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ZUSAMMENFASSUNG

Ustilago maydis ist der Erreger des Maisbeulenbrands. Eine erfolgreiche Infektion der
Maispflanze durch den phytopathogenen Basidiomyzeten ist abhidngig von zahlreichen
morphologischen Transitionen, wie beispielsweise die pheromoninduzierte Bildung von
Konjugationshyphen, der Wechsel zum dikaryotischen Wachstum nach der Fusion zweier
kompatibler Sporidien und das verzweigte Wachstum des Myzels nach dem Findringen
des Pilzes in die Wirtspflanze. Unter Verwendung einer bioinformatischen Analyse konn-
ten im Vorfeld dieser Arbeit bereits 24 offene Leserahmen (ORF) identifiziert werden, die
tir potenziell RNA-bindende Proteine kodieren und den Ausgangspunkt dieser Arbeit
darstellten. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von 3 PUM-, 4 KHD- und 11 RRM-Pro-
teinen auf die Entwicklungsprogramme tber einen revers-genetischen Ansatz untersucht.
Durch eine extensive phinotypische Analyse konnte fur die Genprodukte dreier ORF's
ein Einfluss auf die Entwicklung von U. maydis festgestellt werden; die Proteine wurden
mit Khdl, Khd4 bzw. Rrm4 bezeichnet. Wihrend die Deletion von £4d7 zu einem kilte-
sensitiven Verhalten fithrt, hat die Deletion von £hd4 Verinderungen der Sporidienmor-
phologie, Wachstumsrate, Pheromonantwort sowie der Pathogenitit zur Folge. Die
Deletion von rrz4 fihrt zu einem Verlust des schnellen polaren Wachstums und zu einer
reduzierten Virulenz. Die Dominenarchitektur von Rrm4 zeigt Ahnlichkeiten mit Protei-
nen der ELAV-Familie (ewbryonic lethal and abnormal vision). Neben den drei fir ELAV-Pro-
teine typischen Modulen der RRM-Domine im N-Terminus, besitzt Rrm4 eine
zusitzliche C-terminale PABC-Domine (poly[AJ-binding protein C-terminal domain), die als
Proteininteraktionsdomane bekannt ist. Rrm4 akkumuliert PABC-abhingig in zytoplas-
matischen Partikeln, die sich bidirektional entlang des Mikrotubulizytoskeletts bewegen.
Bei der Untersuchung des Transportmechanismus konnte eine indirekte Beteiligung des
konventionellen Kinesins Kin2 gezeigt werden, weshalb die Beteiligung eines weiteren
Motorproteins am plusendgerichteten und des Dyneins am minusendgerichteten Partikel-
transport vermutet wird. Dartiber hinaus lassen Mutationsstudien an den RRM-Dominen
eine Beteiligung der ersten beiden RRM-Domainen an der RNA-Bindung vermuten. Die
Bedeutung von Rrm4 auf die Pathogenitit von U. maydis und die Bewegung des RNA-bin-
denden Proteins entlang des Mikrotubulizytoskeletts deuten auf eine wichtige Funktion

von RNA-Transport wihrend der pathogenen Entwicklung von U. maydis hin.






SUMMARY

Ustilago maydis is the causative agent of corn smut disease. Successful infection of corn
plants by this phytopathogenic basidiomycete is dependent on various morphological
transitions including pheromone-induced conjugation hyphae formation, formation of a
dicaryotic filament after fusion of two compatible haploid sporidia and the branched
mycelial growth after plant penetration. In previous analysis 24 open reading frames cod-
ing for putative RNA-binding proteins could be identified using a bioinformatic candidate
gene approach. On this basis the effect of 18 genes coding for proteins that harbouring
PUM-, KHD- and RRM domains, has been studied using a revers-genetic approach. Gene
deletion mutants were generated and subsequently characterised by extensive phenotypic
analysis. Three genes could be identified having an influence on development of U. waydis
designated £&hd1, khd4 and rrm4. Deletion of £hd1 leads to cold sensitivity, whereas dele-
tion of &hd4 influences morphology of the haploid sporidia, growth rate, pheromone
response as well as pathogenicity. Deletion of 774 leads to a loss of fast polar growth and
reduced virulence. Rrm4 harbours three modules of RRM-type RNA-binding domains.
The RRM domain architecture shows similarity to ELLAV-like (embryonic lethal abnormal
vision) proteins. In addition to the RNA-binding domains, Rrm4 contains a C-terminal
PABC domain (poly[A]-binding protein C-terminal domain), that is known as a protein
interaction interface. Rrm4 accumulates PABC-dependent in cytoplasmic particles that
move bidirectionally along the microtubule cytoskeleton. Investigating the mechanism of
Rrm4 particle movement, an indirect influence of conventional kinesin Kin2 of U. maydis
could be shown. Therefore, a participation of another plus-end directed kinesin motor-
protein as well as the minus-end directed dynein motorprotein is expected. By analysis of
strains expressing site-mutagenised Rrm4 proteins RNA binding is expected to be carried
out by the first and second RRM domains. The importance of Rrm4 for pathogenic devel-
opment and its movement along the microtubule cytoskeleton leads to the assumption
that this protein plays a crucial role in RNA transport during pathogenic development of

U. maydis.
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GLOSSAR

AC......... Acetat griin fluoreszierendes Protein
Amp ....... Ampicillin -~ g Erdbeschleunigung (9,81ms2);
AS......... Aminosauren Gramm
bp......... Basenpaar(e) ;Z’:;/’_f/]‘zgous to E6-AP carboxy!
CAMP....... zyklisches Adenosinmonophos- (Doméne mit Ubiquitin-Protein-
phat Ligaseaktivitt)
Covvvw . carboxy-... HMG . ...... high mobility group
Cbhx........ Carboxin HYG. ..ot ... Hygromycin
CCovninn charcoal ThygRl...... Hygromycin Resistenzkassette
(Aktivkohle) . . .
. /7 Cbx-resistentes Allel der Eisen-
M. complete medium Schwefel-Untereinheit der Suk-
(Vollmedium) zinat-Dehydrogenase aus
dATP ....... Deoxyadenosintriphosphat U. maydis
dCTP....... Deoxycytosintriphosphat ... ... L. Cbx-sensitives Allel der Eisen-
ddH,0...... bidestilliertes Wasser Schwefel-Untereinheit der Suk-
o zinat-Dehydrogenase aus
dGTP....... Deoxyguanidintriphosphat U. maydis
DIC........ differential interference contrast Kilobasenpaare
(Differentieller Interferenzkon- KoH lodi
tl‘aSt ......... - OmO Ogle
; ). . (vgl. KHD)
DIG........ Digoxigenin-11-dUTP .
. . KH-Domane
DMSO ...... DlmethyISUIfOXKj (RNA‘bindende Domane die
DNA........ Desoxyribonukleinsaure urspriinglich im hnRNP K Protein
DNAse...... Desoxyribonuklease identifiziert wurde)
DSRM .. .... dsRNA-bindendes Motiv Megabasenpaare
dsRNA . .. ... doppelstréngige RNA gﬁiﬁ”gﬁ; ;{NA
dNTP....... Desoxinukleotid i
T . amino-...
dTTP....... Deoxythymidintriphosphat Nourseothricin
ur rici
dutP....... Deoxyuridintriphosphat . .
o o Nourseothricin-Resistenzkas-
EDTA....... Ethylendiamintetraessigsaure sette
eGfp ....... enhanced Gfp nuclear magnetic resonance
(verstarktes Gfp) (magnetische Kernresonanz)
EGTA....... Ethylenglykoltetraessigsaure Optische Dichte bei einer Wel-
EXC........ exon-exon junction complex lenldnge von x nm
(Proteinkomplex am Exon-Exon- otef-Promotor. Promotor des Translations-
Ubergang) Elongationsfaktors 1 aus
ELAV ....... embryonic lethal and abnormal U. maydis, durch 14 Tetracyclin-
vision Operatorsequenzen 8fach ver-

(RBP kodiert vom e/av Gen,
wurde urspringlich in D.
melanogaster identifiziert. Der
Name stammt vom initialen Pha-

notyp ab.)

starkt

open reading frame
(offener Leserahmen)



Xiv

PABC........ Poly[A]-bindendes Protein C-ter- WT, wt...... Wildtyp
minale Domdne
PABP........ Poly[A]-bindendes Protein Sowie Aminosauren im Einbuchstabenkode
PCR ........ Polymerase-Kettenreaktion
PDBID ...... protein data bank identifier

(Kennung fiir die RCSB (Rese-
arch Collaboratory for Structural
Bioinformatics) Protein-Daten-

bank)

URL: http://www.rcsb.org/pdb/
PEG ........ Polyethylenglykol
[phleoR] .. ... Phleomycin-Resistenzkassette
PUM........ Pumilio-Domane

(RNA-bindende Domane)

pUMa{Zah/}. . . Bezeichnung fiir Plasmide
(Die Beschreibung der Plasmide
ist auf Seite 83 ff. zu finden.)

RBD ........ RNA-bindende Domane
RBP ........ RNA-bindendes Protein
RNA ........ Ribonukleinsaure
RNAI........ RNA-Interferenz

(RNA: ist ein Prozess bei dem
dsRNA dazu fiihrt, dass die Gen-
expression posttranskriptionell
unterdriickt wird.)

RNP ........ Ribonukleoproteinkomplex

RRM........ RNA recognition motif
(RNA-Erkennungsmotiv)

RT ......... Raumtemperatur

SDS ........ Natriumdodecylsulfat

TAE......... Tris-Acetat + Na,EDTA

TBE ........ Tris-Borat + Na,EDTA

TE ......... Tris-HCI + Na,EDTA

Tris. ........ Trishydroxymethylaminomethan

U.......... unit
(Enzymaktivitatseinheit)

UARS ....... U. maydis autonomously repli-
cating sequence

(autonom replizierende Sequenz
aus U. maydis)

Upm........ Umdrehung pro Minute

URL ........ uniform resource locator
(Internetadresse)

UTR ........ untranslatierte Region

uv......... ultraviolettes Licht

X-Gal ....... 5-Chlor-4-Brom-3-Indolyl-B-D-

Galaktosid
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EINLEITUNG

1.1

DER MODELLORGANISMUS USTILAGO MAYDIS,
ERREGER DES MAISBEULENBRANDS

Ustilago maydis gehort derzeit neben dem Humanpathogen Cryptococcus neoformans zu den
bestuntersuchten Modellorganismen auf dem Gebiet der pathogenen Basidiomyceten
(Hull und Heitman, 2002; Bolker, 2001). Sein enges Wirtsspektrum begrenzt die Pathoge-
nitit auf den kultivierten Mais (Zea mays ssp. mays Linné) und dessen Urform Teosinte (Zea
mays ssp. mexicana (Schrader) Iltis und ssp. parviglumis 1ltis und Doebley). Eine Infektion
der Wirtspflanzen ist leicht zu erkennen, da sie zur Bildung von tumorihnlichen Brand-
gallen an den oberirdischen Pflanzenteilen fihrt. Wihrend ihrer Reifung verfirben sich
die darin befindlichen Brandsporen schwarzbraun und geben der Galle ein verbranntes

Aussehen — daher auch der Name: Maisbeulenbrand (Brefeld, 1893; Christensen, 1963).

Der Lebenszyklus von U. maydis vereint die vegetative Vermehrung durch Knospung
mit der sexuellen Vermehrung durch die Transition zum filamentésen Wachstum. Diese
morphologische Verinderung initiiert die sexuelle Entwicklung und ist Vorraussetzung
fir die pathogene Entwicklung des Brandpilzes (Kahmann und Kidmper, 2004; Banuett,
1995; Christensen, 1963). Wihrend des nicht-pathogenen, vegetativen Wachstums exi-
stiert der Organismus als einzellige, haploide Basidiospore (auch: Sporidie), die sich hefe-
artig durch Knospung vermehrt (Abb. 1-1 @). Unter geeigneten Umweltbedingungen
wechselt U. maydis zur sexuellen Vermehrung, die durch die Paarung zweier kompatibler
Sporidien auf der Pflanzenoberfliche initiiert wird. Die fiir dieses Ereignis notwendige
Zell-Zell-Erkennung wird durch den biallelischen a-Lokus (¢7 und 42) reguliert, dessen
Genprodukte ein Pheromon/Pheromonrezeptorsystem bilden und fir das Pheromon-
vorlauferprotein Mfa (wating factor a) sowie den Pheromonrezeptor Pra (pheromone receptor
a) kodiert. Die membranstindigen Pheromonrezeptoren erkennen das Lipopeptid, wel-
ches aus dem Vorlauferprotein des jeweils anderen allelischen Ursprungs entsteht (Bolker
et al., 1992). Auf die Pheromonperzeption antworten die Zellen mit einem Arrest in der
G2-Phase des Zellzyklus (Garcia-Muse et al., 2003) und der darauf folgenden Ausbildung

einer polar wachsenden Konjugationshyphe (Spellig et al., 1994). Diese filamentdsen



Einleitung
1.1 Der Modellorganismus Ustilago maydis, Erreger des Maisbeulenbrands

Strukturen zweier kompatibler Sporidien wachsen entlang des kontriren Pheromongradi-
enten aufeinander zu, fusionieren an ihren Spitzen und bilden eine dikaryotische Hyphe1
aus (Snetselaar et al., 1996). Die Stabilitit dieser Infektionshyphe ist gegeben, wenn beide
Kerne unterschiedliche Allele eines zweiten Paarungstyplokus besitzen. Dieser multialle-
lische /-Lokus kodiert fiir zwei Homeodominenproteine (bE und bW), die nach der
Heterodimerisierung zweier Proteine unterschiedlichen allelischen Ursprungs als aktiver
Transkriptionsfaktor agieren (Kamper et al., 1995; Gillissen et al., 1992). Besitzen die
fusionierten Zellen also kompatible 4-Lozi, so kommt es zu einer morphologischen Ver-
inderung, wodurch der Pilz zum filamentdsen Wachstum wechselt (Abb. 1-1 @). Die
Antwort auf die Pheromonerkennung, in Form der a- und /-Genexpression, wird durch
das Zusammenwirken zweier verschiedener Signalwege hervorgerufen, welche die Protein
Kinase A bzw. die Mitogen-aktivierte Protein Kinase als Effektorkinasen verwenden.
Beide Signalkaskaden regulieren aber einen gemeinsamen, zentralen Transkriptionsfaktor,
das HMG-Box Protein Prfl, das durch eine nuancierte Phosphorylierung seine Regulati-
onseigenschaften erlangt und so eine differenzierte a- und /-Gentranskription hervorruft
(Kaffarnik et al., 2003; Feldbrigge et al., 2004). Das polare Wachstum des Dikaryons
fithrt zu einer verstarkten distalen Vakuolenbildung und in regelmifligen Abstinden zu
einer Septierung, Es entstehen so die fur das filamentose Wachstum charakteristischen
leeren Abschnitte (Steinberg et al., 1998; Christensen, 1963). An geeigneter Stelle bildet
die Infektionshyphe eine appressorienahnliche Struktur aus und penetriert die Pflanze
(Abb. 1-1 @). Der Mechanismus, den der Pilz dabei nutzt, ist derzeit noch wenig verstan-
den (Snetselaar und Mims, 1992). In der Pflanze wichst das Dikaryon zunichst tiberwie-
gend intrazellular, und es bildet sich ein stark verzweigtes, septiertes Myzel (Banuett und
Herskowitz, 1996; Snetselaar und Mims, 1992). Wenige Tage nach der Pflanzeninfektion
lassen sich nahe der Penetrationsstelle erste Krankheitssymptome in Form von Nekrosen,
Chlorosen und Anthocyanbildung feststellen (Banuett und Herskowitz, 1996). Zirka
sechs Tage nach der Infektion lasst sich die Bildung von Tumoren beobachten, in denen
das Myzel auch interzellular wichst. Es kommt in der weiteren Entwicklung zu einer star-
ken Proliferation der pilzlichen Filamente (Abb. 1-1 @). Durch die Kernfusion erreicht
U. maydis seine dritte Kernphase, das diploide Stadium. Es kommt spiter zur Bildung von

sporogenen Hyphen, aus denen massenhaft Teliosporen hervorgehen (ca. 2,5-6 -1 0° Telio-

1.

im Folgenden auch Infektionshyphe genannt
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sporen/ cm’ ; Abb. 1-1 ®; Banuett und Herskowitz, 1996; Christensen, 1963). Die ausge-
reiften Tumore brechen auf, wodurch die stark melanisierten, diploiden Teliosporen
entweichen kénnen und durch Umwelteinfliisse verbreitet werden. Nach der Auskeimung
dieser Teliosporen kommt es zur Meiose und der Freisetzung von einzelligen, haploiden

Sporidien, wodurch sich der Lebenszyklus schlieBt (Abb. 1-1 ®; Christensen, 1963).

Unter artifiziellen Bedingungen kann der Lebenszyklus von U. maydis derzeit nicht
vollendet werden, jedoch lassen sich viele Entwicklungsprozesse auch unter Laborbedin-
gungen beobachten. Die Vermehrung der saprophytischen, haploiden Sporidien ist in
Flissig- sowie Festmedium leicht moglich und auch die filamentosen Entwicklungssta-
dien sind unter artifiziellen Bedingungen induzierbar. Die Ausbildung von Konjugations-

hyphen kann unter kiinstlichen Bedingungen auf zwei Arten induziert werden: zum einen

®

— Zellfusion und

Konjugations- Infektionshyphenbildung
hyphenbildung ?m @
@ / Infektion
vegetatlves§‘ )
Wachstum Myzelbildung
/l’o Tumorinduktion @
/ _'83_ und Proliferation
T %
_JS o
Karyogamie
o ryog
© Q
2
&

Freisetzung
der Sporidie

Sporenbildung @

55’3 Auskeimung
Q"nn ) der Teliosporen
Bildung der =

ProbaS|d|e

©

ABB. 1-1 Der Lebenszyklus von Ustilago maydis

Der gelb schattierte Bereich zeigt die pflanzenabhangigen Entwicklungssta-
dien des Lebenszyklus. Die vegetative Vermehrung der haploiden Sporidien
erfolgt durch Knospung ®. Nach der Fusion zweier kompatibler Sporidien
kommt es zu einer morphologischen Veranderung, und es bildet sich ein
dikaryotisches Filament @ welches Uber eine appressorienahnliche Struk-
tur die Pflanze penetriert @ Im Tumor (Galle) findet eine starke Proliferation
des Pilzmycels statt @. Nach der Kernfusion kommt es zur Bildung der
Brandsporen @ die durch Ausbilden des Promycels auskeimen ® und
Sporidien freisetzen.
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durch die Gabe von synthetischem Pheromon in Flussigmedium (Spellig et al., 1994), zum
anderen durch die Stimulation mit einer kompatiblen Sporidie, was zur Paarung fihrt. Die
Paarung von kompatiblen Sporidien und die darauf folgende Bildung einer dikaryotischen
Hyphe kann im Labor auf aktivkohlehaltigem Festmedium erfolgen (Schulz et al., 1990;
Spellig et al., 1994; Szabo et al., 2002). Kolonien von filament6és wachsenden Zellen besit-
zen durch ihr ausgeprigtes Luftmyzel ein weiles, pelzartiges Aussehen. Kolonien von
haploiden Sporidien besitzen, im Gegensatz zu den filamentés wachsenden Zellen, auf
aktivkohlehaltigem Festmedium ein griuliches Aussehen (Puhalla, 1968). Der Entwick-
lungsabschnitt von der Bildung appressorienihnlichen Infektionsstrukturen, Gber die
Karyogamie, bis hin zur Produktion von sexuellen Sporen ist derzeit noch strikt an die
Interaktion mit der Wirtspflanze gekoppelt und konnte unter kiinstlichen Bedingungen
noch nicht beobachtet werden. Das Auskeimen der diploiden Teliosporen und die Bil-
dung der haploiden Sporidien kénnen allerdings unter Laborbedingungen wieder erfol-

gen.

In den vergangenen Jahrzehnten wurde fir U. maydis ein groB3es Spektrum an moleku-
laren Methoden entwickelt. Dadurch ist eine detaillierte molekulargenetische Untersu-
chung des Organismus moglich. Die Integration von Vektoren mit unterschiedlichen
Resistenzmarkern durch die homologe Rekombination ermdoglicht das Erzeugen von
Gendeletionsmutanten fir revers-genetische Ansitze. Ein PCR-basiertes Genaustausch-
system ermdglicht einen effizienten Austausch von endogenen Sequenzabschnitten durch
verinderte Bereiche (Kidmper, 2004). Brachmann et al. bauten dieses System aus und
stellten ein Kassettensystem fiir die einfache Klonierung von Genmanipulationswerkzeu-
gen (Gendeletion, Promotoraustausch, Genaustausch, kombinatorischer Promotor- und
Genaustausch) zur Verfiigung. Durch den modularen Aufbau ist dieses System problem-
los durch weitere Reportergen-, Resistenz- und Promotorkassetten erweiterbar (Brach-
mann et al., 2004). Fur zellbiologische Untersuchungen sind verschiedene Firbetechniken
zur Visualisierung subzellularer Strukturen etabliert (Steinberg et al., 2001; Banuett und
Herskowitz, 2002; Wedlich-Séldner et al., 2002a; Straube et al., 2003). Und fir eine Echt-
zeit-Beobachtung kénnen verschiedene Varianten des griin fluoreszierenden Proteins
(Gfp) (Spellig et al., 1996; Steinberg et al., 2001; Wedlich-Soéldner et al., 2002b; Straube
et al., 2003; Weber et al., 2003) und eine monomere Variante des rot fluoreszierende Pro-

teins (mRfp) (diese Arbeit; Toews et al., 2004; Campbell et al., 2002) exprimiert werden.
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Dariiber hinaus sind Stimme verfligbar, die ein aktives bE/bW-Heterodimer exprimieren
und dadurch zum filamentésen Wachstum wechseln kénnen, ohne dass zuvor ein Fusi-

onsereignis benoétigt wird (Bolker et al., 1995; Brachmann, 2001).

Der kurze Lebenszyklus und die leichte Kultivierbarkeit unter Laborbedingungen,
seine pflanzenpathogenen Eigenschaften und die Verfugbarkeit zahlreicher etablierter,
molekularbiologischer Untersuchungsmethoden haben dazu beigetragen, dass U. maydis
heute ein wichtiges, molekulargenetisches Modellsystem zur Untersuchung von DNA-
Reparatur- (Holliday, 2004) sowie pathogenititsrelevanten Mechanismen und zur Unter-
suchung des Zytoskeletts darstellt (zusammengefasst in Kahmann und Kimper, 2004,

Feldbriigge et al., 2004; Basse und Steinberg, 2004).

Durch die im Juni 2003 von der Pilzgenominitiative des Broad Instituts veroffentlichte,
20,5 Mb grofie Genomsequenz wurde der Modellcharakter von U. maydis unterstrichen.
Seit Mirz 2004 stehen die Daten des U. zaydis Genomprojekts in der zweiten Version zur
Verfligung, die u. a. die Ergebnisse einer automatischen Genannotation bereitstellt (http:/

/www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago_maydis/).

RIBONUKLEOPROTEINKOMPLEXE

Eukaryontische Zellen haben zahlreiche Mechanismen zur Regulation einer Genfunk-
tion entwickelt. Heute geht das Interesse weit tber die initiale Promotormodulation hin-
aus, weshalb in den letzten Jahren intensiv auch an ko- und posttranskriptionellen
Prozessen geforscht wurde. Wihrend der Transkription erhilt die entstehende Pri-
mRNA an ihrem 5-Ende eine modifizierte CAP-Struktur, Introns werden durch Spleiflen
entfernt und das 3’-Ende der Pri-mRNA wird abgetrennt und polyadenyliert (Maniatis
und Reed, 2002). Die reife mRNA wird anschlieBend aus dem Zellkern, in das Zytoplasma
exportiert und dort translatiert. Diese Ereignisse beruhen auf ko- und posttranskriptionel-
len Prozessen, die in einem hohen Maf3e abhingig von (Pri-)mRNA-erkennenden #ans-
aktiven Proteinfaktoren sind. Durch die Rekrutierung von Kofaktoren werden funktio-
nelle Ribonukleoproteinkomplexe (RNP) zusammengesetzt, die bestimmte katalytische
Funktionen besitzen. Der RNP stellt die funktionelle Form dar, in der Pri-mRNA und
mRNA in der Zelle vorkommen und ist entscheidend fiir das RNA-Schicksal und somit

fur die spitere Genfunktion (Dreyfuss et al., 2002). Eine Schlisselrolle bei RNA /Protein-
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1.2.1

Interaktionen und der RNP-Assemblierung nehmen die RNA-bindenden Proteine (RBP)
ein, die meist einen modulaten Aufbau besitzen und eine bis mehrere RNA-bindende
Dominen von jeweils 60 - 320 Aminosauren Linge enthalten (Kielkopf et al., 2004;
Musco et al., 1996; Mian, 1997; St Johnston et al., 1992; Zhang et al., 1997; Zamore et al.,
1997). Die verschiedenen Strukturmotive der an der RNA-Bindung beteiligten Dominen
definieren die verschiedenen Klassen von RNA-bindenden Proteinen. In Eukaryonten
gehoren die meisten Domanen einer der folgenden vier, durch ihre Primar-, Sekundar-
und Tertidrstruktur gut definierten Proteinklassen an: die Pumilio-Homologie-Domine,
das doppelstringige RNA bindende Motiv, die K-Homologie-Domine und das RNA

Erkennungsmotiv (http://smatt.embl.de/).

RNA-bindende Doméanen

Das RNA-Erkennungsmotiv

Das RNA-Erkennungsmotiv (RINLA recognition motif, RRM) ist das in den letzten 20 Jah-
ren am besten untersuchte Strukturmotiv der RNA-bindenden Dominen. Dies begriindet
sich darauf, dass es, mit derzeit mehr als 7000 identifizierten Dominen in Gber 4100
bekannten Proteinen, die am weitesten verbreitete RNA-Bindedomine ist (http://
smart.embl.de/). Die Konsensussequenz der RRM-Domine besteht aus 90 - 100 Amino-
sauren, die in ihrer Sekundirstruktur zu einem o /P-Sandwich mit einer
B1-01-Bo-P3-05-B4 Topologie gepackt sind (Kielkopf et al., 2004). Die Kristallstruktur
konnte erstmals fir die RRM-Domine von UTA ermittelt werden (Nagai et al., 1990) und
durch Kristallstrukturen anderer Proteine bestitigt werden (Handa et al., 1999; Price et al.,
1998; Deo et al., 1999; Oubridge et al., 1994; Wittekind et al., 1992). In ihrer Tertidrstruk-
tur bilden die beiden a.-Helices die Grundlage fiir die Ebene aus den vier antiparallel ange-
ordneten Faltblittern. Die zentralen B-Stringe der Tertidrstruktur (1 und B3; Abb. 1-2A
und B) enthalten die fiir diese Dominenklasse typischen Submotive RNP1 und RNP2.
Das Sequenzmotiv RNP1 ist acht Aminosduren lang und besitzt die Konsensus-Sequenz
[RK]-G-[FY]-[GA]-[FY]-[ILV]-X- [FY]2 Bei dem Sequenzmotiv RNP2 handelt es sich
um ein Hexamer mit der Konsensus-Sequenz [ILV]—[FY]-[ILV]—X—N—L3 , das ungefihr 30

2. X stellt eine beliebige Aminosdure dar
3. X stellt eine beliebige Aminosdure dar
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Sexlethal

hnRNP K LN hsPumilio?

ABB. 1-2 Struktureller Vergleich von verschiedenen RNA-Bindedoméanen komplexiert mit RNA

Die Banddiagramme der RRM- (A und B), KH- (C), DSRM- (D) und Pumillio-Doménen (E) sowie die Strichdia-
gramme der gebundenen RNAs wurden mit RasMol V2.6 (Sayle und Milner-White, 1995) erzeugt. Die N-Termini
der Strukturen sowie deren a-Helices und B-Stréange sind entsprechend der Beschreibung im Text markiert.
Aquivalente Strukturelemente sind entsprechend farblich markiert. (A und B) Kristallstruktur der alleinstehenden
RRM-Doméne von hsU1A (PDB ID: 1URN; Oubridge et al., 1994) und der gemeinsam agierenden RRM-Doméa-
nen RRM1 und RRM2 aus dem D. melanogaster Sx| Protein (PDB ID: 1B7F; Handa et al., 1999) — beide mit
gebundener RNA. (C) Reprasentative Faltung der dritten KH-Domane aus dem menschlichen Nova-2 Protein
(C1; PDB ID: 1ECS6; Lewis et al., 2000) und dem menschlichen hnRNP K (C2; PDB ID: 1KHM). Es handelt sich
hierbei um zwei Domanen vom Typ I. (D) NMR-Struktur des dritten DSRM aus dem D. melanogaster Staufen
Protein komplexiert mit einer RNA-Haarnadelschleife (PDB ID: 1EKZ; Ramos et al., 2000). (E) Kristallstruktur der
Pumilio-Homologie-Doméane aus dem menschlichen Pumilio1 Protein im Komplex mit RNA (PDB ID: 1M8W;
Wang et al., 2002).
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Aminosauren N-terminal zu RNP1 liegt (Kielkopf et al., 2004). Konservierte, geladene
und aromatische Aminosduren der RNP-Regionen sind durch ihre exponierte Lage an der
RNA-Bindung beteiligt (Deardorff und Sachs, 1997; Lisbin et al., 2000; Wan et al., 2001).
Kiristallstrukturen wurden von Einzel-RRM/RNA-Komplexen fiir die Proteine UlA
(Abb. 1-2 A) und U2B” und von Tandem-RRM/RNA-Komplexen u. a. fiir Sexlethal
(Sxl) aus Drosophila melanogaster ermittelt (Abb. 1-2 B; Price et al., 1998; Oubridge et al.,
1994; Handa et al., 1999; Deo et al., 1999; Allain et al., 2000b).

Die RRM-Domine bindet sequenz- oder strukturspezifisch einzelstringige RNA. Fiir
die spezifische Bindung ist eine einzelne Domine zwar hinreichend (Allain et al., 1996;
Deardorff und Sachs, 1997; Query et al., 1989; Scherly et al., 1990a; Scherly et al., 1990b),
deutlich haufiger wird die Spezifitit aber durch die Interaktion mehrerer zusammenarbei-
tender RRM-Dominen vermittelt (Allain et al., 2000b; Allain et al., 2000a; Deo et al.,
1999; Wang und Tanaka Hall, 2001).

Die K-Homologie-Doméne

Eine weitere sehr hdufige RNA-Bindedomine ist die K-Homologie-Domine (KHD),
die erstmals in einem zentralen Pri-mRNA-bindenden Protein, dem menschlichen hete-
rogenen nuklearen Ribonukleoprotein (hnRNP) K, identifiziert wurde. Sie ist, ahnlich wie
die RRM-Domiine, in sehr vielen RNA-assoziierten Proteinen vertreten (2630 Domanen
in 1510 Proteinen; http://smart/embl.de/), die sehr unterschiedliche zellulare Funktio-
nen Ubernehmen. Die KH-Domine ist ein evolutionir hoch konserviertes Motiv (Siomi
et al., 1993), das aus ungefihr 70 Aminosauren gebildet wird (Musco et al., 1996). Interes-
santerweise findet man zwei unterschiedliche KH-Domainen, die in eine 31-0t1-0ty-B>-
Einheit gefaltet sind. Zu diesem Core-Motiv besitzen die KH-Dominen vom Typ 1I (z. B.
ribosomales Protein S3 aus Thermus thermophilus) eine zusitzliche N-terminale
o o-B g-Vetlingerung, wohingegen die KH-Dominen vom Typ I (z. B. haRNP K) eine
C-terminale f33-ot3-Verlingerung besitzen (Grishin, 2001). Durch eine evolutionire Vet-
anderung der Proteinfaltung und die Reorganisation der 3 -Faltblitter zeigen beide Typen,
unabhingig davon wie sie entstanden sind, eine architektonisch identische Struktur.
NMR-Spektroskopie (Musco et al., 1997; Musco et al., 1996) und réntgenkristallographi-
sche Untersuchungen (Lewis et al., 1999) zeigten, dass die KH-Domine eine o /f3-Struk-

tur besitzt, die den DSRM- (siche unten) und RRM-Dominen gleicht (Abb. 1-2). So sind
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auch hier die B-Faltblitter antiparallel angeordnet und auf eine Ebene aus a-Helices
gepackt. Charakteristisch fur die KH-Domine sind zwei invariable Glycinreste, welche die
C- bzw. N-Kappe der beiden o.-Helices darstellen und zwei variable Aminosiuren einfas-
sen. Diese bilden eine exponierte Schleife zwischen beiden a-Helices (ot und o,) der
Core-Sequenz, die an der RNA-Bindung beteiligt ist. Den extensiven, sequenzspezifi-
schen RNA-Kontakt vermittelt ein dariiber hinausgehender Bereich, der aus der a.-Helix
o 1, dem folgenden Turn und dem B-Strang B, besteht (Abb. 1-2C1 und C2; Lewis et al.,
2000; Grishin, 2001). Die Anzahl, mit der KH-Dominen innerhalb eines Proteins auftre-
ten, ist unterschiedlich: Sie kénnen einzeln, aber auch in multiplen Kopien vorliegen. Im
Hithner-Vigilin Protein und auch im Saccharomyces cerevisiae Scp160p liegt die KH-Domine
beispielsweise in 14facher Kopie vor (Musco et al., 1996; Siomi et al., 1993; Wintersberger

et al.,, 1995).

Das dsRNA-bindende Motiv (DSRM)

Das dritthaufigste RNA-Bindemotiv (Fierro-Monti und Mathews, 2000) ist ungefihr
65 Aminosiuren lang und in zahlreichen dsRNA-bindenden Proteinen zu finden, wie z. B.
Staufen aus D. melanogaster und RNaselll aus Escherichia coli Mian, 1997; St Johnston et al.,
1992). Insgesamt konnte die DSRM-Domine bisher 927-mal in 576 Proteinen identifi-
ziert werden (http://smart.embl.de/). Die zwei a-Helices und drei (3-Faltblitter, aus
denen die Domine besteht, sind in eine o 1-f1-B,-B 3-0t, Topologie gepackt. Es entsteht
eine Ebene aus antiparallelen f-Faltblittern, die auf den beiden o-Helices liegt. Fiir die
RNA-Bindung sind drei Bereiche wichtig: (1) Die Schleife zwischen den B-Stringen, 34
und B ,, interagiert mit verschiedenen 2-OH-Gruppen der dsRNA. (2) Mit dem Riickrad
des von der ersten Schleife gebundenen Bereichs interagiert die zweite gro3e Schleife, die
von den Aminosiuren zwischen dem [35-Strang und der a,-Helix gebildet wird. (3) Die
o -Helix bindet ebenfalls an die RNA, wobei der Mechanismus noch unklar ist

(Abb. 1-2 D; Ramos et al., 2000; Ryter und Schultz, 1998).
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Die Pumilio-Homologie-Doméne

Die Pumilio-Homologie-Domine (PUM, auch: PUF) ist eine
konservierte RNA-bindende Domine, die sich strukturell von
den bisher beschriebenen Dominen unterscheidet, aber eine ahn-
liche Funktionsweise besitzt: Sie kann ebenfalls an «s-Elemente
binden (Wickens et al., 2002). Die PUM- oder PUF-Domine ist

benannt nach dem D. melanogaster Pumilio Protein und dem

9

ABB. 1-3 Kristallstruk- Caenorbabditis elegans Translationsregulator FBE (ferz3-binding factor,

tur des PUM-R t
Vergroferung  emes Zamore et al, 1997; Zhang et al., 1997). Die Pumilio-dhnlichen

ggrzelnenpﬁi;)feljaéjngsz Proteine besitzen eine charakteristische Domine, die sich in der
(PDB ID: 1M8W; Wang
et al., 2002). Es besteht
aus drei, triangular an-
geordneten Helices.
Siehe auch Abb. 1-2 E.

Regel aus acht aufeinander folgenden Repeats (jeder aus ungefihr
40 Aminosduren) zusammensetzt (Zamore et al.,, 1997; Zhang
etal, 1997). Jedes Repeat wird aus drei o-Helices (o j-015-0t3)
gebildet, die triangular angeordnet sind und dem gesamte Cluster
eine sichelférmig Struktur verleihen (Abb. 1-3 und Abb. 1-2 E).
Auf der Innenseite des Clusters liegen die zentralen o 3-Helices der Tandem-Repeats
nebeneinander, wodurch die konservierten Aminosiuren benachbarter o 3-Helices ausge-
richtet werden (Wang et al., 2001; Edwards et al.,, 2001). Aufgrund der strukturellen
Anordnung der einzelnen Repeats bilden sich zwei ausgedehnte Oberflichen, in Form
einer konkaven Innenseite und einer konvexen Aullenseite. Die sequenzspezifische Bin-
dung von RNA findet auf der Innenseite der Domine statt. Es ist hierfiir das gesamte Clu-
ster der PUM-Domine notwendig (Edwards et al., 2001; Wang et al., 2001; Zhang et al.,
1997; Zamore et al., 1997; Wharton et al., 1998). Im Gegensatz zu den anderen bisher
beschriebenen Domainen, ist fiir die PUM-Domaine bekannt, dass sie synchron zur RNA-
Bindung mit Koregulatorproteinen interagieren kann (Kraemer et al., 1999; Luitjens et al.,
2000; Sonoda und Wharton, 1999; Sonoda und Wharton, 2001). Diese Protein/Protein-
Wechselwirkungen finden vermutlich an der konvexen Auflenseite der Domine statt
(Sonoda und Wharton, 1999; Sonoda und Wharton, 2001; Wang et al., 2001; Edwards
et al., 2001). Die bisher bekannten Interaktionspartner von PUM-Proteinen stammen aus
Familien, deren Vertreter ebenfalls mit RNA interagieren. Es kénnen so Ribonukleopro-
teinkomplexe gebildet werden, die je nach mRNA-Sequenz differieren. Man kann aus den

bis heute untersuchten Interaktionen zwischen PUM-Proteinen und RNA ableiten, dass
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Pumilio-dhnliche Proteine die Expression ihrer Target-RNA entweder durch die Repres-
sion der Translation oder durch Verstirken des RNA-Abbaus mindern (Wickens et al.,

2002).

Funktionen von RNA-bindenden Proteinen

Wie oben bereits erwahnt, spielen RNA-bindende Proteine in Eukaryonten eine zen-
trale Rolle bei der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression. Die vermittelten
Prozesse sind durch die hoch dynamische Zusammensetzung der RNPs sehr facetten-
reich und ermdglichen dadurch eine feine Regulation. Die Informationen dafiir stellt das
mRNA-Molekil in Form von spezifischen Nukleotidsequenzen und/oder sekundiren
Strukturen zur Verfigung, wodurch viele verschiedene regulierende Ereignisse (z. B. der

SpleiBBprozess, die mRNA-Stabilitidt und der Translationsprozess) gesteuert werden.

Das an C-reiche Sequenzabschnitte bindende hnRNP K Protein ist u.a. an der Rekru-
tierung von Spleil3faktoren beteiligt, dient dartiiber hinaus aber auch als integrative Platt-
form zur Kopplung von Signalkaskaden und RNA-prozessierender Faktoren (Bomsztyk
et al., 2004). Das neuronale HuD Protein aus der ELAV-Familie (ezzbryonic lethal and abnor-
mal vision) ist ein RRM-Protein, welches aus drei RRM-Dominen besteht. Es ist ein ent-
wicklungsspezifisches, in wachsenden Neuronen, stark exprimiertes Protein, das an der
posttranskriptionellen Regulation des GAP-43* Gens beteiligt ist. HuD bindet AU-reiche
Elemente in der 3’-UTR der GAP-43 mRNA, stabilisiert sie und verhindert dadurch ihren

Abbau (Perrone-Bizzozero und Bolognani, 2002).

Die Definition der Korperachsen wihrend der transkriptionell stillen Phase der
Embryonalentwicklung von D. melanogaster ist ein klassisches Beispiel fur die posttran-
skriptionelle Regulation durch Translationsinhibition. Die Entstehung von Kopf und
Abdomen wird durch die Translationsregulation zweier maternaler mRNAs (hunchback
(hb) und candal) initiiert. Fir die Entwicklung des Abdomens wird eine effiziente Transla-
tionsinhibition der ca#da/ mRNA im Anterior benétigt, die Entwicklung des Kopfs wie-
derum benotigt die Inhibition der /b mRNA-Aktivitit im Posterior des Embryos (Palacios

und St Johnston, 2001). Der Prozess der /b Translationskontrolle wird durch die sequenz-

4. GAP-43 (growth associated protein) wird hauptsichlich wihrend des neuronalen Verbindungsaufbaus expri-
miert. Es stellt eine wesentliche Determinante fiir die neuronale Entwicklung und synaptische Plastizitit
dar (Benowitz und Routtenberg, 1997).

11
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spezifische Rekrutierung des RNA-bindenden Pumilio Proteins an ¢is-Elementen in der
3-UTR der hb mRNA eingeleitet (Palacios und St Johnston, 2001). Pumilio rekrutiert
dann RNNA-abhingig, tiber seine Protein/Protein-Interaktionsdomine (siche oben), das
Nanos Protein in einen terniren Komplex an die 44 3>-UTR und in einem dritten Schritt
das Brat Protein in den dann aktiven quartiren Translationsinhibitionskomplex (Sonoda

und Wharton, 1999; Sonoda und Wharton, 2001).

