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EINLEITUNG

1. Einleitung

Im Jahre 1843 trat in Nordamerika eine bis dahin unbekannte Krankheit der Kartoffel auf
(Ristaino 2002), die zu betrachtlichen Ernteausfallen flihrte. Von Amerika aus breitete sich
diese Krankheit auf Europa aus und flhrte zwischen 1845 und 1847 zu einer groBen
Hungersnot in Irland (Ristaino 2002), die zum Tod von uber einer Million Menschen (Gomez-
Alpizar et al. 2007) und zur Auswanderung einer weiteren Million Menschen fihrte. Diese als
Kartoffelfaule bezeichnete Krankheit wird von dem Pathogen Phytophthora infestans
verursacht (Judelson 1997). Die Kartoffelfaule ist nicht nur eine der verheerendsten
Pflanzenkrankheiten in der menschlichen Geschichte, auch heute noch ist diese Krankheit
von wirtschaftlicher Bedeutung und die Kosten weltweit aufgrund von Ernteausféllen und
BekadmpfungsmaBnahmen werden jahrlich auf Milliarden Dollar geschatzt (Duncan 1999).
P. infestans, dessen Wirtspflanzenkreis sich nicht nur auf die Kartoffel beschrankt, sondern
auch Tomaten und andere Mitglieder der Solanaceae umfasst, gehért zur Klasse der
Oomyceten. P. infestans ist der am besten charakterisierte pflanzenpathogene Oomycet und
dient allgemein, wie auch in dieser Arbeit als Modellorganismus.

1.1 Oomyceten

Oomyceten wurden wegen ihres pilzéhnlichen, filamentdsen Aussehens lange als Pilze
klassifiziert. Durch Analysen mitochondrialer Gene wurde jedoch gezeigt, dass Oomyceten
enger verwandt mit Organismen aus der Gruppe der Stramenopilen sind (Avila-Adame et al.
2006), einer Gruppe von Algen zu denen auch die Diatomeen z&hlen. Die Oomyceten
umfassen eine groBe Gruppe von Mikroorganismen, die sowohl Saprophyten als auch
Pathogene von Pflanzen, Fischen, Insekten, Nematoden und Vertebraten enthalten (Phillips
et al. 2008). Im Vergleich zu den Pilzen besitzen Oomyceten ein diploides, unseptiertes und
vielkerniges Myzel (Brasier und Sansome 1975). AuBBerdem sind sie selbst nicht in der Lage
Sterole und Thiamin zu synthetisieren (Attard et al. 2008). Oomyceten sind sekundare
Endosymbionten, wobei ein nicht-photosynthetischer  primitiver Eukaryot einen
photosynthetischen Organismus aufgenommen hat (Fry 2008). Sowohl der Zellkern als auch
die Mitochondrien des photosynthetischen Organismus und spéter auch die Chloroplasten
dieser gingen verloren (Cavalier-Smith 2000), aber das aktuelle nukleare Genom enthalt
Gene aller verlorenen Genome. Ubereinstimmend fanden Tylor et al. (2006) im Genom von
P. sojae und P. ramorum 855 Gene, die wahrscheinlich von einem photosynthetischen
Vorgénger (Rotalge oder Cyanobakterium) stammen. Die Zellwand der Oomyceten besteht
hauptséchlich aus den fur photosynthetische Organismen typischen (1,3)-B-D-Glukanen,
(1,6)-B-D-Glukanen und Cellulose (Bartnicki-Garcia 1968). Uberraschend kann in
Oomyceten-Zellwédnden aber auch in geringen Mengen Chitin vorhanden sein, das die

charakteristische Hauptkomponente der Zellwand der Pilze darstellt (Lin und Aronson 1970).
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EINLEITUNG

Da Uber die Biosynthese von Cellulose und Chitin in Oomyceten bisher wenig bekannt ist, ist
der Ruckgriff auf Wissen aus Pflanzen (Cellulose) und Insekten (Chitin) daher fiir diese
Arbeit unverzichtbar.

1.2 Eigenschaften und Struktur der Cellulose

Cellulose ist mit einigen 10" Tonnen die jahrlich produziert werden, das héufigste
Makromolekiil der Erde (Hess et al. 1928) und spielt als Hauptkomponente der pflanzlichen
Zellwand eine zentrale Rolle in der Regulation des Zellvolumens, der Aufrechterhaltung der
Zellform und -gr6Be und des Schutzes und der Abwehr gegen Pathogene. Aufgrund ihrer
Haufigkeit und Eigenschaften finden Cellulose oder deren Derivate vielseitige Anwendung
wie z. B. bei der Produktion von Papier und Pappe, in der Textilindustrie und bei der
Herstellung von Filmen, Plastik, Pharmazeutika und Kosmetika. (Engelhardt 1995). Dartber
hinaus dient Cellulose als Quelle erneuerbarer Energie (Ragauskas et al. 2006). Neben
héheren Pflanzen wird Cellulose auch von einigen Bakterien (Ross et al. 1991) wie
Acetobacter xylinum (Saxena et al. 1990) und Agrobacterium tumefaciens (Amikam und
Benziman 1989), von Algen (Roberts et al. 2002), den Oomyceten (Grenville-Briggs et al.
2008), dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum (Blanton et al. 2000) und sogar von
niederen Tieren wie den Urochordata synthetisiert (Matthysse et al. 2004).

CH,OH CH,OH CH,OH

pA S w@w w AL ol

OH CH,OH

Abb. 1.1: Ausschnitt einer Cellulose-Kette aus 3-1,4-verknlpften Glukose-Molekdlen.

Cellulose-Mikrofibrillen sind unlésliche kabelahnliche Strukturen, die aus ungefahr 36 Uber
Wasserstoffbriickenbindungen verbundenen parallelen Cellulose-Ketten bestehen. Diese
enthalten wiederum 500-14.000 B-1,4-verknipfte Glukose-Molekile (Abb. 1.1), die jeweils
um 180°invertiert sind. Cellulose kommt in drei ve rschiedenen Formen vor. In der ersten und
in der Natur haufigsten Form sind alle Cellulose-Ketten parallel angeordnet, wahrend die
Ketten in der zweiten Form antiparallel sind (McNeil et al. 1984; Somerville 2006).

1.2.1 Cellulose-Synthase

Die Enzymkomplexe, die fur die Synthese von Cellulose verantwortlich sind, wurden
erstmals in der Alge Oocystis apiculata als globuldre Strukturen an der Spitze sich
verlangernder Mikrofibrillen entdeckt (Montezinos und Brown 1976; Montezinos und Brown

1978). Darum wurden sie als terminale Komplexe (TC) bezeichnet. TC wurden in

2
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verschiedenen Organismen visualisiert und kommen in zwei Formen vor. Lineare TC wurden
z. B. in Algen (Itoh und Brown 1984), D. discoideum (Grimson 1996) und dem Bakterium
A. xylinum (Ross 1991) beobachtet und ihre Organisation unterscheidet sich von
Organismus zu Organismus durch die Anzahl synthetisierender Einheiten (Roberts und
Roberts 2004). Die andere Form von TC ist charakteristisch fir héhere Pflanzen und wurde
mittels Gefrierbruch der Plasmamembran als symmetrische Rosette aus sechs globuléaren
Einheiten von ca. 25-30 nm Durchmesser visualisiert (Mueller und Brown 1980). Die
Rosetten wurden 1999 von Kimura et al. mittels immunologischer Methoden als Cellulose-
Synthasen identifiziert. Jede der sechs Einheiten einer Rosette besteht wiederum aus sechs
Proteinen, von denen jedes an der Synthese einer B-1,4-Glukan-Kette involviert ist (Abb. 1.2;
Herth 1983). Darum ist eine Rosette verantwortlich fir die simultane Verldngerung von 36
B-1,4-Glukan-Ketten, die zu einer Mikrofibrille kokristallisieren (Reiter 2002).
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Abb. 1.2: Modell fiir die Struktur einer Rosette, die aus sechs Untereinheiten aus je sechs CESA-
Polypeptiden besteht. Jedes CESA-Polypeptid synthetisiert je eine 3-(1,4)-Glukan-Kette, so dass 36
Glukan-Ketten synthetisiert werden, die zu einer Mikrofibrille kokristallisieren (veréndert nach Doblin et
al. 2002).

Die einzigen bekannten Komponenten der Cellulose-Synthase in héheren Pflanzen sind die
CESA-Proteine (Taylor 2008). Diese wurden ursprunglich durch Vergleich der Sequenzen
einer Baumwollfaser cDNA-Bank mit bakteriellen Sequenzen identifiziert (Pear 1996). Der
wirkliche Durchbruch gelang durch die Entdeckung, dass das Gen, welches in der
temperatur-sensitiven Mutante radial swelling 1 (rsw1) beeintréchtigt ist, ein Mitglied der
CesA-Gene ist (Arioli 1998). Bei der restriktiven Temperatur dissoziierte die Rosette in
einzelne Untereinheiten, was eine direkte Verbindung zwischen den CESA-Proteinen und
der Struktur der Rosette zeigte. AuBerdem weist dies darauf hin, dass eine komplette
Rosette flr die Synthese von Cellulose benétigt wird. Sequenzierung von Genomen zeigte,
dass alle héheren Pflanzen mehrere CesA-Gene mit konservierten Strukturen besitzen. So
besitzt Arabidopsis zehn CesA-Gene, die 3,5-5,5 kb groB sind und 9-13 kurze Introns
enthalten (Richmond 2000). Sie erzeugen Transkripte mit einer Gr6Be von 3-3,5 kb, die fir

3
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Proteine mit 53-98% Sequenzidentitédt untereinander kodieren (Holland et al. 2000). Mais
besitzt mindestens zwdlf CesA-Gene (Appenzeller et al. 2004), Gerste hat mindestens acht
(Burton et al. 2004), wahrend das Genom von Populus trichocarpa sogar 18 CesA-Gene
besitzt (Djerbi et al. 2005).

1.2.2  Struktur der Cellulose-Synthase

Die CESA-Proteine von Arabidopsis sind 985-1088 Aminosauren lang und haben acht
mogliche transmembrane Doménen (Lerouxel et al. 2006; Abb. 1.3). Der N-Terminus enthalt
eine cytosolische Doméne von ca. 150 Aminoséuren, die als hypervariable Region
bezeichnet wird und reich an sauren Aminoséauren ist (Richmond 2000). Dieser Doméane
folgen zwei Transmembrandoménen, wahrend die restlichen sechs Transmembrandoméanen
am carboxyterminalen Ende lokalisiert sind (Joshi und Mansfield 2007). Die aminoterminale
Region enthélt eine Cystein-reiche Doméne mit einem CXXC-Motiv, das typisch fur RING
Zink-Finger-Doméanen ist (Somerville 2006), welche an Protein-Protein-Interaktionen in
Komplexen beteiligt sind (Saurin 1996).

Eine groBe zentrale Doméane von ca. 530 Aminoséauren liegt zwischen der zweiten und
dritten Transmembrandoméne und ist cytosolisch (Delmer 1999). Die zentrale Domaéne ist
innerhalb der CESA-Proteine hochkonserviert (Taylor 2008), mit der Ausnahme von ca.
64-91 Resten mit schwacher Sequenzidentitdt. Dieser Sequenzabschnitt wurde als zweite
hypervariable Region bezeichnet, bis Vergara und Carpita (2001) erkannten, dass diese
Sequenz innerhalb verschiedener Spezies konserviert ist und diese Region in
klassenspezifische Region umbenannt wurde. Diese Region ist also zwischen orthologen
Proteinen stérker konserviert als zwischen Paralogen (Doblin und Kurek 2002). Sie enthélt
konservierte basische, saure und aromatische Aminosauren und Cystein-Reste, deren
mogliche Funktion in der Bindung des Substrates liegt (Saxena und Brown 2000). Die
zentrale Doméne enthélt das Motiv Q/RXXRW, dass mit bakteriellen Cellulose-Synthasen
und anderen prozessiven Glykosyltransferasen assoziiert wird (Saxena und Brown 1997).
Zusatzlich werden ein DXD-Motiv und zwei weitere Aspartat-Reste mit dieser Klasse von

Enzymen assoziiert (Haigler und Blanton 1996).

5 9
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Domé&nen der Cellulose-Synthase der Pflanzen.
TMH=Transmembranhelix, CR-P=pflanzenspezifische konservierte Region, CSR=klassenspezifische
Region.
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Saxena (2001) konnte durch Austausch der Aspartat-Reste in der Cellulose-Synthase von
A. xylinum zeigen, dass diese Reste fur die katalytische Aktivitdt benétigt werden. In einer
Arabidopsis-Mutante fihrte ein Austausch des Aspartates an Position 683 in Asparagin
(D683N) zu einer Inaktivierung des Enzyms (Taylor 2000).

1.2.3 Zusammenbau des Cellulose-Synthase-Komplexes

Die Dimerisierung von CESA-Untereinheiten stellt moglicherweise den ersten Schritt bei der
Anordnung der Rosette dar (Doblin 2002) und findet auf der AuBenseite des Golgi-Apparates
statt (Saxena und Brown 2005). Die Rosetten werden anschlieBend Uber Exozytose zur
Plasmamembran exportiert (Haigler und Brown 1986).

Die Expression der N-terminalen Doméne des CESA1-Proteins von Gossipium hirsutum
(Gh) in Escherichia coli resultierte in einem rekombinanten Protein, das Zink (Zn) bindet
(Kurek 2002). Mit Hilfe des Dihybridsystems der Hefe wurde gezeigt, dass die Zn-Doméne
von GhCESA1 sowohl mit sich selbst als auch mit GhCESA2 interagierte. Diese
Beobachtung suggeriert, dass die Zn-Doméne an der Dimerisierung von CESA beteiligt ist.
Die GhCESA1 Zn-Doméne komplexiert im reduzierten Zustand zwei Zn-lonen und existiert
als Monomer. Uber intermolekulare Disulfidbriicken der Cystein-Reste kann diese Doméne
nach Oxidation Dimere bilden. Die Tatsache, dass reduzierende Bedingungen in
Baumwollfasern zu einer partiellen Disassemblierung, aber nicht zur vollstdndigen
Monomerisierung flhren, lasst vermuten, dass an der Zusammenlagerung der Rosette
ebenfalls andere Interaktionen beteiligt sind. Diese Vermutung wird durch die Tatsache
bestétigt, dass die Zusammenlagerung der Rosette in der rswi-Mutante gestort ist, obwohl
die Mutation auBerhalb der Zink-Doméne liegt. Es wird vermutet, dass die Rosetten eine
relativ kurze Halbwertszeit besitzen. Rudolph et al. (1989) beobachteten, dass die Rosetten
in der Plasmamembran von Funaria hygrometrica in Anwesenheit eines Vesikel-Transport-
Inhibitors innerhalb von Minuten dissoziieren. Robinson und Quader (1981) beschrieben,
dass die Cellulose-Synthase Komplexe von Oocystis eine Halbwertszeit von weniger als vier
Stunden besitzen. Jacob-Wilk et al. (2006) bestatigten diese Ergebnisse und zeigten, dass
nach einer kompletten Inhibierung der Proteinsynthese mit dem Antibiotikum Cycloheximid
das CESA-Protein von G. hirsutum mit einer Halbwertszeit von weniger als 30 Minuten
abgebaut wurde und nach weniger als vier Stunden tberhaupt nicht mehr detektiert werden
konnte. Im Vergleich zu CESA zeigten andere Membranproteine diesen schnellen Durchsatz
nicht. Jacob-Wilk et al. (2006) postulierten weiterhin ein Modell, in dem aktive Cellulose-
Synthase-Komplexe CESA in seiner oxidierten Form enthalten, und dass der Durchsatz und
der Abbau der Komplexe durch die Einfihrung eines reduzierenden Zinks durch ein
Metallothionin vermittelt wird, gefolgt von der Proteolyse mittels einer Cystein-Protease.
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Mit Hilfe des Dihybridsystems wurde gezeigt, dass ein Metallothionin mit der Zn-Doméane
von GhCESA1 interagiert. Metallothionine sind Redoxproteine und maéglicherweise in der
Aktivierung bzw. Deaktivierung oder der Regulation der Komplex-Bildung involviert, in dem
sie das Zink-lon an die Zink-Domane binden oder entfernen (Doblin et al. 2002) und somit in
den reduzierten bzw. oxidierten Zustand Uberfuhren.

In Arabidopsis besteht ein aktiver Cellulose-Synthase-Komplex aus einem
Heterohexamer von verschiedenen CESA-Genprodukten. AuBerdem wird fir die Bildung der
primdren und sekunddren Zellwand ein Komplex mit verschiedener CESA-
Zusammensetzung bendtigt (Mutwil et al. 2008). In Arabidopsis bilden CESA1, CESA3 und
CESAG6 einen Komplex, der fur die Synthese von Cellulose in der priméren Zellwand benétigt
wird (Persson et al. 2007), wéahrend CESA4, CESA7 und CESAS8 spezifisch an der Cellulose-
Synthese in sekundéaren Zellwanden beteiligt sind (Taylor 2000 und 2003). Microarrays
zeigten, dass die Produkte dieser drei Gene koreguliert werden (Brown 2005; Persson
2005). Einige der zehn Arabidopsis CesA-Gene sind partiell redundant, so sind CesA2 und
CesAb partiell redundant mit CesA6 (Desprez 2007). CesA9 wird dagegen ausschlieBlich in

Pollen und Embryonen exprimiert.

1.2.4 Mégliche Interaktionspartner der Cellulose-Synthase

Bis dato wurden verschiedene Proteine identifiziert, die wahrscheinlich mit der Cellulose-
Synthase assoziiert sind oder flr die Biosynthese von Cellulose bendtigt werden. Sowohl in
Pflanzen als auch in Bakterien wird eine Cellulase fir die Synthese von Cellulose benétigt
(Somerville 2006). Im Cellulose-Synthase-kodierenden Operon von A. tumefaciens und einer
Reihe weiterer Bakterien wurde ein Gen, das flir eine Endoglukanase kodiert, gefunden
(Matthysse et al. 1995; Rémling 2002). Eine membrangebundene Endo-(1,4)-B-Glukanase,
genannt Korrigan (KOR), wurde ebenfalls in Pflanzen identifiziert (Nicol et al. 1998).
Mutationen im KOR Gen fuhren zu einer reduzierten Cellulose-Produktion (Sato et al. 2001).
Nach der Synthese muss die B-1,4-Glukan-Kette in die Zellwand entlassen werden, wozu
moglicherweise die hydrolytische Aktivitdt der Endoglukanase Korrigan benétigt wird. Eine
andere Funktion dieses Proteins kdnnte die Kontrolle des Grades der Polymerisation der
Cellulose-Kette oder die Freisetzung des ,Primers“ sein (Molhoj 2002). Peng et al. (2002)
vermuteten, dass in Pflanzen die Synthese von Cellulose durch Sitosterol-B-Glukosid als
LPrimer® initiiert wird. Eine weitere Endo-B-1,4-Glukanase (SICel19C1), die direkt mit
kristalliner Cellulose interagiert, wurde in der Tomate identifiziert (Urbanowicz et al. 2007).
Ebenfalls wichtig fur die primare Cellulose Synthese ist POM1, auch Chitinase-like 1 (CTL1)
genannt, das wahrscheinlich flr eine 3-1,3-Glukanase kodiert (Mutwil et al. 2008). Vermutlich
ist diese Glukanase ein fehlerkorrigierendes Enzym fir die Cellulose.
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Amor et al. beschrieben 1995 eine membrangebundene Form der Sucrose-Synthase
(SuSy). Zwei Wege fihren zur direkten Synthese von UDP-Glukose, dem Substrat der
Cellulose-Synthase. Erstens die Spaltung von Sucrose durch die Sucrose-Synthase, wobei
UDP-Glukose und Fruktose entstehen (Haigler et al. 2001). Es wird vermutet, dass SuSY die
UDP-Glukose zur Cellulose-Synthase beférdert (Somerville 2006). Der zweite Weg fihrt
Uber die aktive Phosphorylierung von Glukose-1-Phosphat durch die UDP-Glukosepyro-

: . Zellwand
| I ooyl JHLEA
L Ll‘ | LI Kor L Plasmamembran
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Abb. 1.4: Modell fur die Biosynthese von Cellulose in Pflanzen. Die N-terminale Zn-Finger-Doméne
kann sowohl als reduzierte oder oxidierte Form vorliegen und mit einem Metallothionein (Mt) und
Cystein Proteasen interagieren. Unter reduzierten Bedingungen sind zwei Zink-lonen komplexiert,
unter oxidierten Bedingungen dimerisiert CESA mit sich selbst oder anderen CESA-Proteinen. Die
Cellulase Korrigan (Kor), die Sucrose Synthase (SuSy), strukturelle Lipide und Mikrotubuli spielen
vermutliche alle eine Rolle in der Synthese von Cellulose (verédndert nach Doblin et al. 2002).

phosphorylase. Alternativ spaltet die Invertase Sucrose zu Glukose und Fruktose, was
indirekt zur Synthese von UDP-Glukose fuhrt. Pillonel (1980) zeigte, dass die Cellulose-
Biosynthese eher der Sucrose- als der lokalen UDP-Glukose-Konzentration unterliegt. Dies
lasst vermuten, dass die Invertase einen regulierenden Einfluss auf die Cellulose-Synthese
hat.

Da sich sowohl die katalytische Doméane von CESA als auch das Substrat auf der
cytosolischen Seite befinden, muss die wachsende Glukan-Kette durch die Plasmamembran
zur Zellwand gelangen. Moglicherweise bilden die acht Transmembrandoménen eine
zentrale Pore durch die Membran durch die die Glukan-Kette beférdert wird. Andere
hypothetische Modelle involvieren eine Flippase oder Porin-dhnliche Proteine fur die
Translokation der Cellulose-Kette (Bessueille und Bulone 2008).

Mutationen in COBRA, das fur ein Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-verankertes
Protein kodiert, und KOBITO, das flr ein Membranprotein mit unbekannter Funktion kodiert,
resultieren ebenfalls in einem reduzierten Cellulose-Gehalt (Roudier et al. 2005; Pagant et al.
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2002). Zu den Proteinen, die mit der Cellulose-Synthase assoziiert sind, zéhlen weiterhin
Annexine (Hofmann 2003), putative Lipidtransferproteine, Metallothioneine, Aktin und
Tubulin (Abb. 1.4).

Die Identifikation der Cytoskelett-Proteine stimmt mit vielen Berichten Uberein, die eine
Beteiligung kortikaler Mikrotubuli in der Ausrichtung der Mikrofibrillen vermuten (Lloyd und
Chan 2008). Die Zerstérung der Organisation der Mikrofibrillen durch die Anti-Spindelfaser-
Droge Colchicin fuhrte zu der Annahme, dass die Spindelfaser eine Rolle bei der
Orientierung der Ausrichtung der Cellulose-Mikrofibrillen spielt (Green 1962). Kurz darauf
wurden kortikale Mikrotubuli entdeckt, die parallel zu den Mikrofibrillen liegen (Hepler und
Palevitz 1974). Es wird vermutet, dass Mikrotubuli entweder als molekulare Schienen
dienen, die die Rosetten wahrend der Cellulose-Synthese direkt leiten (Heath 1974) oder als
passive Beschrankungen, die Kanéle formen, die die laterale Bewegung des Komplexes
abgrenzen, so dass eine Koorientierung von Mikrofibrillen und Mikrotubuli resultiert
(Wightman und Turner 2008).

1.3 Eigenschaften und Struktur von Chitin

Chitin ist das haufigste in der Natur vorkommende Aminopolysaccharid. Die Menge an
Chitin, die jahrlich produziert wird, ist nur eine GréBenordnung geringer als die Menge an
Cellulose (Merzendorfer 2006). Chitin hat eine ahnliche molekulare Struktur wie Cellulose,
mit dem Unterschied, dass der Substituent am C2-Atom der Glukose bei Chitin keine
Hydroxylgruppe sondern ein Acetamid ist (Abb. 1.5; Carlstrom 1957). Trotz der daraus
resultierenden unterschiedlichen physiochemischen Eigenschaften, erfiillen beide Molekile
eine &hnliche Funktion als strukturelle Komponenten. Chitin festigt hauptsachlich die
Zellwande der Pilze (Van Laere und Carlier 1977; Moore und Peberdy 1975; Braun und
Calderone 1978) und die Exoskelette von Arthropoden (Turnbull und Howells 1983; Ibrahim
et al. 2000) und wurde auBerdem in Nematoden (Dubinsky et al. 1986; Harris et al. 2000;
Veronico et al. 2001), Anneliden (Cohen 2001), Mollusken (Weiss et al. 2006; Suzuki et al.
2007), Oomyceten (Mort-Bontemps et al. 1997), Entamoeba (Arroyo-Begovich und Carabez-
Trejo 1982) und sogar in Knochenfischen (Wagner et al. 1993) gefunden. Chitin ist auch in
inneren Strukturen von Insekten zu finden. Es stabilisiert die Tracheenkandle und die
Speicheldrise und kleidet die innere Oberflache des Darms zum Schutz vor reaktiven
Sauerstoffspezies, Mikroorganismen und mechanischer Schadigung aus (Lehane 1997).
Chitin und dessen Derivate werden unter anderem in der Chemie, der Biotechnologie, der
Medizin, dem Umweltschutz und der Textilindustrie eingesetzt (Synowiecki und Al-Khateeb
2003).
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Abb. 1.5: Ausschnitt einer Chitin-Kette. Bis zu 10.000 N-Acetylglukosamine sind (3-(1,4)-glykosidisch
verknipft.

Chitin ist ein lineares Polymer aus B-(1,4)-verknupften N-Acetylglukosaminen (GIcNAc),
wobei die Zuckereinheiten, wie bei der Cellulose, gegenlber der benachbarten um 180°
gedreht sind (Abb. 1.5). Die einzelnen Chitin-Ketten sind untereinander Uber
Wasserstoffbriicken-bindungen zwischen der Amino- und der Carbonylgruppe verbunden
und assemblieren zu Mikrofibrillen von 3-10 nm Durchmesser und einer Léange von bis zu 2
pum (Merzendorfer und Zimoch 2003). Der Polymerisationsgrad des Chitins liegt bei 5.000-
10.000 Monomeren bei Insekten, wahrend das Chitin der Pilze eine Lange von 100-8.000
Zuckereinheiten umfassen kann (Merzendorfer 2006). Chitin kommt in drei verschiedenen
kristallinen Formen vor (Rudall und Kenchington 1973; Kramer und Koga 1986). In der a-
Form, die haufigste und stabilste Form, sind alle Ketten antiparallel im Bezug auf das nicht-
reduzierende Ende angeordnet, in der B-Form parallel und in der y-Form wechseln je zwei
parallele Strdnge mit je einem antiparallelen Strang ab. Das - und y-Chitin sind aufgrund
der reduzierten Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Chitin-Ketten
flexiblere Formen des Chitins und sind z. B. Bestandteil vieler Kokons und peritrophischer
Matrices (Merzendorfer 2006).

1.3.1  Chitin-Synthase

Chitin wird von dem integralen Membranprotein Chitin-Synthase synthetisiert, das wie die
Cellulose-Synthase zur Familie zwei der prozessiven B-Glycosyltransferasen (GTF2) gehdrt
(Buckeridge et al. 2001). Chitin-Synthase-Gene wurden erstmals in Hefe und filamentdsen
Pilzen isoliert und sequenziert (Bulawa et al. 1986; Yarden und Yanofsky 1991). Erst im Jahr
2000 wurde bei Lucilla cuprina das erste Gen fur eine Chitin-Synthase von Insekten
identifiziert (Tellam 2000). Sieben verschiedene Chitin-Synthase-Gene (CHS), welche in drei
verschiedene Klassen unterteilt werden, wurden in Pilzen gefunden (Mellado et al. 1995).
CHS1 ist fur Cytokinese und die Reparatur des Chitin-Netzwerkes nach der Zellteilung
verantwortlich, wahrend CHS2 an der Trennung von Mutter- und Tochterzelle und der
Bildung des priméren Septums beteiligt ist. CHS3 dagegen synthetisiert mehr als 90 % des
zellularen Chitins (Roncero 2002). Die Chitin-Synthasen der Insekten werden in nur zwei
Gruppen, CHS-A und CHS-B, gegliedert (Arakene et al. 2005). Genomanalysen von

Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae und Caenorhabditis elegans zeigen, dass
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Insekten und Nematoden nur zwei Chitin-Synthase-Gene besitzen, eines von jeder Gruppe
(Adams et al. 2000; Holt et al. 2002; Zhang et al. 2005). Genexpressionsstudien in Tribolium
und Manduca zeigten, dass CHS-A ausschlieBlich in der Epidermis und verwandten
ektodermalen Zellen exprimiert wird, wéahrend die Expression von CHS-B auf
Darmepithelzellen beschrankt ist (Tellam et al. 2000; Arakene et al. 2004; Hogenkamp et al.
2005; Zimoch et al. 2005).

1.3.2  Struktur der Chitin-Synthase

In Insekten ist die Chitin-Synthase ein transmembranes Protein mit einer Masse von ca.
180 kDa. Es hat eine dreiteilige Doméanenstruktur mit einer zentralen katalytischen Domaéne,
die von zwei Transmembrandoméanen flankiert wird (Tellam et al. 2000). Die N-terminale
Doméne besitzt neun bis zehn Transmembranhelizes und ist nur schwach konserviert
(Merzendorfer und Zimoch 2003). Die hochkonservierte katalytische Doméne umfaBt
ungeféahr 400 Aminosauren und ist hydrophil. Es wird eine cytosolische Lokalisation der
katalytischen Doméne beflrwortet (Sentandreu et al. 1984), da dies eine ausreichende
Versorgung mit Substrat aus dem intrazellularen UDP-GIcNAc-Pool gewéhrleistet. In den
Chitin-Synthasen der Insekten besitzt der C-Terminus sieben Transmembranhelizes, von
denen funf in unmittelbarer Nahe der katalytischen Doméne liegen (Abb. 1.6). In den Chitin-
Synthasen der Pilze ist die Anzahl an Transmembranhelizes wesentlich geringer als bei den
Insekten (Campos-Géngora et al. 2004). Fast alle Chitin-Synthasen besitzen innerhalb der
katalytischen Domé&ne sechs konservierte Regionen, die an der Katalyse beteiligt sind
(Kamst und Spaink 1999). Die ersten beiden Domaéanen, K-(B-Faltblatt)-DDGS und R-(B-
Faltblatt)-GKR, sind an der Bindung von UDP involviert. Die dritte konservierte Region (DXD)
stellt zusammen mit der vierten Doméne (QXFEY) die Donor-Saccharid-Binderegion dar,
wéahrend die finfte Region (EDR) wahrscheinlich bei der Synthese den Akzeptor-Zuckerrest
bindet. An der Bindung des Produktes ist schlieBlich die sechste Region (QXXRW) beteiligt
(Merzendorfer 2006). Ortsgerichtete Mutagenese dieser Aminosduren in der Chitin-
Synthase 2 der Hefe zeigte, dass diese Reste fur die Aktivitdt bendtigt werden (Nagahashi
1995).
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Abb. 1.6: schematische Darstellung der Doménen der Chitin-Synthase von Insekten.
TMH=Transmembranhelix.
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Sequenz-Vergleiche zwischen verschiedenen Chitin-Synthasen der Pilze flhrten zur
Entdeckung eines zusatzlichen konservierten Motivs (S/T)WGT(K/R) innerhalb der C-
terminalen Region, der zumindest bei Pilzen flar die in vitro Aktivitait des Enzyms
verantwortlich ist (Cos et al. 1998). Substitutionen des Tryptophans und des zweiten
Threonins fuhrten zu einem Verlust der Aktivitat, weshalb vermutet wurde, dass diese Reste
wichtig fur die katalytische Aktivitdt des Enzyms sind (Yabe et al. 1984). Sowohl bei den
Pilzen als auch bei den Insekten ist diese Domane im extrazellularen Bereich lokalisiert, und
nicht wie die katalytische Doméne im Cytosol. Darum ist eine direkte Involvierung in der
katalytischen Aktivitat unwahrscheinlich. Cohen (2001) vermutete, dass diese Region an der
Translokation des Chitin-Polymers Uber die Membran beteiligt ist. Die Transmembranhelizes

kénnten dabei einen Kanal bilden, Uber den die Chitin-Translokation stattfindet.

1.3.3 Katalytischer Mechanismus der Chitin-Synthase

In Pilzen existiert die Chitin-Synthase als zymogene Form und wird durch Trypsin oder den
.aktivierenden Faktor“, eine Proteinase proteolytisch aktiviert (Ulane und Cabib 1976;
Shahabuddin et al. 1996). Mittels einer Phosphorylierung-Dephosphorylierung wird die
Chitin-Synthase von der inaktiven in die aktive Form Gberfuhrt und umgekehrt (Suresh und
Subramanyam 1997).

Der katalytische Mechanismus der Chitin-Synthese ist noch weitgehend unbekannt.
Sicher ist, dass als Substrat UDP-GIcNAc und ein divalentes Kation wie Mn® und Mg**
bendtigt werden (Merz 1999). Mdglicherweise sind die konservierten sauren
Aminoséaurereste der Donor- und Akzeptor-Bindestellen unter physiologischen Bedingungen
negativ geladen und spielen dann eine Rolle als Base bei der nucleophilen Substitution, die
zur Bildung einer glykosidischen Bindung fihrt. Die Chitin-Synthase verknlpft GIcNAc-
Monomere mit dem nicht-reduzierenden Ende der wachsenden Chitin-Kette (Imai et al.
2003), wobei die Polymerisationsreaktion wahrscheinlich tGber einen kovalent gekoppelten
LPrimer* initiiert wird. Auch l6sliche ,Primer® wie GIcNAc-Glyolipide oder Chito-Oligomere
sind moglich (Merz et al. 1999). Sowohl beim Chitin als auch bei der Cellulose sind die
aufeinander folgenden Zuckermolekile gegensatzlich orientiert. Um eine simultane
Polymerisation zu ermdglichen, benétigt diese Orientierung der Zuckereinheiten zwei aktive
Zentren in unmittelbarer Nachbarschaft. Ubereinstimmend zu diesem Mechanismus zeigten
Experimente mit Chitin-Synthase-Inhibitoren, die strukturell dimerem UDP entsprechen, eine
zehnfach héhere Inhibition als die entsprechenden monomeren Hemmstoffe (Yeager und
Finney 2004). Die Bildung des aktiven Zentrums kdnnte abhangig von der Oligomerisation
verschiedener Chitin-Synthase-Moleklle sein. Bislang ist nicht bekannt, ob die Chitin-
Synthase als Oligomer oder Monomer arbeitet, aber die Tatsache, dass Oligomerisations-

Motive wie ,coiled-coils“ konserviert sind, unterstitzt eine oligomere Struktur (Merzendorfer
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2006). Mdglicherweise agiert die Chitin-Synthase &ahnlich wie die Cellulose-Synthase erst

nachdem Rosetten-ahnliche Superkomplexe gebildet werden.

1.3.4 Lokalisation der Chitin-Synthase

In Pilzen wurden cytoplasmatische Mikrovesikel, die Chitin-Synthase-Aktivitat zeigten,
identifiziert (Bracker et al. 1976; Ruiz-Herrera et al. 1977). Das Vorkommen dieser als
Chitosomen bezeichneten Mikrovesikel an den Hyphenspitzen deutet deren Rolle im
Transport der Chitin-Synthase an (Sietsma et al. 1996). Chitosome sind spezialisierte
intrazellulare Kompartimente mit einer einzigartigen Lipid- und Proteinzusammensetzung
(Bracker et al. 1976; Hernandez et al. 1981). In der Anwesenheit von UDP-GIcNAc und
Aktivatoren waren gereinigte Chitosomen von Mucor rouxii in der Lage Chitin-Mikrofibrillen
zu synthetisieren (Bracker et al. 1976). Chitosom-ahnliche Vesikel wurden auch in Insekten
identifiziert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der epidermalen Zellen von Calpodes
ethlius zeigten an den Spitzen der Mikrovilli dicht gefarbte Bereiche, genannt
Membranplaques (Binnington 1985). Da diese Plaques nur wahrend der Bildung der Kutikula
beobachtet werden konnten, wurden sie als Anh&ufung von Chitin synthetisierenden
Enzymen aufgefasst (Locke und Huie 1979). Ahnliche Beobachtungen wurden auch fir
Tribolium castaneum gemacht. lhre Chitin-Synthase war in zellfreien Préazipitaten von
Rohextrakten in der Lage Mikrofibrillen zu synthetisieren, die mit Partikeln von 50-250 nm
Durchmesser assoziiert waren (Cohen 1982). Die Chitosomen stammen vom
endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat und enthalten zymogene Chitin-Synthase.
Die Chitosomen fusionieren mdglicherweise mit der Plasmamembran und die Chitin-
Synthase-Einheiten werden proteolytisch aktiviert. Die Chitin-Synthase Isoformen Chs1p und
Chs3p von S. cerevisiae sind zwischen der Plasmamembran und den Chitosomen verteilt,
die daher méglicherweise als endosomales Reservoir fir diese Enzyme dienen (Ziman et al.
1996).

Die Chitin-Synthasen sind in Insekten nicht wahllos angeordnet, sondern existieren in
Clustern innerhalb der Plasmamembran. Wie bei der Cellulose-Synthase ist das Cytoskelett
moglicherweise fur den Transport der Chitin-Synthasen notwendig. Zerstérung der

Mikrotubuli durch Colchicin fuhrte in Insekten zu einer Inhibierung der Chitin-Synthese.

1.4 Bekampfung von P. infestans

Im spéaten 19. Jahrhundert wurde eine Kupferkalkbrihe zur Bekampfung von P. infestans
eingesetzt (Millardet 1885; Ayres 2004). Die Einfihrung organischer Wirkstoffe erdffnete
neue Mdglichkeiten. Heute sind mehrere Wirkstoffe fur die Bek&mpfung von Oomyceten auf

dem Markt erhaltlich, zu denen Iprovalicarb, Dimethomorph und Metalaxyl zahlen.
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1.4.1 Iprovalicarb

Iprovalicarb  ([2-methyl-1-[1-(4-methylphenylethylaminocarbonyl]propyljcarbaminoséureiso-
propylester) gehért zur chemischen Klasse der Aminosdureamidcarbamate (Seitz et al.
1999), wobei die Aminoséure Valin ist (Abb. 1.7). Iprovalicarb ist ein Oomyceten-spezifischer
Wirkstoff, welcher 1998 von der Bayer AG unter dem Handelsnamen Melody in Mischung mit

anderen Wirkstoffen auf dem internationalen Markt eingefihrt wurde.

H,C H,CCHs
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Abb. 1.7: Strukturformel von Iprovalicarb. Die Aminosaure Valin ist farbig hervorgehoben.

Iprovalicarb wird gegen eine groBe Anzahl von Pathogenen aus der Klasse der Oomyceten
(Dutzmann 1999), wie zum Beispiel gegen P. infestans im Kartoffel- und Tomatenanbau und
Plasmopara viticola im Weinbau eingesetzt, und zeigt Wirkung bei allen Entwicklungsstadien
(Suty und Stenzel 1999). Es inhibiert sowohl das Wachstum des Keimschlauches von
Zoosporen und Sporangien und das Wachstum des Myzels, als auch die Sporulation (Jende
et al. 1999). Iprovalicarb zeigt sowohl protektive als auch kurative und eradikative
Eigenschaften (Suty und Stenzel 1999) und besitzt ein ausgezeichnetes toxikologisches und
Okologisches Profil, da es schnell abgebaut wird und Nutzlinge nicht schadigt (Tiemann und
Pfliger 1999).

1.4.2 Dimethomorph

Dimethomorph  (4-[3-(4-chlorophenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)-acryloyl]-morpholin)  wurde

1988 von Celamerck als neues systemisches Oomycetizid vorgestellt (Cohen et al. 1995).

Abb. 1.8: Strukturformel von Dimethomorph.
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Dimethomorph (Abb. 1.8), welches heute von BASF vertrieben wird, ist ein Zimtsure-Derivat
(Stein und Kirk 2004) mit einer hohen Spezifitat fir Mitglieder der Peronosporaceae (Hengel
und Shibamoto 2000). Es besitzt sowohl protektive als auch kurative sowie antisporulative
Wirkungen (Grayson et al. 1995) und wird vor allem gegen den falschen Mehltau (P. viticola)
im Weinbau und gegen P. infestans eingesetzt (Grayson et al. 1996).

1.4.3 Metalaxyl

Das Phenylamid Metalaxyl (Abb. 1.9) ist ein systemischer Wirkstoff und kontrolliert
Krankheiten die durch Peronosporales verursacht werden (Fisher und Hayes 1982). Es zeigt
sowohl gute protektive als auch kurative und eradikative Eigenschaften (Runno und Koppel
2006). Metalaxyl inhibiert die Sporulation und das Myzel-Wachstum innerhalb des

Wirtsgewebes, hat aber nur geringen Einfluss auf die Keimung von Sporangien oder
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Zoosporen (Lee et al. 1999).
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Abb. 1.9: Strukturformel von Metalaxyl.

