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Zusammenfassung 
In der industriellen Biotechnologie werden ständig neue nützliche Proteine identifiziert, die 

mit etablierten Expressionssystemen teilweise nur ineffizient produziert werden können. Da-

her besteht ein großes Interesse, neue Expressionsplattformen zu entwickeln. Die Sekretion 

der Produkte ist dabei von Vorteil, da kein aufwendiger Zellaufschluss notwendig ist. Die bei 

der konventionellen Sekretion in Eukaryonten stattfindende Glykosylierung kann jedoch für 

bestimmte Produkte, insbesondere zur medizinischen Anwendung, unerwünschte Auswir-

kungen haben. In dieser Arbeit wurde daher ein neues Expressionssystem im genetisch gut 

manipulierbaren Basidiomyceten Ustilago maydis etabliert, das die Sekretion von unglykosy-

lierten Proteinen ermöglicht. In diesem pilzlichen Mikroorganismus wird während des fila-

mentösen Wachstums mikrotubuliabhängiger mRNA-Transport von dem mRNA-Bindeprotein 

Rrm4 vermittelt. Dieser Prozess ist für die effiziente Sekretion der Endochitinase Cts1 essen-

tiell. In diesem neuen Expressionssystem wird die Sekretionsmaschinerie von Cts1 genutzt, 

um Zielproteine zu exportieren. Als ‘Proof of Principle‘ wurde die bakterielle β-Glukuronidase 

(Gus) eingesetzt. Heterolog exprimiertes Enzym wird im Verlauf der eukaryotischen konven-

tionellen Sekretion aufgrund einer N-Glykosylierung inaktiviert. Im Gegensatz dazu wurde N-

terminal an Cts1 fusioniertes Gus im aktiven Zustand in den Überstand exportiert und bestä-

tigte damit die unkonventionell ablaufende Sekretion von Cts1. Die Analyse von verkürzten 

Cts1-Varianten zeigte außerdem, dass der schwach konservierte N-Terminus für die Sekre-

tion von Cts1 abdingbar ist. Mit der Sekretion der Gus-Fusionsproteine wurde außerdem 

gezeigt, dass der Cts1-Sekretionsmechanismus dazu genutzt werden kann, auch größere 

heterologe Proteine zu exportieren. Die Produktion von deutlich anspruchsvolleren Proteinen 

wurde mit der Expression heterologer Lipasen wie CalB getestet, die mit bakteriellen Ex-

pressionssystemen schwer zu produzieren sind. Um die Aktivitäten dieser Lipasen bei mög-

lichst geringer lipolytischer Hintergrundaktivität analysieren zu können, wurde ein für eine 

CalB-Typ Lipase kodierendes Gen (uml2) in U. maydis deletiert. Zur Untersuchung der lipoly-

tischen Aktivität von CalB-Typ Lipasen in Zellextrakten und Überständen von U. maydis wur-

de zudem ein Polysorbat-Assay etabliert. Es zeigte sich, dass die in dem uml2-

Deletionsstamm produzierten Lipasen Uml2, CalB und thermostabiles LipT zwar erfolgreich 

über den Cts1-Sekretionsweg in den Überstand exportiert wurden, jedoch dort inaktiv vorla-

gen. Im Gegensatz dazu war konventionell sekretiertes Uml2-Fusionsprotein im Überstand 

stabil und aktiv. Hiermit zeigt sich, dass auch in diesem, wie in vielen anderen Expressions-

systemen, für jedes Produkt individuell getestet werden muss, ob dessen Produktion möglich 

ist. Mit der erfolgreichen Expression von Gus hat sich jedoch bestätigt, dass dieses neuartige 

Expressionssystem nach weiterer Optimierung großes Potential besitzt, zukünftig auch in-

dustriell relevante Proteine produzieren zu können. 
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Summary 
In industrial biotechnology new valuable proteins are frequently identified that can only be 

produced inefficiently with established expression systems. Hence, there is a great interest in 

developing novel expression platforms. Secretion of products is advantageous since labo-

rious cell disruption is avoided. However, protein glycosylation during conventional secretion 

in eukaryotes can lead to undesirable effects in certain products, particularly in medical app-

lications. Therefore, in this thesis a new expression system was established using the gene-

tically amenable basidiomycete Ustilago maydis. Notably, the system allows the secretion of 

unglycosylated proteins. In this fungal microorganism, microtubule-dependent mRNA trans-

port during filamentous growth is mediated by the RNA-binding protein Rrm4. This process is 

essential for efficient secretion of the endochitinase Cts1. In the novel expression system the 

secretion apparatus of Cts1 is used to export candidate proteins. As a proof of principle, bac-

terial β-glucuronidase (Gus) was used. Heterologously expressed enzyme is inactivated by a 

N-glycosylation during conventional secretion in eukaryotes. In contrast, Gus fused N-

terminally to Cts1 was exported into the supernatant in an active form, confirming the uncon-

ventional secretion of Cts1. The analysis of truncated Cts1 variants revealed that the weakly 

conserved N-terminus is dispensable for secretion of Cts1. By investigating the secretion of 

the Gus fusion proteins it could be shown that the Cts1 secretion mechanism can be exploit 

to export larger heterologous proteins. The production of more sophisticated proteins was 

tested by expressing heterologous lipases like CalB. To allow analysing the activity of these 

lipases at reduced lipolytic background activities, a gene (uml2) coding for a CalB-type lipase 

was deleted in U. maydis. To investigate the lipolytic activity of CalB-type lipases in cell ex-

tracts and supernatants of U. maydis, a polysorbate assay was established. The lipases 