Meist gibt es aber ein Zusammenspiel verschiedener regulatorischer Prozesse, wie es
am Beispiel der D. melanogaster Dosiskompensation deutlich wird. Hier sind die Kontrolle
des SpleiBereignisses und der Translation eng miteinander verkntpft. Bei der Dosiskom-
pensation ménnlicher Fliegen werden die Gene des einzelnen X-Chromosoms etwa zwei-
fach hypertranskribiert. Hierfur wird die Translation und Akkumulation der msl-2> mRNA
in weiblichen Fliegen durch das weibchenspezifische RNA-bindende Protein Sxl verhin-
dert. Sxl fungiert in diesem Fall als Translationsregulator, ist aber auch als Splei3faktor
wihrend der Geschlechtsentwicklung identifiziert (Bell etal., 1991; Sosnowski et al.,
1989). In den UTRs der ms/-2 Pri-mRNA befinden sich sechs Uridin-reiche Regionen, die
Sxl tiber seine Tandem-RRM-Domainen bindet. Die Bindung von Sxl an die zwei ¢is-Ele-
mente in der 5-UTR verhindert zum einen das Spleillen eines fakultativen Introns im
Kern, zum anderen ist aber die Bindung an die 3’-gelegene Bindestelle in der 5-UTR im
Zusammenspiel mit den zwei 3’-gelegenen Bindestellen in der 3>-UTR wichtig fir eine
effiziente Translationsrepression im Zytoplasma. Durch die translationsreprimierende
Bindung von Sxl an die Elemente in der 5- und 3’-UTR der ms/-2 Prai-mRNA wird eine
stabile Interaktion der 40S ribosomalen Untereinheit mit der #s/-2 mRNA und damit die
Translationsinitiation verhindert (Gebauer et al., 2003; Kuersten und Goodwin, 2003;
Dean etal.,, 2002). Weiter konnten Grskovic et al. zeigen, dass der C-terminal an die
zweite RRM-Domine angrenzende Bereich von sieben Aminosduren wichtig ist fir eine
effiziente Translationsrepression und eine Protein/Protein-Interaktionsdomine darstellt
(Grskovic et al.,, 2003). Dieses anscheinend wichtige Zusammenspiel von RNA- und
gleichzeitiger Proteinbindung fir die Translationskontrolle ist aus dem vorangegangenen
Beispiel der Pumilio-vermittelten Translationskontrolle bereits bekannt und ldsst eine

Systematik vermuten (Dean et al., 2002).

5. Das msi-2 (male specific lethal-2) Gen kodiert fir die essenzielle funktionelle Untereinheit des MSL-Komple-
xes, welcher die Hypertranskription der auf dem einzelnen X-Chromosom minnlicher Fliegen gelegenen
Gene einleitet (Bashaw und Baker, 1995).
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Ribonukleoproteinkomplexe sind allerdings keine statischen Komplexe, im Gegensatz,
sie stellen hoch dynamische Systeme dar, die sich permanent verindern. So verindert auch
das SpleiBen die Zusammensetzung eines RNP, durch Dissoziation und Assoziation von
Proteinen in einem spleilabhingigen und sequenzunabhingigen Prozess. Etwa 20
Nukleotide stromaufwirts der Exon-Exon-Ubergang wird dadurch ein Komplex gebildet
(excon-excon junction complex, BE]JC; Le Hir et al., 2000a; Le Hir et al., 2000b; Kim et al., 2001).
Komponenten des EJC sind am Kernexport und Nonsens-vermittelten mRNA-Abbau
(NMD) sowie an der zytoplasmatischen Lokalisation beteiligt (Dreyfuss et al., 2002; Reed
und Hurt, 2002; Schell et al., 2002; Maniatis und Reed, 2002; Mazumder et al., 2003; Kress
et al., 2004). Die mRNA wird mit neuen Informationen beladen, die nicht aus Elementen
in der Nukleotidsequenz zu entnehmen sind, sondern individuell erzeugt und gespeichert

werden: ,, The message is the mRNP* (Dreyfuss et al., 2002).

Wihrend die RNA-bindenden Proteine in hoheren Eukaryonten schon extensiv unter-
sucht sind, befinden sich die Untersuchungen in niederen Eukaryonten mit der Ausnahme
von . cerevisiae noch in den Anfingen. Einen Zusammenhang zwischen Entwicklungs-
prozessen und RNA-bindenden Proteinen ldsst sich aber auch hier beobachten. So ist bei-
spielsweise das PufA Protein aus Dictyostelinm discoidenn an der niahrstoffmangelinduzierten
Transition vom vegetativen Wachstum zur Sporengenese beteiligt. Das PufA Protein wird
durch eine YAK-Kinase reguliert und reguliert im Gegenzug translationell die katalytische
Untereinheit der cAMP-abhingigen Proteinkinase, PKA-C, durch Interaktion mit Ele-
menten in der 3>-UTR der pkaC mRNA (Souza et al., 1999). In §. cerevisiae ist das Pumilio
Protein Puf5p an der Regulation der Zellteilungsrate beteiligt. Der Verlust des p#f5 Gens
tihrt dazu, dass sich die Hefezellen weniger oft teilen, wohingegen sich Zellen die puf5>
tberexprimieren Ofter teilen (Kennedy et al., 1997). Weitere Beispiele sind die, vier bzw.
zwei RRM-Dominen tragenden, Proteine Nrd1 und Msal aus Schigosaccharomyces pombe die

als negative Regulatoren bei der sexuellen Differenzierung agieren (Jeong et al., 2004).

mRNA-Lokalisation

Im vorangegangenen Abschnitt wurde aufgezeigt, dass die RNPs (und die RBPs im
Speziellen) das Schicksal eines RNA-Molekils auf vielen Ebenen differenziert steuern,
wodurch ein entscheidender individueller Einfluss auf die Genexpression genommen

wird. Ein Mechanismus dieser regulatorischen Prozesse ist die mRNA-Lokalisation. Sie

13
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stellt einen extrem effizienten Mechanismus zur asymmetrischen Verteilung von Genpro-
dukten in ein subzellulares Kompartiment oder in eine spezifische Region einer Zelle oder
Embryos dar und erméglicht dadurch u. a. die Zellpolarisation oder -pridestination. (Kloc
et al., 2002; Palacios und St Johnston, 2001). Die Transkriptlokalisation ist fir sehr unter-
schiedliche Prozesse wichtig: Hithner-Fibroblasten akkumulieren gro3e Mengen S-aktin
mRNA an ihrer Vorderseite, um dort lokal grofle Mengen des fiir eine gerichtete Bewe-
gung notwendigen -Aktin zu produzieren (Condeelis und Singer, 2005). D. melanogaster
erzeugt durch die Transkriptlokalisation eine lokale Translation (oskar mRNA-Lokalisa-
tion) oder einen Proteingradienten (hunchback mRNA-Lokalisation). Beides sind essenzi-
elle Prozesse wihrend der Embryonalentwicklung (Palacios und St Johnston, 2001).
Dariiber hinaus kann durch eine spezifische Verteilung von mRNA eine Zellspezifitit ver-
mittelt werden, wie beispielsweise bei der Regulation des Paarungstypwechsels in

S. cerevisiae.

So verschieden wie die Prozesse, sind auch die Mechanismen mit denen eine asymme-
trische Transkriptverteilung erwirkt werden kann: (1) lokaler Abbau/lokale Stabilisierung,
2) Retention® und (3) der weit verbreitete aktive Transport (Kloc et al.,, 2002). Diese
Mechanismen treten oft in Kombination auf und sind nur schwer voneinander zu tren-
nen, was in den kommenden Beispielen noch deutlich wird. Im Gegensatz zur Lokalisie-
rung durch Abbau bzw. Stabilisierung von mRNA, wodurch z. B. der maternale hsp§3
mRNA-Gradient in der befruchteten Eizelle von D. melanogaster erzeugt wird, sind der

aktive mRNA-Transport und die Transkriptverankerung abhingig vom Zytoskelett.

Im vorangegangenen Abschnitt 1.2.2 wurde bereits beschrieben, dass die Prozesse des
RNA-Metabolismus keine separaten Ereignisse darstellen, sondern meist eng zusammen-
spielen. Die Verkniipfung von mRNA-Lokalisation und Translationskontrolle ist oftmals
obligatorisch und nur schwer voneinander zu trennen, so im oben beschriebenen Beispiel
zur Pumilio-abhingigen Translationsinhibition wihrend der Embryonalentwicklung von
D. melanogaster. Die Translation der /b mRNA wird dabei nur im Posterior des Embryos
inhibiert. Dies liegt an der posterioren Lokalisation des Nanos Proteins, das essenziell fir
den aktiven Translationsinhibitionskomplex ist —Pumilio und Brat Protein sind hingegen
gleichmiBig im Embryo verteilt (Sonoda und Wharton, 2001; Palacios und St Johnston,

2001). Die lokale Akkumulation des Nanos Proteins wird durch eine kortikale aktinabhin-

6. RNA-Lokalisation dutch Verankerung der diffundierenden Transkripte
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gige Retention der nanos mRNA erzielt (Forrest und Gavis, 2003). Der einheitlich im
Embryo verteilte Translationsrepressor Smaug unterdriickt die Translation der nanos
mRNA durch die Bindung an Elemente in ihrer 3>-UTR (Ephrussi et al., 1991; Smith
et al,, 1992). Erst nach der Lokalisation im Posterior wird die mRNA aktiviert und trans-
latiert (Gavis und Lehmann, 1992). Fur die Aktivierung der nanos mRNA ist das im
Posterior lokalisierte Oskar Protein essenziell, dessen Lokalisation wiederum vom Mikro-
tubulizytoskelett abhingt (Brendza et al., 2000) und dariiber hinaus einen intakten EJC
benotigt (Palacios et al., 2004; Mohr et al., 2001; Hachet und Ephrussi, 2001). Bereits im
Zellkern wird also das zytoplasmatische Schicksal einer mRNA durch die Bildung von
RNPs und der darin gespeicherten Information auf zahlreichen Ebenen mitbestimmt

(Kuersten und Goodwin, 2003).

Die aktive mRNA-Lokalisation in den Embryos und Eizellen von D. melanogaster und
X. laevis (Palacios und St Johnston, 2001; King et al., 2005), aber auch in Neuronen (Job
und Eberwine, 2001) und in Oligodendrozyten (Carson et al., 1998) ist meist abhingig
vom Zytoskelett: so auch bei der Lokalisation der myelin basic protein mRNA in Oligoden-
drozyten. Die Kinesin-abhingige Lokalisation der myelin basic protein mRNA in das Mye-
linkompartiment wird fir die Bildung der Myelinscheide neuronaler Axone bendtigt
(Ainger etal.,, 1997). In Neuronen ist noch verhaltnismif3ig wenig Gber den aktiven
mRNA-Transport bekannt. Es wurden die zwei Isoformen des tierischen Staufen Prote-
ins, Staufenl und Staufen2 als Bestandteile von Ribonukleoproteinkomplexen identifi-
ziert. Der kleinere, Staufenl-haltige Komplex war mit zwei Transkripten stark
angereichert: BC7, ein nicht-kodierendes Transkript und CaMKIar RNA, die a-Unter-
cinheit der Ca?" /Calmodulin-abhingigen Kinase II. Zusitzlich kofraktionierte mit
Staufenl auch die schwere Kinesin-Kette (Mallardo et al., 2003). Fir die zweite, gehirn-
spezifische Isoform, Staufen2 konnte kiirzlich gezeigt werden, dass es im Zellkern von
hippokampalen Neuronen in RNPs assembliert. Diese werden anschlieBend exportiert
und in distale Dendriten transportiert, wobei die vom Staufen2-RNP transportierten
mRNAs derzeit noch unbekannt sind. Macchi et al. identifizierten aber auch in den
Staufen2-RNPs die schwere Kinesin-Kette als Teil des Komplexes. Sie stellt die motorak-
tivitaitvermittelnde Untereinheit des Kinesin-Motorproteins dar und ldsst durch ihre

Anwesenheit einen mikrotubuliabhidngigen Transport vermuten (Macchi et al., 2004).

15
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Wihrend der Langstreckentransport von mRNA in somatischen Zellen und wachsen-
den Neuronen meist tiber das Mikrotubulizytoskelett stattfindet, dient das Aktinzytoske-
lett iberwiegend fir den Kurzstreckentransport und ist an der Transkriptlokalisation
beispielsweise in Hithner-Fibroblasten (S-aktin mRNA-Lokalisation), D. melanogaster (pro-
spero mRNA-Bewegung in Neuroplasten) sowie S. cerevisiae beteiligt (Kloc et al., 2002).

Obwohl die aktive mRNA-Lokalisation iiberwiegend in héheren Eukaryonten unter-
sucht wird, lasst sie sich auch in niederen Eukaryonten beobachten. Das heute wohl am
besten untersuchte und am weitesten aufgeklirte System zur Transkriptlokalisation
stammt aus S. cerevisiae. Es zeigt eine entwicklungsabhingige Regulation der Genexpres-
sion in der Backerhefe. Die homothallische Hefe §. cerevisiae kommt in den zwei kompati-
blen Paarungstypen a bzw. o vor. Die Fusion zweier kompatibler haploider Zellen fihrt
zur Bildung einer a/o diploiden Zelle, der sich Méglichkeiten zum Dutchlaufen evolutio-
nir vorteilhafter Prozesse eroffnen, z. B. die Meiose mit anschlieBender Sporenbildung,
Wihrend der Knospung hat eine Hefezelle die Méglichkeit ihren Paarungstyp von a nach
o (oder vice versa) zu wechseln, wodurch einzelne Zellen einer Kolonie einen kompati-
blen Paarungstyp erhalten und eine Selbstdiploidisierung stattfinden kann (Haber, 1998).
Die Expression der fur den Paarungstypwechsel wichtigen HO-Endonuklease wird von
dem DNA-bindenden Protein Ashlp Tochterzellkern-spezifisch reprimiert. Wahrend der
Anaphase wird die fir Ash1p kodierende ash7 mRNA durch einen aktiven, aktinabhingi-
gen Prozess an der distalen Knospenspitze lokalisiert. Der Prozess kommt durch die
Assoziation des mRNA-Katrgos mit dem Myosin V Shelp/Myo4-Motorprotein zustande.
Initiiert wird der Prozess durch die Bindung der as/7 mRNA von dem RNA-bindenden
Protein She2p im Zellkern der Mutterzelle. Vermutlich wird die as/7 mRNA dadurch als
Lokalisationstarget markiert. She2p besitzt im Gegensatz zu den an der Verankerung und
der Translationskontrolle des mRNA-Kargos beteiligten Multi-KHD- und PUM-Proteine
keine bisher bekannte RNA-bindende Domine (Niessing et al., 2004). Der ash7/She2p-
RNP wird im Zytoplasma durch das Linkerprotein She3p mit dem Motorprotein verbun-
den. Der Lokalisationsprozess ist derzeit noch unklar, da das Motorprotein Myo4p als ein
non-processive Motorprotein identifiziert wurde. Es gibt daher zwei Hypothesen zum Trans-
portmechanismus: Zum einen kénnten die multiplen cs-Elemente in der ash7 mRNA eine
Bewegung des RNP erzeugen, zum anderen kénnte das RNP die Funktion des Motorpro-

teins Uber eine mogliche Wechselwirkung mit She4p, das vermutlich die Myosinmotorak-
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tivitit reguliert, kontrollieren. Unabhingig von der unklaren Motoraktivitat, lokalisiert der
heterotrimere Komplex die ash7 mRNA in die Spitze der Tochterzelle, wo sie abhingig
von weiteren RNA-bindenden Proteinen schwach verankert wird. Erst kiirzlich konnte
das Pumilio-dhnliche Protein Puf6p im ash7 mRNP identifiziert werden (Gu et al., 2004).
Es unterdriickt die Translation der as/7 mRNA wihrend des Transportprozesses. Erst
nach einer erfolgreichen Lokalisation wird sie translatiert. Ashlp wird dann in den
Nukleus der Tochterzelle segregiert und der Paarungstypwechsel durch die Repression
der HO-Endonuklease-Expression unterdriickt (zusammengefasst in Gonsalvez et al.,
2005). Durch eine Mikroarray-Analyse konnten bisher 22 weitere knospenlokalisierte
Transkripte identifiziert werden, die alle mit Myo4p, She3p und She2p assoziieren. Es
wird davon ausgegangen, dass sie dem gleichen Lokalisationsmechanismus unterliegen

(Shepard et al., 2003).

ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNG

Im Vorfeld dieser Arbeit konnten unter Verwendung einer bioinformatische Analyse
24 offene Leserahmen identifiziert werden, die fiir putativ RN A-bindende Proteine kodie-
ren (M. Feldbriigge, pers. Mitteilung). Aufbauend auf diese Analyse war das Ziel dieser
Arbeit, den Einfluss von RNA-bindenden Proteinen wihrend der pathogenen Entwick-
lung von U. maydis niher zu untersuchen. Im Fokus der Untersuchungen sollte die fiir die
Pathogenitat von U. maydis essenzielle morphologische Transition vom hefeihnlichen ins
filamentose Wachstum und damit verbundene Prozesse liegen. Die Charakterisierungen
der Deletionsmutanten sollten daher vornehmlich auf das Kreuzungsverhalten, das Fila-
mentwachstum und die Pathogenitit konzentriert sein. Die identifizierten Schliisselpro-
teine sollten im Kontext ko- bzw. posttranskriptioneller Prozesse detaillierter untersucht
werden. Durch die subzellulare Lokalisation und die Charakterisierung des Proteins soll-
ten Riickschlisse auf die Funktion der Proteine gezogen werden und der Zusammenhang
zwischen der Funktion des Proteins und dem Phinotyp der Deletionsmutante hergestellt

werden.
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ERGEBNISSE

2.1

2.1.1

IDENTIFIZIERUNG VON WEITEREN POTENZIELLEN
RNA-BINDENDEN PROTEINEN IN U. MAYDIS

Bioinformatische Analyse zur Identifizierung von RBPs

Durch eine bioinformatische Analyse zur Identifizierung von potenziell RNA-binden-
den Proteinen (RBP) in U. maydis, konnten im Vorfeld dieser Arbeit bereits 24 offene
Leserahmen identifiziert werden (M. Feldbriigge, pers. Mitteilung). Nach der Veroffentli-
chung der Genomsequenz durch das Broad Institut wurden weitere, in der von Bayer
CropSience veroffentlichten Genomsequenz nicht enthaltene offene Leserahmen (ORF)
identifiziert, deren Produkte RNA-bindende Dominen tragen. Hierfiir wurden, analog
zur initialen Analyse, bekannte RNA-bindende Proteine von Pilzen und Modellorganis-
men wie Arabidopsis thaliana, D. melanogaster, C. elegans und Homo sapiens mit Hilfe der
SMART Datenbank ausgewihlt (http://smart.embl.de/; Schultz etal., 1998; Letunic
et al., 2004; Becht et al., 2005; siche in “Material und Methoden”, S. 107). Die Proteinse-
quenzen dieser Beispiel-Proteine wurden dann mittels BLAST (Altschul et al., 1990) mit
den vorhergesagten ORFs von U. maydis verglichen
(http:/ /www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago_maydis/). AnschlieBend wurden
die ermittelten Proteine aus U. maydis einer SMART-Analyse unterzogen. Ein Protein
wurde als mégliches RBP eingestuft, wenn fiir eine RNA-Bindedomine die Wahrschein-
lichkeit ~der Vorhersage hoher als der etablierte  Schwellenwert — war
(http://smart.embl.de/; Abb. 2-1; Tabelle 2-1). Durch diese bioinformatische Analyse
konnten drei weitere offene Leserahmen identifiziert werden, die fur PUM- bzw. KHD-
Proteine kodieren; sie wurden mit pumd, pum5 bzw. khd5 bezeichnet. Das durch pum
kodierte Protein Pum4 trigt eine typische Pumilio-Domine aus acht Tandem-Repeats im
C-Terminus. Bei dem Protein Pumb hingegen handelt es sich um ein eher atypisches
Pumilio-dhnliches Protein, das sechs, tber das gesamte Protein verstreute, Pumilio-
Repeats enthalt (Tabelle 2-1 und Abb. 2-1). Das von £&4d5 kodierte Protein Khd5 ist 1330

Aminosduren lang und trigt 11 KH-Dominen. Sehr wahrscheinlich ist es das homologe
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TABELLE 2-1 RNA-bindende Proteine in U. maydis®
Lange des
Lénge des homologen
Anzahl der offenen homologes Gens aus
potenziellen | gserahmens ~ Gen aus e -Wertd S cerevisiae
Gen RBDP [As] S. cerevisiae® (<e-15) [As] Contig®  Nukleotidposition — deletierte Region Chromosom'
pumt 1 467 Puf3p 7e-58 879 14 1433-2836 1779-2669 |
pum?2 3 845 Jsn1p/Puflp  2e-52 1091 4 78730-76193 77494-76581 |
pum3 1 748 197 19370-21616 20583-20831 XVIII
pum4 1 1058 Puf4p 5e-72 888 115 115768-118711 n.v.m
pum5 1 921 101 44697-47462 n.v.
khd1 3 422 Pbp2p 4e-26 413 215 157776-1563399  157387-156576 XX
khd2 3 442 Pbp2p 1e-23 413 124 7412-6173 7330-6459 X
khd3 1 479 139 71807-70368 71480-70994 Xl
khd4 5 1416 129 47506-43256 46492-45548 X
khd5 11 1330 Scp160p 9e-42 1222 245 18952-14960 n.v.
khd6 2 614 Msl5p 2e-58 476 247 93724-95568 XX
khd7 1 364 Krrip 1e-107 316 109 110546-109452 VIl
khd8 1 313 Pno1p 4e-67 274 117 28298-27357 IX
khd9 1 347 Rps3p 9e-83 240 101 137517-136474 Vil
dsr1 1 444 Mrpl3p 1e-24 390 103 133224-134558 Vil
rrm1 2 638 83 396083-397999  396806-397324 \
rrm2 1 779 124 43778-41439 43133-41881 X
rrm3 1 332 34 72086-73354" 72518-73235 I
rrm4 3 792 112 120505-118126'  120357-119302 Vil
rrm5 2 525 101 247488-2492321  248295-248884 Vil
rrmé 1 139 109 85216-84797 85182-84979 Vil
rrm7 1 121 86 175280-175645  175292-175649 Vi
rrm8 4 704 Yip184p 3e-96 612 157 28299-26185 27551-26442 XV
rrm9 1 740 Pin4p 9e-37 668 126 64830-62611 64209-63824 X
rrm10 1 228 148 37894-37208 37726-37460 Xl
rrm11 2 263 208f 732-30560K 1468-1463 XVI
rrm12 4 651 Pab1p 1e-132 577 117 24758-26713 IX
a. in Zusammenarbeit mit M. Feldbriigge
b. RNA-bindende Domanen
c. Es sind nur Proteine aufgelistet, die einen BLAST e-Wert unter e-15 lieferten
d. BLAST Erwartungswert
e. Genomsequenz Version 1 (http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago_maydis/)
f.  Fusion von Contig 1.208 mit 1.207
g. Vorhergesagte Introns bei Positionen 157314-157244 und 157174-157077
h.  Vorhergesagte Introns bei Positionen 72310-72489 und 72745-72832
i

Sience

=

Vorhergesagte Introns bei Positionen 248204 -248343 und 248477-248557

Vorhergesagtes Intron bei Position 651-585
I. nach der Genomsequenz von Bayer CropSience
m. Information war nicht verfligbar, da diese Gene im Sequenzprojekt von Bayer CropSience fehlen.

Leserahmenverschiebung bei Position 119257, vorhergesagt durch einen Sequenzvergleich mit der Genomsequenz von Bayer Crop-

Protein zu Scpl60p aus S. cerevisiae. (BLAST e-Wert: 9e-42; Tabelle 2-1; Abb. 2-1; Frey
et al.,, 2001; Weber et al., 1997). Die Zahl der RRM-Proteine in einem Organismus ist
bekanntermalien wesentlich héher als die Zahl anderer RNA-bindende Dominen enthal-
tender Proteine. So konnten z. B. in §. cerevisiae 10 KHD- und 53 RRM-Proteine identifi-
ziert werden (http://smart.embl.de/, Stand: 02/2005). Da eine automatische Annotation

des Broad Instituts bereits 43, fiir RRM-Proteine kodierende, ORFs vorhergesagt hatte,
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2.1.2

wurde keine weitere bioinfomatische Analyse zur Identifizierung von an RRM-Proteinen
durchgefiithrt. Es wurde sich in der Liste vielmehr auf zwolf RRM-Proteine beschrinkt

(Tabelle 2-1; Abb. 2-1).

Folglich konnten in Zusammenarbeit mit M. Feldbrigge mit Hilfe eines bioinformati-
schen Ansatzes 27 offene Leserahmen identifiziert werden, die fiir mégliche RNA-bin-
dende Proteine kodieren. Funf der Proteine gehdren zur Familie der PUM-Proteine, neun
zur Familie der KHD-Proteine, ein einziges zur Familie der DSRM-Proteine und zwolf

zahlen zur Familie der RRM-Proteine.

Phanotypisierung der PUM-, KHD- und RRM-Deleti-

onsstaimmen

Fir die weiteren Untersuchungen wurden aus den 27 identifizierten Genen 18 ausge-
wihlt: pum1 bis pum3, khdl bis khd4 und rrmi bis rrml1 (Tabelle 2-1 und Tabelle 4-1,
S.78). Der Fokus richtete sich dabei auf Gene die keine hohe Sequenzihnlichkeit zu
essenziellen Genen aus S. cerevisiae haben. Die Proteine Khd6 und Khd9, die vermutlich
an ribosomalen Prozessen beteiligt sind sowie das potenzielle Poly[A]-bindende Protein
Rrm12 wurden daher in die weiteren Analysen nicht einbezogen. Um erste Hinweise auf
die Funktion der Proteine zu bekommen, wurden in einem revers-genetischen Ansatz
Deletionsstimme mittels einer PCR-basierten Methode hergestellt, wobei jeweils zwei
unabhingigen Deletionsstimme in den beiden Wildtypstimmen FB1 (4747) und FB2
(a2b2) erzeugt wurden’® (Tabelle 4-1, S. 78; siche in “Material und Methoden”, S. 95;
Brachmann et al., 2004; Kamper, 2004).

7. in Zusammenarbeit mit M. Feldbriigge

8. in Zusammenarbeit mit J. Hohenner
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TABELLE 2-2 Phénotypisierung der PUM-, KHD- und RRM-Deletionsstimme?9

Wachstum auf Festmedium

CM- NM-Platten
Gendeletion Koloniemorphologie pjatten bei Zellmor-  cAMP Patho-
A und -pigmentierungb 28 °C 28 °C 15°C 34 °C  phologie® Antwort? Paarungh genité’ntj
pum1 wit wit wt wit wt wt wit wt wt
pum2 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
pum3 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
khd1 wt wt wt  kaltesensd  wt wt wt wt wt
khd2 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
khd3 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
khd4 wt wt wt wt wt abw.f abw. red.! red.
rrm1 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rmm2 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rmm3 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rrm4 wt wt wt wt wt wt wt red. red.k
rmmb wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rrmé wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rrm7 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rrm8 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rrm9 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rrm10 wt wt wt wt wt wt wt wt wt
rrm11 wt wt wt wt wt wt wt wt wt

a. Eswurden jeweils die Deletionen im Hintergrund von FB1 und FB2 untersucht, mit der Ausnahme der Antwort
auf extern gegebenes cAMP (nur FB1 Hintergrund).

b. Die Koloniemorphologie und -pigmentierung wurde sowohl auf Komplett- und Minimalmedium-Platten (vgl.

Abschnitt 4.2.2 (S. 93 ff.)) bestimmt.

Vergleichbar mit dem Phanotyp des Wildtyp

kaltesensitiv

e. Die Zellmorphologie wurde bei Zellen wahrend der exponentiellen Wachstumsphase in Komplettmedium mikro-
skopisch bestimmt.

f.  abweichend

g. Die cAMP Antwort wurde durch die Quantifizierung der in der Zytokinese defekten Zellen eines Stammes bei
15mM cAMP bestimmt (Abb. 2-2).

h. Das Paarungsverhalten wurde durch Kotropfen von kompatiblen Deletionsstdmmen auf aktivkohlehaltigen Plat-
ten untersucht.

i. reduziert

j.  Die Pathogenitat wurde durch die Infektion von Maiskeimlingen mit Kreuzungen von kompatiblen Deletionsstam-
men untersucht.

k. Die Pathogenitat wurde mit einer differenzierteren Bonitur bestimmt (siehe in “Material und Methoden”, S. 97 und
siehe Abschnitt 2.3.2).

a0

Um den Einfluss der ausgewihlten potenziellen RNA-bindenden Proteine auf die Ent-
wicklungsprozesse und die Pathogenitit von U. maydis zu untersuchen, wurden die Dele-
tionsmutanten einer umfangreichen Analyse zur Identifizierung aberranter Phinotypen
unterzogen. Die Stimme wurden systematisch auf ihre Koloniemorphologie und -pig-

mentierungs, ihr Wachstumsverhalten auf Komplettmediumplattens, ihr Wachstumsver-
8

halten auf Minimalmediumplatten bei  verschiedenen Temperaturen®, ihre

Zellmorphologie9, ithre Fihigkeit cAMP-abhingig Zellaggregate zu bildeng, ihrem

8,9

Paarungsverhalten8 sowie ihre Fihigkeit zur Infektion von Maiskeimlingen™” untersucht.

9.

in Zusammenarbeit mit E. Vollmeister, im Rahmen eines Laborprkatikums
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Keine der Gendeletionen war letal, die analysierten Stimme zeigten keine verinderte
Koloniemorphologie oder -pigmentierung verglichen mit dem entsprechenden Wildtyp-
stamm und es wurde keine Verinderung des Koloniewachstums auf Komplettmedium-
bzw. Minimalmediumplatten bei einer Temperatur von 28 °C festgestellt. Die Untersu-
chung der Temperatursensitivitit (15 °C und 34 °C) identifizierte den £hd7A Stamm als
kaltesensitiv sowohl beim Wachstum auf Nitrat-Minimalmediumplatten (NM-Platten) als
auch beim Wachstum in NM-Flissigmedium (Tabelle 2-2; Daten nicht gezeigt). Die
mikroskopischen Untersuchungen der vegetativ wachsenden Sporidien lieBen eine starke
Verinderung der Zellmorphologie durch die Deletion des £4d4 Gens erkennen (vgl.
Abschnitt 2.2).

Fir die Untersuchung der Antwort auf extern gegebenes cAMP wurden die Zellen in
Anwesenheit von 15mM cAMP angezogen. Die Wildtypstimme reagieren auf die Zugabe
von cAMP dieser Konzentration mit einem Zelltrennungsdefekt und einer darauf beru-
henden Bildung von Zellketten (Gold et al., 1994; Kriiger et al., 1998). Ein dem Wildtyp
FB1 vergleichbares Verhalten zeigten 17 der 18 untersuchten Stimme (Abb. 2-2). Eine
Ausnahme bildeten die £bd4A Zellen, allerdings zeigten diese auch ohne Zugabe von
cAMP cine deutliche Neigung zur Bildung von Zellaggregaten. Dieser Effekt wurde
durch die Zugabe von 15mM cAMP nicht weiter verstarkt (Abb. 2-2; Tabelle 2-2).

Das Paarungsverhalten und die Auswirkung auf die Pathogenitit wurden durch die
Kreuzung kompatibler Stimme auf aktivkohlehaltigen Festmediumplatten und durch die
Infektion von Maiskeimlingen mit den jeweils kompatiblen Deletionsstimmen unter-
sucht. Nur die Deletionen von £hd4 bzw. rrm4 fihrten zu einer reduzierten Filamentbil-
dung —als Antwort auf die Paarung zweier kompatibler Sporidien — (Tabelle 2-2;
Tabelle 2-3; siche auch Abschnitt 2.2 und 2.3.1) und zu einer reduzierten Pathogenitit im
Vergleich zu den entsprechenden Wildtypstimmen (Tabelle 2-2; Tabelle 2-3; siche auch
Abschnitt 2.2 und 2.3.2).
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ABB. 2-2 Die Antwort der Deletionsstamme auf extern zugegebenes cAMP?

Anzahl der Zellen
in Aggregaten von

Ergebnisse
2.1.2 Phénotypisierung der PUM-, KHD- und RRM-Deletionsstammen

0 #
2
—
2

unbehandelt

| mehr als[;vs]/ei Zellen 15mM GAMP
-n |_| [m] H | FJH Jﬂ =
wt 1 2 3 1 3 4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N
FB1 Apum Akhd Arrm

Die Anzahl von Zellaggregaten mit mehr als zwei Zellen wurde quantifiziert bei Kulturen, die 18
Stunden mit (hellgelb bzw. orange) und ohne (weifl bzw. grau) 15mM extern gegebenem cAMP
wuchsen. Es wurden, wie in der Legende gezeigt, jeweils zwei unabhangige Deletionsstamme im
Hintergrund FB1 (wt) getestet.

TABELLE 2-3 Pflanzeninfektionen mit PUM-, KHD- und RRM-

Deletionsstammen

8,9

infizierte Keimlinge mit Tumore Infizierte  Keimlinge mit Tumore
Gen Keimlinge Tumoren [%] Keimlinge®  Tumoren [%]
#1° #2 #1 #2 #1 #2 wrd wT wWT
pum1 59 55 57 48 97 87 58 52 90
pum2 57 58 54 54 95 93 58 52 90
pum3 54 50 52 44 96 88 52 43 83
khd1 78 58 70 45 90 78 109 99 91
khd2 59 58 54 55 92 95 66 61 92
khd3 59 65 56 63 95 97 66 61 92
khd4 73 67 12 18 16 27 78 62 79
rrm1 67 58 56 51 84 89 66 62 94
rrm2 80 71 77 63 96 89 80 73 91
rmm3 60 56 58 56 97 100 54 54 100
rrm42@ 359 412 260 305 72 74 369 335 91
rrmb 70 46 60 45 86 98 107 96 90
rrmé 65 58 58 53 99 91 99 89 90
rrm7 50 46 47 43 94 93 47 47 100
rrm8 80 74 72 61 90 82 75 64 85
rrm9 45 46 39 41 87 89 57 45 79
rrm10 51 46 47 37 92 80 57 45 79
rrm11 64 55 48 40 75 73 99 81 82
a. Die Pathogenitat von rrm4-Deletionsstdmmen wurde mit einer differenzierteren Sym-
ptombewertung detaillierter bestimmt (siehe Abb. 2-11 auf Seite 35)
b. Kreuzung von zwei kompatiblen Deletionsstdmmen, z. B. FB1pum1A#1 x
FB2pum2A#2
c. Die Pflanzeninfektionen mit den Deletionsstdmmen wurden durch eine gleichzeitig
durchgefiihrte Infektion mit Wildtypstdmmen validiert.
d. Kreuzung der kompatiblen Wildtypstdmme FB1 und FB2
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26 2.2 Khd4 spielt eine Rolle bei der Morphologie, der Paarung und der Pathogenitit von U. maydis

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass nur drei der 18 Deletionen Verinderun-
gen des Phinotyps zur Folge hatten. Die Deletion von £4d1 fithrte im Vergleich zum
Wildtyp bei 15 °C auf Fest- und in Flissigmedium zu einem reduzierten Wachstum, was
auf eine Kiltesensitivitit schlieBen ldsst. Die Deletion von £hd4 bzw. rrm4 beeintrachtigte
sowohl das Kreuzungsverhalten als auch die Pathogenitit. £hd4A zeigte dariiber hinaus
auch eine Verinderte Zellmorphologie und ein reduziertes Wachstum in Komplett-Flis-
sigmedium (Daten nicht gezeigt). Da die Deletionen von &bd4 und rr74 einen Einfluss auf
die Pathogenitit zeigten, wurden die entsprechenden Stimme im Folgenden naher unter-

sucht.

2.2 Khd4 SPIELT EINE ROLLE BEI DER MORPHOLOGIE,
DER PAARUNG UND DER PATHOGENITAT VON
U. MAYDIS

Die Deletion von £hd4 fihrte zu einem vom Wildtyp stark abweichenden Phinotyp
und einer Beeintrichtigung der Pathogenitit (siche Abschnitt 2.1.2). Um das Ausmalf3 der
Defekte niher zu beschreiben, wurden initiale Experimente durchgefiihrt, die die Bedeu-
tung von Khd4 auf die verschiedenen Schritte der pathogenen Entwicklung von U. maydis
kliren sollten. Die Zellen der £hd4 Deletionsstimme zeigten zumeist eine zitronen- oder

tropfenférmige Gestalt und einen Defekt bei der Zelltrennung, was zur Bildung von Zell-

ketten fihrte (Abb. 2-3; vgl. auch Abb. 2-2).

Zur Untersuchung des Kreuzungsverhalten und der Fihigkeit filamentos zu wachsen,
wurden kompatible £bd4A Stimme auf aktivkohlehaltiges PD-Festmedium getropft.
Kreuzungen mit den entsprechenden Wildtypstimmen FB1 und FB2 dienten zur Kon-
trolle. In solchen Kreuzungstests erscheint das aus der Fusion zweier kompatibler Wild-
typsporidien hervorgehende Dikaryon als weiles Myzel (Holliday, 1974). Bei dem
gemeinsame Aufbringen zweier kompatibler £bd4A Stimme unterblieb die Ausbildung
dikaryotischer Filamente. Auch bei der Kreuzung eines £hd4A Stammes mit einem kom-
patiblen Wildtypstamm wurde eine signifikante Verringerung der Filamentbildung beob-
achtet (Abb. 2-4), was einen Fusionsdefekt vermuten lasst. Um dies naher zu untersuchen,
wurden die Stimme in Konfrontationstests analysiert. Dazu wurden kompatible Partner

(Wildtypen bzw. Deletionsmutanten) in einer Distanz von ungefihr 150um auf Wassera-
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ABB. 2-3 Deletion von khd4 in haploiden Sporidien

Die Deletion von khd4 flihrt zu einer ungleichmaRigen Zellform und Zelltrennungsdefek-
ten in haploiden Sporidien. Im Vergleich zu (A) Wildtypzellen (FB2) zeigen (B) FB2khd4A
und (C) FB1khd4A Zellen eine meist zitronen- oder tropfenférmige Gestalt und beide
Stamme bilden Zellaggregate aus. DIC (differenzielle Interferenz-Kontrast)-Bilder, Bal-
kenin A=5pum

= § ABB.2-4 Kreuzungsverhalten der khd4A
N & & Stimmen

(A) Die oben und links angegebenen Stamme
wurden einzeln und in Kombination auf aktiv-
kohlehaltige Platten getropft. Bei einem erfolg-
reichen Kreuzungsereignis werden diploide
Filamente gebildet, die der Kolonie eine weille
Farbe und ein pelzartiges Aussehen geben. Die

FB2 (a2b2) Deletion von khd4 fiihrt bei der Kreuzung mit ei-
nem Wildtypstamm zu einer deutlichen, bei der
Kreuzung mit einem kompatiblen khd4A Stamm
FB2KhddA#1 zu einer substanziellen Reduktion der Filament-
bildung.
FB2khd4A#2

gar getropft (vgl. in “Material und Methoden”, S. 96) und nach 12 Stunden mikroskopisch
analysiert (Snetselaar et al., 1996). Im Kontrollexperiment mit den Wildtypstimmen FB1
und FB2 konnte eine starke Konjugationshyphenbildung beobachtet werden, wohingegen
bei der Konfrontation kompatibler £644A Stimme nur vereinzelte Konjugationshyphen
beobachtet wurde (Abb. 2-5). Diese verringerte Konjugationshyphenbildung konnte
sowohl durch einen Defekt bei der Ausbildung von Konjugationshyphen als auch durch

eine gestorte Pheromonsekretion erklirt werden.
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28 2.2 Khd4 spielt eine Rolle bei der Morphologie, der Paarung und der Pathogenitit von U. maydis

Um zu untersuchen, ob die reduzierte Konjugationshyphenbildung auf einer vermin-
derten Pheromonsekretion beruht, wurde FB1khd4A gemeinsam mit dem diploiden Phe-
romontesterstamm FBD12-17 (a2a2b7b2) auf aktivkohlehaltige Platten getropft. Der
Pheromontesterstamm bildet, nach der Stimulation mit al-Pheromon, das in diesem Fall
vom kompatiblen FB1 bzw. FB1khd4A Stamm sekretiert wurde, ein /-abhingiges Fila-
ment. Fir den Test wurde FB1khd4A in einer Verdiinnungsreihe (ausgehend von
5107 Zellen ‘ml’; vel. in “Material und Methoden”, S. 97) mit dem Pheromontester-
stamm FBD12-17 (konstante Zellzahl von 5107 Zellen ‘ml™l) auf aktivkohlehaltige Plat-
ten getropft. Nach 24 Stunden zeigte sich, dass FB1khd4A die Filamentbildung des
diploiden Stamms FBD12-17 deutlich schlechter elizitiert als der Wildtypstamm FB1. Bei
ciner Zellzahl von 5 10° Zellen -mI™! des Stamms FB1khd4A konnte kaum noch eine Fila-
mentbildung des Pheromontesterstamms ausgelost werden. Bei gleicher Zellzahl konnte
FB1 noch eine deutliche Reaktion des Testerstamms hervorrufen (Abb. 2-6 Asterisk).
Vergleichbare Beobachtungen wurden auch mit dem FB2 sowie FB2khd4A und dem Phe-
romontester FBD11-7 (a7a1b15b2) gemacht (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Experimen-
ten ldsst sich schlieBen, dass die Pheromonsekretion in den £hd4A Stimmen deutlich

reduziert ist.