Metalaxyl inhibiert selektiv die rRNA-Synthese, indem es die Aktivitadt der RNA-Polymerase 1
behindert (Sukul und Spiteller 2000). Metalaxy! inhibiert in einem geringeren MaB auch die
Synthese von tRNA und poly(A)*-RNA (Wollgiehn et al. 1984).

1.4.4 Vorhergehende Studien zum Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb und
Dimethomorph

Obwohl in den letzten Jahren intensive Forschungen betrieben wurden, ist der biochemische
Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb und Dimethomorph noch weitgehend unbekannt.

In Bayer-internen Studien zum Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb wurde gezeigt,
dass der Wirkstoff keinen signifikanten Effekt auf ein spezifisches Target innerhalb der
Lipidbiosynthese oder im Nukleinsdurestoffwechsel zeigt und ebenfalls keinen Einfluss auf
die mitochondriale Atmung austbt. Sowohl Iprovalicarb als auch Dimethomorph bewirkten
ahnliche morphologische Verédnderungen an Hyphen von P. infestans. In Studien von Jende
(2001), die sich auf morphologische Veradnderungen der Keimschlduche und der Hyphen
konzentrierte, wurden nach der Behandlung mit Iprovalicarb oder Dimethomorph

perlschnurartige Einschniirungen der Hyphen, globulér verdickte Hyphenspitzen sowie eine
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partielle Lyse der Zellwdnde beobachtet. Dennoch konnte gezeigt werden, dass beide
Wirkstoffe unterschiedlich in die Struktur der Zellwand eingreifen. Eine Behandlung mit
Iprovalicarb veradnderte die Anfarbbarkeit von Mono- und Polysacchariden in den
Zellwénden, was nach einer Dimethomorph-Behandlung nicht beobachtet wurde. Auch Aktin-
und Tubulin-Strukturen wurden durch eine Iprovalicarb-Behandlung deutlich beeintrachtigt,
wéahrend eine Behandlung mit Dimethomorph keinen Effekt zeigte (Jende et al. 2001).

Beide Wirkstoffe verursachten eine Verdickung der Zellwand, wobei sich die
Markierungsdichte fiir Cellulose nach einer Behandlung mit Iprovalicarb, nicht jedoch nach
einer Dimethomorph-Behandlung, signifikant erhéhte. AuBerdem zeigten mikroskopische
Studien regenerierender und auskeimender Protoplasten in Gegenwart von lIprovalicarb
deutliche Veradnderungen der Zellwandstruktur (Mehl und Buchenauer 2001). Aufgrund
dieser Ergebnisse und der Tatsache, dass Iprovalicarb und Dimethomorph die Encystierung
der Zoosporen inhibieren, wird vermutet, dass der Wirkort beider Wirkstoffe im Bereich der

Zellwandsynthese liegt (Cohen et al. 2007).

1.5 Zielsetzung

Mit Iprovalicarb und Dimethomorph stehen zwei Oomyceten-spezifische Wirkstoffe mit bisher
unbekanntem Wirkungsmechanismus zur Bekdmpfung wichtiger Pflanzenpathogene zur
Verfugung. Fir den optimalen Einsatz der Préparate ist ein besseres Verstédndnis der
Wirkweise der Préparate hilfreich.

Da der Wirkort von Iprovalicarb und Dimethomorph nach den vorhergehenden Studien
im Bereich der Zellwandsynthese vermutet wird, sollten im Rahmen dieser Arbeit Antikorper
gegen verschiedene Doménen der Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase hergestellt
werden, um anschlieBend mittels Immunofluoreszenzmikroskopie die Lokalisation und
Verteilung beider Enzyme nach einer Behandlung mit Iprovalicarb und Dimethomorph zu
detektieren.

Des Weiteren sollte eine quantitative und qualitative Analyse der Proteome von
unbehandelten und in Gegenwart von Wirkstoff angezogenen P. infestans-Kulturen
Aufschluss Uber den Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb und Dimethomorph liefern.

Im Hinblick auf die evolutiondre Herkunft der Cellulose-Synthase- und Chitin-Synthase-
Gene im Kontext der sekundér nicht-photosynthetischen Lebensweise von P. infestans

sollten diese Gene phylogenetisch analysiert werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Verwendete Materialien
2.1.1 Chemikalien
B-Mercapthoethanol Roth

Aceton Normapure
Acetonitril Merck

Agarose Cambrex
Agarose-M Amersham
Ameisensaure Roth
Ammoniumbicarbonat Roth
Ammoniumperoxidisulfat Merck

ATP Sigma

Bacto' Agar DIFCO

Bacto'" Hefe-Extrakt DIFCO

Bacto™ Trypton DIFCO
Borsaure J.T.Baker
Bradford-Reagenz BioRad
Bromphenolblau Roth

BSA Serva
Calciumcarbonat J. T. Baker

Calciumchlorid

CHAPS

Chloroform

Coomassie Birilliant Blau
DryStrip Cover Fluid
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

DEPC

dNTPs
Dodecyl-B-D-Maltoside
DTT

EDTA

Essigséure

Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Filipin

Formaldehyd
Formamid

Gemisesaft

Glycin

Glycerin
Glycerophosphat
Harnstoff

2.1.2 Antibiotika

Ampicillin
Tetracyclin

Kanamycin

21.3 Antikérper

Acros Organics
Roth

Merck

Merck

Plusone

Merck

Riedel de Haén
Roth

Roth
Amersham
Biomol

ICN Biomedicals
Merck

Roth

Riedel de Haén
Roth

Sigma

Sigma
J.T.Baker
Krings

Acros Organics
Roth

Fluka
J.T.Baker

Sigma

Imidazol

lodacetamid

IPTG

Isoamylalkohol
Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Luminol

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Manganchlorid

Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumfluorid
Natriumhydroxid
Natriumhypochlorid
Natriumpyrophosphat
Ni-NTA-Agarose
Octyl-B-D-Glucopyranoside
Para-Hydroxycoumarinséure
Phenol

PMSF

Ponceau S
Protease-Inhibitor-Mix
Rotiphorese Gel 30
Saccharose

Salzsaure

SDS

TEMED

Thioharnstoff
Trichloressigsaure

Tris

Triton X-100

Tween 20
Wasserstoffperoxid

X-Gal

Xylencyanolblau

Boehringer Mannheim GmbH

Sigma

Acros Organics
Sigma

Roth

Merck

Merck

Roth

Sigma

Sucofin

Sigma

Aldrich

Roth

Roth

Acros Organics
J.T.Baker
Sigma

Merck

Sigma

Merck

Roth

Sigma

Qiagen

Sigma

Sigma

Roth

Fluka

Fluka

Sigma

Roth

J.T.Baker
Riedel de Haén
Roth

Roth

Merck

Roth

Sigma

Roth

Fluka

Merck

ICN Biomedicals
Merck

His-Tag® Monoclonal Antibody, mouse monoclonal antibody IgG;, 5 x His (Novagen)

ImmunoPure®, Goat, Anti-Mouse IgG, Peroxidase conjugated (PIERCE)

Anti-Rabbit IgG, Peroxidase conjugated (Sigma)
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alexa fluor® 488, Goat, Anti-Rabbit IgG (H+L), (Invitrogen)
Monoclonal Anti-Actin, Clone AC-40, Purified Mouse Immunoglobulin (Sigma)

Anti-human a-Tubulin, mouse monoclonal antibody IgG;, (Cedarlane® Laboratories)

214 Enzyme

2.1.41 Restriktionsenzyme

BamHI Fermentas
EcoRl Fermentas
2.1.4.2 Weitere Enzyme

Alkalische Phosphatase Fermentas
Cellulase Onozuka R-10 Serva

Cellulase from Trichoderma reesei Sigma
DNAse Roche
Driselase Sigma
Klenow-Fragment Fermentas
Lysing Enzymes Sigma
215 Gerate
B-y-Detektor
Autoklav
Biofuge Fresco:
Destille
Eismaschine
Elektroblot Novablot Multiphor Il
Eppendorfschittler

ESI-Qg-TOF-MS/MS

Ettan IPGphor IEF Einheit

Feinwaage BP 61

Gelelektrophoresekammern der Serie Sub-Cell GT
Global IR* DNA Sequenzer

Heizblock

Hoefer-Kammer

Inkubatoren

Magnetrihrer IKA

Megafuge 1.0R: Rotor 7075

Mikroliter Pipette P2, P20, P100, P200, P1000
Mikroskop Axiophot

Mikrowelle Quick Cookmate

PCR Gerét Primus 25

pH-Meter

Power Supplier Power Pac 300

Schittelinkubator

Sterilbank

Thermocycler Primus 96 Plus

Transilluminator

Ultraschallbad

Ultrazentrifuge

UV/VIS Spektrophotometer Ultraspec 2000

Vortex REAX top

Waage

Wasserbad

Zentrifuge Superspeed RC 5B Plus

Rotor 3325

Hincll Fermentas
Xhol Roche
Lysozym Serva
Polynukleotidkinase Fermentas
Proteinase K Roche
RNase A Promega
Triple Master Mix Eppendorf
T4 DNA-Ligase Fermentas
Trypsin Promega

EG&G Berthold
Fedegari

Heraeus

Fissons

Ziegra

Pharmacia Biotech
Eppendorf

Applied Biosystems QSTAR XL
GE Healthcare
Sartorius

Bio-Rad

Lic-Cor Biosciences
HLC

Hoefer

Heraeus
Labortechnik
Heraeus

Gilson

Zeiss

Daewoo

PeglLab

Schot

Bio-Rad

GFL

HerLamin Air HLB 2472
(MWG)

LTF Labortechnik
VWR

Beckman
Amersham Biotech
Heidolph

Sartorius

GFL

Sorvall
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2.1.6 Reagenzsatze

NucIeoSpin® RNAII Macherey-Nagel
SuperScript [l RNase H- Reverse Transcriptase Kit Fermentas

QIlAquick Gel Extraction Kit Qiagen

pG EM®-T Easy Vector Systems Promega

DYEnamic Direct Cycle Sequencing Kit Amersham Biosciences
NucleoBond PC 500 Macherey-Nagel
MelonTM Gel IgG Spin Purification Kit PIERCE

21.7. Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion synthetisiert.

Tabelle 2.1: verwendete Oligonukleotide

Name

Sequenz T

m

1 | M13(24) For |5“IRD700 CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3' 67,8C
2 M13 (24) Rev | 5-IRD800 AGC GGA TAA CAATTT CAC ACA GGA-3' 59,3C
3 | CesAforBam 5°-CCG CGG ATC CAT GGA TAC TCG CGC CAG CAA GAT-3’ 74,4C
4 | CesArevXho 5°-CGC CCT CGA GCT TCC ACT CCG GGT CAA AGT AC-3’ 74,6C
5 | CesBforBam 5°-CCG CGG ATC CAT GTC CCG CCC GAA GGT TGT GAA-3’ 75,7C
6 | CesBrevXho 5’-CGC CCT CGA GGT TGG GCT TGC GGT ACT TTG G-3’ 74,8TC
7 | CesCforEco 5-CCG CGA ATT CAT GTT CCT GGG TCT GCT ATT CAA C-3’ 70,7C
8 |CesCrevXho 5°-CGC CCT CGA GCC GTG TAG GCATCT TCT GTC TGG-3’ 75,7C
9 | CesDforEco 5’-CCG CGA ATT CAT GCG TCT CGC TGA AGG TGC TGT GC-3' |75,3C
10 | CesDrevXho 5’-CGC CCT CGA GCT TGT TGATCT TGC GCT TTG G-3’ 72,2C
11 |ChiS1forBam |5-CCG CGG ATC CAT GTT CGC TCT AAA GGA GAG C-3’ 72,2C
12 | ChiS1revXho |5-CGC CCT CGA GTG TGC GAG CGA CCG CGT CCT TG-3’ 78,5C
13 | ChiS2forBam |5-CCG CGG ATC CAT GAC TAG CAA AGG TTT CGA GAC-3’ 71,9C
14 | ChiS2revXho |5-CGC CCT CGA GAATAG CTT CCATGT AGT CTA G-3’ 69,5C
2.1.8 Vektoren

Tabelle 2.2: verwendete Vektoren

Nr. Name Beschreibung

1 pBluescript SK(+), | E. coli Klonierungsvektor mit Ampicillin-Resistenzgen und Blau-WeiB-
Promega Selektion

2 pGEM-T Easy, E. coli Klonierungsvektor mit Ampicillin-Resistenzgen und Blau-WeiB-
Promega Selektion

3 pET28a(+), E. coli Expressionsvektor mit Kanamycin-Resistenzgen, vermittelt N- und
Novagen C-terminalen His-Tag

2.2 Verwendete Kulturen

2.21 Phytophthora infestans

Alle Untersuchungen wurden mit Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, dem Erreger der

Kraut- und Knollenfaule bei Kartoffeln und der Fruchtfaule bei Tomaten durchgefihrt.
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2.2.2 Escherichia coli

XL1-Blue MRF (Stratagene) A(mcrA) 183 A(merCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44
thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F° proAB lacFZAM15Tn10
(Tet)]

BL21(DE3) (Invitrogen) F’ ompT hsdSg (rs mg’)gal dcm(DE3)

2.3 Wirkstoffe

2.3.1 Iprovalicarb

Iprovalicarb  ([2-methyl-1-[1-(4-methylphenyl)-ethylaminocarbonyl]-propyl]-carbaminoséaure-
isopropylester) gehért zur chemischen Klasse der Aminosaure-amidcarbamate und ist ein
systemischer Wirkstoff gegen Oomyceten, der von der Bayer AG entwickelt wurde.

2.3.2 Dimethomorph

Dimethomorph (4-[3-(4-chlorophenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)-acryloyl]-morpholin) ist ein
Vertreter der chemischen Klasse der Zimtsaurederivate, der von der Cyanamid Forschung

GmbH entwickelt wurde und gegen Oomyceten eingesetzt wird.

233 Metalaxyl

Metalaxyl [Methyl-N-(2-methoxyacetyl)-N-(2,6-xylyl)-DL-alaninat] gehért zur chemischen
Klasse der Phenylamide und wird zur Bekdmpfung von Oomyceten eingesetzt. Der Wirkstoff
wurde von der Ciba-Geigy GmbH entwickelt.

24 Methoden
241 Haltung von Escherichia coli

Die Anzucht der E. coli-Stamme erfolgte nach Standardprotokollen nach Sambrook et al.
(1989). E.coli XL1-Blue MRF* bzw. BL21(DE3) Zellen einer Glycerin-Dauerkultur wurden mit
Hilfe einer Impfése auf eine LB-Agarplatte [1% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt;
0,5% (w/v) NaCl; 2% (w/v) Agar] mit dem entsprechenden Antibiotikum (XL1-Blue MRF’
Tetracyclin 12,5 mg/l) ausgestrichen. Die Platte wurde tber Nacht bei 37T inkubiert, dann
mit Parafilm verschlossen und bei 4C aufbewahrt.

Das entsprechende Volumen LB-Medium wurde mit einer einzelnen E.coli-Kultur
angeimpft. Die Kultur wurde Uber Nacht bei 37T und 200 rpm auf dem Schuttelinkubator
angezogen.

Zur Kontrolle der Transformation wurden die E. coli-Zellen auf LB-Agarplatten mit
Ampicillin (0,1 mg/ml), X-Gal (0,1 mM) und IPTG (0,2 mM) angezogen.

24.2 Haltung von P. infestans
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Samtliche Untersuchungen wurden mit P. infestans (Mont.) de Bary durchgefuhrt. Die
Anzucht von P. infestans erfolgte auf Gemusesaftagar [20% (v/v) Gemusesaft; 0,24% (w/v)
CaCOgj; 2% (w/v) Agar] bei Raumtemperatur im Dunkeln. Zur Pathogenerhaltung wurde
wdéchentlich eine Myzelflocke einer sieben Tage alten Kultur auf eine frische Platte
Ubertragen. Far die Myzelproduktion wurden je 20 ml Medium mit 250.000 Zoosporangien
beimpft. Um eine Zoosporangiensuspension zu erhalten, wurde das Myzel einer sieben bis
acht Tage alten Kultur in sterilem Leitungswasser suspendiert und anschlieBend durch
mehrere Lagen Nylonnetz filtriert. Eine zweistiindige Inkubation bei 4T regte die Zoosporen

zum Schllpfen an.

243 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die aromatischen Basen der DNA und RNA besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm.
Somit kann eine Konzentrationsbestimmung durch Messung der Absorption bei 260 nm
erfolgen. Dabei entspricht 1 OD,g, einer Konzentration von 50 pg doppelstrangiger DNA oder
40 pg RNA pro ml (Sambrook et al., 1989).

Proteine absorbieren mit einem Maximum bei 280 nm, wéhrend Polysaccharide ein
Absorptionsmaximum bei 230 nm besitzen. Somit kann aus dem Verhéltnis der Absorptionen
bei 230, 260 und 280 nm die Reinheit der Nukleinsaurelésung abgeschéatzt werden. Fir eine
reine Nukleinsaureldsung liegt das Verhaltnis von OD230/OD260/ODogp bei 1:2:1.

Die Konzentrationsbestimmungen wurden am Pharmacia Biotech Ultraspec 2000 UV/VIS

Spectrophotometer durchgeflhrt.

244 Bestimmung der optischen Dichte einer Bakteriensuspension

Die Zellzahl einer Bakteriensuspension wurde durch die Lichtstreuung mit Hilfe des
Photometers bestimmt, wobei die Absorption der Bakterien gegen das reine Medium als
Leerwert bei 600 nm gemessen wurde. Dabei entspricht 1 ODgy einer Zellzahl von ca.
8 x 10° E.coli-Zellen pro ml Suspension.

245 Gelelektrophorese von DNA

Die Gelelektrophorese von DNA wurde nach Standardprotokollen von Sambrock et al. (1989)
durchgefiihrt. DNA-Fragmente wurden in 1-2%igen Agarosegelen getrennt. Die
Ethidiumbromid-Konzentration im Gel betrug 10 pg/100 ml Puffer. Die DNA-Proben wurden
vor dem Auftragen mit 6 x Ladepuffer [10 mM Tris-HCI pH 7,6; 60% (v/v) Glycerin; 60 mM
EDTA; 0,03% (w/v) Bromphenolblau; 0,03% (w/v) Xylencyanolblau] versetzt. Zusétzlich
wurden 0,5 pg eines GroBenstandards (GeneRuler DNA Ladder Mix, Fermentas)
aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer (50 x TAE; 2 M Tris-HCI; 1 M Essigsaure;
50 mM EDTA pH 8,0). Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 5 V/cm
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Elektrodenabstand in einer horizontalen Sub-Cell GT Flachbettkammer (Bio Rad)

durchgefihrt.

2.4.6 Reinigung von Nukleinsaurelésungen
2.4.6.1 Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion

Proteine wurden durch Ausschitteln mit gepuffertem Phenol aus Nukleinsdurelésungen
beseitigt. Die Nukleinsdurelésung wurde mit einem Volumen Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol [25:24:1(v/v/v)] versetzt und grindlich geschiittelt. Durch eine flnfminltige
Zentrifugation bei 16.300 g wurde die Trennung der wassrigen und der organischen Phase
beschleunigt. Um alle Proteine zu entfernen, wurde der Phenolisierungsschritt wiederholt
(Sambrook et al., 1989).

2.4.6.2 Préazipitation von Nukleinsduren

Zur Prézipitation von Nukleinsduren wurde die Lé6sung mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat
pH 6,5 und zwei Volumen eiskaltem absolutem Ethanol oder ein Volumen Isopropanol
versetzt. Die Fallungen erfolgten fur mindestens eine Stunde bei —20C. Die Nukleinsuren
wurden durch eine Zentrifugation bei 4C und 16.060 g fir 30 Minuten sedimentiert und das
Sediment mit 70% Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in H,O aufgenommen
(Sambrook et al. 1989).

24.7 RNA-Isolierung

Far Arbeiten mit RNA wurden alle Lésungen mit DEPC-H,O angesetzt, um den Abbau der
RNA durch RNasen zu verhindern. Plastik- und GlasgefaBe, sowie Morser, Spatel etc.
wurden mit 13% Natriumhypochlorid gereinigt und anschlieBend autoklaviert.

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem NucleoSpin RNA Il Kit von Macherey-Nagel nach
Angaben des Herstellers.

2438 Erststrang-cDNA-Synthese

Die Erststrang-cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des ,SuperScript Il RNase H- Reverse
Transcriptase Kit” von Invitrogen nach Angaben des Herstellers. Dabei wurden 5 yg Gesamt-

RNA und 0,5 ug Oligo(dT)+s-Oligonukleotide eingesetzt.

249 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde mit 50 ng cDNA als Matrize und einer Oligonukleotidkonzentration von 2 uM
in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefiihrt. Der Ansatz enthielt 2 mM
Magnesiumacetat; 0,25 mM je dNTP und einen Polymerase-spezifischen Puffer. Der High-
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Fidelity-Puffer wurde zur Amplifizierung von Fragmenten, die kleiner als 500 bp sind,
verwendet. Der Tuning-Puffer dagegen wurde bei Amplifikationen gréBerer Fragmente
eingesetzt. Um unspezifische Amplifikationen zu vermeiden, wurde eine Hot-Start-PCR
durchgefiihrt. Dabei wurde der Triple Master Polymerase-Mix von Eppendorf (1 Unit) erst
nach Erwdrmung des Ansatzes hinzu pipettiert. Die PCR-Reaktionen wurden im
Thermocycler Primus 25 (PeqLab) durchgefiihrt. Nach einer anfanglichen Denaturierung von
zehn Minuten bei 98T wurden 30 Zyklen von einer Minute bei 95T, einer Minute bei 68T
und 75 Sekunden bei 72T durchgefihrt. Es folgten weitere zehn Minuten bei 72T.
AnschlieBend wurden die Reaktionen auf einem Agarosegel kontrolliert (siehe 2.4.5).

2.4.10 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Das gewtinschte DNA-Fragment wurde unter langwelligem UV-Licht mit einem Skalpell aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des ,QlAquick Gel Extraction Kit“ von Qiagen

nach Herstellerangaben aus der Gelmatrix gereinigt.

2.4.11 Enzymatische Modifikationen von DNA
2.4.11.1  Ligation in pGEM°®-T Easy

Die Ligation in den Vektor pGEM®-T Easy wurde mit Hilfe des Kit ,,pGEM®-T Easy Vector
Systems* von Promega nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

24.11.2 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Alle Ligationen wurden mit 100 ng Vektor, 1 x T4 DNA-Ligase-Puffer und 5 U T4 DNA-Ligase
in einem Volumen von 15 ul durchgefuhrt. Das Insert wurde in einem Verhéltnis zum Vektor

von 10:1 eingesetzt. Die Ligation erfolgte Uber Nacht bei 16<C im Kryostaten.

24113 Dephosphorylierung von DNA

Vektoren wurden fur die Ligation mit glatten Enden in der multiplen Klonierungsstelle mit
Hincll geschnitten und mit der alkalischen Phosphatase dephosphoryliert. Dazu wurde die
DNA fir eine Stunde bei 37C mit 1 U Calf Intestine Alkaline Phosphatase inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Erhitzen fur 15 Minuten bei 85T gestoppt.

24114 Phosphorylierung von DNA

Far die Ligation mit glatten Enden wurde das PCR-Amplifikat durch die Polynukleotidkinase
phosphoryliert und mit dem Klenow-Fragment aufgefullt.
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Die Phosphorylierung von DNA-Fragmenten wurde nach Zugabe von 10 mM ATP und
5 U Polynukleotidkinase pro pyg DNA fir eine Stunde bei 37C durchgefliihrt. Das Enzym
wurde durch Inkubation fir zehn Minuten bei 70T in aktiviert.

2.4.11.5 Glatten von 5°-Uberhingen der DNA

Das Auffiillen von 5-Uberhdngen erfolgte durch Zugabe von 2 U Klenow-Fragment pro pg
DNA und den Desoxyribonukleotiden in Endkonzentrationen von je 0,25 mM. Nach einer
Inkubation fur 30 Minuten bei 37C wurde das Enzym durch Zugabe von 5 pyl 0,5 M EDTA
gestoppt.

2.4.11.6 Restriktion von DNA

Restriktionsspaltungen wurden in einem Volumen von 20 pl, mit dem fur das Enzym
entsprechenden Puffer, durchgefuhrt, wobei je 1-5 Units Enzym pro pg DNA eingesetzt
wurden. Die Restriktionen wurden zwei Stunden bei 37<C durchgefihrt.

2.4.12 Préparation von kompetenten E.coli-Zellen

5 ml LB-Medium wurden mit 50 ul einer Glycerin-Dauer-Kultur angeimpft und Gber Nacht bei
37T auf dem Schittler inkubiert. Am nachsten Morge n wurden 50 ml LB-Medium auf 37C
vorgewarmt und dann mit 1/100 Volumen der Ubernachtkultur angeimpft. Die Zellen wurden
auf dem Schiittler bei 37C und 200 rpm angezogen bis eine ODgy von 0,6 erreicht war.
Dann wurden die Zellen fir 60 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend durch eine
15miniitige Zentrifugation bei 4.000 g und 4T pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
das Pellet in 25 ml eiskaltem 100 mM CaCl, vorsichtig durch Schwenken resuspendiert. Die
Zellen wurden erneut fur 60 Minuten auf Eis inkubiert und wie zuvor sedimentiert. Das Pellet
wurde in 5 ml eiskaltem 100 mM CaCl, vorsichtig resuspendiert. Dann wurde 15% (v/v)
Glycerin zugegeben, gut gemischt und fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden zu
je 100 ul in vorgekuhlte EppendorfgefaBBe aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei —80T gelagert.

2.4.13 Hitzeschock-Transformation von E.coli

100 pl kompetente Zellen wurden mit 5 pl Ligationsansatz oder 0,5 pl Plasmid-DNA gemischt
und fir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 45 Sekunden bei 42T
wurden die Zellen fir zwei Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden 0,9 ml LB-Medium
zugegeben und die Zellen fir eine Stunde bei 37C und 200 rpm auf dem Schittler
regeneriert. Von den transformierten Zellen wurden je 100 ul pro Platte ausplattiert. Die
Platten wurden Gber Nacht bei 37T inkubiert.
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2414 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fir die Plasmid-Isolierung wurden mehrere Kulturréhrchen mit je 5 ml LB-Medium (mit dem
entsprechenden Antibiotikum) mit je einer einzelnen Kolonie angeimpft. Die Kulturen wurden
Uber Nacht bei 37T und 200 rpm auf dem Schuttler a ngezogen.

Alle Zentrifugationsschritte wurden in einer Biofuge Fresco von Heraeus bei 16.060 g
durchgefiihrt. 1,5 ml der Ubernachtkultur wurden durch eine dreiminitige Zentrifugation
sedimentiert. Der Uberstand wurde vollstandig abgegossen und das Pellet mit 500 pl 10 mM
MgSO, gewaschen. Die Zellen wurden wie zuvor pelletiert und das Pellet in 100 pl Lésung 1
(25 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNase) durch Vortexen resuspendiert.
Nach einer funfminutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde durch Zugabe von 200 pl
Lésung 2 [200 mM NaOH; 1% (w/v) SDS] die alkalische Lyse gestartet. Nach drei Minuten
auf Eis wurden 150 ul eiskalte Lésung 3 (49,7 g Kaliumacetat; 29,5 ml konz. Essigsdure ad
200 ml H,O) zugegeben und somit die Lyse gestoppt. Die Proben wurden fanf Minuten auf
Eis inkubiert und dann 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit zwei Volumen
absolutem Ethanol versetzt und fir zehn Minuten bei —20CT gefallt. Nach einer 15mindtigen
Zentrifugation wurde das Pellet 2 x mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen. Die Proben wurden
finf Minuten zentrifugiert, das Pellet an der Luft getrocknet und in 30 yl 10 mM Tris-HCI
pH 8,0 aufgenommen.

Fir eine Maxi-Plasmid-Préaparation wurde das Kit ,NucleoBond PC 500 von Macherey-
Nagel verwendet. Die Durchflihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers mit 100 ml
Ubernachtkultur.

2.4.15 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung erfolgte mit Hilfe des ,DYEnamic Direct Cycle Sequencing Kit* der Firma
Amersham Biosciences nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al. 1977).
Die Sequenzierung wird in vier Reaktionsgemischen gleichzeitig durchgeflhrt. Jeder Ansatz
unterscheidet sich nur im jeweiligen 2‘, 3‘-Didesoxynukleotid. Den ddNTP’s fehlt am 3'-C-
Atom der Ribose die OH-Gruppe, so dass der Einbau eines ddNTP’s zu einem Abbruch der
PCR-Reaktion fuhrt.

Fir Sequenzierungen wurden 2 pg Plasmid-DNA in einem Volumen von 18 ul
eingesetzt. Jeweils 3 pl der mit Fluoreszenzfarbstoffen-markierten Oligonukleotide M13 for
und M13 rev (je 1 pmol/ul) wurden zu der Plasmid-Probe gegeben. 5,5 ul dieses Gemisches
wurden in 3 yl einer 1:3 Verdinnung mit H,O des jeweiligen Terminationsmixes (0,94 mM
dNTP; 250 mM Tris-HCI pH 9,5; 12,5 mM MgCl,; 3,1 yM ddATP bzw. ddCTP bzw. ddGTP
bzw. ddTTP; Thermo Sequenase™) (berfiihrt. Alle Proben wurden mit 14 pyl Mineraldl
Uberschichtet. Die Sequenzreaktion wurde im Thermocycler Primus 96 Plus (MWG)

durchgefuhrt. Nach einer anfanglichen Denaturierung von drei Minuten bei 99C Minuten
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wurde die Reaktion in acht Zyklen von einer Minute bei 99T, flinf Minuten bei 35T und vier
Minuten bei 69T durchgefihrt.

Nach der Reaktion wurden die Proben mit 7 ul Stop/Ladepuffer [95% (v/v) Formamid;
10 mM EDTA; 0,1% (w/v) Fuchsin basisch; 0,01% (w/v) Bromphenolblau] versetzt und fur
drei Minuten bei 70C denaturiert.

2.4.16 Sequenziergele

Je 2 pl der Sequenzier-Reaktion wurden auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel
aufgetragen. Die Sequenziergele (2,1 g Harnstoff; 4,66 ml 40% Rapid Gel XL; 5 ml
10 x TBE; 24 ml H,O; 333 ul APS; 33 ul TEMED) hatten eine Ladnge von 66 cm und eine
Dicke von 0,2 mm. Die Elektrophorese wurde in einem Long Reader 4200 der Firma Li-Cor
Biosciences durchgefihrt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei einer Spannung
von 3000 V, einer Leistung von 75 W, einer Stromstérke von 30 mA und einer Temperatur
von 45C. Der Vorlauf dauerte 30 Minuten, die Auftr ennung der DNA-Fragmente 14 Stunden.
TBE (90 mM Tris-Borat; 2 mM EDTA) diente als Laufpuffer. Die Oligonukleotide wurden
durch einen Infrarot-Laser zur Fluoreszenz angeregt, wodurch die DNA-Fragmente detektiert
wurden. So entstanden fiir jede Probe vier zeitaufgeldste Fluoreszenzspekiren, aus deren
Uberlagerung sich die DNA-Sequenz ergab. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit
Hilfe des Programmes ,,e-Seq" (LiCor Biosciences).

2417 Praparation von E. coli Zell-Lysaten und Ni-NTA-Reinigung unter nativen
Bedingungen

Fur die heterologe Expression in E. coli BL21(DE3) wurde 1 | LB-Medium mit 5 ml einer

Ubernachtkultur beimpft und bis zu einer ODggo von 0,5-0,6 bei 37<C und 200 rpm kultiviert.

AnschlieBend wurde die Kultur durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Nach Wachstum fir

vier Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation (4.000 g, 10 min, 4C) geerntet. Die

pelletierten Zellen wurden bei 4T eingefroren.

Das Zellpellet wurde 15 Minuten auf Eis inkubiert und dann in 4 ml Lysispuffer (50 mM
NaH,PO,; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; pH 8,0) pro g Frischgewicht resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschallbehandlung (6 x 10 Sekunden, 10%; 10 Sekunden
Pause zwischen den Pulsen) auf Eis. Das Lysat wurde fur 30 Minuten bei 4T und 10.000 g
zentrifugiert und der Uberstand mit 1 ml 50% Ni-NTA-Agarose (in Lysispuffer &quilibriert) pro
4 ml Lysat versetzt und fir eine Stunde bei 4C auf dem Schiittler inkubiert.

Das Lysat-Ni-NTA-Gemisch wurde eine Minute bei 2.000 g zentrifugiert und das Ni-NTA-
Pellet zwei Mal mit Waschpuffer (50 mM NaH,PQO,; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH 8,0)
gewaschen. Die rekombinanten Proteine wurden 4 x mit 0,5 ml Elutionspuffer (50 mM
NaH,PO,; 300 mM NaCl; 250 mM Imidazol; pH 8,0) eluiert.
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2.4.18 Praparation von E. coli Zell-Lysaten und Ni-NTA-Reinigung unter
denaturierenden Bedingungen

Das Pellet einer 50 ml Bakterienkultur wurde mit 4 ml Lysispuffer (100 mM NaH.PO,4, 10 mM
Tris-HCI; 8 M Harnstoff; pH 8,0) pro g Frischgewicht resuspendiert und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend fur 20 Minuten bei 10.000 g und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 ml in Lysispuffer &quilibrierter 50%
Ni-NTA-Agarose versetzt und fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiuttler
inkubiert.

Das Lysat-Ni-NTA-Gemisch wurde eine Minute bei 5.000 rpm zentrifugiert, das Ni-NTA-
Pellet zwei Mal mit Waschpuffer (100 mM NaH,PO,; 10 mM Tris-HCI; 8 M Harnstoff; pH 6,3)
gewaschen und das rekombinante Protein vier Mal mit je 0,5 ml Elutionspuffer (100 mM
NaH.PO,; 10 mM Tris-HCI; 8 M Harnstoff; pH 4,5) eluiert.

2.4.19 Isolierung und Aufschluss von Inclusion Bodies

Das Pelett einer 50 ml Bakterienkultur wurde in 600 yl Lésung 1 [50 mM Tris, pH 8,0; 25%
(w/v) Saccharose; 1 mM EDTA] resuspendiert und 10 mg/ml Lysozym zugegeben. Der
Ansatz wurde zunéchst fir 30 Minuten und dann nach Zugabe von 83 ul Lésung 2 [100 mM
MgCl,; 10 mM MnCly; 100 pg/ml DNase |I; 1% (w/v) Na-Deoxycholat] weitere 30 Minuten bei
4<C inkubiert. Es wurden 1,5 ml Lésung 3 [20 mM Tris, pH 7,5; 200 mM NaCl; 1% (v/v) Triton
X-100] zugegeben, gemischt und zehn Minuten bei 16.060 g und 4T zentrifugiert. Der
Uberstand, der die cytosolischen Proteine enthélt, wurde abgenommen und das Pellet in
1 ml Lésung 4 [0,5% (v/v) Triton X-100; 1 mM EDTA] resuspendiert. Es folgte eine weitere
Zentrifugation bei 16.060 g fur zehn Minuten. Dieser Waschvorgang wurde funf Mal
wiederholt und das Pellet anschlieBend in 300 yl Lésung 5 (10 mM Tris, pH 8; 8 M Harnstoff;
0,1 M NaH,PO,4; 10 mM B-Mercaptoethanol) resuspendiert.

2.4.20 Dialyse von Proteinen

Die Dialyse von Proteinen erfolgte tGber Nacht bei 4T gegen 5 | des entsprechenden Puffers
(10 mM Tris, pH 8; 0,1 M NaH,PO,). Am nachsten Morgen wurde erneut gegen frischen
Puffer fir zwei Stunden dialysiert. Als Dialysemembran dienten die ,,SIide-A-Lyzer® Dialysis-
Kassetten“ von der Firma PIERCE. Die Kassetten besaBen eine AusschlussgréBe von
7.000 Da und eine Kapazitat von 3-15 ml. Die Proben wurden mit Hilfe der ,,SIide-A-Lyzer® -5
ml-Spritzen und Nadeln in die Kassette gegeben.
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2.4.21 Gewinnung und Reinigung von Antikérpern

Die Gewinnung von Antikérpern wurde von der Firma Eurogentec (Liege, Belgien)
durchgefiihrt. Die Immunisierung wurde Uber 87 Tage durchgefuhrt und als Versuchstiere
dienten Kaninchen. Es wurden vier Immunisierungen subcutan am Nacken durchgefihrt,
wobei die zweite Immunisierung zwei Wochen nach der ersten erfolgte, die dritte weitere
zwei Wochen spater, wahrend die letzte Immunisierung 56 Tage nach der ersten
Immunisierung durchgefihrt wurde. Blut zur Kontrolle der Immunantwort wurde direkt vor der
ersten Immunisierung und je zehn Tage nach der dritten und vierten Immunisierung
entnommen.

Die Reinigung der Antikdrper erfolgte mit Hilfe des ,Melon™ Gel IgG spin Purification” Kit
von PIERCE nach Angaben des Herstellers. Die Reinigung wurde in zwei Schritten

vollzogen.

2.4.22 Herstellung eines Protein-Rohextraktes von P. infestans

Far die Gewinnung eines Proteinrohextraktes aus P. infestans wurden die Hyphen durch
Mdorsern aufgeschlossen. Zunéchst wurde eine Flissigkultur durch mehrere Lagen Mull
filtriert und das Myzel mehrmals mit Wasser gewaschen, um Ruckstande des Mediums zu
entfernen. Dann wurde das Myzel in einem vorgekihlten Mérser auf Eis in flissigem
Stickstoff bis zur Homogenitéat zerkleinert. Der erhaltene Zellextrakt wurde mit 3 ml
Aufschluss-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,2 mM PMSF; 1 ul/ml Protease-
Inhibitor-Mix, Sigma) pro g Frischgewicht versetzt, gut geschuttelt und fir zehn Minuten bei
4T und 4.000 gin einer Megafuge 1.0R (Roter 7075) Zentrifuge zentrifugiert.

2.4.23 Isolation von Plasmamembranen aus P. infestans

Wie in 2.4.22 beschrieben wurde ein Rohextrakt hergestellt und dieser mit 3 ml pro g
Frischgewicht TNE-Puffer (25 mM Tris-HCI, pH 7,6; 10 mM NaF; 30 mM Na-Pyrophosphat;
10 mM Glycerophosphat; 150 mM NaCl; 1 yl/ml Protease-Inhibitor-Mix, Sigma) lysiert. Das
Lysat wurde 30 Minuten bei 4C unter vorsichtigem S chdtteln inkubiert und anschlieBend fur
zehn Minuten bei 4.000 g und 4T in einer Beckman Zentrifuge zentrifugiert. Durch eine
zweistindige Zentrifugation bei 100.000 g und 4T im Beckman Rotor Vti50 wurden die
Plasmamembranen sedimentiert. Die pelletierten Plasmamembranen wurden in TNE-Puffer
mit 2% (v/v) Triton X-100 und 1 pl/ml Protease-Inhibitor-Mix resuspendiert und flr eine

Stunde bei 4T unter vorsichtigem Schutteln inkubie rt.
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2.4.24 Praparation Detergenz-resistenter Membranen (DRM) aus P. infestans

Die Isolierung von DRM wurde nach einem modifizierten Protokoll von Fiedler et al. (1993)
durchgefihrt.

Fir die Praparation von DRM wurden zunachst Proteinrohextrakte hergestellt und
Plasmamembranen isoliert (siehe 2.4.22 und 2.4.23), welche anschlieBend in kaltem TNE-
Puffer mit 2% (v/v) Triton X-100 resuspendiert wurden. Die Extraktion erfolgte durch
vorsichtiges Schitteln bei 4T fur eine Stunde. Die Triton X-100 solubilisierten Membranen
wurden mit 34 Volumen 60% OptiPrep® Density Gradient Medium (Sigma-Aldrich) gemischt,
so dass eine 45%ige Ldsung erhalten wurde. Diese Lésung wurde dann mit 35% und 5%
OptiPrep® Uberschichtet und fir zwei Stunden im Beckman Rotor Sw50 Ti bei 200.000 g fur
zwei Stunden bei 4C zentrifugiert. Die DRM, die als weiBe Bande an der Grenzflache
zwischen 35% und 5% sichtbar sind, wurden abgenommen und durch Zugabe von 50 mM
Octyl-B-D-Glucopyranoside und 50 mM Dodecyl-B-D-Maltoside und durch vorsichtiges
Schitteln bei 4C fir eine Stunde solubilisiert. Die Proteine wurden mit Hilfe von ,Amicon®
Ultra centrifugal filter devices® der Firma (Millipore) durch Zentrifugation bei 4C und 2.500 g
bis zum gewilnschten Volumen konzentriert. Die Konzentratoren hatten ein

Ausschlussvolumen von 10.000 Da.

