stopcodons in U. maydis durch die Verfiigbarkeit von
Sauerstoff sowie die Oxygenase Tpal regulierbar ist. Ausgehend von dem Motiv TGACT
wurden mittels bioinformatischer Analysen weitere peroxisomale Isoformen metabolischer
Enzyme in U. maydis identifiziert, welche durch programmiertes Uberlesen des Stopcodons
gebildet werden konnen. Dariiber hinaus wurde herausgefunden, dass ein programmiertes
Uberlesen des Stopcodons mittels des Stopcodonkontextes TGACTA auch in hoheren
Eukaryoten verbreitet ist und zur Bildung neuer Enzymvarianten mit peroxisomaler
Lokalisierung dient. Dazu zihlen die humanen Enzyme Malatdehydrogenase 1 und
Laktatdehydrogenase B, deren peroxisomale Isoformen vermutlich als Bestandteil eines
Redox-Shuttles an der Redox-Homdoostase der Zelle beteiligt sind. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen somit, dass das Codierungspotenzial der DNA iiber den genetischen
Standardcode hinausgeht und liefern einen Hinweis darauf, dass das metabolische Potenzial

der Peroxisomen groBer ist als bisher angenommen.



Summary

One hallmark of eukaryotic cells is subcellular compartmentalization, which allows the
separation of certain biochemical reactions from the cytosol. For example, the degradation of
fatty acids and the detoxification of H,O; take place in peroxisomes. Subcellular localization
of proteins requires specific targeting signals. Protein import into peroxisomes is mediated by
peroxisomal targeting signals (PTS), which are either located at the C-terminus (PTS1) or at
the N-terminus (PTS2) of a protein. Moreover, proteins can localize to more than one
compartment, a phenomenon termed dual targeting. In many fungi, several glycolytic
enzymes such as the phosphoglycerate kinase (PGK) are targeted to peroxisomes via
activation of a hidden PTS1. In the phytopathogenic fungus Ustilago maydis the cryptic PTS1

of Pgkl is generated by programmed stop codon readthrough during translation.

In this study, stop codon readthrough was analyzed for the U. maydis gene tpil encoding the
glycolytic enzyme triosephosphate isomerase (Tpil). Efficient readthrough was induced by
the stop codon context TGACT. Furthermore, TGACT-induced readthrough in U. maydis was
found to be regulated by oxygen availability and the oxygenase Tpal. An analysis of the
U. maydis genome revealed additional metabolic enzymes with peroxisomal isoforms
generated by TGACT-mediated stop codon readthrough. Programmed stop codon readthrough
triggered by TGACTA also occurs in higher eukaryotes. In human cells, readthrough-derived
peroxisomal isoforms of malate dehydrogenase 1 and lactate dehydrogenase B were
identified. These isoforms may contribute to intracellular redox homeostasis as part of redox-
shuttles. These results show the coding potential of eukaryotic genomes beyond the standard

genetic code and reveal a so far unexpected metabolic capacity of peroxisomes.
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1 Einleitung

1.1 Translation — eine Ubersicht

Als zentraler Prozess der Genexpression bewirkt die Translation die Ubersetzung der
Basensequenz einer Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) in die Aminosiduresequenz eines
Peptids. Sie erfolgt im Anschluss an die Transkription, bei welcher die Information eines
DNA-Abschnitts in einzelstrangige mRNA iibertragen wird. Wihrend die Transkription in
Eukaryoten im Zellkern abliuft, findet die Translation im Zytoplasma der Zelle statt [1]. Die
Decodierung der Nukleotidsequenz der mRNA in eine Aminosduresequenz erfolgt dabei in
Form von Tripletts und wird durch spezifische Transfer-RNAs (tRNAs) vermittelt, die mit der
entsprechenden Aminosiure beladen sind [2, 3]. Die Paarung des mRNA-Codons mit dem
Anticodon der tRNA und die Verkniipfung der jeweiligen Aminosduren finden an den
Ribosomen statt. Dabei wechseln die Ribosomen zwischen einem pri- und einem
posttranslationalen Zustand, wobei jeweils zwei der drei ribosomalen tRNA-Bindungsstellen,
die A-(Aminoacyl-), die P-(Peptidyl-) und die E-(Exit-)Stelle, von einer tRNA besetzt sind.

Die Translation wird in drei Phasen unterteilt: die Initiation, Elongation und Termination.

Bei der Initiation der eukaryotischen Translation werden Ribosomen am 5°‘-Ende der
polyadenylierten = mRNA  zusammengesetzt. Dazu  bildet sich  zundchst ein
Priinitiationskomplex bestehend aus der kleinen Untereinheit des Ribosoms, den
Initiationsfaktoren ~ und  der  beladenen  Initiator-tRNAM®  ((RNAM®).  Der
Priinitiationskomplex scannt die mRNA nach einem AUG-Startcodon [4—-7]. Durch die
Interaktion des AUG-Codons mit dem Anticodon der tRNA;M erfolgt eine Verdringung der
Initiationsfaktoren. Dies fiihrt zur Anlagerung der groen ribosomalen Untereinheit und zum
Start der Translation. In Eukaryoten sind mindestens elf Initiationsfaktoren an der
Translationsinitiation beteiligt [8]. Die Rate der Translationsinitiation wirkt sich auf die
allgemeine Translationsrate eines Transkripts aus [9]. Sie kann durch Interaktionen der
Initiationsfaktoren mit der mRNA beeinflusst werden, welche beispielsweise von dem
Sequenzkontext des Startcodons oder der Lidnge der 5°-UTR abhingig sind [10]. Die
sogenannte Kozak-Konsensussequenz beschreibt Nukleotide in unmittelbarer Nihe eines
Startcodons, die sich positiv auf die Translationsinitiation auswirken [11]. Befindet sich ein
Startcodon hingegen in einem schwachen Sequenzkontext kann die Translationsinitiation

durch ungenaues Scannen (leaky scanning) fehlschlagen [10]. In diesem Falle erfolgt die



Initiation an einem weiter stromabwirts liegenden Startcodon (vgl. Kapitel 1.4.1). Als
Elongation wird der zyklischen Prozess bezeichnet, bei dem die Verlingerung der
Aminosiurekette entsprechend des Codes der mRNA unter GTP-Verbrauch erfolgt [12]. Nach
der Termination der Proteinbiosynthese werden die Ribosomen recycelt, um fiir einen

erneuten Translationszyklus zur Verfiigung zu stehen [13].

1.1.1 Die Termination der Translation

Die Translation wird terminiert, wenn das Ribosom das Ende einer codierenden Sequenz
erreicht und ein Stopcodon (UAA, UAG oder UGA) die A-Stelle des Ribosoms besetzt
[14, 15]. Fir die Decodierung dieser Basentripletts gibt es in der Regel keine passenden
tRNAs. Der Terminationsprozess besteht aus der Erkennung des Stopcodons und der
Hydrolyse der Esterbindung der Peptidyl-tRNA in der ribosomalen P-Stelle, was zur
Freisetzung des Polypeptids fiihrt [16]. In Eukaryoten wird dieser Vorgang durch die beiden
Terminationsfaktoren eRF1 (eukaryotic release factor 1) und eRF3 katalysiert [17—19]. Durch
rdumliche Imitation eines tRNA-Molekiils ist der Faktor eRF1 in der Lage, alle drei
Stopcodons zu decodieren [20]. Dafiir ist die N-terminale Doméne von eRF1 verantwortlich.
Sie enthilt eine Schleifenstruktur mit dem hochkonservierten NIKS-Motiv, das von den
namensgebenden Aminosduren Asparagin (N), Isoleucin (I), Lysin (K) und Serin (S) gebildet
wird, und vermutlich Codon:Anticodon-dhnlich mit dem Stopcodon interagiert [21].
Strukturelle Analysen zeigten, dass lediglich das Uridin (U) an der ersten Position des
Stopcodons (+1) Interaktionen mit der NIKS-Sequenz ausbildet [22]. Die N-terminale
Doméne umfasst weitere konservierte Motive und Aminosiuren, welche zur Termination
beitragen. Durch Interaktion mit den Purinen an den Stopcodonpositionen +2 und +3
unterstiitzen beispielsweise das YxCxxxF-Motiv sowie die Aminosdure Glu55 die
Diskriminierung von Stopcodons und Aminosédure-codierenden (sense) Codons [22, 23]. Die
mittlere Doméne von eRF1 enthélt das konservierte Motiv GGQ, das von zwei Glycinen (G)
und einem Glutamin (Q) gebildet wird, und durch Interaktion mit dem Peptidyl-Transferase-
Zentrum des Ribosoms die Hydrolyse der Peptidyl-tRNA induziert [20, 24]. Mittels der C-
terminalen Doméne bindet eRF1 an den Terminationsfaktor eRF3 und beide Faktoren bilden
einen stabilen Komplex [18, 25, 26]. eRF3 besitzt eine GTPase-Domine, deren Aktivitit dazu
dient, die Erkennung des Stopcodons mit der effizienten Freisetzung der Polypeptidkette
durch eRF1 zu verbinden [27]. Die Bindung von GTP an eRF3 wird dabei spezifisch durch
die Assoziation mit eRF1 stabilisiert [28]. Die GTPase-Aktivitit von eRF3 wird durch die



korrekte Bindung des eRF1/eRF3/GTP-Komplexes an die mit einem Stopcodon besetzte A-
Stelle des Ribosom induziert [29]. Die Hydrolyse von GTP verursacht eine
Konformationsinderung, vermutlich in eRF1, die das eRF1-Motiv GGQ in rdumliche Nihe
zu der Esterbindung zwischen der Peptidkette und der tRNA bringt. Dies stimuliert die
Hydrolyse der Esterbindung und damit die Freisetzung des fertigen Polypeptids [16, 30]
(Abbildung 1.1). Das Erkennen des Stopcodons durch den Terminationsfaktor eRF1 findet in
Kompetition zur Decodierung des Stopcodons durch eine nicht passende, aber verwandte
(near cognate) tRNA statt. Die Suppression eines Stopcodons durch den Einbau einer near
cognate tRNA findet im Allgemeinen lediglich mit einer Rate von 0,001 — 0,1 % statt [31].
Die Genauigkeit der Termination kann von diversen Faktoren, beispielsweise der Identitidt der
zuvor eingebauten Aminosduren oder der tRNA in der P-Stelle, moduliert werden [32, 33].
Auch Wechselwirkungen zwischen Komponenten der Terminationsmaschinerie und
Proteinen, die mit der 3’-UTR assoziiert sind, wie das Poly(A)-Bindeprotein, konnen die

Translationstermination beeinflussen [34].
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Abbildung 1.1: Schematisches Modell der Translationstermination in Eukaryoten. Die Translation wird
beendet, wenn ein Stopcodon (rot dargestellt) die A-Stelle des Ribosoms erreicht. Ein terndrer Komplex aus
den Terminationsfaktoren eRF1 und eRF3-GTP bindet an die A-Stelle und das Stopcodon wird dabei durch eRF1
erkannt. Anschliefend induziert eRF3 die Hydrolyse des gebundenen GTPs und die Freigabe der Peptidkette
von der ribosomalen P-Stelle. Abbildung modifiziert nach [35].

1.2 Recoding — die Ausnahmen von der Regel

Der genetische Code wird klassischerweise als universell eindeutig und widerspruchsfrei
betrachtet. Doch die Ubersetzung des genetischen Codes ist flexibler als urspriinglich
angenommen. Seit seiner Entdeckung wurden diverse alternative Decodierungsmechanismen
identifiziert. Diese Abweichungen von dem Standardtriplettcode werden unter dem Begriff

der translationalen Umcodierung (translational recoding) zusammengefasst [36]. Diese



Umcodierung der Translation umfasst drei verschiedene Arten von Ereignissen: (1) die
Verschiebung des Leserahmens (frameshifting), (2) das Uberspringen nicht codierender
Bereiche innerhalb eines offenen Leserahmens (bypassing) und (3) die alternative
Decodierung von Stopcodons (Neudefinition oder Uberlesen des Stopcodons) [37]
(Abbildung 1.2). Alle diese Ereignisse finden wihrend der Translation und kompetitiv zur
Standarddecodierung des genetischen Codes statt. [38]. Zudem finden sie an definierten
Positionen auf der mRNA statt und werden hiufig durch spezielle mRNA-Sequenzen und
Strukturen stimuliert. Aufgrund dieser Einbettung von Informationen in die mRNA werden
Recoding-Ereignisse hdufig als ,,programmiert” bezeichnet. Im Allgemeinen dient die
translationale Umcodierung dazu, die Diversitit der Genexpression oder deren Regulation zu

erhohen [39, 40].
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der verschiedenen Ereignisse wahrend der Translation, die eine
Umcodierung bewirken. Bei der Leserasterverschiebung (frameshifting) wechselt das Ribosom an einer
spezifischen Position in einen anderen Leserahmen (hier dargestellt ein +1-Rasterschub). Als bypassing wird
ein Translationsereignis bezeichnet, bei dem das Ribosom einen nicht-codierenden Bereich innerhalb eines
offenen Leserahmens Uberspringt. Die alternative Decodierung des Stopcodons durch Neudefinition oder
Uberlesen des Stopcodons veranlasst, dass die Translation bis zum néchsten Stopcodon im Leserahmen
fortgefiihrt wird. Abbildung modifiziert nach [39].

Beim programmierten Frameshift verldsst das Ribosom an einer spezifischen Position das
Leseraster, das bei der Translationsinitiation etabliert wurde, und wechselt in einen
alternativen Leserahmen [41]. Dieser Prozess wird zum einen durch eine sogenannte
»rutschige® mRNA-Sequenz (slippery sequence) ausgelost, die tRNA-Verschiebungen oder
Fehlpaarungen begiinstigt. Zum anderen kann ein Stimulator, beispielsweise eine lokale
mRNA-Sekundérstruktur oder ein langsam translatierter Bereich, diesen Vorgang verstirken
[42]. In der mRNA von Eukaryoten wurden diverse +1-Rasterschubsignale identifiziert. In
Saugetieren wird das Ornithin-Decarboxylase-Antizym-codierende Gen mittels auto-

regulatorischer +1-Leserasterverschiebung exprimiert [43, 44]. Das Ornithin-Decarboxylase-



Antizym hemmt die Aktivitdt der Ornithin-Decarboxylase (ODC) stdchiometrisch, indem es
deren Abbau vermittelt [45—48]. Die Expression des ODC-Antizyms erfolgt mit einer +1-
Frameshifteffizienz von bis zu 20 %. Positiv beeinflusst wird diese Effizienz durch
Polyamine. Der Syntheseweg der Polyamine beginnt mit der Reaktion der ODC und wird
somit auch durch diese Reaktion limitiert [43, 44]. Auf diese Weise wird der +1-Frameshift
genutzt, um die Expression des ODC-Antizym-Gens mittels eines negativen Feedback-
Mechanismus zu modulieren. Programmierter -1-Rasterschub wurde erstmals in dem Rous-
Sarkom-Virus, einem RNA-Virus aus der Familie der Retroviren, entdeckt. Der Leserahmen
des pol-Gens, das fiir die reverse Transkriptase codiert, liegt stromabwirts des gag-Gens,
welches das Kapsid-Protein des Virus codiert. Obwohl diese beiden offenen Leserahmen
(open reading frames, ORFs) tiberlappen, ist das primére Translationsprodukt ein Gag-Pol-
Fusionsprotein. Dieses Fusionsprotein wird durch eine -1-Verschiebung des Leserahmens in
Abhingigkeit von einer RNA-Sekundirstruktur und der lokalen Sequenz an der Position des

Rasterschubs gebildet [48], [49].

Mit bypassing wird der Vorgang bezeichnet, bei dem Ribosomen wihrend der Translation
nicht-codierende Nukleotide innerhalb eines ORFs iiberspringen. Dadurch wird ein
intermedidrer Abschnitt nicht decodiert und zwei voneinander getrennte Bereiche zu einer
Polypeptidkette verbunden [37, 41]. Der am besten dokumentierte Fall ist die Expression
einer DNA-Topoisomerase des T4-Bakteriophagen. Dieses Enzym setzt sich aus mehreren
Untereinheiten zusammen, welche von den Genen 39, 52 und 60 codiert werden [51-53].
Innerhalb des Gens 60 befindet sich ein nicht-codierender Bereich von 50 Nukleotiden. Diese
Unterbrechung des offenen Leserahmens ist Bestandteil der korrespondierenden mRNA und
wird erst durch das Springen des Ribosoms wiéhrend der Translation entfernt [54, 55]. Die
Effizienz, mit der dieser Abschnitt umgangen wird, betrdgt etwa 50 %. Die {iibrigen
Ribosomen beenden vermutlich die Translation an einem Stopcodon im nicht-codierenden
Bereich oder scheitern an der Wiederaufnahme der Translation [56]. Kritische Signale fiir
erfolgreiches Umgehen des nicht-codierenden Bereiches liegen innerhalb der mRNA des

Gens 60 in Form von Sekundirstrukturen und der Sequenz des entstehenden Peptids [57].

Bei der Stopcodon-Neudefinition kommt es zu Abweichungen vom genetischen Standardcode
bei der Decodierung einzelner Stopcodons, wie zum Beispiel beim cotranslationalen Einbau
der 21. Aminosdure Selenocystein [37]. In Bakterien und Archaeen sind Selenoproteine
hauptsichlich in katabolische Prozesse involviert und das Selen wird fiir die Katalyse diverser

Redoxreaktionen genutzt [58]. Eukaryotische Selenoproteine sind hédufig an antioxidativen



und anabolischen Prozessen beteiligt [59]. Da Selenocystein (Sec) kein eigenes Codon im
genetischen Standardcode zugeordnet ist, erfolgt der Einbau unter Verwendung des UGA-
Stopcodons. Diese Umcodierung des Stopcodons ist abhingig von der Anwesenheit einer
Selenocystein-Insertionssequenz (SECIS). In Prokaryoten liegt diese Sequenz unmittelbar
stromabwirts des Stopcodons und bildet eine Haarnadelstruktur aus [60, 61]. Diese
Sekundérstruktur wird von einem Komplex aus dem spezifischen SelB Elongationsfaktor und
selenylierter tRNAS gebunden, wodurch die tRNA in die Nihe des UGA-Codons gebracht
wird [62, 63]. Selenylierte tRNA>* wird aus einer Serin-beladenen tRNA gebildet und kann
erst nach der Modifizierung zu Selenocystein von SelB gebunden werden [64]. Wihrend fiir
den Einbau von Selenocystein in Prokaryoten das Stopcodon direkt von einer SECIS flankiert
wird, liegen diese Elemente in Eukaryoten in der 3’-UTR und konnen auch iiber grof3e
Distanzen (> 5000 Nukleotide) wirken [65—67]. Die Insertion von Selenocystein erfordert in
Eukaryoten zusitzlich mindestens zwei Faktoren, die in trans wirken: einen Sec-spezifischen
Elongationsfaktor (eEFSec) und ein SECIS-bindendes Protein (SBP2) [68]. Das SBP2 bindet
neben der SECIS auch an Ribosomen und interagiert mit eEFSec, der durch die Rekrutierung
von selenylierter tRNA>* den Selenocystein-Einbau ermdglicht [69-71]. Das Wechselspiel
zwischen Selenocystein-Einbau und Termination kann durch weitere Faktoren und cis-

Elemente beeinflusst werden [72].

Eine alternative Interpretation von Stopcodons wurde auch in Wimpertierchen nachgewiesen.
In einigen Ciliophora-Gattungen erfolgt prinzipiell die Decodierung des Stopcodons in eine
Aminosiure. Uberwiegend werden dabei nur ein oder zwei der drei Stopcodons in eine
bestimmte Aminosdure iibersetzt [73—76]. Es gibt allerdings auch Arten, in denen alle 64
Codons fiir Standardaminosduren codieren. Die Translationstermination ist in diesen Fillen
vermutlich abhingig vom Kontext des Stopcodons, beispielsweise der Nidhe zum Poly(A)-

Schwanz [77].

1.2.1 Das Uberlesen des Stopcodons

Die maBgebliche Eigenschaft des programmierten Uberlesens des Stopcodons ist in der Regel
die Unterdriickung der Termination und nicht die Identitit der an dieser Stelle eingebauten
Aminosiure [78]. Durch das Uberlesen des Stopcodons entstehen in einer definierten Weise
Proteine, die verglichen mit ihren konventionell terminierten Gegenstiicken eine C-terminale
Verldngerung besitzen (Abbildung 1.3). Diese C-terminalen Verldngerungen konnen Signale

oder Dominen erhalten und dadurch dem Protein neue biologische Funktionen
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vermitteln [79]. Zudem bietet dieser Mechanismus die Moglichkeit einen ORF zu
exprimieren, der direkt auf ein anderes Gen folgt und keinen eigenen Promotor besitzt [80].
Das Uberlesen des Stopcodons dient deshalb Viren hiufig zur Maximierung der
Codierungskapazitiat ihrer meist sehr kompakten und kleinen Genome [80]. Wie alle
Recoding-Ereignisse findet das Uberlesen des Stopcodons in Konkurrenz —zur
Standarddecodierung des genetischen Codes statt, wobei es sich in diesem Fall immer um die
Translationstermination handelt. Die Rate, mit der das Stopcodon {iiberlesen wird, ist
signifikant hoher als das Auftreten von Terminationsfehlern. Auerdem kann diese Rate von
diversen Faktoren beeinflusst werden, beispielsweise durch die Identitidt des Stopcodons, die
Menge an Terminationsfaktoren, den lokalen Sequenzkontext des Stopcodons, aber auch

durch die Ausbildung von RNA-Strukturen.

& ( |
S k)
gy
gy w

-1 ]

- - . e -
[ B %
- stop R }

— P — — Stop = ::;i%
mRNA ::'

= [

L Al 2N
Wagy gy ,t.-;.JQ |
> = o

a ol
- - ,_:‘ =

stop :Q ",.:,:g&—, )
TR T R — ey
mRNA q/:

Abbildung 1.3: Das Uberlesen des Stopcodons generiert C-terminal verlidngerte Proteine. Uberlesen des
ersten Stopcodons (rot dargestellt) flihrt zu der Fortsetzung der Translation bis zum nachsten Stopcodon
innerhalb des Leserahmens (rot dargestellt). Dort erfolgt die Translationstermination sowie die Freigabe des
Polypeptids. Dieses Protein besitzt, verglichen mit dem konventionell terminierten Protein, eine C-terminale
Verlangerung. Abbildung modifiziert nach [81].

Das programmierte Uberlesen des Stopcodons wurde erstmals in dem Bakteriophagen QP
beobachtet. Dort generiert das Uberlesen des UGA-Stopcodons des Gens, welches fiir das
Hiillprotein (coat protein, CP) codiert, ein verlidngertes Protein (Al). Dieses ist trotz seiner
geringen Abundanz essentiell fiir die Formation infektioser Partikel [82, 83]. Weiterhin
konnte fiir eine Vielzahl von Pflanzen- und Tierviren gezeigt werden, dass die Expression
wichtiger Enzyme von dem Uberlesen eines Stopcodons abhiingt. Dazu zihlt beispielsweise

der Tabakmosaikvirus (TMV), dessen Replikase durch programmiertes Uberlesen eines



UAG-Stopcodons generiert wird [84]. Im TMV sowie in anderen Pflanzenviren wirkt dabei
die Nukleotidsequenz CAR YYA (R=A/G, Y=C/U) direkt stromabwirts des UAG-
Stopcodons stimulierend auf die Effizienz, mit der dieses iiberlesen wird [85]. Das Murine
Leukimievirus (MuLV) ist ein Mitglied der Retroviren-Gruppe, bei denen durch Uberlesen
des Stopcodons ein Gag-Pol-Fusionsprotein entsteht. Der ORF der reversen Transkriptase
(Pol) befindet sich im gleichen Leserahmen hinter dem Bereich, in dem die Gag-
Strukturproteine codiert vorliegen. Die Gene fiir gag und pol werden dabei durch ein UAG-
Stopcodon voneinander getrennt. Das essentielle pol-Gen kann dementsprechend nur durch
das Uberlesen des gag-Stopcodons exprimiert werden, was mit einer Effizienz von 5-10 %
stattfindet. Auf diesem Weg wird die Expression von gag und pol in einem definierten
Verhiltnis, das fiir die Virion-Assemblierung optimiert ist, gewéhrleistet. Abweichungen von
dieser Effizienz, beispielsweise durch die Mutation des Stopcodons in ein sense-Codon,
verhindern die Bildung von funktionalen Virionen [86]. In Eukaryoten gibt es diverse
Beispiele fiir programmiertes Uberlesen eines Stopcodons. In Saccharomyces cerevisiae
codiert das Gen PDE? eine Phosphodiesterase, die mit hoher Affinitit cAMP bindet und zu
AMP abbaut. Durch das Uberlesen des PDE2-Stopcodons wiihrend der Translation erhilt das
Pde2p-Polypeptid eine C-terminale Verldngerung. Diese Verlingerung beinhaltet ein Motiv,
das Pde2p fiir den Abbau durch das 26S-Proteasom markiert. Die Proteindestabilisierung der
Pde2p, welche durch das Uberlesen des Stopcodons induziert wird, liefert eine Erklirung fiir
die hohen zelluliren cAMP-Level, die bei Terminationssuppressions-Mutanten beobachtet
wurden [87]. In Drosophila melanogaster ist das Uberlesen des UAA-Stopcodons des Gens
headcase (hdc) essentiell fiir die Funktion des korrespondierenden Proteins wéhrend der
Tracheenentwicklung. Stromabwiérts des hdc-Stopcodons liegt eine Sequenz von 80
Nukleotiden, die eine Haarnadelstruktur ausbildet und dadurch das Uberlesen des Stopcodons
stimuliert [88, 89]. Fiir eine Vielzahl weiterer D. melanogaster Gene wurde das Uberlesen
von Stopcodons sowohl durch phylogenetische Analysen vorhergesagt als auch mit Hilfe von
Ribosomen-Profiling-Analysen nachgewiesen [79, 90, 91]. Die Analyse der verldngerten C-
Termini zeigte, dass diese funktionelle Signale enthalten konnen, beispielsweise fiir die
Lokalisierung in Peroxisomen, im Kern oder in Membranen [79]. Auch in Siugetieren
wurden C-terminal verldngerte Proteine identifiziert, die durch das Uberlesen eines
Stopcodons gebildet werden. In Kaninchen-Retikulozyten wurde ein verldngertes [3-
Hamoglobin beobachtet und in humanen Zellkulturen eine verldngerte Form des Myelin-
Proteins Null (PO) entdeckt. In beiden Fillen ist jedoch nicht bekannt, ob diese Verlidngerung

des C-Terminus eine biologische Funktion besitzt [92, 93].



Einige Pilze, beispielsweise Ustilago maydis oder Aspergillus nidulans, nutzen das Uberlesen
des Stopcodons, um partiell peroxisomal lokalisierte Formen glykolytischer Proteine zu

generieren [94] (vgl. Kapitel 1.4.1).

1.3 Peroxisomen

Eukaryotische Zellen sind durch die Existenz subzelluldrer Kompartimente und Organellen
definiert. Nahezu ubiquitir vorhandene Organellen sind die Peroxisomen. Sie sind in der
Regel kugelformig, mit einem Durchmesser von 0,1-1 pm, und von einer einzelnen Membran
umgeben. Namensgebend war die Beobachtung, dass in diesen Organellen Enzyme fiir den
Abbau von Wasserstoffperoxid enthalten sind [95, 96]. Hauptquelle des Wasserstoffperoxids
ist die Degradation von Fettsduren, die B-Oxidation [97]. Wéhrend die B-Oxidation in
Pflanzen und den meisten Pilzen exklusiv in Peroxisomen stattfindet, gibt es in tierischen
Zellen eine Kooperation zwischen Peroxisomen und Mitochondrien [97]. Dabei werden kurz-
und mittelkettige Fettsduren ausschlieBlich in Mitochondrien, langkettige Fettsduren nur in
Peroxisomen abgebaut [98]. Neben den beiden charakteristischen Stoffwechselwegen, der
H,0,-Detoxifikation und der B-Oxidation, besitzen Peroxisomen ein breites Spektrum
weiterer metabolischer Funktionen. Die Grofe und Anzahl sowie die enzymatische
Ausstattung von Peroxisomen kann dabei nicht nur zwischen Organismen und Zelltypen
variieren, sondern auch in Abhingigkeit von herrschenden Umweltbedingungen [99, 100].
Manche Peroxisomen sind hochspezialisiert, beispielsweise in Form von Glykosomen. In
Trypanosomen, die wihrend ihres Aufenthalts im Blut des Wirbeltierwirts vollstindig auf die
Glykolyse als Energiequelle angewiesen sind, ist die Mehrheit der glykolytischen Enzyme in
Glykosomen lokalisiert [101, 102]. Eine weitere Sonderform der Peroxisomen sind die
Woronin-Korper in filamentdsen Askomyzeten. Woronin-Korper haben eine mechanische
Funktion und begrenzen nach einer Verletzung der Hyphe den Verlust des Zytoplasmas durch
das VerschlieBen von septalen Poren [103]. Hervorgehoben wird die Bedeutung der
Peroxisomen durch eine Vielzahl von Krankheiten, die im Menschen durch defekte
Peroxisomen ausgelost werden konnen [104]. Das todlich verlaufende Zellweger-Syndrom
und verwandte Krankheiten entstehen beispielsweise durch Defekte in der Peroxisomen-
Biogenese und der damit einhergehenden Beeintrichtigung wichtiger metabolischer Prozesse
[98]. Die Biogenese von Peroxisomen kann sowohl durch Teilung als auch de novo, durch

Abschniirung vom endoplasmatischen Retikulum (ER), erfolgen [97], [102], [103].



1.3.1 Import von Matrixproteinen in Peroxisomen

Da Peroxisomen weder eigene DNA noch eine Translationsmaschinerie besitzen, werden alle
peroxisomalen Proteine von Genen im Nukleus codiert. Die Mehrheit der peroxisomalen
Proteine wird an freien Ribosomen im Zytosol synthetisiert und posttranslational in
Peroxisomen importiert [99]. Die Proteine konnen komplett gefaltet importiert werden und
dabei sogar als Oligomere vorliegen [107—109]. Der Import der peroxisomalen Matrixproteine
wird liber peroxisomale Signalsequenzen (peroxisomal targeting signal, PTS) vermittelt, die
entweder am C-Terminus (PTS1) oder am N-Terminus (PTS2) vorliegen konnen. Die
Mehrheit der peroxisomalen Matrixproteine besitzt ein PTS1. Diese sind als C-terminale
Dodecamere definiert, die am duflersten C-Terminus ein charakteristisches Tripeptid enthalten
[110, 111]. Ausgehend von der Prototypsequenz SKL wurde die Konsensussequenz
(S/A/C)(K/R/H)(L/M) ermittelt [112]. PTS1-Motive werden im Zytosol von dem Rezeptor
Pex5 erkannt und gebunden [113—115]. Der Rezeptor-Cargo-Komplex aus Pex5 und dem
PTS1-Protein wird an die peroxisomale Membran rekrutiert, wo das beladene Pex5 mit
peroxisomalen Transmembranproteinen interagiert [116—122]. AnschlieBend wird Pex5 in die
peroxisomale Membran integriert und bildet dort eine dynamische Pore aus, wodurch das
Cargo in die peroxisomale Matrix transloziert wird [123—125]. Fiir das Recycling wird Pex5
mono-ubiquitiniert, mit Hilfe einer Export-Maschinerie aus der peroxisomalen Membran
gelost und in das Zytosol entlassen [126—129]. AbschlieBend wird das Ubiquitin entfernt und
Pex5 steht erneut fiir den Import von PTS1-Proteinen zur Verfiigung [130] (Abbildung 1.4).

Die Abundanz von Proteinen, die mit Hilfe eines PTS?2 in die Peroxisomen lokalisiert werden,
variiert von Spezies zu Spezies. Wihrend in Sédugetieren nur sehr wenige Proteine iiber den
PTS2-Weg importiert werden, sind es in Pflanzen ungefédhr ein Drittel aller peroxisomalen
Matrixproteine [131-133]. In einigen Organismen, wie D. melanogaster, Caenorhabditis
elegans oder der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum, ist der PTS2-Importweg vollstiandig
verloren gegangen [134-136]. PTS2-Motive befinden sich als konserviertes Nonapeptid
(R/K)-(L/V/I/Q)-xx-(L/V/I/H)-(L/S/G/A)-x-(H/Q)-(L/A) in der Nihe des N-Terminus [137-
139]. Sie werden von dem Rezeptor Pex7 gebunden, der wie Pex5 wihrend der Cargo-
Translokation zwischen dem Zytosol und Peroxisomen pendelt [140—-142]. Im Gegensatz zum
Import von PTS1-Proteinen durch Pex5 ist fiir den Import von PTS2-Protein mittels Pex7 ein
Co-Rezeptor erforderlich, der mit Pex7 und dem PTS2-Cargo einen terndren Komplex bildet
[143-145]. Saugetiere besitzen zwei Isoformen des PTS1-Rezeptors Pex5. Davon dient die
langere SpleiBvariante PexSL als Co-Rezeptor fiir Pex7 [146, 147]. Der Pilz U. maydis
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verfiigt ebenfalls tiber zwei Pex5 Proteine, Pex5a und Pex5b, welche jedoch von zwei
unterschiedlichen Genen codiert werden [148]. Pex5b ist der zentrale Rezeptor fiir den Import
von PTS1-Proteinen in Peroxisomen und fungiert auch als PTS2-Co-Rezeptor [149]. Die
Eigenschaft des peroxisomalen Imports, Proteine als Oligomere iiber die peroxisomale
Membran zu transferieren, ermdglicht es auch Proteinen ohne ein PTS in die peroxisomale
Matrix zu gelangen. Dazu interagieren diese Proteine im Zytosol mit Pex5 aullerhalb der
PTS1-Erkennungsdoméne oder mit anderen PTS-tragenden Proteinen und werden als Teil des
Proteinkomplexes importiert. Letzteres wird als piggy-back Import bezeichnet [107, 109,
150, 151].
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Abbildung 1.4: Der Import von Proteinen in Peroxisomen via Pex5. Das C-terminale PTS1 wird im Zytosol von
dem Rezeptor Pex5 gebunden. Anschliefend interagiert der Rezeptor-Cargo-Komplex mit dem Docking-
Komplex (Pex13, Pex14). Durch die Ausbildung einer transienten Pore und Interaktion mit dem RING-Komplex
(Pex2, Pex10, Pex12) erfolgt die Translokation des Cargos in die peroxisomale Matrix. Pex5 wird durch Pex4
mono-ubiquitiniert, gelangt mit Hilfe des Export-Komplexes (Pex1, Pex6) zurlick ins Zytosol und wird dort
recycelt. Abbildung modifiziert nach [149].