Pheromondonor Pheromontester
FBD12-17 (a2a2b1b2)

FB1 (atb1)

FB1khd4A#2

*
54107 - 1.10%

ABB. 2-6 Die khd4A Mutante zeigt eine reduzierte
Pheromonsekretion®

Die links angegebenen Stamme wurden in einer Verdin-
g : nungsreihe (beginnend bei 5107 Zellen 'ml"; vgl. in
im Konfrontationstest _ . “Material und Methoden”, S. 97) in Kombination mit dem
Die kompatiblen khd4A Zellen zeigten im diploiden Pheromontesterstamm FBD12-17
Konfrontationstest eine deutlich gestorte (5107 Zellen 'mI™") auf aktivkohlehaltiges CM-Festme-
Antwort verglichen mit kompatiblen Wildtyp- dium getropft. Der Pheromontesterstamm wird durch
stammen. Balken = 50um. das von den kompatiblen Stamm sekretierte Pheromon
stimuliert und bildet ein b-abhangiges Filament. Die
Pheromonsekretion von FB1khd4A#2 im Vergleich zu
FB1 ist sichtlich reduziert; bei einer Zelldichte von
5-10° Zellen ‘mI"! ist FB1khd4A kaum noch in der Lage
die Filamentbildung zu elizitieren (Asterisk). Die Fila-
mentbildung des Testerstamms hangt von der Menge
des vom Pheromondonor sekretierten Pheromons ab
(Szabo et al., 2002).

FB1khd4A#1 FB1khd4A#2

ABB. 2-5 Defekte von khd4A Stammen
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- Pheromon + Pheromon ABB. 2-7 Pheromonstimulation von FB1
und FB1khd4A’

Die Stimulation mit synthetischem a2-Phero-
mon fir 5h in CM-Flissigmedium induzierte
im Wildtyp FB1 die Bildung von Konjugations-
hyphen. Die khd4 Deletionsmutante reagierte
nach der Stimulation mit synthetischem
a2-Pheromon ebenfalls mit der Ausbildung
von filamentdésen Strukturen, diese waren
aber  deutlich kurzer und dicker.
Balken = 10um.

FB1

FB1khd4A #1

Ob die Konjugationshyphenbildung durch die Deletion von £hd4 ebenfalls beeintrich-
tigt ist, wurde durch die Stimulation der £bd4A Zellen mit kompatiblem, synthetischem
Pheromon in Flissigmedium untersucht.Es wurden dazu FB1khd4A Zellen (und FB1-
Wildtypzellen zur Kontrolle) fiir 5 Stunden in Komplettmedium bei Anwesenheit von
a2-Pheromon angezogen. FB1 antwortet auf die Zugabe von synthetischem Pheromon
mit der Ausbildung von Konjugationshyphen. Im Gegensatz dazu induzierte das kompa-
tible Pheromon bei £4d4A Zellen nur in wenigen Fillen die Bildung von Konjugations-
hyphen. Diese waren im Vergleich zu den Konjugationshyphen des Wildtypstamms
sichtlich kiirzer und dicker (Abb. 2-7). Somit wird durch die Deletion von £d4 die Bil-

dung Konjugationshyphen als Antwort auf kompatibles Pheromon beeintrichtigt.

Die Bedeutung von £hd4 fiir das b-abhingige Filamentwachstum wurde im Weiteren
mit einer £hd4 Deletion in dem Stamm SG200 (a2mfa2bE 151 2) untersucht. Der haploide
Laborstamm SG200 kann, auf aktivkohlehaltige Platten getropft, sich mit eigenem Phero-
mon stimulieren und somit die Expression des aktiven bE/bW-Heterodimers triggern,
was zur Ausbildung eines /-abhingigen Filaments fithrt. Es handelt sich in diesem Fall um
eine pheromon- und b/-abhingige, aber fusionsunabhingige Filamentbildung (Boélker
et al,, 1995). SG200khd4A bildete im Vergleich zu SG200 nach dem Tropfen auf aktiv-
kohlehaltige Platten nur noch wenige Filamente aus (Abb. 2-8). Dieses Ergebnis schlief3t

einen reinen Fusionsdefekt durch die Deletion von rr#4 aus.
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2.3 Rrm4 aus U. maydis ist wichtig fiir das polare Wachstum der b-abhédngigen Hyphen

2.3

Um den Einfluss des defekten Filamentwachstums auf die Pathogenitit der &hd4A
Stimme zu testen, wurden sieben Tage alte Maiskeimlinge mit einer Kreuzung kompati-
bler £6d4A Stimmen bzw. Wildtypstimmen infiziert. Nach 14 Tagen zeigten 79 % der mit
kompatiblen Wildtypstimmen (FB1 x FB2) infizierten Pflanzen (n=78) Tumorbildung
(Tabelle 2-3, S. 25). Die mit kompatiblen £hd4A Stimmen infizierten Pflanzen (n=73
bzw. 67) dagegen zeigten nach 14 Tagen eine deutlich geringere Tumorbildung. So rief die
Infektion mit FB1khd4A#1 x FB2khd4A #1 nur bei 12 Pflanzen (16 %), die Infektion mit
FB1khd4A#2 x FB2khd4A#2 nur bei 18 Pflanzen (27 %) eine Tumorbildung hervor
(Tabelle 2-3, S. 25). Vergleichbare Ergebnisse konnten auch bei Pflanzeninfektionen mit
den solopathogenen SG200 Stimmen beobachtet werden. 14 Tage nach der Infektion der
Maiskeimlinge (n=15) mit dem Stamm SG200 konnte bei 87% der Pflanzen Tumorbil-
dung beobachtet werden, die Infektion der Maiskeimlinge (n=16 bzw. n=10) mit dem
khd4 Deletionsstamm SG200khd4A#1 bzw. SG200khd4A#2 rief nur bei 25 % bzw. 20%
der Pflanzen Tumorbildung hervor. Die Fihigkeit zur Tumorbildung war somit etwa

3,5-mal niedriger, verglichen mit der Infektionsrate bei Wildtypinfektionen.

Folglich hat die Deletion von £Ad4 weitreichende Auswirkungen zur Folge: Sie fihrt zu
einem Zelltrennungsdefekt wihrend des vegetativen Wachstums, beeintrichtigt die Phe-
romonsekretion und die Konjugationshyphenbildung als Antwort auf kompatibles Phero-
mon. Dartiber hinaus waren die £bd4A Stimme im filamentésen Wachstum gestort und

weisen eine reduzierte Pathogenitit auf.

Rrm4 AUS U. MAYDIS IST WICHTIG FUR DAS
POLARE WACHSTUM DER b-ABHANGIGEN HYPHEN

In den Vortests zeigten rr74A Stimme ein reduziertes filamentdses Wachstum und
eine reduzierte Virulenz (vgl. Abschnitt 2.1.2). Um die Funktion von Rrm4 auf das fila-
mentdse Wachstum und die pathogene Entwicklung von U. zaydis zu Kliren, wurden die

Auswirkungen der 7774 Deletion naher untersucht.
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2.3.1 rrm4A Stamme zeigen ein reduziertes Filamentwachstum 31

G200 (a2mfa2bE1bW2)

G200khd4A#1

ABB. 2-8 khd4 spielt bei der Ausbil-
dung von Filamenten eine Rolle
Gezeigt ist jeweils der Rand einer Kolonie
auf aktivkohlehaltigem Festmedium. Der
Stamm SG200 bildet auf Grund seiner au-
tokrinen Pheromonstimulation und der dar-
aus resultierenden Expression des
G200khd4A#2 aktiven, heterodimeren bE/bW-Transkripti-
onsfaktors, weil3e, pelzartige Kolonien. Die
Deletion von khd4 fiihrte in den beiden, un-
abhangig erzeugten Stdmmen
SG200khd4A#1 und SG200khd4A#2 zu
einer substanziellen Reduktion der Fila-
mentbildung.

2.3.1 rrm4A Stamme zeigen ein reduziertes Filamentwachstum

Da bei den initialen Kreuzungsexperimenten zweier kompatibler 7774 Deletionsmu-
tanten nur ein reduziertes filamentéses Wachstum beobachtet wurde, wurde dieser Defekt
in Kreuzungen, bei denen Verdinnungsreihen des kompatiblen Wildtypstamms einge-
setzt wurden, niher untersucht. Der Stamm FB2rrm4A (konstante Zellzahl von
5107 Zellen 'rnl‘1) wurde mit Verdinnungen (ausgehend von 5-1 0" Zellen 'rnl‘1) der
Stimme FB1 bzw. FB1rrm4A gemischt und auf aktivkohlehaltige Platten getropft. Die
Kreuzung von FB2rrm4A mit der Verdiinnungsreihe des Wildtyps FB1 fiithrte mit abneh-
mender Zellzahl des Wildtyps zu einer abnehmenden Filamentbildung (Abb. 2-9A). Nach
24 Stunden war zu beobachten, dass kompatible 7774A Stimme in ihrem filamentésen
Wachstum deutlich beeintrichtigt waren (Abb. 2-9A). In einem weiteren Kreuzungstest
wurde analog zu dem oben beschriebenen Experiment eine Verdiinnungsreihe des kom-

patiblen r4A Stamms eingesetzt. Der Wildtyp FB2 (konstante Zelldichte von
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2.3 Rrm4 aus U. maydis ist wichtig fiir das polare Wachstum der b-abhédngigen Hyphen

5107 Zellen 'ml‘l) wurde jeweils mit Verdiinnungen (ausgehend von 5 -1 07 Zellen 'ml‘1)
der Stimme FB1 bzw. FB1rrm4A gemischt und auf aktivkohlehaltige Platten getropft.

Hierbei war kein unterschiedliches Verhalten bei der Filamentbildung zu beobachten.

Das beobachtete reduzierte filamentose Wachstum nach der Paarung zweier kompati-
bler Deletionsstimme konnte das Ergebnis einer verringerten Pheromonausschittung
sein, weshalb im Folgenden die Pheromonsekretion der 774 Deletionsmutanten unter-
sucht wurde. Daftr wurden Verdiinnungsreihen der Stimme FB1, FB1rrm4A#1 und #2
mit dem Pheromontesterstamm FBD12-17 (224201562, konstante Zellzahl von
5107 Zellen ‘ml'!) auf aktivkohlehaltigen Platten gekreuzt. Nach 24 Stunden war bei der
Kreuzung FBD12-17xFB1 ein deutliches, pheromoninduziertes Filamentwachstum des
Pheromontesterstamms zu beobachten. Durch die Reduktion der Zellzahl von FB1, und
der damit verbundenen Reduktion der sekretierten Pheromonmenge, nahm das Filament-
wachstum des Pheromontesterstamms ab (Abb. 2-9C). Bei der Kreuzung des Pheromon-
testerstamms mit 7774A Stimmen konnte kein Unterschied zu den Kontrollreihen der
Wildtypkreuzungen festgestellt werden. Die Deletionsmutanten waren vergleichbar mit
dem Wildtyp in der Lage, durch ihre Pheromonsekretion die Filamentbildung des Phero-
montesterstamm zu elizitieren (Abb. 2-9C). Diese Ergebnisse schlieSen eine Effekt auf

die Pheromonsekretion durch die Deletion von 774 aus.

Mit Hilfe eines Konfrontationstests wurde dariiber hinaus die Konjugationshyphenbil-
dung von rrm4A Zellen untersucht. In den durchgefithrten Tests wurden die kompatiblen
Partner mit einer Distanz von ungefahr 150pm auf Wasseragar aufgetragen. Nach 12
Stunden wurden die Konjugationshyphenbildung mikroskopisch analysiert (Snetselaar
et al.,, 1996). Die Antwort der kompatiblen 7774A Stimme unterschied sich in keiner
Weise von der Antwort der Wildtypstimme (Abb. 2-10). Dies war in Finklang mit der Sti-
mulation der r7#4A Stimme dutrch al- bzw. a2-Pheromon, wobei keinen Unterschied zu
einer Wildtypbehandlung festgestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die Deletion
von rr74 hat keinen Effekt auf die Konjugationshyphenbildung als Antwort auf eine Sti-

mulation mit kompatiblem Pheromon.

Es lag deshalb die Vermutung nahe, dass die Deletion von 774 die Filamentbildung
nach der Fusion beeinflusst. Um diese Vermutung zu untermauern, wurde analog zu
FB1rrm4A und FB2rrm4A ein Bereich von Nukleotidposition 149-1202bp des r774 ORF
(2379bp; vel. Tabelle 2-1) auch im solopathogenen Stamm SG200 (a2n2fa2bW15E2) durch
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2.3.1 rrm4A Stamme zeigen ein reduziertes Filamentwachstum

A FB2rrm4A#1 (a2b2) B FB2 (a2b2)

FB1 (a1b1)

FB1 (a1b1)
FB1rrm4A#1
FB1rrm4A#1
FB1rrm4A#2
FB1rrm4A#2
C FBD12-17 (a2a2b1b2)
FB1 (a1b1)
FB1rrm4A#1
FB1rrm4A#2

5107 - 5.10*

SG200 (a2mfa2bW1bE2)

ABB. 2-9 rrm4 ist wichtig fiir die einwandfreie Ausbildung von b-abhéangigen Filamenten

In den Tropfexperimenten auf aktivkohlehaltigen Platten sind die links beschrifteten Stamme (A bis C)
von links nach rechts in einer Verdlinnungsreihe (jeder zweite Tropfen entspricht einer 10fachen Ver-
diinnung) gemeinsam mit kompatiblen haploiden Stdmmen (A und B) bzw. dem diploiden Pheromon-
testerstamm FBD12-17 (C; oben beschriftet, konstante Zellzahl von 5-107 Zellen ‘ml™') getropft.

(A, B) Ein erfolgreiches Fusionsereignis ist durch das Ausbilden des diploiden Filaments gekennzeich-
net, was zur Bildung von wei3en und flaumigen Kolonien. In Kreuzungen zweier kompatibler haploider
rrm4A Stamme ist das Wachstum des diploiden Filaments deutlich reduziert, wobei ein kompatibler
Wildtypstamm ausreicht, das Phdnomen zu unterbinden. (C) Der Pheromontesterstamm FBD12-17
reagiert auf a1-Pheromon von Pheromondonorstdmmen mit dem Ausbilden von Filamenten, die den
Kolonien ein weilRes und flaumiges Aussehen geben. Die rrm4 Deletionsstdmme und der Wildtyp-
stamm FB1 zeigen die selbe Sensitivitat beim Elizitieren der Filamentbildung im Pheromontester-
stamm. (D) Gezeigt ist der Rand einer Kolonie auf aktivkohlehaltigem Festmedium. Die unten
beschrifteten Stdmme wurden auf Festmediumplatten getropft. Nach 24 Stunden zeigen die rrm4A
Stédmme, im Vergleich zum Ausgangsstamm SG200 (D1), ein stark reduziertes filamentdses Wachs-
tum (D2 und D3).

33



34

Ergebnisse
2.3 Rrm4 aus U. maydis ist wichtig fiir das polare Wachstum der b-abhédngigen Hyphen

die Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt. Aus der homologen Integration der Resistenz-
kassette resultierte der Stamm SG200rrm4A (vgl. Tabelle 2-1, S. 21 und Tabelle 4-6,
S. 83), der méglicherweise ein 68 Aminosauren langes Restprotein exprimierte. Wird der
haploide Laborstamm SG200 auf aktivkohlehaltiges Festmedium getropft, kommt es zu
einer Autostimulation und der Expression des aktiven bE/bW-Heterodimers, was zur Bil-
dung eines b-abhingigen Filaments fiihrt (Abb. 2-9D1). Der Stamm SG200rrm4A bildete
zwar noch Filamente aus (Abb. 2-9D2 und D3), diese waren aber sichtlich kiirzer als die
des Ausgangsstamms SG200 (Abb. 2-9D1). Dieses Experiment bekriftigt einen Postfusi-

onsdefekt durch die Deletion von 774 und bestitigt die Beteiligung von Rrm4 am fila-

mentdsen Wachstum von U. maydis.

_ FB2rrm4A

ABB. 2-10 Rrm4 hat keinen Einfluss auf die Konju-
gationshyphenbildung

g Die kompatiblen rrm4A Zellen zeigen im Konfrontati-
Z# onstest keine von kompatiblen Wildtypstdmmen abwei-
chende Antwort. Balken = 50um.

Im Ergebnis kann festgehalten werden, dass die Deletion von r74 zu einem reduzier-
ten Filamentwachstum fithrte, sowohl bei der Kreuzung zweier kompatibler rrz4A
Stimme als auch im Stamm SG200rrm4A. Auf Grund der Tatsache, dass die Deletion von
rrmd keinen Einfluss auf die Pheromonsekretion und Konjugationshyphenbildung hat,
deuten diese Resultate auf einen reinen Postfusionsfusionsdefekt in den r74A Stimmen
hin. Diese Vermutung wird bekriftigt durch die Beobachtung, dass das filamentdse

Wachstum einer FB2xFB1rrm4A Kreuzung nicht beeintrichtigt ist; folglich ist Rrm4

wichtig fur das s-abhingige Filamentwachstum von U. waydis.
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2.3.2 Die Deletion von rrm4 fiihrt zu reduzierter Virulenz

Um den Einfluss von Rrm4
auf die Pathogenitit zu ermit-
teln, wurden Pflanzeninfekti-
onsexperimente mit  den
Deletionsstimmen
fuhrt.  Da

(Tabelle 2-3, S. 25) gezeigt hat-

durchge-

Vorexperimente

ten, dass r74A Stimme Tumot-
bildung mit einer dem Wildtyp
vergleichbaren Frequenz indu-
durch

zierten, die rrmd A

Stamme induzierten Tumore
jedoch sichtlich kleiner waren,
wurde eine deutlich detailliertere
Bonitierung etabliert. Die verur-
sachten Symptome wurden in
funf

Klassen eingeteilt:

(1) welke / tote Pflanzen,
(2) Bildung von grof3en Tumo-
ren am Stengel, (3) Bildung von
kleinen Tumoren am Stengel,
(4) Bildung von grof3en Tumo-
ren am Blatt, (5) Bildung von
kleinen Tumoren am Blatt und
(6) keine Tumorbildung (vgl. in
“Material  und  Methoden”,

S. 97).

2.3.2 Die Deletion von rrm4 fuhrt zu reduzierter Virulenz
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ABB. 2-11 rrm4A Stamme sind in ihrer Virulenz beein-
trachtigt

Pflanzeninfektionen wurden durchgefihrt mit kompatiblen
rrm4A Stammen (#1, 368 Pflanzen; #2, 403 Pflanzen, Daten
nicht gezeigt) und mit kompatiblen Wildtypstammen
(369 Pflanzen). (A) Symptomatisch fir eine Infektion mit kom-
patiblen rrm4A Stammen war eine geringe Tumorentwicklung
an den Blattern der Maiskeimlinge. (B) Eine detaillierte Be-
wertung der Krankheitssymptome und der Vergleich zwi-
schen einer Infektion mit Wildtyp- (grau) und rrm4A Stammen
(#1, gelb) zeigt eine deutlich schwachere Virulenz der Deleti-
onsmutanten und einer Verschiebung der Symptome in Rich-
tung geringerer Virulenz.

Fir die Datenerhebung wurden kompatible 7724A Stimme gekreuzt (FBlrrm4A#1 x

FB2rrm4A#1 und FBlrrm4A#2 x FB2rrm4A#2) und jeweils mehr als 360 Maiskeim-

linge in fiinf unabhingigen Experimenten infiziert (Abb. 2-11B). Diese Experimente zeig-

ten eine deutliche Abschwichung der Symptome im Vergleich zu einer Wildtypinfektion.
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2.3.3

Die Anzahl an welken und toten Pflanzen nach einer r774A Infektion war etwa 10-mal
geringer und die Zahl an Pflanzen ohne Symptome bzw. mit einer geringen Tumorbildung
am Blatt nahm, im Vergleich zur Wildtypinfektion, etwa um das dreifache zu
(Abb. 2-11B). Das bedeutet, dass r774A Stimme noch in der Lage sind Tumore auszubil-

den, ihre Virulenz ist aber deutlich beeintrichtigt.

Rrm4 ist am unipolaren filamentésen Wachstum beteiligt

Um die makroskopische beobachteten Konsequenzen einer 74 Deletion weiterge-
hend zu untersuchen, wurden zellbiologische Analysen durchgefiihrt. Als Voraussetzung
fir diese Arbeiten war es zunichst notwendig einen Stamm herzustellen, in dem der
gesamte ORF von 74 deletiert ist, um die homologe Rekombination von rr4-Allelen
in den endogenen Lokus zu erleichtern. Dartiber hinaus wurde, auf Grund der postfusio-
niren Auswirkung der 77774 Deletion auf das Filamentwachstum (vgl. Abschnitt 2.3.1), fur
die weiteren Untersuchungen der Laborstamm AB33 («2P,,:0W1bE2) verwendet. Dieser
Stamm erméglicht durch einen Wechsel der Stickstoffquelle NH, " =NO;") im Medium,
die Induktion filamentéser Strukturen (Abb. 2-12A1), die morphologisch den dikaryoti-
schen Hyphen gleichen (Brachmann, 2001). Durch die homologe Rekombination des
Plasmids pUMa495 wurde der Stamm AB33rrm4A-2 hergestellt, in dem der Bereich von
Nukleotidposition 120525-117997 auf dem Contig1.112 der Genomsequenz

AB33 (a2P,,,-bW2bET) AB33rrm4A-2#2 AB33rrm4-egfp#2

ABB. 2-12 Auch die Deletion des gesamten offenen Leserahmens von rrm4 fiihrt zu verkiirzten Fila-
menten

(A1) Der Stamm AB33 wachst auf aktivkohlehaltigen Nitrat-Minimalmedium-Platten filamentds. Es bilden sich
weilke, pelzartige Kolonien. (A2) Die Bildung verkurzter Filamente ist auch bei der Deletion des gesamten
ORF von rrm4 in AB33rrm4A-2 zu beobachten. Der Effekt ist vergleichbar mit der rrm4 Deletion im Stamm
SG200 (Abb. 2-9, S. 33). (A3) Der Stamm aus AB33rrm4A-2 entstandene Stamm AB33rrm4-egfp exprimiert
ein Rrm4-eGfp Fusionsprotein und zeigt ein dem Ausgangsstamm AB33 vergleichbares Filamentwachstum.


http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago_maydis/
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ABB. 2-13 Das filamentése Wachstum verschiedener rrm4 Mutanten im Vergleich

Die Zellen wurden vier Stunden nach der Induktion des filamentésen Wachstum mikroskopiert. (A) Der Aus-
gangsstamm AB33 zeigt ein unipolares filamentdéses Wachstum. (B) Die Deletion von rrm4 ruft in der Zelle ein
Uberwiegend bipolares Filamentwachstum hervor. (C) Die Expression eines Rrm4-eGfp Fusionsproteins hat
keine Auswirkungen auf Filamentbildung. (D und E) Die Deletion und die Mutation der C-terminalen PABC-Do-
mane fihrt zu einem verstarkten bipolaren Filamentwachstum. (F, G und H) Das Einfiihren von Mutationen in
die RRM-Domanen fiihrt im Falle der dreifach Mutation mR123 (F) sowie bei der Mutation der ersten (mR1; G)
und zweiten (mR2; H) RRM-Domane zu bipolarem Wachstum. (1) Die Expression eines in der dritten RRM-Do-
mane mutierten Rrm4-eGfp Fusionsproteins (Rrm4™R3.eGfp) hat keine Auswirkungen auf das Filamentdse
Wachstum. Balken in A = 10um

(http:/ /www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago_maydis/) durch die Hygromy-
cin-Resistenzkassette ersetzt wurde. In AB33rrm4A-2 wurde somit ein 2527bp langer
Bereich beginnend 19 Nukleotiden stromaufwirts des ORF (2376bp) deletiert. Dieser
Stamm zeigte nach der Induktion des filamentésen Wachstums auf Nitrat-Minimalmedi-
umplatten die fur eine 7774 Deletion typischen verkiirzten Filamente (Abb. 2-12A2), wie
sie auch auf aktivkohlehaltigen Platten mit dem Stamm SG200rrm4A zu beobachten

waren (vgl. Abb. 2-9D2 auf Seite 33).

Ausgehend von AB33rrm4A-2 wurden Stimme hergestellt, die ein Gfp markiertes
Rrm4 exprimierten. Hierfiir wurde das endogene rrz4A-2 Allel durch rrmd-egfp ersetzt.
Der so hergestellte Stamm AB33rrm4-egfp exprimiert das Fusionsprotein unter der Kon-
trolle des 774 Promotors. Da AB33rrm4-egfp keine Beeintrichtigung im filamentosen
Wachstum aufweist (Abb. 2-12B3), ist davon auszugehen, dass das Rrm4-eGfp Fusions-
protein funktionell ist und das eGfp als Teil des Rrm4-eGfp Fusionsproteins keine Aus-

wirkung auf die Funktion von Rrm4 hat. Aulerdem schlieBen diese Ergebnisse einen
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dominant negativen Effekt des in den Stimmen FBlrrm4A, FB2rrm4A, und
SG200rrm4A moglicherweise exprimierten, 68 Aminosiuren langen Restproteins aus

(vgl. Tabelle 2-1, S. 21). Zudem zeigen diese Ergebnisse, dass das beobachtete reduzierte

Filamentwachstum eine Folge der 7774 Deletion darstellt.

Mikroskopische Analysen der Stimme AB33, AB33rrm4A-2 und AB33rrm4-egfp
zeigten bei hefedhnlichem Wachstum in Komplettfliissigmedium keine phanotypischen
Unterschiede (Daten nicht gezeigt). Bei Betrachtung der filamentdsen Strukturen auf zel-
lularer Ebene bereits vier Stunden nach der Induktion des filamentdsen Wachstums
konnte der bisher nur makroskopisch definierten Effekt einer 7774 Deletion verdeutlicht
werden. Der Ausgangsstamm AB33 zeigte ein unipolares, filamentoses Wachstum und die
Zellen bildeten bereits die ersten leeren Abschnitte am distalen Ende der Spitzenzelle
(Abb. 2-13A). Im Gegensatz dazu fihrte die Deletion von 774 zu bipolaren Wachstum
und einem Defekt bei der Bildung leerer Abschnitte (Abb.2-13 B). Der aus
AB33rrm4A-2 entstandene Stamm AB33rrm4-egfp zeigte ein unipolares Filamentwachs-
tum und die Hyphen bildeten, analog zu AB33, bereits nach vier Stunden erste leere
Abschnitte (Abb. 2-13C). Das bipolare, filamentése Wachstum von AB33rrm4A-2
konnte, vier Stunden nach der Induktion, bei 56£5 % (n=383) der Zellen beobachtet wer-
den. Beim Ausgangsstamm AB33 und bei AB33rrm4-egfp zeigten nach vier Stunden nur
128 % (n=375) bzw. 17£8 % (n=533) der Zellen ein bipolares Wachstum (Abb. 2-14A).

Die Deletion von rr4 fiihrt also zu einem vertarkt bipolaren Filamentwachstum.

Ob das bipolare Wachstum der Zelle einen Einfluss auf die maximale Linge der hyph-
alen Spitzenzelle hat, wurde in einer weiteren Berechnung ermittelt. Es wurde die Linge
von Spitzenzellen sechs Stunden nach der Induktion des filamentésen Wachstums
bestimmt. Die Bandbreite der Messwerte (z. B.: 25-102um bei AB33) war sehr hoch. Dies
war zu erwarten, da nicht alle Zellen direkt nach dem Wechsel in Nitrat-Minimalmedium
mit der Ausbildung von Filamenten beginnen. Aus diesem Grund wurden fir die Evalua-
tion nur solche Zellen verwendet, die linger waren als der Median der Linge eines Stam-
mes zum jeweiligen Zeitpunkt. Die Zellen von AB33 und AB33rrm4-egfp besallen sechs
Stunden nach der Induktion eine durchschnittliche Linge von 87£10pm (n=20) bzw.
8319um (n=51; Abb. 2-14B). Die bipolar wachsenden Zellen von AB33rrm4A-2 hatten
eine durchschnittliche Linge von 82+10um (n=26; Abb. 2-14B). Folglich zeigt sich keine

Verinderung in der Maximallinge der Spitzenzellen durch die Deletion von rru4.
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Die Bildung leerer Abschnitte wird durch die Deletion von 74 allerdings ginzlich
verhindert. Sechs Stunden nach der Induktion des filamentésen Wachstums haben ~60 %
der AB33 Zellen bzw. ~70 % der AB33rrm4-egfp Zellen leere Abschnitte gebildet.
AB33rrm4A-2 bildeten hingegen keine leeren Abschnitte aus (Abb. 2-14C). Die Deletion
tuhrt folglich zu einem Defekt bei der Bildung leerer Abschnitte.

Um die Geschwindigkeit des Hyphenwachstums zu bestimmen, wurde die Linge der
hyphalen Spitzenzelle (Abb. 2-15A) und die Anzahl der Zellen mit leeren Abschnitten von
mindestens 41 Zellen 0, 2, 4 und 6 Stunden nach der Induktion des filamentésen Wachs-
tums bestimmt (Abb. 2-15B). Es zeigt sich in diesem Experiment ein im Vergleich zu
AB33 und AB33rrm4-egfp signifikant retardiertes Wachstum der AB33rrm4A-2 Spitzen-
zellen. Diese Verzégerung war bereits zwei Stunden nach der Induktion zu detektieren
(Abb. 2-15B) und wurde im Verlauf des Experiments deutlicher. Nach vier Stunden waren
1812 % der Zellen von AB33 und AB33rrm4-egfp in einem Lingenbereich von
60um-80um und 7%1 % dieser Zellen hatten bereits erste leere Abschnitte gebildet.
Durch das verzogerte Wachstum der AB33rrm4A2 Spitzenzellen konnten vier Stunden
nach der Induktion hatten erst 3=1 % der Zellen eine Linge von 60-80um erreicht
(Abb. 2-15B). Wie oben erwihnt, ging das Wachstum der Spitzenzellen in den Stimmen
AB33 bzw. AB33rrm4-egfp mit dem Ausbilden leerer Abschnitten einher. Alle Filamente
von AB33 mit einer Linge von mehr als 80um hatten sechs Stunden nach der Induktion
leere Abschnitt gebildet (Abb. 2-15B). Im Gegensatz dazu waren bei AB33rrm4A-2 sechs
Stunden nach der Induktion des filamentésen Wachstums keine Bildung leere Abschnitte
zu beobachten (Abb. 2-15B). Folglich fiihrt der durch die Deletion von r##4 hervorgeru-
tene Defekt bei der Bildung leerer Abschnitte zu einer dramatisch verkiirzten Hyphe, da
die Linge der Hyphe auf die maximale Linge der Spitzenzelle von ~85um begrenzt ist.
Eine Wildtyphyphe mit einer ~85um langen Spitzenzelle und vier leeren Abschnitten'"
wire hingegen doppelt so lang, und wiirde durch die Bildung weiterer leerer Abschnitte

stetig an Lange zulegen.

10. Die durchschnittliche Linge eines leeren Abschnitts betrdgt ungefahr 23um (Steinberg et al., 1998).
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ABB. 2-14 Die Deletion von rrm4 verhindert die Bildung leerer Abschnitte und beeinfluBt die Polaritét der
Zellen.

(A) Die Deletion von rrm4 fihrt zu einer signifikanten Steigerung von bipolaren Filamenten. Vier Stunjden nach
der Induktion des filamentdsen Wachstums ist bei 56+5 % der rrm4A Zellen ein bipolares Filamentwachstum zu
beobachten, der Ausgangsstamm AB33 und der Komplementationsstamm (AB33rrm4-egfp) bilden nurin 12+8 %
bzw. 1718 % der Félle bipolare Hyphen. Die gezeigten Ergebnisse stammen aus zwei Experimenten mit jeweils
zwei unabhangigen Stammen. (B) Die Maximallange der hyphalen Spitzenzelle ist durch eine rrm4 Deletion nicht
beeintrachtigt. Sechs Stunden nach der Induktion des filamentésen Wachstums haben die rrm4A Zellen mit
82+10um eine sowohl mit AB33 (87+10um) als auch mit AB33rrm4-egfp (83+9um) vergleichbare Lange. In die
Berechnung der durchschnittlichen Lange der Spitzenzelle wurden nur Zellen einbezogen, die langer waren als
der Wert fir den Median. Die Messungen stammen aus einem Experimenten mit zwei unabhangigen Stdmmen.
(C) Durch die Deletion von rrm4 bleibt die Bildung leerer Abschnitte aus. Bis sechs Stunden nach der Induktion
des filamentdsen Wachstums konnte die Bildung leerer Abschnitte nicht beobachtet werden. Die Daten entstam-
men den Messwerten fur Abb. 2-15.

ABB. 2-15 Wachstumsverhalten von rrm4 Mutanten im Vergleich zum Ausgangsstamm AB33 4
Wachstumsverhalten des U. maydis Stamms AB33 in Flissigmedium nach der Induktion des filamentsen
Wachstums durch einen Wechsel der Stickstoffquelle. (A) Schematische Darstellung des filamentdésen Wachs-
tums von AB33. Nach dem Medienwechsel bildet die Zelle ein b-abhéngiges Filament (oben). Nach ca. 4 Stunden
beginnt die Spitzenzelle (grau) mit der Ausbildung von leeren Abschnitten (weif3) an ihrem distalen Ende (unten).
Die Wachstumsrichtung ist durch einen Pfeil dargestellt. (B) Zeitlicher Langenzuwachs der hyphalen Spitzen-
zelle. Die farbliche Unterscheidung zwischen Zellen vor und nach dem Beginn der Bildung leerer Abschnitte ist
entsprechend der Darstellung in A. Die Deletionsmutante AB33rrm4A-2 zeigt, im Vergleich zum Ausgangsstamm
AB33 und der Komplementationsmutante AB33rrm4-egfp, einen deutlich verlangsamten Langenzuwachs und
eine Repression der Ausbildung leerer Abschnitte. (C) Langenverteilung der Spitzenzellen weiterer Stamme 6h
nach der Induktion des filamentdsen Wachstums. Die farbliche Kodierung der Balken entspricht der Darstellung
in A. Nur die Stamme AB33rrm4-mrfp und AB33rrm4mR3—egfp zeigen ein Wachstum wie es in B fir den Aus-
gangsstamm AB33 gezeigt ist, die anderen Stdmme zeigen den fur AB33rrm4A-2 gezeigten, verlangsamten Lan-
genzuwachs und eine Repression der Ausbildung leerer Abschnitte.

[Eine tabellarische Darstellung der gesamten Daten ist in Anhang A, S. 109 zu finden.]
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2.3.4

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Deletion von 7774 keine Auswirkun-
gen auf die Maximallinge der Spitzenzelle hat. Sie reduziert aber die Wachstumsgeschwin-
digkeit der Spitzenzelle und hat Auswirkungen auf die Polaritit der Zellen wahrend des
filamentosen Auswachsen, was zu einem verstirkt bipolarem Filamentwachstum fihrt.
Dariiber hinaus verhinderte die Deletion von 774 die Bildung leerer Abschnitte, was zu

einer dramatischen Verkiirzung der Hyphenlinge fuhrt.

Lokalisation der Rrm4 Fusionsproteine in vivo

Die Lokalisation von Rrm4 im b-abhangigen Filament

Der in Abschnitt 2.3.3
beschriebene Stamm
AB33rrm4-egfp  diente
auch der Lokalisation des
Rrm4 Proteins in vivo.
Fluoreszenzmikroskopi-
sche Untersuchungen

zeigten, dass Rrm4-eGfp

zytoplasmatisch in Form

ABB. 2-16 Rrm4-eGfp akkumuliert in bewegten Partikeln
Das zytoplasmatisch lokalisierte Rrm4-eGfp bewegt sich entlang von ~ von Partikeln lokalisierte.
Bahnen durch das Filament (hier: 4 Stunden nach der Induktion). Es . .

ist eine bidirektionale Partikelbewegung zu beobachten (A3-A14). Ein Diese Partikel bewegten
Richtungswechsel ist nur dann zu beobachten, wenn ein Partikel das . .
Ende der Zelle (A3-A7, Pfeil; A11-A14, Pfeilspitze) erreicht. Siehe  Sich entlang von definier-
auch Film 2-1. Balken in A1, A3 und A8 =5 pym

ten Bahnen durch die fila-
mentoswachsende Zelle,
wobei ein Pendeln der Partikel zwischen dem zentralen Bereich des Filaments und den
Zellpolen zu beobachten war. Eine Richtungsinderung der Partikelbewegung konnte nur
an den Zellpolen beobachtet werden (Abb. 2-16; Film 2-1). Nach der vollzogenen Rich-
tungsinderung bewegten sich die Partikel auf vermutlich der selben Bahn in die entgegen-
gesetzte Richtung (Abb. 2-16A3-A7 und Al11-A14 ,Pfeilspitze”; Film 2-1). Die
Geschwindigkeit mit der sich die Partikel im Stamm AB33rrm4-egfp bewegten, betrug
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durchschnittlich 1,6+0,7 um sec’! (#1; n=40) bzw. 1,6+0,6 um sec’’ (#2; n=40), die

Bandbreite betrug  0,5-3,6 pm sec|
(AB33rrm4-egfp#2).

(AB33rrm4-egfp#1)

und  0,2-3,6 um "sec’

FILM 2-1 Rrm4-eGfp bewegt sich bidirektional durch das Filament
Zeitraffer zu Abb. 2-16 mit dem Stamm AB33rrm4-egfp#2.

(siehe Anhang B)

Die Abhangigkeit der Bewegung der Rrm4-haltigen Partikel vom Zytoskelett

Die Bewegung der Rrm4-Gfp Partikel
entlang von definierten Bahnen zu den dista-
len Zellpolen lie3 eine Verbindung zum
Mikrotubulizytoskelett vermuten. Um diese
Annahme zu untersuchen, wurde der Stamm
AB33rrm4-egfp (etwa sechs Stunden nach
der Induktion des filamentdsen Wachstums)
mit dem Mikrotubuli-Inhibitor Benomyl
(Urani etal.,, 1995; Steinberg et al., 2001;
Straube et al., 2003) und in Kontrollexperi-
menten mit dem Lo&sungsmittel DMSO
behandelt. Durch die Kontrollbehandlung
mit DMSO konnte keine Anderung der Par-
tikelzahl und -bewegung festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu
fihrte die Zerstérung des Mikrotubulizyto-
skeletts durch 20uM Benomyl zu einer signi-
fikanten Reduzierung der Partikelzahl
(Abb. 2-17A2 und A3). Einige Partikel akku-
mulierten wihrend der Behandlung, sodass
wenige grofere, immobile Partikel entstan-

den (Abb. 2-17A3 und Film 2-2A).

| | g :
B2 B3 B4 |B5
Os ’ 3s 6s
\
D
: N

ABB. 2-17 Die Partikelbildung ist mikro-
tubuliabhéngig.

(A) Durch die Behandlung mit 20uM Beno-
myl nahm die Zahl der Rrm4-eGfp Partikel
im Filament stark ab (vgl. A2 mit A3). Etwa
9,5 min nach der Zugabe von Benomyl wa-
ren nur noch wenige grofRe, immobile Parti-
kel in der Zelle zu beobachten (A3).
(B) Nach dem Auswaschen des Benomyls,
bildeten sich unmittelbar bewegende Parti-
kel (B3 bis B5, Pfeil und Pfeilspitze). Balken
in A1, B1und B3 =5 um.
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Das Auswaschen von Benomyl fiihrte zu einer erneuten Formation der Rrm4-eGfp
Partikel, die sich wieder bidirektional im Filament bewegten (Abb. 2-17B3-B5; Film 2-2B).
Die Reversibilitit der Benomylbehandlung ist weiteres Indiz fiir einen mikrotubuliabhan-

gigen Prozess (Straube et al., 2002).