2.4.25 Proteinbestimmung nach Bradford

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford werden Proteine mit dem Farbstoff Coomassie-
Blue G250 angeféarbt. Der Farbstoff besitzt eine negative Ladung, die mit den positiven
Ladungen eines Proteins eine Bindung eingeht. Durch diese Bindung geht der rote Farbstoff
in die blaue Form Uber, wodurch sich das Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm
verschiebt. Diese Anderung des Absorptionsverhaltens wird zur Konzentrationsbestimmung
von Proteinen genutzt (Bradford, 1976).

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 1-10 ul des Proteinrohextrakies mit einer 1:5-
Verdiinnung des Farbreagenzes (Bio-Rad Protein Assay) auf 1 ml aufgefillt. Nach einer
zehnmindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei A = 595 nm
gemessen. Die Proteinkonzentration wurde durch den Vergleich mit einer Eichgerade,
welche mit bekannten BSA-Konzentrationen erstellt wurde, ermittelt. Die Messungen wurden
mit Hilfe der Software Swift/Quantification der Firma Biochrom Ltd. durchgefunhrt.

2.4.26 Fallung von Proteinen mit Trichloressigsaure

Fir die Fallung von Proteinen mit Trichloressigsaure (TCA) wurde 1 ml Proteinlésung mit
600 ul kaltem 100%igem Aceton und 160 pl kalter 50%iger TCA gemischt und fur eine
Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde zehn Minuten bei 4C und 16.060 g
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zentrifugiert und das Proteinsediment zwei Mal mit 1 ml kaltem 50%igem Aceton gewaschen.

Das Proteinsediment wurde far circa 15 Minuten auf Eis getrocknet.

2.4.27 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das Trenngel [12%: 9,9 ml H,O; 12 ml Rotiphorese Gel 30; 7,5 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 ;
0,3 ml 10% (w/v) SDS; 0,3 ml 10% (w/v) Ammoniumperoxidsulfat; 0,012 ml TEMED] wurde
nach dem GieBen mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des Gels
wurde das Isopropanol dekantiert und die Phasengrenze mit H,O gewaschen. Das
Sammelgel [5%: 6,8 ml H,O; 1,7 ml Rotiphorese Gel 30; 3 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8; 0,1 ml
10% (w/v) SDS; 0,1 ml 10% (w/v) Ammoniumperoxidsulfat; 0,01 ml TEMED] wurde Uber das
Trenngel gegossen.

Die Proteinproben wurden mit 5 x Lammli-Ladepuffer [250 mM DTT; 5% (w/v) SDS; 37%
(viv) Glycerin; 200 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,015% (w/v) Bromphenolblau] versetzt, flir zehn
Minuten bei 95T denaturiert und mit einer Hammilto n-Spritze aufgetragen. Als
GroBenstandard diente entweder der ,Protein Ladder von MBI Fermentas oder der
.Precision Plus Protein™ Standard“ von Bio-Rad, als Laufpuffer wurde 1 x Tris-Glycin
[5 x Tris-Glycin: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS] verwendet. Die Auftrennung
erfolgte in einer Hofer-Kammer bei einer konstanten Spannung von 40 V Gber Nacht.

2.4.28 2D-Polyacrylamidgelelekrophorese

Bei der 2D-Gelelektrophorese werden Proteine in der ersten Dimension in einer
isoelektrischen Fokussierung nach ihrem isoelektrischen Punkt und in der zweiten

Dimension, der SDS-PAGE, nach ihrem Molekulargewicht getrennt.

2.4.28.1 Isoelektrische Fokussierung

Das Proteinsediment (siehe 2.4.26) wurde in 380 pl Rehydratisierungspuffer [7 M Harnstoff;
2 M Thioharnstoff; 2% (w/v) CHAPS; 1% (w/v) DTT; 0,5% (v/v) IPG Puffer pH 4-7; 0,002%
(w/v) Bromphenolblau] resuspendiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, wobei
mehrfach vorsichtig gemischt wurde. AnschlieBend wurde zehn Minuten bei 16.060 g und
Raumtemperatur zentrifugiert und mit dem Uberstand ein IPG Strip (Immobiline Dry Strips,
GE Healthcare, pH 4-7, 18 cm) beladen. Dazu wurde die Proteinlésung in die Mitte einer
Keramik-Kammer (Strip Holder, GE Healthcare) pipettiert und der IPG-Strip mit der Gelseite
nach unten in die Ldsung uberfuhrt. AnschlieBend wurde der Strip mit Cover Fluid
Uberschichtet.

Die Rehydratation und isoelektrische Fokussierung erfolgte in der Ettan IPGphor IEF
Einheit (GE Healthcare) bei 20T und 5 pA pro IEF-Streifen. Die IPG-Strips wurden fur 12
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Stunden rehydratisiert. Die isoelektrische Fokussierung wurde nach dem folgenden Protokoll
durchgefiihrt: 100 V, 1h; 200 V, 1h; 500 V, 1h; 1.000 V, 1h; linearer Gradient 1000-2000 V,
1h; 2.000 V, 5h.

2.4.28.2  Aquilibrierung und 2. Dimension

Nach Beendigung des Protokolls wurde der IPG Strip 15 Minuten in 10 ml
Aquilibrierungslésung [50 mM Tris-HCI pH 8,8; 6 M Harnstoff; 30% (v/v) Glycerin; 2% (w/v)
SDS; 0,002% (w/v) Bromphenolblau] mit 1% DTT bei Raumtemperatur geschwenkt.
AnschlieBend wurde die Aquilibrierungslésung durch neue Lésung mit 2,5% lodacetamid
ersetzt und erneut 15 Minuten unter Schatteln inkubiert.

Der IPG Strip wurde mit der Plastikseite an der Glasplatte auf ein denaturierendes
12%iges Trenngel (siehe 2.4.27) platziert und mit Agarose Sealing Solution [1 x Tris-Glycin-
Puffer; 0,5% (w/v) Agarose-M; 0,002% (w/v) Bromphenolblau] Uberschichtet. Die
Elektrophorese erfolgte tGber Nacht bei 40 V pro Gel.

Die so erstellten Coomassie-geféarbten (siehe 2.4.29) 2D-Gele wurden eingescannt und
mit der Software Progenesis SameSpots v2.0 (nonlinear dynamics, Newcastle upon Tyne,
UK) ausgewertet. Die Gele wurden mit manueller Hilfe zur Uberlagerung gebracht, ein
Mittelwert-Gel wurde fir jede Gruppe von Gelen erzeugt und die betreffenden Spots auf den
verschiedenen Gelen quantitativ verglichen.

2.4.29 Farben von Proteinen im Gel mit Coomassie Brilliant Blau

Fiar die Farbung mit Coomassie Brilliant Blau wurde das Gel bis zur Farbsattigung unter
Schitteln in Farbelésung [7,5% (v/v) Essigséure; 50% (v/v) Methanol; 0,1% (w/v) Coomassie

Brilliant Blau] inkubiert und anschlieBend in 10% Essigsaure/50% Methanol entfarbt.

2.4.30 Western-Transfer-Analyse

Die durch SDS-PAGE getrennten Proteine wurden mittels der ,,Semidry-Blotting-Methode*
(Khyse-Anderson 1984) auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Dazu wurden sechs
Lagen 3 MM-Whatman-Papier und eine Hybond C-extra Nitrocellulosemembran auf die
GréBe des Trenngels zurechtgeschnitten. Die Membran und die Whatman-Papiere wurden
mit Transferpuffer [39 mM Glycin; 48 mM Tris; 0,037% (w/v) SDS; 20% (v/v) Methanol]
getréankt und der Blot wie folgt zusammengebaut: auf die Anode wurden luftblasenfrei drei
3MM-Whatman-Papiere, die Nitrocellulosemembran, das SDS-Gel und wieder drei 3MM-
Whatman-Papiere gelegt. Der Aufbau wurde mit der Kathode der Blot-Apparatur

abgeschlossen.
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Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei einer konstanten Stromstérke
von 0,65 mA/cm? fiir eine Stunde. Die Effizienz des Transfers wurde durch Farbung der
Membran mit Ponceau S [0,5% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v) Essigsaure] Uberprift. Die
Entfarbung erfolgte mit Leitungswasser. Das Gel wurde zur Kontrolle mit Coomassie Brilliant
Blau geféarbt.

2.4.31 Immunodetektion von Proteinen

Um unspezifische Bindestellen auf der Membran abzuséttigen, wurde die Membran fir eine
Stunde im Blocking-Reagenz [TBS mit 3% (w/v) BSA] geschwenkt. Dann wurde die
Membran 2 x zehn Minuten mit TTBS [0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,05% (v/v)
Tween 20; 0,2% (v/v) Triton X-100] und 1 x zehn Minuten mit TBS (10 mM Tris-HCI pH 7,5;
150 mM NaCl) gewaschen. Die Membran wurde zusammen mit dem ersten Antikérper im
Blocking-Reagenz fur eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert. Die
Membran wurde wie zuvor gewaschen. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei
Raumtemperatur und unter Schitteln mit dem sekundaren Antikérper in TBS mit 5%
Magermilchpulver. AnschlieBend wurde die Membran 3 x zehn Minuten mit TTBS
gewaschen.

Die Nachweisreaktion der Meerrettich-Peroxidase erfolgte durch Mischen von 3 mi
Lésung A (0,1 M Tris-HCI, pH 8,6; 1,25 mM Luminol) mit 300 yl Lésung B (6 mM para-
Hydroxycoumarinsaure in DMSO) und 0,9 pl 30% (v/v) H.O.. Das Gemisch wurde auf die
Membran gegeben, gleichmaBig auf dieser verteilt und zwei Minuten lang inkubiert. Die
Membran wurde aus der Ldsung genommen, luftblasenfrei zwischen 2 Kilarsichthiillen
gepackt und in eine Filmkassette gelegt. In der Dunkelkammer wurde ein Chemiluminescent
Detection Film (Roche) aufgelegt. Nach einer zweiminutigen Inkubation wurde der Film finf
Minuten in Entwicklerlésung [GBX-Entwickler und —Fixierer (Kodak), 1:5 verdunnt]
geschwenkt, gewaschen und funf Minuten fixiert.

Die folgenden Antikdrper wurden in der Immunodetektion eingesetzt: His-Tag®
Monoclonal Antibody, mouse monoclonal antibody 1gG,, 5 x His (Novagen), 1:2:000; Anti-
Ces und Anti-Chi, 1:1.000-1:5.000; Monoclonal Anti-Actin, Clone AC-40, Purified Mouse
Immunoglobulin (Sigma), 1:500; Anti-human a-Tubulin, mouse monoclonal antibody 1gG;,
(Cedarlane® Laboratories), 1:500; Immunopure Goat Anti-Mouse 1gG (H+L), Peroxidase
gekoppelt, 1:30.000; Anti-Rabbit IgG, Peroxidase gekoppelt (Sigma), 1:70,000.
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2.4.32 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen
2.4.32.1 Tryptische Spaltung von Proteinen in SDS-Gelen

Die tryptische Spaltung von Proteinen erfolgte nach dem Protokoll von Jensen et al. (1998).
Die zu analysierenden Proteinbanden wurden mit einem Skalpell aus einem Coomassie-
geféarbten SDS-Gel geschnitten. Die Gelsticke wurden zundchst zweimal fur 15 Minuten in
einem Schuttelinkubator mit zwei Volumen 50% Acetonitril und dann einmal mit einem
Volumen 100% Acetonitril gewaschen (ein Volumen entspricht dabei der Menge, die das
Gelstlck vollstandig bedeckt). Dann wurden die Gelstiicke fur finf Minuten mit einem
Volumen 100 mM Ammoniumbicarbonat versetzt, anschlieBend ein Volumen Acetonitril
zugegeben und weitere 15 Minuten auf dem Schiuttler inkubiert. Die Flissigkeit wurde
abgenommen und die Proben in der Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Zur Reduzierung von
Disulfidbricken innerhalb der Proteine wurden zwei Volumen 10 mM DTT (in 100 mM
Ammoniumbicarbonat) zugegeben und 45 Minuten bei 56T inkubiert. Das Gelstiick wurde
far fanf Minuten bei Raumtemperatur abgekihlt und die Fllssigkeit vollstdndig dekantiert.
Zur Verhinderung von Protein-Aggregaten wurde eine irreversible Alkylierung der
Cysteinreste mit lodacetamid durchgefihrt. Die Proben wurden mit zwei Volumen 55 mM
lodacetamid (in 100 mM Ammoniumbicarbonat) versetzt und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Reduktion und Alkylierung wurde das
Gelstick erneut mit einem Volumen 100 mM Ammoniumbicarbonat fir 15 Minuten unter
Schitteln bei Raumtemperatur gewaschen. Nach Zugabe von einem Volumen Acetonitril
wurde der Waschvorgang fur 15 Minuten weitergefuhrt. AnschlieBend wurde das Gelstlick
erneut in der Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Zum Gelstlick wurden 10 pyl Trypsin (1 ng/ulin
50 mM Ammoniumbicarbonat) zur Spaltung der Carboxylgruppe von Lysin und Arginin
gegeben und fur zehn Minuten auf Eis inkubiert. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt bis
das Gelstiick aufgequollen war. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und die
Probe nach Zugabe von einem Volumen 25 mM Ammoniumbicarbonat Gber Nacht bei 37C
proteolytisch zersetzt.

Die Ansatze wurden kurz abzentrifugiert und zur Extraktion der Peptidfragmente aus
dem Gel fur zwei Minuten im Ultraschallbad inkubiert. Der Uberstand wurde in ein neues
GefaB Uberfuhrt und das restliche Gelstlck erst fur 20 Minuten mit einem Volumen 25 mM
Ammoniumbicarbonat und dann fir 15 Minuten mit einem Volumen Acetonitril unter
Schitteln inkubiert. Es folgte erneut eine zweiminatige Behandlung im Ultraschallbad. Der
Uberstand wurde zum zuvor gesammelten hinzugegeben und die tryptische Spaltung durch
eine zweimalige Behandlung mit je einem Volumen 5% Ameisenséure/Acetonitril (1:1)
gestoppt. Die Uberstéande wurden ebenfalls gesammelt und die vereinigten Uberstande dann

bei 60T in der Vakuumzentrifuge eingeengt. Die Pro ben wurden bei -20T gelagert.
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2.4.32.2 Proteinsequenzierung

Vor der Proteinsequenzierung wurden die Peptide in 4% (v/v) Methanol/1% (v/v)
Ameisenséure geldst, uber C18-Zip Tips (Millipore) entsalzt und in 60% (v/v) Methanol/1%
(v/v) Ameisenséaure eluiert. Die Sequenzierung erfolgte unter Verwendung eines (ESI)-Qqg-
TOF-MS/MS (Applied Biosystems QSTAR XL). Borosilikat-Kapillare mit Gold/Palladium-
Uberzug von Proxeon wurden dabei als ESI-Quelle verwendet. Ubersichtsspektren in einem
Massenbereich von 350-1000 m/z bei positiver Polaritdt wurden mit Hilfe des Programms
Analyst QS (Applied Biosystems) aufgenommen. Durch kollisionsinduzierten Zerfall wurden
zweifach und dreifach geladene Peptide (Vorlduferionen) fragmentiert und die resultierenden
Spektren der Produkte mit dem Programm Analyst QS ausgewertet. Die erhaltenen
Peptidsequenzen wurden durch BLASTp-Suche in der P. infestans Datenbank
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/phytophthora_infestans/Downloads.html;jsessi
onid=DFC9AE845B7659CC7F5A97B92BE46776) identifiziert.

2.4.33 Mikroskopische Untersuchungen
2.4.33.1 Mikroskopie

Mikroskopische Untersuchungen wurden mit einem Axiophot Mikroskop von Zeiss
(Deutschland) durchgefuhrt. Das Mikroskop verflgte Uber Objektive mit 2,5-; 10-; 20-; 40-
und 100-facher VergréBerung und war mit der Kamara ,Olympus DP50“ ausgeristet. Die
Bilder wurden mit der Software ANALYSIS 3.0 (sis, Mlnster, Germany) bearbeitet.

Alternativ. wurden mikroskopische Untersuchungen mittels der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie durchgefiihrt. Dazu diente das Mikroskop Axio und das LSM 510 Meta
Laser Module von Zeiss. Das Mikroskop war mit Objektiven mit 10-; 40-; 63- und 100-facher
VergréBerung ausgestattet. Mit der Software LSM Image Browser (Zeiss) wurden die Bilder
anschlieBend bearbeitet.

2.4.33.2 Immunofluoreszenz-Mikroskopie

Die Immunofluoreszenz-Mikroskopie wurde nach dem Protokoll von Toquin et al. (2006)
durchgefuhrt.

Zunéchst wurden die Zellen in 1 x PBS (Lésung aus 0,01 M KoaHPO4 mit 0,15 M NaCl
durch Zugabe einer Lésung mit 0,01 M KH2PO4 mit 0,15 M NaCl auf einen pH-Wert von 6,8
einstellen) mit 4% Formaldehyd fir 30 Minuten fixiert und anschlieBend drei Mal zehn
Minuten mit 1 x PBS-Puffer gewaschen. Dann wurden die Zellwdnde durch eine
zehnminitige Inkubation mit 2 mg/ml Driselase (Sigma), 2 mg/ml Cellulase “Onozuka R-10"
(Serva) und 2 mg/ml Lysing Enzymes (Sigma) in 1 x PBS angedaut. Nach dreimaligem
Waschen mit 1 x PBS wurde die Membran durch eine Behandlung mit 0,5% Triton X-100 far
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zehn Minuten permeabilisiert und erneut drei Mal gewaschen. Die fixierten Zellen wurden
Uber Nacht bei Raumtemperatur mit 1 x PBS mit 3% Milchpulver blockiert. Die Inkubation mit
dem priméren Antikdérper in 1 x PBS mit 3% Milchpulver wurde bei Raumtemperatur fir zwei
Stunden durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen mit 1 x PBS wurden die Zellen fur zwei
Stunden mit dem sekundéaren Antikdrper (Alexa fluor goat anti rabbit I1gG, invitrogen) in 1 x
PBS mit 3% Magermilchpulver im Dunkeln inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellen 3 x mit
1 x PBS gewaschen. Fur die Mikroskopie wurden Myzelstlicke in einen Tropfen 1 x PBS
dberfuhrt und mit dem 100-er Objektiv untersucht. Die Anregung des Farbstoffes erfolgte mit
dem Laser der Anregungswellenldnge von 495 nm. Das Emissionsmaximum liegt bei einer

Wellenlange von 519 nm.

2.4.33.3 Farbung von Sterolen mit Filipin

Die Zellen wurden fixiert und die Zellwande partiell angedaut (siehe 2.4.33.2). Nach
dreimaligem Waschen mit 1 x PBS wurden die Zellen fir zwei Stunden im Dunkeln mit
25 pyg/ml Filipin (Sigma, Stammlésung in Methanol) in 1 x PBS inkubiert. AnschlieBend
wurde drei Mal 15 Minuten mit 1 x PBS gewaschen.

2.4.33.4 Farbung von Chitin mit Texas Red-markiertem Wheat Germ Agglutinin

Fir den Nachweis von (3-(D-1,4-N-Acetylglucosamin); wurde Texas Red-markiertes Wheat
Germ Agglutinin (Molecular Probes) verwendet. Dazu wurden 5 mg in 2,5 ml 1 x PBS geldst.
Vor der Markierung wurde diese Ldésung mit 1 x PBS auf 0,1 mg/ml verdinnt und
Myzelsticke nach der Fixierung 30 Minuten in der Suspension inkubiert. Durch dreimaliges
Waschen mit 1 x PBS wurde Uberschissige Féarbelésung entfernt. Die Anregung des
Farbstoffes erfolgte mit dem Laser der Anregungswellenldange von 543 nm. Als
Emissionsfilter diente der Filter 575-640. Das Myzel in einem Tropfen 1 x PBS wurde mit
dem 100-er Objektiv analysiert.

2.4.34 Bioinformatische Methoden

Sequenzvergleiche und Datenbanksuchen wurden mittels BLAST-Analyse (Altschul et al.
1997) durchgefihrt. Dazu wurde die Sequenz-Datenbank von NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) genutzt.

Nukleinsduresequenzen wurden mit Hilfe des Programms ,revseq“ revers
komplementiert und mit dem Programm ,merger* zur Uberlappung gebracht. Fir die
Ubersetzung von Nukleinsduresequenzen in ihre sechs méglichen Leseraster wurde das
Programm ,transeq“ genutzt. Das Programm ,Protstats“ diente der Ermittlung des

Molekulargewichts und des isoelektrischen Punktes von Proteinen. Mit Hilfe des
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Programmes ,Tmap“ wurden transmembrane Regionen vorhergesagt. Diese Programme
gehéren zum EMBOSS-Programmpaket (http://www.emboss.org/). Alternativ wurde das
Programm SeqMan von DNAstar zur Assemblierung verschiedener Sequenzen bzw. Protean
von DNAstar zur Identifizierung mdglicher  hydrophober Bereiche genutzt
(http://www.dnastar.com/). Globale, multiple Alignments wurden mit Hilfe des Programmes
Clustal W (Thompson et al. 1994) oder mit MUSCLE erstellt (Edgar 2004). Das Programm
.,Neighbor-net® (Bryant et al. 2004) diente zur Erstellung eines Netzwerkes. Mit dem

Programm SplitsTree 4 wurde das Netzwerk graphisch dargestellt.
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3. Ergebnisse

Trotz intensiver Forschungen zum biochemischen Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb
und Dimethomorph ist dieser noch weitgehend unbekannt. Sowohl Iprovalicarb als auch
Dimethomorph bewirken &hnliche morphologische Verénderungen von P. infestans, wie
perlschnurartige Einschnurungen der Hyphen, globular verdickte Hyphenspitzen und eine
partielle Lyse der Zellwénde. Beide Wirkstoffe verursachten eine Verdickung der Zellwand,
wobei sich die Markierungsdichte fur Cellulose nach einer Behandlung mit Iprovalicarb, nicht
jedoch nach einer Dimethomorph-Behandlung, signifikant erhéhte (Jende 2001). Diese
Ergebnisse zusammen mit der Tatsache, dass die Encystierung der Zoosporen durch
Iprovalicarb und Dimethomorph inhibiert wird, deuten darauf hin, dass der Wirkort beider
Wirkstoffe im Bereich der Zellwandsynthese liegt (Cohen et al. 2007).

Aufgrund dieser Vermutung sollte die Wirkung von Iprovalicarb auf das Enzym, das die
Hauptkomponente der Zellwand synthetisiert, die Cellulose-Synthase, untersucht werden.
Dazu sollten Antikérper gegen den cytosolischen Bereich dieses Membranprotein-
Komplexes hergestellt werden, um die Lokalisation und Verteilung des Enzyms nach einer
Behandlung mit Iprovalicarb detektieren zu kénnen.

3.1 Herstellung von Antikérpern gegen Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase

Zu Beginn dieser Arbeit war das Genom von P. infestans noch nicht vollstandig
sequenziert und die Sequenz der Cellulose-Synthase von P. infestans war nicht bekannt.
Darum wurde mit der Cellulose-Synthase-Sequenz von Anabaena (Zugangsnr. Q8YQRZ2)
eine BLAST-Suche in der Datenbank P. infestans Unigenes Syngenta durchgeflihrt. Es
wurden sechs Treffer detektiert (E7.3169.C2, E7.3169.C3, E7.4287.C1, E7.4287.C2,
E7.4311.C1 und E7.4525.C1), von denen fiinf Ahnlichkeiten zur Cellulose-Synthase
besaBen (E7.3169.C2, E7.3169.C3, E7.4287.C1, E7.4287.C2, E7.4525.C1). Diese finf
Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms DNAstar SeqMan zur Uberlagerung gebracht
und ein Contig (Contig_C2aC3) ausgesucht. Basierend auf den Informationen des CESA1-
Proteins von Arabidopsis (SwissProt/TrEMBL Nr. 048946) und eines multiplen Alignments
(siehe Anhang) mit zehn A. thaliana CESA-Sequenzen, der Cellulose-Synthase-Sequenz
von Anabaena, den P. infestans Treffer-Sequenzen (E7.4287.C1, E7.4287.C2, E7.4525.C1)
und dem Contig Contig_C2aC3 wurde die cytosolische Doméne identifiziert, welche fur die
Produktion von Antikérpern bevorzugt wird. Die cytosolische Doméne von A. thaliana CESA1
umfasst die Aminoséurereste 321-856.

Basierend auf diesen Sequenzen wurden Oligonukleotide generiert. Mdgliche
hydrophobe Bereiche wurden mit Hilfe des Programms DNAstar Protean ausgeschlossen. In

Abb. 3.1 sind schematisch die Bereiche dargestellt, gegen die Antikdrper hergestellt wurden.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Domanenstruktur der Cellulose-Synthase héherer Pflanzen
und der ausgewéhlten cytosolischen Bereiche gegen die Antikérper hergestellt wurden.

Da die Zellwdnde von Oomyceten neben Cellulose auch Chitin enthalten, wurden auch
Antikorper gegen cytosolische Bereiche der Chitin-Synthase hergestellt (Abb. 3.2).

Zimoch und Merzendorfer (2002) haben Antikérper gegen ein 119 Aminosauren langes
Fragment der Chitin-Synthase von Manduca sexta, welches der Aminoséureposition 97-215
der Drosophila CS-1-Sequenz (Zugangsnr. AF227729) entspricht, hergestellt und diese
Antikérper erfolgreich in  Immunolokalisationen eingesetzt. Darum wurden die
entsprechenden Bereiche der Chitin-Synthase-Sequenzen von P. infestans fur die
Antikdrper-Produktion gewéhlt. Ein multiples Alignment mit ClustalW wurde erstellt (siehe
Anhang). Dabei wurden die konservierten Bereiche der Chitin-Synthase-Sequenzen, die
Zimoch und Merzendorfer in ihrem Alignment verwendet haben, und die Sequenzen Contig1
(BE776988) und Contig2 (CV947070) von P. infestans, die Ahnlichkeit zur Chitin-Synthase
besitzen, verwendet (Abb. 3.3). Auf diesem Alignment basierend wurden die Bereiche gegen
die Antikérper hergestellt wurden, ausgesucht und Oligonukleotide generiert. Mit Hilfe des
Programms ,, Tmap* des Emboss-Programmpaketes wurden mégliche hydrophobe Bereiche
ausgeschlossen.

8
2 Q 44 4 4 4 é 4 4
2222222235 ¢ % p 5 $3:s:2 =3
ITTTETET T ET X = mog 2 I T T I3 Tz
SR N O g O T 2 =2 S2R & 3D a o
C
cytosolisch
transmembran
CATMWHXT DXD QXFEY EDR QxxRW x
extrazellular
konserviert
174 aa (ChiS1)
1R2 aa (ChiS)

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur der Chitin-Synthase der Insekten und der
ausgewahlten cytosolischen Bereiche gegen die Antikérper hergestellt wurden.
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Lucilia DAASEIHQTRIRIRPPKKYPTPYGGRLVWTLPGKTKFFAHLKDKDRIRH RKRWSQVMYMY 711
Drosophila EAASEIHQTTIRLRPPKKYPTPYGGRLVWTLPGKTKF ITHLKDKDRIRHRKRWSQVMYMY 104
Helicoverpa EAASEVHQOTNIRIRPPKRLPAPYGGRLTWVLPGKTKMICHLKDKAKIRHRKRWSQVMYMY 101
Manduca EAASNVHQOTNIRIRPPKKYPAPYGGRLTWVLPGKTKMICHLKDKAKIRHRKRWSQVMYMY 706
Aedes EAALEVYKTKMRIYPPTKIVTPYGGRLIWTLPGRTKMIAHLKDKNKI RHKKRWSQVMYMY 698
Contig 1 _pinfestans —----FALKESKSSKLDSHQWYFNAFAE 23
Contig 2_pinfestans TSKGFETLNWCARLCDWIEGRVKEKHPR ————~———— 28
Lucilia YLLGHRIMELPIPVDRKDTIAENTYLLTLDGDIDFKPNAVTLLVDLMKK NKNLGAACGRI 771
Drosophila YLLGHRIMELPISVDRKDAIAENTYLLTLDGDIDFKPNAVTLLVDLMKKNKN LGAACGRI 164
Helicoverpa YLLGHRIMELPISVDRKEVMAENTYLLTLDGDIDFQPHAVRLLIDLMKKNKNLGAACGRI 161
Manduca YLLGHRIMELPIPVDRKEVMAENTFLLTLDGDIDFQPHAVRLLIDLMKKNKNLGAACGRI 766
Aedes YLLGYRIMOQLNTTPERKMVIAQNTYLIALDGDIDFQPKAVSLLVDRM KVDPDLGAACGRI 758
Contig 1 pinfestans  QIQ----———————m————m—n PEYTAVMDVGTMLTKSALYHLIFAFERNHQIGGACGQL 64
Contig 2_pinfestans PGVHKVGIP-VSNWDEDWVGPYLDEEEARRMWYTPVYCP 66
Lucilia HPVG----~ SGPMVWYQLFEYAIGHWLQKATEHMIGCVLCSPGCFSLFRGKALMDDNVMK 826
Drosophila HPVG----~ SGPMVWYQLFEYAIGHWLQKATEHMIGCVLCSPGCFSLFRGKALMDDNVMK 219
Helicoverpa HPVG—---~-~ SGPMVWYQMFEYAIGHWLQKATEHMIGCVLCSPGCFSLFRGKALMDDNVMK 216
Manduca HPVG——=--- SGPMVWYQLFEYAIGHWLQKATEHMIGCVLCSPGCFSLFRGKALMDDNVMK 821
Aedes HPVG----- TGPMVWYQIFEYAIGHWLQKATEHVIGCVLCSPGCFSLFRGRALMENSVMK 813
Contig 1 _pinfestans TVEKPFENLSNWVISAQHFEYKISNILDKSLESCFGFISVLPGAFSAYRYEAI RGAPLDA 124
Contig 2 pinfestans  HPID==—=—————m-] FSNMGYRLRCVETGRRPRLMICITMYNEGPQQLKATLKKLANNLA 115
PR P B
Lucilia KYTTQSDEARHYVQYD----QGEDRWICTLLLQRG---YRVEYSAASDAYTHCPEGFNEF 879
Drosophila KYTTRSDEARHYVQYD----QGEDRWICTLLLQRG---YRVEYSAASDAYTHCPEGFNEF 272
Helicoverpa KYTLRSDEARHYVQYD=—=—QGEDRW === == = = = — = mm e e 238
Manduca KYTLRSDEARHYVQYD----QGEDRWLCTLLLQORG-~--YRVEYSAASDAYTHCPEGFSEF 874
Aedes KYTTKSDQARHYVQYD----QGEDRWLCTLLLKQK---FRVEYSAASDAYTHAPEGFNEF 866
Contig 1 _pinfestans YFQTLNIDLDVLGPFIGNMYLAEDRILSFEVVARKDCKWTMHYVKDAVARTDVPHDLVGL 184
Contig 2_pinfestans YLKEQKKDHEKTLSRD---FAGDDVWONVLILCIVA- == === ———mm e e —m e 147
. s

Lucilia YNQRRRWVPSTIANIMDLLGDAKRTIKINDNISLLYIFYQOMMIMGGTIL GPGTIFIMLVG 939
Drosophila YNQRRRWVPSTIANIMDLLADAKRTIKINDNISLLYIFYQMMIMGGTILGPGTIFLMLVG 332
Helicoverpa = @ —om e
Manduca YNQRRRWVPSTVANIMDLLVDCKHTIKINDNISTPYIAYQMMIMGGTILGPGTIFIMLVG 934
Aedes YNQRRRWVPSTIANIFDLLGDAKRVVKTNNSISMPYIVYQSMIMFGT ILGPGTIFLMMVG 926
Contig 1 _pinfestans ISQRKRWLNCAFFATLFSIWNWGRIYSESN-- - 214
Contig 2_pinfestans —=DGREQVNDKMLDYME A T= = = = = o o e e e e 164

Abb. 3.3: Multiples Alignment des konservierten Bereichs der Chitin-Synthase nach Zimoch et al.
(2002). Die Sequenzen Contig1 (blau) und Contig2 (griin) von P. infestans wurden mit den Sequenzen
von Lucilia cuprina (Zugangsnr. AAG09712), Drosophila melanogaster (Zugangsnr. AAG09735),
Helicoverpa zea (Zugangsnr. AAG09738), Manduca sexta (Zugangsnr. AAL38051) und Aedes aegypti
(Zugangsnr. AAF34699) alignt.

3.1.1 Heterologe Expression und Reinigung der Cellulose-Synthase- und Chitin-
Synthase-Domaénen

Fiur die Herstellung von Antikérpern gegen die cytosolischen Doménen der Cellulose-
Synthase und Chitin-Synthase wurden diese Doménen heterolog mit C-terminalem His-Tag
in E. coli exprimiert.

Dazu wurde zundchst Gesamt-RNA aus Myzel von P. infestans extrahiert, mit Hilfe von
Oligo(dT)s-Oligonukleotiden cDNA synthetisiert und die fur die cytosolischen Doménen
kodierenden Sequenzen mit Hilfe der Oligonukleotide 3-14 aus Tabelle 2.1 und der cDNA als
Vorlage mittels PCR amplifiziert. Fur die cytosolischen Doménen der Cellulose-Synthase
wurden PCR-Produkte mit GréBen von 171 bp (CesD), 585 bp (CesA), 960 bp (CesC) und
1071 bp (CesB) erwartet, wahrend fir die Doméanen der Chitin-Synthase ein 504 bp (ChiS2)
und ein 540 bp (ChiS1) groBes Fragment erwartet wurde (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: 1,2% Agarose-Gel einer PCR der Cellulose-Synthase- und Chitin-Synthase-Doméanen von
P. infestans. S=DNA-GroéBenstandard [bp].

Die PCR-Fragmente wurden in den Expressionsvektor pET28a(+) ligiert, so dass am C-
terminalen Ende eine Fusion von sechs Histidinen angefigt wurde. Als Expressionswirt
diente der Stamm E. coli BL21(DE3) und als Negativ-Kontrolle der Stamm BL21(DE3) mit
dem leeren Vektor pET28a(+). Erste Expressionsversuche mit 1 mM IPTG fir vier Stunden
bei 37C zeigten, dass alle rekombinanten Proteine exprimiert wurden, aber lediglich CesD
I6slich im Cytosol vorlag (Abb. 3.5 und 3.6), wahrend sich sowohl CesA, CesB und CesC als
auch ChiS1 und ChiS2 ausschlieBlich in der Pelletfraktion als ,Inclusion Bodies“ (engl.
Einschlusskérperchen) befanden (Abb. 3.7 und 3.8). Die rekombinanten Cellulose-Synthase-
Domanen besitzen GréBen von circa 11,5 kDa (CesD), 26,9 kDa (CesA), 41,3 kDa (CesC),
45,0 kDa (CesB), wahrend die exprimierten Chitin-Synthase-Doméanen circa 19,2 kDa
(ChiS2) und 19,9 kDa (ChiS1) grof3 sind.

Abb. 3.5: Coomassie-gefarbte 12% SDS-PAGE der heterologen Expression der Cellulose-Synthase-
und Chitin-Synthase-Doménen aus P. infestans in E. coli. Pellets und Ubersténde eines Aufschlusses
von E. coli BL21(DE3)-Kulturen in 50 ml LB-Medium nach Induktion mit 1 mM IPTG fir 4 h bei 37<C.
Die Zellen waren mit dem Vektor pET28a(+)+CesA, CesB, CesC, CesD bzw. ChiS1, ChiS2
transformiert. S=GréBenstandard [kDa], U=Uberstand, P=Pellet.
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Abb. 3.6: Western Blot und Immunodetektion des His-Tags der Cellulose-Synthase- bzw. Chitin-
Synthase-Konstrukte in pET28a(+) mit E. coli BL21(DE3) als Expressionsstamm. Pellets und
Uberstande eines Aufschlusses von E. coli BL21(DE3)-Kulturen in 50 ml LB-Medium nach Induktion
mit 1 mM IPTG fiir 4 h bei 37C. S = GréBenstandard [kDa], U = Uberstand, P = Pellet.

Sowohl eine 12% SDS-PAGE (Abb. 3.5) als auch eine Immunodetektion mit Anti-His-Tag-
Antikérpern (Abb. 3.6) zeigten fur jedes rekombinante Protein eine spezifische Bande mit der
erwarteten GréBe, welche in der Negativ-Kontrolle nicht beobachtet werden konnte.

Weder Variationen der Inkubationszeit und —temperatur noch Anderungen der IPTG-
Konzentration erzielten eine Verbesserung hinsichtlich der Lokalisation der exprimierten
Proteine in Inclusion Bodies.

Aus diesem Grund wurde fir CesA, CesB und CesC sowie ChiS1 und ChiS2 die
Reinigung und der Aufschluss von Inclusion Bodies mit 8 M Harnstoff und 10 mM -
Mercaptoethanol durchgefiihrt (Abb. 3.7 und 3.8). Der Erfolg der Reinigung wurde durch
SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung sowie durch einen Western Transfer mit
Immunodetektion des His-Tags Uberprift. Abb. 3.7 zeigt die Coomassie-gefarbte SDS-
PAGE. In den Fraktionen der gereinigten Inclusion Bodies sind noch Verunreinigungen mit
anderen Proteinen vorhanden, aber die exprimierten Proteine liegen dennoch schon in einer
hohen Reinheit vor, weshalb von weiteren Reinigungsschritten abgesehen wurde.

Der Nachweis des His-Tags mittels Immunodetektion zeigte fir alle funf Proteine eine
hochspezifische Bande der erwarteten GréBe (Abb. 3.8).
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Abb. 3.7: Coomassie-gefarbte 12% SDS-PAGE der Reinigung von Inclusion Bodies nach Expression
der Cellulose-Synthase- und Chitin-Synthase-Domé&nen aus P. infestans in E. coli BL21(DES3).
Cytosolische Proteine und Inclusion Bodies einer Reinigung aus E. coli BL21(DE3)-Kulturen in 50 ml
LB-Medium nach Induktion mit 1 mM IPTG fir 4 h bei 37C. S=GréBenstandard [kDa],
cP=cytosolische Proteine, IB=Inclusion Bodies.
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Abb. 3.8: Western Blot und Immunodetektion des His-Tags der Cellulose-Synthase- bzw. Chitin-
Synthase-Konstrukte in pET28a(+) mit E. coli BL21(DE3) als Expressionsstamm. Cytosolische
Proteine und Inclusion Bodies einer Reinigung aus E. coli BL21(DE3)-Kulturen in 50 ml LB-Medium
nach Induktion mit 1 mM IPTG flr 4 h bei 37<C. S = GréBenstandard [kDa], cP=cytosolische Proteine,
IB=Inclusion Bodies.

Um eine Rickfaltung der denaturierten Proteine zu erméglichen, wurde eine Dialyse Uber
Nacht durchgefihrt, wobei die I6slichen Proteine jedoch wieder zu Inclusion Bodies
aggregierten und ausfielen. Darum wurden flr die Immunisierung (siehe 3.1.2) je acht Mal
100 pg der denaturierten Proteine auf einer 12% SDS-PAGE aufgetrennt und die Banden

aus dem Coomassie-geféarbten Gel geschnitten.
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Fir die Reinigung von CesD dagegen wurden die Zellen von 100 ml Expressionskulturen
unter nativen Bedingungen lysiert und die Proteine mit His-Anhang Uber Ni-NTA-Agarose
gereinigt (Abb. 3.9). Der Reinigungserfolg wurde ebenfalls durch SDS-PAGE mit folgender
Coomassie-Farbung und durch einen Western Transfer mit anschlieBender Immunodetektion
des His-Tags Uberprift. In den Eluaten ist eine CesD/His-Bande zu erkennen. Vor allem in
den Eluaten 3 und 4 liegen kaum Verunreinigungen mit anderen Proteinen vor. Da das
Protein jedoch nur in geringen Mengen exprimiert wurde, konnten selbst aus mehreren Litern

Kultur keine fir eine Immunisierung ausreichende Menge an CesD-Protein gereinigt werden.

kbDa S () U D Wi W2 E1 E2 E3 E4
116 ;
66
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Abb. 3.9: Coomassie-gefarbte 15% SDS-PAGE und Western Blot und Immunodetektion des His-Tags
der Reinigung von CesD Uber Ni-NTA-Agarose. S=GroBenstandard [kDa], (-)=Negativ-Kontrolle,
U=Uberstand, D=Durchlauf, W1=Waschschritt 1, W2=Waschschritt 2, E1-E4=Eluat 1-4.