—

1.4 Duale Lokalisierung

Die Unterteilung eukaryotischer Zellen in verschiedene Kompartimente ermdoglicht es,
bestimmte biochemische Reaktionen vom zytosolischen Milieu abzuschotten. Dadurch wird
die Ausstattung von Proteinen mit spezifischen Zielsteuerungssequenzen erforderlich, mit
deren Hilfe die Proteine zu ihrem charakteristischen Wirkungsort in der Zelle gelangen. Da
die metabolischen Funktionen mancher Organellen iiberlappen, besteht die Moglichkeit, dass

ein bestimmtes Protein auch in mehreren zelluldren Kompartimenten lokalisiert. Zudem kann
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das gleiche Protein unterschiedliche Funktionen an verschiedenen Orten innerhalb der Zelle
ausiiben. Die Lokalisierung eines Proteins in mehr als einem zelluldren Kompartiment wird
als duale Lokalisierung bezeichnet, wobei die differenziell lokalisierten Formen eines Proteins
als Isoformen definiert werden [152, 153]. Die Detektion der dualen Lokalisierung eines
Proteins kann durch eine ungleiche Verteilung der beiden Isoformen beeintrichtigt werden.
Eine sehr kleine Menge des Isoproteins an einem Ort kann durch die dominantere Isoform
maskiert werden, besonders wenn diese in groen Mengen im Zytoplasma vorkommt. Dieses
Phénomen wird auch als verdeckte Verteilung (eclipsed distribution) bezeichnet [154]. Die
duale Lokalisierung eines Proteins kann mittels verschiedener Strategien erfolgen: (1) durch
die Codierung verschiedener Gene, (2) durch verschiedene mRNAs, die von einem Gen
transkribiert werden, (3) durch verschiedene Translationsprodukte, die von einer mRNA
hergestellt werden, oder (4) durch ein einzelnes Translationsprodukt, das trotzdem an

mehreren subzelluldren Orten lokalisiert (Abbildung 1.5).
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Alternatives Spleilen
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Uberlesen des Stopcodon(s)\
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Ein Protein / Zwei Proteine
o _

~

Schwache oder =
modifizierte Signale

Abbildung 1.5: Schematische Ubersicht iiber verschiedene Strategien, um dual lokalisierende Proteine zu
erzeugen. Auf DNA-Ebene ermdoglicht eine Gen-Duplikation die Ausstattung der Gene mit unterschiedlichen
Lokalisierungsinformationen. Auf RNA-Ebene kdnnen durch alternatives Spleifen von einem Transkript zwei
unterschiedliche mRNAs erzeugt werden. Zudem bietet beispielsweise das Uberlesen des Stopcodons die
Moglichkeit, wahrend der Translation eines Transkripts zwei Proteinprodukte zu generieren. Auch ein einzelnes
Proteinprodukt, ausgestattet mit einem schwachen oder modifizierten Zielsteuerungssignal, ist in der Lage, in
mehr als einem Kompartiment zu lokalisieren. Ein mogliches C-terminales Signal, beispielsweise ein PTS1, ist in
blau dargestellt. Abbildung modifiziert nach [155].
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1.4.1 Strategien fiir die duale Lokalisierung peroxisomaler Proteine

Wiihrend einige Proteine ausschlieBlich in Peroxisomen lokalisieren, gibt es eine Reihe von
peroxisomalen Proteinen, die auch in anderen Organellen eine Funktion erfiillen [95]. Die
duale Lokalsierung dieser Proteine erfolgt mit Hilfe diverser Strategien, beispielsweise durch
die Herstellung zweier unterschiedlicher mRNAs von einem Gen. Diese mRNAs kénnen zum
Beispiel durch die Verwendung alternativer Startpunkte fiir die Transkription generiert
werden. So codiert in A. nidulans das Gen idpA eine zytoplasmatische, eine peroxisomale und
eine mitochondriale Isoform der Isocitratdehydrogenase (Idp). Durch alternative
Transkriptionsinitiation entstehen zwei Transkripte, die beide die Sequenz eines C-terminalen
PTS1-Motivs enthalten. Doch nur das ldngere Transkript, mit einer fritheren
Transkriptionsinitiation, codiert aullerdem fiir eine N-terminale mitochondriale
Zielsteuerungssequenz (MTS) [156]. N-terminale MTS-Signale besitzen im Allgemeinen eine
funktionelle Dominanz gegeniiber den C-terminalen PTSI1-Motiven, vermutlich da der
mitochondriale Import bereits cotranslational stattfindet noch bevor der C-Terminus
vollstindig synthetisiert wurde [157]. Wihrend das Translationsprodukt der lingeren mRNA
hauptsidchlich in Mitochondrien importiert wird, lokalisiert das kiirzere Protein in
Peroxisomen und dem Zytosol [156]. Nach einem &hnlichen Prinzip wird die duale
Lokalisierung der Superoxid Dismutase (SOD) des Dinoflagellaten Lingulodinium polyedrum
erreicht. Es werden zwei Varianten der SOD synthetisiert, eine kiirzere mit einem C-
terminalen PTS1 und eine ldngere, die zusitzlich ein konkurrierendes N-terminales
Zielsteuerungssignal fiir Mitochondrien und Plastide besitzt. Allerdings werden diese beiden
Isoformen nicht durch alternative Transkriptionsinitiation, sondern erst auf Translationsebene
durch ungenaues Scannen des Initiationskomplexes bei der Translationsinitiation erzeugt. Die
Verwendung eines alternativen AUG-Startcodons kann von einer Haarnadelstruktur, die sich
zwischen den beiden Initiationscodons ausbildet, reguliert werden [158]. Alternativ kann ein
einzelnes Translationsprodukt durch schwache Zielsteuerungssignale oder
Proteinmodifikationen dual im Zytoplasma und in Peroxisomen lokalisiert werden. In
Hansenula polymorpha besitzt das Enzym Katalase (Cat) ein schwaches PTS1, das nur eine
sehr geringe Affinitit zu dem Importrezeptor Pex5 aufweist. Dadurch verlidngert sich die
Aufenthaltsdauer der Katalase im Zytoplasma. Diese ist wichtig fiir die korrekte Faltung des
Proteins vor dem Import in die Peroxisomen [159]. Die duale Lokalisierung von Proteinen ist
nicht immer ein absoluter, sondern oftmals ein sehr variabler Vorgang. So besitzt das Enzym
Katalase A (Ctalp) von S. cerevisiae neben einem mitochondrialen Lokalisierungssignal

sowohl eine interne peroxisomale Zielsequenz als auch ein C-terminales PTSI1. Die
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Verteilung des Enzyms zwischen den beiden Organellen ist abhingig von den
Wachstumsbedingungen. Unter respiratorischen Bedingungen, beispielsweise in Anwesenheit
von Raffinose, wird ein bevorzugter Import der Ctalp in Mitochondrien beobachtet.
Wachstum in Anwesenheit von Olsiure fiihrt dagegen zu einer vorwiegend peroxisomalen
Lokalisierung von Ctalp [160]. Die S. cerevisiae Glycerol-3-phosphat Dehydrogenase
(Gpdlp) lokalisiert mittels eines PTS2-Signals in Peroxisomen. Der peroxisomale Import der
Gpdlp ist abhingig von dem metabolischen Status der Zelle und wird bei osmotischem Stress
durch Phosphorylierung in der Nidhe des PTS2-Motivs unterbunden. Dadurch erfolgt eine
Lokalisierung von Gpdlp im Zytoplasma und in den Zellkern [161]. Die duale Verteilung von
Proteinen ist in vielen Fillen regulierbar und kann in Reaktion auf zelluldre Signale oder
extrazellulire Bedingungen induziert oder modifiziert werden. Auf diese Weise gewinnen

Zellen Flexibilitdt und die Fahigkeit sich wechselnden Bedingungen anzupassen [152].

1.4.2 Die duale Lokalisierung glykolytischer Enzyme in Pilzen

Die Glykolyse ist ein typischer Stoffwechselweg des Zytoplasmas. Aus diesem Grund werden
glykolytische Enzyme wie die Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und
die Phosphoglyceratkinase (PGK) in biochemischen und zellbiologischen Experimenten
hiufig als zytoplasmatische Markerproteine verwendet. Freitag et al. [94] konnten jedoch
zeigen, dass Enzyme der Glykolyse in vielen Pilzen eine duale Lokalisierung aufweisen und
nicht ausschlieBlich im Zytoplasma, sondern auch in Peroxisomen vorliegen. Die
peroxisomalen Zielsequenzen der glykolytischen Enzyme sind jedoch nicht offensichtlich in
deren ORFs codiert, sondern werden erst durch das Uberlesen des Stopcodons oder durch
alternatives Spleien generiert. Der Mechanismus zur Aktivierung der kryptischen PTS1-
Signale variiert innerhalb des Pilzreiches. In den Brandpilzen Sporisorium reilianum und
U. maydis wird die peroxisomale Isoform der PGK durch das Uberlesen des konventionellen
pgk-Stopcodons erzeugt. Dadurch erhilt das Enzym eine C-terminale Verlidngerung, die ein
PTS1 enthilt (Abbildung 1.6 A). Dementsprechend wird diese verlingerte Isoform in
Peroxisomen importiert, wihrend die konventionell terminierte Isoform im Zytoplasma

verbleibt.
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Die Aktivierung des kryptischen PTS1 der GAPDH erfolgt durch alternative
Polyadenylierung und Spleien, wodurch ein alternatives Transkript mit einem PTS1 erzeugt
wird. In Askomyzeten wie A. nidulans oder Neurospora crassa sind diese beiden
Mechanismen zur Aktivierung der kryptischen PTS1-Motive bei GAPDH und PGK
vertauscht. Interessanterweise wurde fiir S. cerevisiae kein Nachweis fiir eine duale

Lokalisierung dieser beiden Enzyme gefunden [94] (Abbildung 1.6 B).
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Abbildung 1.6: Das Uberlesen des Stopcodons generiert peroxisomale Isoformen glykolytischer Enzyme in
Pilzen. (A) In U. maydis wird durch Uberlesen des konventionellen pgkl-Stopcodons ein C-terminal
verlangertes Protein hergestellt. Diese Verlangerung umfasst ein potenzielles PTS1 (PTS1-Wert: 9,4), wahrend
der konventionelle C-Terminus keine Eigenschaft als peroxisomale Zielsequenz aufweist (PTS1-Wert: -43,0).
(B) Peroxisomale Isoformen der glykolytischen Enzyme GAPDH und PGK werden in Pilzen durch alternierende
Mechanismen erzeugt. Keine Angabe eines Mechanismus bedeutet, dass entweder keine Hinweise auf
peroxisomale Lokalisierung gefunden wurden (dargestellt mittels ,-“) oder keine Sequenzinformationen zur
Verfligung standen (dargestellt mittels ,,NS“). Abbildung modifiziert nach [94].
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1.5 Zielsetzung

In einer Vielzahl von Pilzen lokalisieren glykolytische Enzyme sowohl im Zytoplasma als
auch in Peroxisomen. Fiir diese duale Lokalisierung ist unter anderem das Uberlesen des
Stopcodons wihrend der Translation verantwortlich [94] (vgl. Kapitel 1.4.2). Im Rahmen
dieser Arbeit sollte das Uberlesen von Stopcodons genauer untersucht werden. Dazu sollte
zum einen analysiert werden, welche Charakteristika der mRNA eine Rolle fiir effizientes
Uberlesen von Stopcodons spielen. Zum anderen sollte untersucht werden, ob neben den
glykolytischen Enzymen andere Proteine durch das Uberlesen des Stopcodons eine
funktionelle C-terminale Verldngerung erhalten. AuBlerdem sollte untersucht werden, ob eine
Regulation des Uberlesens von Stopcodons stattfindet und welche Faktoren dran beteiligt sein
konnten. Als Modellorganismus fiir diese Analysen wurde der phytopathogene Pilz U. maydis
verwendet. Dieser zeichnet sich durch ein vollstindig entschliisseltes Genom und einfache

genetische Zuginglichkeit aus [162, 163].

16



2 Ergebnisse

2.1 Das Motiv TGACT vermittelt in U. maydis mit hoher Effizienz das
Uberlesen des Stopcodons wihrend der Translation

2.1.1 Bestimmung der Minimalsequenz fiir das effiziente Uberlesen des Stopcodons des
Triosephosphat Isomerase-Gens in U. maydis

Es konnte gezeigt werden, dass in U. maydis Enzyme der Glykolyse teilweise in Peroxisomen
lokalisieren, indem verborgene PTS1-Signale aktiviert werden. In U. maydis wird eine
verlidngerte Isoform der Phosphoglyceratkinase (Pgkl) mit C-terminalem PTS1 durch das
Uberlesen des Stopcodons gebildet [94]. In dieser Arbeit wurde zunichst die Minimalsequenz
fiir ein effizientes Uberlesen des Stopcodons bei der Translation in U. maydis ermittelt. Es
war bereits gezeigt worden, dass das Uberlesen des pgkl-Stopcodons von Sequenzen
stromabwirts (downstream) des Stopcodons abhingig ist [94]. Eine Prognose der mRNA-
Sekundirstruktur mittels RNAfold [164] fiir diesen Bereich gibt an, dass sich eine stabile
Haarnadelstruktur ausbilden kann. Es wurde vermutet, dass diese Struktur einen Einfluss auf

das Uberlesen des pgkl-Stopcodons haben konnte [94].

Das glykolytische Enzym Triosephosphat Isomerase (Tpil) katalysiert die Isomerisierung von
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP), die beide
wihrend der Glykolyse durch die Aktivitit der Fructosebisphosphat Aldolase (FBA) aus
Fructosebisphosphat entstehen. Nur GAP wird im weiteren Verlauf der Glykolyse zu Pyruvat
abgebaut. Das tpil-Gen codiert fiir eine funktionelle peroxisomale Zielsequenz stromabwirts
des konventionellen Stopcodons [94]. Um Sequenzvoraussetzungen zu bestimmen, die fiir ein
effizientes Uberlesen des tpil-Stopcodons in U. maydis ausschlaggebend sind, wurde eine
Reihe von Reportergenkonstrukten generiert. Alle Konstrukte enthielten den gesamten
offenen Leserahmen des tpil-Gens einschlieBlich des Stopcodons, gefolgt von der Sequenz,
die fiir GFP (griin fluoreszierendes Protein, [165]) codiert. Die Konstrukte unterscheiden sich
in der Lidnge der #pil-3’-UTR, welche zwischen die ORFs fiir #pil und gfp eingesetzt wurde.
Das +0-Konstrukt besitzt kein Nukleotid der #pi/-3’-UTR, sondern das gfp-Startcodon folgt
direkt auf das Stopcodon des tpil-Gens. Das +24-Konstrukt enthilt das kryptische PTSI1-
Signal und umfasst die gesamte 3’-UTR von #pil bis zum néichsten Stopcodon im Leserahmen

(Abbildung 2.1 A).
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Abbildung 2.1: Bestimmung der Minimalsequenz fiir das effiziente Uberlesen des tpil-Stopcodons in
U. maydis via Western Blot Analyse. Das Uberlesen des Stopcodons wurde mittels Detektion von GFP im
Western Blot nachgewiesen. Als Ladekontrolle dient der Nachweis von Tubulin. (A) Schematische
Darstellung der 3‘-Sequenz des tpil-Gens sowie der entsprechenden Aminosduresequenz. Das
charakteristische Tripeptid des PTS1-Signals ist hellblau hinterlegt. (B) GFP wurde C-terminal an Tpil
fusioniert. Die in den Konstrukten enthaltenen tpil-3‘-Sequenzen sind in (A) angedeutet, wobei als
Zahlenwert die Anzahl der inserierten Nukleotide angegeben ist. Fiir alle Konstrukte, auRer fir das +0-
Konstrukt, wurde ein GFP-Signal detektiert. (C) tpil wurde einschlieflich des Stopcodons TGA und den drei
darauf folgenden Nukleotiden CTA an gfp fusioniert. Die Zellen wurden in Medium mit verschiedenen G418-
Konzentrationen inkubiert. Mit ansteigender G418-Konzentration wurde eine Reduktion der
Terminationseffizienz beobachtet.

Die Analyse der Terminationseffizienz der tpil-gfp-Konstrukte erfolgte mittels Western Blot.
Anhand der Detektion von GFP ist es moglich, das Uberlesen des Stopcodons nachzuweisen.
Als Ladekontrolle diente die Detektion von Tubulin auf der gleichen Membran. Es konnte fiir
alle tpil-gfp-Konstrukte, die Nukleotide der 3‘-UTR des #pil-Gens enthielten, GFP-
Expression nachgewiesen werden. Nicht jedoch fiir das +0-Konstrukt ohne Nukleotide der
tpil-3‘-Sequenz. Die Insertion von lediglich drei Nukleotiden (CTA) der tpi/-3’-UTR
zwischen die ORFs fiir Tpil und GFP reichte aus, um eine effektive Suppression der
Termination zu bewirken (Abbildung 2.1 B). Um zu bestitigen, dass die beobachteten Signale
in dem anti-GFP Western Blot auf das Uberlesen des Stopcodons zuriickzufithren sind,
wurden Zellen, die das +3-(TGACTA)-Konstrukt beinhalten mit dem Aminoglykosid G418
inkubiert. G418 reduziert die Genauigkeit der Translation und begiinstigt damit den Einbau
falscher Aminosduren [166, 167]. Aufgrund dessen wird auch die Effizienz der
Translationstermination reduziert und Stopcodons werden vermehrt durch den Einbau einer

Aminosdure supprimiert [168]. Bei der Inkubation von tpi/-TGACTA-gfp exprimierenden
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Zellen in Medium mit G418 wurde bei steigender Antibiotika-Konzentration eine deutliche
Verstiarkung des GFP-Signals beobachtet (Abbildung 2.1 C). Dies zeigt, dass es sich bei dem
detektierten Protein um das Tpil-GFP-Fusionsprotein handelt, welches durch Uberlesen des

Stopcodons entsteht.

2.1.2 Die beiden Nukleotide Cytosin und Adenin unmittelbar nach einem TGA-Stopcodon
stimulieren das Uberlesens des Stopcodons in U. maydis

Fiir U. maydis konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass lediglich drei Nukleotide der 3°-
Sequenz des tpil-Gens ausreichen, um ein effizientes Uberlesen des TGA-Stopcodons zu
aktivieren. Um dieses Uberlesen des Stopcodons besser untersuchen zu konnen, wurde ein
Reporterkonstrukt generiert. Dieses Konstrukt beinhaltet den mCherry-ORF und den gfp-
ORF. Die hinsichtlich ihrer Terminationseffizienz zu testenden Sequenzen wurden inklusive
eines Stopcodons zwischen diese beiden ORFs inseriert. Die Detektion von GFP im Western
Blot dient dazu effizientes Uberlesens des inserierten Stopcodons nachzuweisen. Die
Detektion von mCherry ist eine interne Proteinexpressions-Kontrolle, da auch Proteine mit
effizienter Translationstermination am ersten Stopcodon nachgewiesen werden. Durch das
Einfiigen eines Stopcodonkontextes zwischen gfp- und mCherry-ORF ist es moglich, das
Potenzial fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons eben dieser Sequenz zu analysieren. Damit
bietet dieses Western Blot-basierte Testsystem eine Alternative zu dem hiufig verwendeten
Dual-Luciferase-Assay, welches auf dem gleichen Prinzip basiert. Die zu testenden
Sequenzen werden iiberpriift, indem sie zwischen zwei ORFs inseriert werden. Die beiden
ORFs codieren fiir zwei unterschiedlich fluoreszierende Luciferase, die Auswertung des Dual-

Luciferase-Assays erfolgt dementsprechend iiber Fluoreszenzmessung [169].

Zellen, die das mCherry-gfp-Reporterkonstrukt mit TGACTA als Testsequenz exprimierten,
wurden in Medium mit ansteigender G418-Konzentration inkubiert. Mit zunehmender
Antibiotika-Konzentration konnte wiederum ein deutlicher Anstieg des GFP-Signals im
Western Blot detektiert werden (Abbildung 2.2 A). Dieses Ergebnis zeigt, dass das mCherry-
gfp-Reporterkonstrukt als ein Testsystem fiir das Uberlesen von Stopcodons verwendet
werden kann. Zudem liefert es einen Hinweis darauf, dass die Sequenzen stromaufwirts des
tpil-Stopcodons nicht kritisch fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons in dem TGACTA-
Kontext sind. Denn in dem Reporterkonstrukt befindet sich stromaufwirts des Stopcodons, im
Gegensatz zu den tpil-gfp-Konstrukten der vorangegangenen Experimente, nicht die tpil-,

sondern die mCherry-Sequenz (Abbildungen 2.1 C und 2.2 A).

19



Mit Hilfe des mCherry-gfp-Reporterkonstrukts wurde zunichst untersucht, ob die Identitit
des Stopcodons einen Einfluss auf die Terminationsrate in dem CTA-Kontext hat. In allen
bisherigen Konstrukten (Abbildungen 2.1 B,C und 2.2 A) handelte es sich bei dem
iiberlesenen Stopcodon um das Stopcodon des #pi/-Gen, einem TGA-Codon. Der Austausch
dieses Stopcodons gegen ein TAG-Stopcodon in dem CTA-Kontext fithrte zu einer deutlich
erhohten Terminationseffizienz, was eine Abnahme des GFP-Signals zur Folge hatte
(Abbildung 2.2 B). Wurde anstelle des TGA-Stopcodons das Triplet TAA in das
Reporterkonstrukt eingefiigt, war die Rate fiir das Uberlesen des Stopcodons unterhalb des
detektierbaren Bereichs. Im Kontext einer nachfolgenden CTA-Sequenz wurde fiir das TGA-

Stopcodon die hichste Rate fiir das Uberlesen des Stopcodons beobachtet (Abbildung 2.2 B).
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Abbildung 2.2: Das Uberlesen des Stopcodons kann in U.maydis mit einem mCherry-gfp-
Reporterkonstrukt via Western Blot nachgewiesen werden. Das Uberlesen des Stopcodons wurde mittels
Detektion von GFP im Western Blot nachgewiesen. Als Lade- und interne Expressionskontrolle dient der
Nachweis von mCherry. Dabei werden Produkte, bei denen die Translation am ersten Stopcodon terminiert
wurde, durch einen weiRen Pfeil angezeigt und Produkte, bei denen das erste Stopcodon Uberlesen wurde,
durch einen schwarzen Pfeil. (A) Zellen mit dem TGACTA-Reporterkonstrukt wurden in Medium mit
verschiedenen G418-Konzentrationen inkubiert. Mit ansteigender G418-Konzentration wurde auch ein
Anstieg des GFP-Signals beobachtet. (B) Die Terminationseffizienz aller drei Stopcodons wurde in dem
mCherry-gfp-Reporterkonstrukt untersucht. Das TGA-Stopcodon wurde am effizientesten, das TAA-
Stopcodon am seltensten {iberlesen. (C) Das Uberlesen des TGA-Stopcodons wurde fiir Derivate von CTA in
dem mCherry-gfp-Reporterkonstrukt untersucht. Der Sequenzkontext CT(A/C/G) wurde am effizientesten
Uberlesen.
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AnschlieBend wurde der spezifische Einfluss der drei Nukleotide stromabwirts des
Stopcodons auf die Terminationseffizienz untersucht. Dazu wurden fiir jede Position von
CTA Derivate erzeugt, in das mCherry-gfp-Reporterkonstrukt inseriert und die Expression der
Fluoreszenzproteine mittels Western Blot analysiert (Abbildung 2.2 C). Dabei zeigte sich,
dass ein Cytosin an der Position direkt stromabwirts des Stopcodons (+4) sowie ein Thymin
an der +5 Position entscheidend fiir das effiziente Uberlesen des Stopcodons sind. Im
Gegensatz dazu konnte an Position +6 nur eine geringe Nukleotidspezifitit beobachtet
werden. Effizientes Uberlesen des TGA-Codons wurde fiir alle vier Nukleotide an dieser
Position beobachtet. Die Terminationsrate war lediglich bei einem Thymin an Position +6
leicht erhoht (Abbildung 2.2 C). Dieses Experiment zeigt, dass in U. maydis bereits das
verkiirzte Motiv  TGACT ein effizientes Uberlesen des Stopcodons vermitteln kann

(Abbildung 2.2 B, C).

2.2 Identifizierung weiterer Proteine mit peroxisomalen Isoformen mit Hilfe
des Motivs TGACT in U. maydis

2.2.1 Identifizierung aller Gene mit dem Motiv TGACTA in U. maydis

Fiir die glykolytischen Enzyme Pgkl und Tpil in U. maydis konnte bereits gezeigt werden,
dass eine peroxisomale Isoform durch Uberlesen des Stopcodons wihrend der Translation
hergestellt wird [94]. Die Identifizierung des kurzen Motivs TGACT als Signal fiir das
programmierte Uberlesen des Stopcodons (Abbildung 2.2 C) wirft die Frage auf, ob es
weitere Proteinen gibt, von denen eine verlingerte Isoform durch Uberlesen eines Stopcodons
in diesem Sequenzkontext gebildet wird. Um zu ermitteln, wie viele U. maydis-Gene mit dem
TGACT-Motiv enden, wurden alle Gene manuell hinsichtlich ihrer Stopcodons analysiert.
Grundlage dieser Analyse bildeten die 3‘-UTR-Sequenzen der Transterm Datenbank [170].
Uberdurchschnittlich viele U. maydis-ORFs enden mit einem TGA-Stopcodon, wihrend die
Anzahl der ORFs, die von einem TAG-Stopcodon oder einem TAA-Stopcodon beendet
werden, deutlich geringer ist (Abbildung 2.3 A). Von allen Genen mit dem Basentriplett TGA
als Stopcodon wurden anschlieend die ersten drei Nukleotide der 3’-UTR untersucht. Dabei
konnte beobachtet werden, dass ein Cytosin an der Position direkt stromabwirts des
Stopcodons (+4) seltener ist, als die anderen drei Basen (Abbildung 2.3 B). An Position +5 ist

Thymin in einem TGAC-Kontext geringfiigig seltener vorzufinden, als die anderen drei
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Basen (Abbildung 2.3 C). Die Analyse der Basenverteilung an Position +6 in dem Kontext
TGACT zeigte, dass ein Adenin an dieser Stelle deutlich unterreprésentiert ist. U. maydis
besitzt lediglich sieben annotierte ORFs mit einem TGA-Stopcodon gefolgt von dem

Basentriplett CTA (Abbildung 2.3 D).
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Abbildung 2.3: Die Analyse der Stopcodons aller U. maydis-Gene sowie des unmittelbar darauf folgenden
Basentripletts. Grundlage dieser Analyse bilden die 3‘-Sequenzen inklusive der Stopcodons aller U. maydis-
Gene aus der Transterm Datenbank [170]. Die angegebenen Werte sind absolut und entsprechen der
jeweiligen Anzahl von Treffern. (A) Verteilung der Stopcodons TAA, TAG und TGA. (B) Verteilung der Basen
an Position +4 aller Gene mit einem TGA-Stopcodon. (C) Verteilung der Base an Position +5 aller Gene die
durch TGAC beendet werden. (D) Verteilung der Base an Position +6 aller Gene die durch das Motiv TGACT
terminiert werden.

Eine genauere Untersuchung zeigte, dass es sich bei drei der sieben ermittelten ORFs um
Annotationsfehler handelt. Die vier korrekt annotierten Gene mit dem Motiv TGACTA
umfassen zwei Gene, die fiir hypothetische Proteine codieren (um01041, um02538), das Gen
fiir das glykolytische Enzym Tpil (um03299) sowie ein Gen (um03914), das laut der Pedant
U. maydis-Datenbank fiir eine Aldehyd Reduktase (Artl) codiert. Die Analyse der 3’-UTR
des Gens um03914 zeigte, dass an Position +22 ein zweites Stopcodon im Leserahmen liegt
(Abbildung 2.4). Interessanterweise codiert dieser Abschnitt fiir eine potenzielle PTSI-
Zielsequenz, sodass durch Uberlesen des Stopcodons eine peroxisomale Isoform erzeugt

werden konnte. Die beiden hypothetischen Proteine (um01041, um02538) besitzen ebenfalls
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ein zweites in frame Stopcodon in ihrer 3°-UTR, aber diese Sequenzen codieren vermutlich
keine PTS1-Motive (Tabelle 1, Anhang). Mittels der genomischen Datenanalyse wurde,
neben den bereits bekannten glykolytischen Proteinen, mit Artl ein weiteres Enzym mit einer
potenziellen peroxisomalen Isoform identifiziert, die durch das Uberlesen des Stopcodons

erzeugt werden konnte.

2.2.2 Analyse der 3‘-UTRs aller Gene mit dem Motiv TGACT in U. maydis

Mit Hilfe des mCherry-gfp-Reportersystems konnte gezeigt werden, dass die Base an Position
+6 nicht kritisch fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons ist (Abbildung 2.2 C). Aus diesem
Grund wurden die 3’-UTRs aller U. maydis-Gene mit dem TGACT-Motiv auf mogliche
PTS1-Motive vor dem zweiten Stopcodon im Leserahmen untersucht. Die Analyse der
Sequenzen aus der Transterm Datenbank [170] ergab 92 Gene, deren ORFs mit dem Motiv
TGACT enden. Die Vorhersage potenzieller PTS1-Sequenzen, die in den 3°-UTRs dieser
Gene codiert liegen, erfolgte mit Hilfe eines PTSI1-Prognoseprogramms [171, 172]. Je
positiver hierbei der PTSI1-Wert fiir eine Sequenz ausféllt, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit, dass es sich um eine peroxisomale Zielsteuerungssequenz handelt. Die
manuelle Uberpriifung aller 92 Kandidaten in der Pedant U. maydis-Datenbank reduzierte die
Anzahl der Gene mit dem TGACT-Motiv auf 66. Nur bei drei Genen wurde der 3’-codierten
Sequenz ein deutlich positiver PTS1-Klassifizierungswert zugewiesen. Dabei handelte es sich
zum einen um die bereits bekannten Gene, die fiir die glykolytischen Enzyme Pgkl
(um04871) und Tpil (um03299) codieren. Fiir beide konnte bereits eine peroxisomale Isoform
nachgewiesen werden [94]. Zum anderen handelte es sich um das Gen um04797, das fiir eine
Ribulose-phosphat Epimerase (Rpel) aus dem Pentosephosphatweg codiert [173]. Bei
weiteren fiinf Sequenzen lag der PTS1-Klassifizierungswert in einem Bereich, der von dem
PTS1-Prognoseprogramm als Grauzone definiert wird. Das bedeutet, dass eine Lokalisierung
in Peroxisomen moglich, aber nicht sehr wahrscheinlich ist. Bei 58 Genen, die das TGACT-
Motiv terminiert, wurde der 3’-codierten Sequenz ein negativer PTS1-Wert zugeordnet. Das
bedeutet, dass eine Lokalisierung in Peroxisomen sehr unwahrscheinlich ist (Abbildung 2.4

und Tabelle 1, Anhang).
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MUMDB Stopcodon- PTS1-

Accession Annotation kontext PTS1 Wert
um04797 | Ribulose -5-phosphat TGACTT AKL
Epimerase
umo04871 Pgk1 TGACTC PKL
um03299 Tpi1 TGACTA ARI

um00254 Nicht charakterisiert TGACTC FKL | -2.905

um05126 Cytosin-5- TGACTG | PHL |-3.345
Methyltransferase
um12293 Carboxyl- TGACTC ASF | -5.818
58 Methyltransferase
S um10747 Exosom-Komplex- TGACTT NLM | -9.282
Exonuklease
um03211 Peroxiredoxin Q TGACTC CNV [ -9.950

um01568 Nicht charakterisiert TGACTC LRY |-12.896
um02690 Nicht charakterisiert TGACTT R*L |-15.433
um03914 Art1 TGACTA ERL |-16.694
. Lokalisierung in Peroxisomen

um03655 | Transporter-Chaperon-| TGACTG RQL |-17.130

D Grauzone
] Keine Lokalisierung in Peroxisomen Komplex
e ’ um04703 | Phosphomannomutase| TGACTC | ARH [-20.259

Abbildung 2.4: Analyse der 3‘-UTR aller U. maydis-Gene mit dem TGACT-Motiv fiir programmiertes
Uberlesen des Stopcodons. Schematische Darstellung aller potenziellen peroxisomalen Zielsequenzen, die
durch das Uberlesen des Stopcodons im TGACT-Kontext entstehen. Klassifizierung der potenziellen PTS1-
Motive erfolgte durch ein PTS1-Prognoseprogramm [171, 172]. Detaillierte tabellarische Darstellung der 13
Gene mit den hoéchsten PTS1-Klassifizierungswerten. Die Annotation der Gene wurde der U. maydis-
Datenbank Pedant entnommen. Unter PTS1 ist das charakteristische Tripeptid der potenziellen PTS1-Signale
am duBersten C-Terminus der verlangerten Isoform angegeben.

In D. melanogaster wurde mit Hilfe der Ribosomen-Profiling Methode [174] eine Vielzahl
von Proteinen identifiziert, die durch das Uberlesen des Stopcodons moglicherweise eine neue
biologische Funktion gewinnen. Diese neuen Isoformen erhalten durch die Verlingerung ihrer
C-Termini ein PTS1-Signal, ein Kernlokalisierungssignal (NLS, nuclear localization signal),
eine Transmembrandoméne oder ein Prenylierungssignal [79]. Daher wurde auch fiir
U. maydis untersucht, ob durch das Uberlesen des TGACT-Motivs, neben peroxisomalen
Isoformen, auch Isoformen mit anderen Funktionen oder Lokalisierungssignalen gebildet
werden. Dazu wurden die konventionellen C-Termini sowie die entsprechenden 3’-codierten
Sequenzen aller Gene, die mit dem TGACT-Motiv enden, hinsichtlich verschiedener
Signalsequenzen untersucht. Keine dieser C-terminalen Verldngerungen enthielt ein ER-
Retentionssignal oder ein Prenylierungssignal [175]. Bei einem Protein wird durch das
Uberlesen des Stopcodons ein potenzielles NLS generiert [176]. Hierbei handelt es sich um

ein bisher nicht charakterisiertes Protein, das von dem Gen um06439 codiert wird (Abbildung

24



4.1, Anhang). Die Vorhersage fiir Transmembrandominen [177] zeigte eine veridnderte
Struktur fiir eine C-terminal verlidngerte Isoform. Fiir die konventionell terminierte Variante
einer Untereinheit des Vakuolen-Chaperon-Komplexes, codiert durch das Gen um03655,
werden drei Transmembrandoménen prognostiziert. Der C-Terminus liegt dabei auf der
zytosolischen Seite. Fiir die C-terminal verlidngerte Isoform dieses Proteins wird eine weitere
Transmembrandomine vorhergesagt, wodurch der verldngerte C-Terminus in die Vakuole

zeigen wiirde (Abbildung 4.2, Anhang).

2.2.3 Analyse potenzieller PTS1-Sequenzen, die durch Uberlesen des Stopcodons erzeugt
werden

Es konnte gezeigt werden, dass die beiden glykolytischen Enzyme Pgkl und Tpil durch
programmiertes Uberlesen des Stopcodons wihrend der Translation C-terminal verlingert
werden. Diese verlidngerten Isoformen enthalten ein PTS1, welches in der Lage ist, den
peroxisomalen Import eines GFP-Reporterproteins zu vermitteln [94]. In dieser Arbeit wurden
weitere Proteine identifiziert, die durch Uberlesen eines TGA-Stopcodons ein potenzielles
PTS1 am verldngerten C-Terminus erhalten (Abbildung 2.4). Um die Funktionalitit dieser
PTS1-Sequenzen zu iberpriifen, wurden GFP-Fusionsproteine hinsichtlich ihrer
intrazelluldren Lokalisierung untersucht. Da bekannt ist, dass neben dem charakteristischen
Tripeptid am &duBersten C-Terminus weitere Aminosduren die Funktionalitit eines PTSI
determinieren konnen, wurden dafiir die letzten 12 Aminoséduren der verlingerten Isoformen
C-terminal an GFP fusioniert [110, 111]. Befindet sich das iiberlesene Stopcodon des Gens
noch innerhalb dieser 12 Aminosduren, wurde es durch einen Guanin zu Cytosin
Nukleotidaustausch an Position +2 zu einem Serin mutiert. Die GFP-PTS1-Fusionsproteine
wurden zusammen mit dem peroxisomalen Markerprotein mCherry-SKL [94] in U. maydis
exprimiert. Durch Fusion des fluoreszierenden Proteins mCherry mit der Aminoséduresequenz

SKL wird mCherry sehr effizient in Peroxisomen importiert [94].

Die mikroskopische Untersuchung der U. maydis-Zellen zeigte, dass die mittels Uberlesen des
Stopcodons generierten C-terminalen Peptide von Rpel (um04797), Um05126 und Artl
(um03914) eine peroxisomale Lokalisierung von GFP vermitteln konnen. Das GFP-
Fluoreszenzsignal colokalisierte dabei vollstindig mit dem peroxisomalen mCherry-SKL-
Signal (Abbildung 2.5). Interessanterweise weisen sowohl das PTS1-Motiv von Um05126 als
auch das von Artl in der PTSI1-Prognose einen negativen Klassifizierungswert auf

(Abbildung 2.4). Diese Abweichung von der Vorhersage wird moglicherweise durch fehlende
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U. maydis-Vergleichssequenzen in dem PTSI-Prognoseprogramm verursacht. Weiterhin
wurden die moglichen 3°-UTR-codierten PTS1-Motive von vier Genen mit PTSI-
Klassifizierung in der Grauzone und von drei Genen, fiir die das PTS1 in der C-terminalen
Verlidngerung als nicht funktionell vorhergesagt wurde, auf ihre Fihigkeit getestet eine

peroxisomale Lokalisierung von GFP zu vermitteln (Abbildung 2.5).

GFP-PTS1 mCherry-SKL Merge

Rpe1

um05126 um04797

um10747 um12293

um03211

Art1
um03914

um03655

um04703

Abbildung 2.5: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der kryptischen peroxisomalen Zielsequenzen der
Kandidaten fiir programmiertes Uberlesen des Stopcodons. Die PTS1-Motive wurden C-terminal an GFP
fusioniert und zusammen mit dem peroxisomalen Markerprotein mCherry-SKL in U. maydis exprimiert.
Wenn GFP-PTS1 (griin) und mCherry-SKL (rot) colokalisieren, ist dies in der Uberlagerung der beiden Kanile
als gelbes Signal sichtbar (Merge). Der GréRenstandard entspricht 10 um.
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Das Sequenzmotiv, das von der 3’-UTR des Gens um04703 codiert wird, vermittelt eine
partielle Lokalisierung von GFP in Peroxisomen. Neben der Colokalisierung mit mCherry-
SKL wurde auch ein deutliches GFP-Signal im Zytoplasma der untersuchten Zellen detektiert
(Abbildung 2.5). Die GFP-PTS1-Reporterproteine mit den PTS1-Sequenzen, die durch
Uberlesen des Stopcodons der Gene um12293, uml10747, um03211 und um03566 generiert
werden, verblieben vollstindig im Zytosol. Es handelt sich bei diesen Sequenzen somit nicht

um funktionelle peroxisomale Importsignale (Abbildung 2.5).

2.2.4 Konservierung funktioneller kryptischer PTS1-Signale in Pilzen

Eine Vielzahl von Pilzen bildet peroxisomale Isoformen der glykolytischen Enzyme PGK und
GAPDH. Wihrend die peroxisomale Isoform von PGK in Basidiomyzeten durch Uberlesen
des Stopcodons erzeugt wird, aktivieren Askomyzeten das kryptische PTS1 der PGK
vorwiegend durch alternatives Spleien [94]. In dieser Arbeit konnten mittels
Sequenzanalysen in U. maydis weitere Proteine mit einer potenziellen peroxisomalen Isoform
identifiziert werden. Das PTS1-Signal dieser Isoformen wird durch Uberlesen des Stopcodons

withrend der Translation generiert (Abbildung 2.6).

U. maydis Ribulose-Phosphat-Epimerase (rpe1; um04797)

GGT AAA TGA CTT GCG AGA CGG CCG GCT AAG CTT TGA
G K * L A R R P A K L *

U. maydis Cytosin-5-Methyltransferase (um05126)

AAG GCT TGA CTG ATC CAC GTT CGC GCT CTA GCA CCA CAC TTG TAA
K A * L I H v R A L A 12 H L *

U. maydis Aldehyd Reduktase (art1; um03914)

TAT CAG TGA CTA GCG CAC GAG CGG CTG TAA
Y Q * L A H E R L *

U. maydis Phosphomannomutase (um04703)

CTT GCC TGA CTC GCT GCG AGG CAC TAG
L A * L A A R H *

Abbildung 2.6: Ubersicht aller neu identifizierten U. maydis-Gene mit programmiertem Uberlesen des
Stopcodons, bei denen ein funktionelles PTS1 stromabwarts des ersten Stopcodons codiert ist. Abgebildet
sind die Nukleotidsequenzen sowie die abgeleiteten Aminosduresequenzen. Die charakteristischen
Tripeptide der PTS1-Signale sind hellblau hinterlegt, der relevante Stopcodonkontext ist rot hervorgehoben.
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Um zu untersuchen, ob die peroxisomale Lokalisierung dieser Proteine auch in anderen Pilzen
konserviert ist, wurden deren Orthologe auf PTS1-Sequenzen untersucht (Abbildung 2.7). Die
Analyse der Artl-Orthologe zeigte, dass in S. reilianum vermutlich ebenfalls ein kryptisches
PTS1 durch das Uberlesen des Stopcodons erzeugt wird. In Laccaria bicolor dagegen
befindet sich ein PTS1 bereits am konventionellen C-Terminus des Proteins. In den
untersuchten Askomyzeten sowie in Ustilago hordei existiert kein annotiertes Ortholog von
Artl. Die peroxisomale Lokalisierung der Epimerase Rpel ist dagegen in fast allen
iiberpriiften Pilzen konserviert. Das PTS1 wird entweder durch Uberlesen des Stopcodons
aktiviert oder liegt bereits im konventionellen C-Terminus des Proteins vor. Fir Orthologe
von Um05126 wurde in keinem der neben U. maydis untersuchten Pilze eine peroxisomale
Isoform identifiziert, die durch Uberlesen des Stopcodons generiert werden konnte. In
S. reilianum befindet sich zwar ein potenzielles PTS1 in der 3’-UTR, allerdings weist das

Stopcodon nicht den Sequenzkontext TGACT fiir programmiertes Uberlesen des Stopcodons

auf.