FILM 2-2 Die Rrm4 Partikelbildung ist mikrotubuliabhangig
(A) Zeitraffer zu Abb. 2-17A mit dem Stamm AB33rrm4-egfp.
(B) Zeitraffer zu Abb. 2-17B mit dem Stamm AB33rrm4-egfp.
(siehe Anhang B)

Zur endgiltigen Konsolidierung

der Annahme, dass es sich um einen

A
handelte, sollte die Bewegung der e
Kot Bl et ds i G
0,5s]
markierten Mikrotubulizytoskeletts
AS A9 1s
AG X A10N 155

AB33rrm4A-2/egfp-tubl durch die

ABB. 2-18 Rrm4-mRfp-Bewegung entlang des Mikro-
homologe Integration des  tubulizytoskeletts

Die Rrm4-mRfp Partikel (rot) kolokalisieren in der Hyphe
Puregp-tubl Konstrukts (Plasmid  mit dem Gfp-o.-Tubulin-enthaltenden Mikrotubulizytoske-

lett (griin; A2). Die der Partikel im Filament ist bidirektional
pOtefGFPTubl“) in den 7 Lokus (A3 bis AB, Pfeil; A7 bis A10, Pfeil) entlang der Mikrotu-

buli-Bahnen. Richtungswechsel waren nur an den Zellpo-
des Stamms AB33rrm4A-2 herge-  |en zu beobachten (siehe Film 2-3 und Film 2-1). Balken

stell. Das rmdA2 Allel von " oMM InAS=Tum.
AB33rrm4A-2/egfp-tubl  wurde

dann  durch das  r4-mrp  Fusionsgen  ersetzt, wodurch der  Stamm
AB33egfp-tubl/rrm4-mrfp entstand. Dieser exprimiert Rrm4 als Fusionsprotein mit
dem monomeren rot-fluoreszierenden Protein (mRfp) (Toews et al., 2004; Campbell
et al., 2002) unter der Kontrolle des rrz4 Wildtyppromotors und das N-terminal mit Gfp
fusionierte o -Tubulin unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven offPromotors

(Abb. 2-18A2).

11. Das Plasmid pOtefGFPTub1 wurde freundlicherweise von G. Steinberg zur Verfiigung gestellt
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In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen der Benomyl-Behandlung, kolokalisiert
Rrm4-mRfp mit dem Mikrotubulizytoskelett im Stamm AB33egfp-tubl/rrm4-mrfp. Wie
in Abb. 2-18 gezeigt, bewegten sich die Rrm4 Partikel bidirektional entlang des dynami-
schen Mikrotubulizytoskeletts (Abb. 2-18A3-A6 und A7-A10; Film 2-3).

FILM 2-3 Rrm4-mRfp Partikel kolokalisieren mit dem Mikrotubulizytoskelett
Zeitraffer zu Abb. 2-18 mit dem Stamm AB33egfp-tub1/rrm4-mrfp.
(siehe Anhang B)

Um festzustellen, ob ein Defekt bei der Kernpositionierung die Ursache fiir das bidi-
rektionale Wachstum und das Fehlen der leeren Abschnitte ist, wurden die Stimme
AB33rrm4A-2/gfp-tubl und AB33gfp-tubl/rrm4-mrfp nach einer Kernfirbung mit
DAPI mikroskopisch untersucht. Wie in Abb. 2-18A2 und Abb. 2-19A gezeigt ist, besitzt
das b-abhingige Filament von AB33egfp-tubl/rrm4-mtfp zwei bis vier lange Mikrotubu-
libiindel, die eine typische Mikrotubulidynamik zeigen (Abb. 2-18A7 bis A10). Diese
Beobachtungen stehen in Einklang mit dem von Steinberg et al. beschriebenen Mikrotu-
bulizytoskelett im /-abhingigen Filament von U. maydis (Steinberg et al., 2001). Man kann
somit davon ausgehen, dass weder die Deletion von 7774 noch durch die Expression des
Rrm4-mRfp Fusionsproteins eine Auswirkung auf das Mikrotubulizytoskelet hat. Fin
intaktes Mikrotubulizytoskelett ist fur die Kernmigration und -positionierung wahrend
des polaren Wachstums von U. maydis von essenzieller Bedeutung: Eine Depolymerisie-
rung der Mikrotubuli wihrend des filamentésen Wachstums von AB33 verhindert die
Kernmigration und hat gleichzeitig ein bipolares Filamentwachstum zur Folge

(G. Steinberg und U. Fuchs, pers. Mitteilung).

Im Stamm AB33egfp-tubl/rrm4-mrfp war ein Einwandern des Zellkerns in das Fila-
ment erst zu beobachten, wenn das Verhiltnis der Distanzen ,,distales Ende-Zellkern* zu
,,Zellkern-Hyphenspitze™ etwa 1:3 betrug (Daten nicht gezeigt). Die Migration des Zell-
kerns ins Filament fihrte auch zu einer Streckung der urspringlich kreisrunden Form
(Abb. 2-19). In der ausgewachsenen Spitzenzelle war eine etwa mittige Position des Zell-
kerns zu konstatieren (Abb. 2-19A). Wie in Abb. 2-19B1 zu schen ist, fand eine Migration
des Zellkerns in das Filament auch im Stamm AB33rrm4A-2 statt. Die ins Filament
migrierten Zellkerne zeigten auch die lingliche zu erkennen (vgl. Abb. 2-19A). Dies war

aber nur in langen (vgl. oben), unipolar wachsenden Filamenten zu beobachten. In den
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ABB. 2-19 Kernmigration im Filament ist unabhangig von Rrm4

Sechs Stunden nach der Induktion des filamentdsen Wachstums ist durch eine Kernfarbung mit DAPI (blau) die
Lage des Zellkerns (Pfeil) zu beobachten.(A) Im Stamm AB33gfp-tub1/rrm4-mrfp ist der in das Filament eingewan-
derte ZellKern (blau) sowie die Mikrotubuli (griin)-assoziierten Rrm4-mRfp Partikel (rot) zu beobachten. Der Zell-
kern ist im Filament meist zentral positioniert (A2). (B) Im Stamm AB33rrm4A-2/gfp-tub1 ist die Kernpositionierung
in unipolar wachsenden Filamenten nicht beeintrachtigt (B1). In bipolar wachsenden Filamenten verbleibt der Zell-
kern an einer zentralen Position in der initialen Zelle (B2). Man beachte, dass die Zellen mit 3 % (f.c.) Formaldehyd
fixiert wurden. Balken in A = 10um.

hiufiger auftretenden, bipolar wachsenden Filamenten (Abb. 2-14A, S. 40) der rrm4A
Mutante verblieb der Zellkern in der initalen Zelle, eine Kernwanderung war hier nicht zu
beobachten (Abb. 2-19B2). In bipolar wachsenden Filamenten besitzt der Zellkern in der

initialen Zelle eine zentrale Position (Abb. 2-19B2).

Im Ergebnis kann festgehalten werden, dass Rrm4 mikrotubuliabhingig in zytoplas-
matischen Partikeln akkumuliert, die sich bidirektional zu den Zellpolen bewegen. Das
Fehlen der Rrm4 Partikel hat aber im Gegenzug keine Auswirkungen auf das Mikrotubu-

lizytoskelett und auch nicht auf die Kernpositionierung;

Das konventionelle Kinesin Kin2 ist an der Partikelbewegung beteiligt

Die Bewegung der Rrm4 Partikel entlang des Mikrotubulizytoskeletts legt eine Beteili-
gung von Kinesin- bzw. Dynein-Motorproteinen nahe. In U. maydis gibt es neun Motot-
proteine aus der Familie der Kinesine (http://mips.gsf.de/gentre/proj/ustilago/) und ein
Dynein-Motorprotein (Straube et al., 2001). Die Deletion des fir das konventionelle

Kinesin Kin2 kodierenden ORFs fiithrt im dikaryotischen Filament zu einem Defekt bei


http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago/
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der Bildung leerer Abschnitte (Steinberg et al., 1998). Die Induktion des filamentésen
Wachstums im AB33kin2A Stamm fihrt aulerdem zu einem bipolaren Auswachsen der

Zellen (G. Steinberg, pers. Mitteilung).

Da sowohl die Deletion von 7774 als auch die Deletion von 412 zu einem bipolaren
Filamentwachstum und Defekten bei der Bildung leerer Abschnitte fihrt, wurde die
Lokalisation von Rrm4-eGfp in einem £zz2A Stamm untersucht. Hierzu wurde im Stamm
AB33rrm4-egtp der ORF von k2 durch eine Hygromycin-Resistenzkasette ersetzt,
wodurch der Stamm AB33rrm4-egfp/kin2A entstand Durch die Homologe Integration
der Resistenzkasette wurde die Region von Nukleotidposition 12321-9284 auf dem
Contig 1.149  der Genomsequenz deletiert  (http://www.broad.mit.edu/annota-
tion/fungi/ustilago_maydis/). Die Induktion des bE/bW Heterodimers fithrte zu einem
bipolaren Wachstum (Abb. 2-20A). Die Lokalisation von Rrm4-eGfp in vivo zeigte die
Bildung von mobilen, zytoplasmatische Partikeln, die sich entlang des Mikrotubulizytos-
keletts bewegten (Abb. 2-20B). Diese Bewegung war vornehmlich im zentralen Bereich
der Zelle zu beobachten (Film 2-4). Interessanterweise akkumulierte Rrm4-eGfp aber an
den Spitzen der bipolar wachsenden Hyphen (Abb. 2-20B; Film 2-4). Das konventionelle
Kinesin Kin2 ist folglich am Transport der Rrm4 Partikel beteiligt.

= ABB. 2-20 Die Deletion von kin2 fiihrt zu eine Lo-
| kalisation von Rrm4-eGfp in der Hyphenspitze

"; (A) Der Stamm AB33rrm4-egfp/kin2A ein bipolares Fi-
lamentwachstum. (B) Die Deletion von kin2 flihrt zu ei-
ner Akkumulation von Rrm4 in den Hyphenspitzen.
Balken in A =10 pm

FILM 2-4 Die Deletion von kin2 fiihrt zu einer Akkumulation der Rrm4 Partikel in der
Hyphenspitze
Zeitraffer zu Abb. 2-20 mit dem Stamm AB33rrm4-egfp/kin2A#2.
(siehe Anhang B)
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2.3.5 Funktion der Domanen in Rrm4

Mit 7774 wurde ein offener Leserahmen identifiziert, der fiir ein Protein mit drei RRM-
Dominen (As-Positionen: 73-141, 157-231 und 322-394) und einer C-terminalen PABC-
Domine (As-Position: 727-792) kodiert. Die Dominenanalyse mittels SMART
(http://smart.embl.de/; Letunic et al., 2004; Schultz et al., 1998) identifizierte das dritte
RRM-Motiv als am besten konserviert (SMART e-Wert: 1,89¢-24), wohingegen die erste
und zweite RRM-Domine mit einer deutlich geringeren Wahrscheinlichkeit vorhergesagt
wurden (SMART e-Wert 8,67e-1 bzw. 7,60e-6). Der im C-Terminus befindliche, fur
Poly[A]-bindende Poteine typische Bereich wurde, wenn auch nur mit einer geringen
Wahrscheinlichkeit, als PABC-Domaine identifiziert (Poly[A]-bindendes Protein C-termi-
nale Domine; SMART e-Wert: 3,46e-1; vgl. Abschnitt 2.1.1). Diese Domine ist im
menschlichen Poly[A]-bindenden Protein an der Rekrutierung verschiedener Proteinfak-
toren beteiligt (Craig et al., 1998; Khaleghpour et al., 1999; Hoshino et al., 1999; Mangus
etal, 1998). Um den Einflul3 dieser bioinformatisch vorhergesagten Dominen auf die

Funktion von Rrm4 zu untersuchen, wurden Mutationsstudien durchgefthrt.

Mutationen der PABC-Domane fiihren zum Verlust der Partikelbildung

Fir drei Poly[A]-bindende Proteine und das menschliche HYD konnte die Struktur der
PABC-Domine durch NMR-Spektroskopie und Rontgenkristallographie ermittelt wer-
den (Deo et al., 2001; Kozlov et al., 2001). Ihre Struktur in den verschiedenen Proteinen
ist weitestgehen gleich und besteht aus ungefihr 70 Aminosiuren, die eine stark hydro-
phobe Tasche aus vier bis funf o.-Helices bilden (Abb. 2-21A, Kozlov et al., 2001). Diese
Tasche bindet -Turn-bildende Peptide durch extensive hydrophobe und elektrostatische
Interaktionen sowie durch Wechselwirkungen tiberlappender, aromatischer Aminosdure-
reste (Kozlov et al., 2004). Die Sequenzen der verschiedenen PABC-Dominen besitzen
ihre hochste Ahnlichkeit im Bereich der zweiten, dritten und fiinften o-Helix, dem
Bereich, den Kozlov et al. als hydrophobe Bindetasche identifizierten, die an der Peptid-
bindung beteiligt ist. Die Aminosduren F22, 125, A33 und K35 der menschlichen PABC-
Domine konnten als Begrenzungen dieser Bindetasche identifiziert werden (Kozlov et al.,
2001). F22 und K35 sind essenziell fir die Interaktion der PABC-Domine des menschli-
chen Pabpl mit den Interaktionspartnern Paipl bzw. Paip2 (Kozlov et al., 2004). Der

Sequenzvergleich mit den PABC-Dominen aus hPabpl, Pablp aus S. cerevisiae sowie
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A1 A2

C-Terminus

Helix4 Helix5
Rrm4 ) %1 IR0 SEDLRA) N Dv QHK AR GINK—
hPabp1 ) ‘ITGMLLI -NS Pl S K EAVA WOAH
Pab1p ) GKITEMILPLINTe DI LFEQHYKS -YESF
Rrm12 Nvife n .LTGMILL -vT ESl- allpAiNmSIE v -BKEY
mFIAK A—-A G=-A

ABB. 2-21 Struktur und Sequenz der PABC-Domaéane

(A) Band-Diagramme der hPabp1 PABC-Domane (H. sapiens; PDB ID: 1G9L) wurden
mit RasMol V2.6 (Sayle und Milner-White, 1995) erzeugt. Die Farben der Helices ent-
sprechen der Farbkodierung in B. Der eingerahmte Bereich in A1 ist in A2 als VergréRRe-
rung abgebildet. Die an der Protein/Protein-Wechselwirkung beteiligten und die
Peptidbindetasche begrenzenden Aminosauren F22, 125, A33 und K35 sind rot markiert.
Der in grau dargestellte Bereich entspricht dem in B verwendeten Sequenzausschnitt.
(B) Aminosauresequenzvergleich ausgewahlter PABC-Domanen vom Menschen
(hPabp1), der Backerhefe (Pab1p, S. cerevisiae) und U. maydis (Rrm4 und Rrm12). Die
gezeigte Sequenz von hPabp1 entspricht dem in A2 gezeigten Ausschnitt und die in der
Rrm4 PABC-Doméne konservierten Aminosauren sind durch eine rote Umrandung her-
vorgehoben. Die in A2 rot markierten Aminosauren sind durch einen Asterisk Uber den
Sequenzen gekennzeichnet, die Sequenz von er4mF'AK-erp ist unter den Sequenzen
als mFIAK graphisch dargestellt. Die Linie zeigt identische As zu Rrm4.

Rrm4 und Rrm12 aus U. maydis zeigte eine hohe Ahnlichkeit der Dominen untereinander.
Interessanterweise waren die oben beschriebenen, an den Protein/Protein-Wechselwit-
kungen beteiligten Aminosauren F22, 125, A33 und K35 auch in der PABC-Domine aus
Rrm4 zu 100 % konserviert (im Gegensatz zu Pablp und Rrm12; Abb. 2-21B).

Um zu untersuchen, welche Funktion die PABC-Domine in Rrm4 besitzt und ob die
konservierten Aminosiuren einen Einfluss auf die PABC-Funktion haben, wurden die
Stimme AB33rrm4°P cofp und AB33rrm4™ AR cofp hergestellt. Hierzu wurde das
rrm4A-2 Allel des Stamms AB33rrm4A-2 durch die homologe Integration des Fusions-
gens rrmd®P oo baw. rrmd™TM oy ersetzt. AB33rrm4°PAPC cofp exprimiert ein
Rrm4-eGfp Fusionsprotein in dem der Aminosaurebereich 689-794 deletiert ist und
AB33rrm4mFIAK-egfp exprimiert ein Rrm4-eGfp Fusionsprotein mit den Mutationen

F740A, 1743A, A751G und K753A (Abb. 2-21B). Beide Stimme zeigten — wie die
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Deletionsmutante —  ein  retardiertes  bipolares ~ Wachstum  der  Filamente
(Abb. 2-13D und E, S. 37; Abb. 2-15C, S. 40; Abb. 2-22A1 und B1) sowie Defekte beim
Ausbilden leerer Abschnitte (Abb. 2-15C, S. 40). Durch die fluoreszenzmikrokopische
Untersuchung der Stimme konnte ein fast ginzlicher Verlust der Partikelbildung festge-
stellt werden. In den Filamenten waren nur wenige, immobile Partikel zu beobachten, die
sichtbar grofler waren als die mobilen Partikel in den Stimmen AB33rrm4-egfp und
AB33rrm4-mrfp (Abb. 2-22A2 und B2). Dariiber hinaus war in beiden Stimmen eine
erhohte, diffuse Fluoreszenz um den Zellkern zu beobachten (Abb. 2-22A2 und B2). Es
lisst sich folglich festhalten, dass die C-terminale PABC-Domine, und im speziellen die
Aminosiuren F740, 1743, A751 und K753, wichtig fir die Partikelbildung, das polare Fila-

mentwachstum und die Bildung leerer Abschnitte sind.

ABB. 2-22 Zellulare Lokalisation der
Rrm42PaC_oGfp bzw. Rrm4™FIAK oGfp
Fusionsproteine

(A) Die Deletion der PABC-Domane flihrte
zu einem bipolarem Hyphenwachstum (A1,
DIC-Bild) und zu einem fast kompletten
Verlust der Partikelbildung (A2). Mobile
Partikel wurden nicht mehr gebildet. (B) Die
Mutation der PABC-Doméne hat den glei-
chen Effekt wie die Deletion. Es ist ein bipo-
lares Hyphenwachstum zubeobachten (B1,
DIC-Bild) und ein fast kompletter Verlust
der Partikelbildung (B2). Auch das Einfiih-
ren der Mutationen fuhrt zu einem Verlust
der Motilitat der Partikel. Balken in
A1 =10 pum

Die Domanen RRM1 und RRM2 iibernehmen eine essenzielle Funktion von
Rrm4

Um den Einfluf3 der drei identifizierten RNA-Bindedominen vom Typ des RRM niher
zu untersuchen, wurden die Bindedomianen mutagenisiert. Hierfiir wurde die RNP1-
Region der RRM-Dominen ausgewihlt, die an der RNA-Bindung beteiligt ist
(Abb. 2-23A; Lisbin et al., 2000). In der acht Aminosauren langen RNP1-Region wurde
jeweils ein konservierter Bereich von vier Aminosduren mutiert (Abb. 2-23B). Hierzu
wurde das jeweilige Konstrukt homolog in den r774A-2 Lokus desStamms AB33rrm4A -2
integriert. Die hergestellten Stimme AB33rrm4mR123 -egfp, AB33rrm4mR1—egfp,
AB33rrm4™R% cofp und AB33rrm4™R_cfp exprimieren jeweils als Rrm4-eGfp Fusi-
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onsprotein die folgenden Rrm4-Mutantenproteine: mR1: T116A, V117A, E118A und
F119A; mR2: V202A, L203A, E204A und F205A; mR3: F365A, V366A, S367A und
F368A; mR123: mR1 + mR2 + mR3 (Abb. 2-23B).

Alle vier Stimme zeigten wahrend des vegetativen Wachstums keine morphologischen
Unterschiede zum Ausgangsstamm AB33 (Daten nicht gezeigt). Nach der Induktion des
filamentosen ~ Wachstums  zeigte  sich  jedoch  bei AB33rrm4mR123—egfp,
AB33rrm4mR1—egfp und AB33rrm4mR2—egfp das typische, bipolare Filamentwachstum
(Abb. 2-13E, S. 37), das retardierte Wachstum der Spitzenzelle und der Defekt bei der Bil-
dung leerer Abschnitte (Abb. 2-15C, S. 40). Im Gegensatz dazu, zeigte der Stamm
AB33rrm4™R3 -egfp keine Verinderung des filamentosen Wachstums im Vergleich zum
Ausgangsstamm AB33 (Abb. 2-131, S. 37). In Bezug auf die Partikelbildung zeigten die
vier Stimme keine Unterschiede: In allen Stimmen bildeten sich mobile Partikel, die sich
bidirektional entlang des Mikrotubulizytoskeletts durch die Zelle bewegten (Abb. 2-24;
Film 2-5; Film 2-6; Film 2-7; Daten fiir AB33rrm4™R23_¢gfp nicht gezeigt). Die Mutatio-

ABB. 2-23 Mutationen im RNP1-Submotiv der
RRM-Domaénen

(A) Band-Diagramm (RasMol; Sayle und Milner-
White, 1995) der Tandem-RRM-Domanen (RRM1
und RRM2) aus SxI mit gebundener RNA
(D. melanogaster, PDB ID: 1B7F). Die vier C-termi-
nalen As der RNP1 Regionen sind rot markiert.
(B) MaRstabsgetreue, schematische Darstellung
von SxI aus D. melanogaster und Rrm4 aus

U. maydis. Die RNP1 und RNP2 Submotive sind RRM2

als rote Bander in den RRM-Domanen dargestellt.

Das RNP1 Oktamer ist mit einem Asterisk markiert.

(C) Die Mutationen wurden im RNP1-Submotiv ~ —IRRMTHRRIZI—

(Asterisk, wie in B) der jeweiligen RRM-Doméne 25N

eingefiigt, so dass die vier C-terminalen, konser-
vierten Aminosaurereste des RNP1 Oktamers (ro-
ter Kasten) durch Alanine ersetzt wurden. Es ist
jeweils die Position der ertsen und letzten Amino-
saure einer Zeile angegeben. Die Zeile mR ist eine
schematische Darstellung fur die Mutationen, wo-
bei die Linie identische Aminosauren mit der jeweils
mutierten RRM-Domaéane aus Rrm4 darstellt.

Sxl

Rrm4
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ABB. 2-24 Zellulare Lokalisation der Rrm4-eGfp
Mutantenproteine

Fluoreszenzmikroskopie von Rrm4™R1-eGfp- (A),
Rrm4™R2.eGfp- (B) und Rrm4™R3-eGfp Partikeln (C)
im Stamm AB33 etwa vier Stunden nach der Induktion
der b-Gene.

(A) Die Mutation mR1 beeintrachtigt weder die Partikel-
bildung noch die Partikelbewegung (A2 bis A5, Pfeile).
Sie ist aber essenziell flir das Ausbilden eines unipola-
ren Filaments(A1).

(B) Die Mutation mR2 beeintrachtigt die Partikel nicht
(B2 bis B5, Pfeile), ist aber ebenfalls essenziell fir das
unipolare Filamentwachstum (B1).

(C) Im Gegensatz zu mR1 und mR2 behindert die Mu-
tation mR3 weder die Partikelbildung und -bewegung
(C2 bis C5, Pfeile) noch das reguldre filamentdse
Wachstum(C1).

Balken in A1, B1 und C1 =5 pm, Balken in A2, B2 und
C2=5pum.
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nen in den RRM-Dominen haben offensichtlich keinen Einfluss auf die Partikelbildung,
die Funktionalitit der ersten und zweiten RRM-Domine ist aber wichtig fir das polare
Wachstum und die Bildung leerer Abschnitte.

FILM 2-5 Zellulare Lokalisation des er4mR1-erp Mutantenproteins

Zeitraffer zu Abb. 2-24A mit dem Stamm AB33rrm4™R1-egfp#2.
(siehe Anhang B)

FILM 2-6 Zellulare Lokalisation des er4mR2-erp Mutantenproteins
Zeitraffer zu Abb. 2-24B mit dem Stamm AB33rrm4™R2-egfp#1.
(siehe Anhang B)

FILM 2-7 Zellulare Lokalisation des er4mR3-erp Mutantenproteins
Zeitraffer zu Abb. 2-24C mit dem Stamm ABSSrrm4mR3-egfp#‘I.
(siehe Anhang B)

Die Mutationsanalysen ergaben, dass die bioinformatisch identifizierten Domanen
wichtig fir die Funktion von Rrm4 sind. Die C-terminale PABC-Domine ist essenziell fir
die Bildung der mobilen Rrm4 Partikel. Deletion oder Mutationen dieser Domane fihrten
zu einem verstarkt bipolaren Filamentwachstum und einem Defekt bei der Bildung leerer
Abschnitte. Die Mutationen der ersten beiden RRM-Dominen fithren ebenfalls zu diesen
Defekten, wihrend des filamentosen Wachstum, haben aber keinen Einfluss auf die Par-
tikelbildung. RRM1 und RRM2 spielen daher eine wichtige Rolle bei der Funktion von
Rrm4.
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DISKUSSION

Um die Genexpression zu regulieren, sind Mechanismen erforderlich, die Gber die
Transkriptionsregulation hinausgehen. Eine wichtige Rolle bei dieser posttranskriptionel-
len Regulation der Genexpression spielt die Regulation der mRNA, beispielsweise durch
die Beeinflussung der Stabilitit, Lokalisation oder Translation. Die Informationen fiir sol-
che Regulationsprozesse werden meistens von spezifischen RNA-bindenden Proteinen
zur Verfugung gestellt, die assoziiert mit den Transkripten als RNPs tber das Schicksal
der RNA und damit tber die Funktion des Proteins entscheiden. Die Beispiele fir den
Einfluss von RNPs aus hoheren Eukaryonten werden immer zahlreicher und detaillierter
beschrieben, wohingegen die Untersuchungen in filamentésen Pilzen noch in den Anfin-
gen stecken (Sachs, 1998; Vilela und McCarthy, 2003); Beispiele sind die Translationsre-
gulation der arg-2 und gpe4 mRNA durch kleine stromaufwirtsliegende ORFs in N. ¢rassa
bzw. A. nidulans (Gaba et al., 2001; Hoffmann et al., 2001) und die transgeninduzierte,
posttranskriptionelle Regulierung der Genexpression (gene silencing) durch die RNAi

(RNA-Interferenz)-Maschinerie in N. ¢rassa (Catalanotto et al., 2004).

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde das Genom des Pflanzenpathogens U. maydis unter
Verwendung eines bioinformatisch gestiitzten Ansatzes systematisch nach RNA-binden-
den Proteinen mit PUM-, KH-, DSRM- oder RRM-Dominen durchsucht. Aufbauend auf
die initiale bioinformatische Analyse wurden im Rahmen dieser Arbeit die identifizierten
potenziell RNA-bindenden Proteine mit einem revers-genetischen Ansatz auf ihren Ein-
fluss auf die Entwicklung von U. maydis untersucht. Durch die phinotypischen Charakte-
risierungen der hergestellten Deletionsmutanten konnte fiir zwei Genprodukte eine
substanzielle Beteiligung an der pathogenen Entwicklung gezeigt werden. Es handelt sich
dabei um das KHD-Protein Khd4, welches zu einer neuartigen Familie von Multi-KHD-
Proteinen geh6rt und um das RRM-Protein mit einer bislang einmaligen Dominenorga-
nisation (vgl. Abschnitt 2.1, S. 19 ff)). Es konnte gezeigt werden, dass das putativ RNA-
bindende Protein Rrm4 am polaren Filamentwachstum beteiligt ist und in zytoplasmati-
schen Partikeln akkumuliert. Diese Partikel bewegen sich bidirektional entlang des Mikro-

tubulizytoskeletts und pendeln zwischen den Zellpolen.
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3.1

3.1.1

DIE BEDEUTUNG VON RNA-BINDENDEN PROTEI-
NEN IN U. MAYDIS

Pumilio-ahnliche Proteine in U. maydis

U. maydis besitzt finf offene Leserahmen, die fiir Pumilio-dhnliche Proteine kodieren.
Durch die konservierte Sequenz eines einzelnen PUM-Repeats und dem iterativen Aufbau
der Domine (Wickens et al., 2002), sind Proteine dieser Familie leicht zu identifizieren.
Es kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den fiinf identifizierten ORFs um
alle Pumilio-dhnlichen Proteine des Proteoms von U. zaydis handelt. Eine phylogeneti-
sche Analyse von pilzlichen PUM-Proteinen unterstiitzt diese Auffassung: Die Proteine
Pum1, Pum2, Pum3 und Pum4 gruppieren mit Vertretern anderer Pilzgenome in vier Clu-
ster, das U. maydis Protein Pumb5 fillt in einen Bereich nicht-gruppierender Sequenzen
(Abb. 3-1; Becht etal.,, 2005). Auf Grund dieser unterschiedlichen Gruppierung der
U. maydis PUM-Proteine und der Tatsache, dass die hoom‘mp-Wertelz des Dendrogramms
bis auf wenige Ausnahmen tber 70 liegen, ist eine Entstehung der U. maydis PUM-Pro-
teine durch Genduplikation sehr unwahrscheinlich. Far Puflp und Puf2p aus . cerevisiae
sowie Sp2a und Sp2b aus S. pombe scheint dies hingegen wahrscheinlich (Abb. 3-1) und
konnte die mit jeweils sieben Vertretern héhere Zahl an PUM-Proteinen in diesen Orga-
nismen erkliren. Bei den durchgefiihrten phinotypischen Analysen konnte fir die Dele-
tion von pum1, pum2 bzw. pum3 kein Einfluss auf die Lebensfdhigkeit, die Morphologie
und Pigmentierung der Kolonien, das Wachstum auf NM-Festmedium bei verschiedenen
Temperaturen, die Zellmorphologie, die cAMP-abhingige Zellkettenbildung, das Kreu-
zungsverhalten und die Pathogenitit von U. maydis festgestellt werden (Becht et al., 2005).
Folglich sind diese drei Pumilio-dhnlichen Proteine aus U. zaydis weder lebensnotwendig
noch haben sie nachweisbare Auswirkungen auf die untersuchten Phinotypen. Uber die
Auswirkungen einer Deletion der erst kiirzlich identifizierten Gene pumd bzw. pum5 kann

derzeit noch keine Aussage getroffen werden.

Diese Beobachtung stimmt mit Berichten aus S. cerevisiae Gberein: In der Bickerhefe
waren die Einzel-Deletionsmutanten von fiinf Genen, die fiir PUM-Proteine kodieren,

(pufl-puf5) sowie die Funffachdeletionsmutante in einem Temperaturbereich von

12. Der bootstrap-Wert im Konsensusbaum gibt die prozentuale Haufigkeit an, mit der ein Teilbaum in
allen errechneten und im Konsensusbaum beriicksichtigten Baumen gefunden wurde.
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ABB. 3-1 Phylogenetisches Dendrogramm ausgewahlter Pumilio-dhnlicher Proteine
aus Pilzen

Es wurden Proteinsequenzen mit PUM-Repeats aus Pilzen, die im Rahmen der Pilzgenom-
Initiative sequenziert wurden (A. nidulans, An; F. graminearum, Fg; M. grisea, Mg;
N. crassa, Nc; U. maydis, Um; http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/fgi/index.html) so-
wie aus S. cerevisiae (Sc) und S. pombe (Sp) ausgewahlt. Die Farbgebung der Symbole ist
fiir Proteine des selben Organismus identisch. Um-Proteine sind durch rote Ovale, Sc-Pro-
teine durch eine rote Umrandung hervorgehoben. Fir Um- und Sc-Proteine sind — soweit
vorhanden — die gangigen Namen in Ovalen angegeben. Die gestrichelten Linien kenn-
zeichnen die verschiedenen Cluster, grau hinterlegt ist eine Gruppe von PUM-Proteinen, die
zusatzlich eine oder mehrere RRM-Domaéanen besitzen. Die Accession-Nummern sind wie
folgt: An1, AN6587.2; An2, AN7474.2; An3, AN4285.2; An4, AN0320.2; An5, AN1235.2;
Fg1, FG06710.1; Fg3, FG05203.1; Fg4, FG00841.1; Mg1, MG04985.4; Mg2, MG06318.4;
Mg3, MG03158.4; Mg4, MG06982.4; Mg5, MG03872.4; Nc2, NCUO06199.1; Nc3,
NCUO01760.1; Nc4, NCU01775.1; Puf3p (Sc), Q07807; Puf2p (Sc), NP_015367; Pufip/
Jsn1p (Sc), P47135; Puf4p (Sc), P25339; PufSp/Mpt5p/Uth4p (Sc), P39016; Pufép (Sc),
Q04373; Puf7p (Sc), P47077; Sp1, NP_593141; Sp2a, CAA18887; Sp2b, NP_595389;
Sp3a, NP_593687; Sp3b, Q10238; Sp4a, Q09829; Sp4b, Q92359; Sp5a, NP_588564;
Sp5b, Q92347; Pum2 (Um), UM00268.1; Pum3 (Um), UMO05467.1; Pum4 (Um),
UMO03431.1; und Pum1 (Um) and Pum5 (Um), diese Arbeit (Tabelle 2-1 auf Seite 21).
Bootstrap-Werte: schwarzer Kreis > 90, grauer Kreis > 70, weiler Kreis > 50. Balken: 0,2
Austausche pro Aminosaure (vgl. Material und Methoden, S. 107).
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3.1.2

18-37 °C lebensfihig (Olivas und Parker, 2000). Kiirzlich wurde gezeigt, dass auch die
Einzel-Deletion von puf6 hat keine drastische Verdnderung des Phinotyps zur Folge (Gu
et al., 2004). Es ist aber ebenso bekannt, dass Pumilio-dhnliche Proteine sehr diverse Pro-
zesse kontrollieren (Wickens et al., 2002), weshalb es wiederum tiberraschend war, dass
keine der U. maydis PUM-Deletionsmutanten in der detailreichen Analyse ein aberrantes
Verhalten zeigte. Ein Einfluss der Deletionen auf das Paarungsverhalten, die Differenzie-
rung, die cAMP-Antwort und das Wachstumsverhalten war durchaus denkbar, da diese
Prozesse in Mikroorganismen bereits in Verbindung mit Pumilio-dhnlichen Proteinen
gebracht wurden. In D. discoidenm foérdert PufA die Fortsetzung der vegetativen Zelltei-
lung, durch die Translationsrepression der p£aC mRNA. Eine Deletion fithrte zu einem
vorzeitigen Abbruch der Mitose durch das Einsetzen des Differenzierungsprozesses
(Souza et al., 1999). In S. cerevisiae wurde fir die puf> Deletionsmutante ein temperatursen-
sitives Wachstumsverhalten, eine verstirkte Pheromonsensitivitiat und ein Defekt bei der
Erholung nach dem pheromoninduzierten Zellzyklusarrest berichtet (Chen und Kurjan,
1997). Dariiber hinaus werden Puf5p gemeinsam mit Puf4p fiir das Erreichen der norma-
len Lebensdauer benétigt (Kennedy et al., 1997). Das erst kiirzlich identifizierte Protein
Puf6p aus . cerevisiae ist vermutlich als Translationsrepressor an der as/7 mRNA-Lokali-
sation beteiligt (Gu et al., 2004). Die fehlenden Phinotypen der U. maydis PUM-Deleti-
onsmutanten kénnte sicherlich an einer méglichen fehlenden Sensitivitit der Analysen
liegen. Es ist aber auch eine funktionelle Redundanz durch mégliche Gberlappende Funk-
tionen der drei PUM-Proteine nicht ausgeschlossen; eine solche funktionelle Redundanz
wurde bereits fir Puf4p und Puf5p aus S. cerevisiae beschrieben (Kennedy et al., 1997).
Abschlieend kann nicht ausgeschlossen werden, dass durch die Deletion der kiirzlich mit
Hilfe der 6ffentlichen Genomsequenz des Whitehead-Instituts identifizierten Gene pum4
bzw. pum5 ein Binfluss von Pumilio-dhnlichen Proteinen auf Differenzierungsprozesse,

die cAMP-Antwort oder das Paarungsverhalten gezeigt werden kann.

KHD-Proteine in U. maydis

Im Genom von U. maydis konnten neun ORFs identifiziert werden, die fir KHD-Pro-
teine kodieren. Diese Zahl liegt in einer vergleichbaren Groflenordnung zur Anzahl iden-
tifizierter KHD-Proteinen aus S. cerevisiae (10) und S. pombe (8) (http://smart.embl.de;
Becht et al., 2005). Die meisten der U. maydis KHD-Proteine besitzen, wie in Tabelle 2-1
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auf Seite 21 gezeigt, homologe Proteine in §. cerevisiae. Bei der Analyse der Deletionsmu-
tanten zeigten £Ad1A und kbd4A Mutanten einen aberranten Phianotyp (Becht et al.,
2005). Das Protein Khd1 hat eine zu Khd2 vergleichbare Dominenorganisation aus zwei
eng beieinander liegenden KH-Dominen und einer davon separierten, dritten KH-
Domiine. Beide Proteine zeigten im Sequenzvergleich mittels BLAST eine Ahnlichkeit zu
Pbp2p13 aus S. cerevisiae. Interessanterweise war das kiltesensitive Wachstumsverhalten
der £hd1A Mutante nicht in der £442A Mutante zu beobachten. Die hohe Sequenzidenti-
tit der beiden Proteine ist auf die Bereiche der KH-Dominen (KHD1 35 %, KHD2
43 %, KHD3 53 %) beschrinkt; die Sequenzidentitit insgesamt betragt lediglich 20 %b.
Diese Tatsachen lassen unterschiedliche biologische Funktionen der beiden architekto-

nisch ahnlichen Proteine annehmen.

Eine weitaus stirkere Verinderung des Phinotyps rief die Deletion des £4d4 Gens her-
vor. Zellen, denen £hd4 fehlte, waren in ihrer Morphologie, Wachstumsrate, Pheromo-
nantwort sowie in ihrem filamentésen Wachstum und ihrer Pathogenitit beeintrichtigt.
Auflerdem hatte die Deletion einen Zelltrennungsdefekt zur Folge (vgl. Abschnitt 2.2,
S. 26 ff.) (Becht et al., 2005). Die durchgefithrte Dominenanalyse mit SMART identifi-
zierte finf KH-Domainen in der Sequenz von Khd4. Lediglich in dem Protein Khd5
konnten mehr KH-Dominen identifiziert; es enthielt elf KH-Dominen (Abb. 2-1, S. 20,
http://smart.embl.de/). Durch Sequenzvergleiche von Multd-KHD-Proteinen aus
D. melanogaster, X. laevis und H. sapiens sowie aus anderen pilzlichen Modellorganismen wie
A. nidulans, C. cinereus, C. neoformans, Fusarium graminearum, N. crassa und Magnaporthe grisea
konnte Khd4 in eine neue Gruppe von Proteinen mit 3-5 KH-Dominen eingeordnet wer-
den (Abb. 3-2; Becht etal., 2005; http://smart.embl.de). Interessanterweise besallen
S. cerevisiae und S. pombe als einzige der in dem Sequenzvergleich untersuchten Pilze kein
Protein, welches mit dem U. zaydis Khd4 gruppiert. Diese neue Gruppe von KHD-Pro-
teinen zeigt Verwandtschaft mit Multi-KHD-Proteinen aus der Vigilin—FamilieM, fur
deren Vertreter 9-14 KH-Dominen vorhergesagt wurden (http://smart.embl.de). In
diese Gruppe wurde auch das Protein Khd5 aus U. maydis sortiert (Abb. 3-2). Das zu
Khd4 und Khd5 nichstverwandte Protein aus . cerevisiae ist das Multi-KHD-Protein

13. Pbp2p aus S. cerevisiae ist ein hnRNP K-&hnliches Protein, dass an an der Regulation der Telomere-
modifikation beteiligt ist (Denisenko und Bomsztyk, 2002).

14. Das Vigilin Protein wurde erstmals im Huhn (Schmidt et al., 1992) identifiziert, Orthologe wurden
anschlieBend auch im Menschen (Plenz et al., 1994) sowie in X. laevis (Dodson und Shapiro, 1997),
C. elegans (Weber et al., 1997) und D. melanogaster gefunden (Cortes et al., 1999).
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Scp160p (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), welches zur groBlen Familie der Vigi-
lin-Proteine gehort. Die Deletion des fir Scp160p kodierenden Gens in S. cerevisiae tihrt
zu einem pleiotropen Phanotyp mit einer anormalen Zellmorphologie und einer defekten
Chromosomensegregation, die zu einem erhohten DNA-Gehalt fithrt (Wintersberger
et al., 1995). Es bindet verschiedene RNAs in vivo, ist mRINA-abhingig mit Polysomen
sowie der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) assoziiert und an der zyto-
plasmatischen Translationskontrolle beteiligt (Wintersberger et al., 1995; Li et al., 2003;
Frey et al., 2001; Mendelsohn et al., 2003). Dartber hinaus konnten Guo et al. einen Ein-
fluss von Scp160p auf das Paarungsverhalten durch die Interaktion des Proteins mit dem
heterotrimeren G-Protein Gpalp wihrend der Pheromonantwort zeigen (Guo et al.,

2003).