3.1.2 Produktion von Antikoérpern

Die Herstellung spezifischer Antikdrper gegen Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase
wurde in Kooperation mit der Firma Eurogentec (Liege, Belgien) durchgefluhrt. Je
gereinigtem Protein wurden zwei Immunisierungen durchgefuhrt.

Die Immunisierung wurde Uber 87 Tage durchgefiihrt und als Versuchstiere dienten
Kaninchen. Es wurden vier Immunisierungen mit je 100 pyg Protein durchgefihrt, wobei die
zweite Immunisierung zwei Wochen nach der ersten erfolgte, die dritte weitere zwei Wochen

spater, wahrend die letzte Immunisierung 56 Tage nach der ersten Immunisierung
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durchgefuhrt wurde. Blut zur Kontrolle der Immunantwort wurde direkt vor der ersten
Immunisierung und je zehn Tage nach der dritten und vierten Immunisierung entnommen.
Zum Test der erhaltenen Praimmunseren und Antikérper wurde ein Gesamtzellextrakt
von E. coli (Negativ-Kontrolle), die in E. coli Gberexprimierten Proteine, ein Gesamtzellextrakt
sowie eine Membranfraktion von P. infestans in einem 10% SDS-Gel aufgetrennt und auf
eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die spezifischen Antikérper bzw. die
Praimmunseren wurden zundchst in einer Verdinnung von 1:1.000 eingesetzt, als
sekundarer AntikOrper diente ein mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Anti-Kaninchen-
Antikorper in einer 1:70.000 Verdinnung. Fir die Prdimmunseren wurden keine Signale
detektiert, wahrend schon nach 38 Tagen Immunisierung spezifische Signale fur die

gereinigten Proteine erzielt wurden (Ergebnisse nicht gezeigt).

3.1.3 Optimierung der Antikérper im Western-Blot

Der finale Antikérper wurde in verschiedenen Verdinnungen im Western-Blot getestet, um
die optimalen Konzentrationen zu ermitteln. Ein Gesamtzellextrakt sowie eine
Membranfraktion von P. infestans wurden auf einem 10% SDS-Gel aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Als Negativ-Kontrolle wurde ein Gesamtzellextrakt von

E. coli, als Positiv-Kontrolle die in E. coli exprimierten rekombinanten Proteine aufgetragen.
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Abb. 3.10: Test der Cellulose-Synthase- und Chitin-Synthase-Antikérper mittels Immunodetektion.
S=GroéBenstandard [kDa], (-)=Negativ-Kontrolle=E. coli-Rohextrakt, (+)=exprimierte, gereinigte
Proteine, R=P. infestans-Rohextrakt, M=P. infestans Membranfraktion.
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Die spezifischen Antikdrper wurden in unterschiedlichen Verdinnungen eingesetzt; als
sekundarer AntikOrper diente ein mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Anti-Kaninchen-
Antikdrper in einer 1:70.000 Verdinnung. Die Abbildung 3.10 zeigt fir alle Antikérper
deutliche, hoch spezifische Signale flur die gereinigten Proteine, jedoch weder Signale in
Rohextrakten noch in Membranfraktion von P. infestans. Andererseits wurden auch keine
unspezifischen Signale in der Negativ-Kontrolle oder dem Gesamtzelllysat detektiert. Die
optimalen Konzentrationen lagen mit Ausnahme von Anti-CesA2 (1:2.000) und Anti-CesC2
(1:1.000) bei 1:5.000.

Um die Effizienz der Praparation des Gesamtzellexiraktes von P. infestans zu
Uberprufen, wurde ein Western Blot mit anschlieBender Immunodetektion mit monoklonalen
Anti-Aktin- und Anti-Tubulin-Antikérpern durchgefiihrt. Dazu wurden je 50 yg und 100 ug

Gesamtzellextrakt von P. infestans auf einem 12% SDS-Gel aufgetrennt.

Aktin Tubulin
S R1 R2 S R1 R2

kDa

45

35

Abb. 3.11: Western Blot und Immunodetektion von Aktin und Tubulin. S = GréBenstandard [kDa],
R1 = 50 yg Gesamtzellextrakt von P. infestans, R2 = 100 ug Gesamtzellextrakt von P. infestans.

Nach der Immunodetektion mit Anti-Aktin- bzw. Anti-Tubulin-Antikérpern sind bei den
entsprechenden GréBen hochspezifische, wenn auch schwache Signale zu erkennen (Abb.
3.11). Aktin besitzt eine GréBe von ca. 42 kDa, wahrend Tubulin ca. 55 kDa groB ist. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Préparation des Gesamtzellextraktes von P. infestans

ausreichend ist.

3.1.4 Reinigung der Antikorper

Da die Antikérper bei einer Immunofluoreszenzfarbung unspezifische Bindungen zeigten,
wurden alle Antikérper mit Hilfe des JMelon™ Gel IgG spin Purification“ Kit von PIERCE aus
dem Immunserum gereinigt, wobei alle Nicht-Antikérper-Proteine, wie z. B. Serumalbumin,
an der Gelmatrix gebunden werden, so dass sich die Antikérper im Durchlauf befinden. Die
Reinigung wurde in zwei Schritten vollzogen.

Der Erfolg der Reinigung wurde mit einer 12% SDS-PAGE uberpruift (Abb.3.12). In den

Immunseren ist eine groBe Menge anderer Proteine enthalten, wobei das Serumalbumin mit
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einer GréBe von 69 kDa den Hauptanteil ausmacht. Das ImmunglubulinG ist ein Tetramer
aus je zwei identischen schweren Ketten mit einer GréBe von je 50 kDa und zwei identischen
kleinen Ketten mit einer GréBe von 25 kDa. Beide Ketten sind auf der SDS-PAGE deutlich zu
erkennen. Nach einer einfachen Reinigung mit dem Kit lagen noch viele Verunreinigungen,
vor allem durch das Serumalbumin, vor. Erst nach einer zweiten Reinigung wiesen die
Antikdrper eine ausreichende Reinheit auf (Abb. 3.12). Als Negativ-Kontrolle fir weitere

Experimente wurden auch die Prdimmunseren einer Reinigung unterzogen.
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Abb. 3.12: Coomassie-gefarbte 12% SDS-PAGE der Reinigung der Antikdrper mit Hilfe des Melon™
Gel 1gG spin Purification Kit von PIERCE. S=Gr6Benstandard [kDa], IS=Immunserum, 1R=erste
Reinigung, 2R=zweite Reinigung, Prd=Praimmunserum.

Die gereinigten Antikdrper wurden wiederum im Western Transfer getestet, zeigten
jedoch wiederum lediglich spezifische Signale fir die gereinigten Proteine (Daten nicht

gezeigt).
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3.1.5 Isolation Detergenz-resistenter Membranen

Fir diverse Membranproteine, wie z.B. die Transporter CaMdr1p und CaCdr1p von Candida
albicans (Pasrija et al. 2008) wurde eine Lokalisation in Detergenz-resistenten Membranen
(DRM) beschrieben. Darum wurden diese aus P. infestans Rohextrakten isoliert. Dazu
wurden zunachst Zellextrakte von P. infestans hergestellt, dann Plasmamembranen isoliert
und diese durch Ultrazentrifugation in Triton X-100 I6sliche Membranproteine und DRM
getrennt. Die DRM wurden durch Zugabe von Octyl-B-D-Glucopyranosiden und Dodecyl-3-D-
Maltosiden solubilisiert. AnschlieBend wurde erneut ein Western Transfer und eine
Immunodetektion mit den Anti-Ces- und Anti-Chi-Antikérpern durchgefihrt.

Anti-CesA1 Anti-CesB1

kDa S (1) (+) R M DRM kDa S () (1 R M DRM
a0

90

25 45

Anti-CesB2 Anti-ChiS
kDa S () (+) R M DRM kDa () (*) R MDRM S
g0 a0

45

20 -

Abb. 3.13: Test der Cellulose-Synthase- und Chitin-Synthase-Antikérper mittels Immunodetektion.
S=GroBenstandard [kDa], (-)=Negativ-Kontrolle=E. coli-Rohextrakt, (+)=exprimierte, gereinigte
Proteine, R=P. infestans-Rohextrakt, M=P. infestans Membranfraktion, DRM=Detergenz-resistente

Membranen. Von den gereinigten Proteinen wurden je 0,5 pg, ansonsten wurden jeweils 50 pg Protein
aufgetragen.

Mit den Antikérpern Anti-CesA2, Anti-CesC1, Anti-CesC2, Anti-ChiS1b, Anti-ChiS2a und
Anti-ChiS2b konnten keine Signale in der Fraktion der Detergenz-resistenten Membranen
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Aber die Antikdrper Anti-CesA1, Anti-CesB1, Anti-
CesB2 und Anti-ChiS1a zeigten schwache Signale mit einer Gr6Be von ungeféhr 100 kDa in
dieser Fraktion (Abb. 3.13). Da die Antikérper Anti-CesB2 und Anti-ChiS1a die starksten
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Signale zeigten, wurden diese in den nachfolgenden Immunofluoreszenzfarbungen

eingesetzt.

3.2 Immunofluoreszenzfarbung der Cellulose-Synthase

Fiar die Immunofluoreszenzfarbung wurde Myzel einer sechs Tage alten unbehandelten
P. infestans-Kultur fir ein, zwei, vier oder 24 Stunden mit 0,25 ppm Iprovalicarb; 0,3 ppm
Dimethomorph bzw. 0,025 ppm Metalaxyl behandelt. Die unbehandelten Kontrollen wurden
mit der entsprechenden Konzentration (0,05%) des Ld&sungsmittels DMSO versetzt.
AnschlieBend wurden die Kulturen mit 4% Formaldehyd fixiert, die Zellwdnde durch eine
Inkubation mit Cellulase, Driselase und ,Lysing Enzymes® partiell angedaut und die
Membranen mit Triton X-100 permeabilisiert. Nach einer Inkubation tber Nacht im Blocking-
Reagenz wurde der primare Anti-CesB1-Antikérper in einer Verdinnung von 1:100
zugegeben. Als sekundarer Antikdrper diente der Alexa fluor® 488 Anti-Rabbit IgG (H+L)-
Antikdrper. Als Negativ-Kontrolle wurde das Praimmunserum genutzt, welches weder bei
Myzel noch bei Zoosporangien ein Fluoreszenzsignal zeigte.

In Zoosporangien von P. infestans konnte mit Hilfe des Antikérpers Anti-CesB1 keine
Cellulose-Synthase lokalisiert werden. In der Plasmamembran von Hyphen allerdings war
nach einer Immunofluoreszenzfarbung mit Hilfe dieses Antikérpers eine punktférmige
Farbung um das gesamte Hyphenlumen zu beobachten (Abb. 3.14). Es wurde keine
besondere Anreicherung der Cellulose-Synthase an den Hyphenspitzen detektiert. Nach
einer Behandlung war eine gleichmaBige-punktférmige Farbung der Hyphen nicht mehr
detektierbar. Stattdessen waren stérker fluoreszierende vereinzelte Punkte zu beobachten,
die auf eine partielle Akkumulation der Cellulose-Synthase hindeuten. Eine zweistlindige
Behandlung mit Dimethomorph und Metalaxyl hatte jedoch keine signifikante Anderung der

Fluoreszenzfarbung der Cellulose-Synthase im Vergleich zur Kontrolle zur Folge (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Immunofluoreszenzfarbung der Cellulose-Synthase mit Hilfe des Anti-CesB1-Antikérpers in
den Zellwédnden von Hyphen von P. infestans nach zweistindigem Wachstum in 0,25 ppm
Iprovalicarb-; 0,3 ppm Dimethomorph- bzw. 0,025 ppm Metalaxyl-haltigem oder freiem Medium.
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3.3 Fluoreszenzfarbung von Chitin

Chitin wurde durch Farbung mit Texas Red-markiertem Wheat Germ Agglutinin sichtbar
gemacht. Wheat Germ Agglutinin bindet selektiv an N-Acetyglukosamin- und N-
Acetylneuraminsaure-Reste (Bloch und Burger 1974). Auf die Fixierung des Myzels und der

Zoosporangien mit Formaldehyd folgte eine Inkubation mit dem Farbstoff.

unbehandelt,
2 Stunden
—
10 um
0,25 ppm
Iprovalicarb,
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—
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0,3 ppm
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0,025 ppm .
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—
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Abb. 3.15: Nachweis von (-(D-1,4-N-Acetylglukosamin); = [(-(D-1,4-N-Acetylglukosamin),N-
Acetylneuraminsdure mit Texas Red-markiertem Wheat Germ Agglutinin (WGA) in den Zellwéanden
von Zoosporangien von P. infestans nach zweistiindigem Wachstum in 0,25 ppm Iprovalicarb-; 0,3
ppm Dimethomorph- bzw. 0,025 ppm Metalaxyl-haltigem oder freiem Medium.
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In den Zellwédnden von Hyphen und Sporangien konnten mit Hilfe des Fluoreszenz-
markierten Wheat Germ Agglutinin keine N-Acetyglukosamin- und N-Acetylneuraminsaure-
Reste nachgewiesen werden. Etwa 50% Zoosporangien zeigten an der Spitze, wo sie
auskeimen, eine fluoreszierende Kappe, eine Akkumulation des Farbstoffes (Abb. 3.15).

unbehandelt,
24 Stunden

0,25 ppm
Iprovalicarb,
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—
10 um
0,3 ppm
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24 Stunden
—
10 um

0,025 ppm
Metalaxyl,
24 Stunden

Abb. 3.16: Nachweis von [3-(D-1,4-N-Acetylglukosamin); = B-(D-1,4-N-Acetylglukosamin),N-
Acetylneuraminsdure mit Texas Red-markiertem Wheat Germ Agglutinin (WGA) in den Zellwéanden
von Zoosporangien P. infestans nach 24stiindigem Wachstum in 0,25 ppm Iprovalicarb-; 0,3 ppm
Dimethomorph- bzw. 0,25 ppm Metalaxyl-haltigem oder freiem Medium.
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Iprovalicarb, Dimethomorph bzw. Metalaxyl hatten keinen Einfluss auf den Nachweis von
N-Acetyglukosamin- und N-Acetylneuraminsaure-Resten. Weder nach einer zweistindigen
Behandlung mit den Wirkstoffen noch nach einer Behandlung von 24 Stunden konnte eine
Anderung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle festgestellt werden (Abb. 3.15 und 3.16).

3.4 Immunofluoreszenzfarbung der Chitin-Synthase

Die Immunolokalisation der Chitin-Synthase wurde entsprechend der
Immunofluoreszenzfarbung der Cellulose-Synthase durchgefihrt. Dabei wurde der
Antikérper ChiS1a in einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente
wiederum das entsprechende Praimmunserum. Dieses flihrte weder bei Myzel noch bei
Zoosporangien zu einer Fluoreszenz. Wie nach der Farbung der N-Acetyglukosamin- und N-
Acetylneuraminsaure-Reste zu erwarten war, konnte in den Zellwdnden von Hyphen und
Zoosporangien keine Chitin-Synthase nachgewiesen werden. Jedoch war nach der
Immunofluoreszenzfarbung an der Keimungsspitze eine Fluoreszenz zu beobachten (Abb.
3.17). Weder eine Behandlung mit Iprovalicarb und Dimethomorph noch mit Metalaxyl fir
zwei Stunden hatte eine Anderungen in der Lokalisation der Chitin-Synthase zur Folge.
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Abb. 3.17: Immunofluoreszenzfarbung der Chitin-Synthase mit Hilfe des Anti-ChiS1a-Antikdrpers in
den Zellwédnden von Zoosporangien von P. infestans nach zweistiindigem Wachstum in 0,25 ppm
Iprovalicarb-; 0,3 ppm Dimethomorph- bzw. 0,025 ppm Metalaxyl-haltigem oder freiem Medium.




ERGEBNISSE

3.5 Fluoreszenzfarbung von Sterolen

Aufgrund der Lokalisation der Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase in Sterol-reichen
Detergenz-resistenten Membranen wurde eine Farbung von Sterolen durchgefihrt, um den
Einfluss der Wirkstoffe auf die Verteilung der Sterole zu untersuchen.

Die Féarbung von Sterolen erfolgte mit dem Antibiotikum Filipin, das aus dem
Aktinomyceten Streptomyces filipinensis isoliert wird und spezifisch an Sterole bindet
(Ginsbach und Fahimi 1987). Nach der Behandlung von P. infestans mit den Wirkstoffen
wurden die Zellen mit Formaldehyd fixiert und die Zellwande partiell lysiert. Das Myzel wurde

fr zwei Stunden mit Filipin inkubiert.

unbehandelt,
2 Stunden

0,25 ppm
Iprovalicarb,
2 Stunden

0,3 ppm
Dimethomorph,
2 Stunden

0,025 ppm
Metalaxyl,
2 Stunden

Abb. 3.18: Nachweis von Sterolen mit Filipin in den Zellwdnden von P. infestans-Hyphen nach
zweistiindigem Wachstum in freiem Medium oder mit 0,25 ppm Iprovalicarb; 0,3 ppm Dimethomorph
und 0,025 ppm Metalaxyl.

53



ERGEBNISSE

Mit Hilfe von Filipin lieBen sich sowohl Hyphen als auch Zoosporangien sehr deutlich
anfarben (Abb. 18-21). An Zoosporangien und Hyphen, die in Wirkstoff-freiem Medium
gewachsen waren, lagert sich das Filipin gleichmaBig Gber den gesamten Bereich der
Membran an (Abb. 18 und Abb. 19). Des Weiteren zeigen ca. 50% der Zoosporangien in
unterschiedlicher Auspragung eine diffuse Farbung im Inneren (Abb. 19). Auch an Hyphen
und Zoosporangien, die in Anwesenheit von Iprovalicarb, Dimethomorph bzw. Metalaxyl
gewachsen waren, war eine Farbung der Sterole mdglich. Eine zweistiindige Behandlung
der Kulturen mit den Wirkstoffen fihrte jedoch weder bei Hyphen (Abb. 18) noch bei
Zoosporangien (Abb. 19) zu einer Anderung in der Verteilung der Sterole.

unbehandelt,
2 Stunden

0,25 ppm
Iprovalicarb,
2 Stunden

10 ym

0,3 ppm
Dimethomorph,
2 Stunden

10 ym

0,025 ppm
Metalaxyl,
2 Stunden

Abb. 3.19: Nachweis von Sterolen mit Filipin in den Zellwdnden von Zoosporangien von P. infestans
nach zweistindigem Wachstum in freiem Medium oder mit 0,25 ppm Iprovalicarb; 0,3 ppm
Dimethomorph und 0,025 ppm Metalaxyl.
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Nach einer 24stindigen Behandlung mit Iprovalicarb, Dimethomorph bzw. Metalaxyl konnte
an den Hyphen von P. infestans bezlglich der Farbung von Sterolen ebenfalls kein
Unterschied zur unbehandelten Kontrolle festgestellt werden (Abb. 20).
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Iprovalicarb,
24 Stunden

0,3 ppm
Dimethomorph,
24 Stunden

10ym
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Abb. 3.20: Nachweis von Sterolen mit Filipin in den Zellwdnden von P. infestans-Hyphen nach 24-
stiindigem Wachstum in freiem Medium oder mit 0,25 ppm Iprovalicarb; 0,3 ppm Dimethomorph und
0,025 ppm Metalaxyl.
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Abb. 3.21: Nachweis von Sterolen mit Filipin in den Zellwdnden von Zoosporangien von P. infestans
nach 24-stindigem Wachstum in freiem Medium oder mit 0,25 ppm Iprovalicarb; 0,3 ppm
Dimethomorph und 0,025 ppm Metalaxyl.

Auch die Zoosporangien von P. infestans zeigten nach einer 24stiindigen Behandlung
mit den Wirkstoffen im Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten Anderungen in der
Verteilung der Sterole (Abb. 21). Lediglich vereinzelte Zoosporangien zeigten nach der
24stindigen Behandlung mit Iprovalicarb bzw. Dimethomorph eine fragmentierte Farbung
der Sterole (Abb. 21a und 21b).
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3.6 Proteomanalyse von P. infestans

Far die Proteomanalyse von P. infestans wurden Proteine aus Myzel unbehandelter und in
Gegenwart von Wirkstoff angezogener sechs Tage alter Flussigkulturen extrahiert. Der
Wirkstoff Iprovalicarb wurde dabei in einer Konzentration von 0,125 ppm und 0,25 ppm
eingesetzt, wahrend die Dimethomorph-Konzentration 0,15 ppm und 0,3 ppm betrug. Diese
Werte wurden in einem radialen Myzelwachstumstest von Mehl (2006) als EC50- bzw.
EC50/2-Konzentrationen ermittelt. Nach sechs Tagen wurde das Myzel geerntet und
Rohextrakte hergestellt. In einer ersten Dimension wurden die extrahierten Proteine durch
isoelektrische Fokussierung in einem kontinuierlichen pH-Gradienten von 4-7 getrennt. In der
zweiten Dimension erfolgte die Trennung in 12%igen denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgelen. Dabei wurden flr jede Wirkstoffkonzentration bzw. fir die Kontrolle je
funf unabhangige Versuche durchgefiihrt. D. h. es wurden je finf unabhéngige Kulturen
angezogen, so dass funf unterschiedliche Rohextrakte in funf 2D-Gelelektrophoresen

getrennt wurden.
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Abb. 3.22: Zweidimensionale Gelelektrophorese des Proteoms einer unbehandelten, sechs Tage
alten Kultur von P. infestans im Bereich pH 4-7. Aufgetragen sind 1 mg Gesamtprotein. Das Gel wurde
mit Coomassie gefarbt.
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In Abbildung 22 ist stellvertretend ein Coomassie-gefarbtes Gel des Proteoms einer
unbehandelten, sechs Tage alten Phytophthora-Kultur im Bereich pH 4-7 dargestellt.

Mit Hilfe der Software Progenesis SameSpots (nonlinear dynamics) wurden alle 25
Coomassie-gefarbten 2D-Gele mit manueller Hilfe zur Uberlagerung gebracht, so dass jeder
Spot an der gleichen Position angeordnet war. Fir jede Gruppe von Gelen (unbehandelt;
0,125 ppm Iprovalicarb; 0,25 ppm Iprovalicarb; 0,15 ppm Dimethomorph und 0,3 ppm
Dimethomorph) wurde ein Mittelwert-Gel erzeugt und diese miteinander verglichen. Fir
jeden Spot wurde ein Volumen berechnet, so dass die Volumenzunahme oder -abnahme
jedes Spots berechnet werden konnte (Tabelle 3.1; 3.2 und 3.5). Die Spots von Interesse
wurden aus dem Gel geschnitten und mit Trypsin im Gel proteolytisch gespalten. Die
resultierenden Peptide wurden mit Hilfe der Nanoelektrospray-Tandem-Massenspektrometrie

an einem Q-TOF2 und QSTAR XL Massenspektrometer sequenziert.
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Abb. 3.23: Zweidimensionale Gelelektrophorese des Proteoms einer mit Iprovalicarb (0,25 ppm)
behandelten, sechs Tage alten Kultur von P. infestans im Bereich pH 4-7. Aufgetragen sind 1 mg
Gesamtprotein. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt. Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle ein
verringertes Volumen zeigten sind grin markiert, solche mit einem erhdhten Volumen rot.
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Die generierten Peptidsequenzen wurden in einer BLASTp-Analyse gegen die
P. infestans Datenbank (Broad Institut) identifiziert (Tabelle 3.3; 3.4 und 3.6).

Fur die zwei verschiedenen Konzentrationen jedes Wirkstoffes konnte ein Trend fur die
Volumina der Proteine beobachtet werden. Eine hdhere Konzentration fuhrte zu einer
Abnahme bzw. Zunahme des Volumens. Im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3.22), zeigten die
2D-Gele des Proteoms von Iprovalicarb-behandelten P. infestans Kulturen wenige
Unterschiede (Abb. 3.23). AusschlieBlich flr zwélf Spots konnte eine Volumenzunahme bzw.
-abnahme von mehr als 30% detektiert werden, wobei die héchste Volumenéanderung nur
63,1% betrug (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Proteine von P. infestans, die nach Behandlung mit 0,25 ppm Iprovalicarb im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle um mindestens 20% abweichen.

Protein- Kontrolle 0,25 ppm Iprovalicarb
Nummer @ Volumen Volumen- @ Volumen Volumen- Volumen-
[dimensionslos] STD [%] [dimensionslos] STD [%)] anderung [%]

16 2.517 19,2 3.488 9,7 +38,6
32 319 24,6 239 36,6 -25,1
39 840 34,8 1.257 17,3 +49,6
47 164 10,0 219 29,2 +33,3
66 255 18,9 193 13,7 -24.5
69 427 20,7 530 22,8 +24,1
110 512 9,2 677 28,3 +32,1
114 820 13,3 1.054 17,0 +28,5
116 153 35,4 196 23,3 +28,0
117 278 27,6 351 32,6 +26,3
135 434 18,6 303 11,6 -30,2
141 817 15,7 1.121 16,6 +37,2
173 1.575 16,7 2.247 18,2 +42,6
179 2.112 18,4 2.672 13,7 +26,5
182 2.752 27,2 3.580 13,0 +30,1
183 2.269 24,3 2.966 9,5 +30,7
185 2.259 31,8 2.900 9,2 +28,4
583 323 26,6 527 35,4 +63,1
725 773 229 973 242 +25,8
730 1.145 17,9 830 225 -27,6
745 398 11,6 578 33,8 +45,5
786 1.921 21,9 2.687 15,9 +39,9
1009 926 29,4 1.166 12,5 +25,9
1065 2.382 21,5 2.875 13,8 +20,7
1067 401 22,6 522 26,1 +29,9
1081 3.654 26,2 4,446 11,8 +21,6
1139 1.770 30,1 2.197 18,9 +24,1
1191 1.073 15,9 1.351 26,8 +25,9

Die 2D-Gele des Proteoms von Dimethomorph-behandelten P. infestans Kulturen zeigten
sogar schon bei der niedrigeren Konzentration von 0,15 ppm Dimethomorph im Vergleich zur
Kontrolle mehrere Spots mit signifikant verédnderten Volumina (Abb. 3.24 und Tabelle 3.2).
Daher wurden nur die Proteine tryptisch verdaut und sequenziert, die schon bei der EC50/2-
Konzentration eine deutliche Anderung des Volumens zeigten. Insgesamt wurden 15 Spots

mit einer Volumenanderung von mehr als 50% detektiert, wobei drei Spots sogar eine
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Volumenzunahme von mehr als 100% zeigten. Zusatzliche 15 Spots zeigten eine
Volumenzunahme von mehr als 30%.

Vierzehn Proteine zeigten eine erhéhte Akkumulation sowohl als Antwort auf eine
Behandlung mit Iprovalicarb als auch auf eine Behandlung mit Dimethomorph, und sieben
dieser waren identisch zu denen, die im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle die gréBten
Volumenanderungen nach einer Behandlung mit Iprovalicarb zeigten. Insgesamt waren die
Volumenanderungen, die durch Dimethomorph verursacht wurden allerdings deutlich héher
als die Anderungen in Antwort auf eine Behandlung mit Iprovalicarb.
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Abb. 3.24: Zweidimensionale Gelelektrophorese des Proteoms einer mit Dimethomorph (0,15 ppm)
behandelten, sechs Tage alten Kultur von P. infestans im Bereich pH 4-7. Aufgetragen sind 1 mg
Gesamtprotein. Das Gel wurde Coomassie gefarbt. Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle ein
verringertes Volumen zeigten sind griin markiert, solche mit einem erhéhten Volumen rot.

Zum Beispiel zeigte die Glukose-6-Phosphat-1-Dehydrogenase (Spot 114) eine
Volumenzunahme von +28,5% in Gegenwart von Iprovalicarb, wéhrend die Anderung nach
einer Behandlung mit Dimethomorph +71,9% betrug. Ein hypothetisches Protein mit
Anhnlichkeit zu einer D-Lactat-Dehydrogenase (Spot 69) zeigte nach einer Behandlung mit
Iprovalicarb eine Volumenzunahme von nur +24%, wahrend die Zunahme des Volumens als

Antwort auf Dimethomorph +88,1% betrug. Die Cystathionin-y-Lyase (Spot 47) zeigte in
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Anwesenheit von Iprovalicarb eine Volumenzunahme von +33.3%, aber eine dreifach héhere

Anderung (+96.8%) nach Behandlung mit Dimethomorph.

Tabelle 3.2: Proteine von P. infestans, die nach Behandlung mit 0,15 ppm Dimethomorph im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um mindestens 20% abweichen.

Kontrolle 0,15 ppm Dimethomorph
’\ITrotem- @ Volumen Volumen- @ Volumen Volumen- Volumen-
ummer X ) STD ; ) STD . o
[dimensionslos] [%]/Gele [dimensionslos] [%]/Gele anderung [%]
1 588 19,0 1.732 10,9 +194,8
6 223 12,1 678 11,1 +203,9
16 2.517 19,2 1.437 244 -42.9
22 2.965 19,6 1.465 9,2 -50,6
26 1.088 11,6 1.906 21,3 +75,2
28 192 29,9 403 16,5 +109,5
32 319 24,6 501 33,5 +57,3
39 840 34,8 591 17,3 -29,7
47 164 10,0 323 12,8 +96,8
63 106 23,3 164 15,5 +55,6
66 255 18,9 350 21,1 +37,1
69 427 20,7 804 10,1 +88,1
72 86 27,0 145 6,7 +67,5
81 817 23,8 1.512 16,3 +85,0
85 1.196 14,2 791 38,9 -33,8
87 660 16,5 960 15,4 +45,5
97 472 17,1 754 23,8 +59,9
109 2.019 32,2 1.319 31,1 -34,7
110 512 9,2 879 15,3 +71,5
114 820 13,3 1.409 16,8 +71,9
117 278 27,6 393 14,9 +41,5
125 608 18,3 814 23,0 +33,9
131 442 19,2 712 26,0 +61,0
134 825 14,9 1.069 25,3 +29,5
141 817 15,7 1.055 16,3 +29,2
151 963 19,5 1.344 25,3 +39,5
166 1.222 17,0 935 20,4 -23,5
673 1.851 25,8 2.693 14,1 +45,5
725 773 22,9 1.117 30,0 +44,5
745 398 11,6 584 17,3 +47,0
786 1.921 21,9 2.682 6,5 +39,6
885 498 16,9 651 21,1 +30,8
957 760 19,4 965 19,7 +27,0
1191 1.073 15,9 1.221 10,6 +37,6

AuBerdem waren einige Proteine nach einer Behandlung mit Iprovalicarb hochreguliert,
wéhrend sie als Antwort auf Dimethomorph herunterreguliert waren, bzw. umgekehrt. Die
Glutathion-S-Tranferase (GST; Spot 16) zum Beispiel zeigte nach einer Behandlung mit
Iprovalicarb eine Volumenzunahme von +38,6%, aber eine Volumenabnahme von -42,9% in
Antwort auf eine Behandlung mit Dimethomorph. Nur zwei Proteine, die Phosphoglycerat-
Mutase (Spot 786; 39%) und die Xenobiotik-Reduktase (Spot 745; 46 %) zeigten ungeféhr
die gleiche Volumenzunahme nach einer Behandlung mit Iprovalicarb und Dimethomorph.
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Tabelle 3.3: Mittels ESI-Qq-TOF identifizierte Proteine von P. infestans, die nach Behandlung mit
0,25 ppm Iprovalicarb im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um mindestens 20% abweichen.

Volumen-
Spot- @ Volumen x MwW . .
Nr. | [dimensionslos] and[oe/rimg ID-Nummer | IEP [kDa] Protein-ldentitat
16 3.488 +38,6 | PITT 05582 | 537 | 22,28 | KOMServiertes hypothetisches
32 239 251 | PITT 18538 | 542 | 76,47 | KOnserviertes hypothetisches
Protein
39 1.257 +49.6 | PITT 07048 | 7,83 | 24,49 Superoxid-Dismutase,
mitochondrialer Vorlaufer
47 219 +33,3 PITT_08445 | 6,56 | 44,10 Cystathionin-y-Lyase
69 530 +24.1 PITT 01408 | 6,68 | 36,38 hypothetisches Protein, ahnlich
zu D-Lactat-Dehydrogenase
110 677 +32,1 PITT_21806 | 6,43 | 46,73 Fumarylacetoacetase
114 1.054 +28,5 | PITT 00146 | 6,86 | 62,05 Glukose-6-phosphat 1-
Dehydrogenase
117 351 +26,3 | PITT 03226 | 6,66 | 46,56 | <OnServiertes hypothetisches
135 303 802 | PITT 05778 | 6,06 | 66,28 | <OnServiertes fypothetisches
141 1.121 +37,2 PITT_15476 | 6,53 | 36,41 Malat-Dehydrogenase
173 2.247 +426 | PITT_13761 | 6,35 | 20,84 |  YOom Protoplast sekretiertes
Protein 2, Vorlaufer
179 2.672 +26,5 | PITT_17406 | 5,48 | 27,75 Enoyl-CoA-Hydratase,
mitochondrialer Vorlaufer
182 3.580 +30,1 PITT_09596 | 5,66 | 16,97 | Nukleosid-Diphosphat-Kinase B
183 2.966 +30,7 | PITT 06595 | 521 | 50,59 | ATP-Synthase beta- Untereinheit,
mitochondrialer Vorlaufer
Chaperon CPN60-1,
185 2.900 +28,4 PITT_11966 | 5,17 | 63,27 mitochondrialer Vorlaufer
725 973 +258 | PITT 05117 | 6,61 | 45,72 |  CGlycin-Amidinotransferase,
mitochondrialer Vorlaufer
730 830 27,6 | PITT_07903 | 4,68 | 20,64 | <ONeervieries hypothetisches
hypothetisches Protein, ahnlich
745 578 +45,5 PITT_12788 | 6,80 | 41,27 U Xenobiotik-Reduktase B
2,3-Bisphosphoglycerat-
786 2.687 +39,9 PITT_07400 | 6,98 | 29,29 abhangige Phosphoglycerat-
Mutase
1009 1.166 +25,9 | PITT 13761 | 6,35 | 20,84 |  VOom Protoplast sekretiertes
Protein 2, Vorlaufer
1065 2.875 +20,7 PITT_13614 | 6,86 | 35,44 Malat-Dehydrogenase
1081 4.446 +21,6 PITT_02785 | 5,42 | 43,34 | Fruktose-Bisphosphat-Aldolase
1139 2.197 +24 1 PITT_00156 | 4,49 | 50,11 Tubulin B-Kette
1191 1.351 4259 | PITT 06118 | 529 | 57,79 |  Vakuolare ATP-Synthase B-
Untereinheit, Isoform 1

Neun Proteine zeigten eine vermehrte Akkumulation in Antwort auf Iprovalicarb, aber
nicht nach Behandlung mit Dimethomorph. Lediglich zwei dieser Spots wurden
herabreguliert. Die Malat-Dehydrogenase (Spot 141 und 1065), die Quinon-Oxidoreduktase
(Spot 173 und 1009) und die Nukleosid-Diphosphat-Kinase B (Spot 182) wurden z. B.
hochreguliert, wahrend das Wd-repeat Protein (Spot 135) und die 26S Proteasom
regulatorische Partikel Nicht-ATPase Untereinheit 12 (Spot 730) im Vergleich zur Kontrolle

ein verringertes Volumen aufwiesen.
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Tabelle 3.4: Mittels ESI-Qq-TOF identifizierte Proteine von P. infestans, die nach Behandlung mit
0,15 ppm Dimethomorph im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um mindestens 20% abweichen.

Volumen-

Sﬁ(r)_t_ : dig:r‘]’s'?‘omnselgs] énd[oe/r]ung ID-Nummer | IEP [a"[\)’g | Protein-Identitat
1 1732 +194.8 PITT_07056 | 6,89 | 47,88 Isqcitrat-De_hydrogerlase,
mitochondrialer Vorlaufer
6 678 +203,9 | PITT_03750 | 6,32 | 66,75 | konserviertes hypothetisches
Protein
16 1.437 -42,9 PITT_05582 | 5,37 | 22,28 | konserviertes hypothetisches
Protein
22 1.465 -50,6 PITT_07328 | 6,30 | 23,92 | Superoxid-Dismutase
26 1.906 +75,2 PITT_01072 | 5,98 | 84,97 | 5-
Methyltetrahydropteroyltriglutamat-
Homocystein-Methyltransferase
28 403 +109,5 | PITT_00804 | 6,43 | 57,26 | T-Komplex-Protein1 &-Untereinheit
32 501 +57,3 PITT_18538 | 5,42 | 76,47 | konserviertes hypothetisches
Protein
39 591 -29,7 PITT_07048 | 7,83 | 24,49 | Superoxid-Dismutase,
mitochondrialer Vorlaufer
47 323 +96,8 PITT_08445 | 6,56 | 44,10 | Cystathionin-y-Lyase
63 164 +55,6 PITT_13265 | 6,32 | 37,22 | Adenosin-Kinase
69 804 +88,1 PITT_01408 | 6,68 | 36,38 | hypothetisches Protein, &hnlich zu
D-Lactat-Dehydrogenase
81 1.512 +85,0 PITT_02049 | 6,70 | 52,22 | Citrat-Synthase, mitochondrialer
Vorlaufer
85 791 -33,8 PITT_13763 | 5,60 | 20,84 | konserviertes hypothetisches
Protein
87 960 +45,5 PITT_03856 | 5,62 | 52,44 | konserviertes hypothetisches
Protein
97 754 +59,9 PITT_03593 | 6,42 | 54,10 | Alanin-Aminotransferase 2
109 1.319 -34,7 PITT_08591 | 4,79 | 15,91 | konserviertes hypothetisches
Protein
110 879 +71,5 PITT_21806 | 6,43 | 46,73 | Fumarylacetoacetase
114 1.409 +71,9 PITT_00146 | 6,86 | 62,05 | Glukose-6-Phosphat 1-
Dehydrogenase
117 393 +41,5 PITT_03226 | 6,66 | 46,56 | konserviertes hypothetisches
Protein
125 814 +33,9 PITT_10929 | 6,24 | 28,06 | Proteasom-Untereinheit a-Typ 1
131 712 +61,0 PITT_17123 | 5,84 | 58,36 | T-Komplex-Protein1 y-Untereinheit
134 1.069 +29,5 PITT_17013 | 7,17 | 95,96 | konserviertes hypothetisches
Protein
141 1.055 +29,2 PITT_15476 | 6,53 | 36,41 | Malat-Dehydrognase
151 1.344 +39,5 PITT_02567 | 5,08 | 59,19 | T-Komplex-Protein1
a-Untereinheit
166 935 -23,5 PITT_05464 | 6,08 | 27,08 | hypothetisches Protein
673 2.693 +45,5 PITT_09402 | 4,56 | 25,20 | Phosphoglycerat-Kinase 1
725 1.117 +44.5 PITT_05117 | 6,61 | 45,72 | Glycin-Amidinotransferase,
mitochondrialer Vorlaufer
745 584 +47,0 PITT_12788 | 6,80 | 41,27 | hypothetisches Protein &hnlich zu
Xenobiotik-Reduktase
786 2.681 +39,6 PITT_07400 | 6,98 | 29,29 | 2,3-Bisphosphoglycerat-
abhangige Phosphoglycerat-
Mutase
885 651 +30,8 PITT_02479 | 6,58 | 58,65 | T-Komplex-Protein1 6-Untereinheit
957 965 +27,0 PITT_15980 | 6,19 | 49,43 | konserviertes hypothetisches
Protein
1191 1.221 +37,6 PITT_06118 | 5,29 | 57,79 | Vakuolare ATP-Synthase B-

Untereinheit, Isoform 1
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Zwanzig Proteine zeigten eine Volumenzunahme als Antwort auf eine Behandlung mit
Dimethomorph, nicht aber nach Behandlung mit Iprovalicarb. Nur vier dieser Proteine
wurden herabreguliert, wéhrend die restlichen 16 Proteine im Vergleich zur Kontrolle
hochreguliert wurden. Die vier T-Komplex-Untereinheiten (Spots 28, 131, 151 und 885) und
die Enzyme des Citrat-Zyklus, die Isocitrat-Dehydrogenase und die Citrat-Synthase (Spot 1
und 81), zeigten z. B. nach einer Behandlung mit Dimethomorph eine Volumenzunahme,
wohingegen das Volumen des Aktin-depolymerisierenden Faktors (Spot 109) in Antwort auf
Dimethomorph um 34,7% abnahm. Nach einer Behandlung mit Dimethomorph zeigte eine
putative Endo-1,3-B-Glukanase (Spot 6) die hdchste Volumenanderung (+203,9%),
wohingegen eine andere putative Endo-1,3; 1,4-B-Glukanase (Spot 166) eine
Volumenabnahme von 23,5% zeigte.