Art1 Rpe1
Spezies Stigﬁfedxﬁn' C-Terminus PV.I\;S:t- Stﬁgﬁ?edxctm- C-Terminus PV-I\;S:t-
Ustilago maydis TGACTA *N,ERL* -16.7 TGACTT *NAKL* +13.1
Sporisorium reilianum TGACTA *N,ERL* -8.1 TGACTC *N,ARL* +13.9
Ustilago hordei Kein Ortholog TGACTA *N,AKL* +7.7
Laccaria bicolor -—- ... NKL* -1.7 - ... AKY* +2.8
Schizophyllum commune - ...VGA* -51.7 - ...AAQ* -30.1
Aspergillus nidulans Kein Ortholog TGACTA *NgSRL* +12.7
Neurospora crassa Kein Ortholog - ... GKL* -3.0
Um05126 Um04703
Spezies Stﬁgrc]:?edxc;n- C-Terminus F\’/-\I;igt' Stﬁss?:;tm_ C-Terminus F\,/-\I;Sgt
Ustilago maydis TGACTG *NgPHL* -3.3 TGACTC *N,ARH* -20.3
Sporisorium reilianum TGAGCC *APVL* -13.5 - ...DLE* -48.2
Ustilago hordei ...GKS* -26.3 TGACTC *N AKL* -4.3
Laccaria bicolor ...PEG* -47.7 ...LSN* -41.2
Schizophyllum commune Kein Ortholog TGAACC *N,PQV* -17.7
Aspergillus nidulans - ...WAV* -28.5 --- ...FQL* -14.7
Neurospora crassa - .. TTA* -45.5 --- ...FNL* -14.7

Abbildung 2.7: Programmiertes Uberlesen des Stopcodons in dem Stopcodonkontext TGACT scheint in
Pilzen konserviert zu sein. Orthologe der U. maydis-Gene wurden mittels BLAST ermittelt. Vertreter der
Basidiomyzeten sind dunkelbraun und Vertreter der Askomyzeten sind hellgrau hinterlegt. Die Klassifizierung
der Zielsequenzen erfolgte durch ein PTS1-Prognoseprogramm [171, 172] und ist als PTS1-Wert angegeben.
Die charakteristischen Tripeptide der PTS1-Signale sind hellblau hinterlegt. In den Aminosduresequenzen
sind Stopcodons als Sternchen dargestellt. Liegt das PTS1 im konventionellen ORF wird dies durch .. XXX*“
gekennzeichnet.

28



Die peroxisomale Isoform von Um04703 wird in den Basidiomyzeten U. maydis und
U. hordei durch Uberlesen des Stopcodons generiert, wihrend in den untersuchten
Askomyzeten ein PTSI bereits im konventionellen C-Terminus vorliegt. In
Schizophyllum commune konnte fiir keines der untersuchten Proteine eine peroxisomale
Isoform gefunden werden. Zwar befindet sich in der 3’-UTR des um04703-Orthologs ein
potenzielles PTS1, aber der Stopcodonkontext enthilt nicht das TGACT-Motiv (Abbildung
2.7). Gene, von denen vermutlich keine peroxisomale Isoform durch programmiertes
Uberlesen des Stopcodons generiert werden kann, wurden manuell auf mogliche
Konsensussequenzen fiir alternatives Spleilen untersucht. Es wurden jedoch keine Hinweise
darauf gefunden, dass bei diesen Kandidaten ein kryptisches PTS1 durch alternatives Spleillen

aktiviert werden kann.

2.3 Das Uberlesen des TGA-Stopcodons wird in U. maydis durch die
Oxygenase Tpal und die Sauerstoffverfiigbarkeit moduliert

2.3.1 Der Einfluss der Oxygenase Tpal auf die Terminationseffizienz in U. maydis

Vor kurzem wurde in der Bickerhefe S. cerevisiae gezeigt, dass die Effizienz der
Translationstermination durch Hydroxylierung eines Prolinrestes des ribosomalen Proteins
RPS23 beeinflusst wird. Diese posttranslationale Modifizierung der kleinen ribosomalen
Untereinheit erfolgt durch die Oxygenase Tpal und erhoht bzw. vermindert die Genauigkeit
der Translationstermination in Abhingigkeit des Stopcodonkontextes. Die Hydroxylierung
von RPS23 wirkt sich positiv auf die Rate aus, mit der das Stopcodon iiberlesen wird, wenn
sich ein Cytosin an der +4 Position befindet. Mit einem Adenin an der Position +4 wird

wihrenddessen eine verbesserte Terminationseffizienz beobachtet [178].

In U. maydis konnte ein Homolog der Oxygenase Tpal identifiziert werden, das von dem Gen
um01849 codiert wird. Um den Einfluss der Oxygenase Tpal auf die Translationstermination
in U. maydis zu untersuchen, wurde eine Deletion des Gens um01849 in einem Stamm
erzeugt, der das mCherry-gfp-Reporterkonstrukt exprimiert (Abbildung 2.8 A). Die
Abwesenheit der Oxygenase Tpal fiihrte zu einer hoheren Genauigkeit bei der Termination
der Translation. Im Vergleich zum Wildtypstamm (WT) wurde fiir die Afpal-Mutante ein
deutlich schwicheres GFP-Signal im Western Blot detektiert. Die Uberexpression von tpal

verursachte dagegen eine leichte Reduktion der Terminationseffizienz (Abbildung 2.8 B).
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Wurden die Zellen fiir die Proteinpréiparation nicht wie iiblich aus einer Fliissigkultur, sondern
von einem festen Medium gewonnen, konnte fiir die Uberexpression von #pal und den Tpal-
Wildtyplevel eine nahezu gleiche Terminationseffizienz beobachtet werden. Die Extrakte von
Atpal-Zellen zeigten dagegen auch auf Festmedium, analog zu den Proteinextrakten aus einer
Fliissigkultur, ein deutlich vermindertes GFP-Signal im Vergleich zum WT (Abbildung
2.8 C, D). Die Terminationseffizienz wird in dem Sequenzkontext TGACTA durch die
Oxygenase Tpal beeinflusst. Mogliche Unterschiede in der Sauerstoffverfiigbarkeit zwischen
Atpal-Kulturen, die entweder in Fliissig- oder auf Festmedium inkubiert worden waren,

hatten in diesen Experimenten keinen Einfluss auf die Terminationseffizienz.

Stop + CTA

C
B TGACTA TAACTA
TGACTA TAACTA Atpal WT Pg.tpal Afpal WT P tpat
Atpal WT Ptpal Atpal WT P,.tpat C — '- ' | a-GFP

—— — a-GFP <

<
a-mCherry

a-mCherry

@ |-

Abbildung 2.8: Der Einfluss der Oxygenase Tpal auf die Terminationseffizienz. Das Uberlesen des
Stopcodons wurde mittels Detektion von GFP im Western Blot nachgewiesen. Als Lade- und interne
Expressionskontrolle dient der Nachweis von mCherry. Dabei werden Produkte, bei denen die Translation
am ersten Stopcodon terminiert wurde, durch einen weillen Pfeil angezeigt und Produkte, bei denen das
erste Stopcodon Uberlesen wurde, durch einen schwarzen Pfeil. (A) Schematische Darstellung des mCherry-
gfp-Reporterkonstrukts. (B) Das Uberlesen des Stopcodons wurde mittels des in (A) dargestellten
Reporterkonstrukts fiir Zellen mit tpal-Deletion, tpal-Uberexpression und den WT via Western Blot
analysiert. Die Zellen wurden fir die Proteinpraparation in Flissigmedium angezogen. In Zellen mit tpal-
Deletion wurde das TGA-Stopcodon am seltensten lberlesen (C) Genau wie in (B) beschrieben, die Zellen fir
die Proteinpraparation wurden jedoch auf einer Festagarplatte angezogen. In Zellen mit tpal-Deletion
wurde das TGA-Stopcodon am seltensten tiberlesen. Die Terminationseffizienz des TGA-Stopcodons in WT-
Zellen und P.stpal-Zellen war vergleichbar.
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2.3.2 Der Einfluss der Sauerstoffverfiigbarkeit auf die Terminationseffizienz in U. maydis

In S. cerevisiae wird die Terminationseffizienz bestimmter Stopcodons in Abhingigkeit von
der Oxygenase Tpal durch die Sauerstoffverfiigbarkeit reguliert [178]. Im Folgenden wurde
untersucht, ob die Verfiigbarkeit von Sauerstoff auch in U. maydis die Terminationsrate
reguliert und ob diese Regulation ebenfalls von Tpal abhidngt. Dazu wurden U. maydis-Zellen
unter definierten Sauerstoffbedingungen inkubiert. WT-Zellen und Zellen mit einer tpal-
Deletion wurden in Fliissigmedium in einem DASGIP®—Multifermentationssystem
angezogen. Der Sauerstoffgehalt wurde auf 0,4 %, 2,1 %, 10,5 % und 16,8 % eingestellt
(Abbildung 5.1, Material und Methoden). Beide Stimme exprimierten zudem das mCherry-
gfp-Reporterkonstrukt mit dem Stopcodonkontext TGACTA, um das Uberlesen des
Stopcodons nachweisen zu konnen (Abbildung 2.9 A). Die Analyse der Terminationseffizienz
erfolgte mit Hilfe eines Western Blots. Die interne Expressionskontrolle zeigte, dass bei
niedrigerem Sauerstofflevel die Proteinexpression des Reporterkonstrukts abnimmt
(Abbildung 2.9 B). Um die Terminationseffizienz trotz unterschiedlicher Expressionslevel
vergleichen zu konnen, wurden die Intensititen der einzelnen Signale mit Hilfe des
Bildbearbeitungsprogramms Fiji [179] quantifiziert. Dies ermoglichte es, die mCherry-
Expressionskontrolle zu normieren und die GFP-Signale im Verhiltnis zur Proteinexpression
zu betrachten. Sowohl in WT-Zellen als auch in Atpal-Zellen wurde ein Anstieg der
Terminationseffizienz bei sinkendem Sauerstoffgehalt beobachtet. Dabei waren die Raten mit
denen das Stopcodon iiberlesen wurde in der Azpal-Mutante niedriger als im Wildtypstamm
(Abbildung 2.9 C). Damit konnte gezeigt werden, dass das Uberlesen des Stopcodons durch
die Sauerstoffkonzentration beeinflusst werden kann, dieser Effekt in U. maydis jedoch

unabhiingig von der Oxygenase Tpal ist.
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Abbildung 2.9: Die Terminationseffizienz unter definierten Sauerstoffbedingungen. Das Uberlesen des
Stopcodons wurde mittels Detektion von GFP im Western Blot nachgewiesen. Als Lade- und interne
Expressionskontrolle dient der Nachweis von mCherry. Dabei werden Produkte, bei denen die Translation
am ersten Stopcodon terminiert wurde, durch einen weillen Pfeil angezeigt und Produkte, bei denen das
erste Stopcodon Uberlesen wurde, durch einen schwarzen Pfeil. (A) Schematische Darstellung des mCherry-
gfp-Reporterkonstrukts. (B) Effizientes Uberlesen des Stopcodons wurde unter definierten
Sauerstoffbedingungen nachgewiesen. Dazu wurden WT-Zellen und Atpal-Zellen in 16,8 %, 10,5 %, 2,1 %
beziehungsweise 0,4 % O, inkubiert. Mit sinkendem Sauerstofflevel wurde das Stopcodon weniger haufig
Uberlesen, gleichzeitig sank auch die Expression des Reporterkonstrukts. (C) Quantifizierung der GFP-Signale
unter Bericksichtigung der Expressionslevel des Reporterkonstrukts. Die Bestimmung der Signalintensitaten
erfolgte mittels Fiji [179].

2.3.3 Der Einfluss der Oxygenase Jmjd4 auf die Terminationseffizienz

In menschlichen Zellen spielt das Tpal-Homolog OGFODI1 (2-oxogluterate and Fe(Il)-
dependent oxygenase domain-containing protein 1) ebenfalls eine Rolle bei der Regulation
der Translation [180]. Dariiber hinaus wurde mit Jmjd4 (Jumonji domain-containing 4) eine
weitere Oxygenase identifiziert, die als Regulator der Translationstermination in humanen
Zellen fungiert. Jmjd4 katalysiert die Hydroxylierung des Terminationsfaktors eRF1. Diese
Modifizierung von eRF1 ist beim Menschen wichtig fiir eine optimale Termination der
Translation [181]. Ein mogliches Homolog dieser humanen Oxygenase Jmjd4 wird in
U. maydis von dem Gen wum00353 codiert. Der Einfluss von Jmjd4 auf die
Terminationseffizienz in U. maydis wurde mit Hilfe des mCherry-gfp-Reporterkonstrukts
untersucht. Die Effizienz, mit der die Translation in dem Reporterkonstrukt beendet wird,
wurde mit Hilfe eines Western Blot untersucht (Abbildung 2.10). Das Stopcodon in dem
Sequenzkontext TGACTA wurde in der jmjd4-Deletionsmutante nur geringfiigig haufiger

iberlesen als in Wildtypzellen.
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Abbildung 2.10: Der Einfluss der Oxygenase Jmjd4 auf die Terminationseffizienz. (A) Schematische
Ubersicht des mCherry-gfp-Reporterkonstrukts. (B) Das Uberlesen des Stopcodons wurde mittels des in (A)
dargestellten Reporterkonstrukts fiir Zellen mit jmjd4-Deletion und den WT via Western Blot analysiert. Das
Uberlesen des Stopcodons wurde mittels Detektion von GFP im Western Blot nachgewiesen. Als Lade- und
interne Expressionskontrolle dient der Nachweis von mCherry. Dabei werden Produkte, bei denen die
Translation am ersten Stopcodon terminiert wurde, durch einen weiBen Pfeil angezeigt und Produkte, bei
denen das erste Stopcodon Uberlesen wurde, durch einen schwarzen Pfeil. WT-Zellen zeigten im Vergleich
mit Ajmjd4-Zellen eine etwas hohere Terminationseffizienz im TGACTA-Kontext.

Stop + CTA

2.4 Das Motiv TGACTA vermittelt das Uberlesen des Stopcodons wihrend der
Translation in HelLa-Zellen mit hoher Effizienz

2.4.1 Etablierung eines Testsystems zum Nachweis des Uberlesens von Stopcodons
wadhrend der Translation in HeLa-Zellen

In Séugetieren wird die Effizienz der Translationstermination generell von dem auf das
Stopcodon folgende Nukleotid (+4) beeinflusst [182]. Fiir die Produktion der viralen RNA-
Polymerase nsP4 des Sindbis-Virus (SIN) ist das Uberlesen des UGA-Stopcodons wihrend
der Translation notwendig. Eine Analyse der Terminationseffizienz der SIN-RNA in einem
Saugetier-Translationssystem zeigte, dass eine der Sequenzvoraussetzungen fiir effizientes
Uberlesen des Stopcodons ein Cytosin an der +4 Position ist [183]. AuBerdem wurde
beschrieben, dass im Menschen durch das Uberlesen eines nonsense-Stopcodons in dem
Laminin-Gen LAMA3 und der damit verbundenen Riickgewinnung des funktionalen
Vollldngenproteins der letale Phinotyp der Hautkrankheit Epidermolysis bullosa supprimiert
wird, der durch die nonsense-Mutation hervorgerufen wird. Fiir das effiziente Uberlesen
dieses nonsense-Stopcodons ist der Stopcodonkontext verantwortlich, welcher die
Konsensussequenz (A/T)(A/G)(T/C)TGACTA besitzt [184]. Interessanterweise beinhaltet
diese Konsensussequenz fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons im Menschen das gleiche

Sequenzmotiv, das wihrend dieser Arbeit in U. maydis identifizieren werden konnte. Daher
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wurde im Folgenden getestet, ob das kurze Motiv TGACT auch in menschlichen Zellen ein
effizientes Uberlesen des Stopcodons bewirkt. Dafiir wurde ein Reportersystem fiir die
Verwendung in humanen Zellen entwickelt, das auf dem gleichen Prinzip beruht, wie das in
U. maydis bereits eingesetzte Testsystem. Zwischen die ORFs von GFP und Myc wurde der
zu untersuchende Stopcodonkontext inseriert (Abbildung 2.11 A). Die Detektion des Myc-
Tags in einem Western Blot dient als Nachweis dafiir, dass das Stopcodon iiberlesen wurde.
Die Detektion von GFP dient als interne Lade- und Expressionskontrolle. Zunichst wurden
die drei Stopcodons TAA, TAG und TGA in dem CTA-Kontext in das Reporterkonstrukt
integriert. Lediglich fiir die Sequenz TGACTA wurde im Western Blot ein Myc-Signal
detektiert. Fir TAACTA und TAGCTA war nur das kiirzere Protein mit konventioneller

Translationstermination im Western Blot nachweisbar (Abbildung 2.11 B).

B) Stop + CTA TAA  TAG  TGA
C) TGA +NNN

=

s a-Myc

——— — | o-GFP

C
TGANTA TGACNA TGACTN
A C G T A Cc G T A C G T =N
S : g _ C— | — .-4 — | a-Myc

— — i —| | —— — — | — - . |0-GFP

Abbildung 2.11: Der Einfluss des Motivs TGACT auf die Terminationseffizienz in HeLa-Zellen. Das Uberlesen
des Stopcodons wurde mittels Detektion des Myc-Epitops im Western Blot nachgewiesen. Als Lade- und
interne Expressionskontrolle dient der Nachweis von GFP. (A) Das Uberlesen des Stopcodons wurde mit Hilfe
eines GFP-Myc-Reporterkonstrukts analysiert. Die offenen Leserahmen von GFP und dem Myc-Tag wurden
von den dargestellten Stopcodonkontexten unterbrochen. (B) Die Terminationseffizienz wurde fir alle drei
Stopcodons im CTA-Kontext analysiert. Nur fir das TGA-Stopcodon ist Myc-Expression detektierbar. (C) Die
Effizienz mit der das TGA-Stopcodon (iberlesen wird, wurde fir Derivate von CTA untersucht. Am
effizientesten wurde das Stopcodon in dem Sequenzkontext CTA Uberlesen.

AnschlieBend wurde die Terminationseffizienz fiir alle Derivate von CTA, den drei
Nukleotiden downstream des TGA-Stopcodons, mittels Western Blot analysiert (Abbildung
2.11 C). Fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons war ein Cytosin an der Position direkt
stromabwirts des TGA-Stopcodons (+4) sowie ein Thymin an der Position +5 kritisch. Fiir

die Position +6 konnte die groBte Effizienz beim Uberlesen des Stopcodons beobachtet

34



werden, wenn sich ein Adenin an dieser Position befand. Ein Guanin oder ein Cytosin an
dieser Stelle erhohten die Terminationseffizienz, sodass das Myc-Signal im Western Blot
deutlich schwiicher ausfiel. Fiir die Base Thymin an Position +6 war kein Uberlesen des
Stopcodons im Western Blot zu detektieren (Abbildung 2.11 C). Das Motiv TGACTA stellt
damit in humanen HeLa-Zellen ein sehr wirksames Signal fiir programmiertes Uberlesen des
TGA-Stopcodons dar, wobei auch mit Guanin oder Cytosin an Position +6 noch deutlich ein

verldngertes Protein detektiert werden kann.

2.5 Das Motiv TGACTA ermdglicht die Identifizierung von Proteinen mit
peroxisomaler Isoform in Homo sapiens

2.5.1 Analyse aller Gene mit dem Motiv TGACTA in H. sapiens

In dieser Arbeit konnten, durch eine Analyse aller offenen Leserahmen in U. maydis, Proteine
identifiziert werden, von denen eine peroxisomale Isoform durch programmiertes Uberlesen
des Stopcodons in dem Sequenzkontext TGACT gebildet wird. Im Folgenden wurde versucht,
auf der Basis des Motivs TGACTA humane Proteine zu identifizieren, die ebenfalls eine
kryptische peroxisomale Isoform besitzen. Dazu wurden die 3°-Sequenzen aller menschlichen
Gene inklusive des entsprechenden Stopcodons von der Transterm Datenbank [170]
verwendet. Die Analyse ergab 68 ORFs, die durch den Sequenzkontext TGACTA terminiert
werden. Fiir diese Gene wurde untersucht, ob die 3’-UTR ein potenzielles PTS1 codiert. Zwei
der 68 Gene erfiillten auch dieses zweite Kriterium: die Malatdehydrogenase 1 (MDH1, Gen-
ID: 4190) und die Laktatdehydrogenase B (LDHB, Gen-ID: 3945). Durch Uberlesen des
Stopcodons erhalten die MDHI und die LDHB eine C-terminale Verldngerung, deren
Sequenz von dem PTSI1-Prognoseprogramm [171, 172] als peroxisomale Zielsequenz

klassifiziert wird (MDH1 PTS1-Wert: 4,9 und LDHB PTS1-Wert: 11,2) (Abbildung 2.12).
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H. sapiens Malatdehydrogenase 1 (MDH1; Gen-ID: 4190)

GCC TGA CTA GAC ... TGT CGT CTT TGA
A * L D C R L *
NADH NAD*

\/

H. sapiens Laktatdehydrogenase B (LDHB; Gen-ID: 3945)

Malat Oxalacetat

u

CTG TGA CTA GTG AGC TCT AGG CTG TAG
L * L \ S S R L *

NADH NAD *

\ /.

Pyruvat | Laktat

Abbildung 2.12: Durch programmiertes Uberlesen des Stopcodons kdnnten in H. sapiens peroxisomale
Isoformen von zytosolischen Proteinen generiert werden. Die peroxisomale Isoform der Proteine wird bei
der Translation durch TGACTA-induziertes Uberlesen des Stopcodons erzeugt. Schematisch dargestellt sind
die 3‘-Sequenzen der Gene, die entsprechenden Aminosauresequenzen sowie der Reaktionsmechanismus
der Enzyme. Die charakteristischen Tripeptide der PTS1-Signale sind hellblau hinterlegt, der relevante
Stopcodonkontext ist rot hervorgehoben. Die Klassifizierung der kryptischen PTS1-Motive erfolgte mit Hilfe
des PTS1-Prognoseprogramm [171, 172]. (A) Das kryptische PTS1 der MDH1 hat einen Klassifizierungswert
von 4,9. Die Malatdehydrogenase katalysiert die Bildung von Oxalacetat und NAD" aus Malat und NADH.
Diese Reaktion ist reversibel. (B) Das kryptische PTS1 der LDHB hat einen PTS1-Klassifizierungswert von 11,2.
Die Laktatdehydrogenase katalysiert die Bildung von Laktat und NAD" aus Pyruvat und NADH. Diese Reaktion
ist reversibel.

2.5.2 Nachweis des Uberlesens des Stopcodons der Laktatdehydrogenase B wihrend der
Translation

Mit Hilfe eines GFP-Myc-Reporterkonstrukts konnte effizientes Uberlesen des Stopcodons
fir den Stopcodonkontext TGACTA in menschlichen HelLa-Zellen nachgewiesen werden
(Abbildung 2.11). Um zu untersuchen, ob das Motiv TGACTA auch im natiirlich
vorkommenden Sequenzkontext das Uberlesen des Stopcodons induziert, wurden Konstrukte

generiert, die den vollstindigen ORF der Laktatdehydrogenase B von H. sapiens enthalten.

Alle Konstrukte besitzen neben dem LDHB-ORF einen N-terminalen HA-Tag als interne

Expressionskontrolle sowie einen C-terminalen Myc-Tag um effizientes Uberlesen des
Stopcodons mittels Western Blot nachzuweisen. Die Terminationseffizienz dieses HA-LDHB-

Myc-Konstrukts mit dem Stopcodonkontext TGACTA wurde durch die Zugabe des
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Antibiotikums Gentamicin drastisch reduziert (Abbildung 2.13 A, B). Die Mutation des
LDHB-Stopcodons TGA zu TAA oder TAG fiihrte zu einer deutlichen Reduktion des anti-
Myc-Signals im Western Blot (Abbildung 2.13 A, C). Analog zu den Ergebnissen der
Experimente mit dem GFP-Myc-Reporterkonstrukt ist auch in Anwesenheit des natiirlichen
Sequenzkontextes die Identitit des Stopcodons kritisch fiir effizientes Uberlesen des
Stopcodons. Durch das Uberlesen des konventionellen Stopcodons erfolgt die Translation der
3°-UTR bis zum néchsten Stopcodon im Leserahmen. Dieses liegt im Falle des LDHB-Gens
18 Nukleotide stromabwirts des LDHB-Stopcodons. Der Einfluss dieser 18 Nukleotide der
LDHB-3’-UTR auf die Terminationseffizienz des LDHB-Stopcodons wurde mit einem
Western Blot untersucht. Im direkten Vergleich zu dem Konstrukt mit dem Motiv TGACTA,
welches lediglich drei Nukleotide der 3°-Sequenz enthilt, konnte kein Unterschied in der

Terminationsrate festgestellt werden (Abbildung 2.13 A, D).

A B
B) TGA CTA Gentamicin
C) Stop+ CTA - +

D) TGA + X
|—- a-Myc

I HA | LDHB Myc -
}- a-HA

C D
Mock TAA TAG TGA Mock +0 +3  +18 K 1%
S W o-MyC e e e | O-Myc
7 d .
— — —| 0-HA -—— - ﬁa-HA

Abbildung 2.13: Analyse der Terminationseffizienz bei der Translation der humanen
Laktatdehydrogenase B in Hela-Zellen. Effizientes Uberlesen des Stopcodons wurde durch die Detektion
des Myc-Epitops in einem Western Blot nachgewiesen. Als Lade- und interne Expressionskontrolle diente der
Nachweis des HA-Tags. (A) Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. Alle umfassen den
offenen Leserahmen der LDHB mit einem N-terminalen HA-Tag sowie einem C-terminalen Myc-Epitop. Die
Konstrukte enthalten auBerdem die angegebenen Nukleotide im Bereich des Stopcodons. (B) Zellen mit dem
HA-LDHB-Myc Konstrukt mit dem TGACTA-Kontext wurden in An- und Abwesenheit von Gentamicin
(800 ul/ml) inkubiert. AnschlieBend wurde die Terminationseffizienz mittels Western Blot analysiert. Das
Stopcodon wurde in Anwesenheit von Gentamicin haufiger Gberlesen. (C) Die Terminationseffizienz wurde
flr alle drei Stopcodons im CTA-Kontext analysiert. Als Negativkontrolle dienten Mock-transfizierte Zellen.
Das TGA-Stopcodon wurde hiufiger (iberlesen als das TAG- und das TAA-Stopcodon. (D) Das Uberlesen des
Stopcodons wurde fiir Konstrukte mit verschieden langen Sequenzen der LDHB-3‘-UTR analysiert. Die
Zahlenwerte entsprechen dabei der Anzahl der inserierten Nukleotide der 3‘-Sequenz. Als Positivkontrolle
diente ein HA-LDHB-Myc-Fusionsprotein ohne das LDHB-Stopcodon (K). Die Effizienz, mit der das Stopcodon
des +3- und des +18-Konstrukts Gberlesen wurde, entsprach ungefahr 1 % der Positivkontrolle (K).
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Bei Abwesenheit der stromabwiirts liegenden Sequenz (+0) war kein Uberlesen des
Stopcodons detektierbar. Mit einer Positivkontrolle, bei der das Stopcodon in ein Codon
(TGG), das fiir die Aminosédure Tryptophan codiert, mutiert wurde, konnte eine Effizienz von
ungefihr 1 % fiir das Uberlesen des Stopcodons des +3- und des +18-Konstrukts bestimmt
werden (Abbildung 2.13 A, D).

2.5.3 Konservierung der kryptischen peroxisomalen Isoformen von MDH1 und LDHB

Nach der Identifizierung der humanen MDHI- und LDHB-Gene als Kandidaten, bei deren
Translation durch Uberlesen des Stopcodons eine kryptische PTS1-Sequenz aktiviert werden
konnte, wurde gepriift, ob eine phylogenetische Konservierung dieses Mechanismus vorliegt.
Dazu wurden die 3°‘-Sequenzen orthologer Gene von der NCBI Gendatenbank verwendet und
auf kryptische PTS1-Motive untersucht. Die Klassifizierung der potenziellen PTSI-
Sequenzen erfolgte mit Hilfe des PTS1-Prognoseprogramms [171, 172].

Die Analyse der MDH-3’-UTR zeigte, dass das kryptische PTS1 nicht nur in Sdugetieren,
sondern sogar bis hin zu den Nesseltieren konserviert ist. Zusétzlich wurde untersucht, ob
neben einem versteckten PTS1 auch das Motiv TGACTA fiir programmiertes Uberlesen des
Stopcodons vorliegt. Das Kernmotiv TGACT war in den meisten MDH]1-codierenden Genen
der untersuchten Organismen zu finden (Abbildung 2.14). Eine Ausnahme bilden
D. melanogaster und C. elegans, deren jeweilige MDH I-Gene nicht durch das Motiv TGACT
terminiert werden. Jedoch codieren beide Gene an ihrem konventionellen C-Terminus fiir ein

PTS1 (Abbildung 2.14).

Die peroxisomale Isoform der LDHB, welche durch Uberlesen des Stopcodons generiert wird,
ist lediglich in hoheren Saugetieren (Eutheria) konserviert. Das Motiv TGACTA ist nur fiir
die LDHB-Gene der untersuchten Primaten zu beobachten. Der Stopcodonkontext der LDHB
von Loxodonta africana weicht stark von dem Motiv TGACTA ab, wihrend die 3’-UTR fiir
ein potenzielles PTS1 codiert (Abbildung 2.14). Die Konservierung der kryptischen PTS1-
Zielsteuerungssequenzen der Enzyme MDHI1 und LDHB ist ein Hinweis auf eine weit
verbreitete peroxisomale Funktion der beiden Dehydrogenasen und spricht gegen eine
zufillige Entstehung der PTS1-Motive, welche aufgrund ihrer hohen Redundanz relativ

einfach beispielsweise durch Mutationen entstehen konnten [185].
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Malatdehydrogenase 1 Laktatdehydrogenase B

Spezies
Stopcodon- . PTS1- | Stopcodon- . PTS1-
kontext C-Terminus Wert kontext C-Terminus Wert

Homo sapiens | TGACTA *NgCRL* 4.9 TGACTA *N,SRL* 11.2

Pan troglodytes | TGA CTA *NgCRL* 4.9 TGACTA *N,SRL* 11.2
Mus musculus | TGA CTA *NgCRL* 5.1 TGACTG *N,SRL* 12.0
Loxodonta africana | TGA CTA *NgCRL* 5.0 TGATGC *N;SML* 0.4

Monodelphis domestica | TGACTA *NgCRL* 9.4

TGACTA *NgCRL* 4.7
Xenopus laevis [ TGACTA *NgCRL* 7.1

Danio rerio | TGACTC *N,,SRL* 8.0

...SNL* 1.1
Saugetiere . Insekten
Caenorhabditis elegans -—- ...ANI* -20.4 . Vogel Nematoden
TGACTC *N4,PKL* 9.1 Amphibien . Mollusken
TGACTT *N,SKL* 0.7 Fische M Polypen

Abbildung 2.14: Die PTS1-Motive der Malatdehydrogenase 1 und der Laktatdehydrogenase B sind
konserviert. Der Stopcodonkontext sowie die 3‘-UTRs der entsprechenden Gene wurden der NCBI
Gendatenbank entnommen. Die Klassifizierung der Zielsteuerungssequenzen erfolgte durch das PTS1-
Prognoseprogramm [171, 172] und ist als PTS1-Wert angegeben. Die charakteristischen Tripeptide der PTS1-
Signale sind hellblau hinterlegt. In den Aminosduresequenzen sind Stopcodons als Sternchen dargestellt.
Liegt das PTS1 im konventionellen ORF ist dies durch ,,..XXX*“ gekennzeichnet.

AnschlieBend wurde mit Hilfe von vergleichender Genomik ermittelt, ob basierend auf
evolutiondren Markern eine codierende Funktion der 3’-UTRs der Gene MDHI und LDHB
wahrscheinlich ist. Durch den Vergleich von Nukleotidsequenzen mehrerer Spezies ist es
moglich, Protein-codierende Regionen von nicht-codierenden Bereichen zu unterscheiden.
Die PhyloCSF-Methode bewertet dabei evolutiondre Charakteristika, beispielsweise die
Frequenzen synonymer Codonsubstitutionen und konservativer Aminosdureaustausche [186].
Dabei ist bei einem positiven PhyloCSF-Wert die Sequenz vermutlich Protein-codierend, bei
einem negativen Wert ist dies unwahrscheinlich. Fiir die 3’-UTR von MDH]I betrigt der
PhyloCSF-Wert -3,7, die 3’-UTR von LDHB hat einen Score von -1,6 (Abbildungen 4.3 und
4.4, Anhang). Mit diesen Werten liegen die 3’-Sequenzen der Gene MDHI und LDHB in
einer Grauzone, in der beide Modelle gleich wahrscheinlich sind [Irwin Jungreis, personliche
Mitteilung]. Ausschlieflich auf evolutiondrer Beweisfithrung basierend, kann keine

eindeutige Aussage getroffen werden, ob es sich bei den 3’-UTRs der Gene MDHI und
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LDHB um Protein-codierende Regionen handelt. Zusammen mit der Analyse des
Leserahmens inklusive des zweiten Stopcodons sowie des Stopcodonkontextes des
konventionellen Stopcodons sprechen die Daten jedoch gegen eine zufillige Entstehung der
kryptischen PTS1-Sequenzen der humanen MDHI1 und LDHB und fiir eine funktionelle

Konservierung.

2.5.4 Analyse der Funktionalitat der kryptischen PTS1-Motive der Enzyme MDH1 und LDHB

In U. maydis konnte fiir eine Reihe der kryptischen PTS1-Motive, die durch Uberlesen des
Stopcodons in dem Sequenzkontext TGACT aktiviert werden, gezeigt werden, dass sie in der
Lage sind, die peroxisomale Lokalisierung des Fluorophors GFP zu vermitteln (Abbildung
2.5). Analog dazu wurde die Funktionalitit der PTS1-Signale untersucht, die durch das
Uberlesen des Stopcodons der humanen Gene MDHI und LDHB gebildet werden konnten.
Dazu wurden die letzten 12 Aminoséduren der verldngerten C-Termini an GFP fusioniert. Das
konventionelle Stopcodon des LDHB-Gens wurde durch Serin ersetzt. AnschlieBend wurden
diese GFP-PTS1-Fusionsproteine zusammen mit dem peroxisomalen Markerprotein
mCherry-SKL in HeLa-Zellen exprimiert. Die mikroskopische Analyse der HeLa-Zellen
zeigte, dass beide PTS1-Motive den peroxisomalen Import von GFP vermitteln konnen
(Abbildung 2.15 A). Um zu untersuchen, ob die Funktionalitdt der kryptischen PTS1 von
MDHI1 und LDHB auch in dem Kontext der Volllingenproteine gegeben ist, wurde GFP
N-terminal an diese Enzyme fusioniert. Dabei wurde jeweils das erste Stopcodon zu einem
Tryptophan mutiert. Dadurch erfolgt die Translation der 3’-UTR bis zum néchsten Stopcodon
im Leserahmen und somit die konstitutive Expression der lingeren Isoform. In HeLa-Zellen
wurde fiir die GFP-Fusionsproteine sowie fiir mCherry-SKL peroxisomale Lokalisierung
beobachtet, wobei zusitzlich ein starkes GFP-Signal im Zytoplasma auftrat (Abbildung
2.15 B). Durch lokal fokussiertes Photobleaching des Zytosols erfolgte eine starke Depletion
der frei diffundierenden zytosolischen GFP-Fusionsproteine. Das Fluoreszenzsignal der GFP-
Fusionsproteine innerhalb der Peroxisomen bleibt dagegen unter diesen Bedingungen
erhalten. Nach dem Bleichen des Zytosols war das GFP-Signal auf die Peroxisomen
beschréinkt und colokalisierte vollstindig mit dem peroxisomalen Markerprotein mCherry-

SKL (Abbildung 2.15 B).
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Die kryptischen PTS1-Motive von MDHI1 und LDHB ermdglichen demnach die
peroxisomale Lokalisierung von GFP, aber auch der jeweiligen Vollldangenproteine. Wihrend
GFP-PTSI1 vollstindig in die Peroxisomen importiert wurde, war die Effizienz der PTSI-

Signale im Kontext der Vollldngenproteine geringer und ein Teil der Fusionsproteine verblieb

im Zytosol.
A
GFP-PTS1 GFP-PTS1
(MDH1) mCherry-SKL Merge (LDHB) mCherry-SKL Merge

B

GFP-MDH1,,,  mCherry-SKL Merge GFP-LDHB,,,  mCherry-SKL Merge
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<
(5] <
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Abbildung 2.15: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der kryptischen PTS1-Motive von MDH1 und LDHB. In
Hela-Zellen wurden GFP-Fusionsproteine und der peroxisomale Marker mCherry-SKL exprimiert. Merge
verweist auf eine Uberlagerung des GFP-Kanals (tiirkis) und des mCherry-Kanals (magenta). VergroRerungen
einzelner Bildausschnitte sind in der mikroskopischen Aufnahme angedeutet und darunter abgebildet. Der
GroBenstandard entspricht 10 pm. (A) Die GFP-Fusionsproteine mit den PTS1-Signalen der MDH1
beziehungsweise der LDHB lokalisieren in Peroxisomen. (B) Die GFP-Fusionsproteine der peroxisomalen
Isoformen der MDH1 und der LDHB lokalisieren im Zytoplasma und in den Peroxisomen. Durch
Photobleaching des Zytosols wurde die peroxisomale Lokalisierung deutlicher hervorgehoben. Die
Experimente wurden in Kooperation mit Kay Schink durchgefiihrt (Faculty of Medicine, Centre for Cancer
Biomedicine, University of Oslo/ Department of Biochemistry, Institute for Cancer Research, Oslo University
Hospital in Montebello, Oslo, Norway).