Um die Funktion von Khd4 zu kliren, wire ein wichtiger Schritt die subzellulare Loka-
lisation zu bestimmen und die von Khd4 regulierten RNAs zu identifizieren. Bei einer

nuklearen Lokalisation kénnte Gber eine RNA-prozessierende Funktion spekuliert wer-

ausgewdhiter KHD-Proteine

Es  wurden KHD-Proteinsequenzen  aus
S. cerevisiae (Sc), S. pombe (Sp),
D. melanogaster (Dm), X laevis (XI) und
H. sapiens (Hs) sowie aus Pilzen, die im Rahmen
der Pilzgenom-Initiative sequenziert wurden, aus-
gewahlt (A. nidulans, An; C. neoformans, Cn; Co-
prinus cinereus, Cc; F graminearum, Fg;
M. grisea, Mg; N. crassa, Nc; U. maydis, Um). Die
Hintergrundfarbe der Symbole beschreibt die
Herkunft der Organismen: dunkelgrau, Basidio-
mycet; hellgrau, Ascomycet; weil}, héherer Euka-
ryont. Um-Proteine sind durch rote Rahmen
hervorgehoben. Fir Um-, Sc-, Dm- und Hs-Pro-
teine sind die gangigen, aus der Literatur bekann-
ten, Namen in Ovalen angegeben. Die
Accession-Nummern sind wie folgt: Anft,
AN2068.2; An2, AN6326.2; Dm1 (Ddp1),
CAB52798; Fg1, FG09491.1; Fg2, FG06181.1;
Hs1 (Vigilin), Q00341; Mg1, MG06496.4; Mg2,
MGO01781.4; Nc1, CAB91673; Nc2, XP_324623;
Sc1 (Scp160p), CAA46597; Sp1, NP_588106;
X1, AAH44314; Die Proteine Khd5 und Khd4
wurden im Rahmen dieser Arbeit identifiziert und
die Sequenzen fiir die Proteine Cc1 und Cc2 so-
wie Cn1 und Cn2 wurden durch eine konzeptio-
nelle Translation ermittelt (vgl. Material und
Methoden, S. 107). Bootstrap-Werte: geschlos-
sener schwarzer Kreis> 90, geschlossener
grauer Kreis > 70. Balken: 0,2 Austausche pro
Aminosaure (vgl. Material und Methoden, S. 107).
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den, bei einer zytoplasmatischen, ER-assoziierten Lokalisation konnte eine Scp160-ahnli-
che Funktion vermutet werden. Dartiber hinaus wire es interessant, die Auswirkungen
einer Deletion von £&hd5 zu kliren und zu untersuchen, ob Khd4 und Khd5 tiberlappende

Funktionen besitzen.

RRM-Proteine in U. maydis

Zu den zwolf in Tabelle 2-1 aufgefiihrten RRM-Proteinen konnten durch die im Laufe
der Arbeit vom Whitehead-Institut zur Verfiigung gestellte Genomsequenz und deren
automatische Annotation weitere offene Leserahmen identifiziert werden, die fur RRM-
Dominen tragende Proteine kodieren (http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/annotation/
fungi/ustilago_maydis/findfeatures.cgi). Dies war nicht Uberraschend, da es sich bei der
Familie der RRM-Proteine um die — verglichen mit der PUM-, KHD- und DSRM-
Familie — am weitesten verbreitete Proteinfamilie handelt (vgl. Tabelle 3-1). In U. mwaydis
konnten insgesamt 43 RRM-Proteine vorhergesagt werden, eine gegeniiber 56 identifi-
zierten RRM-Proteinen in . cerevisiae  vergleichbare GroBenordnung  (http://

smart.embl.de/; Tabelle 3-1).

TABELLE 3-1 Verbreitung von RBPs aus der PUM-, KHD-,
DSRM- und RRM-Protein-Familie

Anzahl? der identifizierten RNA-bindenden Proteine
mit folgenden Doméanen:

PUM KHD DSRM RRM

Eukaryonten (total) 150 805 378 4517
Saccharomyces cerevisiae 8 10 2 56
Ustilago maydis 5 9 1 43
Caenorhabditis elegans 13 42 17 152
Drosophila melanogaster 4 74 44 302
Homo sapiens 10 122 72 713

a. identifiziert in nicht-redundanten Sequenzdatenbanken (Quelle: http:/
/smart.embl.de/). Stand 02/2005.

Zur Untersuchung der elf ausgewihlten offenen Leserahmen wurden in dieser Arbeit
entsprechende Deletionsstimme hergestellt. Mit der in Abschnitt 2.1.2 (S. 22 ff.) beschrie-
benen Analyse der Phinotypen konnte nur bei der Deletion von 74 ein vom Wildtyp
abweichender Phinotyp nachgewiesen werden (Becht et al., 2005; siche Abschnitt 3.2).
Dies war ein tiberaschendes Ergebnis, da RRM-Proteine bekanntermal3en an entscheiden-
den Entwicklungsprozessen beteiligt sind. Man hitte demnach eine stirkere Ausbeute

erwarten konnen, zumal homologe Proteine in anderen Organismen auch an Entwick-
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lungsprozessen beteiligt sind. So zeigt das Protein Rrm8 in Bezug auf die Dominenorga-
nisation und die flankierenden Sequenzen eine hohe Ahnlichkeit zu Nrd1 aus S. pombe, das
als negativer Regulator der Differenzierung den Beginn der sexuellen Entwicklung unter
normalen Nahrungsbedingungen verhindert. Nrd1 reprimiert die Expression der Stell-
regulierten Gene, die essenziell fiir Konjugation und Meiose sind. Die Deletion von nrd1
fihrt zur aktiven Konjugation bei einem gutem Nahrstoffangebot. Wildtypzellen begin-
nen ihre sexuelle Entwicklung in der Regel erst bei Niahrstoffmangel (Tsukahara et al.,
19983). In U. maydis hatte die Deletion von 778 keine offensichtliche phinotypische Ver-

anderung zur Folge.

Das Protein Rrm2 aus U. maydis gehort zu einer bislang nicht beschriebenen Protein-
familie, die jeweils eine RRM-, SWAP- (supressor-of-white-apricot splicing regulator) und RPR-
Domine (Regulation der Pra-mRNA) tragen. Es konnte jeweils ein Vertreter dieser Fami-
lie in hoheren Eukaryonten und C. mesformans identifiziert werden, im Gegensatz zu
S. cerevisiae, S. pombe, Ashbya gossypii, C. cinerens, M. grisea, F. graminearum und A. nidulans die
kein solches Protein besitzen. Uber die Funktion dieser Proteinfamilie ist bislang nichts
bekannt, auf Grund der Dominen kann aber iber eine Beteiligung an der RNA-Prozes-
sierung spekuliert werden. Die SWAP-Domiine ist aus Regulatoren des alternativen Splei-
Bens bekannt, wie beispielsweise dem menschlichen SpleiB3faktor Sip1, der am Spleilen
von Prai-mRNA beteiligt ist und eine wichtige Rolle bei der Bildung des Spleilosoms spielt
(Zhang und Wu, 1998). Die RPR-Domine konnte in pra-mRINA-regulierenden Proteinen
identifiziert werden (Doerks et al., 2002), zu denen auch Nrd1 und Pcfl11 aus S. cerevisiae
zihlen. Nrd1 besitzt neben der RPR- auch eine RRM-Domaine und ist an der polyadeny-
lierungsunabhingigen Bildung des RNA-3’-Endes beteiligt (Steinmetz et al., 2001). Pcf11
ist eine essenzielle Untereinheit des Splei3faktors IA |, der fir die Prozessierung des RNA-
3’-Endes und die Transkriptionstermination bendtigt wird (Barilla et al., 2001). Die Dele-
tion von 712 aus U. maydis hatte keine Auswirkungen auf den Phinotyp. Da bislang nur
elf von 43 identifizierten RRM-Proteinen untersucht wurden, kann auch hier nicht ausge-
schlossen werden, dass es es neben Rrm4 weitere Proteine dieser Familie gibt, die an Dif-

ferenzierungs- bzw. Entwicklungsprozessen von U. maydis beteiligt sind.
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DIE BEDEUTUNG VON Rrm4 FUR DAS FILAMEN-
TOSE WACHSTUM VON U. MAYDIS

Die initiale Analyse der Deletionsmutanten zeigte fir 7774/ ein reduziertes filamento-
ses Wachstum und eine reduzierte Virulenz. Weiter konnte gezeigt werden, dass die Dele-
tion von 774 auf postfusioniren Effekten beruht, die sich auf zellularer Ebene durch
bipolares Filamentwachstum, retardiertem Wachstum der Spitzenzelle und durch Defekte
bei der Bildung distaler, leerer Abschnitte dullerte (vgl. Abschnitt 2.3.3, S. 36 ff.; Becht
et al., 2005). Der beobachtete Einfluss der 77724 Deletion auf das Wachstum der Infekti-
onshyphe ist sehr wahrscheinlich auch Grund fiir die in den Pathogenititstests beobach-
teten, reduzierten Krankheitssymptome. Es wire denkbar, dass durch die fehlenden
leeren Abschnitte und daher deutlich kiirzeren Filamente die Suche nach einer geeigneten

Penetrationsstelle erschwert wird.

Man kann eine wichtige Rolle des putativ RNA-bindenden RRM-Proteins Rrm4 fiir
das filamenttse Wachstum festhalten. Die Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation
zeigten auflerdem eine Akkumulation von Rrm4 in zytoplasmatischen, mobilen Partikeln.
Fir diese Partikel konnte eine bidirektionale Bewegung entlang des Mikrotubulizytoske-
letts gezeigt werden (Abschnitt 2.3.4, S. 42 f.). Das Pendeln der Partikel — die das RNA-
bindende Protein Rrm4 enthalten — zwischen den Zellpolen ldsst vermuten, dass RNA-

Transport fiir die pathogene Entwicklung von U. maydis entscheidend ist.

Die Funktion des RRM-Proteins Rrm4 aus U. maydis

Die neuartige Domanenkomposition von Rrm4

Das modular aufgebaute Rrm4 zeigt eine in Eukaryonten bislang einzigartige Doma-
nenkomposition aus drei N-terminalen RRM-Dominen und einer C-terminalen PABC-
Domine (Abb. 3-3). Wihrend die PABC-Domine als Schnitstelle fiir Protein/Protein-
Interaktionen (Kozlov et al., 2001) dient, konnte fiir RRM-Domainen eine Schnittstelle-

funktion fiir RNA/Protein-Interaktionen gezeigt werden (Varani und Nagai, 1998).

Die Anordnung der drei N-terminalen RRM-Dominen in Rrm4 lisst eine Gruppie-
rung der ersten beiden Dominen erkennen; die dritte RRM-Domine ist von dieser

Gruppe durch eine ~90 As lange Region separiert (Abb. 3-3). Dies grenzt Rrm4 von den
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oben erwiahnten PABC-haltigen Poly[A]-bindenden Proteinen ab, die typischerweise vier
eng beieinanderliegende RRM-Domainen im N-Terminus enthalten (Abb. 3-3). Die
Anordnung der RRM-Module ist vielmehr identisch mit der Domanenorganisation der
ELAV- und Bruno-dhnlichen Proteine (Abb. 3-3). Kennzeichnend fiir diese RNA-bin-
denden Proteine ist die typische Anordnung der drei RRM-Domanen: Die zwei N-termi-
nalen Domainen liegen eng beieinander, wihrend die Dritte durch eine nicht-konservierte
Scharnierdomine variabler Linge separiert ist (Abb. 3-3). Es ist derzeit aber kein ELLAV-
oder Bruno-ihnliches Protein identifiziert, dass neben den RRM-Dominen eine PABC-

Domine enthilt (http://smart.embl.de).

Die Mitglieder dieser Proteinfamilien wurden als sequenzspezifische RBPs beschrie-
ben (Nakamura et al., 2004; Webster et al., 1997; Wilhelm et al., 2003; Soller und White,
2003; Levine et al., 1993; Vasudevan und Peltz, 2001), besitzen aber sehr unterschiedliche
Funktionen. Bruno-dhnliche Proteine sind an der Regulation bzw. Aufrechterhaltung der
Zelldifferenzierung beteiligt (Good et al., 2000), so reprimiert beispielsweise das Bruno
Protein aus D. melanogaster die Translation des fir die Bildung des Posteriors wichtigen
Oskar Proteins durch die spezifische Bindung von Elementen in der 3’-UTR der oskar
mRNA (Nakamura et al., 2004; Webster et al., 1997; Wilhelm et al., 2003). Die Mitglieder
der ELAV-Familie sind an verschiedene Funktions- und Regulationsmechanismen betei-
ligt; wihrend das D. melanggaster ELAV Protein den alternativen Speilivorgang reguliert
(Koushika et al., 1996), sind die ELAV-homologen Hu-Proteine der Wirbeltiere als Regu-
latoren der Stabilitit, Translation und Lokalisation spezifischer mRNAs beschrieben
(Good et al., 2000; Antic und Keene, 1997). Das ELLAV-homologe Protein aus S. cerevisiae
Pub1p beeinflusst den mRNA-Abbau durch die Regulation der Transkriptstabilitit (Ruiz-
Echevarria und Peltz, 2000; Vasudevan und Peltz, 2001). Es bindet wie auch das ELAV
Protein und die Hu-Proteine der Vertebraten an AU-reiche Regionen in der 3>-UTR spe-
zifischer mRNAs (Soller und White, 2003; Levine et al., 1993; Vasudevan und Peltz,
2001).

Die vielfiltigen Funktionen die Bruno- bzw. ELAV-ihnliche Proteine tibernehmen,
lassen keine Riickschliisse auf die Funktion von Rrm4 anhand der Ahnlichkeit der Domi-

nenanordnung ziehen. Man kann aber vermuten, dass es sich bei Rrm4 um ein
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— moglicherweise sequenzspezifisches — RINA-bindendes ELAV-ihnliches Protein mit
einer neuartigen Doménenkomposition handelt, dass tiber den C-terminus Peptidbindung

eingehen kann.

Die RNA-bindenden Domédnen vom Typ des RRM

Um die bioinformatische Vorhersage der RNA-bindenden RRM-Dominen von Rrm4
zu untersuchen, wurden diese zunichst in den RNP1-Submotiven mutiert. RNP1 ist ein
konservierter acht Aminosduren langer Bereich in der RNA-kontaktierenden 3-Faltblat-
toberfliche der RRM-Domine (siche Abschnitt 1.2.1, S. 6 ff.), fiir den eine Beteiligung an
RNA-Bindung gezeigt werden konnte (Varani und Nagai, 1998). Die gleichzeitige Muta-
tion der dret RRM-Dominen hatte keine Auswirkungen auf die Bildung der mobilen zyto-
plasmatischen Partikel, fihrte aber zu einem bipolaren Filamentwachstum, einem
retardierten Wachstum der Spitzenzelle und Defekten bei der Bildung leerer Abschnitte
— vergleichbar mit der Deletion von r74. Somit fithren die Mutationen von jeweils vier
Aminosauren in RNP1 der RRM-Domainen zu einem Verlust der Funktion von Rrm4,

was eine essenzielle Beteiligung der RRM-Dominen an der Funktion von Rrm4 andeutet.

ELAY ———— I —
HuR 4 H

hPABP1

J
pabip — W - —
—|

Rrm12

T100AS

ABB. 3-3 Domanenarchitektur von ELAV-dhnlichen und Poly[A]-bindenden
Proteinen

Die Darstellung der Proteine ist mafRstabsgetreu. Die RRM- und PABC-Doméanen
sind als blaue Rechtecke bzw. braune Ovale dargestellt. Accession Nummern:
ELAV (Dm), P16914; Bruno (Dm), AAB58464; HuR (Hs), AAH03376; Pub1p (Sc),
NP014382; hPabp1 (Hs), P11940; Pab1p (Sc), P04147; Rrm4 und Rrm12, diese
Arbeit (Tabelle 2-1 auf Seite 21).
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Durch gleichzeitige Mutation aller RRM-Dominen kann keine Aussage tiber den Ein-
fluss der einzelnen Domine gemacht werden, weshalb dariiber hinaus auch die Einzel-
Mutationen untersucht wurden. Die Stimme die ein in der dritten RRM-Domaine mutier-
tes Rrm4 Protein exprimierten, zeigten keine sichtbare Verinderung des untersuchten
Phinotyps. Diese Beobachtung war auf Grund von Berichten aus anderen Systemen tiber-
raschend: Es konnte zwar fiir die dritte RRM-Domine des drei RRM-Dominen enthal-
tenden Splei3faktor U2AF®  aus H. sapiens eine entbehrliche Funktion bei
SpleiBBexperimenten in vitro gezeigt werden, die dritte RRM-Domine des homologen
Proteins in . pombe besal3 aber in vivo eine essenziell Funktion (Banerjee et al., 2004). Fur
die dritte RRM-Domine der ELAV-dhnlichen Proteine HuB und HuD aus H. sapiens
wurde eine Beteiligung an der Multimerisierung des Proteins berichtet (KKasashima et al,,
2002). Davon abweichend — mit Rrm4 aber iibereinstimmend — sind Untersuchungen aus
D. melanogaster mit einem ELAV Mutantenprotein: Die Mutation in der RNP1-Region der

dritten RRM-Domine zeigte in vivo keine Auswirkungen (Lisbin et al., 2000).

Im Gegensatz zur Mutation der dritten, fithrten die Mutationen der ersten und zweiten
RRM-Domine zu bipolarem Filamentwachstum, retardiertem Wachstum der Spitzenzelle
und Defekten bei der Bildung leerer Abschnitte. Die identischen Auswirkungen der bei-
den Mutationen lassen eine gemeinsamen Funktion von der ersten und zweiten RRM-
Domine vermuten. Die Ergebnisse von Handa et al. zeigten, dass die RNP1- und RNP2-
Region beider RRM-Dominen von Sxl aus D. melanogaster an der RNA-Bindung beteiligt
sind (Handa et al., 1999). Diese Beobachtung konnte inzwischen auch fir andere RNA-
bindende Proteine mit zwei gruppierenden RRM-Dominen gezeigt werden, so beispiels-
weise fiir den menschlichen Spleiifaktor U2AF® (Banerjee et al., 2004), die ELAV-dhn-
lichen Hu-Proteine aus H. sapiens sowie fur das ELAV Protein aus D. melanogaster (Ma
et al., 1997; Lisbin et al., 2000). Angesichts dieser Berichte und der in Abb. 3-3 gezeigten
Ahnlichkeit der Dominenorganisation mit sequenzspezifisch RNA-bindenden Proteinen
aus der ELAV-Familie, ldsst sich eine gemeinsame Funktion der ersten beiden RRM-

Dominen aus Rrm4 an der sequenzspezifischen RNA-Bindung vermuten.

Owohl RRM-Dominen in der Regel an der RNA-Erkennung und -Bindung beteiligt
sind (Varani und Nagai, 1998), gibt es auch Beispiele zur Beteiligung an Protein/Protein-
Interaktionen (Banerjee et al., 2004; Lau et al., 2003; Shi und Xu, 2003). Es kann daher

eine proteinbindende Funktion der RRM-Dominen aus Rrm4 derzeit nicht ausgeschlos-
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sen werden, scheint aber auf Grund der oben gefiihrten Argumentation und den folgende
Beobachtungen zumindest fiir die erste und zweite RRM-Domine in Rrm4 sehr unwahr-
scheinlich: Erstens konnte in Vorexperimenten mit dem RNA-spezifischen Farbstoff
SYTO'™ RNA-Select® (Molecular Probes) eine Kolokalisation der Rrm4-mRfp Partikel
mit dem grin-fluoreszierenden Farbstoff gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Zweitens
konnte in neuesten Untersuchungen mittels einer CLAP-Aufreinigung (Ul ~crosslinking
tandem affinity purification) von Rrm4 in vivo die Bindung von RINA nachgewiesen werden
(J. Konig und M. Feldbriigge, pers. Mitteilung; Ule et al., 2003). Und drittens gelang es
J. Konig und M. Feldbriigge in einem 3-Hybrid-Ansatz in Hefe (Sengupta et al., 1999) fur
Rrm4 eine sequenzspezifische Bindung von RNA-Fragmenten aus dem U. #aydis Genom
zeigen (pers. Mitteilung). Die sequenzspezifische RNA-Bindung in vitro wurde durch
Bindestudien unterstiitzt, die zeigten, dass Rrm4 keine Poly[A]- oder Poly[U]-Sequenzen
bindet (C. Julius und M. Feldbriigge, pers. Mitteilung), weshalb auch eine Funktion als
Poly[A]-bindendes Protein ausgeschlossen wird. Man kann daher eine sequenzspezifische
RNA-Bindung durch die gemeinsam aggierenden ersten beiden RRM-Dominen von

Rrm4 vermuten.

Die C-terminale PABC-Domane

Im C-Terminus besitzt das ELLAV-dhnliche Protein Rrm4 eine PABC-Domine, die
erstmals im menschlichen Poly[A]-bindenden Protein (hPABP) identifiziert wurde und
eine fiir diese Proteine typische Domine darstellt (Abb. 3-3; Deo et al., 1999; Kozlov
et al., 2001; Kozlov et al., 2002; Melo et al., 2003; Siddiqui et al., 2003; Kozlov et al., 2004).
Sie wurde dartiber hinaus aber auch in der tierischen — am DNA-Reparaturmechanismus
beteiligten — E3 Ubiquitin-Protein Ligase HYD (hyperplastic discs) gefunden (Mdller
et al.,, 1992; Mansfield et al., 1994; Callaghan et al., 1998; Deo et al., 2001), die zur Familie
der HECT (homolog zum E6-AP C-Terminus)-Dominen Ubiquitin Ligasen gehort (Hui-
bregtse etal., 1995). Es tiberraschte daher nicht, dass die PABC-Domine — aufler in
Rrm4 — auch in dem zum Poly[A]-bindenden Protein Pabplp aus . cerevisiae homologen

Protein Rrm12 aus U. maydis identifiziert werden konnte (77 % Sequenzihnlichkeit;

BLAST e-Wert: 1e-132).

67



68

Diskussion
3.2 Die Bedeutung von Rrm4 fiir das filamentése Wachstum von U. maydis

Die Expression der Rrm4 Mutanteproteine mit PABC-Deletion sowie FIAK-Mutation
fithrte zu bipolarem Filamentwachstum, retardiertem Wachstum der Spitzenzelle und
Defekten bei der Bildung leerer Abschnitte. Au3erdem fithrten Deletion sowie Mutation
der PABC-Domine zum Verlust der mobilen, zytoplasmatischen Rrm4-haltigen Partikel.
Es war stattdessen ein diffuses, perinukleares Fluoreszenzsignal zu beobachten. Es wurde
deshalb eine Funktion bei der Partikelbildung fiir die PABC-Domaine von Rrm4 vermu-
tet. Aus anderen Systemen wurde die PABC-Domine als Schnittstelle bei Protein/Pro-
tein-Interaktionen beschrieben (Mangus et al.,, 1998; Hoshino et al., 1999; Kuhn und
Pieler, 1996; Afonina et al., 1998). Kozlov et al. beschrieben aulerdem vier fiir die Pep-
tidbindung essenzielle Aminosauren (F22, 125, A33 und K35) in der PABC-Domine des
menschlichen PABP (Kozlov et al., 2001), die in der PABC-Domine von Rrm4 konser-
viert sind und ebenfalls eine essenzielle Funktion besitzen. Ein aktueller Bericht tber die
Kristallstruktur der PABC-Domine des menschlichen Poly[A]-bindenden Proteins
(PABP) komplexiert mit Peptiden aus Paipl (PABP interagierendes Protein) und Paip2
verdeutlicht die Beteiligung dieser Aminosauren an der Peptidbindung durch extensive
hydrophobe und elektrostatische Interaktionen sowie Interaktionen gestapelter aromati-
scher Aminosaureresten (Kozlov et al., 2004). Es wire eine vergleichbare Sequenzspezifi-

titen bei Protein/Protein-Wechselwirkungen beider Dominen denkbar.

Das starke Fluoreszenzsignal der Rrm4-eGfp Partikel, lisst zudem eine multiple Kopi-
enzahl von Rrm4 in den Partikeln vermuten. Auf Grund der essenziellen Funktion der
peptidbindenden PABC-Domine bei der Partikelbildung lisst sich iiber die Beteiligung
dieser Domine spekulieren: Zum einen konnte die Bildung eines Partikels durch eine
Multimerisierung von Rrm4 entstehen, indem die PABC-Domine ein zweites Rrm4
N-terminal von dessen PABC-Domine bindet. Zum anderen ist eine Rekrutierung von
vielen einzelnen Rrm4 Proteinen durch einen Core-Partikel denkbar. Fur die letztere
Funktion sprechen zwei Griinde: Zum einen ist die PABC-Domane bisher nicht als Mul-
timerisierungsdomane beschrieben — sie interagiert im Menschen mit den an der Transla-
tionsregulation beteiligten Proteine Paipl, Paip2, eRF3 und Pbplp (Craig et al., 1998;
Khaleghpour et al., 1999; Hoshino et al., 1999; Mangus et al., 1998) — und zum anderen
wurde im menschlichen PABP ein an der Multimerisierung des Proteins beteiligter
Bereich N-terminal der PABC-Domine identifiziert (Melo et al., 2003). Es kann daher

nicht ausgeschlossen werden, dass Rrm4 dhnlich wie PABP eine Multimerisierungsdo-
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mine N-terminal der PABC-Domane besitzt. Die hier diskutierte neuartige Domiénen-
komposition und die Ergebnisse aus den Mutationsanalysen der Dominen deuten darauf
hin, dass Rrm4 mit den ersten beiden, N-termianlen RRM-Dominen RNA-Bindung ein-
geht und C-terimnal eine Schnittstelle fir Protein/Protein-Interaktionen besitzt, die

essenziell fiir die Partikelbildung von Rrrm4 ist.

Die pendelnde Bewegung der Rrm4 Partikel entlang des

Mikrotubulizytoskeletts

Die Analysen zur subzellularen Lokalisation von Rrm4-eGfp im b-abhingigen Fila-
ment zeigte die Akkumulation in zytoplasmatischen Partikeln, die sich bidirektional durch
das Filament bewegten. Aulerdem konnte auch fiir die Partikelbildung eine Abhingigkeit
von den Mikrotubuli gezeigt werden. Eine solche zytoplasmatische Akkumulation von
ELAV- bzw. Bruno-ihnlichen Proteinen in Partikeln wurde auch aus anderen Organis-
men beschrieben: Das Protein Bruno aus D. welanogaster akkumuliert beispielsweise zyto-
plasmatisch in perinuklearen Partikeln (Snee und Macdonald, 2004). Und auch die
Saugerproteine HuD und HuB aus der Familie der ELLAV-dhnlichen Proteine akkumulie-
ren in zytoplasmatischen Partikeln (Kasashima et al., 2002). Die aktive Bewegung der
Rrm4 Partikel, die mittels Inhibitor- und Kolokalisationsstudien als mikrotubuliabhingig
gezeigt werden konnte, wurde hingegen fur ELAV/Bruno-dhnliche Proteine noch nicht
gezeigt. Die bidirektionale Bewegung der Rrm4-eGfp Partikel zwischen den Zellpolen,
lisst einen Transportprozess vermuten. In Bezug auf die oben diskutierte RNA-Bindung

liegt eine Beteiligung am RNA-Transport nahe.

Der Rrm4-abhingige Transportmechanismus in U. maydis zeigt zudem Gemeinsamkei-
ten mit den RNA-Lokalisationsmechanismen hoherer Eukaryonten. In X. /aevis ist fiir die
einwandfreie Spezifizierung von Mesoderm und Endoderm die richtige Lokalisation der
g7 und 17egl mRNAs entlang der animal-vegetativen Achse in der Fizelle entscheidend.
Eine Fehlverteilung fithrt zur Induktion von Mesoderm in Zellen, die normalerweise das
Ektoderm bilden (Mowry und Cote, 1999). Die Ig7 bzw. I’egT’ mRNPs werden nach dem
Kernexport reorganisiert. Neben den Proteinen des Core-RNPs, die bereits im Kern mit
den mRNAs assoziierten (Kress et al., 2004; Deshler et al., 1997; Deshler et al., 1998; Cote
et al., 1999; Lewis et al., 2004), enthilt das Lokasom nach der Neuorganisation zwei wei-

tere Schliisselproteine fiir die vegetative Lokalisation, XStau und Prrp (Zhao et al., 2001;
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Yoon und Mowry, 2004). Kress et al. postulieren, dass diese Lokalisations-RNPs dann
aktiv entlang von Mikrotubuli zum vegetativen Kortex transportiert werden (Kress et al.,
2004). In D. melanogaster stellt die zytoplasmatische Vereinigung der bicoid™> mRNA mit
dem Protein Exuperantia in Partikeln ebenfalls einen entscheidenden Schritt fiir die
mikrotubuliabhingige Lokalisation des Transkripts im Anterior der Eizelle dar (Cha et al.,
2001). Dartber hinaus findet auch die Lokalisation der zz# mRNA in das Axon und der
myelin basic protein mRNA in das Myelinkompartiment von Oligodendrozyten in Form von
Granula statt, die mikrotubuliabhingig an ihren Bestimmungsort transportiert werden
(Ainger et al., 1997; Aronov et al., 2002). In Einklang mit diesen Berichten deutet das ver-
stirkt perinukleare Fluoreszenzsignal, welches in den Stimmen mit defekter PABC-
Domine zu beobachten war, darauf hin, dass die Bildung des funktionellen Rrm4 Parti-

kels nach dem Kernexport der Target-RNA stattfindet.

Bei der Lokalisation der ash? mRNA in . cerevisiae hingegen handelt es sich um einen
aktinabhingigen Prozess, durch den die RNA in der Spitze der Tochterzelle transportiert
wird (zusammengefasst in Gonsalvez et al., 2005). Der mikrotubuliabhingige Transport-
mechanismus und die von den Rrm4 Partikeln zuriickgelegte Strecke, grenzen den Mecha-
nismus aus U. zaydis deutlich vom Lokalisationsprozess in S. cerevisiae ab. Mit dem RNA-
bindenden Protein Rrm4 konnte somit erstmals in Mikroorganismen ein RNA-Lang-
streckentransport entlang des Mikrotubulizytoskeletts gezeigt werden. Man kénnte daher
einen evolutionir konservierten Mechanismus fiur den mikrotubuliabhingigen RINA-

Transport vermuten.

Molekulare Motoren fiir den aktiven Transport der Rrm4 Partikel

Die mikrotubuliabhingige Bewegung der Rrm4 Partikel lies auf die Beteiligung minde-
stens eines der neun Kinesine und/oder des Dynein-Motorproteins aus U. maydis schlie-
BBen. Die Untersuchung zur Beteiligung von Kin2, dem konventionellen Kinesin aus
U. maydis, lag auf Grund des bipolaren Filamentwachstums der 7774 sowie kin2 Deletions-
mutante nahe. I. Manns und G. Steinberg konnten durch eine Deletion von £7z2 in AB33
ein bidirektionales Hyphenwachstum, gepaart mit einem Defekt bei der Ausbildung dista-

ler, leerer Abschnitte beobachten (pers. Mitteilung). Diese Beobachtung steht in Einklang

15. Die lokalisierte bicoid mRNA ist, wenn das Transkript translatiert wird, essenziell fiir die Definition
der Antero-Posterior Zellachse im Embryo von D. melanogaster (St Johnston et al., 1989).
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mit fritheren Arbeiten, die einen Defekt bei der distalen Kompartimentierung in dikaryo-
tischen 772 Null-Filamenten (Steinberg et al., 1998) sowie ein reduziertes Wachstum und
eine gestorte Kernverteilung beschrieben (Lehmler et al., 1997). Bei der Untersuchung der
subzellularen Lokalisation von Rrm4-eGfp im £/#2A Hintergrund wurde eine Akkumula-
tion von Rrm4-eGfp in den Hyphenspitzen beobachtet (vgl. Abschnitt , S. 46 f.). Die
bipolare Bewegung der Rrm4 Partikel fand nur noch im zentralen Bereich der £n2A Zel-
len statt und der Transport in die distalen Bereiche konnte nur noch als unipolare Bewe-
gung zu den Zellpolen beobachtet werden. Arbeiten zur Polaritit des
Mikrotubulizytoskeletts wihrend des filamentésen Wachstums von U. maydis zeigten,
dass etwa 85 % der Mikrotubuli mit den Plusenden zur Hyphenspitze ausgerichtet sind
(I. Manns und G. Steinberg, pers. Mitteilung). Dies lasst die Lokalisation von Rrm4-eGfp
im /n2A Hintergrund paradox erscheinen, da die Deletion von 4772 , das fiir ein plusend-
gerichtetes Motorprotein kodiert, fithrt zur Akkumulation von Rrm4-eGfp am Plusende
der Mikrotubuli. Ein dhnliches Phinomen konnte auch fiir das am Endosomentransport
beteiligte Protein Yupl aus U. maydis gezeigt werden (Wedlich-Soldner et al., 2002b). In
kin2A Hyphen akkumuliert das Fusionsprotein Yup1-eGfp ebenfalls in den Hypenspitzen
(I. Manns, pers. Mitteilung), obwohl fiir den Transport der Yupl Partikel bereits eine
Beteiligung des plusendgerichteten Kinesins Kin3 gezeigt werden konnte (Wedlich-S6ld-
ner et al., 2002b). Die Deletion von :r3 hatte zur Folge, dass die Partikel eine deutlich
reduzierte Mobilitit zeigten und eine Lokalisation der Endosomen an den distalen Zell-
polen und den Septa verhindert war, weshalb damals schon eine Beteiligung des minus-
endgerichteten Motorproteins Dynein vermutet wurde (Wedlich-Séldner et al., 2002b).
Im Gegensatz zum Transport der Yupl Partikeln, hatte eine Deletion von 473 keinen
Einfluss auf die Bewegung der Rrm4 Partikel (Daten nicht gezeigt). Zhang et al. konnten
in A. nidulans die Beteiligung des plusendgerichteten konventionellen Kinesins KINA an
der Plusenden-Lokalisation des des minusendgerichteten, zytoplasmatischen Dyneins
gezeigt werden (Zhang et al., 2003). Es lasst sich daher auch tber eine Beteiligung des
Kin2 an der Plusenden-Lokalisation des Dyneins in U. zaydis spekulieren. Folglich scheint
die Kooperation eines bislang nicht identifizierten Kinesin-Motorproteins und des Dyn-

eins am bidirektionalen Transportmechanismus der Rrm4-eGfp Partikel wahrscheinlich.
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3.2.3

Bei der mikrotubuliabhingigen RNA-Lokalisation stellt die Kooperation von Motor-
proteinen mit kontrirer Bewegungsrichtung einen verbreiteten Mechanismus dar (Pala-
cios und St Johnston, 2002; Januschke et al., 2002; Duncan und Warrior, 2002; Brendza
etal,, 2002). So ist beispielsweise die Lokalisation der maternalen bicoid mRNA am
Anterior des D. melanogaster Embryos sowohl Dynein- als auch Kinesin-abhingig (Schnor-
rer et al., 2000; Januschke et al., 2002). Und in menschlichen, neuronalen Zellen konnte
eine Kolokalisation des Staufen mit Dynein und Kinesin gezeigt werden (Villace et al.,
2004). Die Vorstellung, dass eine verhinderte Lokalisation des Dyneins an den Plusenden
der Mikrotubuli einen Einfluss auf den Transport der Rrm4 Partikel hat, lasst vermuten,
dass es zu einer Umstrukturierung der Rrm4-haltigen RNPs an den Zellpolen kommt,

wobei das am minusendgerichteten Transport beteiligte Dynein rekrutiert wird.

Modellvorstellung zur Funktion von Rrm4

Die in dieser Arbeit gefiihrte Diskussion legt eine Beteiligung von Rrm4 an der
sequenzspezifischen RNA-Lokalisation nahe. Durch die bidirektionale Bewegung aus
dem zentralen Bereich der Infektionshyphe zu den Zellpolen kann man vermuten, dass
der Kargo wihrend des Filamentwachstums am vorderen und/oder hinteren Ende der
Spitzenzelle bendétigt wird. Die Modellvorstellung hierzu ist in Abb. 3-4 gezeigt. Im peri-
nuklearen Raum findet die zytoplasmatische Reifung des Lokasoms durch die Rekrutie-
rung der RNA tber Rrm4 statt. AnschlieBend wird der Rrm4-haltige RNP entlang des
Mikrotubulizytoskeletts zu den Zellpolen transportiert. Diese plusendgerichtete Bewe-
gung ist vermutlich abhingig von einem Motorprotein aus der Familie der Kinesine. An
den Zellpolen wird der Kargo freigegeben, und es kommt vermutlich zu einer Umgestal-
tung des Proteinkomplexes, wobei das Motorprotein Dynein in das Partikel rekrutiert
wird (Abb. 3-4A). Die Mutation der ersten bzw. zweiten RRM-Domine fihrt zu einem
Verlust der RNA-Bindung ohne die partikelbildende Eigenschaft von Rrm4 zu beeinflus-
sen, so dass der aktive Transportkomplex weiter gebildet werden kann. Durch die Muta-
tionen ist die Rekrutierung des Kargos unterbunden und eine Transkriptlokalisation
verhindert. Auch in diesem Fall kommt es durch den misslokalisierten Kargo zu einem
verstirkt bipolaren Filamentwachstum und dem Verlust der Bildung leerer Abschnitte
(Abb. 3-4B). Die Deletion bzw. Mutation der C-terminalen PABC-Domine fithrt zu

einem Verlust der Partikelbildung von Rrm4, wobei unklar ist, ob die restlichen Kompo-
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nenten des Lokasoms auch ohne Rrm4 akkumulieren und ein mobiler Komplex entstehen
kann. Die von Rrm4 gebundene RNA wird nicht mehr lokalisiert, und es kommt zu einem
verstirkt bipolaren Auswachsen der Zellen sowie einem Septierungsdefekt (Abb. 3-4C).
Es lasst sich daher vermuten, dass durch die Rrm4-abhingige RNA-Lokalisation eine
Polaritit der Infektionshype erzeugt wird, die essenziell fiir das unipolare Filamentwachs-

tum und die Bildung leerer Abschnitte ist.
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f L; Rrm4mR123/mR1/mR2 l Kinesin-Motorprotein - &= + Mikrotubulus

Filamentwachstumsrichtung

ABB. 3-4 Modellvorstellungen zur Rrm4-abhédngigen RNA-Lokalisation in U. maydis

Das Bild illustriert die Modellvorstellung zum Rrm4-abhangigen mRNA-Transport in der Infektionshyphe von
U. maydis. (A) Modellvorstellung des Rrm4-abhangigen RNA-Transports. (B) Szenarium durch die Mutation
der ersten, zweiten bzw. durch alle drei RRM-Doméanen in Rrm4. (C) Szenarium durch die Mutation oder De-
letion der PABC-Domane in Rrm4. ZK: Zellkern.
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3.3

Bleibt letztlich die Frage nach dem Kargo: Da dieser bislang nicht identifiziert wurde,
kann dartiber nur spekuliert werden. Zum einen kann es sich um eine RNA handeln, die
fir eine strukturelle Komponente mit Finfluss auf das Filamentwachstum kodiert. Dass
die Lokalisation solcher Komponenten wichtig ist, zeigt beispielsweise die aktinabhingige
Lokalisation der Chitinsynthase Chs7 an der Wachstumsspitze (Weber, 2004). Es wire
aber auch eine Lokalisation von Septin-kodierender RNA denkbar. So konnte im Human-
pathogen C. albicans ein Einfluss der Septin-Lokalisation auf das hyphale und pseudo-
hyphale Wachstum bereits gezeigt werden (Sudbery, 2001; Warenda und Konopka, 2002;
Gonzalez-Novo et al., 2004). Zum anderen wire denkbar, dass es sich um eine RNA han-
delt, die fir eine regulatorische Komponente kodiert. So wird beispielsweise in
D. melanogaster durch die Lokalisation von maternalen Transkripten die Zellpolaritit auf-
gebaut. Die Lokalisation der oskar und gurken mRNAs stellt einen Schliisselprozess fir die
Formation der embryonalen Zellachse dar (Johnstone und Lasko, 2001). AuBlerdem
kénnte man einen Transport von Zytoskelettkomponenten vermuten, wie dies aus Hiih-
ner-Fibroblasten bekannt ist. Dort wird f-aktin mRNA an die fihrende Seite der Zelle
transportiert, um dadurch die Polaritit der Bewegungsrichtung aufzubauen (zusammen-
gefasst in Condeelis und Singer, 2005). Letztlich kénnte Rrm4 eine Funktion als Riboso-
mentranslokator besitzen und damit eine Rolle bei der Transport- und
Translationsregulation von RNAs besitzen. Eine dhnliche Funktion wird fiir den hStaufen
Komplex vermutet, der neben dem menschlichen Staufen Protein (hStaufen) auch Ribo-
somen, Proteine des Zytoskeletts, Motorproteine und regulatorischen Proteine enthalt

(Villace et al., 2004).

AUSBLICK

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse Giber ein neuartiges, ELAV-dhnliches Pro-
tein Rrm4, zeigen erstmals einen Langstreckentransport von RNPs in einem Mikroorga-
nismus. Die Untersuchungen zur Beteiligung von Rrm4 an der mikrotubuliabhingigen
RNA-Lokalisation wihrend des filamentosen Wachstums von U. maydis lieBen bislang
aber die Frage nach dem Kargo offen. Die Klirung dieser Frage muss im Mittelpunkt der
weiteren Untersuchungen stehen und wird bereits mit einem CLAP-Ansatz zur Aufreini-

gung und Identifizierung der von Rrm4 gebundenen RNA verfolgt (J. Kénig und
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M. Feldbriigge, pers. Mitteilung). Diese Methode zur Isolation der gebunden RNAs ist an
die Proteinaufreinigung mittels eines TAP-Tag (fandem affinity purification) Fusionsproteins
angelehnt. Es konnten daher mit den selben Stimmen auch weitere Faktoren des Rrm4
Partikels isoliert und identifiziert werden. Auf Grund von Berichten aus anderen Syste-
men kann man davon ausgehen, dass in den Partikeln noch weitere Proteine auller Rrm4
vorhanden sind, z. B. so genannte Linker-Proteine, die als Bindeglied zwischen Rrm4 und

einem Motorprotein dienen kénnten.