In einem nachfolgenden Experiment wurde als Vergleich auch der Effekt von Metalaxyl

auf das Proteom von P. infestans untersucht (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: Zweidimensionale Gelelektrophorese des Proteoms einer mit Metalaxyl (0,0125 ppm)
behandelten, sechs Tage alten Kultur von P. infestans im Bereich pH 4-7. Aufgetragen sind 1 mg
Gesamtprotein. Das Gel wurde Coomassie geféarbt. Proteine, die im Vergleich zur Kontrolle ein
verringertes Volumen zeigten sind griin markiert, solche mit einem erhéhten Volumen rot.
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Der Wirkstoff wurde in einer Konzentration von 0,025 ppm und 0,0125 ppm eingesetzt. Auch
diese Werte wurden in einem radialen Myzelwachstumstest als EC50- bzw. EC50/2-
Konzentrationen ermittelt. Der Wirkort von Metalaxyl ist bekannt, es inhibiert die Synthese
von rRNA, und unterscheidet sich somit von dem, der fir Dimethomorph und Iprovalicarb
vermutet wird. Es wurden wiederum finf unabhangige Versuche durchgefihrt, wobei auch
finf unbehandelte Kulturen erneut angezogen wurden.

Das Proteom von Metalaxyl-behandelten P. infestans Kulturen zeigte im Vergleich zur
Kontrolle schon bei der geringeren Konzentration von 0,0125 ppm einige Spots mit
signifikanten Volumenanderungen (Abb. 3.25).

Sieben Spots mit einer Volumenanderung von mehr als 70% wurden detektiert, wobei die
hochste Volumenanderung bei 254% lag. Zusatzliche 16 Spots zeigten eine
Volumenanderung von mehr als 30% (Tabelle 3.5) und weitere funf Spots wiesen eine
Volumenanderung von mehr als 25% auf. Dabei zeigten 16 Spots ein verringertes Volumen

im Vergleich zur Kontrolle, wahrend zwoélf Proteine hochreguliert wurden.

Tabelle 3.5: Proteine von P. infestans, die nach Behandlung mit 0,0125 ppm Metalaxyl im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle um mindestens 20% abweichen.

Protein- Kontrolle 0,0125 ppm Metalaxyl
Nummer @ Volumen Volumen- @ Volumen Volumen- Volumen-
[dimensionslos] | STD [%] | [dimensionslos] | STD [%] | &nderung [%]
2 700 24.6 2.481 20,1 +254,3
16 1.064 9,2 1.955 18,1 +83,8
22 976 27,2 1.913 22,8 +96,0
50 1.712 12,3 907 15,5 -47 1
68 963 14,5 593 21,2 -38,5
112 2.548 10,0 1.643 8,3 -35,5
117 1.184 14,8 2.274 31,7 +92,1
161 327 11,0 606 17,9 +85,2
164 984 13,2 542 18,3 -44.9
166 976 7,9 546 16,6 -44 1
184 844.248 19,1 1.477 6,3 +74,97
189 1.999 11,5 1.463 31,5 -26,8
206 1.865 21,8 2.500 11,4 +34,1
214 3.633 6,3 2.635 15,9 -27,5
235 661 2,7 442 19,0 -33,1
240 1.851 16,5 2.707 21,1 +46,2
262 1.527 8,4 1.008 13,9 -34,0
304 863 14,4 1.215 6,4 +40,8
307 2.940 10,4 2.119 21,0 -27,9
438 239 29,4 440 28,7 +84,2
461 496 16,4 346 10,0 -30,2
569 1.665 23,6 1.237 22,1 -25,7
641 970 14,4 1.278 43,0 +31,8
662 1.169 16,7 747 12,3 -36,1
740 399 6,2 266 19,4 -33,5
780 691 11,9 464 16,2 -32,9
1038 746 7,2 554 12,5 -25,7
1072 466 31,9 612 22,5 +31,4
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So betrug die Volumenanderung der Aldehyd-Dehydrogenase (Spot 164 und 166) -44% und
auch das Volumen der Methylmalonat-Semialdehyd-Dehydrogenase war als Antwort auf
eine Behandlung mit Metalaxyl um 33,1% reduziert. Das Protein Henna dagegen zeigte nach
Behandlung mit Metalaxyl eine Volumenzunahme von 75%, sowie auch das Peroxiredoxin-2
in Anwesenheit dieses Wirkstoffes ein um 92% gesteigertes Volumen zeigte. Zwei Spots
(Spot 740 und 189), die als Fumarylacetoacetase und Malat-Dehydrogenase annotiert sind,
zeigten sowohl nach Behandlung mit Iprovalicarb und Dimethomorph als auch in
Anwesenheit von Metalaxyl ein gedndertes Volumen. Weitere zwei Spots (Spot 307 und 662)
zeigten nach Behandlung mit Iprovalicarb sowie Metalaxyl eine Volumené&nderung.

Tabelle 3.6: Mittels ESI-Qq-TOF identifizierte Proteine von P. infestans, die nach Behandlung mit
0,0125 ppm Metalaxyl im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um mindestens 20% abweichen.

Volumen-
SﬁOt' .g Volgmen anderung ID-Nummer IEP MW Protein-ldentitat
r. | [dimensionslos] [9%] [kDa]
5 5 481 +254.3 PITT_15388 5,06 | 20,48 I;cr)(r)ltseei';viertes hypothetisches

16 1.955 +83,8 PITT_12528 4,14 | 19,33 | hypothetisches Protein

22 1.913 +96,0 PITT_01082 4,77 | 23,03 | konserviertes hypothetisches
Protein

50 907 -47 1 PITT_13305 5,20 | 32,76 | konserviertes hypothetisches
Protein

112 1.644 -35,5 PITT_12158 4,86 | 37,06 | konserviertes hypothetisches
Protein

117 2.274 +92,1 PITT_15492 4,83 | 21,90 | Peroxiredoxin-2

161 606 +85,2 PITT_11719 5,47 | 45,97 | 4-Hydroxyphenylpyruvat-
Dioxygenase

164 542 -44.9 PITT_18012 5,14 | 53,71 | Aldehyd-Dehydrogenase,
mitochondrialer Vorlaufer

166 546 -44 1 PITT_18012 5,14 | 53,71 | Aldehyd-Dehydrogenase,
mitochondrialer Vorlaufer

184 1.477 +75,0 PITT_02210 4,74 | 43,27 | Protein Henna

189 1.463 -26,8 PITT_15476 6,53 | 36,41 | Malat-Dehydrogenase

214 2.635 -27,5 PITT_02925 6,38 | 56,53 | Ketolsaure-Reduktoisomerase

235 442 -33,1 PITT_16005 6,90 | 56,34 | Methylmalonat-Semialdehyd-
Dehydrogenase,
mitochondrialer Vorlaufer

240 2.707 +46,2 PITT_13116 5,03 | 27,10 | Triosephosphat-Isomerase

307 2.119 -27,9 PITT_13614 6,86 | 35,44 | Malat-Dehydrogenase,
mitochondrialer Vorlaufer

438 440 +84,2 PITT_15449 6,52 | 43,54 | verzweigtkettige-Aminoséaure
Aminotransferase

662 747 -36,1 PITT_13761 6,35 | 20,84 | konserviertes  hypothetisches
Protein

740 266 -33,5 PITT_21806 6,43 | 46,73 | Fumarylacetoacetase

1072 612 +31,4 PITT_00765 4,98 | 22,26 | Uridylat-Kinase

Proteine, die als hypothetisch annotiert waren, wurden mit Hilfe einer BLASTp-Suche
identifiziert (Tabelle 3.7).
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Tabelle 3.7: Hypothetische Proteine, die mittels BLASTp-Suche identifiziert wurden.

Spot-Nr. Protein-ldentitat E value
6 mogliche Endo-1,3-B-Glukanase 4e-74
16 GST 7e-28
85 Quinon-Oxidoreduktase 1e-64
87 Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase, cyclophilin- | 1e-122
type family
109 Actin-depolymerizierender Faktor, Cofilin 3e-27
117 GST 2e-36
134 Stress-induziertes Protein sti1-like Protein 4e-127
135 ahnlich zu wd-repeat Protein 2e-125
166 putative Endo-1,3;1,4-B-Glukanase 9e-145
173 Quinon-Oxidoreduktase QR2 3e-65
730 26S Proteasom regulatorisches Partikel nicht- 6e-54
ATPase Untereinheit 12
957 putative Endo-1,3-B-Glukanase 2e-62
1009 Quinon-Oxidoreduktase QR2 3e-65
2 Phenolsdure-Decarboxylase 4e-05
16 mogliches p23 Cochaperon 7e-15
22 Ran GTPase Bindeprotein 5e-34
50 Aldose 1-Epimerase, méglich 4e-46
112 Annexin 2e-74
662 Quinon-Oxidoreduktase QR2 3e-65
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3.7 Phylogenetische Analyse der Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase

Um die phylogenetische Verteilung der Cellulose-Synthase und der Chitin-Synthase
innerhalb der Eukaryoten und Prokaryoten zu bestimmen, wurde eine phylogenetische
Analyse nach der NeighborNet-Methode (Bryant und Moulton 2004) durchgefiihrt. Dazu
wurden zunéchst mit Hilfe der Cellulose-Synthase 1-Sequenz von P. infestans (Zugangs-Nr.
ABP96902) bzw. der Chitin-Synthase-Sequenz des Oomyceten Saprolegnia monoica
(Zugangs-Nr.: AAC49743) als Suchsequenz in einer BLASTp-Suche verschiedene Cellulose-
Synthase-Sequenzen bzw. Chitin-Synthase-Sequenzen identifiziert. Einige Aminoséaure-
sequenzen wurden ausgewahlt und ein Alignment mit MUSCLE (Edgar 2004) erstellt. Aus
dem Alignment wurde dann das Netzwerk abgeleitet.
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Abb. 3.26: Phylogenetische NeighborNet-Analyse der Cellulose-Synthase-Sequenzen. Der
Skalierungsbalken zeigt 0,1 Aminosdureaustausch pro Position an. Die Zugangsnummern der
Sequenzen befinden sich im Anhang.

Das Netzwerk der Cellulose-Synthase enthalt sowohl eukaryotische als auch
prokaryotische Sequenzen (Abb. 3.26). Innerhalb der Prokaryoten ist die Cellulose-Synthase
sowohl bei den a-, B-und y-Proteobakterien als auch bei den Cyanobakterien, den
Firmicutes, den Chloroflexii und den Aktinobakterien zu finden. Bei den Eukaryoten sind
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Homologe der Cellulose-Synthase sowohl bei Pflanzen, Algen, Oomyceten, Urochordaten,
Amoebozoen und sogar bei Pilzen verbreitet. Porphyra yezoensis bildet einen gemeinsamen
Split mit den Oomyceten.

Das Netzwerk der Chitin-Synthase enthélt hauptséchlich eukaryotische Sequenzen von
Pilzen und Tieren (Abb. 3.27). Aber auch innerhalb der Amoebozoen, Ciliaten und
Oomyceten wurden Homologe der Chitin-Synthase identifiziert. Bei den Bakterien wurden
ebenfalls Homologe der Chitin-Synthase gefunden. Die Oomyceten bilden eine
monophyletische Gruppe. Ein Split trennt die Pilze und Oomyceten von den Bakterien,

Tieren und Protisten.
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Abb. 3.27: Phylogenetische NeighborNet-Analyse der Chitin-Synthase-Sequenzen. Der Skalierungs-
balken zeigt 0,1 Aminosaureaustausch pro Position an. Die Zugangsnummern der Sequenzen
befinden sich im Anhang.
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4. Diskussion

Iprovalicarb und Dimethomorph sind zwei Oomyceten-spezifische Wirkstoffe mit bisher
unbekanntem Wirkungsmechanismus zur Bekdmpfung wichtiger Pflanzenpathogene. Die
Bestimmung des Wirkungsmechanismus ist fir den optimalen Einsatz der Préparate im
Rahmen eines ausgewogenen Resistenzmanagements hilfreich.  Aufgrund von
vorhergehenden Studien zum Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb wird vermutet, dass
der Wirkstoff direkt oder indirekt die Synthese bzw. gesteuerte Ausrichtung von
Zellwandelementen stort. Auch der Wirkort von Dimethomorph wird im Bereich der
Zellwandsynthese vermutet (Kuhn et al. 1991). Damit unterscheiden sich Iprovalicarb und
Dimethomorph vom RNA-Polymerase 1-Inhibitor Metalaxyl und anderen Oomyceten-
spezifischen Wirkstoffen, wie z. B. die Atmungsketten-Inhibitoren Cyazofamid und Zoxamid,
deren Wirkort eindeutig klassifiziert wurde.

41 Herstellung von Antikérpern gegen Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase

Da der Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb und Dimethomorph im Bereich der
Zellwandsynthese vermutet wird, sollte die Lokalisation der Chitin-Synthase und der
Cellulose-Synthase verfolgt werden. In Arabidopsis konnte mit Hilfe von YFP-markierter
Cellulose-Synthase gezeigt werden, dass die Cellulose-Synthese-Inhibitoren Isoxaben und
2,6-Dichlorobenzonitril (DCB) einen Effekt auf die Lokalisation und Beweglichkeit der
Cellulose-Synthase ausuben. Isoxaben fuhrte zu einem Verlust der Cellulose-Synthase in
der Plasmamembran, wahrend eine Behandlung mit DCB zu einer Akkumulation der
Cellulose-Synthase innerhalb der Plasmamembran fiihrte (DeBolt et al. 2007). Um die
Lokalisation der Cellulose-Synthase und der Chitin-Synthase in P. infestans zu detektieren,
wurden in dieser Arbeit Antikbrper gegen vier cytosolische Doménen der Cellulose-Synthase
(CesA, CesB, CesC, CesD) und zusatzlich gegen zwei cytosolische Doménen der Chitin-
Synthase (ChiS, ChiS2) hergestellt. Dazu wurden diese Doméanen heterolog mit Hilfe des
Vektors pET28a(+) in E. coli BL21(DE3) exprimiert. Die Expression aller Doméanen war
erfolgreich, jedoch lagen bis auf CesD alle rekombinanten Doménen in Inclusion Bodies vor.
Die aus gereinigten Inclusion Bodies isolierten Proteine CesA, CesB, CesC sowie ChiS1 und
ChiS2 wurden fur eine Immunisierung genutzt. Die gereinigten Antikdrper erkannten alle
hochspezifisch ihr Antigen, jedoch lediglich Anti-CesA1, Anti-CesB1, Anti-CesB2 und Anti-
ChiS1a erkannten auch in der Fraktion der DRM von P. infestans ein Signal mit der far
Cellulose-Synthase bzw. Chitin-Synthase entsprechenden GréBe von ca. 100 kDa. Daher

wurden Anti-CesB1 und Anti-ChiS1a fur Immunofluoreszenzfarbungen eingesetzt.
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4.2 Lokalisation der Cellulose-Synthase

Die Hauptbestandteile der Zellwand von P. infestans sind -1,3- und B-1,6-Glukane und
Cellulose, die als lange Mikrofibrillen oder amorphes Material vorliegen (Bartnicki-Garcia und
Wang 1983). Trotz der wirtschaftlichen Bedeutung von Oomyceten-Krankheiten ist relativ
wenig Uber die Synthese von Cellulose in Oomyceten bekannt. Selbst die
korrespondierenden Gene waren zu Beginn dieser Arbeit unbekannt. Falls die in Oomyceten
ablaufenden Prozesse der Zellwand-Synthese in hdheren Pflanzen &hneln, woflr die
phylogenetische Herkunft der Oomyceten spricht, so waren verschiedene Faktoren involviert.
Zum einen sollte die Cellulose-Synthase in Form einer hexameren aktiven Rosette vorliegen,
zum anderen sollte das Substrat dieses Enzyms im Golgi-Apparat und im
endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und in Vesikeln entlang von Mikrotubuli zur
Plasmamembran transportiert werden. Des Weiteren wirden eine intakte Plasmamembran
und kortikale Mikrotubuli, die parallel unterhalb der Plasmamembran ausgerichtet sind und
eine stabile Orientierung der beweglichen Rosetten ermdglichen, benétigt.

Mit Hilfe des Antikdrpers Anti-CesB1 konnte in Zoosporangien von P. infestans keine
Cellulose-Synthase lokalisiert werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen
von Grenville-Briggs et al. (2008) uberein, die CesA-Proteine weder in der Plasmamembran
von Sporangien noch von Zoosporen identifizieren konnten. Sporangien und Zoosporen sind
jedoch keine aktiv wachsenden Zellen, die eine Zellwandneusynthese bendtigen wirden. Die
Autoren vermuten daher, dass die Biosynthese von Cellulose eher fir die Produktion von
Keimschlauchen und Appressorien, von Bedeutung ist. In der Plasmamembran von Hyphen
konnte in dieser Arbeit die Cellulose-Synthase lokalisiert werden. Nach einer
Immunofluoreszenzfarbung mit Hilfe des Anti-CesB1-Antikérpers war eine gleichmaBig
punktférmige Farbung um das gesamte Hyphenlumen zu beobachten. Es wurde keine
besondere Anreicherung in der Hyphenspitze beobachtet. Durch eine zweistindige
Behandlung mit 0,25 ppm lIprovalicarb &nderte sich die Verteilung der Cellulose-Synthase.
Die gleichméaBige Verteilung der Farbung der Hyphen war nicht mehr detektierbar.
Stattdessen waren stérker fluoreszierende vereinzelte Agglomerate zu beobachten, die auf
eine partielle Akkumulation der Cellulose-Synthase hindeuten. Dies ahnelt einer Behandlung
von Arabidopsis mit DCB, die ebenfalls zu einer Akkumulation von unbeweglichen YFP-
markierten Cellulose-Synthasen flhrte, die als deutliche Punkte visualisiert wurden (DeBolt
et al. 2007).

Jende (2001) konnte in Studien zum Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb in einem
direkten Cellulose-Nachweis mit Hilfe der Enzym-Gold-Markierung eine im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle um 18% erhdhte spezifische Markierungsdichte fur Cellulose in den
Hyphen von P. infestans nachweisen. Vereinzelt war nach einer Behandlung mit Iprovalicarb

eine Akkumulation der Goldpartikel zu beobachten. Hyphenquerschnitte zeigten auBerdem
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Ausstllpungen der duBBeren Zellwandschicht, von denen sich Vesikel abschnirten. Bei auf
Wirkstoff-freiem Agar entwickelten Hyphen waren die Goldpartikel gleichméBiger im Bereich
der Zellwand verteilt und bildeten eine deutliche, plane Abschlussschicht. Jende schlie3t aus
diesen Ergebnissen, dass Iprovalicarb keinen inhibierenden Einfluss auf die Synthese von
Cellulose ausibt. Mehl (2006) bestétigte diese Schlussfolgerungen. Eine Behandlung mit
Iprovalicarb fuhrte zu keiner Hemmung des Einbaus 14C-markierter Substrate in Polymere.
Mehl folgerte daher, dass Iprovalicarb keinen Einfluss auf die enzymatische Aktivitat der
Glukan-Synthasen und somit auf die Cellulose-Synthase hat.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen in Bestatigung der Ausgangshypothese, dass die
Cellulose-Synthase nach einer kurzzeitigen Behandlung mit Iprovalicarb tatsachlich eine
veranderte Lokalisation aufweist.

Eine zweistindige Behandlung mit 0,3 ppm Dimethomorph bzw. 0,025 ppm Metalaxyl
hatte keine Anderung der Lokalisation der Cellulose-Synthase im Vergleich zur Kontrolle zur
Folge. Auch diese Ergebnisse sind mit denen von Jende (2001) Ubereinstimmend. Die
Markierungsdichte fur Cellulose war nach einer Behandlung mit Dimethomorph im Vergleich
zur Kontrolle unverandert und auch eine partielle Akkumulation von Goldpartikeln wurde

nicht beobachtet.

4.3 Die Rolle der Mikrotubuli bei der Synthese der Cellulose

In Pflanzen wird die Lage bzw. Bewegung der Cellulose-Synthase durch kortikale Mikrotubuli
festgelegt. Paredez et al. (2006) detektierten YFP:CESA6 im Hypokotyl transgener
Arabidopsis Pflanzen als eigenstandige Partikel in der Plasmamembran, die in einer linearen
Anordnung organisiert waren. Diese Partikel bewegten sich mit gleichmé&Biger
Geschwindigkeit bidirektional in ungeféhr linearen Bahnen mit einer durchschnittlichen
Geschwindigkeit von 330 nm/min, was der Addition von 300-1.000 Glukose-Molekilen pro
Glukan-Kette pro Minute entspricht. Coexpression von CFP:a-Tubulin und YFP:CESA6
zeigte, dass sich die CESA-Partikel an Schienen entlang bewegen, die von Mikrotubuli
definiert wurden (Paradez et al. 2006). Der Abbau der Mikrotubuli-Anordnung mit dem
Herbizid Oryzalin filhrte zu markanten Anderungen in der Organisation und dem Verhalten
von CESAG, jedoch nicht zu einer Reduktion von CESA6 in der Membran. Die CESA6-
Partikel aggregierten und bewegten sich in Schwérmen. Dies lasst vermuten, dass
Mikrotubuli die Orientierung der Bewegung der Komplexe gewahren, aber nicht fur die
Exozytose und die Beweglichkeit an sich bendétigt werden. Dies unterstitzt die Idee, dass die
treibende Kraft fir die Beweglichkeit durch die Polymerisation der Cellulose geliefert wird
(Robinson 1981). Mikrotubuli haben einen definierenden Einfluss auf die Verteilung und
Bewegung der CESA-Rosette, aber in deren Abwesenheit ist die Bewegung nicht chaotisch,
was eine hohe Fahigkeit zur Selbstorganisation suggeriert (Emons 2000).
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Neuere Ergebnisse haben gezeigt, dass GFP-CESAS in Arabidopsis nicht nur in der
Plasmamembran, sondern auch im Golgi-Apparat, im trans-Golgi-Netzwerk und in einem
neuen Kompartiment, dem Mikrotubuli-assoziierten Cellulose-Synthase-Kompartiment
(MASC), nachgewiesen werden kann (Crowell et al. 2009). Die Bildung und Bewegung
dieses Kompartimentes hangt von der Anordnung der kortikalen Mikrotubuli ab. Osmotischer
Stress oder eine Behandlung mit dem Cellulose-Synthese-Inhibitor CGA 325'615 flihrte zur
Internalisierung von Cellulose-Synthase-Komplexen in MASCs. Die Autoren vermuten, dass
diese Internalisierung die Synthese von Cellulose reguliert (Crowell et al. 2009; Farquharson
2009). Sie zeigten weiterhin, dass Golgi-Kérperchen an einzelnen Stellen entlang der
kortikalen Mikrotubuli pausieren und dass diese Pausen mit der Insertion der Cellulose-
Synthase in die Plasmamembran einhergehen. Kortikale Mikrotubuli definieren in Pflanzen
also nicht nur die Bewegung der Cellulose-Synthase in der Plasmamembran, sondern
regulieren auch die Exo- und Endozytose dieses Komplexes.

Falls kortikale Mikrotubuli auch in Oomyceten an der Verteilung und Bewegung der
Cellulose-Synthase beteiligt sind, kénnte die verénderte Lokalisation dieses Enzyms nach
einer Behandlung mit Iprovalicarb auf Stérungen in der Organisation der Mikrotubuli
zurtickzufihren sein.

In den Untersuchungen von Jende (2001) konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung
mit Iprovalicarb tatsachlich die Anordnung der Mikrotubuli in P. infestans veranderte. In
Hyphen von unbehandelten Kulturen lagen die Mikrotubuli als globuléare Strukturen vor, die
durch Filamente zu einem maschenartigen Netzwerk verbunden waren. Eine Behandlung mit
Iprovalicarb fuhrte zur Bildung dickerer, langerer Filamente, wé&hrend die globuléaren
Strukturen nicht mehr zu erkennen waren. Jende vermutete, dass die globuldren Strukturen
eine Verbindung zwischen der Plasmamembran und dem filamentésen Mikrotubuli
herstellen. Wymer und Lloyd (1996) vermuteten ebenfalls, dass Rezeptoren in der
Plasmamembran von Pisum sativum Kkortikale Mikrotubuli mit Cellulose-Mikrofibrillen
verbinden. Das Fehlen der globularen Strukturen nach Wachstum in Anwesenheit von
Iprovalicarb, wirde die Verbindung zwischen der Plasmamembran und den filament6sen
Mikrotubuli zerstéren. Sollte in P. infestans wie in hdheren Pflanzen eine gerichtete
Bewegung der Cellulose-Synthase und die Ausrichtung neu gebildeter Cellulose-
Mikrofibrillen durch Mikrotubuli kontrolliert werden, so kénnte eine Behandlung mit
Iprovalicarb zu einem Kontrollverlust der Mikrotubuli Uber die Cellulose-Synthase und
Cellulose-Mikrofibrillen fuhren.

Eine direkte Wirkung von Iprovalicarb auf die Polymerisation von Mikrotubuli wurde
jedoch ausgeschlossen (Mehl 2006). Der Zellteilungs- und Mitosehemmer Colchicin
verhindert durch Bindung an Tubulin die Ausbildung des Spindelapparates und kortikaler
Mikrotubuli (Hardham und Gunning 1978; Salmon et al. 1984). Eine Behandlung von
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P. infestans mit Colchicin verursachte morphologische Anderungen, die sich deutlich von
den durch Iprovalicarb bedingten Anderungen unterschieden. Eine Behandlung mit
Dimethomorph hatte keinen Einfluss auf die Anordnung der Mikrotubuli (Jende 2001).

In Pflanzen steuert die Lage der Cellulose-Synthase in der Membran die Ausrichtung der
Cellulose-Mikrofibrillen. Bei der Orientierung der Ausrichtung der Cellulose-Mikrofibrillen
spielen also auch Mikrotubuli eine Rolle (Green 1962). Die partielle Akkumulation der
Goldpartikel nach einer Behandlung mit Iprovalicarb in einem direkten Cellulose-Nachweis
mit Hilfe der Enzym-Gold-Markierung zeigte, dass die Anordnung und Lokalisation der
Cellulose-Mikrofibrillen in der Zellwand von P. infestans durch Iprovalicarb gestért wird
(Jende 2001). Da die Zellwand nach einer Behandlung mit Iprovalicarb eine verminderte
Stabilitdt und Starrheit aufwies, vermutete Jende, dass kurzere Fibrillen gebildet werden, die
der Zellwand nicht dieselbe Stabilitdt verleihen wie langere Mikrofibrillen. Mdglicherweise
kénnen kurzere Cellulose-Mikrofibrillen aufgrund der fehlenden Vernetzung kein stabiles
Gerust aufbauen und somit der Zellwand nicht die nétige Starrheit verleihen.

Auch diese Ergebnisse konnten von Mehl (2006) bestatigt werden. Nach einer
Behandlung mit Iprovalicarb konnte durch eine Fluoreszenz-Farbung polymerer Hexosen,
und somit auch von Cellulose, in regenerierenden Protoplasten von P. infestans eine im
Vergleich zur Kontrolle ca. 30-40% erhOhte Fluoreszenz ermittelt werden (Mehl und
Buchenauer 2001). Mehl vermutet, dass die erhdhte Fluoreszenz die Folge einer erhéhten
Glukan-Synthese in Anwesenheit von Iprovalicarb sein kdnnte. Regenerierende Protoplasten
zeigten in Gegenwart von Iprovalicarb tubenférmige Gebilde, die in Keimschlauchen
unbehandelter Protoplasten aus den Zellen in signifikant breiterem Durchmesser
herauswuchsen. Die Tuben zeigten auBerdem eine stérkere Fluoreszenz und eine langs-
und quergestreifte Anordnung der gefarbten Bereiche. Mehl folgert, dass diese Bereiche
Bindel von Cellulose-Mikrofibrillen innerhalb der Zellwand darstellen, deren Vernetzung
durch Iprovalicarb beeintrachtigt wurde.

Die in dieser Arbeit beobachtete Akkumulation der Cellulose-Synthase als Antwort auf
Iprovalicarb kénnte darauf zuriickzufihren sein, dass die Cellulose-Synthase nicht mehr in
der Lage ist sich innerhalb der Membran zu bewegen. Dies hétte mdglicherweise, wie von
Jende (2001) und Mehl (2006) vermutet, zur Folge, dass nur kirzere Mikrofibrillen gebildet

werden, deren Vernetzung auBerdem beeintréchtigt ist.

4.4 Lokalisation der Chitin-Synthase

Nach neueren Erkenntnissen sind Oomyceten im Laufe der Evolution aus einer
Endosymbiose von Protozoen und Rotalgen entstanden (Adl et al. 2005). Die Zellwand
einiger Oomyceten enthélt neben Cellulose auch geringe Mengen von Chitin (Lin und
Aronson 1970). Chitin ist die Hauptkomponente der Zellwand der Pilze und wird dort von der
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Chitin-Synthase synthetisiert. Sowohl fur Pilze als auch fur Insekten wurde der geregelte
Transport der Chitin-Synthase in spezifischen Vesikeln, die als Chitosomen bezeichnet
werden, beschrieben (Bracker et al. 1976; Ruiz-Herrera et al. 1977; Binnington 1985).
Vermutlich dienen auch hier Mikrotubuli als Leitbahnen fir den Transport dieser Vesikel.
Weder das Vorkommen von Chitosomen noch die Beteiligung von Mikrotubuli an der
gerichteten Bewegung der Chitin-Synthase wurde fir Oomyceten beschrieben.

Mit Hilfe von Texas Red-markiertem Wheat Germ Agglutinin, dass mit abnehmender
Spezifitdt an  B-(D-1,4-N-Acetylglukosamin); und  B-(D-1,4-N-Acetylglukosamin),N-
Acetylneuraminsaure bindet, lieBen sich weder die Zellwdnde von Sporangien noch von
Hyphen markieren. Lediglich an auskeimenden Sporangien war an der Keimungsstelle eine
Akkumulation des Farbstoffs zu beobachten. Auch die Chitin-Synthase wurde mit Hilfe des
Anti-ChiS1a-Antikdrpers ausschlieBlich dort lokalisiert. Hier wurde erstmals gezeigt, dass
und wo eine Chitin-Synthase in P. infestans exprimiert wird. Weder eine zweistiindige noch
eine 24stindige Behandlung mit 0,25 ppm Iprovalicarb; 0,3 ppm Dimethomorph und 0,025
ppm Metalaxyl hatte einen Einfluss auf den Nachweis der Zucker B-(D-1,4-N-
Acetylglucosamin); und 3-(D-1,4-N-Acetylglucosamin),N-Acetylneuraminsaure bzw. auf die

Lokalisation der Chitin-Synthase.

4.5 Lokalisation der Cellulose Synthase und Chitin Synthase in Lipid Rafts

Lipid Rafts sind flussig-geordnete Mikrodoménen in der Zellmembran, die einen hdheren
Gehalt an geséttigten Fettsduren und Sterolen aufweisen als andere Bereiche der Membran
(Insenser et al. 2006). Diese Cholesterol- und Sphingolipid-reichen Doméanen sind bei 4T in
dem Detergenz Triton X-100 unléslich und werden daher als Detergenz-resistente
Membranen (DRM) bezeichnet. Lipid Rafts bilden organisatorische Einheiten und sind an
vielen zelluldren Prozessen, wie der Signaltransduktion, der Immunantwort und dem
Membrantransport beteiligt (Arora et al. 2004, Kim et al. 2008). Daher mussen auch die an
diesen Prozessen beteiligten Proteine in den Rafts organisiert sein. Moglicherweise sind
auch die Enzyme, die verantwortlich fir die Biosynthese der Zellwand sind, in Lipid Rafts
organisiert.

Aufgrund des hohen Lipidgehaltes ordnen sich Lipid Rafts in einer Dichtegradienten-
Zentrifugation, bei einer niedrigen Dichte an (Brown und Rose 1992). Mit milderen
Detergenzien wie Octylglukosiden kénnen Detergenz-resistente Membranen solubilisiert
werden (Simons und Ikonen 1997) und die darin lokalisierten Proteine zugénglich gemacht
werden.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Western Transfer-Analysen und Immunodetektionen
mit Cellulose-Synthase- bzw. Chitin-Synthase-spezifischen Antikérpern zeigen, dass beide
Enzymkomplexe in DRM lokalisiert sind. Diese Ergebnisse wurden von Bessueille und
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Bulone (2008) bestétigt, die eine Lokalisation der pflanzlichen Cellulose-Synthase in DRM
zeigten. Daruber hinaus zeigten sie, dass die isolierten DRM in der Lage waren in vitro
Polysaccharide zu synthetisieren, die als Callose und Cellulose identifiziert werden konnten.
AuBerdem zeigten Schrick et al. (2004) bereits, dass Sterole, die in DRM angereichert sind,
sowohl fir die Synthese von Cellulose als auch flr die Elongation und Ausdehnung der
Zellwand in A. thaliana wichtig sind. Bessueille und Bulone (2008) spekulierten daher, dass
einige Lipide aus der Familie der Sterole fir die Stabilitdt der Cellulose-Synthase-Komplexe
in der Plasmamembran bendtigt werden. Auch Briolay et al. (2009) lokalisierten sowohl die
Chitin-Synthase als auch die Cellulose-Synthase des Oomyceten Saprolegnia monoica in
DRM.

In verschiedenen Pilzen wurden Sterol-reiche Mikrodoménen identifiziert (Wachtler und
Balasubramanian 2006). Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff Filipin, der spezifisch an
Sterole bindet, genutzt, um Regionen in der Plasmamembran, die einen hohen Gehalt an
Sterolen aufweisen, zu identifizieren (Severs 1997). In Schizosaccharomyces pombe z. B.
sind die Sterol-reichen Mikrodoménen auf die Hyphenspitze und die Spaltungsstelle
konzentriert (Wachtler et al. 2003). Auch in dem Humanpathogen Cryptococcus neoformans
sind die Sterole auf die Knospenspitze und das Septum konzentriert (Martin und Konopka
2004). An den Hyphenspitzen findet bei Pilzen das Wachstum statt, wobei sich ein so
genannter Spitzenkdrper bildet, der auch die Enzyme der Zellwandbiosynthese organisiert
(Steinberg 2007). Im Bereich des Spitzenkoérpers ist die Zellmembran also reich an Lipid
Rafts.

Inwieweit die Zellwandbiosynthese auch in Oomyceten Lipid Rafts an den wachsenden
Hyphenspitzen erfordert, ist nicht bekannt. Viele Oomyceten kénnen selber keine Sterole
synthetisieren, aber die Aufnahme aus der Umgebung ist fur das Wachstum der Oomyceten
essentiell (Attard et al. 2008, Marshall et al. 2001). Daher wurde die Farbung von Sterolen
mit Filipin durchgefihrt, um die Verteilung der Sterole nach einer Behandlung mit
Iprovalicarb bzw. Dimethomorph im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten und den
Zusammenhang zwischen der Lokalisation von Lipid Rafts und Chitin- bzw. Cellulose-
Synthase in P. infestans zu untersuchen. Die Féarbung mit Filipin zeigte hier eine
gleichméBige Verteilung Uber die ganze Hyphenldnge und keine Akkumulation an der
Hyphenspitze. Nach 24 Stunden zeigen einige Iprovalicarb- und Dimethomorph-behandelte

Zellen eine fragmentierte Farbung.
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4.6 Vergleich mit Cellulose-Biosynthese-Inhibitoren der Pflanzen

Es wurden einige Wirkstoffe beschrieben, die auf die Biosynthese von Cellulose in
héheren Pflanzen einwirken. CGA 325615 inhibiert die Bildung kristalliner Cellulose durch
die Aufhebung der Rosetten-Bildung (Peng et al. 2001). Die CESA-Untereinheiten sind zwar
aktiv, aber nicht in der Lage kristalline Mikrofibrillen zu bilden. Die Dimerisierung der CESA-
Untereinheiten Uber die Zn-Doméne findet unter oxidativen Bedingungen statt und ist
notwendig fur die Assemblierung der Rosette und deren Funktion. Die Rosetten werden
durch Behandlung mit CGA 325615 zerstort, wahrend Zugabe von H,O, diesen Effekt
komplett aufhebt. Dies deutet daraufhin, dass CGA 325’615 die Oxidation und Dimerisierung
der CESA-Zn-Doméne inhibiert (Kurek et al. 2002). Eine Behandlung mit Iprovalicarb fuhrt
zwar auch zu einer veranderten Bildung kristalliner Mikrofibrillen, dennoch ist ein dem CGA
325'615 &hnlicher Wirkungsmechanismus ausgeschlossen, da die Cellulose-Synthase von

P. infestans keine Zn-Domane besitzt.

AE F150944 CGA 325’615 2,6-Dichloro- Isoxaben
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Abb. 4.1: Strukturformeln einiger Wirkstoffe, die die Biosynthese von Cellulose inhibieren und von
dem Chitin-Synthese-Inhibitor Diflubenzuron.

Der Wirkstoff AE F150944 aus der chemischen Klasse der Aminotriazine inhibiert
ebenfalls die Synthese von Cellulose (Kiedaisch et al. 2003). Mikroskopische und
biochemische Untersuchungen an Zinnia elegans fuhrten zu der Annahme, dass der
Wirkstoff die Rosettenstruktur der Cellulose-Synthase destabilisiert, was eine Hemmung der
Ausbildung von kristalliner Cellulose zur Folge hat.

Mehl (2006) deutete die nach einer Behandlung mit Iprovalicarb unterschiedlich mit
Blancophor angefarbten Bereiche polymerer Hexosen in regenerierenden Protoplasten von
P. infestans folgendermaBen: die stark fluoreszierenden Bereiche konnten Kkristalline,
geordnete  Cellulose-Mikrofibrillen  darstellen, wéhrend die schwach markierten

Zwischenrdume amorphe, ungeordnete Cellulose-Strukturen sind. Mehl fihrt diese

77



DiskussioN

alternierenden Bereiche auf eine mdgliche Destabilisierung der Cellulose-Synthase-
Komplexe zuriick, wie fur AE F150944 postuliert wird. Dies setzt allerdings voraus, dass die
Cellulose-Synthase der Oomyceten wie in hdéheren Pflanzen als Rosette vorliegt. In
Acetobacter xylinum und Dictyostelium discoideumn hatte der Wirkstoff keinen Einfluss auf die
Synthese von Cellulose. In beiden Organismen liegt der Cellulose-Synthase-Komplex nicht
als Rosette, sondern als linearer Komplex vor.

Morlin  (7-Ethoxy-4-Methyl-Chromen-2-on), ein Analog der Cumarine (Abb. 4.1),
verursacht Veranderungen in der Organisation pflanzlicher Mikrotubuli und flhrt sowohl zu
einer reduzierten Geschwindigkeit der CESA-Komplexe als auch zu einer verénderten
Verteilung von CESA in der Plasmamembran. Diese Ergebnisse unterstitzen die Idee, dass
eine funktionelle Interaktion zwischen kortikalen Mikrotubuli und den CESA-Komplexen
besteht. Eine Behandlung mit Morlin fuhrt zu einer Bildung von kurzeren, starker
geblndelten Mikrotubuli und einer Freisetzung von der Plasmamembran. Die Autoren
vermuten, dass Morlin ein Protein beeinflusst, das die Bindung der Mikrotubuli an die
Membran vermittelt. Die Identifizierung des Targets von Morlin kénnte Aufschliisse Gber den
Mechanismus der Interaktion zwischen kortikalen Mikrotubuli und der Zellmembran und der
Synthese von Cellulose liefern (DeBolt et al. 2007).

Da auch Iprovalicarb sowohl Anderungen in der Organisation der Mikrotubuli als auch
eine veranderte Lokalisation der Cellulose-Synthase bewirkt, ist ein Wirkungsmechanismus
denkbar, der ebenfalls ein Protein involviert, dass die Bindung der Mikrotubuli an die
Membran oder eine Interaktion zwischen Mikrotubuli und der Cellulose-Synthese vermittelt.
Von Jende (2001) wurde bereits vermutet, dass durch das Fehlen der globuléaren Mikrotubuli
nach Wachstum in Anwesenheit von Iprovalicarb die Verbindung zwischen der Membran und
den Mikrotubuli unterbrochen ist.