2.5.5 Nachweis des Uberlesens des Stopcodons von MDH1 und LDHB in vivo

Bei einer Analyse des Proteoms von Peroxisomen humaner Leberzellen wurde die MDH1
bereits als ein peroxisomales Protein identifiziert [187]. Die LDH wurde in Peroxisomen von
Rattenleberzellen nicht nur nachgewiesen, es konnte auch gezeigt werden, dass thre Aktivitit
dort fiir die Regeneration von NAD" benétigt wird [188]. Es wurde jedoch weder fiir MDH1
noch fiir LDH ein PTS1 im jeweiligen ORF detektiert und es gab somit keine Erkldarung, wie

die Enzyme in die Matrix von Peroxisomen lokalisiert werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt
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werden, dass das kryptische PTS1 der MDHI und das kryptische PTS1 der LDHB in der Lage
sind, peroxisomale Lokalisierung des Fluorophors GFP sowie der jeweiligen
Vollldingenproteine zu vermitteln (Abbildung 2.15). Um diese Ergebnisse zu untermauern,
wurde untersucht, ob die Aktivierung der PTS1-Motive durch das Uberlesen des Stopcodons
fiir die peroxisomale Lokalisierung von MDHI1 und LDHB in vivo beobachtet werden kann.
Zu diesem Zweck wurden jeweils zwei Konstrukte generiert. Beide umfassen den offenen
Leserahmen der MDHI1 bzw. LDHB mit dem jeweiligen konventionellen Stopcodon sowie
einen N-terminalen GFP-Tag. Die Konstrukte unterscheiden sich durch den Bereich, der
stromabwirts des Stopcodons liegt und fiir das kryptische PTS1 codiert. Bei einem Konstrukt
ist die 3°>-UTR vorhanden, bei dem anderen fehlt dieser Bereich. Uberlesen des Stopcodons
fiihrt somit nur in einem der beiden Konstrukte zu einer Aktivierung der peroxisomalen
Zielsequenz (Abbildungen 2.16 A, B und 2.17 A, B). HeLa-Zellen wurden mit jeweils einem
der beiden Konstrukte sowie mit dem peroxisomalen Marker mCherry-SKL transfiziert.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigten sowohl fiir MDHI als auch fiir LDHB
fiir beide Konstrukte ein starkes Signal im Zytosol. Um das Signal des frei diffundierbaren
zytosolischen GFP-Pools zu verringern, wurde dieser wie bereits beschrieben mit Hilfe eines
Lasers gebleicht. Das Fluoreszenzsignal der GFP-Fusionen innerhalb der Peroxisomen sollte
dabei erhalten bleiben. Nach dem Photobleaching wurde in den Zellen, die mit dem Konstrukt
inklusive der jeweiligen 3’-UTR transfiziert worden waren, ein GFP-Signal in den
Peroxisomen sichtbar. Die Zellen, die mit dem Konstrukt ohne das kryptische PTSI1
stromabwirts des Stopcodons transfiziert worden waren, wiesen auch nach dem Bleichen kein

peroxisomales GFP-Signal auf (Abbildungen 2.16 C, D und 2.17 C, D).

Fir beide Enzyme, MDH1 und LDHB, konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie gezeigt
werden, dass die Aktivierung der peroxisomalen Zielsequenzen durch das Uberlesen des
Stopcodons erfolgt. Diese Daten liefern die Erkldrung dafiir, dass fiir beide Enzyme zuvor
zwar eine peroxisomale Lokalisierung [187, 188], jedoch keine dafiir verantwortliche
Zielsteuerungssequenz innerhalb der codierenden ORFs beobachtet werden konnte. Die
PTS1-Motive fiir den peroxisomalen Import von MDH1 und LDHB sind nicht innerhalb der
jeweiligen konventionellen ORFs codiert, sondern stromabwirts des Stopcodons in der

3’-UTR.
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Abbildung 2.16: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis fiir die peroxisomale Lokalisierung der MDH1
durch Uberlesen des Stopcodons in Hela-Zellen. (A) GFP wurde N-terminal an den ORF des MDH1-Gens
fusioniert. C-terminal befindet sich die 3‘-Sequenz, welche fiir ein PTS1 codiert. Sowohl das MDH1-
Stopcodon, als auch das nachste in frame Stopcodon in der 3‘-UTR, sind in dem Konstrukt enthalten. Die
Position der Stopcodons wird durch Sternchen angegeben. (B) GFP wurde N-terminal an den ORF des MDH1-
Gens fusioniert. Das Konstrukt umfasst das konventionelle MDH1-Stopcodon, das durch ein Sternchen
angezeigt wird. Die 3‘-Sequenz, die fir ein PTS1 codiert, ist in diesem Konstrukt nicht enthalten. (C) + (D)
Hela-Zellen wurden mit den jeweiligen GFP-Konstrukten und dem peroxisomalen Marker mCherry-SKL
transfiziert. Merge verweist auf eine Uberlagerung des GFP-Kanals (tiirkis) und des mCherry-Kanals
(magenta). VergroRerungen einzelner Bildausschnitte sind in der mikroskopischen Aufnahme angedeutet
und darunter abgebildet. Der GroRenstandard entspricht 10 um. Nach dem Bleichen des Zytosols wurde nur
flr das Fusionsprotein mit PTS1 in der 3‘-UTR eine peroxisomale Lokalisierung beobachtet, nicht jedoch fur
das Fusionsprotein ohne kryptisches PTS1. Die Experimente wurden in Kooperation mit Kay Schink
durchgefiihrt (Faculty of Medicine, Centre for Cancer Biomedicine, University of Oslo/ Department of
Biochemistry, Institute for Cancer Research, Oslo University Hospital in Montebello, Oslo, Norway).
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Abbildung 2.17: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis fiir die peroxisomale Lokalisierung der LDHB durch
Uberlesen des Stopcodons in Hela-Zellen. (A) GFP wurde N-terminal an den ORF des LDHB-Gens fusioniert.
C-terminal befindet sich die 3’-Sequenz, welche fiir ein PTS1 codiert. Sowohl das LDHB-Stopcodon, als auch
das ndchste in frame Stopcodon in der 3‘-UTR, sind in dem Konstrukt enthalten. Die Position der Stopcodons
wird durch Sternchen angegeben. (B) GFP wurde N-terminal an den ORF des LDHB-Gens fusioniert. Das
Konstrukt umfasst das konventionelle LDHB-Stopcodon, das durch ein Sternchen angezeigt wird. Die 3‘-
Sequenz, die fiir ein PTS1 codiert, ist in diesem Konstrukt nicht enthalten. (C) + (D) HelLa-Zellen wurden mit
den jeweiligen GFP-Konstrukten und dem peroxisomalen Marker mCherry-SKL transfiziert. Merge verweist
auf eine Uberlagerung des GFP-Kanals (tiirkis) und des mCherry-Kanals (magenta). VergréRerungen einzelner
Bildausschnitte sind in der mikroskopischen Aufnahme angedeutet und darunter abgebildet. Der
GroRRenstandard entspricht 10 um. Nach dem Bleichen des Zytosols wurde nur fiir das Fusionsprotein mit
PTS1 in der 3-UTR eine peroxisomale Lokalisierung beobachtet, nicht jedoch fiir das Fusionsprotein ohne
kryptisches PTS1. Die Experimente wurden in Kooperation mit Kay Schink durchgefihrt (Faculty of Medicine,
Centre for Cancer Biomedicine, University of Oslo/ Department of Biochemistry, Institute for Cancer Research,
Oslo University Hospital in Montebello, Oslo, Norway).
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3 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das kurze Motiv TGACT(A) ein
effizientes Uberlesen des Stopcodons in Pilzen, aber auch in menschlichen Zellen stimulieren
kann. Dabei werden hiufig neue Enzymvarianten generiert, die peroxisomale
Zielsteuerungssequenzen enthalten. Diese peroxisomalen Isoformen wirken vermutlich an der
Redox-Homoostase der Zelle mit. Dariiber hinaus wurde im Verlauf dieser Arbeit gezeigt,
dass das TGACT-stimulierte Uberlesen des Stopcodons in U. maydis regulierbar ist und die
Terminationseffizienz beispielsweise durch die Sauerstoffverfiigbarkeit beeinflusst werden

kann.

3.1 Programmiertes Uberlesen des Stopcodons durch das Motiv TGACT

Programmiertes Uberlesen des Stopcodons mittels TGACT(A) ist nicht nur in Pilzen, sondern
auch in hoheren Eukaryoten verbreitet. Es war nicht Bestandteil dieser Arbeit zu untersuchen,
ob das Motiv TGACT(A) in der Lage ist ein effizientes Uberlesen des Stopcodons in
Prokaryoten zu induzieren. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass auch in Prokaryoten das
Uberlesen des Stopcodons durch TGACT(A) stimuliert werden kann, obwohl die
prokaryotischen Terminationsfaktoren, RF1 (release factor 1) und RF2, und der
eukaryotische Faktor eRFI1 nahezu keine Sequenz- oder strukturelle Homologie
aufweisen [189]. So wurde bei einer Analyse von Terminationssignalen in E. coli vermehrtes
Uberlesen des Stopcodons fiir ein 12 Nukleotide umfassendes Sequenzmotiv beobachtet,
welches das Motiv TGACTA beinhaltet [190]. Folglich konnte es sich bei dem Motiv
TGACT(A) um ein universelles Signal fiir die Induktion von programmiertem Uberlesen des

Stopcodons handeln.

3.1.1 Das Uberlesen des Stopcodons wird durch den lokalen Sequenzkontext induziert

Die Genauigkeit der Translation kann sowohl durch spezielle RNA-Strukturen als auch durch
Sequenzmotive beeinflusst werden, die programmiertes Uberlesen von Stopcodons induzieren
konnen. Ein bekanntes Beispiel ist die RNA-Haarnadelstruktur, die von der SECIS
ausgebildet wird und essentiell fiir die Decodierung des Stopcodons in die 21. Aminosédure

Selenocystein ist. Diese Struktur bindet die fiir den Selenocystein-Einbau notwendigen
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Faktoren [65, 66]. Auch das Uberlesen eines Stopcodons unabhingig vom
Selenocysteineinbau, wird in manchen Fillen durch eine Sekundirstruktur der mRNA
beeinflusst. Ein klassisches Beispiel dafiir ist die Expression des essentiellen pol-Gens des
Murinen Leukdmievirus (MuLV) durch Uberlesen des Stopcodons der stromaufwirts
gelegenen gag-Gene. Effizientes Uberlesen des gag-Stopcodons wird durch eine
Pseudoknotenstruktur stimuliert, die stromabwirts des iiberlesenen Stopcodons liegt [191,
192]. Ein weiteres Beispiel ist die Haarnadelstruktur, welche stromabwirts des
D. melanogaster Gens hdc ausgebildet werden kann und fiir die ein besonders starker Einfluss
auf die Translationstermination beobachtet wurde. Diese Sekundérstruktur ist sogar in
anderen Sequenzkontexten in der Lage effizientes Uberlesen eines Stopcodons zu induzieren
[89]. In U. maydis wird durch programmiertes Uberlesen des Stopcodons eine peroxisomale
Isoform des glykolytischen Enzyms Pgkl generiert. Analysen der Terminationseffizienz
verschiedener pgkI-gfp-Konstrukte deuteten bereits darauf hin, dass effizientes Uberlesen des
Stopcodons von Sequenzen stromabwirts des Stopcodons abhiingig ist [94]. Eine Prognose
der mRNA-Sekundirstruktur mittels RN Afold [164] zeigte, dass die mRNA stromabwirts des

konventionellen pgkl-Stopcodons eine stabile Haarnadelstruktur ausbilden konnte [94].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob fiir effizientes Uberlesen des pil -Stopcodons
die Ausbildung einer mRNA-Sekundérstruktur oder der lokale Sequenzkontext verantwortlich
ist. Dazu wurde mit Hilfe von verschiedenen #pil-gfp-Konstrukten und einem mCherry-gfp-
Reporterkonstrukt die Minimalsequenz fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons ermittelt.
Die Analyse der Terminationseffizienz dieser Konstrukte zeigte, dass das kurze Motiv
TGACT ausreicht um ein effizientes Uberlesen des Stopcodons in U. maydis zu induzieren
(Abbildungen 2.1 und 2.2). So lieferte beispielsweise die Analyse der Translationstermination
verschiedener tpil-gfp-Konstrukten, die unterschiedlich viele Nukleotide der #pi/ 3‘-UTR
umfassen, vergleichbare Terminationseffizienzen fiir diese Konstrukte (Abbildung 2.1 B).
Wihrend die inserierten Nukleotide in dem +24-Konstrukt theoretisch in der Lage wiren eine
Haarnadelstruktur im Bereich des Stopcodons auszubilden, hat die mRNA des untersuchten
+3-Konstrukt dazu keine Moglichkeit (Abbildung 4.5, Anhang) [193]. Daher ist der
Sequenzkontext TGACT vornehmlich fiir das Uberlesen des Stopcodons der mRNA des

glykolytischen Enzyms Tpil in U. maydis verantwortlich.

In dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass das Motiv TGACTA in den humanen
Genen MDHI und LDHB vorkommt und auch dort das Uberlesen des Stopcodons induzieren

kann. Die Analyse der Translationstermination verschiedener LDHB-Konstrukte zeigte
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ebenfalls vergleichbare Terminationseffizienzen fiir das +3- und ein lidngeres +18-Konstrukt
(Abbildung 2.13 D). Die Vermutung, dass vornehmlich der Stopcodonkontext und nicht die
Ausbildung einer mRNA-Sekundirstruktur fiir das Uberlesen des Stopcodons verantwortlich
ist, wird dariiber hinaus durch eine Analyse der Terminationseffizienz verschiedener MDH -
Konstrukte von Hofhuis e al. [194] gestiitzt. Diese Analyse zeigte, dass das Stopcodon des
MDHI-Gens unabhingig von der An- oder Abwesenheit der 3°-Sequenz mit gleicher
Effizienz iiberlesen wird. Auch die Mutation dieser 3‘-Sequenz in eine Sequenz mit gleicher
Linge, aber anderer mRNA-Sekundirstruktur, hatte keinen Einfluss auf die

Terminationseffizienz [194].

Die TGACTA-induzierte Effizienz, mit der das Stopcodon verschiedener HA-LDHB-Myc-
Konstrukte iiberlesen wird, lag in dieser Arbeit in HeLa-Zellen bei ungefdhr 1-2 %
(Abbildung 2.13 D). In U. maydis konnten fiir verschiedene tpil-gfp-Konstrukte und das
mCherry-gfp-Reporterkonstrukt #hnliche Raten fiir TGACT-induziertes Uberlesen des
Stopcodons nachgewiesen werden (Abbildungen 2.1 und 2.2). In einer fritheren Arbeit von
Freitag et al. [94] wird das Stopcodon eines pgkl-gfp-Konstrukts in U. maydis mit einer
Effizienz von tiber 20 % iiberlesen. Bei diesem Konstrukt wurde zwischen das pgkl-Gen und
den gfp-OREF die vollstindige 3‘-Sequenz bis zum dritten Stopcodon im Leserahmen inseriert,
die 90 Nukleotide umfasst. Das erste, konventionelle Stopcodon blieb dabei erhalten, wihrend
das zweite in frame Stopcodon stromabwirts des pgkl-Gens zu Tryptophan mutiert wurde
[94]. Dieses +90-Konstrukt konnte neben dem Motiv TGACT weitere Sequenzelemente
enthalten, die sich stimulierend auf das Uberlesen des Stopcodons auswirken. Moglicherweise
gibt es einen additiven Effekt durch die Ausbildung einer Haarnadelstruktur, die das
Uberlesen des Stopcodons zusitzlich beeinflusst und somit die Terminationseffizienz weiter
herabsetzt. Einen Hinweis darauf, dass das basale Uberlesen des Stopcodons, induziert durch
den lokalen Sequenzkontext TGACT, auch in menschlichen Zellen durch weitere Elemente
verstarkt werden kann, liefern Daten von Loughran et al. [195]. Mittels eines
bioinformatischen Verfahrens wurden in Siugetieren Kandidaten fiir programmiertes
Uberlesen von Stopcodons identifiziert. Eines dieser Kandidatengene war OPRLI, bei
welchem durch den Stopcodonkontext TGACTA das Stopcodon mit einer basalen Rate von
1,5 % iiberlesen wird. Die Anwesenheit von Sequenzelementen sowohl stromabwirts, als
auch stromaufwirts des Stopcodons bewirkt eine Verstirkung dieser Rate auf iiber

30 % [195].
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3.1.2 Bei TGACT(A)-induziertem Uberlesen des Stopcodons erfolgt an der Position des
Stopcodons vermutlich die Insertion von Tryptophan

Die maBgebliche Eigenschaft von programmiertem Uberlesen eines Stopcodons ist das
Vermeiden der Translationstermination und nicht die Identitédt, der an Stelle des Stopcodons
eingebauten Aminosdure [78]. Trotzdem wurde in vielen Féllen beobachtet, dass bei
Uberlesen des Stopcodons die Identitit dieser inserierten Aminoséure nicht zufillig verteilt
ist. Die Suppression des TAG-Stopcodons, welches die gag- und pol-Gene des Murinen
Leukidmieviruses (MulLV) voneinander trennt, resultiert in dem Einbau von Glutamin an der
Position des Stopcodons in Sadugetierzellen [196]. Auch bei Veridnderung der Identitit des
Stopcodons wurde dieses in dem MuLV-Sequenzkontext iiberlesen [197]. Wihrend bei einer
Mutation zu TAA ebenfalls Glutamin an der Position des Stopcodons eingebaut wurde,
erfolgte bei einer Mutation des Stopcodons zu TGA die Insertion von Arginin, Cystein oder
Tryptophan [198]. In S. cerevisiae wurden unabhingig von dem Nukleotidkontext der
5¢-Sequenz, anstelle eines TAA- oder eines TAG-Stopcodons die Aminosduren Glutamin,
Tyrosin und Lysin inseriert, wihrend ein TGA-Stopcodon durch Tryptophan, Cystein oder
Arginin substituiert wurde. Unabhingig von der Abundanz der tRNAs erfolgte die Insertion
dieser Aminosiduren mit definierter Frequenz. Die am héaufigsten fiir ein TGA-Stopcodon
eingesetzte Aminosidure war Tryptophan mit 82 %, gefolgt von Cystein (14-17 %) und
Arginin (1-4 %) [199]. Strukturelle Analysen von Ribosomen zeigten, dass die Form der
Basenpaarungen eine wichtigere Rolle fiir die Akzeptanz einer nicht passenden, aber
verwandten tRNA in der A-Stelle des Ribosoms spielt, als die Anzahl der
Wasserstoffbriickenbindungen [200, 201]. Fiir die Annahme solch einer near-cognate tRNA
in der A-Stelle des Ribosoms, ist vermutlich die +2-Position des Stopcodons kritisch, da die
Fehlpaarung fiir die Decodierung des Stopcodons stets an Position +1 oder 43 auftritt [199].
Zudem scheint fiir ein Uberlesen des TGA-Stopcodons eine Basenfehlpaarung an Position +3
(Trp: A-C, Cys: A-G) gegeniiber einer Fehlpaarung an Position +1 (Arg: U-U) bevorzugt zu
werden [202].

Im Allgemeinen wird das TGA-Stopcodon hauptsidchlich durch Tryptophan und in geringeren
Raten durch Cystein und Arginin decodiert. Dementsprechend erfolgt vermutlich auch bei
dem in dieser Arbeit identifizierten Motiv fiir programmiertes Uberlesen des Stopcodons,
TGACT(A), der Einbau von Tryptophan bzw. Cystein oder Arginin an der Stelle des

Stopcodons. Fiir die humane MDHI1 konnte mittels Massenspektrometrie bereits gezeigt
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werden, dass bei Uberlesen des Stopcodons an dessen Position die Insertion von Tryptophan

oder Arginin erfolgt [194].

Es kann generell ausgeschlossen werden, dass das Stopcodon beim Uberlesen des Motivs
TGACT(A) durch die Aminosiure Selenocystein substituiert wird. In Pilzen, darunter auch
U. maydis, wurden bisher keine Hinweise auf Selenocystein oder die fiir den Selenocystein-
Einbau notwendige Translationsmaschine gefunden [42, 203]. Eine Sequenzanalyse der
beiden identifizierten menschlichen Gene MDHI und LDHB zeigte, dass in deren 3°-UTRs
keine SECIS-Elemente vorhanden sind (Daten nicht gezeigt) [204].

3.2 Die potenzielle Funktion des Uberlesens von Stopcodons

Generell entstehen durch das programmierte Uberlesen von Stopcodons Proteine, die
verglichen mit konventionell terminierten Isoformen, eine C-terminale Verldngerung besitzen.
Diese C-terminalen Verldngerungen konnen verschiedene Funktionen erfiillen, beispielsweise
die Veridnderung der physikalischen Eigenschaften eines Proteins, wie die thermodynamische
Stabilitat oder die Proteinumsatzrate [205]. In C. elegans wurde fiir die 3°-UTRs von
mindestens drei Genen gezeigt, dass deren Translation sich negativ auf die Proteinstabilitéit
auswirkt und so die Akkumulation der C-terminal verldngerten Isoform minimiert [206]. In
Viren dient das Uberlesen des Stopcodons in der Regel der Expression eines weiteren ORFs,
welcher stromabwirts des Stopcodons liegt. Da Viren zum Teil sehr kompakte Genome
haben, wird auf diese Weise ihre Codierungskapazitit erhoht [80]. Fiir tierische Zellen wurde
mit dieser Arbeit sowie einer Reihe weiterer zeitgleich durchgefiihrter Studien deutlich, dass
das Uberlesen von Stopcodons als Mechanismus zur Erzeugung von Proteinisoformen mit
neuen Funktionen eine prominente Rolle spielt [79, 194, 195, 207-209]. In D. melanogaster
wurden beispielsweise mittels einer Ribosomen-Profiling Analyse 350 Gene identifiziert, bei
denen das Stopcodon wihrend der Translation iiberlesen wird. Fiir einige dieser Gene konnte
gezeigt werden, dass die C-terminale Verldngerung ein Lokalisierungssignal enthilt, zum
Beispiel ein NLS. Bei der Mehrzahl dieser Ereignisse ist die Funktion der verldngerten

Proteinvarianten bisher noch unbekannt [79].

Im Folgenden wird die Funktion des programmierten Uberlesens von Stopcodons allgemein

sowie speziell fir TGACT(A)-induziertes Uberlesen des Stopcodons betrachtet.
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3.2.1 Das Uberlesen von Stopcodons als eine Spielwiese der Evolution

Eine Studie der evolutioniren Dynamik zeigte, dass das Uberlesen eines Stopcodons nicht
kontinuierlich wihrend der gesamten evolutiondren Lebensspanne eines Gens auftritt.
Vielmehr kann fiir bestimmte Gene das Uberlesen des Stopcodons im Verlauf der Evolution
neu entwickelt werden, verloren gehen oder beides [91]. Aufgrund der Moglichkeit Proteine
C-terminal zu modifizieren, um neue Proteinfunktionen zu akquirieren oder bestehende
Funktionen zu verwerfen, wird der C-Terminus auch als Spielwiese der Evolution bezeichnet
[79, 186]. Ein groBer Vorteil besteht hierbei, dass das Uberlesen des Stopcodons kein
absoluter Vorgang ist. Somit kann eine neue Proteinfunktion zunidchst in geringen
Konzentrationen getestet werden. Ein positiver Effekt dieser neuen Funktion konnte auf
Evolutionsebene eine stirkere Expression der Isoform bewirken, beispielsweise durch die
Ausbildung eines Sequenzkontextes, der effizienter iiberlesen wird. Es ist vorstellbar, dass
diese neu evolvierten Proteinfunktionen sogar im ORF etabliert werden konnen. Analog dazu
konnte die Expression von neuen Isoformen, die sich negativ auf die Fitness auswirken, durch
Evolution eines stirkeren Terminationskontextes unterdriickt werden. Hinweise, die diese
Hypothese stiitzen, finden sich beispielsweise im Genom von U. maydis. Es wurden alle
U. maydis-Gene identifiziert, die durch ein TGA-Stopcodon terminiert werden, auf das
unmittelbar ein zweites in frame Stopcodon folgt. Die Analyse der 3°-UTRs dieser Gene
zeigte, dass es darunter Kandidaten gibt, deren 3‘-Sequenz fiir ein PTS1 codiert (Tabellen 4.2,
4.3 und 4.4, Anhang). Moglicherweise hatte die Expression peroxisomaler Isoformen dieser
Genprodukte einen negativen Effekt auf die Fitness von U. maydis, sodass direkt hinter dem
konventionellen Stopcodon ein zweites Stopcodon evolviert wurde. Kurze C-terminale
Lokalisierungssignale scheinen besonders gut dafiir geeignet zu sein, Proteine mittels
Uberlesen eines Stopcodons mit einer neuen biologischen Funktion auszustatten.
Insbesondere PTS1-Motive konnen relativ einfach durch Punktmutationen entstehen, da sie

durch eine Vielzahl von DNA-Sequenzen codiert werden [185].

Einen weiteren Hinweis fiir die evolutionire Bedeutung von programmiertem Uberlesen des
Stopcodons  liefert ein  S. cerevisiae-Stamm, der eine deutlich  verringerte
Terminationseffizienz aufweist. Dieser Stamm besitzt einen fehlgefalteten Terminationsfaktor
eRF3, ein Prionen-idhnlicher Faktor [PSI'], der von dem Gen SUP35 codiert wird [210]. In
[PST']-Stammen liegt eRF3 dadurch nicht nur als loslicher Faktor, sondern auch in Form
groBer intrazellulidrer Aggregate vor. Durch den daraus resultierenden Mangel an 16slichem

funktionellen Terminationsfaktor wird die Decodierung des Terminationssignals durch
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Standardaminosduren begiinstigt [211, 212]. Unter verschiedenen Stressbedingungen zeigte
sich ein Fitness-Vorteil der [PSI']-Stimme gegeniiber Wildtypstimmen [213]. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Uberlesen von Stopcodons auf Ebene der Evolution

ein Mechanismus fiir die Adaptation an neue Umweltbedingungen sein kann.

3.2.2 Eine wichtige Funktion des TGACT(A)-induzierten Uberlesens des Stopcodons ist die
duale Lokalisierung enzymatischer Funktionen im Zytosol und in Peroxisomen

In Siugetieren wurde funktionelles Uberlesen des Stopcodons erstmals in Endothelzellen
beschrieben, in welchen eine verlidngerte Isoform des vaskuldren Wachstumsfaktors VEGF-A
(vascular endothelial growth factor A) gebildet wird [207]. Das Signalmolekiil VEGF-A
induziert Migration und Proliferation von vaskuldren Endothelzellen. Wéhrend konventionell
terminiertes VEGF-A sich stimulierend auf die Angiogenese auswirkt, hat die um 22
Aminosduren verlidngerte Isoform VEGF-Ax eine Anti-Angiogenese Aktivitit. Induziert wird

das Uberlesen des Stopcodons durch ein RNA-Element stromabwiirts des Stopcodons [207].

Eine weitere Funktion des programmierten Uberlesens von Stopcodons in Siugetieren konnte
in dieser Arbeit identifiziert werden. Durch das TGACTA-induzierte Uberlesen des
Stopcodons werden peroxisomale Isoformen der Enzyme MDH1 und LDHB gebildet. Auch
in U. maydis stimuliert dieser Stopcodonkontext die Expression peroxisomaler Isoformen.
Sowohl in U. maydis, als auch in humanen HeLa-Zellen, lag dabei der Anteil der verldngerten
Isoformen, die durch Uberlesen des Stopcodons gebildet werden, bei ungefihr 1-2 % der
konventionell terminierten Gesamtproteinmenge. Der Anteil der Peroxisomen am
Gesamtvolumen der Zelle liegt bei 1-2 % [214]. Peroxisomale Proteinisoformen, die durch
das programmierte Uberlesen des Stopcodons in dem Sequenzkontext TGACT(A) generiert
werden, liegen vermutlich in den Peroxisomen in &hnlichen oder etwas hdoheren

Konzentrationen vor als im Zytosol.

Freitag et al. [94] konnten zeigen, dass glykolytische Enzyme diverser Pilze mittels
programmiertem Uberlesen des Stopcodons in Peroxisomen lokalisiert werden. Manche Gene
dieser Enzyme weisen ebenfalls den Stopcodonkontext TGACT auf, beispielsweise das pgk-
Gen von L. bicolor oder das gapdh-Gen von Cryptococcus curvatus. Allerdings besitzen viele
Gene, die in anderen Pilzen fiir die Enzyme PGK und GAPDH codieren, einen anderen
Stopcodonkontext [94]. Das Uberlesen des Stopcodons fiir die Aktivierung der kryptischen
PTS1-Motive wird daher nicht ausschlieBlich durch das Motiv TGACT(A) vermittelt, sondern

51



kann vermutlich auch durch andere Stimulatoren induziert werden. Die Generierung
peroxisomaler Isoformen ist jedoch eine wichtige Funktion des TGACT(A)-induzierten

Uberlesens des Stopcodons.

3.3 Die Funktion der neuen peroxisomalen Isoformen

In dieser Arbeit wurden neue peroxisomale Proteine identifiziert, deren PTS1 durch
programmiertes Uberlesen des Stopcodons generiert wird. Da das Uberlesen des Stopcodons
kein absoluter Vorgang ist, entstehen dadurch zwei Proteinpopulationen. Die konventionell
terminierten Proteine verbleiben im Zytosol und die C-terminal verldngerten Isoformen
werden in Peroxisomen importiert. In U. maydis wurde bereits fiir zentrale Enzyme der
Glykolyse eine duale Lokalisierung im Zytosol und in Peroxisomen beschrieben [94].
Wihrend die peroxisomale Membran fiir kleine Molekiile durchlissig ist, formt sie eine
Permeabilititsbarriere gegeniiber sperrigen Molekiilen, zum Beispiel Co-Faktoren wie
NAD(P)/H oder CoA [215, 216]. Das spricht zum einen dafiir, dass die meisten 16slichen
Metaboliten, darunter auch die der Glykolyse, nicht nur im Zytosol, sondern auch in den
Peroxisomen vorkommen koénnen. Aufgrund dessen ist es moglich, dass die peroxisomale
Lokalisierung der glykolytischen Enzyme dazu dient, das glykolytische Volumen der Zelle zu
erhohen [217]. Zum anderen macht die Impermeabilitit der peroxisomalen Membran fiir die
Endprodukte der f-Oxidation, Acetyl-CoA und NADH, Mechanismen fiir deren Regeneration
erforderlich [97, 218]. Die Unterbindung des peroxisomalen Imports NAD-abhédngiger
Dehydrogenasen, einschlieBlich der GAPDH, verursacht einen Wachstumsdefekt von
U. maydis-Zellen auf Medium mit Oleat oder Glucose als einziger Kohlenstoffquelle. Dieser
Effekt deutet darauf hin, dass die peroxisomalen Isoformen der Dehydrogenasen als

Bestandteile eines Redox-Shuttles zur NADH-Homdostase der Zelle beitragen konnten [94].

Im Folgenden werden die Proteine niher betrachtet, fiir welche in dieser Arbeit neue
peroxisomale Isoformen identifiziert wurden. Dabei werden die Proteine in das metabolische
Netzwerk der Zelle eingeordnet und die Stoffwechselwege, denen sie vermutlich angehoren,

in Bezug zu Peroxisomen gesetzt.
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3.3.1 Neue peroxisomale Enzyme in U. maydis

In U. maydis wurden vier Kandidaten identifiziert, deren 3°-UTR fiir ein funktionelles PTS1
codiert. Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass in dieser Arbeit zwar die Fahigkeit der
potenziellen PTS1-Sequenzen, peroxisomale Lokalisierung von GFP zu vermitteln, nicht
jedoch deren Funktionalitit in ihrem natiirlichen Kontext getestet wurde. Nicht alle Proteine
mit einem potenziell funktionellen PTS1 lokalisieren tatsdchlich in vivo in Peroxisomen [137,
219]. Die Lokalisierung in Peroxisomen wird beispielsweise unterbunden, wenn das C-
terminale PTS1 in der nativen Struktur des Proteins nicht fiir den Importrezeptor Pex5
zuginglich ist [219, 220]. Dementsprechend miissten die durch programmiertes Uberlesen des
Stopcodons generierten PTS1-Motive hinsichtlich ihrer Fihigkeit peroxisomale Lokalisation

zu vermitteln, im Kontext des Volllingenproteins untersucht werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Uberlesen des Stopcodons ein funktionelles
PTS1 am C-Terminus der U. maydis Ribulose-5-phosphat Epimerase (Rpel) generiert. Auch
in anderen Pilzen tragen Rpel-Orthologe ein PTSI1-Motiv. Wihrend das PTSI in
S. reilianum, U. hordei und A. nidulans vermutlich ebenfalls durch Uberlesen des Stopcodons
aktiviert wird, liegt es in L. bicolor und N. crassa am konventionellen Rpel-C-Terminus vor
(Abbildung 2.7). Dabei sind die PTS1-Klassifizierungswerte fiir die mittels Uberlesens des
Stopcodons generierten peroxisomalen Isoformen hoher, als die Werte fiir Proteine mit einem
PTS1 am konventionellen C-Terminus. Demnach handelt es sich bei den PTS1-Signalen am
konventionellen C-Terminus vermutlich um weniger effiziente Lokalisierungssignale. Dies
konnte dazu fithren, dass Rpel in L. bicolor und N. crassa nur ineffizient in Peroxisomen
importiert wird, wodurch eine duale Lokalisierung in Peroxisomen und dem Zytosol
stattfindet. Diese duale Lokalisierung des Enzyms Rpel ist in allen untersuchten Pilzen, mit
Ausnahme von S. commune, konserviert und wird entweder durch das Uberlesen des
Stopcodons oder durch schwache PTS1-Motive vermittelt. Rpel katalysiert die Umwandlung
von Ribulose-5-phosphat in Xylulose-5-phosphat. Damit bildet sie zusammen mit der Ribose-
5-phosphat Isomerase (RPI), welche Ribulose-5-phosphat zu Ribose-5-phosphat isomerisiert,
den ersten nicht-oxidativen Schritt des Pentosephosphatwegs (PPP). Der PPP wurde bisher als
ein vornehmlich zytosolischer Stoffwechselweg angesehen und ist in der Zelle eine Quelle fiir
NADPH, welches von den Dehydrogenasen des oxidativen Zweigs des PPP produziert wird.
In Candida albicans weisen diese beiden Dehydrogenasen, die Glucose-6-phosphat
Dehydrogenase (G6PDH) und die 6-Phosphatgluconat Dehydrogenase (6PGDH), eine duale

Lokalisierung in Peroxisomen und im Zytosol auf.
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Abbildung 3.1: Schematische Ubersicht des Pentosephosphatwegs (PPP, links) und der Glykolyse (rechts).
Enzymatische Reaktionen sind in Form von Einzel- oder Doppel-Pfeilen (reversible Reaktionen) dargestellt.
Die entsprechenden U. maydis-Gene sind durch ihre um-Nummer spezifiziert. Ein potenzielles PTS wird
durch einen blauen Punkt angezeigt. Das Sedoheptulose-umsetzende Enzym ist in Pilzen und Pflanzen die
Sedoheptulose 1,7-Bisphosphatase (SH17BPase). Details zu den Enzymen des PPP sind im Text aufgefiihrt.
Die Enzyme und Reaktionen der Glykolyse sind blau dargestellt und wie folgt abgekirzt: Hexokinase (HK),
Glucose-6-phosphat Isomerase (GPl), Phosphofructokinase (PFK), Fructosebisphosphat Aldolase (FBA),
Pyruvatkinase (PK), Triosephosphat Isomerase (TPl), Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH).
Modifiziert nach [173].

Die peroxisomale Isoform der C. albicans 6PGDH erhilt durch alternatives Spleilen ein
PTS2 [221]. In Rattenleberzellen wurde neben den beiden Dehydrogenasen des oxidativen
Parts des PPP, 6PGDH und GO6PDH, auch die Aktivitit der Transketolase (TKL) in
Peroxisomen nachgewiesen [222, 223]. Die TKL ist ein Bestandteil des nicht-oxidativen
Zweigs des PPP und dient zusammen mit der Transaldolase (TAL) als reversible Verbindung
zwischen dem oxidativen Teil des PPP und der Glykolyse [173] (Abbildung 3.1). In
U. maydis gibt es, neben einer potenziell peroxisomalen Isoform der Rpel, Hinweise darauf,
dass die drei Dehydrogenasen des oxidativen Teils des PPP in Peroxisomen lokalisieren. Die
G6PDH (UmO04930) besitzt am konventionellen C-Terminus ein PTS1 (PTS1-Wert: 2,70).
Bei der 6-Phosphoglukonolaktonase (6PGL, Um05603) wird moglicherweise ein PTS1 von
der 3°-UTR codiert (PTS1 Wert: -10,16) und bei der 6PGDH (Um02577) konnte alternatives
Spleien ein Transkript mit C-terminalem PTS1 (PTS1-Wert: 8,76) erzeugen. Zudem stellen
der konventionelle C-Terminus der Transaldolase (Um04138) sowie die hypothetische

Sequenz, die von der 3‘-UTR der Transketolase (Um04967) codiert wird, mogliche PTS1-
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Motive (PTS1-Werte: -12,73 und -17,59) dar. Die Lokalisierung der Enzyme des oxidativen
Zweigs des PPP in Peroxisomen, konnte dazu dienen, NADP* zu regenerieren. Die
peroxisomale Lokalisierung einiger Enzyme des PPP konnte zudem dazu dienen, durch
rdumliche Nihe die Effizienz einiger Reaktionen zu erhohen. Beispielsweise konnte
Sauerstoff, der durch die Entgiftung von H,O, von der Katalase produziert wird, direkt von
Enzymen des oxidativen Teils des PPP verwendet werden. Die zusitzliche peroxisomale
Lokalisierung der Enzyme des nicht-oxidativen Zweigs wiirde es ermoglichen, Intermediate
des PPP wie Glyceraldehyd-3-phosphat direkt an die entsprechenden peroxisomalen
glykolytischen Enzyme zu {iiberfiihren. Dariiber hinaus wurden auch fiir Enzyme anderer
Stoffwechselwege, wie dem Krebs-Zyklus und der Gluconeogenese, Hinweise auf eine

peroxisomale Lokalisierung in U. maydis gefunden [217].