Fir die Identifizierung von Kofaktoren, die Interaktionspartner der PABC-Domine-
darstellen, wire ein Bioinformatischer Ansatz denkbar. Auf Grund der oben diskutierten
moglicherweise identischen Sequenzspezifitit der PABC-Dominen von hPabpl und
Rrm4, kénnten potenzielle Bindepartner durch eine iterative Sequenzsuche nach dem mit
der PABC-Domine interagierenden Motiv PAM2 (Roy et al., 2002) identifiziert werden,
wie dies fur die PABC-Domine des menschlichen PABP hPAB1 bereits erfolgreich
durchgefiihrt wurde (Albrecht und Lengauer, 2004).

Durch die Untersuchungen zur bidirektionale Bewegung der Rrm4 Partikel konnten
bereits erste Hinweise auf die beteiligten Motorproteine erhalten werden. Es ldsst sich auf
Grund der Ergebnisse dieser Arbeit eine Beteiligung des Dynein-Motorproteins aus
U. maydis an der minusendgerichteten Bewegung der Partikel vermuten, diese muss aber
noch abschlieBend gezeigt werden. Es wiirde sich hierfir die Verwendung eines Stammes
anbieten, der ein temperatursensitives Dynein-Protein exprimiert, wodurch bei einer
restriktiven Temperatur eine Akkumulation von Rrm4 in der Hyphenspitze zu erwarten
ist. Die Beteiligung eines Kinesin-Motorproteins am plusendgerichteten Transport
scheint ebenfalls wahrscheinlich. Da bisher nur eine direkte Beteiligung von Kin2 und
Kin3 ausgeschlossen werden konnte, muss das am Transport beteiligte Kinesin noch

identifiziert werden.
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MATERIAL UND METHODEN

4.1 MATERIAL UND BEZUGSQUELLEN

4.1.1 Medien, Losungen, Enzyme

Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendete Chemikalien hatten
Analysequalitit und wurden von den Firmen Fluka,

Merck, Riedel-de-Hien, Roth und Sigma bezogen.

Puffer und Lésungen

Standard-Puffer und Losungen wurden nach Ausu-
bel et al. (1987) und Sambrook et al. (1989) hergestellt.
Einzelheiten dazu siche in Brachmann (2001). Spezielle
Puffer, Lésungen und Medien sind unter den jeweiligen

Methoden aufgefiihrt.

Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von der Firma New
England Biolabs (NEB) bezogen, alle tibrigen Enzyme
von Roche, mit den Ausnahmen Taq-DNA-Polyme-
A. Brachmann und

rase (Laborpriparation

G. Weinzierl) und Herculase (Stratagene).

4.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma
ARK Scientific, Metabion und MWG synthetisiert und
in 5-in Richtung-3’-Ende angegeben. Zur Herstellung
und Bestitigung der Deletionsstimme des revers-gene-
tischen Ansatzes wurden die in Tabelle 4-1 aufgefiihr-
ten Oligonukleotide verwendet (vgl. Tabelle 4-5). Die

dariiber hinaus verwendeten Oligonukleotide sind in

Verwendete Kits und sonstige Materialien

In dieser Arbeit wurden folgende Kits verwendet:
JETsorb (Genomed) zur Elution von DNA-Fragmen-
ten aus Agarosegelen, JETquick Plasmid Maxi- und
Miniprep Kit (Genomed) zur Priparation hochreiner
Plasmid-DNA, JETquick PCR Purification Kit (Geno-
med) zur Aufreinigung von PCR Produkten, JETquick
General DNA Clean-up Kit (Genomed) zur Aufreini-
gung von Plasmiden vor der Sequenzierung, TOPO
TA Cloning Kit (Invitrogen) zur Klonierung von PCR-
Produkten, PCR-DIG-labeling Mix (Roche) zur Dioxi-
genin-Markierung von PCR-Produkten. Zusitzlich ver-
wendetes Material ist unter den jeweiligen Methoden

beschrieben.

Tabelle 4-2 aufgefiihrt, spezielle Oligonukleotide zur
Sequenzierung wurden auch von der MPIZ Zentralab-

teilung DNA zur Verfiigung gestellt (Tabelle 4-3).
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TABELLE 4-1 Oligonukleotide fiir die Herstellung der Deletionsmutanten

Gen Typ Bezeichnung Sequenz (5'-in Richtung-3’-Ende)
pum1 ut MF123 GGG TTT GCG AGC GTC GCC AAC ATG
u2 MF124 TGG CGC CGA TCG ACA TGT CTG GCT AC
u3 MF125 TTC GGC CAT CTA GGC CAC TCT TCC AGA AGC GCA CTACGC G
d1 MF142 TGA GGC CTG AGT GGC CGC GCA ACT CCA CAC CAC AGA GCT G
d2 MF127 GAC GAC AGC TGG GAA GAC GAC GCC
d3 MF128 CCC CAC ACATCA CGC ACACCCTCC
p1 MF181 TCG AAG AGC TGC ATG CGG
p2 MF182 TCA TCA TGC GGA CGG CAG
pum2 ul MF129 TAT CGA GAC TGT TCG ACT TGT GCC
u2 MF130 CTT TAT CAA CTA CGC CGA CCT CGC
u3 MF131 TTC GGC CAT CTA GGC CGA GAC GCT TGC GCA CTT CTT TGA GCC
d1 MF132 TGA GGC CTG AGT GGC CGC TGG TTG CTT CCA TGA CGC CTA AC
d2 MF133 CTT TTG CGA CAA GCT CGG TTC GCC
d3 MF134 TCC AAC AGT CGA CAC TGC ACA GGC
p1 MF183 CGA CGC AGA TGC TAT CGC
p2 MF184 GTC AGC GTG CGT GCA ATC
pum3 u1 MF135 GGC TTC TGC GGC GTC CCATTATGC
u2 MF136 GGA ACG GCG ACA GTC AGC TGC CTC
u3 MF137 TTC GGC CAT CTA GGC CGC GAG TTG TGA GTC GAT CTA GCC G
d1 MF138 TGA GGC CTG AGT GGC CAG ACA CCT CAAAGG TGC TTTCGT C
d2 MF139 TCT CCATGA CTT GGT CTC ATC TCC
d3 MF140 GTA CTC TAG AGC CAA ACA GCT GGC
p1 MF185 TCG ACA GTG ACG ACA CCG
p2 MF186 ATC GTG CTT CGA TGG CGC
pum4 u1 MF861 AGA TCG GCT TGG AGG AGC
u2 MF862 AGG GTG CTT GAC GCT TGC
u3 MF863 TTC GGC CAT CTA GGC CTG GCC TGT TCT TTG CGC G
d1 MF864 TGA GGC CTG AGT GGC CTA CGG TTG GCT CGC ATG C
d2 MF865 TCG TCG TTG CGC ATC TCG
d3 MF866 TGG CAA GCT TGT CGT CGG
p1 MF867 CTC ACC ACT GCC GTC GAG
p2 MF868 CTT TTG GTG CAT GGC GCG
khd1 u1 MF149 TCG AAC CGA CAA AGG CAA TGA CAC
u2 MF150 CTG CAA GAG TTG GCC TGC CCT CAC
u3 MF151 TTC GGC CAT CTA GGC CAT GCT GGC GTC GCT GGT GAC GAT C
d1 MF152 TGA GGC CTG AGT GGC CGA TTT GGT GGG TTG CAT TAT CGG C
d2 MF153 GGG AGG AAC ACA GTT TGG CGA TGC
d3 MF154 GAC AGG CAG ATC TCG GAG GCG CTC
p1 MF229 TCG GAA AGT CCG GCA AGC
p2 MF230 TCG TGC CTG TAT GCA CGC
khd2 u1 MF143 AGA TCC AAA CTT GAT ACA CTA CAC
u2 MF144 TCA GCA TGG AGC TGT TGA AAT GAC
u3 MF145 TTC GGC CAT CTA GGC CGA GAG CAC GAA GCT GGA GCG TAG C
d1 MF146 TGA GGC CTG AGT GGC CCG GCA AAG GTG GTT CCAAGATCAC
d2 MF147 CTG TCG AGC CAT GCA CGT GGG AAC
d3 MF148 AGA TGA TGC GGT GCT GCC GAG GCC
p1 MF227 TCA TGG GCA CCG TCA TCG
p2 MF228 TTG GAC ATG GCA CCA GCG
khd3 u1 MF155 ATC GGA ATG CCT CGT CGC ATC TCC
u2 MF156 CCT TTC AGG CTC TGG AAC AAC GGC
u3 MF157 TTC GGC CAT CTA GGC CTC CCT TGG TGG TGA CGC TGG CTC C
d1 MF158 TGA GGC CTG AGT GGC CAG AAG GCG TAC GAT GCC ATG AGC C

d2

MF159

CAA CTG ATC ACT GCC GAT TTC TTC
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TABELLE 4-1 Oligonukleotide fiir die Herstellung der Deletionsmutanten (Forts.)

Gen Typ Bezeichnung Sequenz (5'-in Richtung-3’-Ende)
d3 MF160 GAA TAT CGT CAA CGT TTC CTA GGC
p1 MF231 AGA ATC AAC GGC CAC CGC
p2 MF232 GCG ATA TGC ATG GGC TCG
khd4 u1 MF161 CGG CCT CAACTC AAG TTC GCT CTC
u2 MF162 CAG CCT CAG TAG CAT GCC CAA ACC
u3 MF163 TTC GGC CAT CTA GGC CTC GGATTG TGC GTT CGA TGT TAAC
d1 MF164 TGA GGC CTG AGT GGC CCG AAG ATA ACG TCA TCG CAC GAAC
d2 MF165 AGG AGC GCC CCA CAC ATC ACT GCC
d3 MF166 CGT GGC GTT GCT AGC GTT ACT GGC
p1 MF233 TTG AGC TGG CCA ACG AGC
p2 MF234 TGT TCT TGC CAC CGA CGC
rrm1 ut MF302 TTG GGC TGC GAC TTT GCG
u2 MF303 GCT CCT CGT TTG GGT GAG
u3 MF304 TTC GGC CAT CTA GGC CGT CAT CGA AAC CCC TGC C
d1 MF305 TGA GGC CTG AGT GGC CGA TGA GGA CCT CGA GTG G
d2 MF306 TGC ACC AGG TGT TAG CGG
d3 MF307 CGA GGT CGC CTA GTG TCG
p1 MF308 CTATGA CCT TCG GTC CGC
p2 MF309 CGT TGA GAT CTT GGC GGG
rrm2 u1 MF318 GGT CCC CTT GTC GAG TTG
u2 MF319 CGC GAG AGT CGT GAG TAC
u3 MF320 TTC GGC CAT CTA GGC CGT CCG TTC TTGACC CGAC
d1 MF321 TGA GGC CTG AGT GGC CAG CTC GTACAC CGATCCC
d2 MF322 GAT CGC GCT GAT CCA CAG
d3 MF323 GTG TAG GTG CTC CAG TGC
p1 MF324 CAA GAC CAA CCG TAC CGC
p2 MF325 GGA AAG CGT CTC ATG CGC
rrm3 u1 MF211 ACA GCT GCA TGC CCC ATC
u2 MF212 GTG AAT GGC TGT GCC GCA
u3 MF213 TTC GGC CAT CTA GGC CTG CCT CAC TGT CTGCTG C
d1 MF214 TGA GGC CTG AGT GGC CCC GAT CTC GAT GCT GAG C
d2 MF215 GTC GAA CAG ACG ACT GCG
d3 MF216 TGC AAG TGC GTA CGA GCG
p1 MF217 CAG CCT TGC GTC CTG ATG
p2 MF218 TTT GGC CTG CAA GGC GTG
rrm4 u1 MF219 GAG CAG GTG CAG TCC AAG
u2 MF220 GCA CGC ATC CAC AGT CCA
u3 MF221 TTC GGC CAT CTA GGC CTT TGC TCC GCAGCG TGAC
d1 MF222 TGA GGC CTG AGT GGC CGT CAG GAG AAG CTC GCA G
d2 MF223 GTT GCC TTG ACC GTC GCT
d3 MF224 CCC TGA AGC GAG TCG ATG
p1 MF225 AAT TGA CCG CAC CGT GGG
p2 MF226 GGC TGG ATT GGT GAG CAG
rrm5 u1 MF237 TGC GAT TGC CTC CAC CTG
u2 MF238 GGT AGC CTT CAG TCA GCC
u3 MF239 TTC GGC CAT CAT GGC CTC ATC CTATTC GGC CGC G
d1 MF240 TGA GGC CTG AGT GGC CTT GGA GTC GCT CGG CTT G
d2 MF241 GTC GAT CGA GTT GTC CGC
d3 MF242 TCG TTG TCA ACG CCG CCG
p1 MF243 GCT CAG CAT GCG GTG TAG
p2 MF244 AGC CTG GCA GAG AAC GAC
rrm 6 ul MF245 AGG CTG TCA GCG TTG CAC
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TABELLE 4-1 Oligonukleotide fiir die Herstellung der Deletionsmutanten (Forts.)

Gen Typ Bezeichnung Sequenz (5'-in Richtung-3’-Ende)
u2 MF246 GAG TTG GGA GCC TTC GAC
u3 MF247 TTC GGC CAT GGC CTG CCG ACG TAG ACT GTG G
d1 MF248 TGA GGC CTG AGT GGC CAG GTG AAT CTG GCG GAC G
d2 MF249 GTG GAT CCG TTC GAG CTG
d3 MF250 CTT CCG ATT CGA ACC GGC
p1 MF251 GCA CAG CTT GAC GAG ACC
p2 MF252 CTA CCC CGG ATC GCATTC
rrm7 u1 MF253 AAT CTG GCC GAG CAG CGA
u2 MF254 GCA CAA GCA TGG AGC GGG
u3 MF255 TTC GGC CAT CTA GGC CTT GGC TAG CCATGC CGC G
d1 MF256 TGA GGC CTG AGT GGC CCT TTG GTC GAC TAC GCG C
d2 MF257 GCC ATA GTG GTC GAG CAG
d3 MF258 AGG CCG TGG CAT GAT AGG
p1 MF259 ACA CTA CAG GTG CCG ACC
p2 MF260 TCT GCC TTC GCT GCC AAC
rrm8 u1 MF326 CGC AGG ACC ACG CTG GAG
u2 MF327 CGA TCA CTC TGT TCG CGC
u3 MF328 TTC GGC CAT CTA GGC CGC ACG TTC TCT ATC GGG C
d1 MF329 TGA GGC CTG AGT GGC CAC GGC AAG GAT CGA TGC G
d2 MF330 ATC GTG AAT GCG CAC GGC
d3 MF331 TCT GTC TGG CCG TGT CTC
p1 MF332 TCC TTG ACG GCT CCACTG
p2 MF333 TGG TCG ATC GGA CCG AAG
rrm9 u1 MF269 TGC TTC CAC TGC GCT TCC
u2 MF270 CGG TGG TCG GAT TCT TGG
u3 MF271 TTC GGC CAT CTA GGC CGG TCT GTG CGA TGG GAT C
d1 MF272 TGA GGC CTG AGT GGC CGA ACG ACG AGT ACACCGC
d2 MF273 GAG TTG AAC TTG CGC GCG
d3 MF274 GTG ACG AGT AGC CAT CGC
p1 MF426 ATT CCG ACC GCC ATC GTC
p2 MF427 TGC GTT CCT TTT CGC CGG
rrm10 u1 MF277 GCG CTA GTC TTC CAG AGC
u2 MF278 GGC GAG ATG GAC GAT GGA
u3 MF279 TTC GGC CAT CTA GGC CCT CGT CTA CTG CTG CGT G
d1 MF280 TGA GGC CTG AGT GGC CAC CGA GAG CGA CAT GCT C
d2 MF281 GCT CAT CCT CGC ATG CTC
d3 MF282 CAG TCC AGA GTG CAC TCG
p1 MF283 TTC CAC AAG AGC GGA CCG
p2 MF284 TGT TCT GCG ATC TCG CCG
rrm11 u1 MF334 TAC TCG TGA CTG AGG GCC
u2 MF335 CCC TCT TGC ACT CGT GAC
u3 MF336 TTC GGC CAT CTA GGC CGT CAG CAC GAC GGA CAT C
d1 MF337 TGA GGC CTG AGT GGC CCA AGC TCC GCATTGACC C
d2 MF338 GCC ACT GGT AGG ATT GCC
d3 MF339 ACA CTG TCA GGC TGC AGG
p1 MF340 TGT CGA GTT CGA GCA CCC

p2 MF341 TGC AAC GGA ATT GGC CGC
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TABELLE 4-2 Weitere Oligonukleotide

MF

Sequenz (5-in Richtung-3’-Ende)

45
54
220
222
224
225
226
369
434
529
530
613
614
616
617
618
626
627
630
631
632
713
716
737
738
750
752
753
754
755
756
757
758
764
784
787
788
789
790
803
804
805
808

ATC CCA CAA ATT GAT AAG
CAG ACAAGC TGT GAC CGT CTC C
GCA CGC ATC CAC AGT CCA
TGA GGC CTG AGT GGC CGT CAG GAG AAGCTC GCA G
CCC TGA AGC GAG TCG ATG
AAT TGA CCG CAC CGT GGG
GGC TGG ATT GGT GAG CAG
TGT GGC CGT TTA CGT CGC
CTA CCT GAG CAC CCAGTC
TCG AGG CCAACGCGGCCAC
CAT GGT GGC CGC GTTGGC C
ATA CCG CTA CGC GCA AGG
GTC TGC CTC CAC TCT GAC
TCC CTC TCC TTG ACC GAC
ACA AGA CCG CTG GCATCC
CTT GCG CGT AGC GGT ATC
ATA GGC CTG AGT GGC CCATCG ACT CGC TTC AGG G
CGC GAC CTT GCAACATGC
CAA GTC GGAACCTTG CCG
GGT GGC CGC GTT GGC CGC CTT GTT CAG ACC TGC CAG CAACC
CGG CGG TCA AGC TGG AA CCG GTG AGT CCG GAT A
AAA TTG GAA GTT GGA TAT GGG
GTC CTT TGT CGG CCC ATC
CGT GCG CGC CTTTTT CGC GAG CTG ATC ACC CAGCTT CTG
GCG CGC ACG TTC GGC GTC AA GGC GGC CCC GCT CTC ACCATC CACTTG TTG GAT TCC
TAT CTA GAG TCT GCG CCG CGG CCG CGC CGC TGG CTG TCT GGC CC
CGG CGCGCT GGG CGT CTT GTTB CAG
CAG CGC GCC GAA TCC GAG ATG CAC TGC
CCGAATTCTCTG CTC TTGCCG TTATCG
GAG AAT TCG GGG CCG CGG CTG CCA CCA CTC CTGACG AAG CGC
CGT CGA TCA ACA CGC ACG
GGA CGA CGC CAT CAC AAC
GCT TGT CAG CGT CCATGC
CGG CGC GCT GGG CGT CTT GTT CAG AGT AGG CCG CCG CGG CGG CCATAC CCTTGAAGC C
CCT CGG AGG AAC GGC CCA TGG CAGATC TGG CCG CGT
AGT CCG ACT GTC CCACTC
TCG GCC ATC TAG GCC GAC ATG ACG ACT TGG CGG
GAG GCC TGA GTG GCC GTA CGG ATG CTA TGG CGG
GCATCG TGATCC TCT GGC
TTC GGC CAT CTA GGC CGGCAA GGT TCC GAC TTG
TGA GGC CTG AGT GGC CTC CGA GTGACAACCAGAC
CGG TGC CAA CCT GAT CAC
TCA AGT ACT CCC CGT CCG

TABELLE 4-3 Oligonukleotide (ausschlieBlich fiir Sequenzierzwecke)?

Bezeichnung Sequenz (5-in Richtung-3’-Ende)
revi CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG
TO2f AAC AGC TAT GAC CAT GAT TAC GCC
TO2r GAC GTT GTA AAA CGA CGG CCA GTG
uni1 CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT

a.

wurden von der MPIZ Zentralabteilung DNA zur Verfugung gestellt

81



Material und Methoden

82 4.1 Material und Bezugsquellen

4.1.3 Stamme

Escherichia coli

Fir sdmtliche Klonierungen wurden die Stimme
DH5a (Bethesda Research Laboratories) und TOP10
(Invitrogen) verwendet, bei denen es sich um Derivate
des E. co/i Stammes K12 handelt.

Genotyp DH5a: F* endA1, hsdR, hsdM, supd4, thi-1,
ayrAl, gyrA96, relAl, recAl, lacZAM15.

Genotyp TOP10: F merA, A (nerr-hsdRMS-merBC),
D 80/acZ AM15, recAl, araA139,
A (ara-1en)7697, galU, galK, rp&/(StrR), endA1, nupG.

AlacX74,  deoR,

Ustilago maydis

Die Stimme in Tabelle 4-4 dienten in dieser Arbeit
als Ausgangs- und/oder Teststimme, die in Tabelle 4-5

und Tabelle 4-6 aufgelisteten Stimme wurden im Rah-

men dieser Arbeit hergestellt. In allen Fillen wurden
zwei unabhingige Transformanten erzeugt, die durch
eine diagnostische PCR (Stimme aus Tabelle 4-5), bzw.
durch Southern-Analysen (Stimme aus Tabelle 4-6
sowie UMal121, UMal122, UMa123, UMa124, UMa125,
UMa126, UMa160 und UMal63 aus Tabelle 4-5) besti-

tigt wurden.

Mais (Zea mays ssp. mays Linné)

Fir alle Spritzinfektionen wurde die Maisvarietit
Early Golden Bantam (Olds Seeds Company, Madison,

Wisconsin, USA) verwendet.

TABELLE 4-4 Ausgangs- und Teststaimme

Stamm Genotyp? Resistenz Referenz
521 a1 b1 — Banuett und Herskowitz, 1989
AB33 a2 b2 Ppa:bW2 bET Phleomycin Brachmann, 2001
FB1 a1l b1 — Banuett und Herskowitz, 1989
FB2 a2 b2 — Banuett und Herskowitz, 1989
FBD12-17 a2a2b1b2 — Banuett und Herskowitz, 1989
SG200 a1l mfa2 bW2 bE1 Phleomycin Bolker et al., 1995
a. P:Promotor

TABELLE 4-5 Fiir den revers-genetischen Ansatz dieser Arbeit hergestellte Stimme

a,b

GroRe der GroRe der GroRe des
stromabwarts stromaufwarts diagnostische

flankierenden flankierenden n PCR- Stamm Stamm

Region Region Produkts Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Plasmid a7b1 a2b2

Gen [bp] [bp] [bp] ul u2 u3 d1 d2 d3 p1 p2 pUMa UMa UMa
pumt 931 1085 272 MF123 MF124 MF125 MF142 MF127 MF128 MF181 MF182 215 123 124
pum?2 1055 1000 199 MF129 MF130 MF131 MF132 MF133 MF134 MF183 MF184 216 121 122
pum3 1011 1056 225 MF135 MF136 MF137 MF138 MF139 MF140 MF185 MF186 217 125 126
khd1 880 829 248 MF149 MF150 MF151 MF152 MF153 MF154 MF229 MF230 233 127 128
khd2 991 1021 328 MF143 MF144 MF145 MF146 MF147 MF148 MF227 MF228 234 139 140
khd3 867 966 230 MF155 MF156 MF157 MF158 MF159 MF160 MF231 MF232 235 137 138
khd4 853 917 257 MF161 MF162 MF163 MF164 MF165 MF166 MF233 MF234 236° 163 160
rrm1 888 998 181 MF302 MF303 MF304 MF305 MF306 MF307 MF308 MF309 248 175 176
rmm2 907 908 247 MF318 MF319 MF320 MF321 MF322 MF323 MF324 MF325 249 177 178
rrm3 809 849 356 MF211 MF212 MF213 MF214 MF215 MF216 MF217 MF218 241 211 210
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TABELLE 4-5 Fiir den revers-genetischen Ansatz dieser Arbeit hergestellte Stamme?P (Forts.)
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GroRe der GroRe der GroRe des
stromabwaérts stromaufwarts diagnostische

flankierenden flankierenden n PCR- Stamm Stamm
Region Region Produkts Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Plasmid a1b1 a2b2
Gen [bp] [bp] [bp] ul u2 u3 d1 d2 d3 p1 p2 pUMa UMa UMa
rrm4 1049 942 265 MF219 MF220 MF221 MF222 MF223 MF224 MF225 MF226 2424 170 171
rrm5 839 823 258 MF237 MF238 MF239 MF240 MF241 MF242 MF243 MF244 243 146 145
rrmé 910 834 192 MF245 MF246 MF247 MF248 MF249 MF250 MF251 MF252 283 173 174
rrm7 765 905 219 MF253 MF254 MF255 MF256 MF257 MF258 MF259 MF260 246 153 162
rrm8 780 919 219 MF326 MF327 MF328 MF329 MF330 MF331 MF323 MF333 289 165 166
rrm9 995 767 236 MF269 MF270 MF271 MF272 MF273 MF274 MF426 MF427 238 154 172
rrm10 903 899 203 MF277 MF278 MF279 MF280 MF281 MF282 MF283 MF284 245 152 161
rrm11 775 871 259 MF334 MF335 MF336 MF337 MF338 MF339 MF340 MF341 253 199 200
a. in Zusammenarbeit mit J. Hohenner
b. Siehe “Herstellung der Deletionsstamme” auf Seite 95.
c. Dieses Plasmid wurde auch zur Herstellung der Stdmme UMa205 #1 und #2 (SG200A khd4, a1mfa2be1bw2) benutzt
d. Dieses Plasmid wurde auch zur Herstellung der Stamme UMa212 #1 und #2 (SG200A rrm4, almfa2be1bw2) benutzt

TABELLE 4-6 Fiir die Untersuchung von Rrm4 hergestellte Stamme

Stamm Ausgangsst Plasmid
UMa Stammbezeichnung Genotypb Resistenz amm pUMa
1702 FB1rrm4A al b1 Arrm4::[hng] Hyg FB1 242
1712 FB2rrm4A a2 b2 Arrm4::[hng] Hyg FB2 242
2128 SG200rrm4A a1 mfa2 bW2 bE1 Arrm4::[hygR] Hyg SG200 242
273 AB33rrm4A-2 a2 b2 Py, :bW2 bE1 Arrm4-2::[hygF] Phleo, Hyg AB33 495°
274 AB33rrm4-egfp a2 b2 Py, :bW2 bE1 Arrm4-2::rrm4-egfo-fnat”] Phleo, Nat UMa 273 496
275 AB33rrm4APabc_egfy a2 b2 Ppa:bW2 bET Arrmd4-2::rrm44P3C-egfo-[nat®] Phleo,Nat ~ UMa273 503
276 AB33rrm4™R123.egfp a2 b2 PparbW2 bET Arrm4-2:::rm4™R123-egfo-fnat’] Phleo,Nat ~ UMa273 504
311 AB33rrm4™R1_egfp a2 b2 Ppa:bW2 bET Arrm4-2::mm4™R1-egfp-[nat’] Phleo,Nat ~ UMa273 634
312 AB33rrmd™R2.egfp a2 b2 Ppa:bW2 bET Arrmd-2::rm4™R2-egip-[nat”] Phleo,Nat ~ UMa273 636
313 AB33rm4™R3_egfp a2 b2 P :bW2 bET Arrm4-2:rm44™R3-egfp-[nat’] Phleo,Nat ~ UMa273 637
304  AB33rmaMIAK egfp a2 b2 Ppa:bW2 bE1 Arrm4-2::rrm4™ AR egfp-fnat®] Phleo,Nat ~ UMa273 607
279 AB33rrm4-mrfp a2 b2 Ppa:bW2 bET Arrm4-2::rrm4-mrfo-[nat™] Phleo, Nat UMa 273 520
277  AB33rrm4A-2/egfp-tub1 a2 b2 P,:bW2 bET Arrm4-2::{hygR] ip'[egfo-tub1]ip® Phleo, Hyg, Cbx UMa273 508
299 AB33egfp-tubl/rma-mrip a2 b2 PoabW2 bET Arrm4-2::rrm4-mrfp-[nat”] ip'fegfo-tub1]ip®  Phleo, Cbx, Nat UMa277 520
300  AB33kin2A/rrm4-egfp a2 b2 P,,:bW2 bET Arrmd-2::rrmd-egfp-[nat™] Akin2:[hyg™]  Phleo, Hyg, Nat UMa 274 5429
301  AB33kin3A/rrm4-egfp a2 b2 P, :bW2 bET Arrmd-2::rrmd-egfp-[nat™] Akin3:[hyg™]  Phleo, Hyg, Nat UMa 274 509

a. vgl. Tabelle 4-5

b. A: Deletion; ::": Austausch durch homologes Rekombinationsereignis; P: Promotor; [hng]: Hygromycin-Resistenzkasette; [natR]:
Nourseothricin-Resistenzkasette

c. Transformiert wurde ein PCR-Fragment (MF220 und MF805) aus pUMa495

d. Transformiert wurde ein 4358bp PCR-Fragment (MF787 und MF790) aus pUMa542

4.1.4 Plasmide und Plasmidkonstruktionen

zur Selektion in E. co/i. Alle Klonierungsschritte wur-

den durch Restriktionsanalysen tiberprift und alle ein-

Jedes Plasmid trigt eine Ampicillin-Resistenzkassette sequenziert. Plasmide die zur

gebrachten PCR-Produkte, bis auf wenige Ausnahmen,

Herstellung  der

dienten, sind durch ein & hervorgehoben.

inTabelle 4-5 und Tabelle 4-6 beschriebenen Stimme
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Ausgangsplasmide pOMA-TclA
pUMa465
pBlueskript SKII (+) Ladendorf (2002)
Stratagene
pOtefGFPTubl V7,
pBS-hhn pUMa508
pUMa194

Steinberg et al. (2001)
Dieses Plasmid enthilt eine 1884bp Hygromycin-Re-

sistenzkassette [hng] als Sfil-Fragment. Das /ph Gen pRWS74 Y7,

wird dabei von dem Asp70 Promotor und dem 7os Ter- pUMa509

minator flankiert (J. Kimper, pers. Mitteilung).
U pebp & Das Plasmid ist ein Derivat von pUC18 und enthilt
]

ein kin3 Deletionskonstrukt mit einer [hyg | aus

pCR®2.1-TOPO® .
pSLHyg(-) (Bs&/WI—>Nsid, 2936bp) (Wedlich-Séldner
Invitrogen; 3931bp
et al., 2002b).

Vektor zur Klonierung von PCR-Produkten mittels

Topoisomerase-Aktivitit. Die klonierten Fragmente pSL1180-OMA
lassen sich mit EwRI ausschneiden. Blau/WeiB3-Se- pUMad64
lektion ist moglich.

Ladendorf (2002)
pHis-mRFP1-pBS

pUMa454
pUMa461

pLexA NcoBamNotEco

Campbell et al. (2002
P ( ) Derivat von pLexA (M. Feldbriigge, pers. Mitteilung).

pNEBUH

pUMa429
pUMa207

GST-RRM4-pGEX

sieche Weinzier] (2001
( ) Das Plasmid ist ein Derivat von pGEX-2T und ent-

hilt ein GST-Rrm4 Fusionsprotein. (C. Julius und

NEBUN
P M. Feldbrigge, pers. Mitteilung)
pUMa419
siche Weinzierl (2001) pUMad27

RRM4-GFP-pACTII-Ade

NEBUP
P Das Plasmid enthilt den ORF von 7774 mit einer
pUMa270

C-terminalen ¢gfp Fusion. (C. Julius, J. Kénig und

siche Weinzierl (2001) M. Feldbrugge, pers. Mitteilung)



&

&

anders

pUMa209

eGFP-Asc-nos-pBS, 3946bp

Enthilt das egfp Gen mir eine 3’-angrenzenden Nos-
Terminator, flankiert von zwei SfI Schnittstellen.
Entstanden aus pUMa205 und pUMa208 (J. Kénig

und M. Feldbrigge, pers. Mitteilung).

Plasmide zur Herstellung der Deleti-
onsmutanten im Rahmen des revers-

genetischen Ansatzes

Die Plasmide die zur Herstellung der Deletionsmu-
tanten dienten, wurden alle, wie unter “Herstellung
der Deletionsstamme” auf Seite 95 beschrieben, in
Zusammenarbeit mit |. Hohenner und M. Feldbriigge
hergestellt. Die zur Herstellung dieser Plasmide ver-
wendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 4-5 aufge-
fihrt.

Plasmide zur Untersuchung von rrm4

Die hier aufgefithrten Plasmide wurden, sofern nicht

angegeben, in  Zusammenatrbeit  mit

M. Feldbrigge und J. Hohenner hergestellt.

pUMa637

Rrm4-mR3-GFP-Nat-pSK; 10646bp

Plasmid fir die Mutationsstudien der RRM-Domi-
nen. Es trigt ein Nourseothricin-Resistenzkassetten
([natR])—Konstrukt, welches fur ein in der dritten
RRM-Domine mutiertes Rrm4 mit einer C-termina-
len eGfp Fusion kodiert. Es dient der homologen In-
tegration in den endogenen ILokus unter der
Kontrolle des Wildtyppromotors. Folgende Mutatio-
nen wurden in die Aminosiuresequenz von Rrm4 ein-
gefithrt: F365A, V366A, S367A und F368A. Kloniert
aus  pUMa526

(Xhol—Hindl1l, 1458bp) und

Material und Methoden
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pUMa496 (Hindll1—>Xmal, 2499bp; Xbal—>Xbhal,
3822bp).
Sequenziert mit dem Oligonukleotid MF613.

pUMa636

Rrm4-mR2-GFP-Nat-pSK; 10646bp

Plasmid fiir die Mutationsstudien der RRM-Domi-
nen. Es trigt ein Konstrukt, welches fir ein in der
zweiten RRM-Domine mutiertes Rrm4 mit einer C-
terminalen eGfp Fusion kodiert. Es dient der homo-
logen Integration in den endogenen Lokus unter der
Kontrolle des Wildtyppromotors. Folgende Mutatio-
nen wurden in die Aminosduresequenz von Rrm4 ein-

gefiihrt: V202A, L203A, E204A und F205A. Dariiber
hinaus trigt das Plasmid eine [natR]. Kloniert aus
pUMa594 (Xhol—Hindlll, 1458bp) und pUMa496
(Hind\11—Xmal, 2499bp; Xbal—>Xhal, 3822bp).

Sequenziert mit dem Oligonukleotid MF225.

pUMa634

Rrm4-mR1-GFP-Nat-pSK; 10646bp

Plasmid fiir die Mutationsstudien der RRM-Domi-
nen. Es trigt ein [natR]—Konstrukt, welches fir ein in
der ersten RRM-Domine mutiertes Rrm4 mit einer
C-terminalen eGfp Fusion kodiert. Es dient der ho-
mologen Integration in den endogenen Lokus unter
der Kontrolle des Wildtyppromotors. Folgende Mu-
tationen wurden in die Aminosiuresequenz von
Rrm4 eingefithrt: T116A, V117A, E118A und F119A.
Kloniert aus pUMa581 (Xhol—Hindl1l, 1458bp) und
pUMad96 (Hindlll—>Xmal, 2499bp; Xbal—>Xhal,
3822bp).

Sequenziert mit dem Oligonukleotid MF630.

7,
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pUMa607

RRM4-mFIAK-GFP-Nat-pSK; 10655bp

Das Plasmid trigt ein [natR]—Konstrukt, welches fir
ein in der PABC-Domine mutiertes Rrm4 mit einer
C-terminalen eGfp Fusion kodiert. Es dient der ho-
mologen Integration in den endogenen Lokus unter
der Kontrolle des Wildtyppromotors. Folgende Mu-
tationen wurden in die Aminosduresequenz von
Rrm4 eingefithrt: F740A, 1743A, A751G und K753A.
Kloniert aus pUMa475 (BamHI—Psfl, 236bp) und
pUMad496  (Avll—>BamHI, 2567bp; Psfl—.Asc,
762bp; Asd—>Avrll, 7090bp).

Sequenziert mit den Oligonukleotiden MF369 und

MF434.

pUMa594

RRM4-mR2-GFP-pACTII-Ade; 12930bp

Dieses Plasmid enthilt ein Konstrukt, welches fur ein
in der zweiten RRM-Domine mutiertes Rrm4, N-ter-
minal eine Aktivierungsdomine und C-terminal ein
eGfp fusioniert, kodiert. Das Fusionsgen steht unter
der Kontrolle eines 4DH-Promotors. Es trigt zu-
sitzlich ein LEU2 und ADE2 zur Selektion in Hefe.
Kloniert aus pUMa427 (Xhol—>Rsl, 491bp) und
pUMa591
9848bp).

(RsAI—=>Asd,  2591bp;  Ascd—>Xhol,
Sequenziert mit den Oligonukleotiden MF808 und

MF716.

pUMa591

RRM4-mR12-gfp-pACT-Ade; 12930bp

Dieses Plasmid enthalt ein Konstrukt, welches flr ein
in der ersten und zweiten RRM-Domaine mutiertes
Rrm4, N-terminal eine Aktivierungsdomine und
C-terminal eGfp fusioniert, kodiert. Das Fusionsgen

steht unter der Kontrolle eines .ADH-Promotors. Es

16. Kloniert von J. Kénig im Rahmen seiner Diplomarbeit

tragt zusitzlich ein LEU2 und ADE2 zur Selektion in
Hefe. Kloniert aus pUMa427 (Sall—Ascd, 2170bp)
und pUMab545 (Neol—>Sall, 953bp; Asd—>Neol,
9807bp).1¢

Sequenziert mit den Oligonukleotiden MF808 und

MF617.

pUMa581

RRM4-mR1-GFP-pACTIIAde; 12930bp

Dieses Plasmid enthilt ein Konstrukt, welches fur ein
in der ersten RRM-Domine mutiertes Rrm4, N-ter-
minal an eine Aktivierungsdomine und C-terminal an
eGfp fusioniert, kodiert. Das Fusionsgen steht unter
der Kontrolle eines ADH-Promotors. Es trigt zu-
sitzlich ein LEU2 und ADE2 zur Selektion in Hefe.
Kloniert aus pUMa427 (Rsll—>Asel, 2591bp) und
pUMa545  (Xhol—>Rsdl,  491bp;  Asd—>Xbol,
9848bp).

Sequenziert mit dem Oligonukleotid MF808.

pUMa545

RRM4-mR123-gfp-pACTTIAde; 12930bp

Dieses Plasmid enthilt ein Konstrukt, welches fur ein
in allen drei RRM-Dominen mutiertes Rrm4, N-ter-
minal an eine Aktivierungsdomine und C-terminal an
egfp fusioniert, kodiert. Das Fusionsgen steht unter der
Kontrolle eines ADH-Promotors. Es trigt zusitzlich
ein LEU2 und ADE2 zur Selektion in Hefe. Kloniert
aus pUMa427 (BamHI—>Xbhol, 10846bp) und
pUMa497 (Xhol—>BamHI, 2084bp).10

Sequenziert mit den Oligonukleotiden MF617 und

MF808.
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pUMa542

Kin2A-hyg-topo, 8267bp

Dieses Plasmid trdgt ein Konstrukt, das der Deletion
des £in2 ORF durch homologe Rekombination dient.
Dadurch wird die Region von Nukleotidposition
112321-109284 auf dem Contig 1.149 der Genomse-
[hyg"]- (http://

www.broad.mit.edu/annotation/fungi/

quenz  durch eine ersetzt
ustilago_maydis/). Das Plasmid entstand durch eine
Dreifragmentligation mit einem 990bp groB3en PCR-
Produkt (MF787 und MF788, 5-flankierender Be-
reich, MF788 fiihrt eine Sfi-Schnittstelle ein), einem
1470bp groBlen PCR-Produkt (ME789 und MEF790,
3’-flankierender Bereich, MF 789 fihrt eine Sfl-
Schnittstelle ein) und der [hng] aus pBS-hhn
(Sf1->$/1,
pCR®2.1-TOPO® kloniert wurden.