Auch flir das Herbizid DCB (2,6-Dichlorobenzonitril) wurde als Wirkort ein Protein
identifiziert, welches mdglicherweise die Interaktion zwischen Mikrotubuli und der Cellulose-
Synthase vermittelt. Pflanzen die in Anwesenheit von DCB wachsen, akkumulieren nicht-
kristalline 3-1,4-Glukane (Encina et al. 2002). Eine Behandlung mit DCB fiihrte auBerdem zu
einer Reduktion an intakten Rosetten in der Plasmamembran des Moses Funaria
hygrometrica und in Weizen (Herth 1987; Rudolph et al. 1989) und der Akkumulation von
Cellulose-Synthase-Untereinheiten in der Plasmamembran von Arabidopsis Hypokotyl
(DeBolt et al. 2007). AuBerdem stoppt die Bewegung von CESA in der Membran von
Arabidopsis. DCB bindet an ein kleines Protein und es wurde vermutet, dass dieses Protein
die Cellulose-Synthese reguliert (Delmer et al. 1987). DCB induziert auBerdem Anderungen
im kortikalen Mikrotubuli-Netzwerk in der Alge Pelvetia compressa (Bisgrove und Kropf
2002) und Arabidopsis-Wurzeln (Himmelspach et al. 2003). Rajangam et al. (2008)
identifizierten das DCB-bindende Protein der Pappel als PttMAP20 und zeigten, dass es an
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Mikrotubuli bindet. PttMAP20 enthalt eine hochkonservierte TPX2-Domane, die erstmals in
einem Mikrotubuli-assoziierten Protein (MAP) von Xenopus laevis entdeckt wurde (Wittmann
et al. 2000). MAPs sind fur die Assemblierung und Stabilitat von Mikrotubuli verantwortlich
(Wasteneys und Yang 2004). In Pflanzen haben viele MAPS einen Einfluss auf die
Morphologie der Pflanze und auf die Orientierung der Cellulose-Mikrofibrillen (Sedbrook
2004). Die Bindung von DCB an PttMAP20 unterbindet jedoch nicht die Bindung an
Mikrotubuli. Dies suggeriert, dass DCB eine andere wichtige Interaktion von PttMAP20
behindert. Die Autoren spekulieren daher, dass PttMAP20 direkt oder indirekt mit der
Cellulose-Synthase assoziiert ist. Die Zerstérung dieser Interaktion durch DCB koénnte die
Cellulose Biosynthese von dem kortikalen Mikrotubuli-Netzwerk entkoppeln (Rajangam et al.
2008).

Grenville-Briggs et al. (2008) zeigten, dass DCB in Konzentrationen von 40 bis 100 yM
bei P. infestans einen inhibierenden Effekt auf die Zoosporogenese, die Encystierung und
die Bildung von Appressorien ausubt. Da der Wirkort von DCB als MAP20 identifiziert wurde,
setzt dies voraus, dass auch P. infestans dieses Protein besitzt. DCB verursacht in Pflanzen
ahnlich wie Iprovalicarb bei P. infestans eine partielle Akkumulation von Cellulose und
Cellulose-Synthase und eine Anderung der Mikrotubuli-Organisation. MAP20 oder ein
Protein mit &hnlicher Funktion ware mdglicherweise als Wirkort von Iprovalicarb denkbar.

Isoxaben N-[3(1-ethyl-1-methylpropyl)-5-isoxazolyl] inhibiert spezifisch die Cellulose
Biosynthese in héheren Pflanzen (Heim et al. 1990). Durch Isoxaben-resistente Mutanten
(ixr1-1, ixr1-2, und ixr2-1) wurden zwei Genorte in Arabidopsis beschrieben. IXR1 kodiert flr
die Cellulose-Synthase katalytische Untereinheit CESA3 (Scheible et al. 2001), wéahrend
IXR2 fur die Isoform CESA6 kodiert (Desprez et al. 2002). Diese Untereinheiten scheinen
der direkte Wirkort von Isoxaben zu sein. Allerdings gehdéren die Dbetroffenen
Aminoséaurereste nicht zu denen, die fur die katalytische Aktivitat der Cellulose-Synthase
benotigt werden. Dies deutet darauf hin, dass Isoxaben nicht die katalytische Aktivitat an sich
inhibiert. Die Behandlung von Keimlingen mit 100 nM Isoxaben fihrte zu einem schnellen
Verlust von YFP:CESAG-Partikeln aus der Plasmamembran. Innerhalb von finf Minuten war
die Partikel-Dichte reduziert und innerhalb von 20 Minuten waren kaum noch YFP:CESAG in
der Plasmamembran zu detektieren (Paredez et al. 2006).

Das Oomycetenmittel Flumorph 4-[3-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-1-oxo-2-
propenyl] ist wie Dimethomorph ein Zimtsdure-Derivat (Yuan et al. 2006; Abb. 4.1). Beide
Oomycetenmittel haben eine &hnliche Struktur (Zhu et al. 2008) und zeigen ein identisches
Resistenzverhalten. AuBerdem inhibiert Flumorph identisch zu Dimethomorph alle Stadien
des Lebenszyklus von Pseudoperonospora cubensis mit Ausnahme der Freilassung und
Beweglichkeit von Zoosporen und der Bildung von Cytosporen (Sheng Zhu et al. 2007).

Sheng Zhu et al. (2007) vermuten daher, dass Dimethomorph und Flumorph den gleichen
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oder zumindest einen &hnlichen Wirkungsmechanismus haben. Flumorph-behandelte
Hyphen zeigten Ubereinstimmend zu den von Jende (2001) beobachteten Effekten von
Dimethomorph auf P. infestans eine perlschnurartige Entwicklung. Sie zeigten auch, dass
Flumorph nicht die Synthese von Zellwand-Komponenten in P. melonis inhibiert, sondern die
polare Ausrichtung von neu synthetisiertem Zellwandmaterial wahrend der Keimung der
Cytospore und des Hyphenwachstums stért. Die Cytosporen sind in Anwesenheit von
Flumorph nicht mehr in der Lage vom isotropen zum polaren Wachstum zu wechseln und
kénnen daher keinen Keimschlauch ausbilden. Sheng Zhu et al. (2007) fuhren diesen Effekt
auf die Zerstdérung von F-Aktin zurlck. Jende (2001) konnte jedoch weder einen Effekt von
Dimethomorph auf die Verteilung von Cellulose in den Zellwénden von P. infestans noch auf
die Organisation von Aktin feststellen.

Das Mandelsdureamid Mandipropamid von Syngenta gehért wie Iprovalicarb,
Dimethomorph und Flumorph zu den Carboxylsdureamiden und wirkt ebenfalls spezifisch auf
Oomyceten (Cohen et al. 2008). Es wirkt auf alle Entwicklungsstadien, wobei sowohl die
Keimung von Sporen und Sporangien, als auch das Wachstum des Myzels und die
Sporulation inhibiert werden (Cohen und Gisi 2007). Alle vier Wirkstoffe zeigen ein
identisches Resistenzverhalten und inhibieren die Ablagerung und Assemblierung der
Zellwand (Cohen et al. 2008). In wie fern sich der Wirkungsmechanismus dieser vier

Wirkstoffe unterscheidet ist nicht bekannt.

Tabelle 4.1: Ubersicht iber die verschiedenen Wirkstoffe und deren Effekte.

Wirkstoff Stoffklasse Effekt Mégliches Target
355%? 5 Thiatriazin | Zerstérung der Rosettenstruktur, Redox-System
AE F150944 | Aminotriazin | Destabilisierung der Rosettenstruktur ?
Anderung der Verteilung und Protein, dass
Morlin Cumarin- Reduktion der Geschwindigkeit von Bindung von
Analog CESA in der Plasmamembran, Mikrotubuli an
veranderte Mikrotubuli-Organisation Membran vermittelt
Akkumulation nicht-kristalliner 3-1,4-
2,6-Dichloro- i Glukane und von CESA,
benzonitril | BENZONMl | A derungen im kortikalen Mikrotubuli- PUMAP20
Netzwerk
lsoxaben | Benzamizol | ponustvon CESAn der CESA3 und CESA6
asmamembran
Zimtsaure- inhibiert polare Ausrichtung von neu
Flumorph . synthetisiertem Zellwandmaterial, ?
derivat - .
Zerstdérung von F-Aktin
Dimetho- Zimtsdure- | Destabilisierung und morphologische "
morph derivat Verénderungen der Zellwand )
_ Aminoséure- Akkumulation von CeIIuIEJse und
Ipovalicarb amidcarbamat Cellulose-Synthase, veranderte ?
Organisation der Mikrotubuli
Mandi- Mandel- inhibiert die Ablagerung und N
propamid saureamid | Assemblierung der Zellwand '
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Mit Ausnahme von DCB in hoher Konzentration haben die pflanzenspezifischen
Wirkstoffe keine Wirkung auf Oomyceten, sowie auch die Oomycetenmittel nicht auf
Pflanzen und Insekten wirken. Insektizide wie Benzoylharnstoffe, die die Synthese von Chitin
hemmen, haben ebenfalls keine Wirkung auf Oomyceten (persénliche Mitteilung Dr. Klaus
Tietjen). Der Wirkort des Benzoylharnstoffs Diflubenzuron ist vermutlich ein ABC-Transporter
(,ATP binding cassette®), welche die Translokation von anorganischen lonen, Zuckern und
Aminoséauren Uber die Membran vermitteln (Schmitt und Tampe 2002). Der Diflubenzuron-
sensitive ABC-Transporter ist eine Untereinheit des ATP-abhangigen Calcium-Kalium-
Kanals, genannt Sulfonylharnstoff-Rezeptor (Abo-Elghar et al. 2004). Der Wirkstoff
interagiert mit diesem Rezeptor und inhibiert dadurch den Einstrom von Calcium-lonen in
integumentale Vesikel, ein Prozess, der fir eine intakte Vesikel-Struktur notwendig ist
(Nakagawa und Matsumura 1994). Die Verbindung zwischen der Synthese von Chitin und
dem Sulfonylharnstoff-Rezeptor ist weitgehend unbekannt, aber mdglicherweise wird durch
das Fehlen intakter Vesikel, der Transport der Chitin-Synthase zur Plasmamembran
unterbunden. Dies wird auch durch das verringerte Vorhandensein der Chitin-Synthase
innerhalb der Membran nach einer Behandlung mit Benzoylharnstoffen bestétigt (Belinato et
al. 2009).

Der gemeinsame Nenner aller Wirkstoffe kénnte die Interferenz mit dem offenbar
erforderlichen schnellen Durchsatz der Cellulose- und Chitin-Synthase sein. Die Cellulose-
Synthase hat in Pflanzen eine Halbwertszeit von wenigen Minuten (Rudolph et al. 1989;
Jacob-Wilk et al. 2006).

4.7 Analyse des Proteoms von P. infestans

Eine quantitative und qualitative Analyse der Proteome von unbehandelten und in
Gegenwart von Wirkstoff angezogenen P. infestans-Kulturen wurde durchgeflihrt, um
Rickschlusse auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede des Wirkungsmechanismus von
Iprovalicarb und Dimethomorph zu ziehen. Die hier eingesetzten Konzentrationen wurden in
einem radialen Myzelwachstumstest als EC50 bzw. EC50/2 identifiziert (Mehl 2006). Es
zeigte sich jedoch, dass das Wachstum bei diesen Konzentrationen in Flussigkultur geringer
ist, so dass die Konzentrationen flr Dimethomorph und Iprovalicarb eher als EC70 bzw.
EC70/2 zu bezeichnen sind. Das Wachstum in 0,025 ppm Metalaxyl war sogar fast
vollstdndig eingeschrénkt. Proteine mit einem im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
verandertem Volumen wurden sequenziert und durch einen Vergleich mit einer P. infestans
Datenbank identifiziert.
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4.7.1 Analyse des Proteoms von Dimethomorph-behandelten P. infestans-Kulturen

Die 2D-Gele mit Proteinen aus mit Dimethomorph (0,15 ppm) behandelten sechs Tage
alten Kulturen zeigen im Vergleich zur Kontrolle einige Spots mit deutlich veranderten
Volumina. Die identifizierten Proteine kénnen in drei funktionelle Gruppen unterteilt werden
(Tabelle 4.2). Die erste Gruppe bilden die T-Komplex-Polypeptid-1-Untereinheiten q, 8, y und
8. Das T-Komplex-Polypeptid-1 (TCP1) ist ein heterooligomeres Chaperon mit einer GroBe
von 850-900 kDa (Casalou et al. 2001), das an der korrekten Faltung von Proteinen im
Cytosol von Eukaryoten beteiligt ist (Kubota et al. 2000). Chaperone binden ungefaltete
Polypeptide und generieren mit Hilfe der Energie aus der Hydrolyse von ATP Kkorrekt
gefaltete Proteine (Kubota et al. 1995). Chaperone werden in zwei groBe Gruppen unterteilt,
wobei die erste Gruppe als Monomere oder Dimere funktionieren, wie z. B. das
Hitzeschockprotein Hsp70, wahrend die zweite Gruppe, zu der auch TCP1 gehért, Komplexe
aus mehreren Untereinheiten bildet (Chen et al. 1994). TCP1 enthélt acht verwandte, jedoch
unterschiedliche Untereinheiten (Grantham et al. 2002) und besitzt im Vergleich zu dem
Chaperon GroEL der Eubakterien eine limitierte Substratspezifitat (Sternlicht et al. 1993).
TCP1 wurde urspringlich aufgrund seiner essentiellen Rolle bei der Faltung der
cytoskelettalen Proteine Aktin und Tubulin entdeckt (Gao et al. 1992; Gao et al. 1993; Melki
et al. 1993; Ursic et al. 1994; Dekker et al. 2008). Yaffe et al. (1992) konnten zeigen, dass a-
und B-Tubulin voribergehend an TCP1 gebunden werden und dass die Zugabe von ATP die
gebundenen Proteine dazu veranlasst ap-Tubulin-Heterodimere zu bilden, die dann in
Mikrotubuli eingebaut werden kénnen. Gao et al. (1992) konnten zeigen, dass TCP1 die
Faltung von B-Aktin vorantreibt. Casalou et al. (2001) zeigten, dass sowohl der Mikrotubuli-
depolymerisierende Wirkstoff Colchicin als auch Taxol, welches die Polymerisierung von
Tubulin beschleunigt, Gentranskription von TCP-1 und Tubulin in Tetrahymena-Zellen
induziert und erhéht.

Im Zusammenhang mit der Rolle des T-Komplexes als Faltungshelfer von Aktin und
Tubulin steht das Protein mit der Nummer 109. Es wurde als Aktin-depolymerisierender
Faktor Cofilin identifiziert. Cofilin ist ein essentielles Protein, das sowohl an monomeres Aktin
als auch an Aktin-Filamente bindet (Theriot 1997) und die schnelle Depolymerisation
letzterer induziert (Allen et al. 1997). Aufgrund seiner Funktion als Co-Chaperon, kann das
Stress-induzierte STIl1-ahnliche Protein, als welches Protein Nr. 134 identifiziert wurde,
ebenfalls dieser Gruppe zugeordnet werden. STI1 wurde 1989 von Nicolet und Craig
erstmals als Hitze-induziertes Protein identifiziert. STI1 enthdlt drei TPR-Doméanen
(tetratricopeptide repeat), welche die Interaktion zwischen Proteinen vermitteln (Honoré et al.
1992). Im Fall von STI1 kénnen die TPR-Doménen an das C-terminale Ende von Hsp70
sowie Hsp90 binden (Scheufler et al. 2000). Ein Komplex aus diesen drei Proteinen ist von
zentraler Bedeutung flr die Chaperon-Funktion von Hsp90 (Dittmar und Pratt 1997) und wird
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fir den Zusammenbau von Steroidhormon-Rezeptoren benétigt (Chen und Smith 1998). In
héheren Eukaryoten wurde Hsp90 zusétzlich auch in Komplexen mit verschiedenen Peptidyl-
Prolyl cis-trans-Isomerasen gefunden (Chang und Lindquist 1994), welche die cis-trans-
Isomerisierung von Peptidbindungen, die aminoterminal zu Prolinresten in der
Polypeptidkette gelegen sind, katalysieren (Shaw 2007). Protein 87 wurde als Peptidyl-Prolyl
cis-trans-Isomerase identifiziert. Die verstérkte Expression von CCT nach einer Behandlung
mit Dimethomorph kénnte auf einen Defekt innerhalb der korrekten Faltung cytoskelettaler
Proteine oder innerhalb der Polymerisation und Organisation von Aktin und Tubulin zuriick
zu fUhren sein. Im Zusammenhang mit der Tatsache, dass Dimethomorph die Stabilitdt neu
gebildeter Zellwande des Oomyceten vermindert, kénnten diese Ergebnisse interessant sein.
Der destabilisierende Effekt kdnnte auf einer fehlerhaften Faltung oder Organisation
cytoskelettaler Proteine, wie Aktin und Tubulin beruhen. Allerdings wurden in
mikroskopischen Studien weder fir Tubulin noch fir Aktin Anderungen nach einer
zwolftédgigen Behandlung mit 0,3 ppm Dimethomorph beobachtet (Jende 2001).

Die zweite Gruppe von Proteinen umfasst die putativen Endo-1,3-p-Glukanasen (Protein
Nr. 6, 166 und 957), welche die Hydrolyse von (-1,3-verknipften Glukanen, die
Hauptkomponente der Zellwand von P. infestans, katalysieren (Tian et al. 2006). In Hefe sind
Endo-1,3-B-Glukanasen verantwortlich fiir die Anderungen wahrend morphogenetischer
Prozesse und werden daher im Verlauf des Lebenszyklus in unterschiedlichem MaBe
synthetisiert (Villa et al. 1979). Eine um 204 % verstarkte Expression, wie im Fall von Protein
Nr. 6 wirde wahrscheinlich als Folge der verstarkten Hydrolyse der B-1,3-verknlpften
Glukane, eine Destabilisierung der Zellwand zur Folge haben, was als Wirkung von
Dimethomorph beobachtet wurde. In vorhergehenden Studien von Jende (2001) und Mehl
(2006) wurde eine intrazellulare Akkumulation von Zellwandmaterial beobachtet. Dies kénnte
auf Fehler in der Exozytose zurlickzufiihren sein oder darauf, dass die Glukane nicht mehr in
die Zellwand eingebaut werden.

Die letzte Gruppe umfasst Proteine die direkt, wie die Glutathion-S-Transferasen (GST,
Protein 16 und 117) oder indirekt, wie die Citrat-Zyklus-Enzyme, im Methionin-Homocystein-
Glutathion-System involviert sind. GST sind eine Familie multifunktionaler Enzyme
(Reinemer et al. 1996) und spielen in Pflanzen sowohl bei zellularen Prozessen (Marrs
1996), der Reduktion organischer Hydroperoxide, die bei oxidativem Stress entstehen (Dixon
et al. 2002), als auch bei der Detoxifikation einer Reihe von Xenobiotika eine wichtige Rolle
(Neuefeind et al. 1997). Diese universellen Enzyme katalysieren die nucleophile Addition der
reduzierten Form von Glutathion an verschiedene elektrophile Verbindungen (Rushmore und
Pickett 1993). Die resultierenden Glutathionyl-S-Konjugate werden in Pflanzen in die
Vakuole transportiert und sind ungiftig (Dixon et al. 2002). Die Reduktion der oxidierten Form
des Glutathion (GSSG) wird von der GSSG-Reduktase katalysiert (Salvemini et al. 1999).
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Dieser Schritt ist NADPH-abhangig, welches im Pentosephosphatweg produziert wird. Die
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase ist das Schliisselenzym dieses Stoffwechselweges und
kontrolliert somit die Produktion von NADPH (Kletzien et al. 1994). Das Protein Nr. 114
wurde als Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase identifiziert.

Glutathion ist ein Tripeptid mit der Sequenz y-L-Glutamyl-L-Cysteinyl-Glycin (Rouhier et
al. 2008) und wird ausgehend von Cystein in zwei ATP-abh&ngigen Schritten synthetisiert
(Mendoza-Cébzatl et al. 2004). Im ersten Schritt werden L-Glutamat und L-Cystein mit Hilfe
der y-Glutamylcystein-Synthetase zu y-Glutamylcystein verknlpft (May und Leaver 1993),
wahrend im zweiten Schritt die Glutathion-Syntethase die Addition eines Glycins an das C-
terminale Ende von y-Glutamylcystein katalysiert (May und Leaver 1994). Die Rate der
Glutathion-Synthese wird limitiert durch die Verfugbarkeit von Cystein (Lu et al. 1992). Die
Bereitstellung von Cystein wird durch die Cystathionin-y-Lyase (Protein Nr. 47) sichergestellt,
welche die Spaltung von L-Cystathionin zu L-Cystein, a-Ketobutarat und Ammonium
katalysiert (Nagasawa et al. 1983). Ein weiterer Baustein der flr die Synthese von Glutathion
bendtigt wird, L-Glutamat, entsteht aus a-Ketoglutarat (Lewis und Miller 1977), welches ein
Zwischenprodukt des Citrat-Zyklus ist (Thauer 1988). Protein Nr. 1 wurde als Isocitrat-
Dehydrogenase und Protein Nr. 81 als Citrat-Synthase identifiziert. Diese zwei Enzyme
katalysieren den ersten und dritten Schritt des Citrat-Zyklus, welche zur Synthese von a-
Ketoglutarat fihren. Die Citrat-Synthase katalysiert die Kondensation von Acetyl-CoA mit
Oxalacetat, wobei Citrat entsteht (Wu und Yang 1970), welches durch die Aconitase zu
Isocitrat umgelagert wird (Johnson 1939). Letzteres wird durch die Isocitrat-Dehydrogenase
zu a-Ketoglutarat und CO, oxidiert (Bernofsky und Utter 1966). Die Alanin-Aminotransferase
(Protein-Nr. 97) katalysiert die reversible Umwandlung von a-Ketoglutarat und L-Alanin in
Pyruvat und L-Glutamat (Sakagishi 1995). Da Glutathion auch bei oxidativem Stress eine
wichtige Rolle spielt, kénnen die Proteine Nr. 22 und 39 ebenfalls in diese Gruppe von
Proteinen eingeordnet werden, da ihre Hauptfunktion als Superoxid-Dismutasen die
Detoxifikation reaktiver Sauerstoff-Spezies ist (Melov 2000). Sie gehdren zur Familie der
Metalloenzyme und katalysieren die Disproportionierung von Superoxidionen, wobei H,O,
und O, entstehen (Karpinska et al. 2001).

Diese Ergebnisse liefern jedoch keinen Aufschluss Gber den Wirkort von Dimethomorph,
sondern zeigen lediglich, dass die Zellen als Antwort auf eine Behandlung mit diesem

Wirkstoff ihr Detoxifikations-System regulieren.

4.7.2 Analyse des Proteoms von Iprovalicarb-behandelten P. infestans-Kulturen

Die 2D-Gele mit Proteinen aus Iprovalicarb behandelten Kulturen zeigen im Vergleich zu
Dimethomorph-behandelten Kulturen nur wenige Spots mit deutlich veranderten Volumina.
Insgesamt 14 Spots die auch nach einer sechstdgigen Behandlung mit 0,3 ppm
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Dimethomorph ein veréndertes Volumen zeigten, wurden auch nach einer sechstagigen
Behandlung mit 0,25 ppm Iprovalicarb mit einer Volumenanderung detektiert. Jedoch waren
die Verédnderungen, die durch Iprovalicarb verursacht wurden auch quantitativ deutlich
geringer als die, die Dimethomorph hervorbrachte, z. B. wurde Protein Nr. 47 nach
Behandlung mit Dimethomorph mit einer Volumenzunahme von 96% detektiert, wahrend die
Zunahme nach Iprovalicarb-Behandlung nur bei 33% lag. Die Proteine, die nach Behandlung
mit beiden Wirkstoffen veranderte Volumina aufwiesen, stehen fast alle in Zusammenhang
mit dem bereits beschriebenen Methionin-Homocystein-Glutathion-System. Dies weist wie
fir Dimethomorph postuliert auf eine Entgiftungsreaktion als Antwort auf den Wirkstoff hin.
Abgesehen davon kénnen die identifizierten Proteine, die nach Behandlung mit
Iprovalicarb ein verandertes Volumen im Vergleich zur Kontrolle zeigten, nicht in Gruppen
unterteilt werden. Zwei Proteine wurden als Enzyme der Glykolyse identifiziert und zwei
Enzyme sind im Aminosaure-Metabolismus involviert. Des Weiteren wurden ein Chaperon,
eine Proteasom-Untereinheit und die B-Untereinheit von Tubulin identifiziert. Weder die T-
Komplex-Untereinheiten noch die Endoglukanasen konnten nach Behandlung mit

Iprovalicarb mit einem veranderten Volumen detektiert werden.

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der mittels ESI-Qq-TOF identifizierten Proteine, die nach einer
Behandlung mit Dimethomorph bzw. Iprovalicarb ein verédndertes Volumen zeigten, und deren
Funktion. Die Proteine, die in Zusammenhang mit Detoxifikation stehen, sind grau hinterlegt; die
Glukanasen gelb. Hellblau hinterlegt sind cytoskelettale Proteine und Faltungshelfer dieser Proteine.

volumen- |y, imen-
Spot- anderung anderung . o . .
Nr [%] [%] Protein-ldentitat Protein-Funktion
: Dimetho- o
Iprovalicarb
morph
1 +194,8 -10,4 Isocitrat-Dehydrogenase Carbohydrat-Abbau
6 +203,9 +6,6 mdgliche Endo-1,3-B-Glukanase Carbohydrat-Abbau, Abbau
von Zellwandmaterial
16 -42,9 +38,6 GST Detoxifikation
22 -50,6 +16,4 Superoxid-Dismutase Oxidativer Stress
26 +75,2 +10,2 Methionin-Synthase Aminosaure-Biosynthese
28 +109,5 +1,2 T-Komplex-Protein1 &-Untereinheit | Cytoskelett-Chaperon
32 +57,3 -25,1 3-Isopropylmalat-Dehydratase Aminosaure-Biosynthese
39 -29,7 +49,6 Superoxid-Dismutase, Oxidativer Stress
47 +96,8 +33,3 Cystathionin-y-Lyase Aminosaure-Umwandlung,
S-Adenosylmetabolismus
63 +55,6 -4,2 Adenosin-Kinase Nukleotid-Verwertung
69 +88,1 +24,1 ahnlich zu D-Lactat- Carbohydrat-Transport
Dehydrogenase
81 +85,0 +21,1 Citrat-Synthase Carbohydrat-Abbau
85 -33,8 +13,7 Quinon-Oxidoreduktase Oxidativer Stress,
Vesikeltransport
87 +45,5 +5,5 Peptidyl-Prolyl cis-trans Chaperon
Isomerase, cyclophilin-type family
97 +59,9 -2,4 Alanin-Aminotransferase 2 Aminosaure-Umwandlung
109 -34,7 +9,4 Actin-depolymerizierender Faktor, | Vesikel-Transport,
Cofilin Cytoskelett
110 +71,5 +32,1 Fumarylacetoacetase Tyrosin-Abbau, Aminoséaure-
Umwandlung
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114 +71,9 +28,5 Glukose-6-Phosphat 1- Carbohydrat-Umwandlung
Dehydrogenase
117 +41,5 +26,3 GST Detoxifikation
125 +33,9 -14.,4 Proteasom-Untereinheit a-Typ 1 Protein-Abbau
131 +61,0 +17,6 T-Komplex-Protein1 y-Untereinheit | Cytoskelett-Chaperon
134 +29,5 -13,8 Stress-induziertes Protein sti1-like | Chaperon
Protein
135 -11,6 -30,2 Ahnlich zu wd-repeat Protein Vesikel-Transport,
interagiert mit Cofilin
141 +29,2 +37,2 Malat-Dehydrogenase Carbohydrat-Abbau, Citrat-
Zyklus
151 +39,5 -3,2 T-Komplex-Protein1 a-Untereinheit | Cytoskelett-Chaperon
166 -23,5 -4,0 putative Endo-1,3;1,4-B-Glukanase | Carbohydrat-Abbau, Abbau
von Zellwandmaterial
173 +14,7 +42,6 Quinon-Oxidoreduktase Oxidativer Stress,
Vesikeltransport
179 +13,3 +26,5 Enoyl-CoA-Hydratase, Fettsdure-Abbau,
Energiegewinnung
182 -14,2 +30,1 Nukleosid-Diphosphat-Kinase B Nukleotid-Verwertung
183 +13,3 +30,7 ATP-Synthase B-Untereinheit Energie-Gewinnung
185 +1,7 +28,4 Chaperon CPN60-1 Chaperon
673 +45,5 +5,9 Phosphoglycerat-Kinase 1 Carbohydrat-Umwandlung
725 +44.5 +25,8 Glycin-Amidinotransferase Kreatin-Stoffwechsel in
tierischen Zellen
730 -4,7 -27,6 26S Proteasom-Untereinheit 12 Protein-Abbau
745 +47,0 +45,5 Xenobiotik-Reduktase B Detoxifikation
786 +39,6 +39,9 Phosphoglycerat-Mutase Carbohydrat-Abbau
885 +30,8 +16,8 T-Komplex-Protein1 8-Untereinheit | Cytoskelett-Chaperon
957 +27,0 +5,5 putative Endo-1,3-B-Glukanase Carbohydrat-Abbau, Abbau
von Zellwandmaterial
1009 -3,6 +25,9 Quinon-Oxidoreduktase Oxidativer Stress,
Vesikeltransport
1065 -4.1 +20,7 Malat-Dehydrogenase Carbohydrat-Abbau, Citrat-
Zyklus
1081 -3,1 +21,6 Fruktose-Bisphosphat-Aldolase Carbohydrat-Umwandlung
1139 +12,0 +24 1 Tubulin B-Kette Cytoskelett
1191 +37,6 +25,9 vakuolare ATP-Synthase B- Vesikel-Transport,
Untereinheit, Isoform 1 Energiegewinnung

4.7.3 Analyse des Proteoms von Metalaxyl-behandelten P. infestans-Kulturen

Metalaxyl wurde als Vergleich benutzt, da der Wirkort dieses Wirkstoffes bekannt ist und

sich von dem fir Iprovalicarb und Dimethomorph vermuteten Wirkort unterscheidet. Das
Phenylamid Metalaxyl hemmt die Aktivitdt der RNA-Polymerase 1 (Sukul und Spiteller 2000)
und inhibiert dadurch selektiv die rRNA-Synthese. Die Proteine die nach einer sechstagigen
Behandlung mit 0,0125 ppm Metalaxyl ein verdndertes Volumen zeigten, umfassen unter
anderem sechs Dehydrogenasen (Protein-Nr. 164, 166, 189, 235, 262 und 307) und sechs
Enzyme (Protein-Nr. 161, 184, 214, 235, 438 und 740), die am Abbau von Aminoséuren
beteiligt sind. Diese Ergebnisse liefern jedoch keinen direkten Hinweis auf den Wirkort von
Metalaxyl, die RNA-Polymerase 1. Dies kénnte darin begrindet sein, dass Metalaxyl keinen
spezifischen Stoffwechselweg, sondern die generelle Synthese von ribosomaler RNA

inhibiert, was viele zellulére Prozesse gleichermaBen beeintrachtigt.
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Die Volumenanderungen einiger Proteine kénnten jedoch als Konsequenz auf die
Inhibierung der rRNA-Synthese gedeutet werden. So z. B. die veranderten Volumina der
Enzyme, die am Abbau von Aminosauren beteiligt sind, und die Volumenzunahme der
Uridylat-Kinase. Auch das Peroxiredoxin-2 wurde mit einer deutlichen Volumenzunahme von
92% detektiert. Thioredoxine schitzen Ribosomen vor Stress-induzierter Aggregation (Rand
und Grant 2006). Ein nukledres GTPase-aktivierendes Protein fur die GTPase RAN wurde
mit einer Volumenzunahme von 96% identifiziert. Die GTPase RAN ist fir den Transport von
RNA vom Zellkern ins Cytoplasma essentiell (Melchior et al. 1993).

Die hdchste Anderung des Volumens war bei der Phenolséure-Decarboxylase zu
verzeichnen. In Pflanzen stellen Phenolsauren einen natirlichen Bestandteil der Zellwand
dar, da sie Lignin an Hemicellulose und Cellulose binden (Cavin et al. 1998). In ihrer freien
Form werden Phenolsduren von Bakterien und Hefen mittels Phenolsaure-Decarboxylasen
in Vinyl-Phenole konvertiert (Barthelmebs et al. 2001). Die Rolle der Phenolsaure-

Decarboxylase in Oomyceten ist bislang nicht bekannt.

4.7.4 Vergleichende Analyse des mit Wirkstoff-behandelten Proteoms von
P. infestans

P. infestans zeigt unterschiedliche Reaktionen als Antwort auf die drei Wirkstoffe, wobei
die Anderungen, die durch Dimethomorph und Metalaxyl hervorgerufen werden wesentlich
deutlicher sind als die, die durch Iprovalicarb induziert werden. Die Reaktionen, die durch
Dimethomorph und Iprovalicarb verursacht werden, zeigen eine gréBere Ahnlichkeit
zueinander als die, die durch Metalaxyl hervorgerufen werden. Dennoch zeigen die durch
Dimethomorph und Iprovalicarb verursachten Reaktionen auch einige Unterschiede.
Abbildung 4.2 zeigt die Anzahl an gemeinsamen und unterschiedlichen Proteinen mit
veranderten Volumina im Proteom von P. infestans nach einer Behandlung mit den
Wirkstoffen.

Metalaxyl

Dimethomorph

Abb. 4.2: Venn-Diagramm der Anzahl an gemeinsamen und unterschiedlichen Proteinen mit
veradnderten Volumina im Proteom von Iprovalicarb-, Dimethomorph- und Metalaxyl-behandelten
P. infestans-Kulturen.
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Obwohl diese Ergebnisse keinen direkten Hinweis auf den Wirkort und
Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb und Dimethomorph liefern, ist deutlich, dass
P. infestans auf beide Wirkstoffe mit einer Regulation des Detoxifikationssystems reagiert.
Eine Detoxifikation von Xenobiotika mit Hilfe von Glutathion wurde fir héhere Pflanzen
bereits beschrieben (Neuefeind et al. 1997; Zajc et al. 1999). Die Existenz eines solchen
Detoxifikations-Mechanismus in P. infestans war bislang nicht bekannt.

Die Tatsache, dass die Anderungen im Proteom von P. infestans nach einer Behandlung
mit Dimethomorph und Iprovalicarb Gberraschend gering sind, zeigt, dass der Organismus
trotz 70%iger Wachstumshemmung an die stérenden Funktionen adaptiert und zu einem
homeostatisch  normalen  Status mit  verlangsamten = Wachstum  zuriickkehrt.
Ubereinstimmend mit den mikroskopischen Untersuchungen, die eine Beeintréachtigung in
der Assemblierung der Zellwand zeigen, scheint Dimethomorph die extrazellulare
Lokalisation von glukanischem Material zu stéren. Die Daten der Proteom-Analyse kdénnten
auf einen fehlerhaften Transport von Zellwandmaterial und dem Versuch der Zellen
Uberflissige Glukane abzubauen, hindeuten.

Eine Behandlungszeit von sechs Tagen ist relativ lang im Vergleich zu Ublichen
Experimenten, in denen die Genexpression innerhalb von Stunden nach Behandlung mit
Wirkstoff untersucht wird. In Genexpressionsstudien werden Kurzzeitantworten untersucht,
um moglichst nahe am priméren Geschehen zu bleiben, aber die Ergebnisse zeigen, dass
auch Kurzzeitantworten oftmals ebenfalls keine direkten Ruckschlisse auf den Wirkort
biologisch aktiver Komponenten erlauben (persénliche Mitteilung Dr. Klaus Tietjen). In den
Proteomanalysen wird eher eine adaptive Antwort beobachtet, die auf eine physiologische
Antwort hindeutet, mit der der Organismus auf die chemische Inhibierung reagiert bzw. diese
kompensiert. Diese Antwort muss dabei nicht zwangslaufig im Zusammenhang mit dem
priméren Wirkort stehen.

Die Darstellung eines Proteoms mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese
gelingt nur unvollstandig. Sowohl seltene bzw. gering exprimierte Proteine, als auch Proteine
mit sehr hohem oder sehr kleinem Molekulargewicht sind im Gel unterrepréasentiert (Henze
2008). Auch Membranproteine sind selten auf zweidimensionalen Gelen zu finden, da sie
aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften nur schlecht fir die isoelektrische Fokussierung
I6slich gemacht werden kénnen. Des Weiteren wurde in der isoelektrischen Fokussierung ein
pH-Gradient von 4-7 verwendet, weshalb auch Proteine mit einem héheren bzw. niedrigeren
isoelektrischen Punkt nicht dargestellt wurden. Deshalb ist vorstellbar, dass andere Proteine
aus dem Funktionszusammenhang der gefundenen Proteine ebenfalls reagiert haben, aber
in der 2D-Analyse nicht gesehen wurden.

Die Proteine Nr. 173 und 1009 aus den Versuchen mit Dimethomorph und Iprovalicarb

wurden beide als Quinon-Oxidoreduktase mit der Annotationsnummer PITT_ 13761
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identifiziert. Die Proteine liegen auf dem 2D-Gel nebeneinander, besitzen also das gleiche
Molekulargewicht, aber einen unterschiedlichen isoelektrischen Punkt (IEP). Da beide als
das gleiche Protein identifiziert wurden, ist der unterschiedliche IEP auf eine unterschiedliche
Modifikation des Proteins, wie z. B. eine Phosphorylierung zuriickzufiihren. Das Gleiche gilt
auch far die Proteine 164 und 166 aus den Versuchen mit Metalaxyl, die als Aldehyd-
Dehydrogenase identifiziert wurden.

4.8 Phylogenetische Verteilung der Cellulose-Synthase

Die Cellulose-Synthase ist sowohl bei Eukaryoten als auch bei Prokaryoten vertreten.
Innerhalb der Bakterien ist die Cellulose-Synthase sowohl bei den a-, B-und y-
Proteobakterien als auch bei den Cyanobakterien, den Firmicutes, den Chloroflexii und den
Actinobakterien zu finden. Bei den Eukaryoten besitzen vor allem Pflanzen, aber auch
Protisten und sogar niedere Urochordata eine Cellulose-Synthase (Abb. 3.27). Auch wenn
die Fahigkeit Cellulose zu synthetisieren eine typische Charaktereigenschaft der Pflanzen ist,
so sind auch andere Organismen in der Lage Cellulose zu synthetisieren. Wahrend des
Wachstums von D. discoideum ist Cellulose ein groBer Bestandteil der extrazellularen Matrix
und ist auBerdem in der &uBeren Schicht der Sporen zu finden (Blanton et al. 2000). In
Urochordaten ist Cellulose das Produkt der Epidermis und wird als eine feste auBere
Schicht, die als Tunika bezeichnet wird, abgelagert (Matthysse et al. 2004). Auch Bakterien
sind in der Lage Cellulose zu synthetisieren. Das a-Proteobakterium A. tumefaciens z. B.
synthetisiert Cellulose-Fibrillen, die wahllos aus der gesamten Zelloberflaiche auszutreten
scheinen. Diese Fibrillen spielen eine Rolle bei der Pathogenese, indem sie das Bakterium
an die pflanzliche Wirtszelle binden (Matthysse et al. 1995). Cyanobakterien sekretieren
Cellulose in extrazellularem Schleim, als Kapsel und als Scheide (Nobles et al. 2001). Die
Sekretion von Polysacchariden spielt eine Rolle bei der Kolonienbildung, der Fortbewegung
durch Gleiten, bei symbiotischen Prozessen, der Anpassung an verschiedene Lebensrdume
und dient als Schutz vor dem Austrocknen (Nobles et al. 2001; Knowles und Castenholz
2008; Tamaru et al. 2005).
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Cellulose-Synthase
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Arabidopsis thaliana 1065 aa
Dictyostelium discoideum 1059 aa
Ciona intestinalis 1277 aa
Phytophthora infestans 1016 aa
Nostoc punctiforme 667 aa
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Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur der Cellulose-Synthase verschiedener
Organismen.  TMH=Transmembranhelix, = CR-P=Pflanzen-spezifische = konservierte = Region,
CSR=Klassenspezifische Region, PH=Pleckstrin-Homologie-Doméane

Abbildung 4.3 zeigt einen Vergleich der Cellulose-Synthase von P. infestans mit
verschiedenen eukaryotischen und prokaryotischen Homologen. Der Vergleich der
Sequenzen zeigt eine deutliche Konservierung der funktionellen Doménen

Alle Cellulose-Synthasen gehdren zur Familie 2 der prozessiven Glykosyltransferasen
und sind integrale Membranproteine (Doblin et al. 2002). Alle Sequenzen besitzen die
konservierten Motive QXXRW, DXD und einige konservierte Aspartat-Reste (Saxena und
Brown 1997; Abb. 4.3). Allerdings sind zwischen den Reichen auch signifikante Unterschiede
innerhalb der Doméanenstruktur der Cellulose-Synthase zu finden.