In dieser Arbeit wurde weiterhin gezeigt, dass das U. maydis-Gen artl (um03914) ein
funktionelles PTS1 in der 3° UTR codiert, das durch Uberlesen des Stopcodons aktiviert
werden kann. Artl gehort zur Familie der Maleylacetat Reduktasen (MAR) [224]. Hierbei
handelt es sich um eine Unterfamilie der Typ III Alkohol Dehydrogenasen (ADH). Proteine
der MAR-Familie sind in den Katabolismus von Stoffen wie Phenol, Tyrosin oder Resorcin
involviert [225-227]. Dabei katalysieren sie eine NAD(P)H-abhingige Reduktion an der
Doppelbindung zweier Kohlenstoffe von Maleylacetat zu 3-Oxoadipat. Die Funktion von
Artl in U. maydis ist bisher nicht bekannt, allerdings sind mit zwei Hydrochinon
Hydroxylasen (Um11449 und UmO04348) sowie einer Hydroxychinol-1,2-Dioxygenase
(Um05586) alle Enzyme fiir den Abbau der Hydroxybenzene Hydrochinon oder Resorcin zu
3-Oxoadipat vorhanden. AuBlerdem gibt es in U. maydis eine 3-Oxoadipat CoA-Transferase
(Um02667) sowie eine 3-Oxoadipyl-CoA Thiolase (Um02715), welche die Umwandlung von
3-Oxoadipat zu Acetyl-CoA katalysieren konnten (Abbildung 3.2). Dementsprechend wire es
moglich, dass die Funktion von Artl in U. maydis im Rahmen des Hydroxychinolin-Zweig
des 3-Oxoadipat-Wegs liegt und somit an der Degradation von Hydroxybenzenen beteiligt ist
[228]. Diese Hypothese konnte durch eine Wachstumsanalyse einer U. maydis AartI-Mutante
auf Medium mit Resorcin oder Hydrochinon als einziger Kohlenstoffquelle iiberpriift werden.
Auf diesem Weg konnte auch das Wachstum von Deletionsmutanten der anderen Gene, die
mutmaBliche Enzyme des 3-Oxoadipatweges codieren, analysiert werden. Die beiden
Hydrochinon Hydroxylasen besitzen ein PTS1 am konventionellen C-Terminus (Um11449,
PTS1-Wert: 0,44; UmO04348, PTS1-Wert: -3,25). Die Hydroxychinolin-1,2-Dioxygenase
(UmO05586) besitzt zwar ein potenzielles PTS1 (PTS1-Wert: -6,50), dessen Aktivierung durch
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Uberlesen des ersten Stopcodons durch ein zweites in frame Stopcodon an Position +7
verhindert werden kann. Somit werden lediglich diejenigen Enzyme in Peroxisomen
lokalisiert, deren Reaktion NAD(P)* regeneriert. Analog zu GAPDH und Pgkl, konnte die
peroxisomale Lokalisierung von Artl sowie der Hydrochinon Hydroxylasen durch diese
Regeneration von NAD(P)H zur allgemeinen Redox-Homdostase beitragen. Ein Homolog der
U. maydis 3-Oxoadipyl-CoA Thiolase (Um02715) ist die an der B-Oxidation beteiligte 3-
Ketoacyl-CoA Thiolase (Um01090), welche mittels eines PTS2 in Peroxisomen importiert
wird [149]. Moglicherweise dient diesem Enzym auch 3-Oxoadipyl-CoA als Substrat und
eine Umsetzung von 3-Oxoadipyl-CoA in Acetyl-CoA ist innerhalb der Peroxisomen
moglich. Es konnten keine Hinweise fiir peroxisomalen Import der 3-Oxoadipat-CoA
Transferase (Um02667) entdeckt werden, dennoch ist eine Lokalisierung in den Peroxisomen

nicht vollstindig auszuschlieBen.
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Abbildung 3.2: Schematische Ubersicht der Verstoffwechselung von Hydrochinon und Resorcin. Der
dargestellte Zweig des 3-Oxoadipat-Wegs zur katabolischen Degradation von Hydroxybenzenen umfasst die
Umwandlung von Hydrochinon und Resorcin zu Acetyl-CoA und Succinat. Enzymatische Reaktionen sind in
Form von Pfeilen dargestellt. Die entsprechenden U. maydis-Gene sind mit um-Nummer spezifiziert. Ein
potenzielles PTS wird durch einen blauen Punkt angezeigt. Modifiziert nach [228].
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In dieser Arbeit wurde mit um05126 ein weiteres Gen identifiziert, das durch programmiertes
Uberlesen des Stopcodons fiir ein peroxisomal lokalisiertes Protein codiert. Komparative
Sequenzanalysen deuten darauf hin, dass es sich bei Um05126 um eine tRNA Cytosin-5-
Methyltransferase handeln konnte. Ausschlaggebend ist dabei die konservierte N-terminale
RsmB (ribosomal small subunit methyltransferase) Doméine, welche erstmals in der Cytosin-
5-Methyltransferase von E. coli identifiziert wurde. Diese Cytosin-5-Methyltransferase wird
von dem Gen rsmB codiert und katalysiert eine spezifische C5-Methylierung an Position 967
der 16S rRNA [229]. Wihrend 5-Methylcytidin (mSC) in Bakterien bisher nur in ribosomaler
RNA gefunden wurde, kommt es in Eukaryoten auch in tRNAs vor [230]. Die S. cerevisiae
m’C-Methyltransferase Trm4 weist eine Sequenzhomologie mit Um05126 von U. maydis auf
und ist fir die mSC—Methylierung von tRNAs und einigen tRNA Vorldufern verantwortlich
[231]. Diese Methylierungen spielen vermutlich bei der strukturellen Stabilisierung der
tRNAs eine Rolle, zum Beispiel ist das 5-Methylcytidin an Position 40 fiir Mg** Bindung
sowie Konformationsinderungen der Anticodon-Schleife von tRNA™™®  relevant [232].
Entsprechend der tRNA-prozessierenden Funktion lokalisiert Trm4 in der Peripherie des
Kerns [233]. Basierend auf diesen Erkenntnissen bleibt unklar, welche Funktion eine Cytosin-
5-Methyltransferase-Aktivitit von Um05126 in Peroxisomen von U. maydis haben konnte.
Moglicherweise hat die peroxisomale UmO05126-Isoform eine moonlighting-Funktion.
Moonlighting beschreibt das Phinomen, dass einzelne Proteine multiple Aufgaben erfiillen
[234]. Das Enzym GAPDH hat beispielsweise neben seiner Funktion in der Glykolyse weitere
davon unabhingige Aufgaben, wie die Stabilisierung oder Destabilisierung bestimmter
mRNAs oder die Aktivierung der Transkription [235]. Um zu untersuchen, ob die
peroxisomale UmO05126-Isoform eine wichtige Funktion erfiillt, konnte man durch
Maskierung oder Mutation des PTS1-Motivs dessen Import in Peroxisomen unterbinden. Es
ist weiterhin auch denkbar, dass das PTS1, welches von der 3‘-UTR von um05126 codiert
wird, zufillig durch Mutation entstanden ist und die peroxisomale Isoform keine spezielle
Funktion erfiillt [185]. Fiir diese Theorie spricht die Beobachtung, dass das kryptische PTS1
der Cytosin-5-Methyltransferase nur in den eng verwandten Pilzen U. maydis und
S. reilianum auftritt und nicht weitldufiger konserviert ist. Der Sequenzkontext TGACT fiir
effizientes Uberlesen des Stopcodons ist sogar nur in U. maydis vorzufinden

(Abbildung 2.7) [236].

Fiir das PTS1-Motiv, welches von der 3°-UTR des Gens um04703 codiert wird, konnte in

dieser Arbeit gezeigt werden, dass es in der Lage ist, peroxisomalen Import von GFP zu
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vermitteln. Allerdings wurde keine vollstindige Lokalisierung von GFP in Peroxisomen
beobachtet, sondern auch ein deutliches zytoplasmatisches GFP-Signal. Mit Hilfe
vergleichender Sequenzanalysen wurde UmO04703 als eine Phosphomannomutase (PMM)
identifiziert. Diese Enzyme katalysieren die reversible Umwandlung von Mannose-6-
phosphat (M6P) zu Mannose-1-phosphat (M1P), welches das Substrat fiir die Synthese von
GDP-Mannose ist. GDP-Mannose ist der Mannosyl-Donor fiir die Modifizierung von
Glykoproteinen und Sphingolipiden durch die Addition von Mannose [237-239]. In
S. cerevisiae bewirkt die Mutation des essentiellen PMM-codierenden Gens Defekte in der
Glykosylierung und der Sekretion von Proteinen [240]. M6P kann nicht nur aus Mannose
gebildet werden, sondern auch aus Glucose. Dazu wird Fructose-6-phosphat von der
Mannose-6-phosphat Isomerase (PMI) in M6P umgewandelt. In U. maydis konnte die PMI
(um06167) durch alternatives SpleiBen ein potenzielles PTS1 (PTS1-Wert: -4,97) generieren
(Abbildung 3.3). Die Lokalisierung von Enzymen des Mannose-Metabolismus in
Peroxisomen konnte, analog zu den peroxisomalen Isoformen der glykolytischen Enzyme,
eine Ausweitung des zytoplasmatischen Reaktionsraums auf die Peroxisomen oder ein Teil

eines pilzspezifischen peroxisomalen Zuckermetabolismus darstellen.
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Mannose-Metabolismus. Der Mannosyl-Donor fir die
Modifizierung von Glykoproteinen GDP-Mannose wird aus Glucose oder Mannose gebildet. Enzymatische
Reaktionen sind in Form von Einzel- oder Doppel-Pfeilen dargestellt, entsprechend der Reversibilitat der
Reaktion. Hexokinase (HK), GDP-Mannose Pyrophosphorylase (GMPP), fir weitere Details siehe Text. Die
entsprechenden U. maydis-Gene sind mit ihrer um-Nummer spezifiziert. Ein potenzielles PTS wird durch
einen blauen Punkt angezeigt. Modifiziert nach [241].
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3.3.2 Die peroxisomalen Isoformen der humanen MDH1 und LDHB tragen zur Redox-
Homaoostase der Zelle bei

Im Menschen wurden zwei Proteine mit peroxisomalen Isoformen identifiziert, die durch

TGACTA-induziertes Uberlesen des konventionellen Stopcodons gebildet werden konnen.

Die Malatdehydrogenase (MDH) katalysiert die Bildung von Oxalacetat und NAD" aus Malat
und NADH. Im Menschen sind zwei Isoformen der MDH identifiziert worden. Die MDH2
(Gene ID: 4191) lokalisiert in Mitochondrien und ist dort ein wesentlicher Bestandteil des
Citratzyklus. Die mitochondriale MDH2 sowie die zytosolische Isoform MDHI1 (Gene ID:
4190) spielen zudem als Komponenten des Malat- Aspartat-Shuttles eine wichtige Rolle [242].
Diesem Shuttle liegt zugrunde, dass die innere mitochondriale Membran undurchlissig fiir
NADH ist, welches im Zytoplasma beispielsweise durch die Glykolyse produziert wird [243].
Deswegen wird NADH mit Hilfe des Malat-Aspartat-Shuttles indirekt vom Zytosol in die
mitochondriale Matrix transportiert. Dazu wird Oxalacetat im Zytoplasma von der MDH1 zu
Malat reduziert, wobei NADH zu NAD" oxidiert wird. Mittels eines Antiport-Carriers gelangt
das Malat in die Matrix der Mitochondrien, wo es durch die mitochondriale MDH2 zu
Oxalacetat reoxidiert wird. Dabei wird das aus dem Zytosol stammende NADH abgegeben

und kann nun der Atmungskette zugefiihrt werden [244].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine peroxisomale Isoform der humanen,
zytosolischen MDH1 durch Uberlesen des Stopcodons generiert wird. Die peroxisomale
Lokalisierung der MDH1 durch programmiertes Uberlesen des Stopcodons ist weitldufig von
den Séaugetieren bis hin zu den Nesseltieren konserviert (Abbildung 2.14). Die
Sequenzanalyse der MDH1-3°-UTR zeigte auBBerdem, dass es sich bei dem zweiten Stopcodon
innerhalb des verlidngerten ORFs im Menschen und Schimpansen ebenfalls um ein TGA-
Stopcodon handelt, dem die Nukleotide CTC folgen. Daher befindet sich auch dieses zweite
Stopcodon in einem Sequenzkontext, der das Uberlesen begiinstigt. Der C-Terminus, welcher
durch das Uberlesen beider Stopcodons entstehen wiirde, trigt kein peroxisomales
Lokalisierungssignal. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass die basale Effizienz des
TGACTA-induzierten Uberlesens des Stopcodons lediglich 1-2 % betriigt. Daher werden
Proteine, bei denen zwei Stopcodons hintereinander iiberlesen werden, deutlich seltener

hergestellt.

Interessanterweise gibt es in anderen Organismen weitere Strategien um eine peroxisomale

Isoform der MDH zu erzeugen. In der Hefe Yarrowia lipolytica gibt es drei Isoformen der
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MDH, die entweder im Zytoplasma, den Mitochondrien oder Peroxisomen lokalisieren. Die
zytoplasmatische und die peroxisomale Isoform werden beide von demselben Gen codiert.
Durch alternatives Spleien wird auf mRNA-Ebene nur eines der Transkripte mit der Sequenz
fiir peroxisomale Lokalisierung ausgestattet [245]. D. melanogaster, C. elegans sowie der
Basidiomyzet U. maydis codieren am konventionellen C-Terminus der MDH fiir ein PTS1. In
Pflanzen erfolgt der peroxisomale Import der MDH mit Hilfe eines PTS2 [246-248]. In
S. cerevisiae wurden drei Gene identifiziert, die fiir jeweils eine Isoform der MDH codieren.
Diese tragen verschiedene Lokalisierungssignale und befinden sich entweder im Zytosol, in
Mitochondrien oder in Peroxisomen [99, 249-251]. Obwohl neben der MDH weitere Enzyme
des Glyoxylatzyklus in Peroxisomen lokalisieren, ist in S. cerevisiae nicht die peroxisomale
MDH3, sondern die zytosolische MDH2 ein Bestandteil des Glyoxylatzyklus [252]. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass die peroxisomale MDH3 in S. cerevisiae essentiell fur die
in Peroxisomen stattfindende -Oxidation ist. Wihrend dieses Prozesses, der Degradation von
Fettsiuren, wird NAD" zu NADH reduziert. Die peroxisomale MDH3 ist in die essentielle
Regeneration des intraperoxisomalen NAD" zum Erhalt der B-Oxidation involviert [252]. Die
peroxisomale Membran ist nicht permeabel fiir die Endprodukte der B-Oxidation, Acetyl-CoA
und NADH. Dabher erfolgt die Reoxidation von NADH durch MDH3 vermutlich iiber den
Membrantransport der Substrate und Produkte der MDH, Malat und Oxalacetat [215, 218,
252]. Vermutlich ist auch die durch das programmierte Uberlesen des Stopcodons erzeugte
peroxisomale Isoform der humanen MDH als Bestandteil eines solchen Shuttles an der
Aufrechterhaltung der Redox-Homdostase durch Regeneration des intraperoxisomalen NAD*
beteiligt (Abbildung 3.4). Es konnte sich hierbei um eine peroxisomale Variante des Aspartat-
Malat-Shuttles handeln [218, 253]. Die Bedeutsamkeit der peroxisomalen Lokalisierung der
MDH  wird durch die evolutiondre = Konservierung der  peroxisomalen
Zielsteuerungssequenzen, welche mit Hilfe diverser Mechanismen entstehen konnen,

unterstrichen.

Die Laktatdehydrogenase katalysiert die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat unter
gleichzeitiger Oxidation von NADH zu NAD" [254]. Die humane LDH besteht aus vier
Untereinheiten, welche von den Genen LDHA (Gene ID: 3939) und LDHB (Gene ID: 3945)
gebildet werden. Die Zusammensetzung des LDH-Tetramers aus LDH-A und LDH-B variiert
in unterschiedlichen Geweben, wodurch fiinf Isozyme gebildet werden konnen (LDH-1 —
LDH-5) [255-257]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine peroxisomale Isoform

der humanen LDHB durch programmiertes Uberlesen des Stopcodons an dem Motiv
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TGACTA generiert wird. Schueren et al. [208] konnten zudem nachweisen, dass die
peroxisomale Isoform der LDHB mit der LDHA Untereinheit interagieren kann und dadurch
deren Import in Peroxisomen vermittelt. Diese Ergebnisse liefern die Erkldrung fiir die bereits
beobachtete Aktivitit der LDH in Peroxisomen von Rattenleberzellen. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass die peroxisomale Aktivitit der LDH fiir die Regeneration von NAD"
bendtigt wird [188]. Analog zur MDH konnte auch die intraperoxisomale LDH durch
Reoxidation von NADH zur Redox-Homdoostase beitragen (Abbildung 3.4). Im Gegensatz zur
MDH ist die peroxisomale Lokalisierung der LDH durch programmiertes Uberlesen des
Stopcodons lediglich in Sdugetieren konserviert (Abbildung 2.14). Allerdings handelt es sich
bei dem PTS1 der MDH in Sdugetieren um ein schwécheres Lokalisierungssignal als bei dem
PTS1-Motiv der Vertebraten auBBerhalb der Sdugetiere. Aufgrund dieser Beobachtung stellen
Hofhuis et al. [194] die Hypothese auf, dass die peroxisomale Funktion von LDH und MDH
in Sdugetieren redundant sein konnte, wihrend sie in anderen Vertebraten allein von der
MDH ausgefiihrt wird. Diese Hypothese wird durch die enge Verwandtschaft von LDHB und
MDHI1 und die Beobachtung, dass der Austausch einer einzelnen Aminosidure die

Substratspezifitit der LDH von Laktat zu Malat verdndert, gestiitzt [194, 258].

Sehr langkettige Fettsauren

/ NAD+
\> NADH
v

Acetyl-CoA
Oxalacetat » Oxalacetat Pyruvat < Pyruvat
NADH I I NADH I I NADH
NAD+ NAD+ NAD+
Malat < Malat Laktat > Laktat
Peroxisomale
Matrix
Zytosol

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der NAD* Regeneration in Peroxisomen durch MDH1 und LDHB.
Die in den Peroxisomen stattfindende Degradation von sehr langkettigen Fettsduren erfolgt unter der
Reduktion von NAD" zu NADH. Die peroxisomale Membran ist fiir diese Cofaktoren undurchlissig. Durch die
Regeneration von NAD" innerhalb der Peroxisomen kénnten MDH1 und LDHB zur Redox-Homdostase der
Zelle beitragen. Modifiziert nach [218].
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3.4 Die Regulation des programmierten Uberlesens des Stopcodons

Nachdem ein Motiv fiir effizientes Uberlesen von Stopcodons identifiziert werden konnte,
stellte sich die Frage, wie dieser Vorgang reguliert ist. Generell findet das Uberlesen des
Stopcodons immer in Konkurrenz zur konventionellen Termination der Translation statt.
Deswegen kann das Verhiltnis, in dem diese beiden Vorginge stattfinden, unter anderem
durch die Pridsenz der jeweiligen Faktoren, den Bestandteilen der Elongationsmaschine und
den Terminationsfaktoren, beeinflusst werden [205]. Beispielsweise konnte gezeigt werden,
dass der Level des Terminationsfaktors eRF1 die Terminationseffizienz modulieren kann.
Wihrend die Uberexpression von eRF1 die Terminationseffizienz erhoht, werden nach eRF1-
Depletion Stopcodons hiufiger iiberlesen [259-261]. Des Weiteren gibt es diverse Beispiele
fir Faktoren, die durch Interaktion mit Terminationsfaktoren die allgemeine
Terminationseffizienz modulieren konnen. Das Poly(A)-Bindeprotein kann beispielsweise
direkt mit der N-terminalen Domiine von eRF3 interagieren [262, 263]. Diese Interaktion ist
vermutlich dafiir verantwortlich, dass eine Uberexpression des Poly(A)-Bindeproteins eine
Antisuppressor-Wirkung auf die Translationstermination hat [263, 264]. Verdnderungen
globaler Faktoren der Expressionsmaschine, beispielsweise der Terminationsfaktoren oder der
tRNA-Abundanz, wirken sich auf die Terminationseffizienz aller Translationsereignisse aus.
Das Uberlesen des Stopcodons in dem Kontext TGACT(A) wurde nicht beziiglich
Veridnderungen dieser allgemeinen Translationsterminations-Modulatoren getestet. Deren
Einfliisse auf die Terminationseffizienz sind aber vermutlich dominant gegeniiber der basalen

Effizienz, mit der das Stopcodon durch das Motiv TGACT {iiberlesen wird.

3.4.1 Das TGACT(A)-induzierte Uberlesen des Stopcodons ist regulierbar

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob das TGACT(A)-induzierte Uberlesen des
Stopcodons  spezifisch ~ reguliert ~ werden  kann. Die  Regulierbarkeit  der
Translationstermination, beispielsweise iiber die Terminationsfaktoren, erdffnet die
Moglichkeit, diesen Vorgang dynamisch zu kontrollieren. So ist fiir die Expression der
reversen Transkriptase des Murinen Leukimievirus (MuLV) das Uberlesen eines Stopcodons
zwischen den zwei ORFs gag und pol notwendig, da letzterer unter anderem fiir die reverse
Transkriptase codiert [86]. Interessanterweise erhoht die reverse Transkriptase die eigene
Genexpression, indem sie mit dem Terminationsfaktor eRF1 interagiert. Diese Interaktion
verhindert vermutlich die normale Assoziation von eRF1 mit eRF3. Dadurch wird eine

Erhohung der allgemeinen Rate, mit der Stopcodons iiberlesen werden, verursacht und somit
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auch der des Stopcodons zwischen den gag-pol Genen [265]. Ein weiteres Beispiel fiir
programmiertes Uberlesen des Stopcodons, das spezifisch kontrolliert wird, liefert das kelch-
Gen von D. melanogaster. Es ist essentiell fiir die Produktion entwicklungsfihiger Eier und
produziert ein Transkript das zwei ORFs enthilt. Diese werden durch ein TGA-Stopcodon
unterbrochen. Die Expression des kelch-Transkripts in Form von zwei Produkten, eines durch
ORFI1 und eines durch ORF1 + ORF2 codiert, erfolgt durch effizientes Uberlesen des
Stopcodons [266]. Beide Genprodukte sind als strukturelle Komponenten Bestandteil des
ovarialen Ringkanals, der fiir die Versorgung der Oozyten mit Zytoplasma verantwortlich ist.
Interessanterweise variiert das Verhiltnis des ORFI1-Produkts zu der verlidngerten Isoform
(ORF1 + ORF2) wihrend der embryonalen Entwicklung [267]. Der Mechanismus, mit dem
das Uberlesen des kelch-Stopcodons gewebespezifisch reguliert wird, ist allerdings bisher
nicht bekannt. Eine differenzielle Regulation des Uberlesens von Stopcodons in
unterschiedlichen D. melanogaster-Zellen konnte zudem fiir neun weitere Gene beobachtet
werden. Bei vier Genen ist die Effizienz, mit der das Stopcodon {iiberlesen wird, in
Embryonen signifikant hoher als in S2-Zellen. Dahingegen ist bei fiinf anderen Genen diese
Effizienz in Embryonen deutlich reduziert, verglichen mit S2-Zellen [79]. Das Uberlesen des
Stopcodons kann demnach nicht nur iiber allgemeine Faktoren, die sich auf alle
Terminationsereignisse auswirken, sondern auch Transkript-spezifisch reguliert werden. Ein
weiteres Beispiel fiir solch eine gezielte Regulation ist die Auswirkung einer Hydroxylierung
des ribosomalen Proteins RPS23 auf die Terminationseffizienz in S. cerevisiae. Die
Unterbindung dieser Hydroxylierung verursacht eine erhohte Terminationseffizienz bei
Transkripten mit einem Cytosin an der Position direkt stromabwirts des Stopcodons (+4).
Dahingegen wurde fiir Transkripte mit einem Adenin an Position +4 ein Anstieg der Effizienz

beobachtet, mit der das Stopcodon iiberlesen wurde [178]

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das TGACTA-induzierte Uberlesen des
Stopcodons in U. maydis durch das Wirken zweier Oxygenasen reguliert werden kann.
Interessanterweise haben die Aktivitdten der Oxygenasen Tpal und Jmjd4 einen gegenteiligen
Effekt auf die Terminationseffizienz. Durch die Deletion von tpal wird die Hydroxylierung
des ribosomalen Proteins RPS23 verhindert. Dies hat in dem Sequenzkontext TGACTA eine
Zunahme der Terminationseffizienz zur Folge (Abbildung 2.8). Durch die Deletion von jmjd4
wird eine Hydroxylierung von eRF1 unterbunden, die fiir eine optimale Terminationseffizienz
kritisch ist. Dementsprechend wurde fiir Ajmjd4-Zellen vermehrtes Uberlesen des Stopcodons

gegeniiber WT-Zellen beobachtet (Abbildung 2.10). Die Auswirkungen einer Uberexpression
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von jmjd4 auf die Terminationseffizienz wurden in dieser Arbeit nicht getestet. Vermutlich
wiirde eine jmjd4-Uberexpression die Translationstermination gegenteilig der jmjd4-Deletion
beeinflussen und somit eine Senkung der Effizienz zur Folge haben, mit der das Stopcodon
tiberlesen wird. Die Analyse der Terminationseffizienz von WT-Zellen, die unter definierten
Sauerstoffbedingungen  angezogen worden waren, zeigte eine Zunahme der
Terminationseffizienz bei sinkender Sauerstoffverfiigbarkeit (Abbildung 2.9). Unter den
getesteten Bedingungen scheint die Oxygenase Tpal eine funktionelle Dominanz gegeniiber
Jmjd4 zu besitzen. Zwar wurde nicht untersucht, ob und inwiefern der Sauerstofflevel die
Expression der Oxygenasen Tpal und Jmjd4 beeinflusst, jedoch zeigten Expressionsdaten
von Standartlaborbedingungen, dass im direkten Vergleich fpal stirker exprimiert wird als
Jjmjd4 [Daniel Lanver, personliche Mitteilung]. Moglicherweise steigt nur unter speziellen
Bedingungen die Expression von Jmjd4 soweit an, dass dessen Aktivitit den Einfluss von
Tpal auf die Terminationseffizienz dominiert und die Rate, mit der das TGA-Stopcodon
tiberlesen wird, insgesamt sinkt. Die Auswirkung der Abwesenheit der Oxygenasen Tpal und
Jmjd4 auf die Terminationseffizienz wurden in dieser Arbeit nur im Rahmen des
Sequenzkontextes TGACTA untersucht. Fiir den Einfluss von Tpal auf die Effizienz mit der
das Stopcodon iiberlesen wird, ist bereits bekannt, dass die Identitdt des Nukleotids direkt
stromabwirts des Stopcodons eine wichtige Rolle spielt [178]. Moglicherweise ist der Effekt
von Jmjd4 auf die Terminationseffizienz ebenfalls sequenzspezifisch und variiert je nach
Stopcodonkontext. Vielleicht gibt es sogar Sequenzbedingungen, bei denen beide
Oxygenasen die Translationsterminationsrate nicht gegenteilig, sondern synergetisch
beeinflussen. In Atpal-Zellen konnte ein Einfluss des Sauerstofflevels auf die Effizienz, mit
der das Stopcodon iiberlesen wurde, beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass es
weitere Faktoren geben konnte, die in der Lage sind, abhidngig von der

Sauerstoffverfiigbarkeit die Terminationseffizienz zu modulieren.

Aufgrund ihres oxidativen Metabolismus sind Peroxisomen in ihrer Funktion sehr stark von
molekularem Sauersoff abhiingig. Schonenberger und Kovacs [268] stellen diesbeziiglich die
Hypothese auf, dass unter hypoxischen Bedingungen der O,-abhiingige peroxisomale
Metabolismus inhibiert oder sogar die Peroxisomenabundanz verringert werden konnte. In
S. cerevisiae wurde beobachtet, dass unter anaeroben Bedingungen die Peroxisomen kaum
detektierbar sind und keine Synthese peroxisomaler Proteine stattfindet [269]. Fiir diese
Hypothese spricht die beobachtete verringerte Effizienz, mit der das TGA-Stopcodon des

mCherry-gfp-Reporterkonstrukts unter reduzierten Sauerstoffbedingungen in U. maydis
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tiberlesen wurde. Allerdings wurde keine Analyse der Peroxisomenmorphologie und -
abundanz der U. maydis-Zellen, die unter niedrigem Sauerstofflevel inkubiert wurden,

durchgefiihrt.

Neben den Effekten von Hydroxylierungen auf die Terminationseffizienz gibt es weitere
Mechanismen, die das Uberlesen von Stopcodons beeinflussen kénnen. Modifizierungen, die
posttranskriptional auf mRNA-Ebene stattfinden, konnten einen Einfluss auf die
Translationstermination haben. Eine universelle Modifizierung eukaryotischer mRNA ist N°-
Methyladenosin (mP®A), das eine regulatorische Rolle im mRNA-Metabolismus spielt. Eine
Kartierung aller m6A—Modifizierungen im menschlichen Transkriptom zeigte, dass unter
anderem das Adenosin des Stopcodons des LDHB-Gens methyliert wird [270]. Zudem weicht
die Konsensussequenz fiir eine m6A—Modifizierung (GGACU) kaum von dem identifizierten
Motiv fiir ein effizientes Uberlesen des Stopcodons, TGACT(A), ab [270]. Es ist vorstellbar,
dass eine Methylierung die Decodierung des Stopcodons beeinflusst. In U. maydis wurden
zwei potenzielle N°-Methyladenosin Methyltransferasen identifiziert, Ime4 (Um02989) und
Kar4 (Um02405). Deren Expressionslevel haben eine Auswirkung auf die

Terminationseffizienz in dem Stopcodonkontext TGACTA (Daten nicht gezeigt).

Ahnlich wie das D. melanogaster kelch-Gen konnte das Uberlesen des Stopcodons in
U. maydis entwicklungsspezifisch reguliert werden. Der dimorphe Pilz U. maydis besitzt eine
haploide sowie eine diploide Lebensphase. Die haploiden Sporidien vermehren sich vegetativ
durch Knospung und leben saprophytisch durch die Zersetzung organischer Stoffe. Mit Hilfe
eines Pheromon-Rezeptorsystems konnen kompatible Kreuzungspartner erkannt werden und
es erfolgt die Ausbildung von Konjugationshyphen. Diese fusionieren zu einem
dikaryotischen Filament, welches mit Hilfe von Appressorien in die Wirtspflanze eindringt.
Im meristematischen Gewebe und in Fruchtstinden der Pflanze werden Zellwucherungen
induziert und die sogenannten Gallen gebildet, innerhalb welcher die Karyogamie erfolgt. Die
entstehenden diploiden Teliosporen werden freigesetzt und dienen der Verbreitung des Pilzes.
Unter geeigneten Bedingungen keimen die Teliosporen aus, die diploiden Kerne durchlaufen
die Meiose und es werden haploide Sporidien gebildet [162, 271]. Die Sporidien sind unter
Laborbedingungen gut kultivierbar und dienten in dieser Arbeit als Grundlage fiir die
Bestimmung der Terminationseffizienzen. Um eine Regulation des Uberlesens des
Stopcodons in Abhiédngigkeit vom Entwicklungsstadium und/oder den damit verbundenen
verdanderten Umweltbedingungen zu iiberpriifen, konnte man die Terminationseffizienz des

mCherry-gfp-Reporterkonstrukts wihrend der biotrophen Phase des Pilzes ermitteln.
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In Siugetieren ist die Effizienz mit der das TGACTA Stopcodon Uberlesen wird ebenfalls
nicht konstant. Die Terminationseffizienz des MDHI-Gens in neuronalen Rattenzellen ist
bereits nach 20 Minuten unter Glucose- und Sauerstoff-Mangelbedingungen drastisch erhoht
[272]. Zudem treten im  Menschen gewebeabhingige  Veridnderungen  der
Terminationseffizienz fiir den Stopcodonkontext TGACTA auf. Diese ist in Glioblastom-
Zellen verdoppelt, verglichen mit der Rate, mit der das Stopcodon im selben Sequenzkontext
in HeLa-Zellen iiberlesen wird [194]. Bei beiden Zelllinien handelt es sich um Tumorzellen,
jedoch mit unterschiedlichem Ursprung. Wihrend der Onkogenese verdndert sich der
Metabolismus von Zellen dramatisch. Der Unterschied der Terminationseffizienzen konnte
der Manifestierung verschiedener tRNA- oder Terminationsfaktorkonzentrationen zugrunde
liegen [194]. Fir humane Gliomzellen konnte zudem gezeigt werden, dass mit steigender
Malignitdt sowohl die Anzahl der Peroxisomen, als auch deren enzymatische Ausstattung

hochreguliert werden [273, 274].

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Rate, mit der das Stopcodon in dem
Sequenzkontext TGACT iiberlesen wird, nicht konstant ist, sondern flexibel reguliert werden
kann. Die Sauerstoff-abhingige Regulation der Terminationseffizienz findet in U. maydis
vermutlich nicht mittels eines Masterregulators statt, sondern durch ein Zusammenspiel von
vielen unterschiedlichen Komponenten. Das programmierte Uberlesen von Stopcodons bietet
somit neben einer evolutiondrer Adaptation die Moglichkeit einer schnellen Anpassung an

Umweltverdnderungen, beispielsweise der Sauerstoffverfiigbarkeit.
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4 Anhang

Tabelle 4.1: Ubersicht aller U. maydis-Gene, die durch das Motiv TGACT terminiert werden. Weiterhin sind
die C-terminalen Verlingerungen der Proteine angegeben, welche durch das Uberlesen des Stopcodons
erzeugt werden. Die Prognose, ob es sich bei dieser Sequenz um ein PTS1 handelt, wurde mit Hilfe des PTS1-
Prognoseprogramms ermittelt und ist in Form des PTS1-Werts sowie der Klassifizierung angegeben [171,
172]. Fir die Prognose wurden Stopcodons innerhalb des PTS1 durch Serin ersetzt.