1884bp), die in den  Vektor

pUMa526

RRM4-mR3-GFP-pACTII-Ade; 12930bp

Dieses Plasmid enthilt ein Konstrukt, das fiir ein in
der dritten RRM-Domine mutiertes Rrm4, N-termi-
nal an eine Aktivierungsdomine und C-terminal an
eGfp fusioniert, kodiert. Das Fusionsgen steht unter
der Kontrolle eines .4DH-Promotors. Es trigt zu-
sitzlich ein LEU2 und ADE2 zur Selektion in Hefe.
953bp;
BamHI—Asd, 998bp) und pUMa497 (Sall—>BanHI,

Kloniert aus pUMad427  (Nel—>Sal,
1172bp; Asd—>Nrcol, 9807bp).
Sequenziert mit den Oligonukleotiden MF617 und

MF808.

pUMa520

RRM4-mRFP-nat-KI-pSK, 10605bp

Dieses Plasmid trigt ein Konstrukt, das fiir ein Rrm4

mit einer C-terminalen mRfp Fusion kodiert und eine

[nat¥] trdgt. Das Konstrukt kann homolog in den en-

Material und Methoden

4.1.4 Plasmide und Plasmidkonstruktionen

dogenen Lokus integriert werden und steht unter der

Kontrolle des Wildtyppromotors. Kloniert aus
pUMa502 (Aafll—Sfil, 6448bp; SHI—>Sf1, 8199bp)

und dem Linker aus MF713 und MF784.

pUMa504

RRM4-mR123-GFP-Nat-pSK, 10653 bp

Das Plasmid trigt ein [natR]—Konstrukt, welches ein
rrm4mR123-eg/ﬁ> Fusionsgen zur Komplementation der
rrmd Deletion im endogenen Lokus, unter der Kon-
trolle des Wildtyppromotors, enthilt. In das
remd™ 125 Allel wurden folgende Mutationen der
Aminosduresequenz von Rrm4 eingefithrt: T116A,
V117A, E118A, F119A (mR1); V202A, L203A,

E204A, F205A (mR2); F365A, V366A, S367A,

F368A  (mR3). Kloniert aus  pUMa497
(Xhol—Hindl1l, 1458bp) und pUMa496
(Hindll1>Xmal, 2499bp; Xbal—>Xmal, T779bp;

Xbal—Xhol, 3822bp, dephosphoryliert).

pUMa503

RRM4-2kb-Apabe-GFP-Nat-pSK, 10353 bp

Das Plasmid trigt ein [natR]—Konstrukt, welches ein

rrm4Pabe

-¢gfp Fusionsgen zur Integration in die rr4
Deletionsmutante enthilt. Durch eine homologe Re-
kombination steht das Fusionsgen unter der Kon-
trolle des Wildtyppromotors. Es wurde der Bereich
689-794As der Aminosiuresequenz von Rrm4 dele-
tiert. Kloniert aus pUMa496 (Xwal—>Xbal, 2876bp)
und pUMa457 (Xbal—>Xmal, 7477bp, dephosphory-
liert). Im Unterschied zu pUMa457 trigt das Kon-
strukt eine ~2 kb grof3e Flanke aus der 3-UTR von

rrm.

<
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pUMa502

RRM4-mHRFP-NatKI-pSK, 10718bp

Dieses Plasmid ist ein Vorldufer von pUMa520, hat
eine Leserahmenverschiebung am Ubergang von rr4
zu zrfp. Dartber hinaus trigt das Plasmid eine [nat®].

Kloniert aus pUMa485 (Nel—BamHI, 117bp;
BamHI— Ny, 818bp) und pUMa496 (Nsid—>Xmal,
740bp; Xmal—>Xbal, 2870bp; Xbal—>Neol, 6173bp,

dephosphoryliert).

pUMa497

GST-RRM4-mR123-pGEX, 7321bp

Das Plasmid ist ein pGEX-2T-Derivat mit einem 774
Allel, welches fiir ein in allen drei RRM-Dominen
mutiertes (mR123) und N-terminal an GST fusionier-
tes Rrm4 kodiert. Kloniert aus pUMa476
(Neol—>Xbal, 364bp), pUMad493 (Xbal—>BssHII,
273bp), pUMa478  (BssHII—>EwRI,  448bp),
pUMad79 (EcwRI—Hindlll, 414bp) und pUMa429

(Hind111->Neol, 5822bp).

pUMa496

RRM4-eGFP-Nat-KnocklIn-pSK, 10653 bp

Das Plasmid trdgt ein [natR]—Konstrukt, welches ein
rrmd-egfp Fusionsgen fiir die homologe Rekombina-
tion in den endogenen Lokus der 774 Deletion ent-
hilt. Das Fusionsgen steht somit unter der Kontrolle
des rrm4-Wildtyppromotors. Kloniert aus pUMa481
(Clal=>Xbal, 1612bp) und pUMa430 (Xmal—>Clal,
1258bp; Xbal—Xmal, 7777bp). Im Unterschied zu
pUMa430 trigt das Konstrukt eine ~2kb groBe
Flanke aus der 3>-UTR von rr4.

pUMa495 O

RRM4-KO_ORF-hyg-topo; 8549bp

Das Plasmid dient der Deletion des gesamten ORF
von rrm4, durch die homologe Integration der [hng]
in den Lokus von rrz4. Die Resistenzkassette ersetzt
einen 2527bp langen Bereich beginnend 19bp strom-
aufwirts des ORF (2376bp). Es wird die Region von
Nukleotidposition ~ 120525-117997  auf  dem
Contig 1.112 der Genomsequenz deletiert (http://
www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago_
maydis/).

Kloniert aus pUMa481 (Sfil—>Xbal, 1995bp), pBS-
hhn (SfI—=S/1, 1884bp) und pUMa491 (Sfil—Xbal,

4665bp).

pUMa493

RRM4-B-mut-XbaBss-topo, 4191bp

Zwischenkonstrukt fiir die Mutation der ersten RRM-
Domine in Rrm4. Ein 280bp grofies PCR-Produkt
(MF752 und MF764 auf pUMa429 (EwRV verdaut))
kloniert in den Vektor pCR®2.l—TOPO®

Sequenziert mit dem Oligonukleotid TO2r.

pUMad91

RRM4-5211B1kb-topo; 4729bp

Enthilt ein 880bp groBes Fragment der 3>-UTR von
121334-120525

(http://

rrmd auf

(Nukleotidposition
Contig 1.112  der = Genomsequenz
www.broad.mit.edu/annotation/fungi/
ustilago_maydis/)). Kloniert fiir die Herstellung von
Konstrukten zur homologen Rekombination in den
endogenen Lokus von rm4. Das PCR-Produkt
(MF220 und MF803 auf 521-DNA) wurde in
pCR®2.1-TOPO® kloniert. Durch MF803 wurde
eine stromabwirts SfII Schnittstelle eingefiihrt.

Sequenziert mit den Oligonukleotiden TO2f und
TO2r.
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pUMa485

UAS9-HismRFP1-nos-hyg, 8193bp

Plasmid mit UARS und [hyg"]. Es wurde der HIS-Tag
aus pHis-mRFP1-pBS entfernt. m7fp ist in diesem
Plasmid von der UAS9 und dem nos-Terminator flan-
kiert. Kloniert aus pSL1180-OMA (Narl—>Neol,
1484bp), pHis-mRFP1-pBS (Newl—>Psfl, 460bp;
PsA—Nod, 346bp), pOMA-Tc1A (NoA—EcwRI,

289bp) und pNEBUH (EcoRI—>Nar, 5614bp).

pUMa481

RRM4-FB2_RB2kb(+)-topo; 5861bp

Enthilt ein 1948bp grofles Fragment der 5-UTR von
rrm4. Kloniert fir die Herstellung von Konstrukten
zur homologen Rekombination. Amplifiziert wurde
der  Bereich von  der  Nukleotidposition
117996-116058 auf Contig 1.112 der Genomsequenz
(http:/ /www.broad.mit.edu/annotation/ fungi/
ustilago_maydis/). Das PCR-Produkt (MF804 und
MF805 auf FB2-DNA) wurde in pCR®2.1-TOPO®
kloniert. Durch MF804 wurde eine stromaufwirts S
Schnittstelle eingefiihrt.

Sequenziert mit den Oligonukleotiden MF756,
MF757, MF758, unil und revl.

pUMa479

RRM4-D-EcoHd-TOPO, 4548bp

Ein Zwischenprodukt fir die Mutation der dritten
RRM-Domine in Rrm4. MF755 fihrt die entspre-
chenden Nukleotidaustausche ein. Ein 640bp grofB3es
PCR-Produkt ~ (MF755 und  MF616  auf
pUMa429(EwRI verdaut)) wurde in den Vektor
pCR®2.1-TOPO® kloniert.

Sequenziert mit den Oligonukleotiden TO2f und

TO2r.

Material und Methoden
4.1.4 Plasmide und Plasmidkonstruktionen

pUMa478

RRM4-C-BssEco-TOPO, 4366bp

Zwischenkonstrukt zur Herstellung der mutierten
RRM-Dominen in Rrm4. Ein 450bp grofies PCR-
Produkt (MF753 und MF754 auf pUMa429(E«RV
verdaut)) wurde in den Vektor pCR®2.1-TOPO®
kloniert. Das Amplifikat stellt den Linker zwischen
der zweiten und der dritten Mutation dar und besitzt
eine BssHII-Schnittstelle (MF753) sowie eine EcwRI-
Schnittstelle (ME754).

Sequenziert mit den Oligonukleotiden TO2f und
TO?2r.

pUMa476

RRM4-A-NcoXba-TOPO, 4401bp

Zwischen konstrukt fir die Herstellung der mutierten
RRM-Dominen in Rrm4. MF750 fihrt die Nukleo-
tidaustausche in der ersten RRM-Domine ein, und er-
zeugt stromabwirts der Mutation eine Xbal-
Schnittstelle durch eine stille Mutation. Es wutrde ein
~500bp grofies PCR-Produkt (MF45 und MF750 auf
pUMad429(EwRV  verdaut)) in den  Vektor
pCR®2.1-TOPO™ Kloniert.

Sequenziert mit den Oligonukleotiden TO2f und

TO2t.

pUMa475

RRM4-PABC-mFIAK-pLEXA; 10406bp

Das Plasmid trigt ein Konstrukt, dass fiir ein
LexA-PABC™TAK - Fysionsprotein  kodiert. Die
PABC-Domine ist dabei C-terminal an LexA fusio-
niert. Kloniert aus pUMa456 (BanHI—BssHII,
103bp), pUMa455 (BssHII->EwRI, 151bp) und

pUMa466 (EcwRI—>BanHI, 10152bp)

89
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pUMa466

RRM4-PABC-pLexA

Dieses Plasmid ist ein Derivat von pLexA und trigt
die PABC-Domine von Rrm4 (As 709-792).
Entstanden aus pUMa429 (BamHI—EwRI, 254bp)
und pUMa454 (EcoRI—BamHI, 10152bp).

pUMa457

RRM4-Apabe-GFP-Nat-pSK, 8904bp

Das Plasmid zur homologen Rekombination des
rrm4ApabC-eg/jb Fusionsgens in den endogenen Lokus
der rrm4 Deletionsmutante. Das Konstrukt steht da-
nach unter der Kontrolle des Wildtyppromotors und
trigt eine [natR]. Es wurde der Bereich 689-792As der
Aminosiuresequenz von Rrm4 deletiert.

Kloniert aus pUMa430 (PsAd—>Xbal, 3064bp;
Hindl11— Pst1, 3064bp; Xbal—Hindl11, 3064bp).

Sequenziert mit dem Oligonukleotid MIF369.

pUMa456

RRM4-PABC-FIAA-TOPO

Zwischenkonstrukt zum einfithren der Mutationen in
die PABC-Domine. Mutation des Phenylalanins in
Alanin und des Isoleucins in Alanin. Ein 650bp gro-
Bes PCR-Produkt (MF614 und MF737 auf pUMa429
(linearisiert mit Neol) wurde hierzu in den Vektor
pCR®2.1-TOPO® Kloniert.

Sequenziert mit den Oligonukleotiden TO2f und

TO2r.

pUMa455

RRM4-PABC-AKGA-TOPO

Zwischenkonstrukt zum einfiihren der Mutationen in
die PABC-Domine. Mutation des Alanins in Glycin
und des Lysins in Alanin. Das PCR-Produkt aus
MF54 und MF738 (auf pUMa429 (linearisiert mit
Neol)) wurde hierzu in den Vektor pCR®2.l—TOPO®

kloniert.
Sequenziert mit den Oligonukleotiden TO2f und
TO2r.

pUMa430

RRM4-gfp-nat-pSK; 9204bp

Plasmid zur Komplementation der rrz4 Deletion im
endogenen Lokus durch ein rm4-egfp Fusionsgen.
Trigt im Gegensatz zu pUMa417 eine [natR].

Entstanden aus pUMa389 (Sfil— 51, 2448bp, [nat¥])

und pUMa417 (Sfl—>Sfil, 3929bp).

pUMad17

RRM4-GFP-phleo-pSK; 10177bp

Plasmid zur Komplementation der 774 Deletion im
endogenen Lokus durch ein rmw4-egfp Fusionsgen.
Trigt im Gegensatz zu pUMa430 eine Phleomycin-

([phleo®).
pUMa413 (Ac651->Sall, 1908bp) und pUMa414

Resistenzkassette Entstanden  aus
(Sall—BsrGI, 2152bp; BsrG1—.Ac651, 6176bp).
Sequenziert mit den Oligonukleotiden MF225,
MF369, MF616, MF617, unil und revl.

pUMa414

RRM4-GFP-3"-pSK; 8349bp

Zwischenkonstrukt fiir die C-terminale Fusion von
Gfp an Rrm4. Das Plasmid wurde aus pUMa391
(Sall—>Sf1,  1427bp), pUMa392  (BamHI—Sfl,
578bp), pUMa398 (SfI—>Sfil, 3421bp und 2888bp)

und pBlueskript SKII (+) (Sal— BanHI) kloniert.

pUMa413

RRM4-GFP-5-pSK; 4790bp

Zwischenkonstrukt fur die C-terminale Fusion von

Gfp an Rrm4. Entstanden aus pUMa391

(Acc651>Avrl, 512bp; Avrdl—>Sal, 1396bp) und
pBlueskript SKII (+) (Aec651—>Sall).



pUMa398

eGFP-nos-SfiC-phleo; 6309bp

Zwischenkonstrukt fiir die C-terminale Fusion von
Gfp an Rrm4. Schritt zur Klonierung der [phleoR].
Kloniert aus pNEBUP (NoA—NoA, 2362bp) und

pUMa311 (NoA—>NoA, 3946bp).

pUMa392

RRM-GFP-RB-TOPO-rev; 4459bp

Ein 550bp grofles PCR-Produkt (MF632 und MF627

auf  521-DNA) wurde in den  Vektor
pCR®2.1-TOPO® Kloniert. Das Amplifikat enthilt
die rrm4 5-UTR. Durch MF627 wurde 3’ eine Sfil-

Schnittstelle eingefiihrt.

pUMa391

RRM4-GFP-LB-TOPO; 7204bp

Zwischenkonstrukt fiir die C-terminale Fusion von
Gfp an Rrm4. Ein 3200bp groBes PCR-Produkt
(MF220 und MF631 auf 521-DNA) wurde in den
Vektor pCR®2.1-TOPO® kloniert. Das klonierte

Material und Methoden
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Amplifikat besteht aus der 829bp groBien 5-UTR,
dem 2377bp groBBen ORF von rr4 sowie zusitzliche
18bp im 3’-Bereich die eine SfI-Schnittstelle anfiigen.
Sequenziert mit den Oligonukleotiden MF222,
MF224, MF225, MF226, MF613, MF614, MF616,
MF617, MF618, MF626, TO2f und TO2r.

pUMa389

eGFP-nos-SfiC-nat; 5336bp

Zwischenkonstrukt fir die C-terminale Fusion von
Gfp an Rrm4, das der Klonierung der [nat®] an das
3’-Ende des nos-Terminators dient. Entstanden aus
pUMa311 (NoA—>NoA, 3946bp) und pNEBUN
(Nofl—Notl, 1390bp).

pUMa311

eGFP-Asc-nos-SfiF-pBS; 3946bp

Zwischenkonstrukt fur die C-terminale Fusion von
Gfp an Rrm4. Ein Linker aus MF529 und MF530 klo-
niert in pUMa209 (Neol—>Xhol, 3927bp).

Sequenziert mit den Oligonukleotiden unil und revl.

4.2 MIKROBIOLOGISCHE, GENETISCHE UND ZELL-
BIOLOGISCHE METHODEN

4.2.1 Escherichia coli

Kultivierung

Fir die Kultivierung von E. ¢o/i wurden dYT- und
LB-Flussigmedien und YT-Festmedium verwendet
(Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989). Medien-
zusitze wurden, soweit nicht anders vermerkt, in fol-

genden Konzentrationen eingesetzt: Ampicillin (Amp;

100ug 'ml"l), Chloramphenicol (34ug 'ml"l), Kanamy-
cin (40ug 'ml'Y), Tetracyclin (25ug 'ml') und X-Gal
(40ug 'ml™).

E. coli Stimme wurden entweder als Schiittelkulturen
bei 200Upm oder auf Festmedien unter aeroben Bedin-
gungen bei 37 °C kultiviert. Ubernachtkulturen wurden

von YTAP Festmedien angeimpft.
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YT-Festmedium

(Sambrook et al., 1989)

89 Trypton
59 Hefe-Extrakt
5g NaCl
16g Bacto-Agar (Difco)
ad 11 ddH,0
LB-Medium

(Sambrook et al., 1989)
10g Trypton
59 Hefe-Extrakt

10g NadCl
ad 11 ddH,O
dYT-Medium

(Sambrook et al., 1989)
16 g Trypton
10 g Hefe-Extrakt

5g NaCl
ad 11 ddH,0
dYT-Glycerin

(Sambrook et al., 1989)
16 g Trypton
10g Hefe-Extrakt
800ml  Glycerin (87 %)
ad 11 ddH,0

Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte von Flissigkulturen wurde photome-
trisch in einem Novospec II Photometer (Pharmacia
Biotech) bei 600nm bestimmt. Um eine lineare Abhin-
gigkeit sicherzustellen, wurden fiir die Messung der
ODy die Kulturen durch entsprechende Verdinnung
auf einen Wert unterhalb von 0,8 verdiinnt. Als Null-
wert wurde die ODyg des jeweiligen Kulturmediums
verwendet. ODggp = 1,0

entspricht etwa

10 Zellen -ml™.

RbCI-Transformation

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Cohen et al.
(1972). Zur Herstellung transformationskompetenter
Bakterienzellen wurden 100ml LB-Medium, dem
10mM MgCl, und 10mM MgSO, zugesetzt waren, mit
1 ml einer frischen DH5a-Ubernachtkultur angeimpft

und bis zu einer ODygp = 0,5 bei 37 °C und 200Upm
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fir
15min bei 3000Upm und 4 °C (Heraeus Varifuge 3.0R)
pelletiert und in 33ml eiskalter RF1-Losung resuspen-
diert. Nach 30-60min Inkubation auf Eis wurden die
Zellen erneut abzentrifugiert (15min, 3000Upm, 4 °C,
Heraeus Varifuge 3.0R), der Uberstand abgenommen,
die Zellen in 5 ml eiskalter RF2-Lésung resuspendiert
und 15min inkubiert. Die Zellsuspension wurde zu je
100l aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefro-

ren und bei -80 °C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis auf-
getaut, jeweils 50pl mit bis zu 10ul Plasmidlésung
(1-5ng DNA) bzw. Ligationsansatz versetzt und
45min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von
45sec bei 42 °C wurde der Transformationsansatz zur
Expression der durch das eingebrachte Plasmid vermit-
telten Antibiotikaresistenz mit 500ul dY'T-Medium ver-
setzt und 30min bei 37 °C horizontal mit 200Upm
geschiittelt. AnschlieBend wurde 1 min bei 5000Upm
pelletiert, 400ul des Uberstandes abgenommen und die
Zellen in der restlichen Flissigkeit resuspendiert, auf
YTA™P_Platten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Auf diese Weise konnte eine Transformati-
onsrate von 10° Transformanten pro 1 ug eingesetzter

Plasmid-DNA erreicht werden.

RF1-Lésung

100mM  RbCl
50mM MnCI2 ‘4 Hzo
30mM  KAc
10mM CaCl, 2 H,0
15 % Glycerin (v/v)

in ddH,0

pH7,0 mit HAc einstellen

sterilfiltrieren

RF2-L6sung
10mM  MOPS
10mM  RbCl
75mM  CaCl; 2 H,0

15 % Glycerin (v/v)



pH5,8

in ddH,0

mit NaOH einstellen
sterilfiltrieren

4.2.2 Ustilago maydis

Kultivierung

8 ml
ad 11

Material und Methoden
4.2.2 Ustilago maydis

Spurenelement-Losung
ddH,0
sterilfiltrieren

Fir die Kultivierung von U. maydis wurden folgende

Medien verwendet:
Vitamin-Lésung

(Holliday, 1974)

Ammonium-Minimalmedium (AM) 100mg  Thiamin
50mg Riboflavin
(Holliday, 1974) 50mg  Pyridoxin
39 (NH4),S04 200mg Calciumpantothenat
62,5ml  Salz-Lésung 500mg p--Aminobenzoesdure
ad 980ml  ddH,0 200mg  Nikotinsaure
pH7,0 mit NaOH einstellen 200mg  Cholinchlorid
autoklavieren 1000mg Myo-Inositol
ad 11 ddH,0

nach dem Autoklavieren:

1% (fc.)

Glucose-Lésung

sterilfiltrieren

Nitrat-Minimalmedium (NM)

(Holliday, 1974)

Spurenelement-Lésung

(Holliday, 1974)

39

62,5 ml
ad 980ml
pH7,0

KNO5

Salz-Lésung

ddH,0

mit NaOH einstellen
autoklavieren

nach dem Autoklavieren:

1%

Glucose-Ldsung (f.c.)

CM-Vollmedium

(Holliday, 1974; Banuett und Herskowitz, 1989)

15¢
25¢
0,59

1g

10ml
62,5 ml
ad 980ml
pH7,0

NH4NO;
Casaminosauren
DNA

Hefeextrakt
Vitamin-Ldsung
Salz-Lésung

ddH,0

mit NaOH einstellen
autoklavieren

60mg
140mg
400mg
400mg
100mg
400mg

ad1ll

PD-Medium

24 g
ad 11

H3BO3

Mnclz ‘4 Hzo
chlz

NaMoO,4 *2 H,0
FEC|3 ‘6 Hzo
CuSO4 *5 H,O0
ddH,0
sterilfiltrieren

Potato Dextrose Broth
ddH,0

Aktivkohlehaltiges PD-Medium (PD-CC)

249
10g
20g
ad 11

Potato Dextrose Broth
Aktivkohle

Bacto-Agar

ddH,0

nach dem Autoklavieren:
1% Glucose-Ldsung (f.c.)

YE PS"ght-Medium

modifiziert nach Tsukuda et al. (1988):

Salz-Lésung

(Holliday, 1974)

16 g
449
8g
449
1,32¢g

KH,PO4
NaSO4

KCl

MgSO4 7 Hzo
CaCIz 2 Hzo

10g
10g
109
ad11

Yeast Extract
Pepton
Saccharose
ddH,0

93
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Fir Festmedien wurde Bacto-Agar in einer Endkon-
zentration von 2 % zugegeben. Medienzusitze wurden,
soweit nicht anders vermerkt, in folgenden Konzentra-
tionen eingesetzt: Carboxin (2 ug 'ml'l), CloNAT
(150ug 'ml'l), Hygromycin (200ug 'ml"l) und Phleomy-
cin (40ug 'ml'l). Im Fall der Selektion mit Phleomycin
musste zusitzlich TRIS-Cl pH8,0 in einer Endkonzen-
tration von 100mM zugesetzt werden, da sonst das
Antibiotikum wegen der Ansiuerung des Mediums

durch U. maydis inaktiviert wird.

Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte von Flissigkulturen wurde photome-
trisch in einem Novospec II Photometer (Pharmacia
Biotech) bei 600nm bestimmt. Um eine lineare Abhin-
gigkeit sicherzustellen, wurden fiir die Messung der
ODy die Kulturen durch entsprechende Verdinnung
auf einen Wert unterhalb von 0,8 verdiinnt. Als Null-
wert wurde die ODyg des jeweiligen Kulturmediums
verwendet. etwa

ODgpp = 1,0 entspricht

1-5107 Zellen ml™.

Induktion des regulierbaren nar1
Promotors

Die Stimme wurden aus Vorkulturen in Flissigme-

dium angeimpft das reprimierende Bedingungen bot

(NH,*  als
CM-Medium)) und bis zu ODggy = 0,5 bei 28 °C und

einzige Stickstoffquelle (AM- oder
200Upm inkubiert. Die Zellen wurden in PP-Réhrchen
tberfiihrt, abzentrifugiert (3000Upm, 5 min, RT, Bio-
fuge Stratos). AnschlieBend wurden die Zellen im glei-
chen Volumen frischen Mediums mit den
induzierenden Bedingungen resuspendiert, in Schikan-
ckolben uberfihrt und fiir die gewiinschte Zeit bei
28 °C inkubiert. Induzierende Bedingungen sind NOy™~

als einzige Stickstoffquelle.

Transformation

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Schulz et al.
(1990) und Gillissen et al. (1992). Von einer auf Platte
wachsenden Kultur wurde eine 4 ml YEPSy, -Flissig-
kultur angesetzt und fir 8-10 h bei 28 °C geschiittelt.
Diese Vorkultur wurde anschlieSend 1:400 in 50 ml fri-
schem YEPS;,,-Medium verdiinnt und bei 28 °C bis
zu einer Zelldichte von 1-2 107 Zellen ‘ml™ (bis maxi-
mal ODggg = 0,9) geschiittelt. Nach Erreichen des
optimalen Zelltiters wurden die Zellen durch Zentrifu-
gieren (3500Upm, 5 min, RT, Heraeus Varifuge 3.0R)
geerntet, einmal mit 25ml SCS gewaschen und in 2 ml
SCS mit 2,5 mg ‘ml’! Novozym resuspendiert. Die in
diesem Puffer bei Raumtemperatur ablaufende Proto-
plastierung kann mikroskopisch verfolgt werden, da die
zigarrenférmigen Zellen nach Lyse der Zellwand eine
kugelige Form einnehmen. Nach vollstindiger Proto-
plastierung (5-15min) wurden 10ml eiskaltes SCS zuge-
geben und die Protoplasten durch fiinfminiitiges
Zentrifugieren bei 2400Upm (4 °C, Heracus Varifuge
3.0R) pelletiert. Um das Novozym vollstindig zu ent-
fernen, wurde dieser Waschgang dreimal wiederholt.
Anschliefend wurde mit 10ml eiskaltem STC gewa-
schen und das Pellet danach in einem Volumen von
0,5 ml eiskaltem STC aufgenommen. Die so behandel-
ten Protoplasten kénnen 3-4 h auf Eis oder aliquotiert

bei -80 °C mehrere Monate aufbewahrt werden.

Zur integrativen Transformation wurden 50ul Proto-
plasten mit 1-5 pl linearisierter Plasmid-DNA (ca. 5 pg)
und 1 pl Heparin-Lésung fir 10min auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 0,5 ml STC/PEG folgte eine weitere
Inkubation von 15min auf Eis. AnschlieBend wurde
der gesamte Transformationsansatz auf einer kurz
zuvor mit Top-Agar Uberschichteten Regenerationsa-
garplatte ausgestrichen. Nach zwei bis fiinf Tagen
Inkubation bei 28 °C wurden die gewachsenen Kolo-

nien mit sterilen Zahnstochern auf antibiotikumhalti-



gen CM-Platten, vereinzelt. Potenzielle
Transformanten wurden mittels Ganzzell-PCR vorse-
lektiert und abschlieBend durch Southern-Analyse veri-

fiziert

SCs

20mM
1M

Na-Citrat (pH5,8)
Sorbitol

in ddH,0
sterilfiltrieren

STC

10mM
100mM
1M

Tris-Cl (pH7,5)
CaCIz

Sorbitol

in ddH,0
sterilfiltrieren

STC/PEG

15ml
10g

STC
PEG4000

Regenerationsagar

(Schulz et al., 1990)

Material und Methoden
4.2.2 Ustilago maydis

0,4 %
0,4 %
1%

Saccharose (w/v)
Pepton (w/v)
Hefe-Extrakt (w/v)
in ddH,0

b) Bottom-Agar

wie a), zusatzlich doppelt
konzentriertes Antibiotikum

Herstellung der Deletionsstamme

Die Stimme wurden mit Hilfe eines PCR-gestiitzten
Methode erzeugt (Brachmann etal., 2004; Kimper,
2004). Dafir wurden fiir jedes Deletionskonstrukt acht
Oligonukleotide entworfen: ul, u2 und u3 (fir die
stromaufwirtsgelegene flankierende Sequenz), d1, d2
und d3 (fir die stromabwirtsgelegene flankierende
Sequenz) sowie pl und p2 (fir diagnostische Zwecke)
(Brachmann et al.,, 2004) (siche Abb. 4-1, Tabelle 4-5
und Tabelle 4-1). Mit den Oligonukleotiden u2 und u3
bzw. d1 und d2 werden die flankierenden Bereiche
(~1kb) der zu deletierenden Region mit der genomi-

schen Matrizen-DNA des Stamms 521 amplifiziert

) Top-Agar (Abb. 4-1 Spur 1 und 2). u3 bzw. d1 fiihren die Sfl,
1’5103 zzft:(ijtﬁgar (W) bzw. Sfil g Restriktionsschnittstelle am 3’ bzw.
ABB. 4-1 Strategie zum Erzeugen von Gen-
A :0’2kb¢ deletionsmutanten

uz d2 (A) Schematische Darstellung eines Lokus, mit

— [ Gen von Interesse dem Gen von Interesse vor (oben) und nach

- ~1kb 3 = ~1kb s (unten) der homologen Rekombination der Hy-
gromycin-Resistenzkassette ([hygR]). Die be-

schrifteten Pfeile geben Position und Typ der

II verwendeten Oligonukleotide an. Die Positio-

e P e & nen der stromaufwarts (in 'u3’) bzw. stromab-

warts (in 'd1’) Sfil Schnittstellen sind als rote

Linien dargestellt. (B) Die Bestatigung der ho-

B primer 3 & S o1/ p2 u1/hu hd / d3 mologen Rekombinationen fand mittels diagno-
S % S — — g Stischer PCR statt, gezeigt am Beispiel der

UM UM pUMa Arrm4 Arrm4 Aarrma  Stémme FB1Arrm4 #1 und #2. Die Kombinatio-

PNA 521 521 242 v Ly R 7172 nen der Oligonukleotide und der Matrizen-DNA
sind Uiber dem Bild angegeben. 'u1’ und ’d3’ lie-

4 — - gen aufllerhalb des rekombinierten Bereichs.
2 — Die PCR-Produkte wurden uber ein 1,5%iges
1 — o — — w wee Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbro-
05— mid gefarbt. Die Groflenmarkierungen sind

02— e links in Kilobasen angegeben.

12
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5-Ende des PCR-Produkts ein. Die amplifizierten
Fragmente wurden mit S verdaut und in Anwesen-
heit eines ~1,8 kb grofien Sﬁl<u>/ SYARe) [hng]—Frag—
ments ligiert (Kidmper, 2004). Die gelgereinigten
Ligationsprodukte ~ wurden in  den  Vektor
pCR®2.1—TOPO® kloniert. Die erhaltenen Plasmide
wurden als Matrize zur PCR-Amplifikation mit den
Oligonukleotiden u2 und d2 verwendet (Abb. 4-1 Spur
3) und das Produkt anschlieSend in die Wildtypstimme
IB1 und FB2 transformiert. Die hygromycinresisten-
ten Kolonien wurden in einer Ganz-Zell-PCR mit den
Oligonukleotiden p1 und p2 untersucht. Die Amplifi-
kation eines ~200bp groflen Produkts zeigte die Anwe-
senheit des Wildtyp Allels an und deutete auf eine nicht
homologe Integration der [hng] hin. Konnte das dia-
gnostische PCR-Produkt nicht amplifiziert werden
(Abb. 4-1 Spur 5 und 06), wurden die Stimme weiter
untersucht: Die homologe Rekombination des Deleti-
onskonstrukts wurde durch die Amplifikation des
sttomabwirts- und des stromaufwirtsflankierenden
Bereichs verifiziert. Dabei wurden die Oligonukleotide
ul und d3, die auBlerhalb des deletierten Bereichs lie-
gen, sowie hu und hd, die in der [hng] liegen, verwen-
det. Mit ul und hu bzw. hd und d3 lassen sich bei
erfolgreicher homologer Deletion zwei ~1 kb grof3e

Produkte amplifizieren (Abb. 4-1 Spur 7-9 bzw. Spur
10-12).

Wachstumstest auf CM- und NM-Platten

Die zu testenden Stimme wurden tbernacht bei
28 °C auf einem Schittler (200Upm) in CM-Glucose
bis zu einer ODg( = 0,8 angezogen. Mit einer Neu-
bauer-Zihlkammer wurde die Zelldichte bestimmt. Ein
Aliquot wurde pelletiert (3500Upm, RT, 5 min) und die
Zelldichte auf 10° Zellen ‘ml™ mit ddH,0 eingestellt.
2ul der schrittweise 1:5-verdiinnten Zellsuspension

wurden auf CM- bzw. NM-Platten getropft und fir

zwei bis finf Tage bei 15, 28 und 34 °C inkubiert. Die
Koloniepigmentierung, -morphologie und das Kolo-

niewachstum wurde visuell analysiert.

Quantifizierung der Antwort auf externes
cAMP

Es wurden 1 ml der zu testenden Stimme iibernacht
in einem 2 ml Reaktionsgefdl3 (verschlossen mit Lidg,,
(Eppendorf)) bei 28 °C in CM-Vollmedium auf einem
Thermomixer compact (Eppendorf) bei 1100Upm
angezogen. Es wurden jeweils 2 ul der Zellsuspension
(stationdre Phase) in 1 ml 15mM cAMP-enthaltendes
bzw. 1 ml cAMP-freies CM-Medium iberimpft und far
18 Stunden bei 28 °C auf einem Thermomixer compact
(Eppendorf) bei 1100Upm inkubiert. Die prozentuale
Hiufigkeit der Zellaggregate mit mehr als zwei Zellen
einer Neubauer Zihlkammer

wurde dann mit

bestimmt.

Pheromonstimulation in Fliissigkultur

Die zu testenden Stimme wurden in CM-Flissigme-
dium bis zu einer ODgyy = 0,8 angezogen. Jeweils
500ul Kultur wurde in ein Eppendorf-Gefil tberfithrt
und kompatibles Pheromon in DMSO in einer End-
konzentration von 1 pg ‘ml’! oder nur DMSO zuge-
ben. Wenn nicht anders beschrieben wurden die
Ansitze bei 20 °C auf einem Drehrad oder hotizontal

schiittelnd bei 200Upm fiir 6-8 h inkubiert.

Konfrontationstest

Diese Methode ist in Snetselaar et al. (1996) niher
beschrieben. Die zu testenden Stimme wurden bei
20°C bzw. 28°C mit 200Upm bis zu einer
ODy = 0,8 angezogen. Die Zellen wurden pelletiert
(Heraeus Biofuge) und bis zu einer ODgyy =5 in
ddH,O

resuspendiert. Objekttrdger wurden mit

2%igem Wasseragar in einer HS6he von ca. 2 mm



beschichtet und je 0,5 ul der Zellsuspension in einer
Reihe auf den Objekttriger getropft. Nach Eintrock-
nung der ersten Reihe wurde der zweite Stamm in einer
zweiten Reihe mit einem Abstand von 100-200pum
getropft. Nachdem die zweite Reihe eingetrocknet war,
wurde tber die Tropfen 3 pl Paraffindl getropft. Die
Objekttriger wurden in einer feuchten Kammer bei
28 °C fir 12-14h inkubiert und anschlieBend mikro-

skopisch analysiert.

Test auf Paarungskompetenz, Pheromon-

produktion und filamentéses Wachstum

U. maydis Stimme wurden in CM-Flissigmedium
tber Nacht bis zu einer ODgyy = 1 angezogen. Die
Zellen wurden geerntet (Zentrifugation bei 3500Upm
fir 5 min bei RT in einer Heraeus Biofuge), zweimal in
ddH,O gewaschen und anschlieend so in ddH,O auf-
genommen, dass in etwas eine Zelldichte von
ODggp = 5 erreicht wurde. Bei Kreuzungen wurden
gleiche Volumina der jeweiligen Kreuzungspartner in
einem Eppendorf-Gefil miteinander gemischt. Von
diesen Ansitzen wurden 3-5 pl auf eine PD-CC-Platte
getropft und wenn nicht anders beschrieben fiir 24-48h

bei 22 °C inkubiert.

Material und Methoden
4.2.3 Fixierung und Anfdrbung von Zellen

Test auf Pathogenitat

Als Pathogenititstest wurde eine Spritzinfektion ver-
wendet, bei der 200-250ul einer Pilzsuspension in das
Innere des Blattwirtels von sieben Tage alten Mais-
pflanzen gespritzt wurden. Die Stimme wurden vorher
iber Nacht in YEPSy,,-Flissigkultur bis zu einer
ODyg = 0,8-1 angezogen. Die Zellen wurden dann
durch Zentrifugieren (3500Upm, 10min, Heracus Bio-
fuge) pelletiert und in ddH,O zu einer ODgyg = 2,0
aufgenommen. Bei Mischungen wurden diese vor der
Infektion im Verhiltnis 1:1 gemischt. Etwa 14 Tage
nach Infektion erfolgte die Bonitur. Im Fall der rr4
Deletionsmutanten wurde eine detailliertere Bewertung
der Symptomatik etabliert (modifiziert nach Gold et al.,
1997). Es die Krankheitssymptome wurden in folgende
Klassen gruppiert: (1) kein Tumor, (2) schwache
Krankheitssymptome an den Blittern (Tumorbereiche
nicht linger als 1,5 cm im Durchmesser und die Anzahl
der Tumore Ubersteigt den Grenzwert von 20 nicht),
(3) starke Krankheitssymptome an den Blittern
(Tumorbereiche sind linger als 1,5 cm im Durchmesser
und die Anzahl der Tumore tbersteigt den Grenzwert
von 20), (4) schwache Krankheitssymptome am Sten-
gel (Tumorbereiche nicht linger als 4 cm im Durch-
messer und nicht héher als 0,6 cm), (5) starke
Krankheitssymptome am Stengel (Tumotrbereiche lin-

ger als 4 cm im Durchmesser und héher als 0,6 cm)

und (6) welke oder tote Pflanzen.

4.2.3 Fixierung und Anfarbung von Zellen

Fixierung von Zellen

Zellen wurden durch Zugabe von 16%iger Formal-
dehyd-Loésung (EM-Grade, Polyscience) bis zu einer
Endkonzentration von 3 % direkt zum Medium fixiert.
Nach 30min Inkubation auf einem Drehrad (Eppen-
dotf) wurden die Zellen pelletiert (3000Upm, 1 min,

RT, Heraeus Biofuge), zweimal mit PBS gewaschen, in
PBS aufgenommen und bis zur weiteren Bearbeitung
bei 4 °C gelagert. Filamentose Zellen erforderten zur
Pelletierung lingere Zentrifugation bei héheren Dreh-

zahlen
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4.2 Mikrobiologische, genetische und zellbiologische Methoden

PBS
79 mM  NayHPO,4 "2H,0
145mM  KH,PO,4
137mM  NaCl
0,5mM MgCl,
2,7mM KCl
in ddH,0

Kernfarbung mit DAPI

Die Zellen wurden mit Formaldehyd fixiert (siche
oben). Der Objekttriger wurde mit einer diinnen

Schicht 1%iger Wasseragarose beschichtet, darauf wur-

den dann 0,2 ul der Zellsuspension pipettiert. Nach-
dem der Tropfen vollstindig getrocknet war, wurde er
mit 5-10ul VECTASHIELD® Mounting Medium with
DAPI (Linaris Biologische Produkte GmbH, Wert-
heim) tberschichtet und mit einem Deckglas abge-

deckt.

4.2.4 Mikroskopie und Bildverarbeitung

Fir die Beobachtung von U. maydis-Zellen in vivo
wurden 2 pl einer logarithmisch wachsenden Kultur
auf einem Objekttriger mit dem gleichen Volumen
vorgewirmter 2%iger Low-Melt-Agarose vermischt
und sofort mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop
betrachtet. Fur DIC-Mikroskopie und Fluotreszenz-
Mikroskopie wurde ein 100faches Plan-Apochromat
Objektiv (Zeiss) verwendet. Fir die Fluoreszenz-
Mikroskopie wurden Filter mit folgendem Anregungs-
und Emissionsspektrum eingesetzt: DAPI-Firbung,
365nm und >397nm; Rfp, 565nm und 620nm; Gfp;
450-490nm und 515-565nm. Bilder wurden mit einer
gekiihlten CCD-Kamera (CoolSNAP-HQ, Photome-
trics) bzw. mit einer AxioCam HRm (Zeiss) aufgenom-
men. Die CoolSnap-HQ wurde mit dem Programm
MetaMorph (Universal Imaging) gesteuert. Nachbear-
beitung der Aufnahmen (Bildausschnitt, Kontrastver-
stirkung, Einfirbung, Mal3stabskalierung) erfolgte mit
MetaMorph und Photoshop 6.0 (Adobe) oder Photo-
shop CS (Adobe). Die Zusammenstellung und Bearbei-
tung der Abbildungen wurden mit Photoshop 6.0 und
Photoshop CS sowie Illustrator CS (Adobe) durchge-
fihrt. Berechnungen und statistische Analysen erfolg-

ten mit Excel (Microsoft) und Origin (Microcal).