Die Cellulose-Synthase héherer Pflanzen und der Algen besitz eine Zn-Bindedoméne
am N-Terminus und zwei spezifische Insertionen, die Pflanzen-spezifische konservierte
Region (CR-P) und die Klassen-spezifische Region (CSR; Somerville 2006). Sowohl die Zn-
Bindedoméne als auch die zwei Insertionen fehlen in allen anderen Cellulose-Synthasen
(Nakashima et al. 2004; Grenville-Briggs et al. 2008). Die Sequenzen von D. discoideum und
von Cyanobakterien besitzen jedoch an der zur CR-P korrespondierenden Region eine
Insertion, die aber nur geringe Sequenzéhnlichkeit zu CR-P besitzt (Blanton et al. 2000).
Allerdings zeigt die Insertion der Cyanobakterien eine gréBere Ahnlichkeit zu der CR-P der
Pflanzen als die von D. discoideum. Nobles et al. (2001) sehen dies als erstes Indiz dafir,
dass die Cellulose-Synthase der Pflanzen und Cyanobakterien eng verwandt sind. Auch das
Netzwerk der Cellulose-Synthase zeigt, dass die Cellulose-Synthase-Gene der Pflanzen und

der Cyanobakterien einen gemeinsamen Vorfahr haben.
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Die C-terminale Doméne der Cellulose-Synthase von C. intestinalis dagegen zeigt
Annlichkeiten zu einer Cellulase (Matthysse et al. 2004). Diese Doméne konnte in keiner der
anderen bekannten Cellulose-Synthasen gefunden werden. Nakashima et al. (2004)
schlussfolgerten, dass beide Domanen von zwei verschiedenen Genen abstammen und
vermuteten einen einzelnen lateralen Gentransfer eines Operons und die anschlieBende
Fusion der Operon-Gene. Mit Ausnahme der Cyanobakterien ist in den Bakterien ein Operon
oder Gen-Cluster konserviert, in dem ein Cellulose-Synthase-Gen in unmittelbarer Nahe
eines Cellulase-Genes liegt (Rémling 2002). Nakashima et al. (2004) vermuteten daher,
dass eines dieser bakteriellen Gen-Cluster oder Operons den Ursprung des Cellulose-
Synthase-Gens in Ciona intestinalis darstellt.

Grenville-Briggs et al. (2008) identifizierten vier Cellulose-Synthase-Gene in P. infestans.
Eine Analyse dieser vier Gene zeigte, dass sie mehrere Transmembrandomé&nen besitzen.
Ebenfalls konnten einige konservierte Motive, die charakteristisch flr prozessive
Glykosyltransferasen sind, gefunden werden. Die Cellulose-Synthase von Phytophthora
besitzt im N-terminalen Bereich eine Pleckstrin-Homologie-Doméne (PH-Domaéne). PH-
Domaénen sind konservierte Doménen mit einer GréBe von ungefdhr 100 Aminoséuren, die in
vielen eukaryotischen Proteinen, die in der Signaltransduktion oder an der Organisation des
Cytoskeletts beteiligt sind, vorkommen (Saraste und Hyvonen 1995). Erstmals wurde diese
Doméne 1993 in dem Protein Pleckstrin der Blutplattchen identifiziert (Haslam et al. 1993).
Viele PH-Doménen sind in der Lage mit einer hohen Spezifitdt und Affinitdt an
Phosphoinositid zu binden und kénnen somit mit der Membran assoziieren (Lemmon und
Ferguson 2001). Bislang wurde keine weitere Cellulose-Synthase beschrieben, die eine PH-
Domane besitzt.

In dem Netzwerk der Cellulose-Synthase (Abb. 3.27) bildet Porphyra yezoensis einen
gemeinsamen Split mit den Oomyceten. Dies bestéatigt die Entstehung der Oomyceten durch
sekundare Endosymbiose und die Hypothese, dass ein nicht-photosynthetischer primitiver
Eukaryot wahrscheinlich eine Rotalge aufgenommen hat (Armbrust et al. 2004).

Die phylogenetische Analyse der Cellulose-Synthase-Sequenzen schlieBt 39
prokaryotische Homologe ein, wobei die cyanobakteriellen Sequenzen von N. punctiforme
und A. variabilis eine gemeinsame Verzweigung mit den Cellulose-Synthase-Sequenzen der
Actinobakterien und von Chloroflexus zeigen, wahrend die cyanobakteriellen Homologen von
Cyanothece und T. elongatus mit den Proteobakterien verzweigt sind. Dies kann durch
lateralen Gentransfer zwischen Prokaryoten erklart werden (Dagan et al. 2008).

Die Cellulose-Synthase-Sequenzen der Eukaryoten werden in einer gemeinsamen
Gruppe zusammengeflgt, was auf einen einzigen gemeinsamen Ursprung der
eukaryotischen Cellulose-Synthase hindeutet. Das Vorkommen von Cellulose und aktiver,

homologer Cellulose-Synthase-Gene in Pflanzen (Somerville 2006), dem Metazoen
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C. intestinalis (Matthysse et al. 2004), in D. discoideum (Blanton et al. 2000) und in
Oomyceten (Grenville-Briggs et al. 2008) und auch das Vorkommen des funktional
uncharakterisierten Cellulose-Synthase-Homologen des Ascomyceten Pyrenophora tritici
deutet darauf hin, dass das Cellulose-Synthase-Gen im gemeinsamen Vorfahren vorhanden
war.

Das Netzwerk in Abbildung 3.27 ist allerdings nicht vollstandig, sondern umfasst lediglich
eine reprasentative Auswahl von Cellulose-Synthase-Genen. Alleine bei den Landpflanzen
sind mehr als 500 Cellulose-Synthase-Gene in GenBank annotiert. Cellulose-Synthase-
Homologe fehlen jedoch in den Genomen von Chlamydomonas, Ostreococcus und
Cyanidioschyzon, was zeigt, dass der Verlust von Cellulose-Synthase-Genen nicht selten

wahrend der Evolution war.

4.9 Phylogenetische Verteilung der Chitin-Synthase

Die Chitin-Synthase ist hauptséchlich in Eukaryoten, ndmlich in Pilzen, Tieren und Protisten
vertreten (3.28). Aber auch in Prokaryoten konnte die Chitin-Synthase identifiziert werden.
Mit der Chitin-Synthase von S. monoica als Suchsequenz wurden zwei sehr gute Treffer bei
den Bakterien erzielt. Der erste in Agrobacterium vitis (E-value: 1e-31) und der zweite in
Pectobacterium atrosepticum (E-value: 1e-28). Beide Proteine sind als bifunktionale
Enzyme, die eine Aminotransferase und eine Chitin-Synthase beinhalten, annotiert.
Besonders gut sind die Chitin-Synthasen der Pilze und der Insekten und Nematoden
charakterisiert (Van Laere und Carlier 1977; Moore und Peberdy 1975; Turnbull und Howells
1983; Ibrahim et al. 2000; Dubinsky et al. 1986; Harris et al. 2000). Chitin ist aber auch
Hauptkomponente der Zellwand der Cysten von Entamoeba und auch Chitin-Synthase-
Aktivitdt konnte wahrend der Encystierung des Parasiten gemessen werden (Campos-
Gongora et al. 2004; Das und Gillin 1991). Auch die Cysten von Ciliaten kénnen Chitin
enthalten (Foissner und Pichler 2006). Ebenso konnten sowohl Chitin als auch Chitin-
Synthase-Gene in Oomyceten identifiziert werden (Leal-Morales et al. 1997; Mort-Bontemps
et al. 1997). Das Gen der Chitin-Synthase-2 aus S. monoica wurde bereits 1997 kloniert und
sequenziert und die Expression des Gens wurde mittels RT-PCR und Immunodetektion
gezeigt (Mort-Bontemps et al. 1997). Auch in Plasmopara viticola konnte die Expression der
Chitin-Synthase nachgewiesen werden (Werner et al. 2002). Fur den Oomyceten
Aphanomyces euteiches wurden ebenfalls sowohl Chitin als auch Chitin-Synthase-Gene
beschrieben (Badreddine et al. 2008). Abbildung 4.2 zeigt einen Vergleich der Chitin-
Synthasen verschiedener eukaryotischer Homologen. Alle Chitin-Synthasen besitzen die
konservierten Motive QXFEY, EDR, QXXRW und WGT(RE). Die Chitin-Synthasen der
verschiedenen Organismen variieren jedoch stark in der Anzahl vorhergesagter

Transmembranhelizes. So besitzen Insekten und Nematoden 16 transmembrane Doménen,
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wéahrend die Anzahl bei den Oomyceten und Pilzen mit sechs bzw. sieben
Transmembranhelizes deutlich geringer ist. Auch die GréBe der Chitin-Synthase
unterscheidet sich deutlich zwischen den verschiedenen Organismen. So ist z. B. die Chitin-
Synthase-1 von E. histolytica mit 642 Aminoséauren nicht einmal halb so lang wie die von
M. sexta mit einer Lange von 1562 Aminosauren.

Chitin wird in Entamoeben von zwei Chitin-Synthasen synthetisiert (Van Dellen et al.
2006), die sich in GréBe und Anzahl an Transmembranhelizes deutlich unterscheiden
(Campos-Goéngora et al. 2004). Die Chitin-Synthase-1 besitzt eine Lange von 642
Aminosauren und hat sieben Transmembranhelizes, von denen die Mehrheit C-terminal
lokalisiert ist. Dies gleicht der Struktur der Chitin-Synthase in Hefe (Campos-Géngora et al.
2004). Die Chitin-Synthase-2 der Entamoeben &hnelt der Sequenz der Insekten und
Nematoden und ist mit 980 Aminoséauren deutlich langer. Die Sequenz enthalt 17
transmembrane Doméanen von denen die Mehrzahl am N-Terminus lokalisiert ist.

Die eukaryotischen Chitin-Synthase-Sequenzen besitzen auch Homologe unter den
Prokaryoten. So sind z. B. die NodC-Proteine der a-Proteobakterien, die Chitin-
Oligosaccharide synthetisieren, eng verwandt mit der Chitin-Synthase der Eukaryoten. Die
Chitin-Oligomere sind dabei essentielle Signal-Molekile fir den Nodulations-Prozess in
Rhizobia, indem sie die Bildung Nitrogen-fixierender Wurzelkndlichen in Leguminosen

induzieren (Kamst et al. 1999).
Chitin-Synthase
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Manduca sexfa 1562 aa
Caenorhabditis elegans 1322 aa
Entamoeba histolytica-2 946 aa
Entamoeba histolytica-1 642 aa
Saprolegnia monoica 886 aa
cytosolisch transmembran extrazellular Saccharomyces cerevisiae-11131 aa

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Domaéanenstruktur der Chitin-Synthase verschiedener
Organismen. TMH=Transmembranhelix

Wie bei der Cellulose-Synthase deutet das Vorkommen der Chitin-Synthase-Gene in den
Amoebozoen, den Tieren, Pilzen, Ciliaten und Oomyceten darauf hin, dass das Chitin-
Synthase-Gen im letzten gemeinsamen Vorfahren der Eukaryoten vorhanden war. Das
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Vorkommen beider Gene im gemeinsamen Vorfahren der Eukaryoten, wirft die Frage auf, ob
dieser eine Zellwand besaB oder nicht. Zu diesem Thema gibt es verschiedene Ansichten.
Einige Autoren sind der Meinung, dass der eukaryotische Vorfahr, zur Phagozytose eines
Bakteriums befahigt war, was als Voraussetzung des Ursprungs der Mitochondrien
angesehen wird (Cavalier-Smith 2002; de Duve 2007). Aus dieser Sicht ist das Fehlen der
Zellwand die Voraussetzung des Ursprungs der Mitochondrien (Cavalier-Smith 2002).

Andere Autoren schlagen vor, dass der Wirt der mitochondrialen Endosymbiose ein
Prokaryot, z. B. ein Archaebakterium war, da Eukaryoten einige Gene besitzen, die von
Archaebakterien abstammen (Embley und Martin 2006; Cox et al. 2008). Folglich ist der
gemeinsame Vorfahr der Eukaryoten aus einer Symbiose zweier Prokaryoten entstanden,
wobei sich die spezifischen Merkmale der Eukaryoten, wie z. B. der Zellkern und die
Fahigkeit zur Phagozytose, erst spater entwickelt haben (Yutin et al. 2009). Die Gene fur die
Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase, die flr die Synthese der Zellwand in Eukaryoten
verantwortlich sind, verlinken dieses eukaryotische Merkmal mit den Eubakterien. Dies
wurde bereits fir die Mehrheit der eukaryotischen Gene beschrieben (Rivera et al. 1998;
Rivera und Lake 2004; Esser et al. 2004).

Das Vorkommen beider Gene im gemeinsamen Vorfahren der Eukaryoten deutet darauf
hin, dass dieser mdglicherweise eine Zellwand besaB. Die Gene fir die Cellulose-Synthase
und Chitin-Synthase wurden beide in verschiedenen taxonomischen Gruppen gefunden,
aber das Vorhandensein beider Gene innerhalb eines Genoms ist lediglich auf die
Oomyceten beschrankt.

4.10 Ausblick

Mit Hilfe der spezifischen Antikérper konnte sowohl die Cellulose-Synthase als auch die
Chitin-Synthase in P. infestans lokalisiert werden. Eine in vivo Lokalisation und
Untersuchungen zur Beweglichkeit der Cellulose-Synthase war jedoch nicht méglich, da die
Immunofluoreszenzfarbung die Fixierung der Zellen voraussetzt. Diese Analysen wéren
durch eine homologe Expression der Cellulose-Synthase bzw. Chitin-Synthase als GFP-
Fusion mdglich.

Die Transformation von P. infestans wurde bereits in den 90ern von Judelson et al.
(1991) erfolgreich durchgefuhrt. Mit Hilfe von Polyethylenglykol und CaCl, wurde die DNA in
Protoplasten eingebracht. Ein Oomyceten-spezifischer Expressionsvektor wurde von Howard
Judelson (Kalifornien) zur Verfligung gestellt. Die Klonierung einer Cellulose-Synthase- bzw.
Chitin-Synthase-GFP-Fusion in den Vektor war jedoch bislang nicht mdéglich. Auch die
Praparation von Protoplasten gestaltete sich als schwierig, da die Enzymmischung
.,Novozym 234“ die bei der Generation von Protoplasten verwendet wird, nicht mehr kauflich

zu erwerben ist.
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Die vergleichende Analyse des Proteoms von unbehandelten und in Gegenwart von
Wirkstoff angezogenen P. infestans-Kulturen ist ein guter Startpunkt, um Rickschllisse auf
den Wirkungsmechanismus zu gewinnen. Die Analysen konnten jedoch noch ausgedehnt
werden, um aussagekraftigere Ergebnisse zu erzielen. Die Experimente kénnten z. B. mit
einem breiteren pH-Gradienten (pH 3-11) in der isoelektrischen Fokussierung wiederholt
werden. Um auch die Membranproteine der Analyse zugénglich zu machen, kdnnte in der
ersten Dimension eine 16-BAC-Gelelektrophorese durchgefliihrt werden. Im Hinblick auf die
Lokalisation der Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase in DRM kénnte auch eine 2D-
Gelelektrophorese mit dieser Fraktion durchgefiihrt werden.

95



ZUSAMMENFASSUNG

5.1 Zusammenfassung

Der Oomycet Phytophthora infestans verursacht die Kraut- und Knollenfaule der Kartoffel
und dadurch jahrlich viele Millionen Euro Kosten, die sowohl Ernteausfélle als auch
KontrollmaBnahmen umfassen. Iprovalicarb und Dimethomorph sind zwei Oomyceten-
spezifische Wirkstoffe die weithin zur Bekampfung verschiedener Phytophthora-Spezies
eingesetzt werden. Trotz intensiver Forschungen ist aber weder der genaue Wirkort noch der
Wirkungsmechanismus  beider = Wirkstoffe = bekannt.  Aufgrund  vorhergehender
Untersuchungen wurde der Wirkort beider jedoch im Bereich der Zellwandsynthese
vermutet. Eine Hypothese ist ein Effekt auf die Lokalisation der Zellwandbiosyntheseenzyme
Cellulose-Synthase und Chitin-Synthase.

Zur in situ Immunolokalisation der beiden Enzyme wurden daher in dieser Arbeit
spezifische Antikérper gegen verschiedene Doménen der Cellulose-Synthase und Chitin-
Synthase hergestellt und die Lokalisation und Verteilung beider Enzyme vor und nach einer
Behandlung mit Iprovalicarb und Dimethomorph mittels Immunofluoreszenzmikroskopie
untersucht. Die Cellulose-Synthase konnte in der Plasmamembran von Hyphen in einer
gleichmaBig punktférmig verteilten Anordnung um das gesamte Hyphenlumen lokalisiert
werden. Eine Behandlung mit lIprovalicarb fuhrte zu einer partiellen Agglomeration der
Cellulose-Synthase, wéhrend Dimethomorph keinen Einfluss auf die Lokalisation des
Enzyms hatte.

Die Chitin-Synthase wurde nur in der Keimungsspitze von Zoosporangien lokalisiert.
Eine Behandlung mit Iprovalicarb und Dimethomorph fiinrte zu keiner Anderung der
Lokalisation dieses Enzyms. Diese Ergebnisse wurden durch eine Farbung von Chitin mit
Texas Red-markiertem Wheat Germ Agglutinin bestatigt.

Mit Hilfe der spezifischen Antikdrper wurde fir beide Enzymkomplexe eine Lokalisation
in Detergenz-resistenten Membranen (DRM) gezeigt. Da in anderen Eukaryoten DRM
sterolreiche Lipid Rafts sind, wurde eine Farbung von Sterolen mit Filipin durchgefthrt. Der
Farbstoff lagerte sich gleichmaBig Uber den gesamten Bereich der Membran von Hyphen
und Zoosporangien an. Eine Behandlung mit den Wirkstoffen Iprovalicarb und
Dimethomorph filhrte jedoch zu keiner offensichtlichen Anderung in der Verteilung der
Sterole.

Um weitere Einblicke in die Gemeinsamkeiten und Unterschiede des
Wirkungsmechanismus von Iprovalicarb und Dimethomorph zu gewinnen, wurde eine
quantitative und qualitative Analyse der Proteome von unbehandelten und in Gegenwart von
Iprovalicarb, Dimethomorph bzw. Metalaxyl angezogenen Phytophthora infestans-Kulturen
durchgefiihrt. Proteine, die im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ein veréndertes
Volumen aufwiesen, wurden sequenziert und durch einen Vergleich mit einer Phytophthora

infestans Gendatenbank identifiziert. Wahrend Iprovalicarb und Dimethomorph einige
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Ahnlichkeiten in den hervorgerufenen Effekten aufwiesen, unterscheidet sich der Effekt von
Metalaxyl deutlich. Sowohl auf Iprovalicarb als auch auf Dimethomorph reagierte
Phytophthora infestans mit einem generellen pflanzendhnlichen Abwehrmechanismus.
Weitere Anderungen die durch Dimethomorph verursacht wurden, kénnten als Fehler im
Transport von Zellwandmaterial und dem daraus folgenden Versuch der Zellen Uberflissige
Glukane abzubauen, gedeutet werden.

SchlieBlich wurde die phylogenetische Verteilung der Cellulose-Synthase und Chitin-
Synthase analysiert. Beide Enzyme sind sowohl in Eukaryoten als auch in Prokaryoten
vertreten. Das Vorkommen von Cellulose-Synthase- und Chitin-Synthase-Genen in vielen
Verwandtschaftsbereichen der Eukaryoten deutet darauf hin, dass beide Gene im letzten
gemeinsamen Vorfahren der Eukaryoten vertreten waren und dieser wiederum

moglicherweise eine Zellwand besal.
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5.2 Summary

The oomycete Phytophthora infestans not only causes potato late blight but, as a
consequence, gives rise to costs of several million dollars annually including those incurred
by crop losses and control measures. Iprovalicarb and dimethomorph are two oomycete-
specific chemical components widely used against different Phytophthora species. Despite
intensive research carried out over the last years, the target as well as the mode of action of
both components remain unknown. Based on previous findings, the target was assumed to
be involved in cell wall synthesis. One hypothesis is that these active ingredients affect the
localisation of the cell wall synthesizing enzymes cellulose synthase and chitin synthase.

For in situ immunolocalisations of both enzymes, specific antibodies against different
cytosolic domains of the cellulose synthase and the chitin synthase from Phytophthora
infestans were produced. Then, by using immunofluorescence microscopy, the localization
and distribution of both enzymes after treatment with iprovalicarb and dimethomorph were
detected. Cellulose synthase was detected in the plasma membrane of Phytophthora
infestans hyphae in a uniformly punctate distribution. Treatment with iprovalicarb led to a
partial agglomeration of cellulose synthase, whereas dimethomorph had no effect on the
localisation of the enzyme complex.

Chitin synthase was not detected in hyphae but in the tip of germinating zoosporangia.
Treatment with iprovalicarb and dimethomorph did not impact the localisation of the chitin
synthase. These results were improved by the staining of chitin with Texas Red-marked
wheat germ agglutinin.

With the antibodies both enzymes were localised in detergent resistant membranes
(DRM). In other eukaryotes, DRM contain sterol-rich lipid rafts and therefore Phytophthora
infestans cells were stained with filipin. The dye bound uniformly to the whole membrane of
hyphae and zoosporangia. Treatment with iprovalicarb and dimethomorph did not result in
obvious changes in the distribution of sterols.

In order to gain insights into the similarities and differences of the modes of action of
iprovalicarb and dimethomorph, quantitative and qualitative analyses of the proteome of
untreated and chemical component-treated P. infestans cultures were performed. Proteins
with altered levels in response to chemical component treatment compared to untreated
controls were sequenced and their underlying genes were identified by comparison to the
Phytophthora infestans genome. While iprovalicarb and dimethomorph reveal similarities in
the produced effects, the effect of metalaxyl was clearly distinct from both other compounds.
Phytophthora infestans exhibits a general plant-like defense response to iprovalicarb and

dimethomorph. Furthermore, the changes caused by dimethomorph can possibly be ascribed
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to defects in the transport of cell wall materials and to a cellular attempt to degrade
superfluous glucans.

Finally, the phylogenetic distribution of cellulose synthase and chitin synthase were
analysed. Both enzymes were represented in eukaryotes and prokaryotes. The distribution of
cellulose synthase and chitin synthase among eukaryotes furthermore suggests that they
were present in the eukaryotic common ancestor, which possibly possessed a cell wall.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Einheiten und Abkiirzungen

A Ampere

T Grad Celsius

c centi 10°

Da Dalton

g Gramm

g Erdbeschleunigung 1 g =9,81m/s2
h Stunde

k Kilo 10°

I Liter

m Meter

U Mikro 10°®

m Milli 10

min Minute

M Molar m/l

N Nano 10°°

S Sekunde

Vv Volt

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BLAST basic local alignment search tool
bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C Konzentration

cDNA komplementare DNA

CES Cellulose-Synthase

CFP Cyano Fluorescent Protein
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propansulfonat
ChiS Chitin-Synthase

CHS Chitin Synthase

CIAP Alkalische Phosphatase

CR-P pflanzenspezifische konservierte Region
CSR klassen-spezifische Region

CTL Chitinase-like

D Dimension

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DRM Detergenz-resistente Membranen
DTT Dithiothreit

EC50 Konzentration mit Effekt von 50%
EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure
EMBOSS European Molecular Biology Open Software Suite
ER Endoplasmatisches Retikulum
ESI Elektrospray-lonisierung

et al. lat. et alii

GIcNAc N-Acetylglukosamin

GPI Glykosyl-Phosphatidylinositol
GST Glutathion-S-Transferase

GTF2 Glykosyltransferase Familie 2
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

GTP
HSP

Guanosintriphosphat
Hitzeschock-Protein

Inclusion Bodies

Identifikator

Isolelektrischer Punkt

Immunglobulin

immobilisierte pH-Gradienten
Isopropyl-B-thiogalactopyranosid
Infrarot Farbstoff ,infrared dye*“
Korrigan

Luria Broth

messenger Ribonukleinsaure

Masse pro Ladung

Metallothionin

oxidierte Form des Nicotinamidadenindinucleotid
reduzierte Form des Nicotinamidadenindinucleotid
Nickel-Nitrilotriessigsdure

Nummer

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline
Polymerasekettenreaktion
pH-Wert:pH = -Ig(cwo.) (lat. potentiaHydrogenii)
Pleckstrin Homologie

pH-Wert am isoelektrischen Punkt
Phenylmethansulfonylfluorid
Ribonukleinsdure

Ribonuclease

reaktive Sauerstoff Spezies
Umdrehungen pro Minute

radial swelling

Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat

Sucrose Synthase

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Tris-Borat-EDTA

Tris-Puffer Natrium

Tris-Puffer Natrium Tween Triton
terminale Komplexe
Trichloressigsaure
N,N,N",N"-Tetramethyl-ethylendiamin
Schmelztemperatur
Transmembranhelix
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol
Time of flight

Unit

Uridindiphosphat

Volumen

Gewicht
5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid
Yellow Fluorescent Protein
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8.1 Multiples Alignment der Cellulose-Synthase-Sequenzen

CESA2_ARATH
CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH
CESA4_ARATH
CESA8_ARATH

PI_E7 4287 Cl ORF3
PI_E7_ 4287 _C2_ORF3

PI contig E7_3169_C2uC3
PI E7 4525 Cl

CES_ANABE

CESA2_ARATH  teeeeieeee aemeeeeeee soneneeenn saenn MNTGG RLIAGSHNRN
CESA9 ARATH  teieeeeeee aeeeaneeen seeenneaan caann MNTGG RLIAGSHNRN
CESA5 ARATH = eeieeieees aeeeaneeen seeenaannn caann MNTGG RLIAGSHNRN
CESA6_ARATH  teieeieeee aemeeneeee soneenenan saenn MNTGG RLIAGSHNRN
CESAL ARATH  teieeieeee aemeeneeee sonenneenn sannn MEASA GLVAGSYRRN
CESAA ARATH = teeeeeeees aeeeeeeenn eaeenanane coneennnnn .MVAGSYRRY
CESA3 ARATH  teieeeeeee aeeeeeeaen semannenan caeeeenane coneennnnn
CESAT_ARATH  teeeeieeee aemeeneeee soneeneean sannn MEASA GLVAGSHNRN
CESA4 ARATH  teeeeieeee aeeeeeeeee soneeeecan saveeennne coneeannns
CESA8 ARATH  teieeeeees aeeeeeeaee seeennecan caeeeenane coneennnnn
PI E7 4287 CLl ORF3 tiiiieees aaeeeneeee semeneenan eaeeeecane coneennnns
PI_E7_4287 _C2 _ORF3 tiiiiieee ameeeeeee soneneeean saveeecane coneennnns
PI_contig E7_3169_C2uC3 ARSLFVTTQF LSAFAMGFVV AFSAIVSLSD TNEWVAVAAG GGAGFVIALI
PI E7 4525 CL  eeaiiieeee eeeeaeeeee eeeeeeee e e
CES ANABE  etiiiieeee eeeeeeeeee eeeeeeeee e e
CESA2_ARATH EFVLINADES ARIRSVQELS GQTCQICGDE IELTVSSELF VACNECAFPV
CESA9 ARATH EFVLINADDT ARIRSAEELS GQTCKICRDE IELTDNGEPF IACNECAFPT
CESA5_ARATH EFVLINADES ARIRSVEELS GQTCQICGDE IELSVDGESF VACNECAFPV
CESA6_ARATH EFVLINADEN ARIRSVQELS GQTCQICRDE IELTVDGEPF VACNECAFPV
CESAl_ARATH ELVRIRHESD GGTKPLKNMN GQICQICGDD VGLAETGDVF VACNECAFPV
CESAA ARATH EFVRNRDDSD DGLKPLKDLN GQICQICGDD VGLTKTGNVF VACNECGFPL
CESA3_ARATH . .MESEGETA G..KPMKNIV PQTCQICSDN VGKTVDGDRF VACDICSFPV
CESA7_ARATH ELVVIHNHEE P..KPLKNLD GQFCEICGDQ IGLTVEGDLF VACNECGFPA
CESA4_ARATH .MEPNTMASF DDEHRHSSFS AKICKVCGDE VKDDDNGQTF VACHVCVYPV
CESA8 ARATH  eeieeennne aunnn MMESR SPICNTCGEE IGVKSNGEFF VACHECSFPI

PI_E7 4287 Cl ORF3

PI_E7_ 4287 _C2_ORF3
PI contig E7_3169_C2uC3
PI_E7 4525 Cl

CES_ANABE

CESA2_ARATH
CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH
CESA4_ARATH
CESA8_ARATH

PI_E7_4287 _Cl _ORF3
PI_E7_ 4287 _C2_ORF3
PI_contig E7_3169_C2uC3
PI_E7 4525 Cl

CES_ANABE

CESA2_ARATH
CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH

CRPCYEYERR
CRPCYEYERR
CRPCYEYERR
CRPCYEYERR
CRPCYEYERK
CQSCYEYERK
CRPCYEYERK
CRPCYEYERR
CKPCYEYERS
CKACLEYEFK

EFDHGMDPEH
EFYGMDPEHV
EFDYSRSGLE
EFEYGNNGIG
EFNYAQGANK
EFDYTQGNNK
EFNYPQKEKI
EFNIEHEQDK

EGNQACPQCK
EGNQACPQCG
EGNQSCPQCK
EGNQACPQCK
DGTQCCPQCK
DGSQCCPQCK
DGNQSCPQCK
EGTQNCPQCK
NGNKCCPQCN
EGRRICLRCG

AAEAALSSRL
TEAALYYMRL
SETFSR....
FDQVSEGMSTI
ARHQRHGEEF
ARLPHRAEEF
SERMLGWHLT
HKHSAEAMLY

TRYKRIKGSP
TRYKRIKGSP
TRYKRIKGSP
TRFKRLKGSP
TRFRRHRGSP
ARFRRHNGSP
TRYKRLKGSP
TRYKRLRGSP
TLYKRHKGSP
NPYDEN....

SRRNSGFPQS
SSSSRHES.Q
SSSSRHEESL
RGKGEEMGEP
GKMSYGRGPE

RVDGDDEEEE
RVEGD.EEDD
RVEGD.EEDD
RVEGD.EEED
RVEGDEDE. .
RVEVDEKE. .
AIPGDKDE. .
RVEGDEDE. .
KIAGDEENNG

GLDSAPPGSQ
HLYSASPGSE
DLASAPPGSQ
DLDSAPPGSQ
PIPLLTHGHT
PVSLLTHGHP
QYDKEVSHNH

D...IDDLEY
D...IDDLEH
G...IDDLDF
D...IDDLDN
. .DDVDDIEN
. .DDVNDIEN
.DGLADEGTV
. .EDIDDIEY
PDDSDDELNI
...VFDDVET

IPLLTYCDED
VPLLTYCDED
IPLLTYGEED
IPLLTYGDED
VSGEIRTPDT
VSGEIPTPDR
LPRLTSRQDT
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CESA4_ARATH KYRQODGSSIH ONFAYGSENG «vvvveeeee eeeeeeeeee eoneeaeens
CESA8_ARATH KTSKTQSIVP TOTNNTSODS «eveveeeee eeeeeeeeee eoeeeaeens
PI_E7 4287 Cl ORF3  ttteeeeeee eeeeeeeeee toeeeenaee toneeeeeee soneananes
PI_E7 4287 C2 ORF3 teteeeeees teeeeeeeee toeeeeeeee toseeeeeee sonenannns
PI_contig_E7_3169_C2uC3 LSTVAYTSIQ DGGKAAMDGI DASAQTLMFV IWGAVFVVGG LNQLSMRWGL
PI_E7 4525 _CL ettt eeeeeeeeee et e ceeeeeeann
CES_ANABE ittt ettt et et e
CESA2_ARATH ADMYSDRHAL IVPPSTG. .. «vvvvvnn-- ...YGNRVYP APFTDSSAPP
CESA9_ARATH SDMYSDRHAL IVPPSTG... +veuvuenn.. ...LGNRVHH VPFTDSFASI
CESA5_ARATH VEISSDSHAL IVSPSPG.:: ceeeeeccee oonns HIHRV HQPHFPDPAA
CESA6_ARATH VEISSDRHAL IVPPSLGG.. «cceeeeeen .. .HGNRVHP VSLSDPTVAA
CESA1_ARATH QSVRTTSGPL GPSDRNAL.. «evvvveeee eeeenn SSPY IDPRQPVPVR
CESAA_ARATH NATLSPCIDP «evvvveeee eeveeeeeee eoeens QLPG IYQLLLLPVR
CESA3_ARATH SGEFSAASPE RLSV.:cetet ceveeennne ososenn SSTI AGGKRLPYSS
CESA7_ARATH = iititeeese seesacaces sosssacses sesasasans . . NGRFPPVI
CESA4_ARATH  teteeeeeee teeeeeeeee teeeeeeeee ceeeeeaann . . DYNSKQOW
CESA8 ARATH  teteeeeeee teeeeeeeee teeeeeeeee ceeeeaaann . .GIHARHIS
PI_E7 4287 CL ORF3 teteeeeees eeeeeeeeee sovenaneee toneeeeeee sonenaanns
PI_E7 4287 C2 ORF3 teteeeeees teeeeeeeee toeeeeneee toneeeeeee coneneanns
PI_contig E7_3169_C2uC3 MCYNRVGAHA QLGPVEEQMP ELPTGATLPA QTMTERVRLV CENCFATVPA
PI_E7 4525 CL ettt ettt et e ceeeeeeann
CES_ANABE  teieeiians eeeiieiies seeeaiesee teseenians seeneaneas
CESA2_ARATH QARSMVPQKD IAEYGYGSVA WKDRMEVWK. RRQGEKLQVI KHEGGNNGRG
CESA9_ARATH HTRPMVPQKD LTVYGYGSVA WKDRMEVWK. KQQIEKLQVV KNERVNDGDG
CESA5_ARATH HPRPMVPQKD LAVYGYGSVA WKDRMEEWK. RKQNEKYQVV KHDGDSS...
CESA6_ARATH HPRPMVPQKD LAVYGYGSVA WKDRMEEWK. RKQONEKLQVV RHEGDPD...
CESA1_ARATH IVDPSKD. .. LNSYGLGNVD WKERVEGWKL KQEKNMLOMT GKYHEGKG..
CESAA_ARATH ILDPSKD... LNSYGLVNVD WKKRIQGWKL KQDKNMIHMT GKYHEGKG..
CESA3_ARATH DVNQSPNRRI VDPVGLGNVA WKERVDGWKM KQEKNTGPVS TQAASERGGV
CESA7_ARATH AGGHSGEFPV GGGYGNGEHG LHKRVHPYPS SEAGSEGGWR ERMDDWKLQH
CESA4_ARATH RPNGRAFSST GSVLGKDFEA ERDGYTDAEW KERVDKWKAR QEKRGLVTKG
CESA8_ARATH TVSTIDSELN DEYGNPIWKN RVESWKDKKD KKSKKKKKDP KATKAEQHEA
PI_E7 4287 CL ORF3 tetteeeees teeeeeeeee toeeeeneee coeeeeeeee soneananns
PI_E7 4287 C2 ORF3 teteeeeees teeeeeeeee tovenaeeee toeeeeeeee soneaeanns
PI_contig E7_3169_C2uC3 GTAFCTECGE AMPSEDGNPD VSISQAQMPS VSMNNKGQVP DRWQHVPHRT
PI_E7 4525 _CL  eeeiiiiiet ettt et e teeeeeaann
CES_ANABE | ttieeeeses sesssssnss seeascasans . .MAVIGCLV LPSDVTGLGS
CESA2_ARATH S.NDDDELDD PDMPMMDEGR QPLSRKLPIR SSRINPYRML ILCRLAILGL
CESA9_ARATH DGFIVDELDD PGLPMMDEGR QPLSRKLPIR SSRINPYRML IFCRLAILGL
CESA5_ARATH «...LGDGDD ADIPMMDEGR QPLSRKVPIK SSKINPYRML IVLRLVILGL
CESA6_ARATH ....FEDGDD ADFPMMDEGR QPLSRKIPIK SSKINPYRML IVLRLVILGL
CESAl_ARATH GEIEGTGSNG EELQMADDTR LPMSRVVPIP SSRLTPYRVV IILRLIILCF
CESAA ARATH GEFEGTGSNG DELQMVDDAR LPMSRVVHFP SARMTPYRIV IVLRLIILGV
CESA3_ARATH DIDASTDILA DEALLNDEAR QPLSRKVSIP SSRINPYRMV IMLRLVILCL
CESA7_ARATH GNLGPEPDDD PEMGLIDEAR QPLSRKVPIA SSKINPYRMV IVARLVILAV
CESA4_ARATH EQTNEDKEDD EEEYLDAEAR QPLWRKVPIS SSKISPYRIV IVLRLVILVF
CESA8_ARATH QIPTQQHMED TPPNTESGAT DVLSVVIPIP RTKITSYRIV IIMRLIILAL

PI_E7 4287 Cl ORF3

PI _E7 4287 C2 ORF3

PI contig E7_3169_C2uC3
PI_E7_ 4525 Cl

CES_ANABE

PVSDKNFITS VKMTSINHDP TFSGNSRSTL KKRTLLFRYL AEINLIFGLW

CESA2_ARATH
CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA_ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH

CESA4 ARATH
CESA8_ARATH
PI_E7 4287 Cl ORF3
PI_E7_ 4287 _C2_ORF3
PI contig E7_3169_C2uC3
PI_E7 4525 Cl

FFHYRILHPV .NDAYGLWLT SVICEIWFAV SWILDQFPKW YPIERETYLD
FFHYRILHPV .NDAFGLWLT SVICEIWFAV SWILDQFPKW YPIERETYLD
FFHYRILHPV .NDAYALWLI SVICEIWFAV SWVLDQFPKW YPIERETYLD
FFHYRILHPV .KDAYALWLI SVICEIWFAV SWVLDQFPKW YPIERETYLD
FLQYRTTHPV .KNAYPLWLT SVICEIWFAF SWLLDQFPKW YPINRETYLD
FLHYRTTHPV .KDAYALWLT SVICEIWFAF SWLLDQFPKW YPINRETFLD
FLHYRITNPV .PNAFALWLV SVICEIWFAL SWILDQFPKW FPVNRETYLD
FLRYRLLNPV .HDALGLWLT SVICEIWFAV SWILDQFPKW FPIERETYLD
FFRFRILTPA .KDAYPLWLI SVICEIWFAL SWILDQFPKW FPINRETYLD
FFNYRITHPV .DSAYGLWLT SVICEIWFAV SWVLDQFPKW SPINRETYID

CES_ANABE

CESA2_ARATH

YLOWRITNSI NFDALWLSIP LLLAEIYSYL GGVMFVIGLW RPLVRQIKS.

RLSLRYEKEG

KPSGLAPVDV FVSTVDP...