MUMDB Stopcodon-

i Annotation PTS1 PTS1-Wert Klassifizierung
Accession kontext
um04797 vermutlich RPE1- D-Ribulose-5- TGACTT VEGKLARRPAKL* 12.747 peroxisomal
phosphate-3-Epimerase
um04871 vermutlich PGK1- TGA CTC SEKSLDAAVPKL* 9.387 peroxisomal
Phosphoglyceratkinase
um03299 Ahnlich zu Triosephosphat TGA CTA ANA*LAGQSARI* 0.734 peroxisomal
Isomerase
um00254 uncharakterisiertes Protein TGACTC IRD*LTLRIFKL* -2.905
um05126 dhnlich zu NCL1- tRNA- TGA CTG *LIHVRALAPHL* -3.345
Methyltransferase
um12293 ahnlich zu PPM1- Carboxyl TGA CTC PPIGRKNSMASF* -5.818
Methyltransferase
um10747 dhnlich zu Exosom-Komplex TGACTT SNSPSTQHSNLM* -9.282
Exonuklease RRP43
um03211 dhnlich zu Peroxiredoxin g TGA CTC GHANIATHFCNV* -9.950
um01568 uncharakterisiertes Protein TGA CTC LQLGVSAIRLRY* -12.896 Nicht peroxisomal
um02690 uncharakterisiertes Protein TGACTT RTTISATNRR*L* -15.433 Nicht peroxisomal
um03914 ahnlich zu Aldehyd Reduktase TGA CTA DSVYQSLAHERL* -16.694 Nicht peroxisomal
um03655 dhnlich zu VTC1 Untereinheit des TGA CTG PQRNKVQLARQL* -17.130 Nicht peroxisomal

vakuolaren Transporter-
Chaperon-Komplex

um04703 vermutlich TGA CTC ELFDLA*LAARH* -20.259 Nicht peroxisomal
Phosphomannomutase

um01841 uncharakterisiertes Protein TGA CTC QSRLSRRNQRKV* -20.311 Nicht peroxisomal

um05608 dhnlich zu U1 kleinem nuklearen TGACTT RIKRSLAFDARQ* -22.241 Nicht peroxisomal
Ribonukleoprotein C

um11060 uncharakterisiertes Protein TGACTT LVNSWSFMLPRT* -24.626 Nicht peroxisomal

um02653 dhnlich zu alpha-1,3- TGA CTG VAQAPLPTPL*L* -24.869 Nicht peroxisomal
Mannosyltransferase Alg2

um01584 uncharakterisiertes Protein TGA CTC HRPHHSAIQYSR* -26.434 Nicht peroxisomal

um06513 uncharakterisiertes Protein TGACTT NPDHP*LRSVHR* -26.645 Nicht peroxisomal

um04650 uncharakterisiertes Protein TGA CTG ATASNGIEQTSK* -27.727 Nicht peroxisomal

um05095 uncharakterisiertes Protein TGA CTC DS*LVTCRSLRS* -28.340 Nicht peroxisomal

um01795 uncharakterisiertes Protein TGA CTG HPCIIVKFINRF* -28.595 Nicht peroxisomal

um02538 uncharakterisiertes Protein TGA CTA LRSTEFQFGSTG* -28.661 Nicht peroxisomal

um02374 Sukrose Transporter TGACTT SLAATYFGSMNV* -29.699 Nicht peroxisomal

um00280 ahnlich zu Glutaminyl-Peptid TGACTT RRELDKMRVGSK* -30.880 Nicht peroxisomal
Cyclotransferase Vorlaufer

um02655 dhnlich zu RNA-Bindemotif TGA CTG SIRSSGGIHQSS* -31.067 Nicht peroxisomal
Protein

um01041 uncharakterisiertes Protein TGA CTA NPLIRRGS*LLI* -31.082 Nicht peroxisomal

um01772 dhnlich zu Aldose-1-Epimerase TGA CTG MSLDNASQSKSS* -33.258 Nicht peroxisomal
Vorldufer

um03517 uncharakterisiertes Protein TGACTT YSSRGQCALNAA* -33.820 Nicht peroxisomal

um03570 uncharakterisiertes Protein TGA CTG PSSFSSTR*LGF* -34.009 Nicht peroxisomal
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um04160
um11318

um02722
um06141
um00589
um00997

um01307
um02112
um06474
um02451
um02859

um03147

um01834
um00758
um06389
um01152

um02619

um11967
um11481
um02308
um12018
um05912

um00048
um03540
um00473
um01511
um02124

um01661
um03027

um00270
um04120
um03902
um03612
um06439
um10368
um03456

Dkh6, neuer Virulenzfaktor
vermutlich N-Terminal
Acetyltransferase Komplex
Untereinheit ARD1
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
ahnlich zu GLO4-Glyoxalase Il
dhnlich zu GCD7- Translation
Initiationsfaktor elF2b
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
vermutlich CRM1-Nuklear Export
Faktor, Exportin

ahnlich zu Adapter-dhnliche
Protein Komplex Untereinheit
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
dhnlich zur PSY2- Untereinheit
des Phosphatase-PP4-Komplex
ahnlich zur TAF2- Komponente
des TFIID-Komplex
uncharakterisiertes Protein
ahnlich zu Aquaporin
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
vermutlich DNA repair
Endonuclease Rad2
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
ahnlich zu ERG6-Delta(24)-Sterol
C-Methyltransferase
uncharakterisiertes Protein
ahnlich zu MON1-bendtigt fir
Fusion von Cyt-Vesikeln und
Autophagosomen mit der
Vakuole

uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
dhnlich zu 5-Oxoprolinase
uncharakterisiertes Protein
uncharakterisiertes Protein
dhnlich zu Hitzeschock Faktor
uncharakterisiertes Protein

TGACTT
TGACTT

TGACTT
TGACTG
TGACTG
TGA CTC

TGACTC
TGACTC
TGACTC
TGACTC
TGA CTC

TGACTT

TGACTC
TGACTC
TGACTC
TGA CTG

TGACTG

TGACTG
TGA CTC
TGA CTC
TGACTG
TGACTC

TGA CTG
TGACTC
TGACTG
TGACTC
TGACTT

TGACTT
TGACTT

TGA CTC
TGACTG
TGACTT
TGA CTG
TGACTT
TGACTG
TGACTT

SQSLRFLHSSVR*
ITSVHAKSKGLD*

NGKNPPKHGWLS*
HH*LVHSRINDV*
NI*LRLNSFNLS*
*LSSNTRSTDRR*

RRNENRSNLHAC*
CGRVTSRGRDQS*
LSP*LSIPFDSP*
VQLFFRQPRRDL*
DEEL*LIRELLY*

MCKRLCQHGESA*

R*LWLIELIPPL*
QHSVPIHAPLTT*
LHCVWNKHKVTK*
RIDVSSFIPTLS*

LQCLCDHSHMCL*

SQNA*LADWLTG*
VRPSPHDALYPP*

TSPFHTMTMKLR*
GHTCIPSFRRVR*
PLTRPIKGDACD*

*LYRSGCSVTFD*
SRLLIRFVMHHA*
AKGEGRRDCRDI*
VTDHRCTGSRPG*
HKPEQAKGV*LY*

SGSASAAVHVPR*
FLVNAGSF*LVP*

RHVHVNAE*LDA*
IEAVSVAPFRAR*

QCIHECFVMRDV*
TSLFSSIVNRES*
RRDRCLHFFLPS*

LLFTHAWWLLFV*
LVHPTLFLHRIA*

-34.295
-34.834

-34.929
-35.188
-36.538
-36.670

-37.356
-37.418
-38.074
-38.617
-39.805

-40.765

-41.649
-42.210
-42.977
-43.775

-45.078

-45.484
-45.960
-46.499
-46.926
-46.982

-47.517
-49.104
-49.732
-51.947
-53.882

-53.897
-55.563

-57.280
-58.067
-61.666
-66.766
-68.117
-81.101
-88.203

Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal

Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
Nicht peroxisomal
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Predicted NLSs in query sequence Predicted NLSs in query sequence
MGMESRVFLPPRRGGSNNATPTFPTRRARGTPPWDTTSPSTIAYLDTTAE 50 MGMESKVFLPPRRGGSNNATPTFPTRRARGTPPWDTTSPSTIAYLDTTAE 50
FIRTSIIHRTPNRVKIGGAGHVGRDNGIECWCVVSKGGRWQAARFRWIFT 100 FIRTSIIHRTPNRVRKIGGAGHVGRDNGIECWCVVSKGGRWQAARFRWIFT 100
RATRLYGTTFGIVQRTFMHVSSLREVSLDMLGRREPGPGLIAVTGIRLAM 150 RAIRLYGTTFGIVQRTFMHVSSLKEVSLDMLGRRHPGPGLIAVTGIRLAM 150
DNNSDYGEEIVIDS 164 DNNSDYGEEIVIDSLGLLSLRICRSALHRQRRWLTCPQEDLNPYNFRRDR 200

CLEFFLPS 208
Predicted monopartite NLS N X
Predicted monopartite NLS

Pos. | Sequence | Score

Pos. | Sequence | Score

Predicted bipartite NLS

Predicted bipartite NLS
Pos. | Sequence | Score

Pos. Sequence Score

174 | RSALHRQKRWLTCPQEDLNPYNFRRDRCLHFFLPS | 5.1

Abbildung 4.1: Durch Uberlesen des um06439-Stopcodons entsteht ein potenzielles Kernlokalisierungs-
signal. Das Gen um06439 codiert fiir ein bisher nicht charakterisiertes Protein. Die NLS-Prognose wurde mit
Hilfe des cNLS-Mappers durchgefiihrt [176]. (A) Flr den konventionellen Um06439 C-Terminus wird kein NLS
prognostiziert. (B) Durch Uberlesen des Stopcodons wird das Protein C-terminal verldngert und es entsteht
ein potenzielles NLS.
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TMHMM posterior probabilities for UMAG_03655
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Abbildung 4.2: Durch Uberlesen des um03655-Stopcodons entsteht eine zusitzliche Transmembran-
domadne. Das Gen um03655 codiert fir eine Untereinheit des Vakuolen-Chaperon-Komplex. Die Vorhersage
fir Transmembrandomanen wurde mit Hilfe des TmHmm Server 2.0 durchgefiihrt [177]. (A) Fur das
konventionell terminierte Protein werden drei Transmembrandomanen prognostiziert. Der C-Terminus liegt
dabei auf der zytosolischen Seite. (B) Durch das Uberlesen des Stopcodons entsteht eine zusitzliche
Transmembrandomane, wodurch der verlangerte C-Terminus in die Vakuole zeigen wiirde.
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H.uman_aa N D F § R E K M D L T A K E L T E E K E s A F E F L s s A -
Human AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA AAG GAA CTG ACA GAA GAA AAA GAA AGT GCT TTT GAA TTT CTT TCC TCT GCC TGA
Chimp AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA AAG GAA CTG ACA GAA GAA AAA GAA AGT GCT TTT GAA TTT CTT TCC TCT GCC TG
Rhesus AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA 2aG GAA [l Aca Gaa Gaa aaa Gaa [l GCT TTT GAA TTT CTT TCC TCT GCC TGA
rarsier 2a7Gar 77c TCA[il cAc |l 76 car crr acT |l 2a6 Gaa c GG Gaa Gaa 2aa GaaJ@ GCT TTT GAA TTT CTT TCC TCT GCC TGA
Mouse_lemur AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA AAG GAA CTG ACA GAA GAA AAA GAA et rrT [l 77T cTT TCC TCT Gec T6a
Bushbaby AT GAT il 68 cc7 cA2 G i GA% 6 66T 88 622 Gaa Aaa Gaa e cer rrT [l 7T crT Tec [l Goc T6A
TreeShrew AAT GA' TCACGT GAGAAGATG G GAAGAAAAA Z:AA! TGAATTI ~TGA
Mouse 22T [l 77 [l coTll 226 AT R B 22 [ I X 7 7 [ 7 [ rcc ror [l Tea
Rat [l R r7c 8 cc7 a6 226 AT [N R I cc2 2ac [ oo R 22 [ o2 B8E oot rrT [ T roc Il Te2

Kangaroo_rat 2aT GAT T7C TCA CGT[Jill AAG ATG GAT CTT ACT GCA 246 GaA cTG Aca G2A GAA [l c2a [ cor rr7 [l 77 crr rec [l 762
Guinea_Pig 2AT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT [l ACT GCA 2AG G2a CTG[EME Gaa Gaa 22A Gaa[Jall GCT TTT GAA TTT CTT TCC
Squirrel AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA AAG GAA CTG ACA GAA GAA 22 G2 Gl 6er T17 6aa 17 crr roc [l 762
Rabbit [l car r7c il CGT GAG 2AG ATG GAT CTT ACT GCA 2AG GAA CTG[GEE GAA GAA Aaa GAA Nl GCT TTT GAA TTT CTT TCC TCT GCC TGA
pika 2arGar Trc [l 6T GAG aaG ATG GaT CTT ACT Gea AAG Gaa cTG[EE Gaa Gaa aaa Gaalllll et T1T Gaa TT crT|il} et Gec TeA
alpaca 2a7car 77¢ [l GAc 226 A76 GAT CTT ACT GCa 246 G2A CTG (B Gaa Gaa 22A Ga2 [NER Ml TTT GAA TTT CTT TCC TCT GCC TGA
Dolphin 2AT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA 2AG G2A CTG|Ga GaA GA2 22 G2 [Nal [l 777 Gaa T77 cTT[gEE TCT GCC 162
cow aa7 [Jilf TTC TCA CGT GAG 246 ATG GAT CTT ACT GCa 246 Gaa TG (i G2a [l 222 G2 [RE [l 777 a2 7T cT[gRE TCT Gec T6A
HOTse AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA AAG GAA CTGGa GAA GAA A2 G2A [N GCT TTT GAA TTT CTT TCC TCT GCC TG
Dog 2aT GAT T7C [l 6T GaG aaG aTG GaT [l AcT 6ca AaG Gaa cTG[EEE Gaa caa aaa GaA EEH [l T7T R 77 crT |l TcT Gec Tea
Microbat AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAGATG GAT CTT ACT GCA AAG GAA-- GAAGAAAAA EAA- GCT TTTGAA TTT CTT TCC TCT GCC TGA
Megabat AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA AAG GAA CTG [l G2 Gaa Aaa Gaa [l GCT TTT GAA TTT CTT TCC TCT GCC TGA
Hedgehog AAT GAT TTC TCA CGT GAG 2AG ATG GAT CTT ACT GC2 224G GAA [ GHE c22 c2a [l o228 Ger r77Gaa rr7 crr Tc ror [l 762
Sh]:ew- GAT TTC- CGT GAG AAGATG CTTACTGCAAAGGAACTGACAGAAGAAAAA GAA- GCTTTTGAATTT CTT TCC ICT GCC TGA
Elephant AAT GAT TTC TCA CGT GAG 2AG ATG GAT CTT ACT GC2 22G GAA [l 2ca Gaa Gaa aaa caa [ er rrT Gaa [l CTT TCC TCT GCC TGA
Rock_hyrax [Gll GAT TTC TCA CGT GAG 2AG ATG GAT CTT ACT GCa 2aG GAA [l 2ca Gaa Gaa aaa c2a [ et rr7 caa T [l TcT Gec T6a
Tenrec AAT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA 2AG GAA CTG ACA GAA GAA ARA GAA AGT GCT TTT GAA TTT CT7 [Gas [Mal GCC T62
Armadillo 2AT GAT TTC TCA CGT GAG AAG ATG GAT CTT ACT GCA 2AG G2A [ B8 622 Gaa 2aa caa el et t77Gaa T crT|fil} TcT Gec 16a
Sloth 2aTGar r7c 7¢a c6T GAG [l a76 Gar crT act 6ea aac [ M B8 o224 a2 224 caa [l oot tr7caa T crT [l ror [l TeA
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Human aa L D N D vV T KCTFZ KA AETES K CRIL ¥ L K Y
Human CTA GAC ART GAT--— -- GTT ACT ARA TGC TTC AAA GCT GAA GAA TCT AAA TGT CGT CTT TGA CTC AAG TAC CA-—
Chimp CTA GAC AAT GAT--- --[EB ACT AAR TGC TTC AAR GCT GAA GAA TCT AAA TGT CGT CTT TGA CTC AAG TAC CA——
Rhesus CT2 GAC G GAT -- GTT 2CT BB TGC TTC AAR GCT GAA GAA TCT AAR TGT CGT CTT TGA CTC AAG TAC CA-—
Tarsier CTA GAC AAT CATGTTGAA: GTT ACT ARA TGC 88 ARA GCT GAA GAA TCT ARA TGT CGT CTT TGA [l [l r2c ca-
Mouse_lemur CTA GAC AAT CATTTTGAT- —= GTT ACT AAR TGC TTC BAR GCT GAA GAA TCT AAR TGT CGT CTT TGA [Ei§
Bushbaby CTA GAC AAT CATTTTGAT ~= 67T BEE AAR TGC 8 AAR GCT
TreeShrew CTA GAC AAT CGTCATCAT-~~~----- GIT ACT AAA TGC &8 ARA GCT GAR GRA TCT ARA TGT CGT CTT TGA (a8 AATAATA ATA ATG C--TA- [ FTARE
Mouse CTA GAC [Xeli EGFTTTGAC-— g BEE ccT BHE GAx [l6H AAR TGT CGT CTT TGA -2 RER 272 a1 - 1A [ S
RatCT. %) S BHG GCT GAE cra i6H ArA TGT CGT CTT TGA [FH8 2 -2 R G ATa ATG C-- T2 [ I
Kangaroo_ratCT. X ac ) aTa ¥R ATa ATG CESTAT A FEE
c N e I 7 2o [ 72C 77—

G AA-——————————————= ~TAATAATGATG s eeen oen oanns
ATAATAATAATG C--TA- TACTT--A

[S)

I I I M L Yy L
--AATA ATA ATA ATG C--TA- TAC TT--A
--AATAATA ATA ATG C--TA- TAC TT--A
--aara ara g aTc RN NG
-AATA ATA ATA ATG C--TA- TAC iR
-AATA ATA ATA ATG C--TA- TAC TT--A
~AATAATAAT. C--TA- TACTT--A

Alpaca CTA GAC AAT CATTTCGAT——
Dolphin CTA GAC AAT CATTTCCAT-—
Cow CTA GAC AAT CATTTCGAT:
Horse CTA GAC AAT CATTTTCAT

== GTT ACT ARA TGC u8 ARA GCT GAA GRA TCT ARA TGT CGT CTT TGA
==== GTT AcT B [i&H S A2 GCT GAA GRA TCT ARA TGT CGT CTT TGA

-AATAATAATAATG C--TA- TAC TT--A
-2 arceR A S I T2c TT--2
-aGHR ata aTalfl) c--TA- TACTT--2
&2 GCT (B GAA TCT AAA TGT CGT CTT TGA C7C [l TAC CA-—————————————— AATAATA ATAATG C-—TA- TAC TT—-2
2na GCT BBE Gaa TCT AAA TGT CGT CTT TGA [l IS 72 C s 2 72 272 ATA ATG [ TAC TT--A
~AATAATAATAATG C--TA- TACTT--A
-AATA ATA ATA ATG (GHaTAS G BN
-AATAATA ATAATG C--TA- TAC TT--A
—-aaraaraarafillc--Ta- TacTT--2
-AATAATAATGATGC--TA- TACTT--A

ofs A2 GCT GAA GAA TCT AAA TGT CGT CTT TGA CT«
AAA GCT GAA GAA TCT AAA TGT CGT CTT TGA CTC

Megabat CTA GAC NEi CATTTCAAT-———-—— == GTT ACT A2A [iGH
Hedgehog CTA GAC AAT CACTCAAATTTCAATCAA GTT AAA TGC

AAAGCT-GAATCTAAATGT CGT CTT TGA CT'
ARA GCT GAAGAA TCT AARATGT CGT CTT TGA CT'
A GCT - GAA TCT ARA TGT CGT CTT TGA CT
ARA e GAA GAA TCT AAR TGT CGT CTT TGA CTC - AC

Tenrec CTA GAC AAT CATCATCAT-—
Armadillo CTA GAC AAT CATTTTAAT

GTT 4§ ARA TGC

Sloth CTA GAC AAT CCTTTCAGT - == GTTACT RAATGC AAA-GAAGAATCTAAATGT CGT CTT TGA CTC. TACCA-- --AATAATASSS ATG C--TA- TACTT--A
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Human AA-TT-ACTTGT-~~~~i G--AAAA ACAA CA- CAT TTTAAAGAT TACGTGCTT CTT GGT ACAGGT TTG
Chimp AA-T T-AC TTG T————~ G--AAAA T
e v A G S S I - - Legende
e g
Mouse_lemur AA-TT-ACTTGT-———- G-—-AAAA--

Bushbaby 22T T-AC T7G [lee 222~

GAC Keine Veranderung
TreeShrew BlEE T-A7 676 EEnnCans Riaaaes
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Abbildung 4.3: Ubersicht PhyloCSF-Analyse der Malatdehydrogenase 1. Fiir die phylogenetische Analyse
wurden die Sequenzen des MDH1-C-Terminus sowie der 3‘-UTR folgender Sdugetiere miteinander verglichen
und Verdnderungen entsprechend der Legende klassifiziert. Von oben nach unten: Mensch, Schimpanse,
Rhesusaffe, Koboldmaki, Mausleumur, Galago, Baumspitzmaus, Maus, Ratte, Kangururatte,
Meerschweinchen, Eichhdrnchen, Hase, Pfeifhase, Alpaka, Delfin, Kuh, Pferd, Hund, Fledermaus, Flughund,
Igel, Spitzmaus, Elefant, Klippdachs, Tenrek, Girteltier, Faultier.
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Human aa N ¢ K L K D D E V A 9 L K K S A D T L w D I Q K D L K D L *
Human AAC CAG AAG CTA AAG GAT GAT GAG GTT GCT CAG CTC AAG AAA AGT GCA GAT ACC CTG TGG GAC ATC CAG AAG GAC CTAAAAGACCTG TGA
Chimp AAC CAG AAG CTA AAG GAT GAT GAG GTT GCT CAG CTC AAG AAA AGT GCA GAT ACC CTG TGG GAC ATC CAG AAG GAC CTA AAA GAC CTG TGA
Rhesus AAC CAG AAG CTA AAG GAT GAT- GTT GCT CAGCTC AAGAAAAGT- GATACC CTG TGG GAC ATC CAG AAG GAC CTAAAAGACCTGTGA
Tarsier AAC CAG AAG CTA AAG GAT GAT GAG GTT GCT CAG CTC AAG AAAAGT GCA GAT- CTG TGG GAC ATC CAG AAG GAC CTAAAAGACCTGTGA
Mouse_lemur AAC CAGAAG-AAG GAT GAT GAGGTT GCT CAG-AAGAAAAGT GCAGATACC CTG TGGGACATC CAG AAG GAC.AAA GACE TGA
Bushbaby 2AC CAG- CTAAAG GATE GAGGTT GCT CAGCTC AAG AAAAGT GCAGATACCCTG TGG GACATC.AAG GAC.AAA GACCTGTGA

vouse [l cac 226 [l 226l oAt cac il coT cac crc R R AT IR 2 cc c7c rec cac atc cac|iil] cac|lil} 222 cac cTc TGa

Rat aac cAG 2G|l 22l caT cac il oor cac crc PEE R Ao TR Acc crc T [l Arc cac |l cac R cac cTe TG
Guinea_Pig aac cac AaG [l [l 28 GAG GTT GCT CAG CTC AAG AAA AGT GCA GAT ACC CTG TGG GAC ATC CAG AAG GAC CTA AAA GAC CTG TGA
squirrel aAc caG AAG [l AAG GAT GAT GAG GTT GCT CAG CTC AAG AAA AGT GCA GAT ACC CTG TGG GAC ATC CAG|Jlll GAC CTA A2 GAC CTG TGA
Rabbit aac cac 2G|l 22|l 62T cac Tl cac crc aac aaa acT ealii acc |l 766 Gac arc cac aac cac|ill aaa cac crc Tea
Pika aac cac aac cra 2ac [l caT cac crT [l cac crc R 2c TR Acc crc 166 Gac arc cac aac cac i [l cac cTe Tea
Alpaca 2AC [l 226 [ 22 0 (EE o2 B Bl c7c 226 222 acr Gea[ilf Acc cTG TGG Gac ATc caG aac Gac cTa [l cac cre Téa
Dolphin B cac aac |l 226 6aT car cac R Wl crc 226 aaa acr cea i Acc [l 766 Gac aTc cac aac cac cra|ilil cac cTc TGA
cow aac cac 2G|l 246 caT[B@l cac T e[l crc aac aaa acT oAl Acc il TocEER Arc il 226 cac| R B cac cTc A

Horse 2ac cac 226G [l 226 caT|[B8 cac 61T coT [l cTc 226 22a [l Gea GaT Acc ¢T6 166 GAc ATC caG 2aG GAC [l 224 Gac cTG TGA

pog [lll cac aac [l 226 6aT GaT Gac G|l caG cc aac aaa acT Gea GAT AcC [l ToG [l ATc cac il Gac cta aaa [l cTe TGA
Microbat aac cAG|HN [l 226 Gar Gar cac err Ger [l crc Aac Aaa il 6oa car acc [l Too R aTc cac aac cac|ilf aaa cac cTc TeA
Megabat 2ac cAG| Il 226 cat GaT cac o[ Ml c7c 2ac|l AcT Gcacar acc 16 TeG [l ATc cac aac cacill aaa cac cTre T6a
Hedgehog aac cac A [l 246 car caT cac i} ocT cac i} 2ac aaa acT cealjil acc cr6 TG ATc cac aac|jilf cTaaaaGac cTc A
Elephant 2ac cac 2G|l 226 caT [l cac |l coTlll crc 2ac|ll acT oA [l Ml cT6 66 Gac arc cac aacGac craazacac il Tea
Rock_hyrax 2ac cac AaG [l 2ac car car cacrr cer [l crc aac |l acr coa [l [l c7G 766 Gac atc cac aac cac i} 2aa cac il Téa
Tenrec Aac caG AAG[Jl 22|l caT cac erT cer [l crc Aac|iil acT coa |l c7G 166 Gac aTc caG aac Gac cTAliE Gac cTG TGA
Armadillo Aac cac AAG [l 226 caT [ B B e cac crc G|l Ac Tl AT Acc |l TGl ATC CAG AAG GAC CTA AAA GAC CTG TGA
s1oth aac cac AAG Rl car caT il 77 cor [l crcEE Il Ac T 6o S Acc [l TGG GAC ATC CAG AAG GAC CTA AAA GAC CTG TGA
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Abbildung 4.4: Ubersicht PhyloCSF-Analyse der Laktatdehydrogenase B. Fiir die phylogenetische Analyse
wurden die Sequenzen des LDHB-C-Terminus sowie der 3-UTR folgender Sdugetiere miteinander verglichen
und Veranderungen entsprechend der Legende klassifiziert. Von oben nach unten: Mensch, Schimpanse,
Rhesusaffe, Koboldmaki, Mausleumur, Galago, Maus, Ratte, Meerschwein, Eichhérnchen, Hase, Pfeifhase,
Alpaka, Delfin, Kuh, Pferd, Hund, Fledermaus, Flughund, Igel, Elefant, Klippdachs, Tenrek, Giirteltier, Faultier.
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§equence sy opions MFE secondary structure
@ Plain Sequence
O No Sequence

Other display options
@® Base-pair probabilities 4
O Positional entropy HIIIIMIH: w

O None

Abbildung 4.5: Die tpi1-3‘-Sequenz in dem +24-tpil-gfp-Konstrukt konnte eine Haarnadelstruktur aus-
bilden. Die Prognose der potenziellen mRNA-Sekundarstruktur der 24 Nukleotide der tpil-3‘-Sequenz

erfolgte mit RNAfold [164].

73



Tabelle 4.2: Ubersicht aller U. maydis-Gene, die mit einem TGATAA Stopcodon enden. Die ersten 46
Nukleotide der 3‘-UTR nach dem ersten Stopcodon sind dargestellt. Das erste Stopcodon ist dunkelrot
abgebildet, weitere in frame Stopcodons sind rot und Stopcodons in einem anderen Leserahmen sind orange
dargestellt. Weiterhin sind die C-terminalen Verldngerungen der Proteine angegeben, die durch ein
Uberlesen des Stopcodons erzeugt werden. Die Vorhersage, ob es sich bei dieser C-terminalen Verldngerung
tatsachlich um ein PTS1-Motiv handeln kodnnte, ist durch den PTS1-Wert und dessen Klassifizierung
angegeben [171, 172]. Fur die Klassifizierung wurden Stopcodons innerhalb des PTS1 durch Serin ersetzt.

xr::z:n Annotation 3’-UTR PTS1 TI-Vrzlr.t- Klassifizierung
um00061  dhnlich zu Quinat- TGATAAA AT TTG CTA RIKQRSRQAWHA* -28,974 Nicht
Transport Protein TA TTTG GTT GAT GCT peroxisomal
CCA AGT TGG GGG
um01061 hypothetisches TGATAAC AG CAA CGG ASAHRSSPMQPA* -48,813 Nicht
Protein ATT CGT GCA TCC GCT CAT peroxisomal
CGA AGC TCC CCC ATG CAA
um01696 hypothetisches TGA TAA AGT GTATTC TGC SVFCSGAIHSRL* 5.372 peroxisomal
Protein TCT GGG GCT ATC CACTCA
CGT CTT TGA CCCTTC TCG
um02266 dhnlich zu CDS1 - TGA TAA CAC GTG TCA CAT TKA**HVSHGSR* -30,649 Nicht
CDP-Diacylglycerol GGT TCCAGATGATAG TCT peroxisomal
Synthase CTC GCC TGT CTG ACA CCA
um02540  hypothetisches TGA TAA GAC ATC CCG ATC AVFDDSVSVASV* -7,716
Protein CGT GGT CCA CGT CAA ATC
CA C CTT CGA AAG CAA
um03015 hypothetisches TGA TAA CAA AAA GAC ACC KDTDLLYDRQMY* -22,990 Nicht
Protein GATCTCTTGTA G peroxisomal
CAA ATG TAT TGATAT TTA
um04083 hypothetisches TGA TAA GAG CCG ACG CCG DKILS**EPTPR* -48,057 Nicht
Protein CGG TGAGATC TATAA peroxisomal
GC CTACACA CGCACA
um05610 vermutlich UGA2 - TGA TAA GTT GCA AGC CTC SRISRIRSMKCV* -34,934 Nicht
Succinat TCT CGT ATATCA CGCATT peroxisomal
Semialdehyd CGCTCCA AATGT GTA
Dehydrogenase TGA
um06049 hypothetisches TGA TAA GTT TGT GCC CAC VCAHITLCLRYG* -58.379 Nicht
Protein ATT ACA CTC TGT CTC AGG peroxisomal
TAT GGT TGA AGC TCG ATG

74



Tabelle 4.3: Ubersicht aller U. maydis-Gene, die mit einem TGATAG Stopcodon enden. Die ersten 46
Nukleotide der 3‘-UTR nach dem ersten Stopcodon sind dargestellt. Das erste Stopcodon ist dunkelrot
abgebildet, weitere in frame Stopcodons sind rot und Stopcodons in einem anderen Leserahmen sind orange
dargestellt. Weiterhin sind die C-terminalen Verldngerungen der Proteine angegeben, die durch ein
Uberlesen des Stopcodons erzeugt werden. Die Vorhersage, ob es sich bei dieser C-terminalen Verldngerung
tatsachlich um ein PTS1-Motiv handeln kodnnte, ist durch den PTS1-Wert und dessen Klassifizierung
angegeben [171, 172]. Fur die Klassifizierung wurden Stopcodons innerhalb des PTS1 durch Serin ersetzt.

xr::z:n Annotation 3’-UTR PTS1 wesri Klassifizierung
um00338 hypothetisches TGA TAG CGT CCT TGT CTC SSRPCLDLSLLI** -28,639 Nicht
Protein GAT CTATCT TTG CTT ATC TAA peroxisomal
TTATCT TAT TTA CCA
um01510 hypothetisches TGA TAG TGC TAG CTCTTC CFKQVVGLVWLA* -54,663 Nicht
Protein TGT TTC AAA CAA GTC GTG peroxisomal
GGTC TT TGG CTG GCA
TAG
um01783 dhnlich zu Inosin- TGA TAG CAG CAATCG TGA FLERIGL**QQS* -38.995 Nicht
Uridin-Nukleosid TCGCACTTCC AG AAG peroxisomal
Hydrolase GATC CG TCA AGA AGG
um01933 hypothetisches TGA TAG CCC CGA GAC GTA VFRIAFVISLST* -88,499 Nicht
Protein TAT GCT CTCCGA CA C peroxisomal
ACT TCC TAC AGC ATC GCG
um02810 hypothetisches TGA TAG CGATTT CCA GAA HDCISMDDGMMR* -61,233 Nicht
Protein ACA ACAACACTCGTT TGC peroxisomal
TCATTT GTA CAT TTC CCG
um03010 hypothetisches TGA TAG CCT TCT TGT ACC CTCFSALVAFCP* -69,577 Nicht
Protein TGCTTCTCA GCG CTCGTT peroxisomal
GCC TTT TGC CCC TAG TAT
um03234 ahnlich zu CDCS - TGA TAG TCT GGT TAT TCA SSIRNSSTSLPP* -57,104 Nicht
Serin/Threonin- ACG TTC ATC GTC CGT CAT peroxisomal
Protein Kinase GCC GCG TCA CAA GGC CGC
um03282 ahnlich zu MAK32 TGA TAG TGA CAG TAC CAG **QYQYQQMIEV* -60,520 Nicht
Protein TAT CAA CAAA AG peroxisomal
GTTTGACCAA CT GTA
um03713 hypothetisches TGATAG CACGTTT 1T RARGP**HVLIA* -55,333 Nicht
Protein GCT TGA GCT GCG CTG CTC peroxisomal
TCTCGG C TC ACG
um03788 hypothetisches TGATAG TGG TGC TTC GAA LPPVRSPTVARR* -24,238 Nicht
Protein CTC CCG CCTGTG CGC TCT peroxisomal
CCA ACC GTC GCA AGA CGG
TAG
um03837 KH Domdnen TGATAG CGATCGTTCTCA SALRFGFPSPSL* 1,359 peroxisomal
Protein GCT TTG CGC TTT GGT TTC CCC
TCA CCATCCCTC TAATGA
um04733 ahnlich zu TGA TAG TAA CAG GGC TCT MACTHAMSVQNP* -34,191 Nicht
Phosphatidylglyce- TCT CTT TCT CGC GCC AGT CCA peroxisomal
rol/Phosphatidyli- CCATAT CACTTC ATG
nositol-Transfer
Protein
um04983 vermutlich PCM1 - TGATAG ATTCTCG CA MCVGRMKAVGDR* -54,595 Nicht
Phosphoacetylglu- AGT CAT GCT CCAACAT peroxisomal
cosamin Mutase TG CAACTCCCCCCTCTT
um05173 dhnlich zu Dnal TGATAG CCTTTT CTCACT TGC  SPFLTCSSPSRV* -0,431
TCATCG CCCTCG CGT GTT
TGATTT GGC TGC AAT
um05633 hypothetisches TGA TAG CCA AGG GCG GAT MDPLCGSLATIT* -48,923 Nicht
Protein GGA TAC AGT ATACTATCA peroxisomal
GAC ATG GAC CCA CTG TGT
um05790 hypothetisches TGA TAG CGT CAC GTATCT TPTE**RHVSDL* -19,371 Nicht
Protein GACTTG TAA CAG TAG CAT peroxisomal

CAATCG TGA ATG CGATTG
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um06165

um06269

um06280

um06348

hypothetisches
Protein

hypothetisches
Protein

ahnlich zu J kappa-
Rekombinations-
signal-bindendes
Protein

ahnlich zu SCP160 -
involviert in
Kontrolle des
mitotischen
Chromosomen-
transfers

TGA TAG AAATAT TCA ATC
AT TTCG AGA GTC GGA
TACG TA CAT TAA AAA
TGA TAG GGA TAC ATC CAG
GTCACG GCTCTCGCTTTC
GAT CGA CAA GAT CTCTGC
TGA TAG CAT CG CGAT
GCG ACTCGTTCACGATTT
GGT CCCTTTTGG TCCCTT

TGATAG CCAAACT TG
CCGACACTTTTG TGT GGC
TTT TCA ATC GCG GAA GGC

SIIDSRVGYVIH*

PEASVVPLCMGL*

LEPGFPRQWQNT*

EGERGAHPRPPM*

-56,012

-47,860

-31,945

-8,145

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal
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Tabelle 4.4: Ubersicht aller U. maydis-Gene, die mit einem TGATGA Stopcodon enden. Die ersten 46
Nukleotide der 3‘-UTR nach dem ersten Stopcodon sind dargestellt. Das erste Stopcodon ist dunkelrot
abgebildet, weitere in frame Stopcodons sind rot und Stopcodons in einem anderen Leserahmen sind orange
dargestellt. Weiterhin sind die C-terminalen Verldngerungen der Proteine angegeben, die durch ein
Uberlesen des Stopcodons erzeugt werden. Die Vorhersage, ob es sich bei der C-terminalen Verldngerung
tatsdchlich um ein PTS1-Motiv handeln kdnnte, ist durch den PTS1-Wert und dessen Klassifizierung
angegeben [171, 172]. Fiir die Klassifizierung wurden Stopcodons innerhalb des PTS1 durch Serin ersetzt.

MUMD.B Annotation 3’-UTR PTS1 PTS1- Klassifizierung
Accession Wert
um00344  hypothetisches TGA TGA GCC TTT GGT TCC MCRGETGGKEKV* -23,458 Nicht
Protein TGCATTG TC CCA ATC peroxisomal
GTG TCA AGC GCC TTG GCG
umO00668 dhnlich zu SIP2 - TGATGATACCATG SHFHSMSYNVNL* -12,254 Nicht
Untereinheit des AA GGC GAA GTG CAT peroxisomal
Snfl GTTA GG GAC GCA CAT
Serin/Threonin-
Protein-Kinase-
Komplex
umO00970 hypothetisches TGA TGA ACG CAC AAC CAC LALLPMIRFSEL* -47,898 Nicht
Protein CCG CAT CTG GTT GCC AAA peroxisomal
TCC GAATCA CGG ATG CCT
um01013 hypothetisches TGA TGA AAA CTA CAT GCG RASWSWMLSLVS* -55,225 Nicht
Protein CTCCTTTCA CGT TTG GCC peroxisomal
TGG CTACAT GTTTGG TTG
um01090 vermutlich POT1 - TGA TGA TGC CAC GG T ILREDSSCHGDS* -53,199 Nicht
Acetyl-CoA C- TCC TAG GTT TAC AA C peroxisomal
Acyltransferase, A CT TAC CAA AAA CAT
(peroxisomal
mittels PTS2)
um01196 hypothetisches TGATGATTC ATG GCG GAG RTDSAVLQSKHL* -1,738
Protein AGG CAATGT ATCTGT GTT
GTC CAA GCT CGCTTG ACC
um01503 hypothetisches TGATGATCG CGTCTTTIT VR**SRLFQCAL -7,482
Protein CAG TGC GCG CTG TGATCC
ACT CTC ATG CAATCG CAC
um01580 dhnlich zu NCR1 - TGATGACT TCAAGT GL**LNQVNLVN* -45,178 Nicht
Tansmembran CTTG GT CTAA AAC peroxisomal
Glykoprotein, TGACCTGTG TTT GTG TGC
involviert in
Sphingolipid
Metabolismus
um01621 dhnlich zu BNA3 - TGA TGA AAT TCG TTG CCA IVIAWHRCVVML* -41,720 Nicht
Kynurenin ACGT AT GGA AAC GAT peroxisomal
Aminotransferase CCG AGCTTC GAT TGC GAA
um01979 dhnlich zu MTQ2 - TGA TGA ATG TCT TGA CGC KHVFYLRT**MS* -38,339 Nicht
Putative S- TCATTG CTT CTG CTCCTT TGA peroxisomal
Adenosylmethionin- ACA TGG TTT CAC CGC
abhdngige
Methyltransferase
um01995 hypothetisches TGATGATGT CCA CATTTG LLVVKS**CPHL* -8,697
Protein TGATTIG G GC GCAACT
CAC GAC TCT GTG GGG CGG
um02008 dhnlich zu TNA1 - TGATGATGATCCTTATIT ***SLFTIVDVP* -54,296 Nicht
hohe Affinitat zu ACG A T T GTA CCA peroxisomal
Nikotinsdure, TAA AAT TGC GTC ACG CCG
Plasmamembran-
Permease
um02031 hypothetisches TGA TGA GGA GTT GGA GCA LLLSYAHVIAYI* -31,897 Nicht
Protein AAG CGG CGC CTG CTG CTT peroxisomal

TCT TACGCA CACG T
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um02189

um02428

um02543

um02548

um02945

um03418

um03750

um03917

um04301

um04457

um05050

um05300

um05444

um06020

um06401

vermutlich 3-
Hydroxyisobutyrat-
Dehydrogenase,
(mitochondrialer
Vorlaufer)
hypothetisches
Protein

hypothetisches
Protein

dhnlich zu Sorting
Nexin 9

hypothetisches
Protein

hypothetisches
Protein

hypothetisches
Protein

Zellzyklus
regulatorisches
Protein

dhnlich zu IPI1 -
essentielle
Komponente des
Rix1-Komplex

hypothetisches
Protein

hypothetisches
Protein

hypothetisches
Protein

hypothetisches
Protein

hypothetisches
Protein

ahnlich zu SSU1 -
Plasmamembran-
Sulfit Pumpe

TGATGA GTC TCA GTT GCA
CTC ATC CAT CGT TAATCT GTC
AAT CGA GGA GAA ATC

TGA TGATCA AGA GGC AGG
TAG AAG CAT GCG CGG CTG
CCAAACGT CCCA
TGA TGA AGG ATT CTC ATC
ACACCAA GG GAG TAA
ACG ATC GCG GAT ATG CGG
TGATGATCATGG ACC GTA
TGG CTTATT TTG CTC GTC GTT
CCG CCT GGA CATCAG A
AT

TGA TGA AAT CAA ATG CG

T GCCAAC ATCACACTC
G CT GTT TGA TAG GGT
TGATGATGATACTC T
TCT CCG GAA AGC CTC GCG
CGATGCTGATTCG AC

TGA TGA TGC AAG GCC GGT
ACT TGCCGCTCACCT GTTCTT
CAAT TG CAT ACA
TGATGAA CATAT TGT
TCG AAT CGG CTC TTT CCATCT
GTATCATGTA TC

TGA TGA CGT GCCGAATTC
ACG ATT GTCACG GTT TGC
TTC AGA AAT GCA CAC CGG

T AC

TGA TGA AAG CCCGGC TGT
TGT TAG ATG GTC CAT CCG
CAA AGC CGT CCT CGG ATT
TGA TGA ATG CAC ACT TGT
TTTTCG TCG CT TTG T
TGT TGC GTT ATC ATA
TGATGA TGC AGT TGG GAA
GTG TCT CAA CGA CAATGT
CTTCTT CAAGTG TGCTTC
TGATGA TGG CAA GGC AAC
GGATTC AAG TTT GTC GCC
AAA ACG GCA AAG CAG TGA
TGATGA ACACA AGC
TGTTTT CGCGCTC
TGCCTT CTC ATG TCT CGT
TGATGA TGC GCG TAG CG
C GGT CGG CACTCT ATT
G TTC CTTGCTGC

KV**VSVALIHR*

RDVGRQ**SRGR*

I**RILITPIGE

PPGHQIDEAVYA*

QMRDANITLVTV*

*YSDSPESLARC*

LMHTIPSLFAPC*

QRSDMTRLTTGS*

LTFLGGKRGHVA*

YNLTL**KPGCC*

SAETTYSCPRRA*

FNHESHDHNHES*

NGFKFVAKTAKQ*

MSRILEFGFTDS*

CLADLPLKP*CA

-40,704

-56,417

-66,926

-53,191

-33,366

-15,398

-44,256

-41,590

-42,016

-49,782

-32,003

-50,984

-20,222

-58,544

-38,377

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal

Nicht
peroxisomal
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5 Material und Methoden

5.1 Stamme, Plasmide und Primer

5.1.1 Bakterienstaimme

Fiir samtliche Klonierungen wurde der E. coli Stamm Topl0 mit dem Genotyp: F—mcrA, hA(mrr-
hsdRMS-mcrBC), ¢80lacZAMI15, AlacX74, deoR, recAl, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK,
rpsL (StrR), endA1, nupG verwendet.