Langenbestimmung der Spitzenzelle

Die Lingenbestimmung der Spitzenzelle erfolgte zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion des
filamentosen Wachstums. Dazu wurden anhand von
Ubersichtsbildern die fixierten Zellen (siche ,,Fixierung
von Zellen®, S. 97) mit MetaMorph vermessen. Fir die
Evaluation der Messwerte wurden nur solche Werte
berticksichtigt, die gréBer als der Median waren. Der
Median stellt den Wert dar, der eine Verteilung in zwei

gleich grof3e Teile teilt.

Geschwindigkeitsbestimmung der Rrm4-
Partikel

Die Geschwindigkeit der Rrm4 Partikel wurde
anhand von Bildsequenzen bestimmt. Hierfir wurde
die Distanz bestimmt die ein Partikel zwischen zwei
Bildern zuriickgelegt hat. Die Zeit zwischen zwei Bil-
dern in einer Bildsequenz ist abhingig von der Belich-
tungszeit

und wird von MetaMorph mit der

Bildsequenzdatei bereitgestellt.



4.3

4.3.1

Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung erfolgte durch Lyse durch Kochen
nach Sambrook et al. (1989). Hierzu wurden E. co/i Zel-
len in 1 ml dYT*™P-Medium ibernacht bei 37 °C in
einem 2 ml-Rekationsgefd3 auf einem Thermomixer
compact (Eppendorf) inkubiert. Die Ubernachtkultur
wurde mit einer Biofuge (Heraeus) bei 14000Upm
(5 min, RT) pelletiert. Das Zellpellet wurde in 200ul
STET-Puffer resuspendiert, nach Zugabe von 20l
Lysozym-Lésung kriftig geschiittelt und anschlieBend
60sec bei 95°C in einem Thermomixer compact
(Eppendorf) inkubiert. Die lysierten Zellen und die
denaturierte genomische DNA wurden 10min bei
14000Upm pelletiert (Heraeus Biofuge) und danach
mit einem sterilen Zahnstocher aus der wissrigen
Losung entfernt. Die Reinigung der Plasmid-DNA
erfolgte durch Fillung mit 20ul 3 M NaAc (pH5,3) und
500ul 2-Propanol bei RT fiir 5 min und anschlieBender
Zentrifugation fir 5 min bei 14000Upm (Heraeus Bio-
fuge). Das Pellet wurde mit 200pul 70%igem Ethanol
gewaschen und nach Trocknen (10min, 37 °C) in 100ul
TE-Puffer mit 20pg ‘ml”! RNase A aufgenommen.

Je nach bendtigter Menge wurde auch das ,,Plasmid

Midi Kit* (Qiagen) verwendet.

STET-Puffer

0,1 M NaCl

10mM  Tris-HCl (pH8,0)

1mM EDTA

5% Triton X-100 (v/v)
in ddH,0

TE-Puffer

10mM  Tris-HCl (pH7,9)

1 mM Nay-EDTA

in ddH20

Material und Methoden
4.3.1 Isolierung von Nukleinséduren

MOLEKULARBIOLOGISCHE STANDARDMETHODEN

Isolierung von Nukleinsduren

Lysozym-Ldsung

10 mg ‘ml*! Lysozym in TE

DNA-Isolierung aus U. maydis

Diese Methode ist modifiziert nach Hoffman und
Winston (1987). Dabei wurden 3 ml einer Ubernacht-
kultur in YEPSﬁght—Fliissigmedium zusammen mit
0,3 g Glasperlen in einem 2 ml-Reaktionsgefil3 pelle-
tiert (13000Upm, 2 min, RT, Heracus Biofuge), der
Uberstand abgegossen und das Pellet in 500ul Lysispuf-
fer und 500ul TE-Phenol/Chloroform aufgenommen.
Die Proben wurden 6-10min auf einem Vibrax-VXR
Schiittler (IKA) geschiittelt. Nach Phasentrennung
(13000Upm, 15min, RT, Heraecus Biofuge) wurden
400ul des Uberstands in ein 1,5 ml-Reaktionsgefil3
tberfithrt und mit 1 ml Ethanol gefillt. Nach erneuter
Zentrifugation (13000Upm, 1 min, RT, Heraeus Bio-
fuge) wurde das Pellet in 50ul TE mit 20ug ml’
RNAse A aufgenommen, bei 50 °C resuspendiert und

bei 4 °C aufbewahrt.

Lysispuffer

50mM  Tris-Cl (pH 7,5)
50mM Na,-EDTA
1% SDS (w/v)
in ddH20

TE-Phenol/Chloroform

Mischung aus gleichen Teilen Phenol (mit TE-Puffer aquili-
briert) und Chloroform
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4.3 Molekularbiologische Standardmethoden

4.3.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photo-
metrisch bestimmt. Bei einer Schichtdicke von 1 cm
entspricht OD,y =1 einer Konzentration von
50ug ml’! doppelstringiger DNA, 33ug ‘ml! einzelst-
ringiger DNA, bzw. 40ug ‘ml"! RNA. Als MaB fiir die

Reinheit der Desoxyribonukleinsiuren diente der Quo-

tient aus ODy4(:ODyg. Fir reine DNA und RNA
sollte er bei etwa 1,8 liegen. Niedrigere Werte weisen
auf Verunreinigungen mit Proteinen hin, héhere Werte
auf Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern. Die
Messungen erfolgten in einem Lambda Bio UV-Spek-

tralphotometer (Perkin Elmer).

4.3.3 Modifikation von Nukleinsauren in vitro

Restriktionsspaltungen

Die Restriktion doppelstringiger DNA erfolgte mit
Typ II-Restriktionsendonukleasen unter den vom Her-
steller empfohlenen Pufferbedingungen. Ein durch-

schnittlicher analytischer Ansatz enthielt:

0,5ug DNA
10pg  BSA, optional
0,5U Restriktionsenzym
2 pl - Reaktionspuffer (10fach)
ad 20ul  ddH,O0

Nach Inkubation fiir 2 h bei 37 °C (bzw. einer ande-
ren fir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur)
wurden dem Ansatz 2 pl 10fach konzentrierter nativer
Auftragspuffer zugesetzt und die Reaktionsprodukte

auf Agarosegelen analysiert.

Dephosphorylierung von 5’°- und 3’-Enden
von DNA-Molekiilen

Um das Risiko einer Religation zu verringern, wur-
den linearisierte Vektoren mit selbst-kompatiblen
Uberhidngen vor der weiteren Verwendung dephos-
phoryliert. Dem Restriktionsansatz zur Gewinnung des
Vektorfragments wurden nach ausreichender Inkuba-
tion des Restriktionsenzyms folgende Komponenten
zugesetzt

20ul  Restriktionsansatz

5 pl  Reaktionspuffer (10fach)

3 U Alkalische Phosphatase
ad 50ul  ddH,O

Nach 20min Inkubation auf einem Heizblock bei
37 °C wurde nochmals 1-2 U der Alkalischen Phospha-
tase zugegeben und der Ansatz fir weitere 30min bei
50 °C inkubiert. AnschlieBend wurde ein einmaliger
Phenol/Chloroform-Reinigungsschritt  durchgefuhrt,
die resultierende wissrige Phase direkt mit nativem
DNA Auftragspuffer versetzt und auf einem TBE-
Agarosegel aufgetrennt, aus dem das Fragment

abschlieBend extrahiert wurde.

DNA-Fallung

Zur Anreicherung von DNA in einer Losung oder
zum Wechseln des Puffers wurde DNA gefillt. Zu der
DNA-L6sung wurden 0,1 Volumen 3 M NaAc (pH4,8)
und 2,5 Volumen Ethanol gegeben. Es wurde durch
Invertieren griindlich gemischt und fir 15min inku-
biert. Die gefillte DNA wurde abzentrifugiert
(15-30min, 12000Upm, 4 °C, Heraeus Biofuge), der
Uberstand verworfen und der Niederschlag mit
70%igem Ethanol gewaschen. Der leicht getrocknete
DNA-Niederschlag konnte dann im gewtnschten Puf-
fer und Volumen aufgenommen werden. Zur Erleich-

terung des Losens konnte optional auf 55 °C erwirmt

werden.



Auftrennung von Nukleinsauren im

Agarosegel

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden
neutrale Gele aus Agarose verwendet. Sie erlaubten
eine Trennung von Fragmenten mit einer Linge von
70bp bis zu einer Gréfe von 50kb Linge, wobei die
Auflésung je nach Agarose-Konzentration etwa 0,5 %
der FragmentgroBie betragen kann. Als Laufpuffer und
als Losungsmittel fur die Agarose wurde 1x TAE oder
0,5x TBE verwendet. Die DNA-L6sung wurde vor
dem Auftragen mit 0,2 Volumen Auftragspuffer ver-
setzt. Die Gelelektrophorese wurde bei analytischen
TBE-Gelen mit bis zu 150V und bei priparativen
TAE-Gelen mit nicht mehr als 80V durchgefiihrt. Die
Firbung der DNA mit Ethidiumbromid erfolgte wih-
rend der Elektrophorese durch den dem Gel zugesetz-
ten Farbstoff. Manche Anwendungen machten eine
Zugabe von 10ul Ethidiumbromid-Lésung (Roth) zum
Laufpuffer nétig. Die DNA-Banden wurden auf dem
UV-Tisch durch Fluoreszenz des interkalierten Ethidi-
umbromids sichtbar. Als Marker wurde mit PsAl oder
Bs/EIT restringierte DNA oder die 1 kb- bzw. 2log-Lei-

ter (New England Biolabs) verwendet.

Auftragspuffer (6x)

50 %
0,25 %
10mM
1mM

Saccharose (w/v)
Bromphenolblau (w/v)
Tris-HCI (pH7,9)
Na,-EDTA

in ddH20

TBE-Puffer (0,5x)

50mM  Tris-Borat (pH7,9)
1 mM Nay-EDTA
in ddH20

TAE-Puffer (1x)

40mM  Tris-Acetat
1 mM Na,-EDTA
in ddH,0

Material und Methoden

4.3.3 Modifikation von Nukleinsduren in vitro

Isolation von DNA-Fragmenten aus

Agarosegelen

Die entsprechende Bande wurde auf dem UV-Tisch
mit dem Skalpell markiert. Es war darauf zu achten,
dass eine niedrige Strahlungsintensitit eingestellt war
und die Dauer der Bestrahlung der DNA mdoglichst
kurz gehalten wurde. Die Bande wurde dann in einem
moglichst geringen Agarose-Volumen ausgeschnitten
und in eine von unten gekirzte 20-200ul-Pipettenspitze
mit Filtereinsatz (STARLab) tberfihrt. Dann wurde
die Spitze in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdll gesetzt und
5 min bei 8000Upm zentrifugiert. Das Filtrat wurde mit
0,1 Volumen 3 M NaAc und 2,5 Volumen Ethanol ver-
setzt und optional 30min bei -20 °C inkubiert. Die
DNA wurde sodann pelletiert (20000Upm, 30min,
4 °C, Biofuge), mit 500ul 70%igem Ethanol gewaschen
und in 10mM Tris-HCI (pH8,0) aufgenommen. Um das
Lésen der DNA zu beschleunigen und DNasen zu
inaktivieren, wurde 20min bei 55 °C und 700Upm in

einem Thermomixer compact (Eppendorf) inkubiert.

Alternativ wurde auch das JETsorb-Kit (Genomed)
zur Extraktion von PCR-Fragmenten aus Agarosegelen

verwendet.

Ligation von DNA-Fragmenten

Einfache Ligationsansitze wurden mit der Quick-
DNA-Ligase nach dem vom Hersteller empfohlenen
Protokoll durchgefiihrt. Dabei wurden Vektor und
Fragment (nach Méglichkeit in ungefihr fiinffachem
molaren Uberschuf}) mit einem Gesamtvolumen von
10pl zu einer gleichen Menge Ligationspuffer gegeben,
mit 1 ul des Enzyms vermischt und 5-30min bei Raum-
temperatur inkubiert. Im Anschluf3 konnte der Ansatz
direkt in kompetente E. co/i-Zellen (siche “RbCl-Trans-

formation” auf Seite 92) transformiert werden.
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Bei anspruchsvolleren Ligationen, z. B. durch den
Einsatz von zwei oder mehr Fragmenten, erfolgte die
kovalente Verkniipfung mit Hilfe der T4 DNA-Ligase.
Auch hier wurden die zu klonierenden Fragmente in
der Regel in fiinffachem molaren Uberschuss gegen-
tber der linearisierten und gegebenenfalls dephos-
phorylierten Vektor-DNA eingesetzt. Fin typischer
Reaktionsansatz enthielt:

100ng Vektor-DNA

lineare Insertionsfragmente
(in 5fach molaren UberschuB)
1U T4 DNA-Ligase
2yl Ligase-Puffer (10fach)
ad 20ul  ddH,O

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion beruht
auf dem natirlichen Vervielfiltigungsmechanismus der
DNA. Damit koénnen bestimmte DNA-Segmente,
deren benachbarte Sequenzen bekannt sind, spezifisch
amplifiziert werden. Gegen diese beiden Regionen wer-
den komplementire Oligonukleotide eingesetzt. Als
DNA-Polymerase ~ werden  die  hitzebestindige
Taq-DNA-Polymerase oder eine Herculase (Strata-
gene) verwendet. Die Polymerase-Kettenreaktion fand
vielfiltige Anwendung in dieser Arbeit. Sie ist eine sehr
sensitive Nachweismethode fiir spezifische DNA-
Sequenzen und eignet sich daher zum Durchmustern
transformierter Organismen ebenso, wie fiir die Detek-
tion heterologer Sequenzen mit Ubereinstimmenden
flankierenden Bereichen. Sie wurde benutzt, um Frag-
mente fir die Klonierung mit den entsprechenden
Restriktionsschnittstellen bereitzustellen. Dafiir wur-
den Oligonukleotide verwendet, die im 5’-Bereich nicht
vollstindig mit der Vorlagen-DNA tbereinstimmten,

sondern die Erkennungssequenz eciner bestimmten

Restriktionsendonuklease enthielten.

Der Ansatz wurde entweder 2 h bei Raumtemperatur
oder tiber Nacht in einem Wasserbad (16 °C) inkubiert.
Um die Hdufigkeit von Religationsereignissen abzu-
schitzen, wurde stets parallel eine sogenannte Vektor-
kontrolle, d.h. ein lediglich Vektor-DNA enthaltender
Ansatz, durchgefithrt. Das Verhiltnis der resultieren-
den Klone aus Ligations- und Kontrollansatz gibt einen
Hinweis auf den zu erwartenden Anteil an korrekten

Klonierungsresultaten.

4.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Standard-PCR-Ansatze

Ein typischer PCR-Ansatz (Innis et al., 1990) enthielt
etwa 10ng Matrizen-DNA, 1 uM (f.c.) Oligonukleotide,
jeweils 125 nM (f.c.) der dNTPs und 1x PCR-Puffer.
Ein PCR-Ansatz mit Herculase enthielt etwa 10ng
Matrizen-DNA, 1 uM (f.c.) Oligonukleotide, jeweils
125 nM (f.c.) dNTPs, 33 % (v/v) DMSO und 1x Het-
culase-Reaktions-Puffer (Stratagene). StandardmiBig
wurden die Reaktionen in einem Volumen von 50ul
durchgefiihrt, zur Vermeidung von Kontaminationen
wurden Pipettenspitzen mit Filtereinsatz benutzt. Fir
einen 50pl Ansatz empfichlt es sich, 2 U der Tag-Poly-
merase bzw. 2,5 U der Herculase einzusetzen. Die Taq-
Polymerase sollte erst nach dem initialen Denaturie-
rungsschritt (1-2 min, 94 °C) zugegeben werden. Die
Herculase erforderte einen initialen 94 °C Schritt zur
Aktivierung der Polymeraseaktivitit. Die Reaktion
erfolgte im Thermocycler (PTC 200, M] Research). Es
wurden in der Regel zwei Standardprogramme verwen-
det: ]S30 wurde fur Taq-Ansitze, Herc4 fur Herculase-

Ansitze verwendet.
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4.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 103

Standardprogramm I (JS30) Ganzzell-PCR aus U. maydis
T[inaj ézict] Zur einfachen Uberpriifung von Transformanten
Hot/D 94 300 <—nach 1-2 min Taq kann man eine PCR direkt aus U. maydis Zellen durch-
P % %0 S fithren. Dabei wurden Einzelkolonien in 100ul ddH,O
H o 65% 60 )34y
v 72 60* resuspendiert und davon jeweils 10pl zu einem 50ul

v 72 600
K 18 (o)

Reaktionsansatz gegeben. Der einzige Unterschied zu

. _ ) ) Standard-PCR-Ansitzen bestand in einer lingeren
Hot: HeiBstartschritt;  D: Denaturierungsschritt;

H: Hybridisierungsschritt; V: Verlangerungsschritt initialen Denaturierungszeit (5-10min), um ein Platzen
* Je nach verwendeten Oligonukleotiden oder der U. maydis Zellen zu erreichen. Folgende Punkte
Lange des Amplifikats wurde die Hybridisie- . . . .

rungstemperatur bzw. die Verlangerungszeit sind zu beachten: (1) das Zellmaterial sollte frisch sein,

entsprechend angepasst. . . . . .
P 9ep idealerweise als zwei Tage alte Kolonie von einer PD-
oder CM-Platte, (2) es sollte nicht zuviel Material einge-

Standardprogramm II (Herc4) setzt werden, idealerweise eine Kolonie mit einem

T[i“C"]F’ [f_zict] Durchmesser von etwa 1 mm, (3) die Amplifikation
Akt/Hot 94 600 von Fragmenten, die linger als 1,5 kb sind, verlduft
b o4 30 generell relativ schlecht und nicht immer reproduzier-
Ho 65T 60 )34 , - ,
v 7 60* bar, die Amplifikatlingen sollten daher zwischen 200
v 72 600 und 500bp liegen, (4) die Elongationszeiten missen fiir
K 18 o0 . : : . .
cine erfolgreiche Amplifikation gegeniiber Standard-
Hot: HeiBstartschritt; Akt: Aktivierungsschritt;
D: Denaturierungsschritt; H: Hybridisierungsschritt; PCR-Ansitzen Verdoppelt werden, und (5) es kommt

V: Verlangerungsschritt

B es immer wieder zum Ausfall einzelner Reaktionen.
* Je nach verwendeten Oligonukleotiden oder

Linge des Amplifikats wurde die Hybridisie- Aus diesem Grund sollten diese Analysen so durchge-
rungstemperatur bzw. die Verldngerungszeit 5 . . . .
entsprechend angepasst. fuhrt werden, dass sich im Fall einer erfolgreichen

Transformation kein Amplifikat ergibt, dagegen im

Wildtyp eine Bande erkennbar ist. Mit allen Klonen, die

dNTP mix
im Ansatz kein Amplifikat zeigten, wurde weitergear-
25mM  dATP
25mM  dCTP beitet. Durch diese Vorgehensweise gingen potenziell
25mM  dGTP
25mM  dTTP richtige Transformanten, bei denen die PCR-Reaktion

in ddH,0 , o _
nicht funktioniert hatte, nicht verloren.

PCR-Puffer (10x)
(Tag-DNA-Polymerase)

500mM  KCl
100mM  Tris-HCI (pH8,3)
15mM  MgCl,

in ddH,0
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Standardprogramm (POP65)

Temp Zeit
[°C]  [sec]
Hot/D 94 450 <«=nach 1-2 min Te
D 94 30
H 65* 60 5 34x
% 72 60*
\% 72 600
K 18 )

Hot: HeiBstartschritt;  D: Denaturierungsschritt;
H: Hybridisierungsschritt; V: Verlangerungsschritt

* Je nach verwendeten Oligonukleotiden oder
Lange des Amplifikats wurde die Hybridisie-
rungstemperatur bzw. die Verldngerungszeit
entsprechend angepasst.

4.3.5

Die Tag-Polymerase hingt matrizenunabhingig ein
einzelnes Desoxyadenosin an die 3’-Enden von PCR-
Produkten. Bei Verwendung war ein Der linearisierte
Vektor pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen) enthilt iiber-
hingende 3’-Desoxythymidin- Reste. Dadurch kénnen
PCR-Produkte sehr effizient in den Vektor eingebaut
werden. Das TOPO-Cloning™- Kit von Invitrogen
nutzt die Ligase-Aktivitit der Topoisomerase aus.
2-3,5ul des gereinigten PCR-Produktes wurden mit
0,5 ul pCR®2.1-TOPO® Vektor versetzt, zu 5 ul mit

4.3.6 Nachweis von Nukleinsauren

Herstellung einer Digoxigenin-markierten

Sonde

Sonden wurden durch Einbau von Digoxi-
genin-11-dUTP (DIG) wihrend der PCR markiert. Ein
Ansatz enthielt 10 bis 100pg Plasmid-DNA oder 100ng
genomische DNA, 5 pul PCR-Puffer, 5 ul PCR-DIG-
Labeling-Mix, je 20pmol der beiden Oligonukleotide
und 0,5 pul Tag-DNA-Polymerase. Mit ddH,O wurde

zu 50ul aufgefillt. Die Reaktion erfolgte im Thermo-

TOPO-TA-Klonierung von PCR-Produkten

ddH,O aufgefiillt, vorsichtig gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde kurz zentrifu-
giert und das Gefil3 auf Fis gesetzt. AnschlieBend
wurde wie unter “RbCl-Transformation” auf Seite 92
beschrieben verfahren, wobei der Transformationsan-
satz auf eine YTM™P-Platte mit X-Gal verteilt wurde.
Nach 12 h wurden die weilen oder leicht blauen Kolo-
nien gepickt, in Flissigmedium angezogen und die
Plasmide, wie unter ,,Isolation von Plasmid-DNA aus

E. coli“ auf Seite 99 beschrieben, isoliert.

im Southern-Blot

cycler PTC200 (M] Research) analog zu den Standard-
PCR-Ansitzen (S. 102). Das Produkt wurde iber ein

Agarose-Gel gereinigt.

PCR-DIG-Labeling-Mix (Roche)

2mM  dATP
2mM  dCTP
2mM  dGTP
1,9mM dTTP
0,1 mM alkali-labile DIG-11-dUTP (pH7,0)
in ddH,0
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Transfer und Nachweis der DNA

Von jedem Transformanten wurden 1-5 pg vollstin-
dig restringierte genomische DNA in einem Agarosegel
aufgetrennt. Als Vergleich wurde restringierte DNA
des Ausgangs- bzw. Vorgingerstamms mit auf das Gel
geladen. Die Elektrophorese sollte bei nicht mehr als
80 V erfolgen, um eine schéne Auftrennung der Ban-
den zu erreichen. Das Gel wurde dann auf dem UV-
Tisch mit einer computergekoppelten Digitalkamera in
OriginalgroBe fotografiert, um ein Zuordnen der
Markerbanden zu ermdéglichen. Das Gel wurde dann in
eine Schale gelegt. Die DNA durch eine Saurebehand-
lung depuriniert, indem das Gel bei Raumtemperatur
fiir maximal 10min in 250mM HCI geschiittelt wurde.
Das Gel wurde dann mit 0,4 M NaOH neutralisiert,
wodurch die DNA gleichzeitig denaturiert wurde. Der
Transfer der DNA vom Gel auf die HybondTM—NJr—
Membran (Amersham Life Science) erfolgte durch
einen Kapillarblot mit 0,4 M NaOH als Transferlésung
tber Nacht. Die DNA wurde durch UV-Bestrahlung
mit 1200m] ‘cm in cinem Strataljnker®(5tatagene) auf
der noch feuchten Membran fixiert und diese dann auf
Whatman-Papier an der Luft getrocknet. Daraufhin
wurde der Filter in eine Hybridisierungsrohre gesteckt,
wobei die DNA-Seite nach innen zeigte. Dann wurde
der Filter mit 10-20ml Southern-Hybridisierungspuffer
bei 68 °C fiir ca. 15min prihybridisiert. Die DIG-mar-
kierte Sonde (siche oben) wurde 10min bei 94 °C dena-
turiert, dann sofort auf Eis abgekihlt und der
Hybridisierungslosung zugesetzt. Die Hybridisierung
erfolgte bei 68 °C tiber Nacht. Dann wurde zweimal fir
15min mit 50ml Southern-Waschpuffer bei 65 °C
gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran in eine
Schale

langsam  bei  Raumtemperatur

gelegt,
geschwenkt und mit den folgenden Losungen inku-
biert: Zweimal 5 min in DIG-Waschpuffer. 30min in

DIG2-Lésung. 30min in Antikérperlésung. Dreimal

20min in DIG-Waschpuffer. Danach wurde die Mem-
bran 5 min in DIG3-Lésung dquilibriert und anschlie-
Bend fiir 5 min mit 20ml Chemolumineszenz-Lésung
inkubiert. Dann wurde sie kurz auf Whatman-Papier
getrocknet und in noch feuchtem Zustand luftblasen-
frei in eine Plastikfolie eingeschwei3t. Die einge-
schweilite Membran wurde zusammen mit einem Film
in eine lichtdichte Kassette iiberfithrt. Normalerweise
reichten Expositionszeiten von wenigen Sekunden bis
120 min aus. Der Film wurde dann entwickelt. Das

Protokoll ist modifiziert nach Southern (1975).

Southern-Hybridisierungspuffer

50mM  Na-Phosphat-Puffer (pH7,0)
50mM  PIPES
100mM NaCl

1mM  NayEDTA
5% SDS (wW/v)
in ddH,0

Southern-Waschpuffer

1x SSC
0,1% SDS (W/v)
in ddH,0

DIG1-Losung

100mM  Maleinsdure
150mM  NaCl
in ddH,0

pH7,5 mit NaOH

DIG2-Lésung

2 % Magermilchpulver (w/v)
in DIG1-Ldsung

Antikorperlosung

1:20000 Anti-Digoxigenin-AP Fab-Fragmente (Roche)
in DIG2-L6sung

DIG-Waschpuffer

Tween-20
in DIG1-L6sung

0,3 %
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DIG3-Ldésung

100mM  Tris-HCI (pH 9,5)
100mM  NaCl
in ddH,0

4.3.7 Bioinformatische Analysen

Sequenzbestimmung von DNA

Die DNA-Sequenzierungen wurden von der Zen-
tralabteilung DNA am Max-Planck-Institut fiir Ziich-
tungsforschung in Koéln durchgefihrt. Es wurden
dafir die Sequenzierautomaten AbiPrism 377, 3100
und 3730 der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt)
verwendet. Fir die Sequenzierreaktionen wurde das
BigDye-terminator v3.1-Kit verwendet, das von der
Firma Applied Biosystems bezogen wurde. Die fur
Sequenzierreaktionen verwendeten Oligonukleotide
sind bei den entsprechenden Plasmiden (8. 83 ff.) und
im Abschnitt 4.1.2 (S. 77 ff.) angegeben.

Programme fiir Sequenz- und Struk-

turanalysen

BLAST

Altschul et al. (1990)

Das basic local alignment search tool wurde zur Identifika-
tion dhnlicher Proteine oder DNA-Sequenzen in Da-

tenbanken verwendet.

CloneManager

Das Programm CloneManager wurde zur Erstellung,
Bearbeitung und Planung von Plasmiden und geno-
mischen Sequenzen verwendet.

URL: http:/ /www.scied.com/

Chemolumineszenz-Losung

1:100 CPD-Star (Roche)
in DIG3-L&sung

ClustalX

Thompson et al. (1997)

ClustalX wurde zum Vergleich und Ausrichten meh-

rerer Protein- bzw. Nukleotidsequenzen verwendet.

DNA-Strider 1.3

Marck (1988) und Douglas (1995)

DNA-Strider wurde zur Erstellung, Bearbeitung und
Planung von Plasmiden und genomischen Sequenzen

verwendet.

GeneDoc

Nicholas et al. (1997)

Das Programm GeneDoc wurde zur Bearbeitung und
Annotation von ClustalX-Ergebnissen verwendet.

URL: http:/ /www.psc.edu/biomed/genedoc/

MEGA

Kumar et al. (2001)

Mega wurde zum Erstellen von phylogenetischen
Dendrogrammen aus ClustalX-Ergebnissen verwen-
det.

URL: http://www.megasoftware.net

PSIPRED

McGuffin et al. (2000) und Jones (1999)

Der protein structure prediction server wurde fir die Struk-
turvorhersage von Proteinbereichen verwendet.

URL: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/


http://www.scied.com/
http://www.psc.edu/biomed/genedoc/
http://www.megasoftware.net
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

RasMol

Sayle und Milner-White (1995)

Das Programm RasMol Version 2.6 wurde zum Bear-
beiten von 3D-Proteinstrukturen verwendet.

URL: http://www.umass.edu/microbio/rasmol/

SMART

Schultz et al. (1998) und Letunic et al. (2004)

Das simple architecture research tool wurde zur Identifika-
tion konservierter Dominen bzw. zur Identifikation
von Proteinen mit dhnlicher Dominenstruktur oder
-organisation verwendet.

URL: http://smart.embl.de/

Identifizierung von RBPs in U. maydis

Zur Identifizierung von RNA-bindenden Proteinen
mit PUM-Domainen wurden die folgenden Proteinse-
quenzen (http://smart.embl-heidelberg.de/smart/
get_members.plPWHAT=species& NAME=Pumilio&
WHICH=FEukaryota) mittels des BLAST-Algorithmus
(Altschul etal., 1990) mit der Genomsequenz von
verglichen

U. maydis (http:/ /www.broad.mit.edu/

annotation/fungi/ustilago_maydis/): S cerevisiae (7),
Q12221, P47077, P39016, Q07807, P25339, Q04373
und P47135; S. pombe (9), Q10238, 909829, Q92347,
094462, 060059, 92359, QIP789, QIUU76 und
074438; Q8X035, QI9P6DA4;
D. discoidenn (1), QOY1]5; A. thaliana (6), QILRZ3,
QISVZ7,BAB08273, Q95547, QISFLO und QIL.VC3;
H. sapiens (3), AAG31807, 000234 und AAG31806;
C. elegans (6), 001322, QZ3191, QIU2G4, Q09487,
QIN3Q2, QIN5MO6;
QYVHHEG.

N. crassa (2),

und D. melanogaster (1),

Proteine mit KH-Dominen wurden mit folgenden,
aus der SMART Datenbank (http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/get_members.plPWHAT=
speciess&NAME=KH&WHICH=FEukaryota)
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entnommenen, identifiziert:

S. cerevisiae (6), Q07834, Q12186, YBD2, PBP2, RS3

Proteinsequenzen

und Q99216; 5. pombe (7), 059810, 074359, 074919,

074555, 074777, YAJE_Schpo und O14044;
N. crassa (1),  QI9P6B5;  H. sapiens (5),  Q13601,
AAGO02184, AAG45476, QI9Y307 wund Vigilin;

C. elegans (1), QOU3B2; D. melanogaster (1), QIVSHO.

Proteine mit DSRM-Dominen wurden mit folgen-
den aus der SMART-Datenbank (http://smart.embl-
heidelberg.de/smart/get_members.pl?WHAT=
species&«NAME=DSRM&WHICH=FEukaryota)
entnommenen Proteinsequenzen identifiziert:
S. cerevisiae (2), RMO3 und RNT1; S. pombe (2), 043042
und PAC1; N. wassa (2), Q7S6NO und QIPGDG;
D. melanogaster (23), AAQ23615, Q8MRC7, Q8MRY4,
Q95YG3, QI60Y4, Q961S7, QIGNJ2, QINHWI,
QINII2, QIUGN4, QIV847, QIVIV7, QIVCUY,
QIVHBO, QIV]Y9, QIVLWSE, QIVRLSE, QIVY45,

QIVZ88, QIWS5S7, QIXYNS5, MLE und STAU.

RRM-Proteine wurden mit folgenden aus der
SMART-Datenbank  (http://smatt.embl-heidelberg
.de/smart/get_members.pPWHAT=species&
NAME=RRM& WHICH=Eukaryota) entnommenen
Proteinsequenzen identifiziert: S. cerevisiae (6), PO4147,
P32588, P38922, P32831, P27476 und P34217;
S. pombe (2),

QIUNPY, Q15717 und QIY3B4; D. melanogaster (5),

Q09702 und PO08965; H. sapiens (3),

P19018, P19339, P16914, O02374 und AAF54070.

Phylogenetische Analysen

Fir phylogenetische Analysen wurden die entspre-
chenden Sequenzen mittels ClustalX ausgerichtet
(Thompson et al., 1997). Die ursprungsfreien Dendro-
MEGA 2.1 (http://

www.megasoftware.net) (Kumar etal., 2001) erstellt.

gramme  wurden  mit

Dabei wurde der distanz-basierte ,,minimum evolu-

tion® Algorithmus mit 1000 Replikaten gewihlt. Der
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initiale Baum wurde mit der ,neighbor-joining®
Methode konstruiert. Fr Abb. 3-2 auf Seite 60 wurden
u.a. zwel vorhergesagte KHD-Proteine aus
C. neoformans (Cn; http://www.broad.mit.edu/
annotation/fungi/cryptococcus_neoformans/)  und
C. cinereus (http:/ /www.broad.mit.edu/annotation/
fungi/coptinus_cinereus/) verwendet. Das KHD-Pro-
tein Cn1 (1113 As lang) liegt auf Contig 1.77 zwischen
der Nukleotidposition 175691 und 172233. Es wurden
zwei Introns vorhergesagt (Intron 1 173461-1733960
und Intron 2 172828-172779). Das KHD-Protein Cn2
(891 As lang) liegt auf Contig 1.12 zwischen Nukleotid-
position 65877 und 61787. Hier wurden acht Introns
vorhergesagt  (Intron1  65225-65028;  Intron 2
64929-64881; Intron3  64745-64107; Intron 4
63950-63919; Intron 5  63720-63383; Intron 6
62923-62877; Intron7  62675-62618;  Intron 8
62371-62318). Das KHD-Protein Ccl (1228 As lang)
liegt auf Contig 1.44 zwischen Nukleotidposition
260066 und 264281. Sieben Introns wurden vorherge-
sagt (Intron 1 260264-260745; Intron 2
261695-264754; Intron 3 262019-262074; Intron 4
262244-262303; Intron 5 262418-262528; Intron 6
262595-262654; Intron 7 263275-263334). Das KHD-
Protein Cc2 (797 As lang) liegt auf Contig 1.9 zwischen
Nukleotidposition 41512 und 44651. Es wurden Acht
Introns vorhergesagt (Intron 1 41834-41904; Intron 2
42041-42094; Intron3  42237-42284; Intron 4
42550-42610;  Intron5  42821-43159; Intron 6
43619-43671; Intron7  43873-43920; Intron 8
443006-443706).


http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/cryptococcus_neoformans/
http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/cryptococcus_neoformans/
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ANHANG

A.1 WACHSTUMSVERHALTEN VON rrm4 MUTANTEN

In Tabelle A-1 ist das Wachstumsverhalten verschiedener rrm4 Mutanten im Hintergrund
von AB33 0, 2, 4 und 6 Stunden nach der Induktion des filamentésen Wachstums gezeigt
(vgl. in “Material und Methoden”, Seite 98). Ein Teil der Daten ist graphisch in Abb. 2-15 auf
Seite 40 dargestellt.

TABELLE A-1 Wachstumsverhalten von rrm4 Mutanten

leere Abschnitte _ + _ + - + - +
Lange d. Spitzenzelle ” % nach Oh % nach 2h % nach 4h % nach 6h Stamm
X <20 83.02 0.00 62.79 0.00 9.36 0.00 0.00 0.00
20 <X < 60 ym 16.98 0.00 37.21 0.00 67.25 5.85 26.83 244 AB33
60 < X < 80 pum 0.00 0.00 0.00 0.00 10.53 468 14.63 21.95
80 <X um 0.00 0.00 0.00 0.00 1.75 0.58 0.00 34.15
X <20 89.29 0.00 57.93 0.00 5.00 0.00 0.00 0.00
20 < X < 60 ym 10.71 0.00 42.07 0.00 93.33 0.00 47.37 0.00
AB33rrm4A -2 #1
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 1.67 0.00 43.86 0.00
80 <X um 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.77 0.00
X < 20 89.08 0.00 77.95 0.00 3.81 0.00 0.00 0.00
20 < X <60 ym 10.92 0.00 22.05 0.00 91.43 0.00 59.18 0.00
AB33rrm4A -2 #2
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 3.81 0.00 26.53 0.00
80 <X um 0.00 0.00 0.00 0.00 0.95 0.00 14.29 0.00
X <20 83.22 0.00 33.93 0.00 7.77 0.00 2.38 0.00
20 <X < 60 ym 16.78 0.00 66.07 0.00 64.08 3.88 19.05 16.67
AB33rrm4-gfp #1
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 8.74 7.77 238 28.57
80 <X um 0.00 0.00 0.00 0.00 1.94 5.83 11.90 19.05
X <20 89.38 0.00 50.55 0.00 5.63 0.00 0.00 0.00
20 < X < 60 pm 10.62 0.00 49.45 0.00 63.38 5.63 25.81 12.90
AB33rrm4-gfp #2
60 < X < 80 pm 0.00 0.00 0.00 0.00 14.08 7.04 3.23 29.03
80 <X um 0.00 0.00 0.00 0.00 282 1.41 0.00 29.03
X <20 88.57 0.00 44.44 0.00 4.00 0.00 1.19 0.00
20 < X < 60 pm 11.43 0.00 55.56 0.00 90.29 0.00 75.00 0.00
60 < X < 80 pm 0.00 0.00 0.00 0.00 5.71 0.00 16.67 14g | AB3BrmA“PeC-gip #1
80 <X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.95 0.00
X <20 87.34 0.00 51.26 0.00 1.43 0.00 0.00 0.00
20 <X < 60 ym 12.66 0.00 48.74 0.00 94.29 0.00 7113 0.00
60 < X < 80 pm 0.00 0.00 0.00 0.00 1.43 0.00 24.74 000 | AB33TMALPCgip 42
80 <X um 0.00 0.00 0.00 0.00 2.86 0.00 412 0.00
X <20 79.03 0.00 48.78 0.00 14.29 0.00 0.00 0.00
20 < X < 60 ym 20.97 0.00 51.22 0.00 81.90 0.00 62.90 0.00 i3
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 3.81 0.00 29.03 0.00 |AB33TM4T-gip #1
80 <X um 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.06 0.00
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TABELLE A-1 Wachstumsverhalten von rrm4 Mutanten (Forts.)

leere Abschnitte

+

+

+

+

Lange d. Spitzenzelle || % nach Oh % nach 2h % nach 4h % nach 6h Stamm
X <20 87.84 0.00 50.30 0.00 2.84 0.00 0.00 0.00
20 <X < 60 pm 12.16 0.00 49.70 0.00 87.94 0.00 56.88 0.00 s
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 9.22 0.00 32.11 0.g2 |AB33MMATT-gip #1
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.26 1.83
X <20 86.67 0.00 65.87 0.00 526 0.00 1.96 0.00
20 < X <60 ym 13.33 0.00 34.13 0.00 74.34 7.24 29.41 11.76
AB33rrm4-mrfp #1
60 < X < 80 ym 0.00 0.00 0.00 0.00 2.63 7.24 5.88 19.61
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 0.66 2,63 1.96 29.41
X < 20 84.17 0.00 69.40 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
20 <X < 60 pm 15.83 0.00 30.60 0.00 53.68 9.47 38.81 5.97
AB33rrm4-mrfp #2
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 12.63 17.89 5.97 34.33
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 2.11 421 0.00 14.93
X < 20 78.95 0.00 4750 0.00 3.41 0.00 1.30 0.00
20 < X < 60 pm 21.05 0.00 52.50 0.00 90.91 0.00 57.14 0.00 .
60 < X < 80 pm 0.00 0.00 0.00 0.00 5.68 0.00 35.07 000 | AB3STMATT-gip i1
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.49 0.00
X < 20 91.41 0.00 54.67 0.00 3.03 0.00 0.00 0.00
20 < X < 60 pm 8.59 0.00 4533 0.00 93.94 0.00 67.20 0.00
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 242 0.61 28.80 000 | AB3BrmATl.gip #2
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.00 0.00
X <20 86.43 0.00 46.94 0.00 1.14 0.00 0.00 0.00
20 <X < 60 pm 13.57 0.00 53.06 0.00 78.41 114 56.36 0.00 .
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 14.77 1.14 30.91 182 | AB3SmaTogfp #1
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 3.41 0.00 10.91 0.00
X <20 81.89 0.00 30.08 0.00 3.97 0.00 0.00 0.00
20 < X <60 ym 18.11 0.00 69.92 0.00 85.71 0.00 45.88 0.00 .
60 <X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 8.73 0.00 42.35 235 | AB33MTMAT-gip #2
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 1.59 0.00 9.41 0.00
X <20 88.20 0.00 59.34 0.00 6.83 0.00 1.72 0.00
20 < X <60 ym 11.80 0.00 40.66 0.00 68.32 1.86 31.03 12.07 R
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 8.70 9.94 6.90 2414 | AB3ITMAT-gio #1
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 0.62 373 1.72 22.41
X < 20 89.17 0.00 49.28 0.00 2.72 0.00 0.00 0.00
20 < X < 60 pm 10.83 0.00 50.72 0.00 52.38 1.36 39.22 7.84 .
60 < X < 80 um 0.00 0.00 0.00 0.00 15.65 10.88 1.96 2549 | AB33TMATglp #2
80 < X pm 0.00 0.00 0.00 0.00 6.80 10.20 0.00 25.49
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