.. .LKEPPLI

TANTVLSILA
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ANHANG

CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH
CESA4_ARATH
CESA8_ARATH

PI_E7_4287 _Cl _ORF3
PI_E7_ 4287 _C2_ORF3
PI_contig _E7_3169_C2uC3
PI_E7 4525 Cl

CES_ANABE

CESA2_ARATH
CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA_ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH
CESA4_ARATH
CESA8_ARATH

PI_E7_ 4287 _Cl _ORF3

PI _E7 4287 C2 ORF3
PI_contig _E7_3169_C2uC3
PI_E7 4525 Cl

CES_ANABE

CESA2_ARATH
CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA_ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH
CESA4_ARATH
CESA8_ARATH

PI_E7_ 4287 _Cl _ORF3

PI _E7 4287 C2 ORF3
PI_contig _E7_3169_C2uC3
PI_E7_ 4525 Cl

CES_ANABE

CESA2_ARATH
CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA_ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH
CESA4_ARATH
CESA8_ARATH

PI_E7_4287 _Cl _ORF3

PI _E7 4287 C2 ORF3
PI_contig _E7_3169_C2uC3
PI_E7_ 4525 Cl

CES_ANABE

CESA2_ARATH
CESA9_ARATH
CESA5_ARATH
CESA6_ARATH
CESAl_ARATH
CESAA_ARATH
CESA3_ARATH
CESA7_ARATH
CESA4_ARATH
CESA8_ARATH

PI_E7 4287 Cl ORF3

RLSLRYEKEG
RLSLRYEKEG
RLSLRYEKEG
RLATIRYDRDG
RLALRYDRDG
RLALRYDREG
RLSLRYEREG
RLSMRFERDG
RLSARFEREG

. .LDQLTPSL

VDYPVDKVAC
VDYPVEKVAC
VDYPVDRVAC
VDYPVDKVAC
VDYPVDKVAC
VDYPVDKVAC
VDYPVDKVSC
MDYPVEKISC
VDYPVNKVSC
LDYPVDKVSC
ADVDNVICFR
AGVDDVVCFH
ADSGDGYCIK

IDYPPTKLYV

WYFSQKMDYL
WYFSQKMDYL
WYFCHKMDYL
WYFCHKMDYL
FYFAQKIDYL
FYFSQKIDYL
WYFAAKIDYL
MYFTLKVDYL
FYFSEKIDYL
FYFSLKIDYL
YFDEFEPPVP
YFDEFDPKVP
YMNDFKPPIP

SHLVERLQKL

WTMQDGTPWP
WTMQDGTPWP
WTMQDGTPWP
WTMQODGTPWP
WTMQODGTPWP
WTMEDGTSWP
WVMQDGTPWP
WIMQODGTPWP
WVMQDGTPWP
WTMQDGTSWP
WVCDDGYCKT
YVLDDGYCGS
FILDDGYTKS

GFDHHKKAGA
GFDHHKKAGA
GFDHHKKAGA
GFDHHKKAGA
GFQHHKKAGA
GFQHHKKAGA
GFQHHKKAGA
GFQHHKKAGA
GYAHHKKAGA
GYQHHKKAGA
ED.MEVYAWR

KPSELAPVDV
KPSELAGVDV
KPSGLSPVDV
EPSQLVPVDV
EPSQLAPVDV
EPSQLAAVDI
EPNMLAPVDV
EKNKLAPVDV
EQSQLAAVDF

PQTDWPIVDV

YVSDDGAAML
YVSDDGAAML
YVSDDGAAML
YVSDDGAAML
YVSDDGSAML
YVSDDGSAML
YVSDDGAAML
YVSDDGASML
YVSDDGASML
YVSDDGAAML
DPPIPQWASY
DPPIAQWVAF
DVPFMSWLMY

YVLDDG.NSP

KNKVHPAFVR
KHKVDPAFVM
KNKVHPAFVR
KNKVHPAFVR
KDKIQPSFVK
KDKIQPSFVK
KDKVQTSFVK
QDKVHPTFVK
KDKVQTTFVK
RDKVQPSFVK
DDLWPKVDVL
DDLWPKIDVL
KEQWPTVDIF

ESFTSNIQVA

GNNVRDHPGM
GNNVRDHPGM
GNNVRDHPGM
GNSVRDHPGM
GNNTRDHPGM
GNNPRDHPGM
GNNTRDHPGM
GNNTKDHPGM
GNNTRDHPGM
GNNTRDHPGM
KWTKGNPVPT
KWTKGNPVPA
VWDANN . HFK

HSIAERLKTE

MNSLIRVSAV
MNSLIRVSAV
MNSLIRVSGV
MNSLIRVSGV
MNALIRVSAV
MNALIRVSAV
MNALVRVSAV
MNALVRVAGV
MNAMVRVSAV
ENALVRVSAV
KLHSSANLPS

FVSTVDP...
FVSTVDP...
FVSTVDP...
FVSTVDP...
FVSTVDP...
FVSTVDP...
FVSTVDP...
FVSTVDP...
FVSTVDP...

FITCYNE...

TFEALSDTAE
TFEALSYTAE
TFEALSETAE
TFEALSETAE
TFESLSETAE
TFEALSETAE
SFESLAETSE
TFESLSETAE
LFDTLSETSE
SFESLVETAD
FAMLFAEVLT
FALIAAELVS
AMMIFSEFLN

AMRAMTEKLC

ERRAMKRDYE
ERRAMKRDYE
ERRAMKRDYE
ERRAMKRDYE
ERRAMKREYE
ERRAMKREYE
DRRAMKREYE
ERRAMKREYE
DRRAMKREYE
ERRAMKRDYE
LCHYSEPAEE
LCHYSEPAEE
LCHYMEPVTD

EEWLSKSSSV

IQVFLGHSGV
IQVFLGHSGV
IQVFLGNNGV
IQVFLGSDGV
IQVFLGHSGG
IQVFLGHSGG
IQVFLGQONGG
IQVFLGHSGG
IQVYLGKEGA
IQVFLGYSGA
VELNKGILET
IELNKVVLEK
VTVNTKVIEV

RQVLAGAIRQ

LSNAPYLLNV
LSNAPYLLNV
LSNAPYLLNV
LSNAPYLLNV
LTNGAYLLNV
LTNGAYLLNV
LTNGPFILNL
LTNAPFMLNL
LTNAPFMLNL
LTNAPFILNL
PSRVKVVNRA

. .LKEPPLI
. .MKEPPLI
. .LKEPPLI
. .LKEPPLV
. .MKEPPLV
. .LKEPPLV
. .LKEPPLV
. .LKEPPII
.LKEPPLI

FARKWVPFCK
FARKWVPFCK
FARKWVPFCK
FARKWVPFCK
FAKKWVPFCK
FSKKWVPFCK
FARKWVPFCK
FARKWVPFCK
FARRWVPFCK
FARKWVPFCK
FALGVLYYLG
IVLGALYYLG
YFLGLLFNFS

IADLQSPLLQ

EFKVKINALV
EFKVKINALV
EFKVKINALV
EFKVKINALV
EFKVRINALV
EFKVRINILV
EFKIRINALV
EFKVRINAQV
EFKVRINALV
EFKIRMNALV
TIDTLMACMN
TIDTLMACMN
SMQTLKNCLA

PNQDKTTDEV

RDTDGNELPR
CDMDGNELPR
RDVENNELPR
RDVENNELPR
LDTDGNELPR
LDTDGNELPR
LDAEGNELPR
FDVEGHELPR
FDIDGNELPR
RDIEGNELPR
AGDLRQEVAQ
SGDLRQEVAQ
AGDLRGDLAR

KELELVELTR

DCDHYINNSK
DCDHYINNSK
DCDHYINNSK
DCDHYINNSK
DCDHYFNNSK
DCDHYFNNSK
DCDHYINNSK
DCDHYVNNSK
DCDHYINNSK
DCDHYVNNSK
DCAVGSFRDD

TANTVLSILA
TANTVLSILA
TANTVLSILA
TANTVLSILS
TANTVLSILA
TANTVLSILA
TSNTVLSILA
TANTILSILA
TANTVLSILA

FTPPDWYLTL
GCYSSTVNFD

VEQTAQAALA

KFNIEPRAPE
KFSIEPRAPE
KYTIEPRAPE
KYCIEPRAPE
KFNIEPRAPE
KFNIEPRAPE
KYSIEPRAPE
KFSIEPRAPE
KYNVEPRAPE
KYSIEPRAPE
MWKPVRRGAH
MWKPVRRGAH
MWRPIRRGAR

QEANRIDAER

ATAQKVPEEG
SVSQKVPEDG
ATAQKVPEEG
ATAQKVPEDG
AKAQKIPEEG
AKAQKIPEDG
SKALKCPEEG
AKASKVPLEG
AKAQKKPEEG
AKAQKTPEEG
LQYPPHLLQI
LOYPPHLVQI
MQYPPELLHI

LAQSLQQFIR

LVYVSREKRP
LVYVSREKRP
LVYVSREKRP
LVYVSREKRP
LIYVSREKRP
LIYVSREKRP
LVYVSREKRP
LVYVSREKRP
LVYVSREKRP
LVYVSREKRP
FMYDRVCDPN
FMYDRVCDPN
LMHERVVGPV

FRYIARPKPA

AIRESMCFMM
AIREAMCFMM
ALREAMCFMM
ALREAMCFMM
AIKEAMCFMM
AIKEAMCFMM
ALREAMCFLM
AVREAMCFLM
AIRESMCFLM
AVREAMCFLM
YRYP. .GLPH
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K.KTN.TKET
N.QRKKPKET
TDKKKKNREA
ADKKKKNREA
KRRGINRSDS
DNRSIKRSDS
KKKSGRHTDS

TMSSYSRKRS
EIYKDAKREE
NGVCRKCGNH
SGVCRKCNTN

VFVASAVLON
VLVASTLLLN
VFVASAGMEN
VFVASARMEN

KLHSSANLPS
RQHSSVRELR

KKVCYVQFPQ
KKICYVQFPQ
KKICYVQFPQ
KKICYVQFPQ
KKCCYVQFPQ
KKCCYVQFPQ
KQVCYVQFPQ
KKVCYVQFPQ
KKLCYVQFPQ
QDVCFVQFPQ
RVKPETHYSK
RVKPETHYSK
RMKPETHHSK

NRIAFVQTPQ

FRRQALYGFD
FRRQALYGFD
FRRQALYGFD
FRRQALYGFD
FNRQALYGYD
FNRQALYGYD
FNRTALYGYE
FKRQALYGYE
FNRPALYGYE
FRRQALYGYS
FFFDDEDRQD
FFFDDEDRQY

ENAMHVQSAV
ENAMHVQSDL

SKQIHALENV
SKQIHALEHI
SKQIHALENT
SKQIHALENT
NAPLFNMEDI
NVPLFNMEDI
TVPVEFNLDDI
STEAIFDLED
LDAATFNLGD
GADG.EDVSS
NNNGDADMSI
. . .GEAVDGG

GGVPRNASPA
GGVPSNVNPA
GGLARNASPA
GGMARNASPA

PSRPKVVNRA
KEGGKGVQRR

ETSGEFILTL

RFDGIDRHDR
RFDGIDRHDR
RFDGIDKSDR
RFDGIDRHDR
RFDGIDLHDR
RFDGIDLHDR
RFDGIDKNDR
RFDGIDTNDR
RFDGIDLNDR
RFDGIDKSDR
AGN...INNC
AGN...INNC
AGN...INNA

DFYNIPPSDP

APKKKKPPGK
APKKKQPPGR
APKKKKTKRM
APKKKKGPRK
PVLTEEDLEP
PVLTEEDLEP
PPIKVKHKKP
PPKGPKRPKM
PPVSEKRKKM
PPSKPR....
KAKYICCGIG
KNKYSCSCMG

HRRQVNGTMS
HRRQVNGTLS

DEGVIVPVSN
EEGLQVTN. .
EEG.TKGTND
EEGRVTKGSN
DEGFEG. .YD
DEDVEG. .YE
EEGVEGAGFD
.DVAALGGAE
IEEGLEGYDE
LDN....YDE
LHNYSDDVRD
LHTYSDDVRD
GRQYSDDISW

CLLREAIQVI
SLLRESIQVI
SLLREAIQVI
CLLKEAIQVI

DCAVGSFRDD
DCAVGSLSDD

DADHIPKPQF

YSNRNVVFFD
YSNRNVVFFD
YSNRNVVFFD
YSNRNVVFFD
YANRNIVFFD
YANRNTVFFD
YANRNTVFFD
YANRNTVFFD
YANRNIVFFD
YANRNIVFFD
LYNEGANGRY
LYNEGANGRY
LFNEGADGKY

CNAVAKLCCA
CQNVAKMCCA

PKWCCLCCGL
PKWCCLCCGM
PKWCLFCCGL
PKWCLLCFGS
VKSCCGSRKK
VKSCFGSRKK
SKLCGGSRKK
GCCPCFGRRR
GIKSLFSKLK
QSSSSSCCCL
DTRASKIDMR
DVRATKKELR

VEKRSEATQL
AENNSETAQL
AAKSPEAAQL
VEQSTEAMQM
DERSILMSQR
DEMSLLVSQK
DEKALLMSQM
GDKEHLMSEM
LEKSSLMSQK
YDRSMLISQT
NAVAFVQTPQ
NAVGFVQTPQ
NQVSYVQTPQ

SCGYEDKTEW
SCGYEEKTEW
SCGYEDKTEW
SCGYEDKTEW

YRYP..GLPH
YDYRDRGIPR

LKRVLPYFYT

INMKGLDGIQ
INMKGLDGIQ
INMKGLDGLQ
INMKGLDGLQ
INMKGLDGIQ
INLKGLDGIQ
INLRGLDGIQ
INMKGLDGIQ
INMRGLDGIQ
VNMRGLDGIQ
LIILDTDMQP
MLLLDSDMQP
LLILDNDMKP

SCQIAGVPEE
SCKIAGVPEE

RKKSKTKAKD
RKKKTGKVKD
RKNR. .KSKT
RKNRKAKTVA
GKSSKKYNYE
GKSRKIPNYE
.NSKAKKESD
. KNKKFSKND
KKTKKKSDDK
TKKKQPQDPS
CMNCDAKLPK
CMNCDSKLGK

KLEKKFGQSP
KLEKKFGQSP
KLEKKFGQSP
KLEKKFGQSP
SVEKRFGQSP
RLEKRFGQSP
SLEKRFGQSA
NFEKTFGQSS
NFEKRFGMSP
SFEKTFGLST
YFRDCIQLQI
YFRDCVQLQTI
YFEDTPQLTI

GKEIGWIYGS
GKEIGWIYGS
GKEIGWIYGS
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VFIAATFMEQ
VFIAATFMEQ
VFVASTLMEN
IFVTSTLMEE
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VFIESTLMEN
G.DPMGHRNA
G.DPLGHRNS
MGDPCGHKNT

VTEDILTGFK
VTEDILTGFK
VTEDILTGFK
VTEDILTGFK
VTEDILTGFK
VTEDILTGFK
VTEDILTGFK
ITEDILTGFK
VTEDILTGFR
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LTEDCYTGQV
LTEDCYTGER
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TIYPFTSIPL
IVYPFTSIPL
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TVYPIGSFPA
MYSYFSGFAT

ILEMQWGGVG
ILEMOWGKIG
ILEMQWGKVG
ILEMQWGKVG
ILELRWSGVS
ILELKWSDVA
ILEMRWSGVG
ILELRWSGVS
ILELRWSGVS
VLELRWSGVS
ALSNRT. .VD
LLANRA..VD
ALSNRT. .VD

GGIPPTTNPA
GGLPSTTNPL
GGVPPSATPE
GGVPPSSSPA
GGLPEATNTS
GGVPDSVNPS
TFYDAIQTGQ
TFYDAIQTGQ
IFFDAVQCGR

MHCHGWRSVY
MHCHGWRSVY
MHSHGWRSVY
MHSHGWRSVY
MHARGWISIY
MHARGWISIY
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MHCRGWRSIY
MHCRGWKSVY
MHCRGWRSIY
LCSMGWKAQY
LVSMGWKALY
LHTSGWDSVY

LHGAGWKSVY

IFLSRHCPIW
IFLSRHCPIW
IFLSRHCPIW
IFLSRHCPIW
ILLSRHCPIW
ILLSRHCPIW
ILFSRHCPIW
IFFSRHSPLW
IFFSRHCPLW
IFLSRHCPLW
IALMNKKTQY
TALMKKNKNV
ILLMK.NESE
IFLRN.KKSL
VLVKENPLRK

IVYCSLPAVC
LVYCSLPAIC
LVYCSLPAIC
IVYCSLPAIC
IAYCILPAFC
LAYCMLPAFC
LMYCTLPAVC
LAYCILPAIC
LAYCTIPAVC
VAYCTLPAIC
ILFYYITLYF
ILLYYITLYF
LCYVSIAVYY
IFFFYITGYF
LIFISCPIIY

IDDWWRNEQF
IDDWWRNEQF
IDDWWRNEQF
IDDWWRNEQF
IEDWWRNEQF
LEDWWRNEQF
IDEWWRNEQF
IEEWWRNEQF
INDLWRNEQF
IEDLWRNEQF
NSDVIRSQEV
NNDVWRAQQT
NDDVLRSQQT

TLLKEAIHVI
TLLKEAIHVI
NLLKEAIHVI
VLLKEATHVI
SLIKEAIHVI
TLIKEAIHVI
DGYDCASFAG
DGYDCASFAG
DGFDSAAFAG

FRKDFEGEPS
FRKDFEGEAE
FRKDFEGDAK

YGCSGG. ...
FDPEWKMPEA
ADPEWKRPHV
VDPDWRPPRV
VDPEWATPQV

LLTGKFIVPE
LLTGKFIVPE
LLTGKFIVPE
LLTGKFIVPE
LITDRFIIPE
LITNTFIIPE
LFTNQFIIPQ
LLTDKFIMPP
LLTGKFIIPT
LLTGKFIIPT
LFSGYAPIYM

LCTGDAPIYA
LYTGQAPIYT
FFTEIVPVKT

WVIGGASSHL
WVIGGVSSHL
WVIGGVSAHL
WVIGGVSAHL
WVIGGTSAHL
WVIGGTSAHL
WVIGGVSAHL
WVIGGISAHL
WVIGGVSAHL
WVIGGVSAHL
WFA.YAFTNC
WFS.FSFITM
WFS.YAFVHV

SCGYEDKTEW
SCGYEAKTDW
SCGYEDKSDW
SCGYEDKTEW
SCGYEEKTEW
SCGYEEKTEW
TNAMFRREAL
TNALIRREAL
TNAVFRRQAF

TKDEKRLDEF

PKRAAFKGSA
PKRAAFKGSA
PKIPAFKGSA
PKLAAFKGSA
PPRPAFKGSA
PSRPAFKGSA
PKLPAFKGSA
PKRPAFKGSA
PKRPAFKGSA
PLRPAFKGSA
ERIRLAEGLI
ERIRLAEGLI
DRIRLCEGAV
DRIRLAEGAV
. .ELLAEGLA

QIPSYHKSNK
DIPKYRKPNN
PAPDPKPSLT
ELPPKRKINK

ISNYAGILFM
ISNYAGILFL
ISNYASILFM
ISNYASILFM
ISNYASIWFI
ISNLASLCFM
ISNIASIWFL
ISTFASLFFI
INNFASIWFL
LSNLASMLFL
AGARLVYALV
RGTKFLYSFL
SGLRLLMALV
YGTDFILHFL

FALFQGLLKV
FALFQGLLKV
FALFQGLLKV
FALFQGLLKV
FAVFQGLLKV
FAVFQGLLKV
FAVFQGILKV
FAVVQGLLKI
FAVFQGLLKV
FAVFQGFLKM
TAVLEAFWWK
MAIVEAIQAR
MAVFETIYWK

GKEIGWIYGS
GKEIGWIYGS
GMEIGWIYGS
GTELGWIYGS
GKEIGWIYGS
GKEIGWIYGS
DSIGGIQYGS
DSIGGIQYGT
DSIGGICYGT

QLVGGLSSNS

PINLSDRLHQ
PINLSDRLHQ
PINLSDRLHQ
PINLSDRLHQ
PINLSDRLNQ
PINLSDRLNQ
PINLSDRLNQ
PINLSDRLNQ
PINLSDRLHQ
PINLSDRLHQ
PDSVAGSLAQ
PDSVAGAMAQ
PDTVAAAMGQ
PESVAAALAQ
PDDLSSTLKQ

WLERFSYINS
WLERFSYINS
WLERLSYINS
WLERLSYINS
LLERIAYINT
LLERIAYINT
FLERFAYVNT
WLERFAYANT
ILERLAYINT
LLORLAYINT
FMRRVFYFNS
FMRRVFYLNS
FPRKMFFYDS
FMRWVFFMNL
FWQRLQYFKT

LMFISIAVTG
LMFMSIAVTG
ALFGSIAVTG
ALFSSIAITG
LLFISIAVTG
LLFASIYASA
SLFLSIFATG
SLFMSIIVTG
ALFLSIIATA
GLFISIILTS
PKLLIQGVLS
PVTFCRWVLN
PKIVAQSILS
PTFIINRLTF

LAGVNTNFTV
LAGVSTNFTV
LAGVETNFTV
LAGVDTNFTV
LAGIDTNFTV
FAGIDTNFTV
LAGIDTNFTV
LAGIDTNFTV
LFGVDTNFTV
LAGLDTNFTV
ITGKEPKWFN
VTGKDKSWAN
ITGKEAAWAN
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VVAIWG. .IP

TSK. .AADDG
TSK. .AADDG
TSK. .AADDG
TSK. .AADDG
TSK.ATDEDG
TSK.ASDEDG
TSK.ASDEDG
TSK.ATDDD.
TSKGASDEAD
TSK. .TADDL
TGGASRGSTA
TGAGQKTSWT
TGALGGNSIM

DSWGPLFGRL
DSWGPLFGRL
DSWGPLFGRL
DSWGPLFGRL
QSWGPLFGKL
QSWGPLMGKL
QSWGPLFGKL
QSWGPLFGKL
GSWGPLFGKL
EAWGPLFGKV

AMFFGFFVMS
SLFLGGFLAS

LLWVRVNPFV
LLWVRVNPFV
LLWVRVNPFV
LLWVRVNPFV
LLWVRINPFV
LLWVRINPFV
LLWVRIDPFT
LLWVRIDPFV
LVWVRIDPFL
LVWVRINPFV

QLWQVYYEGN
CIWVYVETPN
RASVWQMPKY

ASEIWRSEQ.

AFSELYIFKW
EFSELYIFKW
EFSELYIFKW
EFSDLYLFKW
DFAELYIFKW
DFAELYVFKW
DFAELYLFKW
DFGELYAFKW
EFGDLYLFKW
EFGELYIVKW
ELPNVIIFFG
EIPNVLFFFT
ELPNLLVFLA
QSGIYLSMIW

FFALWVIVHL
FFALWVIVHL
FFAFWVILHL
FFALWVIIHL
FFALWVIAHL
LFAFWVVAHL
FFAFWVIVHL
FFSFWVIVHL
FFAFWVIVHL
FFAFWVILHL

QFYPMVKMSI
QLGPMVRMSL

AKGGPVLEIC
SKDGPVLEIC
AKGGPILEIC
AKGGPILEIC
DANPNANNFN
STTGVMSNSF
SRVTGPDILE
LKTKGPDTSK
PKQTGPLLKQ
SKTDTTSLSL

«...YAIALF

TTLLIPPTTL
TSLLIPPTTL
TSLLIPPTTL
TSLLIPPMTL
TALLIPPTTV
TSLLIPPTTI
TTLLIPPTTL
TTLLIPPTTV
TTLLIPPTTL
TTLLIPPTSL
TVVGVLWSVV
LLFSQLVALV
MVFGMMWDTV
PQLLIFFLTI

YPFLKGMLGK
YPFLKGLLGK
YPFLKGLLGK
YPFLKGLLGK
YPFLKGLLGR
YPFLKGLLGR
YPFLKGLMGR
YPFLKGLMGR
YPFLKGLMGR
YPFLKGLMGR

TEYCGWDHTA
QTYFGWSHKS
FAIGRLNHPW

GLNCGN.
GLDCLK.
GLDCL. .
GLDCL. .
GKGGVF.
MGE....
CGINC..
CGINC..
CGVDC. .
NCLLIDC

PIFIQAVWSV

LIINIIGVIV
LIINIVGVIV
LIINVIGVIV
LIINVIGVIV
LLVNLIGIVA
LLVNLVGIVA
LIVNLVGVVA
LIINIVGVVA
IILNMVGVVA
LIINLVGVVA

RFFEYENATN
RYFAGYNNAA
IGIFWS....

QDKMPTIIVV
QODRVPTIILV
ODRMPTIILV
QDRMPTIIVV
ONRTPTIVIV
ONRTPTIVIV
ONRTPTIVVV
ONRTPTIVVI
ONRTPTIVVL
ONRTPTIVIL

ATFTANVFGS
LTDQGNIVGS
VNLLNSSWAV

FTGQKMNFQV

GVSDAISNGY
GVSDAINNGY
GISDAISNGY
GVSDAISNGY
GVSYAVNSGY
GVSYAINSGY
GVSYAINSGY
GISDAINNGY
GVSDAINNGY
GFSDALNKGY

WSILLASILT
WSILLASILT
WSILLASILT
WSILLASILT
WSVLLASIFS
WSALLASIFS
WSVLLASIFS
WSVLLASIFS
WSILLASIFS
WSILLASVFS

LLVVYIVVFV
FSLAFVLIIL
YNLLLLSGII
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8.2 Multiples Alignment der Chitin-Synthase-Sequenzen
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VPVTVTLLLVFCGLREADVCVFNGILPDYLFFRMPPIYYLFDYVVNEFSWLWLLWLLSQT

WITIHIWTPKAERLASTEKLYVLPMYNGLLIDQSMALNRKRDDQKDVKTEDLAEIEKEKG
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WITRHLWMPKSDRNASTEKLFVTPMYNSLLVDQSVAMNRRREDQEDFVKK~-~-IDMVKVKD

DEYYETISVHTDN-TGSSPKAVKSSDSITRIYACATMWHETKDEMMEFLKSILRLDEDQC
TEKANEIDAKANE---RKNDTIKPYDRIPQIFICATMWHETKEELMEFLKSILRLDEDQC

ARRVAQKYLRI----VDPDYYEFETHTFFDDAFEISD---HSDDDIQVNRFVKLLVATMD
————————— HE----LDPDYYEFETHIFFDDAFEISD---HSDDDIQCNRFVKLLIATMD
DPDYYEFETHIFLDDAFEISD---HSDDDSQVNRFVKLLVDTID
ARRVAQKYLRV----VDPDYYEFETHIYLDDAFEISD---HSDDDSQVNRFVKLLVDTID
ARRMAMKHIQATKEDIDPDYYDLETHIFFDDAFVNDKSKCESANDSPLNSYVKTLINNLE

DAASEIHQTRIRIRPPKKYPTPYGGRLVWTLPGKTKFFAHLKDKDRIRHRKRWSQVMYMY
EAASEIHQTTIRLRPPKKYPTPYGGRLVWTLPGKTKFITHLKDKDRIRHRKRWSQVMYMY
EAASEVHQTNIRIRPPKRLPAPYGGRLTWVLPGKTKMICHLKDKAKIRHRKRWSQVMYMY
EAASNVHQTNIRIRPPKKYPAPYGGRLTWVLPGKTKMICHLKDKAKIRHRKRWSQVMYMY
EAALEVYKTKMRIYPPTKIVTPYGGRLIWTLPGRTKMIAHLKDKNKIRHKKRWSQVMYMY
-FALKESKSSKLDSHQWYFNAFAE
TSKGFETLNWCARLCDWIEGRVKEKHPR-————————

YLLGHRLMELPIPVDRKDTIAENTYLLTLDGDIDFKPNAVTLLVDLMKKNKNLGAACGRI
YLLGHRLMELPISVDRKDAIAENTYLLTLDGDIDFKPNAVTLLVDLMKKNKNLGAACGRI
YLLGHRLMELPISVDRKEVMAENTYLLTLDGDIDFQPHAVRLLIDLMKKNKNLGAACGRI
YLLGHRLMELPIPVDRKEVMAENTFLLTLDGDIDFQPHAVRLLIDLMKKNKNLGAACGRI
YLLGYRIMOQLNTTPERKMVIAQNTYLLALDGDIDFQPKAVSLLVDRMKVDPDLGAACGRI
QIQ PEYTAVMDVGTMLTKSALYHLLFAFERNHQIGGACGQL
PGVHKVGIP-VSNWDEDWVGPYLDEEEARRMWYTPVYCP

HPVG————- SGPMVWYQLFEYAIGHWLQKATEHMIGCVLCSPGCFSLFRGKALMDDNVMK
HPVG—-—-- SGPMVWYQLFEYAIGHWLQKATEHMIGCVLCSPGCFSLFRGKALMDDNVMK
HPVG—-—-- SGPMVWYQMFEYAIGHWLQKATEHMIGCVLCSPGCFSLFRGKALMDDNVMK
HPVG————- SGPMVWYQLFEYAIGHWLQKATEHMIGCVLCSPGCFSLFRGKALMDDNVMK
HPVG———-- TGPMVWYQIFEYAIGHWLQKATEHVIGCVLCSPGCFSLFRGRALMENSVMK
TVEKPFENLSNWVISAQHFEYKISNILDKSLESCFGFISVLPGAFSAYRYEAIRGAPLDA

HPID-==———————— FSNMGYRLRCVETGRRPRLMICITMYNEGPQQLKATLKKLANNLA

* 3 :

KYTTQSDEARHYVQYD----QGEDRWLCTLLLQRG---YRVEYSAASDAYTHCPEGFNEF

KYTTRSDEARHYVQYD----QGEDRWLCTLLLQRG---YRVEYSAASDAYTHCPEGFNEF
KYTLRSDEARHYVQYD----QGEDRW-= === == m e e e e e e e e e e
KYTLRSDEARHYVQYD----QGEDRWLCTLLLQRG---YRVEYSAASDAYTHCPEGFSEF
KYTTKSDQARHYVQYD----QGEDRWLCTLLLKQK---FRVEYSAASDAYTHAPEGFNEF

YFQTLNIDLDVLGPFIGNMYLAEDRILSFEVVARKDCKWTMHYVKDAVARTDVPHDLVGL
YLKEQKKDHEKTLSRD---FAGDDVWONVLLCIVA-- === ————m e e e m e e —

g

YNQRRRWVPSTIANIMDLLGDAKRTIKINDNISLLYIFYQMMLMGGTILGPGTIFLMLVG
YNQRRRWVPSTIANIMDLLADAKRTIKINDNISLLYIFYQMMLMGGTILGPGTIFLMLVG
YNQRRRWVPSTVANIMDLLVDCKHTIKINDNISTPYIAYQOMMLMGGTILGPGTIFLMLVG
YNQRRRWVPSTIANIFDLLGDAKRVVKTNNSISMPYIVYQSMLMFGTILGPGTIFLMMVG
ISQRKRWLNCAFFATLFSIWNWGRIYSESN=-=———————m e e e e e e
—-DGREQVNDKMLDYMEATI

AFVAAFRIDNWTSFHYNIIPILGFMFICFTCKANIQLFVAQVLSTAYALIMMAVIVGTAL
AFVAAFRIDNWTSFHYNIVPILAFMFICFTCKSNIQLFVAQVLSTAYALIMMAVIVGTAL
AFVAAFRIDNWTSFEYNLYPIAIFVFVCFTMKSEYQLLVAQILSTAYAMIMMAVIVGTAL
ALVAVFRIDIWTSFLWNGVPLAVFMAICFWMKQKYQLMAAFFISASYSLVMMAVLVGIVI

QLGEDGIGSPSAIFLISMVGSSFIAACLHPQEFWCISAGLIYLLSIPSMYLLLILYSIIN

521

598

593
578

651
44
41
646
638

711
104
101
706
698
23

28

771
164
161
766
758
64

66

826
219
216
821
813
124
115

879
272
238
874
866
184
147

939
332

934
926
214
164

999
392
994

986
256

1059
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QLGEDGIGSPSAIFLISMVGSFFIAACLHPQEFWCITCGLIYLLSIPSMYLLLILYSIIN

QLGEDGIGSPSAIFLISLSSSFFIAACLHPQEFWCIVPGIIYLLSIPSMYLLLILYSIIN
QVMEDGILAPSSVFFMAVALQIVVTGLLHPQEMEALPAGLVYYITIPSMYMMLVIYSVFEFN

LNAVSWGTREVVAKKTKKEMEAEKKAAEEAAKKAKQKSMLGFLQGGVGNNGDEEGSVEFS
LNVVSWGTREVVAKKTKKELEAEKKAAEEAKKRVKQKSMLSFLQSGIGDNGDEEGSVEFS
LNVVSWGTREVQTKKTKKEIEQEKKEAEEAKKKAKQKSLLGFLQG--VNSNEEEGSIEFS
MNDVSWGTRE-—————— NPTEAPKAAPVQQVPQGKMHKLLGYLRS---GDQEDEGSINFS

LAGLSRCIFCTHGKTSDEKQQLTTIAESLDTIKNRIDSIEQTINPHDQHSHRHGRRRTTS
LAGLFRCIFCTHGKTSDEKQQLTSIAESLDTIKHRMDTIESAVDPHGHHASRHGRRRTTS
FAGLFKCLLCTHPKGNEEKVQLLHIASTLEKLEKKLEVVEKAVDPHGIARSRKLSLGHRG
VSGLFSCLFCTHPKSSAEKEQMVQVASSLAEINSKMKDLELKLT----GTVTVMRSSDDD

SGSKDHHLLSSVAEKSGDESEESDTDTS-VERKQERDFLTNPYWIEDPDLRKGEVDFLSS
SGSKDHHLLTSVAEKSGDESDESDSDTS-AEPKQERDFLTNPYWIEDPDVRKGEVDFLSS
STNGDHQLNPLAEGPEEENDSDSDTGTSSTEPRERRDDLINPYWIEDPDLKRGEVDFLSP
DDVDEMSCLDMQGGSPNGVSSPIQTVKNSELEEPEKQINYLPDWLYDVDLRNGDTETISA

AELQFWKDLNDKYLFPIDNDPVEQARIAKDLKELRDSSVFFFFMVNALIVSIVFLLQLNK
TEIQFWKDLIDQYLYPIDNDPVEQARIAKDLKELRDSSVFAFFMINALFVLIVFLLQLNK
PEIQFWKDLLDKYLYPIDEDKDEKARISRDLKELRDSSVFSFFMINALFVLIVFLLQLNK
SEEQFWIELIEKSSNP-GSDREAESEMQSQLKNLRDLAVFAFVMANALFVLVIFLLQLNK

DNIHVKWPFGVRTNITYDESTQEVHISKDYLQLEPIGLVFVFFFALILVIQFTAMLFHRF
DNIHVKWPFGVRTNITYDESTQEVHISKEYLQLEPIGLVFVFFFALILIIQFTAMLFHRF
DNIHVKWPFGVKTNITYDEVSREVLISKEYLQLEPIGLVFVFFFALILVIQFTAMLFHRF
KDLHIQWWFNAKNTISFDESTVEIIVRREFLKIEPIGLVFVFFFGLILVIQFVAMLMHRF

GTLSHILASTELN-FFKKKSEDLSQDALIDKHAVEIVKNLQRLQGIDGDYDNDSGSGPDR
GTISHILASTELN-FCKKKSEDLTQDQLIDKHAVEIVKNLQRLQGIDGDYDNDSGSGPDR
GTISHILSSTELNWFCTKKSDDLSQDALLDKNAIAIVKDLQKLNGLDDDYDNDSGSGPHN
GTISQILASTQLNWYCSKKAKDMSLDAELRENAVEIARRLOQRPKPQWDEEDLEDDQ--KA

IARRKTIQNLEKARQPRRQIGTLDVAFKKRFMKLTAEAENNPSTPILTRRLTMRAETIRA
IARRKTIQNLEKARQPRRQIGTLDVAFKKRFLKLTADAENNPATPILTRRLTMRAETIRA
VGRRKTIHNLEKARQKKRNIGTLDVAFKKRFFNMNAND--GPGTPVLNRKMTLRRETLKA
IGRRDTIHRILYQHKNKQDWSNLEANFKRNYYKD-—===——— GDLNLGGRLTLSRKTLNV

LEVRKNSVMAERRKSAMQTLGAKNEYGIAAVSTLNNNGGIPNVRSGRVSNAGINIKDVFEN
LEVRKNSVMAERRKSAMQTLGAKNEYGITTGAPINNNGALPNQRSGRVSNAGISIKDVFEN
LETRRNSVMAERRKSQOMQTLGANNEYGVTG--MLNNNLGPRH----RPSNANISVKDVF -
LDTRRKS-MAEQRKIRKSILRGQNPYDTAG--DLWYQGSPDSGLNQRKTSSPPGYNGAAR

452

1054
1046

1119
512

1112
1096

1179
572

1172
1152

1238
631

1232
1212

1298
691

1292
1271

1358
751

1352
1331

1417
810

1412
1389

1477
870

1470
1441

1537
930

1523
1498
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VNGGPSEQIYGSNNG-AVNQGYEHVN-EDDDGNSLRLTTRNPP————- QVTWGTYSSN-- 1588
VNGGGAEQIYGSNGGGTINQGYEHVIDEDGDGNSLRLTTRNPHPHPHHQVSWGQNTNGGG 990
—————————— AEPNGGQINQAYEASLGDDDDTNSMRLQPRONQ------VSF--——-—-—-- 1559
GPPSNQSPNFEGNNRGRVNYAYQIDEELEDYSEEEDTMEFERPTLOQMEMTERPTPKSKR- 1557

—---TGRM--- 1592
GNGTGRL--- 997

---QGRF--- 1563
—---KSRVAFA 1564
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8.3  Zugangsnummern der verwendeten Cellulose-Synthase-Sequenzen

qil 145843794
gil145843802
gil145843810
gil161377585
gil75907790
qil17231249
0il186681916
0il66825803
0il158337976
gil170078717
gil167359699
qil123444247
0il193068518
0il161984835
gil72383862
qil 126462740
gil81300960
qil15891626
gil16766905
gil150377323
gil31790488
gil146313562
gil156450549
gil167908433
0il26989354
gil163729173
qil75761797
0il54308909
gil171058757

gil169174471

Phytophthora infestans
Phytophthora sojae
Phytophthora ramorum
Porphyra yezoensis
Anabaena variabilis
Nostoc sp.

Nostoc punctiforme
Dictyostelium discoideum
Acaryochloris marina
Synechococcus sp.
Rhizobium leguminosarum
Yersinia enterocolitica
Escherichia coli

Shigella boydii

Ralstonia eutropha
Rhodobacter sphaeroides
Synechococcus elongatus
Agrobacterium tumefaciens
Salmonella typhimurium
Sinorhizobium medicae
Citrobacter sp.
Enterobacter sp.
Methylobacterium chloromethanicum
Burkholderia pseudomallei
Pseudomonas putida
Vibrio fischeri

Bacillus thuringiensis
Photobacterium profundum
Leptothrix cholodnii

Arthrobacter chlorophenolicus
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0il34498133

0il 186903687
gil108797386
0il87306703

gil119717056
qil78186854
gil126700162
gil163847514
gil187479104
gil156741104
gil114145584
gil40748280

gil22297551

0il159883668
0il159883666
gil189208221
qil27462651

gil21954719
gil16081602
gil1706956

gil47933334
gil162955782
gil37781495
0il66269692
gil162460685
gil172044097
gil168010390
0il49615363
gil114793219
gil223474272

gil70606831

Chromobacterium violaceum
Cyanothece sp.
Mycobacterium sp.
Blastopirellula marina
Nocardioides sp.
Pelodictyon luteolum
Clostridium difficile
Chloroflexus aurantiacus
Bordetella avium
Roseiflexus castenholzii
Ciona intestinalis

Ciona savignyi
Thermosynechococcus elongatus
Oikopleura dioica
Oikopleura dioica
Pyrenophora tritici
Arabidopsis thaliana
Mesotaenium caldariorum
Thermoplasma acidophilum
Gossypium hirsutum

Pinus radiata

Eucalyptus grandis

Populus tremuloides
Bambusa oldhamii

Zea mays

Oryza sativa

Physcomitrella patens
Acacia mangium
Physcomitrella patens
Aciduliprofundum boonei T469

Sulfolobus acidocaldarius DSM 639
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8.4  Zugangsnummern der verwendeten Chitin-Synthase-Sequenzen

gil169870317
gil1345811
0il58264402
gil231787
gil3121861
gil70982151
gil190409171
gil122065154
gil1705828
0il189194179
gil164429219
gil156049117
gil154272093
gil154299814
gil5921754
gil50429185
gil19068024
gil6176510
0il149235319
gil1168945
gil145613215
gil156720201
gil154270648
gil119191101
gil121706256
gil6165997
gil119490296
gil53801262
gil50429187

gil6166424

Aphanomyces euteiches
Saprolegnia monoica
Cryptococcus neoformans
Rhizopus microsporus
Phycomyces blakesleeanus
Aspergillus fumigatus
Saccharomyces cerevisiae
Ustilago maydis
Emericella nidulans
Pyrenophora tritici
Neurospora crassa
Sclerotinia sclerotiorum
Ajellomyces capsulatus
Botryotinia fuckeliana
Mucor racemosus
Fusarium oxysporum
Glomerella graminicola
Blumeria graminis
Lodderomyces elongisporus
Candida albicans
Magnaporthe grisea
Pleurotus ostreatus
Ajellomyces capsulatus
Coccidioides immitis
Aspergillus clavatus
Exophiala dermatitidis
Neosartorya fischeri
Beauveria bassiana
Fusarium oxysporum

Penicillium chrysogenum
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qil14275780
qil 19113750
qil5921767
gil11138310
gil14330425
gil16555225
qil13928447
gil118400291
qil146175807
gil1118179
gil1314787
gil74100921
qil167384657
gil67470111
0il86561407
gil146152115
gil41818394
0il83033256
qil94734225
gil170062736
gil157131336
gil60459510
gil20178263
0il9963823
0il9963869
qil50120974

gil222149621

Tuber borchii
Schizosaccharomyces pombe
Ampelomyces quisqualis
Arthroderma benhamiae
Gibberella zeae
Plasmopara viticola
Aphanomyces cochlioides
Tetrahymena thermophila
Tetrahymena thermophila
Phytophthora capsici
Achlya ambisexualis
Pythium insidiosum
Entamoeba dispar
Entamoeba histolytica
Caenorhabditis elegans
Mytilus galloprovincialis
Spodoptera frugiperda
Ostrinia furnacalis

Danio rerio

Culex pipiens

Aedes aegypti

Manduca sexta
Meloidogyne artiellia
Lucilia cuprina

Drosophila melanogaster
Pectobacterium atrosepticum

Agrobacterium vitis
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