5.1.2 U. maydis-Stamme

In der folgenden Tabelle sind alle U.maydis Stimme aufgefiihrt, die in dieser Arbeit
verwendet wurden. Die Stamme wurden iiberwiegend im Rahmen dieser Arbeit hergestellt,
einige in Zusammenarbeit mit Johannes Freitag. Alle hergestellten Stimme wurden mittels
Southern Blot Analyse verifiziert. Bei Stammen mit ip-Lokus Integration wurde die
Integrationshiufigkeit tiberpriift und eine Einfach-Integrationen ausgewdhlt.

Tabelle 5.1: Ubersicht U. maydis-Stimme. Fiir alle Stimme, die im Rahmen dieser Arbeit generiert wurden, ist

die entsprechende Nummer in der persénlichen Stammsammlung angegeben.

Stamm Genotyp Resistenz Referenz
Bub8 a2 b4 - [275]
Bub8 mCherry-SKL a2 b4 Hyg [94]
Potezmcherry-SKL
Bub8 TPI-GFP a2 b4 Cbx Diese Arbeit
. S (#294)
ip"[Poter:tpi-egfplip
Bub8 TPI+GFP a2 b4 Cbx Diese Arbeit
. ] (#297)
ip"[Pores tpi+egfplip
Bub8 TPI+3-GFP a2 b4 Cbx Diese Arbeit
. S (#260)
ip"[Pores tpi+3-egfplip
Bub8 TPI+5-GFP a2 b4 Cbx Diese Arbeit
ip" [Pores tpi+5-egfplip
Bub8 TPI+9-GFP a2 b4 Cbx Diese Arbeit
. . (#293)
ip" [Pores tpi+9-egfplip
Bub8 TPI+24-GFP a2 b4 Cbx Diese Arbeit
(#23)

iD"[Pores:tpi+24-egfpip’
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Bub8 mCherry-TAACTA-GFP

Bub8 mCherry-TAGCTA-GFP

Bub8 mCherry-TGACTA-GFP

Bub8 mCherry-TGACTC-GFP

Bub8 mCherry-TGACTG-GFP

Bub8 mCherry-TGACTT-GFP

Bub8 mCherry-TGACAA-GFP

Bub8 mCherry-TGACCA-GFP

Bub8 mCherry-TGACGA-GFP

Bub8 mCherry-TGAATA-GFP

Bub8 mCherry-TGAGTA-GFP

Bub8 mCherry-TGATTA-GFP

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1 (Artl)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1

(Rpel)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1
(Um05126)

a2 b4

ipR[Potef:mcherry—TAAC TA-egfp ]ips
a2 b4
ipR[Potef:mcherry—TAGCTA-egfp]ips
a2 b4

ipR[Potef:mcherry—TGA CTA-egfp]ips
a2 b4
ipR[Potef:mcherry-TGACTC—egfp]ipS
a2 b4

ipR[Potef:mcherry—TGA CTG-egfp ]ipS
a2 b4

ipR[Potef:mcherry—TGA CTT-egfp]ips
a2 b4

ipR[Patef:mcherry—TGA CAA-egfp]ipS
a2 b4

ipR[Patef:mcherry—TGA CCA-egfp ]ipS
a2 b4

ipR[Potef:mcherry—TGA CGA-egfplip’
a2 b4

ipR[ Poterzmcherry-TGAATA-egfp ]ipS
a2 b4

ipR[Patef:mcherry—TGAG TA-egfp ]ipS
a2 b4

ipR[Patef:mcherry—TGA TTA-egfp ]ipS
a2 b4 Pyezmcherry-SKL
ipR[Potef:egfp- PTS1(Art1 )]ips

a2 b4 Py.zmcherry-SKL

i0"[Poter: €afp- PTS1(Rpe1)]ip’

a2 b4 Py.zmcherry-SKL

ip"[Pores: €gfo- PTS1(Um05126)]ip®
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Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Diese Arbeit
(#168)

Diese Arbeit
(#152)

Diese Arbeit
(#46)

Diese Arbeit
(#146)

Diese Arbeit
(#271)

Diese Arbeit
(#288)

Diese Arbeit
(#272)

Diese Arbeit
(#279)

Diese Arbeit
(#276)

Diese Arbeit
(#284)

Diese Arbeit
(#287)

Diese Arbeit
(#281)

Diese Arbeit
(#205-208)

Diese Arbeit
(#209-213)

Diese Arbeit
(#302-307)



Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1
(Um12293)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1
(Um10747)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1
(Um03211)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1
(Um03655)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1
(Um04703)

Bub8 Atpal
mCherry-TGACTA-GFP

Bub8 Atpal
mCherry-TAACTA-GFP

Bub8 Ajmjd4
mCherry-TGACTA-GFP

Bub8 Ajmjd4

mCherry-TAACTA-GFP

5.1.3 Standard-Plasmide

a2 b4 P,.zmcherry-SKL

i0"[Pores: €gfo- PTS1(UM12293)]ip’

a2 b4 P,.zmcherry-SKL
i0"[Powes: €gfo- PTS1(Um10747)]ip’®
a2 b4 Py.zmcherry-SKL
ip"[Potes: €gfo- PTS1(Um03211)Jip’
a2 b4 P,.zmcherry-SKL
iD"[Poees: €gfo- PTS1(UmO03655)]ip®

a2 b4 Py.zmcherry-SKL

i0"[Pores: €gfo- PTS1(UM04703)]ip’

a2 b4 Atpal
ipR[Potef:mcherry-TGACTA—egfp Jip®
a2 b4 Atpal
ipR[Potef:mcherry-TAAC TA-egfplip’
a2 b4 Ajmjd4
ipR[Potef:mcherry-TGACTA-egfp Jip®
a2 b4 Ajmjd4

io"[ Poterzmcherry-TAACTA-egfp Jip®

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Hyg, Cbx

Diese Arbeit
(#350-352)

Diese Arbeit
(#353-355)

Diese Arbeit
(#344-346)

Diese Arbeit
(#347-349)

Diese Arbeit
(#356-359)

Diese Arbeit
(#309)

Diese Arbeit
(#310)

Diese Arbeit
(#401, 408)

Diese Arbeit
(#404, 412)

In der folgenden Tabelle sind alle Standardplasmide aufgefiihrt, die in dieser Arbeit
verwendet wurden, sowie die zugehdrigen Referenzen.

Tabelle 5.2: Ubersicht Standardplasmide.

Plasmid Resistenz Referenz

plet2.1 mit Stuffer Amp Kay Schink, pers. Mitteilung
pMF-1H Amp, Hyg (Ustilago maydis) [276]

pMF-1G Amp, Gen (Ustilago maydis) Michaela Wehr, pers. Mitteilung
pMF-2H Amp, Hyg (Ustilago maydis) [276]

pMF-2G Amp, Gen (Ustilago maydis) Michaela Wehr, pers. Mitteilung

PETEF-GFP-Ala6-MMXN
PETEF-mCherry-Ala6-MMX

pETEF-GFP-Ala6-MMXN (Gen)

PEGFP-C1
pmCherry-C1
pcDNA™3.1

Amp, Cbx (Ustilago maydis)
Amp, Cbx (Ustilago maydis)
Amp, Gen (Ustilago maydis)
Amp, Kan (Hela)
Amp, Kan (Hela)
Amp, Neo (Hela)
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Kay Schink, pers. Mitteilung
Julia Ast, pers. Mitteilung
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5.1.4 In dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Nachfolgend sind alle Plasmide dargestellt, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden.
Angegeben sind zusitzlich die Klonierungsstrategie sowie die verwendeten Oligonukleotide.
Alle Plasmide wurden vor der Verwendung sequenziert. Einige Plasmide wurden in
Zusammenarbeit mit Johannes Freitag und Kay Schink erstellt.

Tabelle 5.3: Ubersicht aller in dieser Arbeit hergestellten Plasmide. Oligonukleotide sind immer in 5 — 3°
Richtung dargestellt. Die Teile der Primer, die direkt der Amplifikation der Matrize dienen, sind in
GroRbuchstaben dargestellt, Uberhinge fiir die Klonierung in Kleinbuchstaben. Restriktionsschnittstellen
sind rot hervorgehoben.

Name Klonierungsstrategie und Primer

P.er-TPi-GFP  Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression der Triosephosphat Isomerase mit einer
C-terminalen GFP-Fusion. Dazu wurde das tpil-Gen mittels PCR amplifiziert und Uber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Ncol direkt vor den gfp-ORF in den Vektor pETEF-GFP-
Ala6-MMXN ligiert. Dabei wurden durch die Insertion des DNA-Fragments Uber die Ncol-
Schnittstelle zusétzlich die drei Nukleotide GCC direkt vor der GFP-Sequenz eingefiigt. Das
Stopcodon der Tpil wurde zu einem Tryptophan mutiert. Fiir die Transformation von
U. maydis wurde das Plasmid mit Sspl linearisiert.

Primer:
MG579 Tpi (BamHI) fwd ctgaggatccgATGGCTCGCACTTTCTTCGTCGGTG
MG688 Tpi-GFP (Ncol) rev ctgaccatggccCAAGCGTTAGCGTTGACGATATCG

Petei-TPi+GFP  Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression der Triosephosphat Isomerase. Um die
erforderliche Minimalsequenz fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons zu ermitteln, folgt
dem tpil-ORF die Sequenz fur GFP. Dazu wurde das tpil1-Gen mittels PCR amplifiziert und
Gber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Ncol direkt vor den gfp-ORF in den Vektor
pETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dabei wurden durch die Insertion des DNA-Fragments Uber
die Ncol-Schnittstelle zusatzlich die drei Nukleotide GCC direkt vor der GFP-Sequenz
eingefligt. Fur die Transformation von U. maydis wurde das Plasmid mit Sspl linearisiert.

Primer:
MG579 Tpi (BamHI) fwd ctgaggatccgATGGCTCGCACTTTCTTCGTCGGTG
MG580 Tpi+GFP (Ncol) rev ctgaccatggcTCAAGCGTTAGCGTTGACGATATCG
Petes-TPi+3 Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression der Triosephosphat Isomerase. Um die
(5)-GFP erforderliche Minimalsequenz fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons zu ermitteln, folgen

dem tpil-ORF die drei Nukleotide, welche im Genom direkt hinter dem tpil-Stopcodon
liegen, sowie die Sequenz fiir GFP. Dazu wurde das tpil-Gen mittels PCR amplifiziert und
Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Ncol direkt vor den gfp-ORF in den Vektor
pETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dabei wurden durch die Insertion des DNA-Fragments Uber
die Ncol-Schnittstelle zusatzlich die drei Nukleotide GCC direkt vor der GFP-Sequenz
eingefligt. Diese Nukleotide entsprechen allerdings auch der natirlichen Sequenz
stromabwarts des tpil-Stopcodon, wodurch insgesamt fiinf Nukleotide der 3‘-Sequenz in
diesem Konstrukt enthalten sind (Abbildung 2.1 A, Ergebnisse).

Primer:

MG579 Tpi (BamHI) fwd ctgaggatccgATGGCTCGCACTTTCTTCGTCGGTG
MG828 Tpi+1(AS)-GFP (Ncol) rev ctgaccatggcTCAAGCGTTAGCGTTGACGATATCG
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Peter-TPi+3-
GFP
Quickchange

Petef'Tpi+9'
GFP

Peter TPI+24-
GFP

Petef'
mCherry-
TAACTA-GFP

Petef'
mCherry-
TAGCTA-GFP

Petef'
mCherry-
TGACTA-GFP

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression der Triosephosphat Isomerase. Um die
erforderliche Minimalsequenz fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons zu ermitteln, folgen
dem tpil-ORF die drei Nukleotide, welche im Genom direkt hinter dem tpil-Stopcodon
liegen, sowie die Sequenz fir GFP. Dazu wurden die Nukleotide an der Position +4 und +5
des Plasmids Pgs-Tpi+3 (5)-GFP (s.0.) mit Hilfe einer Quickchange-PCR mutiert. Fur die
Transformation von U. maydis wurde das Plasmid mit Sspl linearisiert.

Primer:
MH968 Quickchange Tpi +1 fwd CTTGACTAtacATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG
TTCACCGGGGTGGTGCCCATCC
MH956 Quickchange Tpi+1 rev CACCATgtaTAGTCAAGCGTTAGCGTTGACGATATC
GACGAATTCGGGCTTGAGAGAAG

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression der Triosephosphat Isomerase. Um die
erforderliche Minimalsequenz fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons zu ermitteln, folgen
dem tpil-ORF die neun Nukleotide, welche im Genom direkt hinter dem tpil-Stopcodon
liegen, sowie die Sequenz fiir GFP. Das Fragment wurde mittels PCR amplifiziert und tber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Ncol in den Vektor pETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Flr
die Transformation von U. maydis wurde das Plasmid mit Sspl linearisiert.

Primer:
MG579 Tpi (BamHI) fwd ctgaggatccgATGGCTCGCACTTTCTTCGTCGGTG
MG581 Tpi+3 (AS)-GFP (Ncol) rev  ctgaccatggcTCAAGCGTTAGCGTTGACGATATCG

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression der Triosephosphat Isomerase. Um die
erforderliche Minimalsequenz fiir effizientes Uberlesen des Stopcodons zu ermitteln, folgen
dem tpil-ORF die 24 Nukleotide, welche im Genom direkt hinter dem tpi1-Stopcodon liegen,
sowie die Sequenz fiir GFP. Das Fragment wurde mittels PCR amplifiziert und Uber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Ncol in den Vektor pETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Fur
die Transformation von U. maydis wurde das Plasmid mit Sspl linearisiert.

Primer:
MG579 Tpi (BamHI) fwd ctgaggatccgATGGCTCGCACTTTCTTCGTCGGTG
MG582 Tpi-PTS1-GFP (Ncol) rev ctgaccatggc TCAAGCGTTAGCGTTGACGATATCG

Die folgenden Plasmide dienen der konstitutiven Expression des mCherry-gfp-
Reporterkonstrukts. Zwischen dem mCherry-ORF und dem gfp-ORF wurden jeweils ein
Stopcodon sowie drei darauf folgende Nukleotide eingefligt. Dazu wurde das gfp-Fragment
mittels PCR amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Mlul und Xbal in den Vektor
pETEF-mCherry-Ala6-MMX ligiert. Uber den forward Primer wurden das Stopcodon und drei
weitere Nukleotide N-terminal an das gfp-Fragment angefiigt. Fiir die Transformation von
U. maydis wurden die Plasmide mit Sspl linearisiert. Die gfp-Sequenz ist in dem forward
Primer grin dargestellt.

Primer:
MH51 redTsS taa +1 (Mlul) fwd ctgaacgcgtgtaaCTAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
MG773 redTS GFP (Xbal) rev gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA
Primer:
MH50 redTS tag +1 (Mlul) fwd ctgaacgcgtgtagCTAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
MG773 redTS GFP (Xbal) rev gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA
Primer:
MG818 redTS +1 (Mlul) fwd ctgaacgcgtgtgaCTAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
MG773 redTS GFP (Xbal) rev gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA
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Primer:
MH53 redTS PGK+1 (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

Primer:
MH628 redTS tga ctg (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

Primer:
MH479 redTS Rpel+1 (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

Primer:
MH629 redTS tga caa (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

Primer:
MH631 redTsS tga cca (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

Primer:
MH630 redTS tga cga (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

Primer:
MH633 redTS tga ata (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

Primer:
MH634 redTS tga gta (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

Primer:
MH632 redTsS tga tta (Mlul) fwd
MG773 redTS GFP (Xbal) rev

ctgaacgcgtgTGACTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

ctgaacgcgtgtgaCTgATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

ctgaacgcgtgTGACTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

ctgaacgcgtgtgaCaAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

ctgaacgcgtgtgaCcAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

ctgaacgcgtgtgaCgAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

ctgaacgcgtgtgaaTAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

ctgaacgcgtgtgagTAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

ctgaacgcgtgtgatTAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT
gatctctagactaCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1
von Art1 fusioniert wurde. Die Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor pETEF-
GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen MIul und Xbal
aufgeschnitten. Zur Transformation von U. maydis wurde das Plasmide mit Sspl linearisiert.

Primer:
MH320 GFP-Lac fwd

MH321 GFP-Lac rev

cgcgtgAACGGCGTCAAAGCAATCCTCGACAGTGTGTATCA
GTcACTAGCGCACGAGCGGCTGTAAt

ctagaTTACAGCCGCTCGTGCGCTAGTgACTGATACACACT
GTCGAGGATTGCTTTGACGCCGTTca
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Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1
von Rpel fusioniert wurde. Die Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor
PETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Xbal aufgeschnitten. Fir die Transformation von U. maydis wurde das Plasmide mit Sspl
linearisiert.

Primer:

MH474 GFP-Rpel fwd cgcgtgAGTATCACGCCTGCTGCCAGTGCGGTCGAGGGTAA

ATcACTTGCGAGACGGCCGGCTAAGCTTTGAt

MHA475 GFP-Rpel rev ctagaTCAAAGCTTAGCCGGCCGTCTCGCAAGTGATTTACCC

TCGACCGCACTGGCAGCAGGCGTGATACTca

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1
von Um12293 fusioniert wurde. Die Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor
pPETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Xbal aufgeschnitten. Fur die Transformation von U. maydis wurde das Plasmide mit Sspl
linearisiert.

Primer:
MH635 GFP-Pcm1 fwd cgcgtgCCACCAATCGGCCGAAAGAATAGCATGGCGTCGTT

CTGAt

MH963 GFP-Pcm1 rev neu ctagatCAGAACGACGCCATGCTATTCTTTCGGCCGATTGGT

GGca

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1
von UmO05126 fusioniert wurde. Die Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor
pETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Xbal aufgeschnitten. Fir die Transformation von U. maydis wurde das Plasmide mit Sspl
linearisiert.

Primer:
MI275 GFP-05126 fwd cgcgtgTcACTGATCCACGTTCGCGCTCTAGCACCACACTTG

TAAt

MI276 GFP-05126 rev neu ctagaTTACAAGTGTGGTGCTAGAGCGCGAACGTGGATCA

GTgAca

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1
von Um10747 fusioniert wurde. Die Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor
pPETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Xbal aufgeschnitten. Fur die Transformation von U. maydis wurde das Plasmide mit Sspl
linearisiert.

Primer:
MH646 Oli GFP-RRP43 neu fwd cgcgtgTCCAACTCTCCCAGCACACAGCACAGCAACCTCATG

TAAt

MMH647 Oli GFP-RRP43 neu rev ctagaTTACATGAGGTTGCTGTGCTGTGTGCTGGGAGAGTT

GGAca
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Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1
von Um03211 fusioniert wurde. Die Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor
PETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Xbal aufgeschnitten. Fir die Transformation von U. maydis wurde das Plasmide mit Sspl
linearisiert.
Primer:

MJ348 Oli PRQ fwd cgcgtgGGACATGCGAACATTGCAACACACTTTTGTAACG

TGTGAt

MJ349 Oli PRQ rev ctagaTCACACGTTACAAAAGTGTGTTGCAATGTTCGCAT

GTCCca

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1
von UmO03655 fusioniert wurde. Die Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor
pPETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Xbal aufgeschnitten. Fir die Transformation von U. maydis wurde das Plasmide mit Sspl
linearisiert.

Primer:
MJ352 Oli VTC fwd cgcgtgATCCGTGTCAAGCAGCACAATTACGAGTCACACCA

TTGAt

MJ353 Oli VTC rev ctagaTCAATGGTGTGACTCGTAATTGTGCTGCTTGACACG

GATca

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1
von Um04703 fusioniert wurde. Die Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor
PETEF-GFP-Ala6-MMXN ligiert. Dieser wurde zuvor mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Xbal aufgeschnitten. Fir die Transformation von U. maydis wurde das Plasmide mit Sspl
linearisiert.

Primer:
MJ350 Oli PPMM fwd cgcgtgGAGCTGTTCGACCTTGCCTCcACTCGCTGCGAGGC

ACTAGt

MJ351 Oli PPMM rev ctagaCTAGTGCCTCGCAGCGAGTgAGGCAAGGTCGAAC

AGCTCca

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von Tpal. Das tpal Gen wurde mittels PCR
amplifiziert und Gber die Restriktionsschnittstellen Smal und Xbal in den Vektor pETEF-GFP-
Ala6-MMXN ligiert. Fir die Transformation von U. maydis wurde das Plasmid mit Sspl
linearisiert.

Primer:

MI695 01849 ip-Gen fwd ctgacccgggATGTCCGCCATCGAAGTGGCCACGGC

MI1696 01849 ip-Gen rev ctgatCTAGATCATGCATCAGCGCCATCAGCGCC

Dieses Plasmid enthédlt das Deletionskonstrukt fur die Deletion des tpal-Gens. Das
Deletionskonstrukt setzt sich aus drei Fragmenten, zwei Flanken, die ca. 1000 bp umfassen
und unmittelbar stromaufwarts und stromabwarts des tpal Gens liegen, und der Hyg-
Resistenzkassette zusammen. Die drei Fragmente wurden (ber Sfil-Schnittstellen
zusammengefigt und fir die Vervielfaltigung, Lagerung und Sequenzierung blunt in den
Vektor plet2.1 kloniert. Fir die Transformation von U. maydis wurde das Deletionskonstrukt
mit Sspl wieder herausgeschnitten (Vgl. Kapitel 5.6.2).
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Primer:
MI063 um1849 ko LF fwd ctagaatattGTTTGGATACATCCAGACCAGGC

MI1064 um1849 ko LF rev ctagGGCCTGAGTGGCCATCGGTATCGATCTCACCCTCAAC(

MI065 um1849 ko RF fwd ctagGGCCATCTAGGCCCCTCCTTACTATCGTTGCCTTTTG

MI066 um1849 ko RF rev ctagAATATTTCTACGACCAGTCCAGATCATCATC

Dieses Plasmid enthalt das Deletionskonstrukt fir die Deletion des jmjd4 Gens. Das
Deletionskonstrukt setzt sich aus drei Fragmenten, zwei Flanken, die ca. 1000 bp umfassen
und unmittelbar stromaufwarts und stromabwarts des jmjd4 Gens liegen, und der Gen-
Resistenzkassette zusammen. Die drei Fragmente wurden {ber Sfil-Schnittstellen
zusammengeflgt und fiir die Vervielfaltigung, Lagerung und Sequenzierung blunt in den
Vektor plet2.1 kloniert. Fir die Transformation von U. maydis wurde das Deletionskonstrukt
mit Sspl wieder herausgeschnitten (vgl. Kapitel 5.6.2).

Primer:

MJ499 JmjC LF fwd Gen ctgaaatattGCAGGCGTCTCTGACACTGACGTGC

MJ500 JmjC LF rev Gen ctgaGGCCATCTAGGCCCTTTCTTTCGGCGCCGTCCCTCGG

MJ501 JmjC RF fwd Gen ctgaGGCCTGAGTGGCCCCAAGAGAACACAGGCGCGCTTCC

MJ502 JmjC RF rev Gen ctgaaatattCGCATTGGCTCCTTCCAAATTCACAGC

Die folgenden Plasmide dienen der konstitutiven Expression des gfp-myc-Reporterkonstrukts
in HelLa-Zellen. Zwischen dem gfp-ORF und der Sequenz fiir den Myc-Tag wurden jeweils ein
Stopcodon sowie drei darauf folgende Nukleotide -eingefligt. Dazu wurden die
Oligonukleotide, welche sowohl die Sequenz des Myc-Tags als auch das Stopcodon gefolgt
von drei definierten  Nukleotiden enthalten, hybridisiert und {ber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRl in den Vektor PEGFP-C1 ligiert. Die Sequenz des
Myc-Tags ist grau dargestellt.

Primer:
TGACTA-Myc 5’
TGACTA-Myc 3’

aattcaaaggacctaaaagacctgtgactagagcagaaactcattagcgaggaggacctgtaag
gatccttacaggtcectectegetaatgagttictgetctagtcacaggtcettttaggtectttg

Primer:
TGACTT-Myc 5’ aattcaaaggacctaaaagacctgtgacttgagcagaaactcattagegaggaggacctgtaag
TGACTT-Myc 3’ gatccttacaggtcctectegetaatgagtttctgetcaagtcacaggtcttttaggtcectttg
Primer:

TGACTC-Myc 5’
TGACTC-Myc 3’

aattcaaaggacctaaaagacctgtgactcgagcagaaactcattagecgaggaggaccigtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagttictgetcgagtcacaggtcettttaggtectttg

Primer:
TGACTG-Myc 5’
TGACTG-Myc 3’

aattcaaaggacctaaaagacctgtgactggagcagaaactcattagegaggaggaccigtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagttictgetccagtcacaggtcettttaggtectttg

Primer:
TGACCA-Myc 5’
TGACCA-Myc 3’

aattcaaaggacctaaaagacctgtgaccagagcagaaactcattagcgaggaggaccigtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagtttctgetctggtcacaggtcttttaggtectttg
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Primer:
TGACAA-Myc 5’
TGACAA-Myc 3’

Primer:
TGACGA-Myc 5’
TGACGA-Myc 3’

Primer:
TGAATA-Myc 5’
TGAATA-Myc 3’

Primer:
TGATTA-Myc 5’
TGATTA-Myc 3’

Primer:
TGAGTA-Myc 5’
TGAGTA-Myc 3’

Primer:
TAACTA-Myc 5’
TAACTA-Myc 3’

Primer:
TAGCTA-Myc 5’
TAGCTA-Myc 3’

aattcaaaggacctaaaagacctgtgacaagagcagaaactcattagcgaggaggacctgtaag
gatccttacaggtcctectecgetaatgagtttctgetettgtcacaggtcettttaggtectttg

aattcaaaggacctaaaagacctgtgacgagagcagaaactcattagcgaggaggaccigtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagtttetgetctegtcacaggtcttttaggtectttg

aattcaaaggacctaaaagacctgtgaatagagcagaaactcattagcgaggaggaccigtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagtttctgetctattcacaggtcttttaggtectttg

aattcaaaggacctaaaagacctgtgattagagcagaaactcattagcgaggaggaccigtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagtttctgetctaatcacaggtcttttaggtectttg

aattcaaaggacctaaaagacctgtgagtagagcagaaactcattagecgaggaggaccigtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagtttctgetctactcacaggtcttttaggtectttg

aattcaaaggacctaaaagacctgtAactagagcagaaactcattagegaggaggaccigtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagttictgetctagtTacaggtcttttaggtectttg

aattcaaaggacctaaaagacctgtAGcetagagcagaaactcattagegaggaggacctgtaag
gatccttacaggtcctectegetaatgagttictgetctagCTacaggtcttttaggtectttg

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B mit einem einem N-
terminalen HA-Tag. Dabei folgt dem konventionellen LDHB-Stopcodon unmittelbar die
Sequenz des Myc-Tags; es sind keine Nukleotide der LDHB 3‘-UTR enthalten. Das LDHB Gen
(Origene) wurde mittels PCR amplifiziert und lber die Restriktionsschnittstellen BamHI und
EcoRl in den Vektor pcDNATM3.1 ligiert.

Primer:
HA-LDH fwd atatggatccatgTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAGCAACTCTTAAGGAA
AAACTC

LDH+Myc rev atatgaattcttacaggtcctectecgetaatgagtttctgetctcaCAGGTCTTTTAGGTCCTTC

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B mit einem C-terminalen
Myc-Tag und einem N-terminalen HA-Tag. Dazu wurde das LDHB-Gen (Origene) mittels PCR
amplifiziert, wobei das LDHB-Stopcodon entfernt wurde. Uber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und EcoRI wurde das PCR-Produkt in den Vektor pcDNA™3.1 ligiert.

Primer:

HA-LDH fwd atatggatccatgTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAGCAACTCTTAAGGAA
AAACTC

LDH-Myc rev atatgaattcttacaggtcctectcgetaatgagtttctgctcCAGGTCTTTTAGGTCCTTCTG
G

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B mit einem N-terminalen HA-
Tag. Dem LDHB-Stopcodon folgen unmittelbar drei Nukleotide der LDHB 3‘-UTR und die
Sequenz des Myc-Tags. Das LDHB-Gen (Origene) wurde mittels PCR amplifiziert und Gber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRl in den Vektor pcDNATM3.1 ligiert.
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Primer:

HA-LDH fwd atatggatccatgTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAGCAACTCTTAAGGAA
AAACTC

LDH+TGACTA- atatgaattcttacaggtcctectcgetaatgagtttctgetctagTCACAGGTCTTTTAGGTCC

Myc rev

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B mit einem N-terminalen HA-
Tag. Dem LDHB-Stopcodon folgen unmittelbar 18 Nukleotide der LDHB 3‘-UTR und die
Sequenz des Myc-Tags. Das LDHB-Gen (Origene) wurde mittels PCR amplifiziert und Gber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRl in den Vektor pcDNA™'3.1 ligiert.

Primer:
HA-LDH fwd atatggatccatgTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAGCAACTCTTAAGGAA
AAACTC
LDH-TGA-18-Myc  atatgaattcttacaggtcctcctcgctaatgagtttctgetccagectagagctcactagtcaCAGG
rev TCTTTTAGGTCCTTC

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B mit einem N-terminalen HA-
Tag. Das LDHB-Stopcodon wurde zu einem TAA-Stopcodon mutiert. Diesem folgen
unmittelbar drei Nukleotide der LDHB 3‘-UTR und die Sequenz des Myc-Tags. Das LDHB-Gen
(Origene) wurde mittels PCR amplifiziert und tiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und
EcoRl in den Vektor pcDNATMS.l ligiert.

Primer:

HA-LDH fwd atatggatccatgTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAGCAACTCTTAAGGAA
AAACTC

LDH-TAACTA-Myc  atatgaattcttacaggtcctcctcgctaatgagttictgetctagttACAGGTCTTTTAGGTCC

rev

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B mit einem N-terminalen HA-
Tag. Das LDHB-Stopcodon wurde zu einem TAG-Stopcodon mutiert. Diesem folgen
unmittelbar drei Nukleotide der LDHB 3‘-UTR und die Sequenz des Myc-Tags. Das LDHB-Gen
(Origene) wurde mittels PCR amplifiziert und ber die Restriktionsschnittstellen BamHI und
EcoRl in den Vektor pcDNATM3.1 ligiert.

Primer:

HA-LDH fwd atatggatccatgTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAGCAACTCTTAAGGAA
AAACTC

LDH-TAGCTA-Myc atatgaattcttacaggtcctcctcgctaatgagttictgetctagctACAGGTCTTTTAGGTCC

rev

Dieses Plasmid dient der Expression des peroxisomalen Markerproteins mCherry-SKL. Die
Oligonukleotide wurden hybridisiert und in den Vektor pmCherry-C1 ligiert. Dieser wurde
zuvor mit den Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI aufgeschnitten.

Primer:
mCherry-SKL 5 GATCCTTACAGCTTGGATAGAG
mCherry-SKL 3 AATTCTCTATCCAAGCTGTAAG

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B, die an den C-Terminus von
GFP fusioniert wurde. Dazu wurde das LDHB-Gen (Origene) mittels PCR amplifiziert und tber
die Restriktionsschnittstellen EcoRl und BamHI in den Vektor pEGFP-C1 ligiert. In diesem
Plasmid sind keine Bereiche der LDHB 3‘-UTR enthalten.

89



pGFP-
LDHB,.,

pGFP-
LDHB,y,

pGFP-MDH

pGFP-
MDH1,,,

pGFP-
MDH1,,,

Primer:
GFP-LDH fwd atatgaattccATGGCAACTCTTAAGGAAAAACTC
LDH rev atatggatccTCACAGGTCTTTTAGGTCCTTC

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B, die an den C-Terminus von
GFP fusioniert wurde. Dazu wurde das LDHB-Gen (Origene) mittels PCR amplifiziert. Dieses
Konstrukt enthalt neben dem LDHB-ORF die Sequenz des PTS1-Motivs, das in der 3-UTR
codiert liegt. Zudem wurde das LDHB-Stopcodon zu Tryptophan (TGG) mutiert. Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRl und BamHI wurde das Konstrukt in den Vektor pEGFP-C1
ligiert.

Primer:
GFP-LDH fwd atatgaattccATGGCAACTCTTAAGGAAAAACTC
LDH+PTS1 rev atatggatccctacagcectagagctcactagtcacaggtcttttagg

Dieses Plasmid dient der Expression der Laktatdehydrogenase B, die an den C-Terminus von
GFP fusioniert wurde. Dazu wurde das LDHB-Gen (Origene) mittels PCR amplifiziert. Dieses
Konstrukt enthalt neben dem LDHB-ORF, inklusive des konventionellen Stopcodons, die
Sequenz des PTS1-Motivs, das in der 3-UTR codiert liegt. Uber die Restriktionsschnittstellen
EcoRI und BamHI wurde das Konstrukt in den Vektor pEGFP-C1 ligiert.

Primer:
GFP-LDH fwd atatgaattccATGGCAACTCTTAAGGAAAAACTC
LDH- PTS1 rev atatggatccctacagcctagagctcactageccacaggtcttttagg

Dieses Plasmid dient der Expression der Malatdehydrogenase 1, die an den C-Terminus von
GFP fusioniert wurde. Dazu wurde das MDH1-Gen (Origene) mittels PCR amplifiziert und
Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRl und BamHI in den Vektor pEGFP-C1 ligiert. In
diesem Plasmid sind keine Bereiche der MDH1 3‘-UTR enthalten.

Primer:
GFP-MDH fwd atatgaattccatgtctgaaccaatcagagtcc
MDH rev atatggatcctcaggcagaggaaagaaattcaaaagc

Dieses Plasmid dient der Expression der Malatdehydrogenase 1, die an den C-Terminus von
GFP fusioniert wurde. Dazu wurde das LDHB-Gen (Origene) mittels PCR amplifiziert. Dieses
Konstrukt enthalt neben dem MDH1-ORF die Sequenz des PTS1-Motivs, das in der 3‘-UTR
codiert liegt. Zudem wurde das MDH1-Stopcodon zu Tryptophan (TGG) mutiert. Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRl und BamHI wurde das Konstrukt in den Vektor pEGFP-C1
ligiert.

Primer:
GFP-MDH fwd atatgaattccATGTCTGAACCAATCAGAGTCC
MDH+PTS1 rev atatggatcctcaaagacgacatttagattcttcagcetttgaagcatttagtaacatcattgtctagCe

aggcagaggaaagaaattc

Dieses Plasmid dient der Expression der Malatdehydrogenase 1, die an den C-Terminus von
GFP fusioniert wurde. Dazu wurde das MDH1-Gen (Origene) mittels PCR amplifiziert. Dieses
Konstrukt enthédlt neben dem MDHI-ORF, inklusive des konventionellen Stopcodons, die
Sequenz des PTS1-Motivs, das in der 3-UTR codiert liegt. Uber die Restriktionsschnittstellen
EcoRI und BamHI wurde das Konstrukt in den Vektor pEGFP-C1 ligiert.
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pGFP-PTS1
(MDH1)

pGFP-PTS1
(LDHB)

Primer:

GFP-MDH fwd atatgaattccATGTCTGAACCAATCAGAGTCC
MDH- PTS1 rev atatggatcctcaaagacgacatttagattcttcagctttgaagcatttagtaacatcattgtctagTc
aggcagaggaaagaaattc

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1-
Motiv, das in der 3-UTR des MDH1-Gens codiert liegt, fusioniert wurde. Die Oligonukleotide
wurden hybridisiert und in den Vektor pEGFP-C1 ligiert. Dieser wurde zuvor mit den
Restriktionsenzymen EcoRIl und BamHI aufgeschnitten.

Primer:
PTS-MDH fwd aattctaaatgcttcaaagctgaagaatctaaatgtcgtctttgag
PTS-MDH rev gatcctcaaagacgacatttagattcttcagctttgaagcatttag

Dieses Plasmid dient der konstitutiven Expression von GFP, an dessen C-Terminus das PTS1-
Motiv, das in der 3-UTR des LDHB-Gens codiert liegt, fusioniert wurde. Die Oligonukleotide
wurden hybridisiert und in den Vektor pEGFP-C1 ligiert. Dieser wurde zuvor mit den
Restriktionsenzymen EcoRIl und BamHI aufgeschnitten.

Primer:
PTS-LDH fwd aattctgacctaaaagacctgtggctagtgagcetctaggcetgtagg
PTS-LDH rev gatccctacagcctagagctcactagccacaggtcttttaggtcag
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5.2 Allgemeine Materialien mit Bezugsquellen

5.2.1 Chemikalien

In dieser Arbeit wurden vorwiegend Chemikalien von der Qualitit p.a. der Firmen Roth
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Miinchen) und Difco (Augsburg) verwendet.

5.2.2 Puffer und Lésungen

Standardlosungen und —puffer wurden nach Ausubel et al. [278] oder Sambrook et al. [279]
hergestellt. Andere Puffer und Losungen sind im Folgenden bei der jeweiligen Methode
aufgefiihrt. Losungen und Puffer wurden bei Bedarf entweder autoklaviert (20 min, 121 °C)
oder steril filtriert (Porengrofe: 0,2 pm).

5.3 Kultivierung von Mikroorganismen und Hela-Zellen

5.3.1 Kultivierung von E. coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte in dYT-Medium bei 37 °C unter aeroben Bedingungen. Bei
Bedarf wurde das Medium mit 100 pg/ml Ampicillin, 20 pg/ml Gentamicin oder 30 pg/ml
Kanamycin versetzt. Fiir die Kultivierung von E.coli auf Festmedium wurde dYT-Agar
verwendet, welcher ebenfalls bei Bedarf mit Antibiotika (100 ug/ml Ampicillin, 20 pg/ml
Gentamicin oder 30 pg/ml Kanamycin) versetzt wurde.

dYT-Medium

1,6 % (w/v) Trypton-Pepton

1 % (w/v) Hefeextrakt

0,5 % (w/v) NaCl

in HyOpq,

(Festmedium: 2 % (w/v) Bactoagar)

5.3.2 Kultivierung von U. maydis unter Standardbedingungen

Fliissigkulturen von U. maydis wurden in YEPS- bzw. YEPSj;sn-Medium kultiviert und dafiir
bei 28 °C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Fiir die Analyse des FEinflusses von
Aminoglykosiden auf die Terminationseffizienz wurde das YEPSjgn-Medium mit 10 pg/ml,
20 pg/ml oder 40 pg/ml G418 versetzt. Zellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden in
YEPS- bzw. YEPSjn-Medium angezogen und vor der Mikroskopie mit YNB-Medium
gewaschen und anschlieBend auch in YNB-Medium aufgenommen. Fiir die Kultivierung auf
Festmedium wurden PD-Agarplatten verwendet. Bei Bedarf wurde diesen Platten Carboxin,
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Hygromycin oder Gentamicin fiir die Selektion positiver Transformanden zugegeben. Fiir die
Langzeitlagerung wurden Kulturen mit einer optischen Dichte (ODgp) von 1,0 1:1 mit NSY-
Glycerin-Medium gemischt und bei -80°C eingefroren. Die optische Dichte von Kulturen
wurde photometrisch bei einer Wellenlinge von 600 nm (ODggo) bestimmt. Als Referenz
diente hierfiir Kulturmedium. Kulturen mit einer ODyg tiber 1,0 wurden mit Referenzmedium
verdiinnt, um einen linearen Zusammenhang von OD und Zellzahl sicherzustellen.

YEPS-Medium

1 % (w/v) Hefeextrakt
2 % (w/v) Pepton

2 % (w/v) Saccharose
in HyOpiq.

YNB-Medium

0,17 % (w/v) Yeast Nitrogen Base w/o amino acids

0,2 % (w/v) Ammoniumsulfat

(Optional Kohlenstoffquelle: 2,0 % (w/v) Saccharose / 2,0 % Glucose
in H,Oy;q; pH=5,6

PD-Festmedium

2,4 % (w/v) Potato Dextrose Broth
2 % (w/v) Bactoagar

in HyOyq,

NSY-Glycerin

0,8 % (w/v) Nutrient Broth
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Saccharose
69,6 % (v/v) Glycerin

in HyOpiq,

5.3.3 Kultivierung von U. maydis unter definierten Sauerstoffbedingungen

Fir die Kultivierung von U. maydis unter definierten Sauerstoffbedingungen wurde das
DASGIP®-Multifermentationssystem (Eppendorf) verwendet. Die Zellen wurden in YEPS gn-
Medium bei 28 °C in einem Volumen von 700 ml inkubiert. Pro Inkubator wurden zwei
Rushtone Impeller mit 450 rpm eingesetzt. Vor der Kalibrierung der DO Sonde wurde diese
tber Nacht in YEPSjien-Medium dquilibriert. Fiir die Kalibrierung der DO Sonde wurde das
Medium mit Druckluft (offser) bzw. mit Stickstoff (slope) gesittigt. Die Begasung erfolgte
mit einem Gemisch aus Druckluft und Stickstoff bei einer FluBrate von 10 sL/h. Fiir die
Analyse der Terminationseffizienz unter definierten Sauerstoffbedingungen erfolgt die
Entnahme der Zellen fiir die Proteinpridparation eines U. maydis-Stammes jeweils aus
demselben Inkubator. Dazu wurde der Sauerstoffgehalt auf 16,8 % eingestellt und die Zellen
bis zu einer OD von 1,0 angezogen. Bei einer OD von 1,0 wurden 50 ml der Kultur
entnommen, abzentrifugiert (10 min, 3.500 rpm) und die Proteinisolation entsprechend
Kapitel 5.7.1 durchgefiihrt. Die verbleibende Kultur im Inkubator wurde anschlieBend mit
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YEPSjigh-Medium auf eine OD von 0,5 verdiinnt und der Sauerstoffgehalt auf 10,5 %
eingestellt und inkubiert. Bei einer OD von 1,0 wurden erneut 50 ml Kultur entnommen,
abzentrifugiert (10 min, 3.500 rpm) und die Proteinisolation entsprechend Kapitel 5.7.1

durchgefithrt. Dieser Vorgang wurde mit einem Sauerstoffgehalt von 2,1 % und 0,4 %
wiederholt (Abbildung 5.1).

ult
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Abbildung 5.1: Ubersicht der Gewinnung von U. maydis-Proben fiir die Analyse der Terminationseffizienz
unter definierten Sauerstoffbedingungen. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei einer Temperatur von 28 °C
(gelb, T). Die Kultur wurde jeweils zu einer OD von 1,0 angezogen (braun, default). Bei einer OD von 1,0
wurden Zellen flr die Proteinpradparation entnommen, die Kultur auf eine OD von 0,5 verdinnt und die
Sauerstoffbedingungen angepasst. Dazu wurden ein Sauerstoffgehalt von 16,8 % (80 % Druckluft), 10,5 %
(50 % Druckluft), 2,1 % (10 % Druckluft) und 0,4 % (2 % Druckluft) eingestellt (grtin, DO). Der pH-Wert wurde
durchgehend gemessen und lag bei ungefahr 6,75 (rot, pH).

5.3.4 Kultivierung von Hela-Zellen

HeLa-Zellen wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco®/Life
Technologies) bei 37°C und 5 % CO; in T-175 Zellkulturflaschen (Sarstedt, Niimbrecht)
kultiviert. Das Medium wurde immer mit 10 % FBS (fetal bovine serum, Gibco®/Life
Technologies) und 1% Antibiotika (10.000 units/ml Penicillin und 10.000 pg/ml
Streptomycin, Gibco®/Life Technologies) versetzt. Bei einer Konfluenz von ca. 70 % wurden
die Zellen gesplittet. Dazu wurden das Medium abgenommen und die Zellen mit 40 ml PBS-
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde 1 ml TE (Trypsin/EDTA Solution, Gibco®/Life
Technologies) auf die Zellen gegeben und fiir 1-2 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden
die Zellen in frischem DMEM gelost und in einer 1:10 Verdiinnung in eine neue
Zellkulturflasche tberfiihrt. Fiir die Transfektion wurden HeLa-Zellen in 6-well Platten
(Sarstedt, Niimbrecht) angezogen. Dazu wurde, nach dem Losen der mit Trypsin behandelten
Zellen in frischem DMEM, die Zellzahl mit einer THOMA-Zidhlkammer bestimmt. Pro well
wurden ungefihr 0,65 x 10° Zellen in einem Volumen von 4 ml ausgesit. Die Transfektion
erfolgte zwei Tage spiter (Vgl. Kapitel 5.6.5).
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5.4 Molekularbiologische Techniken

5.4.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolation der Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach einer modifizierten Variante der
Alkalischen Lyse [280]. Dazu wurde E. coli iiber Nacht in 3 ml dYT-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum bei 37 °C angezogen. Diese Kultur wurde zentrifugiert (1 min,
13.000 rpm) und der Uberstand verworfen. Das Zellsediment wurde in 100 ul Losung A
resuspendiert. AnschlieBend wurden 200 pul Losung B zugegeben und durch Invertieren des
ReaktionsgefidBes vermischt. Sobald sich ein klares Lysat bildete, wurden 150 pul Losung C
zur Neutralisation zugegeben. Nach Zentrifugation (10 min, 13.000 rpm) wurde der klare
Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Durch Zugabe von 400 pl Isopropanol und
Zentrifugation (15 min, 13.000 rpm) wurde die Plasmid-DNA gefillt und pelletiert. Dieses
Pellet wurde mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(5 min, 13.000 rpm) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet bei 60 °C getrocknet.
Anschlieen wurde das Pellet in 100 ul TE+RNaseA gelost.

Alternativ wurden die Plasmide mit Hilfe des ZR Plasmid MiniprepTM—Classic Kits von Zymo
Research (Freiburg) aus E. coli isoliert.

Plasmide fiir die Transfektion der HeLa-Zellen wurden mit Hilfe des GenElute™ HP Plasmid
Midiprep Kits (Sigma-Aldrich) entsprechend der Herstellerangaben aus E. coli isoliert.

Die Langzeitlagerung isolierter Plasmide erfolgte bei -20°C.

Losung A

50 mM Glucose

25 mM Tris/HCl-Puffer pH 8,0
10 mM Na,-EDETA

100 pg/ml RNaseA

Losung B
200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS

Lésung C
3 M Kaliumacetat pH 4,8
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5.4.2 Praparation von genomischer DNA aus U. maydis

Die Isolation genomischer DNA aus U. maydis erfolgte mit Hilfe eines modifizierten
Protokolls nach Hoffman & Winston [281]. Dazu wurde U. maydis iiber Nacht in 3 ml YEPS-
IYEPSjign-Medium bei 30 °C  angezogen. Diese Ubernachtkultur wurde in 2 ml
ReaktionsgefidBBen (Sarstedt, Niimbrecht) zentrifugiert (1 min, 13.000 rpm) und der Uberstand
verworfen. Das Zellsediment wurde in 500 pul Lysis-Puffer resuspendiert und mit 0,3 g
Glasperlen und 500 ul Phenol/Chloroform (Roth) versetzt. Nach 15 miniitigem Schiitteln auf
einem Vibrax-VXR Schiittler (IKA, Staufen) wurde dieser Ansatz zentrifugiert (20 min,
13.000 rpm). 400 ul der oberen klaren Phase wurden in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt,
mit 400 pl Isopropanol vermischt und zentrifugiert (15 min, 13.000 rpm). Der Niederschlag
wurde mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Nach vollstindiger Entfernung des Ethanols wurde
das Pellet bei 60 °C getrocknet und anschlieBend in 50-100 ul TE+RNaseA gelost. Die
Langzeitlagerung der priparierten DNA erfolgte bei -20 °C.

Lysis-Puffer

10 mM Tris/HCI pH=8,0
100 mM NaCl

1 mM EDTA

1 % (w/v) SDS

2 % (w/v) Triton X-100

Phenol/Chloroform
50 % (v/v) Phenol
50 % (v/v) Chloroform

5.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Reaktionen [282-284] zur Amplifikation spezifischer doppelstrangiger DNA-Fragmente
wurden mit Hilfe eines TPersonal Thermocyclers (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Die
PCR-Reaktion begannen mit der initialen Denaturierung, bei welcher die doppelstrangige
DNA in Einzelstringe tberfithrt wird. Diesem Schritt folgten 34 Zyklen bestehend aus
Denaturierung, Annealing und Elongation. AbschlieBend wurde eine finale Elongation
durchgefiihrt. Die Elongationszeit wihrend der Replikationszyklen wurde in Abhédngigkeit
von der Linge der zu amplifizierenden DNA-Fragmente und der Geschwindigkeit der
verwendeten Polymerase gewdhlt. In der Regel wurde fiir PCR-Reaktionen die Phusion
Polymerase (~2000 bp/min, eigene Herstellung) verwendet. Fiir die Amplifikation von
langeren (> 3000 bp) DNA-Fragmenten wurde die KOD Xtreme™ Polymerase (1000 bp/min,
Novagen®) verwendet. Die Temperatur wihrend dem Annealing, der Primer-Anlagerung an
die einzelstringige DNA, war abhingig von der Nukleotid-Zusammensetzung der
Oligonukleotidprimer.
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Phusion Polymerase

zwischen 1 ng und 300 ng Matrizen-DNA

250 pM dNTPs (1:1:1:1 Verhéltnis)

1 uM Oligonukleotid fwd

1 uM Oligonukleotid rev

1 x konzentrierter GC-Puffer/ HF-Puffer (NEB)

1 U Phusion Polymerase

0-5 u1 DMSO

Gesamtvolumen: 50 pl

Programm: 98°C/1 min — (98°C/30 s — 50-72°C/15 s — 72°C/X min) x 34 — 72°C/5 min

KOD Polymerase

zwischen 1 ng und 300 ng Matrizen-DNA

250 uM dNTPs (1:1:1:1 Verhéltnis)

1 pM Oligonukleotid fwd

1 uM Oligonukleotid rev

1 x konzentrierter KOD Puffer (Novagen®)

1 U KOD Xtreme™ DNA Polymerase (Novagen®)

Gesamtvolumen: 50 pl

Programm: 98°C/2 min — (98°C/30 s — 50-72°C/15 s — 68°C/x min) * 34 — 68°C/5 min

5.4.4 Restriktion und Dephosphorylierung von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte durch Restriktionsendonukleasen sowie den
entsprechenden Puffersystemen der Firmen New England Biolabs (NEB) und Fermentas.
Pufferkonzentration, Inkubationstemperatur und Enzymkonzentration wurden nach
Herstellerangaben gewidhlt. Auch bei Ansdtzen mit zwei Enzymen wurde auf die
Kombinationsempfehlungen der Hersteller zuriickgegriffen.

5.4.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten und Bestimmung der DNA-Konzentration mittels
Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von Agarosegelen [285]. Dazu
wurde Agarose (0,8-1,2 %) durch aufkochen in TAE-Puffer gelost und bei einer Temperatur
von 60 °C mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) versetzt. Als Laufpuffer wurde ebenfalls TAE-
Puffer verwendet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 120 Volt oder bei Gelen
fiir einen Southern Bot bei 90 Volt. Als GroBenstandard diente der Generuler ™ DNA-Ladder-
Mix (Fermentas). Fiir eine Konzentrationsbestimmung wurden definierte Mengen A-DNA
aufgetragen um einen Abgleich mit der DNA-Probe zu ermoglichen. Durch die Anregung mit
UV-Licht werden die DNA-Fragmente durch das interkalierte Ethidiumbromid sichtbar. Dazu
diente der Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad).
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50x TAE-Puffer

2 M Tris-Base

2 M Acetat

50 mM Na,-EDETA

10x DNA-Auftragspuffer
0,2 % (w/v) Orange G

50 % (w/v) Saccharose

1 mM Na,-EDETA

5.4.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die kovalente Verkniipfung von DNA-Fragmenten wurde durch das Enzym T4-DNA-Ligase
(Roche) durchgefiihrt. Die Insertion eines DNA-Fragments in einen Vektor erfolgte mit einem
fiinffachen Uberschuss des DNA-Fragments und wurde in einem Endvolumen von 20 pl
durchgefiihrt. Bei der 3-Fragment-Ligation wurden fiir alle Fragmente gleiche
Molekiilmengen eingesetzt. Ligationsreaktionen wurden entweder 1 Stunde bei
Raumtemperatur (RT) oder iiber Nacht bei 18 °C inkubiert.

5.4.7 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmiden wurden von der Firma Eurofins MWG Operon
durchgefithrt. Dazu wurden 50-100 ng/ul Plasmid-DNA mit 2 ul des Sequenzierprimers
(10 pmol/ul) in einem Gesamtvolumen von 17 pl versetzt.

5.4.8 Transfer und Detektion von DNA-Fragmenten auf Membranen (Southern Blot)

Die Detektion von spezifischen DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der Southern Blotting
Methode [286]. Dabei erfolgt zunidchst der Transfer von elektrophoretisch aufgetrennten
DNA-Fragmenten in einem Agarosegel auf eine Nylonmembran. AnschlieBend konnen
spezifische DNA-Fragmente durch Hybridisierung mit einer entsprechenden Sonde, die
radioaktiv markiert wurde, nachgewiesen werden. Southern Blots wurden zum einen
durchgefiihrt, um Deletionsmutanten zu verifizieren und zum anderen um die Integrationszahl
bei der Insertion eines Gens am ip-Lokus zu bestimmen. In beiden Fillen wurde die
chromosomale DNA aus den zu iiberpriifenden U. maydis-Stimmen isoliert, mit einem
geeigneten Restriktionsenzym geschnitten und elektrophoretisch aufgetrennt. Das Agarosegel
wurde dann zur Depurinierung 15 min in 0,25 M HCI bei RT inkubiert und anschlieBend fiir
20 min in 0,4 M NaOH bei RT. Zur Ubertragung der DNA auf die Nylonmembran (Hybond-
N*, Amersham Pharmacia) iiber Kapillarkrifte wurde mit Hilfe von Whatman-Papier und
Papierhandtiichern ein Sog aus einem Tank mit 0,4 M NaOH erzeugt. Das Agarosegel sowie
die Nylonmembran wurden dazu in Whatman-Papier eingebettet und der gesamte Aufbau mit
einem Gewicht beschwert. Der Transfer erfolgte iiber Nacht bei RT. Nach dem Blotten wurde
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die Membran getrocknet und die DNA durch UV-Bestrahlung (254 nm, 1200 mJ/cm?) im
Stratalinker 2400 (Stratagene) fixiert. Die auf der Nylonmembran fixierte DNA wurde mit
einer radioaktiven Sonde hybridisiert [287]. Fiir die Herstellung der Sonde wurden geeignete
DNA-Fragmente mit Hilfe des Megaprime Labeling System Kits (Amersham Biosciences,
Braunschweig) oder dem DecalLabel DNA Labeling Kit (Thermo Scientific) nach
Herstellerangaben mit 0->*P-dCTP (Hartmann Analytic, Braunscheig) radioaktiv markiert und
anschlieBend 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach 20 miniitiger Inkubation der Nylonmebran bei
60 °C in ~20 ml Southern-Hybridisierungspuffer wurde die denaturierte Sonde hinzugegeben
(Endkonzentration ~10° cpm/ml). Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 60 °C.
AnschlieBend wurde die Sonde abgenommen und die Nylonmembran zwei Mal mit ~20 ml
Southern-Waschpuffer jeweils 20 min bei 60 °C gewaschen. Zur Detektion der Signale wurde
die getrocknete Membran in Folie eingeschweifit und 2-24 Stunden in einer Phosphoimager-
Kassette (GE-Healthcare) exponiert, welche anschlieBend mit Hilfe eines Phosphoimagers
(Storm860, Amersham) ausgelesen wurde.

Hybridisierungspuffer
7 % (w/v) SDS
500 mM Natriumphosphat Puffer pH 7,0

Southern-Waschpuffer
1 % (w/v) SDS
500 mM Natriumphosphat Puffer pH 7,0

5.5 Genetische Methoden

5.5.1 Integration von Konstrukten in den genomischen ip-Lokus von U. maydis

Die gezielte Integration von Konstrukten in das Genom von U. maydis erfolgt in der Regel am
ip-Lokus. Dieser codiert fiir die Eisen-Schwefel-Untereinheit der Sukzinat Dehydrogenase
(Sdhl; umlili72). Ein Aminosiureaustausch von Histidin zu Leucin an Position 257 dieser
Sukzinat Dehydrogenase fiihrt zur Ausprigung einer Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum
Carboxin [288]. Spezielle Vektoren tragen dieses Resistenz vermittelnde Allel des sdhl Gens.
Diese Vektoren besitzen sogenannte multiple cloning sites (MCS), welche eine
unkomplizierte Integration des gewiinschten Gens in den Vektor ermdoglichen. Auflerdem
verfiigen diese Vektoren iiber eine Sspl-Schnittstelle in dem ip-Allel. Mit Hilfe dieser
Schnittstelle kann der Vektor linearisiert werden und nach Transformation in U. maydis durch
ortsspezifische, homologe Rekombination in den genomischen ip-Lokus integrieren. Durch
diese Integration des Vektors wird der ip-Lokus verdoppelt. Weiterhin besteht die
Moglichkeit, dass der Vektor mehrfach hintereinander in den ip-Lokus integriert wird.
Deshalb wurde fiir alle Transformanden die Integrationshidufigkeit mittel Southern Blot
Analyse ermittelt.
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5.5.2 Deletion von Bereichen des Genoms von U. maydis

Die Deletion von Genen erfolgte mit Hilfe des hoch effizienten Rekombinationssystems von
U. maydis. Dazu wurden die Regionen, welche den zu deletierenden Bereich bzw. das zu
deletierende Gen flankieren, mittels PCR amplifiziert. Dabei wurden mit Hilfe der Primer
zwel Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme eingefiihrt. Dadurch erhalten beide Flanken eine
Sfi-Schnittstelle an dem Ende, welches an den zu deletierenden Bereich grenzt. An das andere
Ende der Flanken wurde eine Sspl-Schnittstelle eingefiigt. Die rechte und linke Flanke
umfassen jeweils ungefdhr 1000 bp. Zwischen die beiden Flanken wurde iiber die Sfi-
Schnittstelle eine Antibiotika-Resistenzkassette ligiert. Durch Ligation dieses Fragments in
den Suizidvektor (pJet2.1) konnte das Fragment in E. coli transformiert und dadurch vermehrt
werden. Nach dieser Anreicherung des Plasmids wurde das Fragment, bestehend aus der
Resistenzkassette sowie der rechten und linken Flanke, mit Sspl aus dem Suizidvektor
ausgeschnitten. Nach der Transformation von U. maydis mit diesem Fragment erfolgt durch
homologe Rekombination ein Austausch des zu deletierenden Bereichs gegen die
Resistenzkassette. Eine erfolgreiche Deletion wird durch die neu vermittelte Antibiotika
Resistenz angezeigt.

5.5.3 Transformation von E. coli

Fiir die Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA wurden chemisch kompetente Zellen
des Stamms Topl0 verwendet. Fiir die Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurde die
Kalzium-Mangan-Methode nach Hanahan er al. [289] verwendet. Hierzu wurden die Top10
Zellen bis zu einer ODssp von 0,3 in SOB-Fliissigmedium ohne Magnesium angezogen, dann
fir 10 min in Eiswasser gekiihlt und durch Zentrifugation (15 min, 3.200 rpm) geerntet. Das
Zellpellet wurde in 1/3 Volumen eiskaltem CCMBS80-Puffer resuspendiert und anschlieend
20 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (15 min, 3.200 rpm)
wurden die Zellen in 1/12 Volumen CCMBS80-Puffer resuspendiert und in Aliquots von
100 pl bei -80 °C eingefroren.

SOB-Fliissigmedium ohne Magnesium
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

2 % (w/v) Trypton/Pepton

10 mM NaCl

2,5 mM KCl

in HyOpiq.

CCMBS80-Puffer

10 mM KOAc pH 7,0
80 mM CaCl, - 2 H,O
20 mM MnCl, - 4 H,O
10 mM MgCl, - 6 H,O
10 % (v/v) Glycerin
in H,Oyiq;pH 6,4
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Fir die Transformation wurden 1-10 pl Plasmid-DNA/Ligationsansatz mit 100 pl
kompetenter Zellen gemischt, 15 min auf Eis inkubiert und dann fiir 1 min bei 42 °C
aufgewidrmt. Erfolgte die Selektion positiver Transformanden mit Hilfe von Ampicillin
wurden die Zellen anschlieBend direkt auf dYT-Festmedium + Amp ausplattiert. Bei der
Selektion mit Kanamycin wurden die Zellen nach dem 42 °C Hitzeschock mit 800 pl
Antibiotika-freiem dYT-Fliissigmedium versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf dYT-Festmedium + Kan ausplattiert. Die
Selektionsplatten wurden bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

5.5.4 Transformation von U. maydis

Fiir die Transformation von U. maydis wurden aus einer Kultur mit einer ODg¢yy zwischen 0,5
und 1,0 und einem Volumen von 50 ml U. maydis Protoplasten hergestellt. Dazu wurden die
Zellen 10 min bei 3.500 rpm pelletiert und mit 25 ml SCS-Losung gewaschen. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 3.500 rpm) wurden die Zellen in 3 ml SCS mit
20 mg/ml Trichoderma harzianum Lysing Enzymes (Sigma-Aldrich) aufgenommen und bei
RT inkubiert. Der Fortschritt der Protoplastierung der Zellen wurde mikroskopisch verfolgt.
Bei einem Anteil von 70 % protoplastierter Zellen wurde die Reaktion durch Zugabe von
10 ml eiskalter SCS-Losung gestoppt. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (10 min,
2.300 rpm, 4 °C) und zweimal mit 10 ml eiskalter SCS-Losung gewaschen, danach mit 10 ml
eiskalter STC-Losung gewaschen. AbschlieBend wurden die Zellen in 300 ul eiskalter STC-
Losung aufgenommen und in Aliquots von 50 ul bei -80 °C eingefroren.

SCS-Losung
10 M Sorbitol
in 20 mM Na-Citrat; pH 5,8;

STC-Losung

100 mM CaCl,

1 M Sorbitol

in 10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Fiir die Transformation wurden 50 ul der Protoplastensuspension mit 500 ng linearisierter
DNA versetzt und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 500 pl
STC/PEG vermischt, fiir weitere 15 min auf FEis inkubiert und dann vorsichtig auf
Regenerationsagar ausplattiert. Der Regenerationsagar setzte sich aus zwei Schichten a 10 ml
zusammen. Dabei enthielt die untere Schicht das zur Selektion bendtigte Antibiotikum in
zweifacher Konzentration (Hygromycin: 400 pug/ml, Carboxin: 4 pg/ml, Geneticin:
800 pg/ml), wihrend die obere Schicht frei von Selektionsfaktoren war. Durch Diffusion des
Antibiotikums von der unteren in die obere Agarschicht entsteht die einfache Antibiotika-
Konzentration in beiden Agarschichten. Die Diffusion des Antibiotikums bietet den
transformierten Zellen eine Regenerationszeit zur Ausbildung der Resistenz. Die Platten
wurden fiir drei bis sieben Tage bei 30 °C inkubiert.

101



STC/PEG-Lésung
40 % PEG
in STC-Losung

Regenerations-Agar
1 M Sorbitol

1,5 % (w/v) Bactoagar
in YEPS

5.5.5 Transfektion von Hela-Zellen

Die Transfektion von HeLa-Zellen erfolgte mit Hilfe von Lipofectamine® 2000 Reagent
(Invitrogen/Life Technologies) entsprechend der Herstellerangaben. Pro well einer 6-well
Platte wurden 2500ng Plasmid-DNA und 5 pul Lipofectamine® eingesetzt. Das
Lipofectamine® wurde mit OPTI-MEM® (Gibco®/Life Technologies) verdiinnt und 5 min bei
RT inkubiert. Danach wurde das verdiinnte Lipofectamine® mit dem gleichen Volumen einer
DNA-OPTI-MEM®-Verdiinnung versetzt, 20 min bei RT inkubiert und auf die HeLa-Zellen
gegeben. Diese wurden anschlieBend bei 37°C und 5 % CO,; inkubiert. Die Prédparation der
Proteine erfolgte 24 h nach der Transfektion (Vgl. Kapitel 5.7.2).

5.6 Biochemische Methoden

5.6.1 Isolierung von Proteinen aus U. maydis

Fiir die Extraktion von Proteinen wurde U. maydis in 10-50 ml in YEPS-/YEPSjign-
Fliissigmedium bei 30 °C bis zu einer ODgyp von 1,0 angezogen. Diese Kultur wurde 10 min
bei 3.500 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen
mit 10 ml TBS pH 7,5 gewaschen und erneut abzentrifugiert (10 min, 3.500 rpm). Das Pellet
wurde in 100-500 ul TBS pH 7,5 + 0,1 % (v/v) Triton-X 100 + 1 % Protease Inhibitor fiir
Pilze (Sigma-Aldrich) resuspendiert und in ein 2 ml Reaktionsgefdall (Sarstedt, Niimbrecht)
tberfithrt. Nach der Zugabe von ~0,2 g Glasperlen wurde dieser Ansatz fiir mindestens eine
Stunde bei -80 °C eingefroren. Die Zellen wurden mit einem Vibrax-VXR Schiittler (IKA) fiir
eine Stunde bei 4 °C aufgeschlossen und Zelltriimmer abzentrifugiert (20 min, 13.000 rpm,
4 °C). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit Hilfe eines
Bradford Assays quantifiziert [290]. Dazu wurde 1 ul des Uberstandes mit 999 ul Bradford
Losung (Roti®-Quant, Roth) vermischt und 5 min bei RT inkubiert. Der Nachweis erfolgte
photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm. Als Standard wurde 1ul TBS pH 7,5
verwendet. Die Lagerung der Proteinextrakte erfolgte bei -80 °C.

TBS-Puffer
50 mM Tris/ HCI pH 7,5
150 mM NaCl
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5.6.2 Isolierung von Proteinen aus Hela-Zellen

Fiir die Isolation von Proteinen aus HelLa-Zellen wurden diese 24 h nach der Transfektion mit
10 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden pro well 100 pul RIPA-Puffer zu den Zellen
gegeben und iiber Nacht eingefroren. Nach dem schonenden Auftauen der Zellen auf Eis
wurden diese mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdf (Sarstedt,
Niimbrecht) iiberfiihrt. Dann wurden die Zellen 30 min bei 4 °C drehend inkubiert und
zentrifugiert (20 min, 13.000rpm, 4 °C). Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil
tiberfithrt und mit Hilfe eines Bradford Assays quantifiziert [290]. Dazu wurde 1 pl des
Uberstandes mit 999 ul Bradford Losung (Roti®-Quant, Roth) vermischt und 5 min bei RT
inkubiert. Der Nachweis erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm. Als
Standard wurde 1ul TBS pH 7,5 verwendet.

Die Lagerung der Proteinextrakte erfolgte bei -80 °C.

RIPA-Puffer

50 mM Tris/ HC1 pH 7,5
1 % NP-40

0,25 Na-Desoxychelat
150 mM NaCl

1 mM EDTA

5.6.3 Auftrennung von Proteinen mittels eines Polyacrylamidgels

Die Auftrennung von Proteinextrakten erfolgte iiber SDS-haltige Polyacrylamidgele. Diese
wurden mit Hilfe der Mini-PROTEAN® Tetra Cell Apparaturen (Bio-Rad) hergestellt. Nach
dem Aufbau der Apparatur gemill Herstellerangaben wurde das Trenngel zwischen die
Glasplatten gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des
Trenngels wurde der Isopropanol vollstindig abgenommen, das Sammelgel auf das Trenngel
gegossen und der Kamm eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels wurde der
Kamm entfernt und die Taschen mit Laufpuffer gespiilt. Nach dem Einsetzen des Gels in die
Laufkammer wurden sowohl das innere als auch das dulere Reservoir mit Laufpuffer gefiillt.
Die Proteinproben wurden mit 5fach Proteinpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C aufgekocht und
anschlieend 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Auftrennung erfolgte anfangs bei 120 V,
sobald die Proteine das Trenngel erreichten bei 150 V. Als GroBenstandard wurde der Marker
PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher) verwendet.

Trenngel

8 — 12 % (v/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS

in 375 mM Tris/ HCI pH 8,8

0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,0 5% (v/v) TEMED
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Sammelgel

5 % (v/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS

in 125 mM Tris/ HCI pH 6,8

0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,05 % (v/v) TEMED

Sfach Proteinpuffer

200 mM Glycin

0,2 % (w/v) SDS

in 25 mM Tris/ HCI pH 8,8
Laufpuffer

200 mM Glycin

0,2 % (w/v) SDS

in 25 mM Tris/ HCI

5.6.4 Transfer und Nachweis von Proteinen auf Nylon Membranen (Western Blot)

Fiir den Nachweis von Proteinen mittels spezifischer Antikdrper wurden die Proteine zunéchst
von dem SDS-Gel auf eine Nitrozellulose-Membran (AmershamTMProtranTMOASpm NC, GE
Healthcare) iibertragen. Dazu wurde ein Semi Dry Blot durchgefiihrt. Auf die Anodenplatte
der Blotting Apparatur (Peqlab) wurden drei Lagen Whatman-Papier gelegt. Auf diese wurde
zunichst die Membran, dann das Gel und abschlieend drei weitere Lagen Whatman-Papier
platziert. Das Whatman-Papier sowie die Membran wurden vor dem Aufbau des Blots in
Transferpuffer getrinkt. AbschlieBend wurde die Kathodenplatte aufgesetzt. Der Transfer der
Proteine auf die Membran erfolgte fiir zwei Stunden bei 0,075 mA pro Gel.

Transferpuffer
200 mM Glycin
20% Methanol

in 25 mM Tris/ HCI

Fiir den Nachweis der Proteine auf der Nitrozellulose-Membran wurde diese zunichst fiir
20 min bei RT mit 10 % TBST-Milch geblockt. Der primidre Antikorper wurde 1:1000
eingesetzt und entweder eine Stunde bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Folgende
primdren Antikorper wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet: anti-GFP mouse
monoclonal (Santa Cruz), anti-mCherry mouse monoclonal (Abcam), anti-HA mouse
monoclonal (Sigma-Aldrich), anti-a-Tubulin mouse monoclonal (Calbiochem), anti-Myc
mouse monoclonal (NEB). AnschlieBend wurde die Membran dreimal 10 min mit TBST
gewaschen. Der sekundidre Antikdrper HRP-conjugated goat anti-mouse (Santa Cruz) wurde
1:10000 eingesetzt. Die Inkubation erfolgte eine Stunde bei RT. Danach wurde die Membran
finfmal mit TBST gewaschen und entwickelt. Die Detektion des sekundidren Antikorpers
erfolgte mittels Supersignal West Femto und Supersignal West Pico (Thermo Fisher
Scientific) oder Detektionslosung A und Detektionslosung B in einem ChemoCam Imager
(INTAS Science Imaging). Der primére und der sekundéire Antikdrper wurden immer in 4 %
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TBST-Milch verdiinnt. Die Bearbeitung und Quantifizierung der Western Blots erfolgte mit
Hilfe von ImagelJ bzw. Fiji [291, 292].

TBST
0,1% (v/v) Tween 20
in TBS (Siehe 4.X.X.)

Detektionslosung A

100 mM Tris/ HCI pH 8,5
2,5 mM Luminol

400 uM p-Cumarsédure

Detektionslosung B
100 mM Tris/HCI pH 8,5
5,4 mM H,0,

5.7 Mikroskopie

5.7.1 Mikroskopie von U. maydis-Zellen

Fir die mikroskopische Untersuchung von U. maydis wurden Zellen einer logarithmisch
wachsenden Kultur mit YNB-Medium gewaschen (5 min, 2.800 rpm) und anschlieBend auf
einem Objekttriger mit einem Kissen aus 1 % Wasseragarose platziert. Fir die
Phasenkontrast-Mikroskopie sowie fiir die Fluoreszenz-Mikroskopie wurde ein Zeiss
Axiovert 200 Mikroskop verwendet. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit Hilfe einer
gekiihlten CCD Kamera (Hamamatsu Orca-ER) und einer Belichtungszeit von 30-300 ms.
Die Bilder wurden mit der Improvision Volocity Software erfasst und exportiert. Die
anschlieBende Bearbeitung erfolgte mit ImageJ und Fiji [291, 292].

5.7.2 Mikroskopie von HelLa-Zellen

Die mikroskopische Untersuchung der HeLa-Zellen wurde in Kooperation mit Kay Schink
(Faculty of Medicine, Centre for Cancer Biomedicine, University of Oslo/ Department of
Biochemistry, Institute for Cancer Research, Oslo University Hospital in Montebello, Oslo,
Norway) durchgefiihrt. Dazu wurde das konfokale Laserscanning Mikroskop LSM710 (Zeiss)
mit einem 63 x 1,4 Objektiv und 488 nm (GFP) und 561 nm (mCherry) Laserlinien
verwendet. Das Photobleaching erfolgt mittels der Laserlinien 405 nm und 488 nm. Vor der
mikroskopischen Untersuchung wurde Life Cell Imaging Puffer (Life Technologies) auf die
HeLa-Zellen gegeben. Die anschlieBende Bearbeitung erfolgte mit ImagelJ [291].
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5.8 Bioinformatik

Fir die Suche und den Vergleich von Sequenzen wurden von folgenden Datenbanken
verwendet: National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov),
Transterm Database [170] und die Pedant Datenbanken (http://pedant.gsf.de/genomes.js
p?prefix=L&category=all) des HelmholtzZentrum Miinchen fiir die folgenden Pilze
U. maydis, S. reilianum, U. hordei, L. bicolor, S. commune, A. nidulans und N. crassa.

Die Analyse C-Terminaler Motiv erfolgte mit Hilfe verschiedener Prognoseprogrammen: dem
PTS1-Prognoseprogramm [171, 172] mit der Einstellung GENERAL function, fiir die
Klassifizierung potenzieller PTS1-Motive; PrePS [175], fiir die Analyse ob ein
Prenylierungssignal ~ vorliegt und dem  cNLS-mapper [176], um  mdogliche
Kernlokalisierungssignale zu identifizieren. Zusdtzlich wurde mit der Konsensussequenz
[KH]IDEL* eine manuelle Suche nach ER-Retentionssignalen durchgefiihrt. Die Vorhersage
von Transmembrandoménen erfolgte mit TmHmm Server 2.0 [177]. 3°-UTRs wurden mit
Hilfe von SeciSearch 2.19 [204] auf die Anwesenheit von SECIS untersucht. Die Prognose
der mRNA-Sekundirstruktur erfolgte mit RNAfold [164].
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