Uml2, CalB and thermostable LipT produced in the uml2 deletion strain could successfully be 

exported by the secretory pathway of Cts1 into culture supernatant, but they were inactive. In 

contrast, conventionally secreted Uml2 fusion proteins were stable and active in superna-

tants. This demonstrates that, as observed for many other expression systems, individual 

testing is necessary to judge the ability of a system to produce a product. However, the suc-

cessful expression of Gus has shown that following further optimisations in the future this 

novel expression system has great potential to produce industrially relevant proteins. 
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Abkürzungen und Fachbegriffe 
Acetyl-CoA  Acetyl-Coenzym A 
Amp   Ampicillin 
AS   Aminosäure 
ATP   Adenosintriphosphat 
APS   Ammoniumperoxodisulfat 
BSA   ‘bovine serum albumin‘ 
bzw.   beziehungsweise 
Cbx   Carboxin 
C-terminal  carboxyterminal 
Da   Dalton 
dATP   Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP   Desoxycytosintriphosphat 
dGTP   Desoxyguanosintriphosphat 
DIG   Digoxigenin 
DNA   Desoxyribonukleinsäuren 
dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT   Dithiothreitol 
dTTP   Desoxythymidintriphosphat 
dUTP   Desoxyuridintriphosphat 
ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 
ECL   ‘enhanced chemiluminescence‘-Lösung 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
g   Schwerebeschleunigung 
Gfp   ‘enhanced green fluorescent protein‘ 
Glk   Glukose 
GTH-Tag  Gfp-Tap-Decahistidin-Tag 
HA   Human influenza hemagglutinin 
HRP   Meerrettichperoxidase 
Hz   Hertz 
kb   Kilobasen 
MOPS   3-Morpholinopropansulfonsäure 
NTA   Nitrilotriessigsäure 
N-terminal  aminoterminal 
OD   optische Dichte 
ORF   offener Leserahmen 
p.a.   ‘pro analysis‘, Klassifikation der Reinheitsstufe 
PBS   ‘phpsphate-buffered saline‘ 
PCR   ‘polymerase chain reaction‘ 
PEG   Polyethylenglycol 
PNGaseF  ‘Peptide-N-Glycosidase F‘ 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
PVDF   Polyvinylidenfluorid 
PVP   Polyvinylpyrrolidon 
RNA   Ribonukleinsäure 
RT   Raumtemperatur 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
SHH-Tag  Strep-TripleHA-Decahistidin-Tag 
SP   Signalpeptid 
TEMED   Tetramethylethylendiamin 
Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
Upm   Umdrehungen pro Minute 
UTR   untranslatierte Region 
UV   ultraviolettes Licht 
v/v    Volumenprozent 
w/v   Gewichtsprozent 
z. B.   zum Beispiel 
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1. Einleitung 

1.1 Expressionssysteme zur Produktion von heterologen Proteinen 
Die Isolierung von Proteinen aus natürlichen Ressourcen ist oft sehr kostenintensiv, erzielt 

nur geringe Ausbeuten oder es besteht die Gefahr der toxischen oder infektiösen Kontamina-

tion des Produktes. Erst mit der Entwicklung von molekularen Klonierungstechniken Mitte der 

70er Jahre wurde es möglich, Proteine in fremden Wirtsorganismen zu produzieren (Porro et 

al., 2005). Das wohl bekannteste Beispiel eines heterolog exprimierten Proteins ist das Pep-

tidhormon Insulin, dass vor seiner biotechnologischen Herstellung aus den Bauchspeichel-

düsen von Rindern oder Schweinen gewonnen werden musste (Jonson et al., 1983). Heute 

spielen kommerziell produzierte Proteine allgemein eine wichtige Rolle in der pharmazeuti-

schen Industrie, der Enzymindustrie und der Agrarindustrie. Sie werden unter anderem in 

den Bereichen von Medizin, Diagnostik, Lebensmittel, Detergenzien, Textilien, Leder, Papier 

oder Kunststoffe eingesetzt (Demain & Vaishnav, 2009). Der globale Markt von rekombinan-

ten Proteinen wächst rapide an, weshalb es einen ständigen Bedarf an neuen Produktions-

plattformen gibt, die gesteigerte Erträge in hoher Qualität und bei geringen Kosten verspre-

chen (van Dijl & Hecker, 2013). Während für die Produktion industriell genutzter Enzyme 

eher ökonomische Aspekte im Vordergrund stehen, wird für pharmazeutisch genutzte Pro-

dukte Sicherheit und Authentizität gefordert (Gellissen, 2000). Allgemein lassen sich die heu-

te genutzten Expressionssysteme in prokaryotischen bakteriellen Systemen wie Escherichia 

coli oder in eukaryotischen Systeme wie Hefen, filamentöse Pilze oder Säugerzellen eintei-

len. 

1.1.1 Prokaryotische Expressionssysteme 
Das erste heterolog exprimierte humane Protein, das Peptidhormon Somatostatin wurde in 

dem gramnegativen Bakterium E. coli hergestellt (Itakura et al., 1977). Noch heute werden 

fast 30% der rekombinanten therapeutischen Proteine mit E. coli produziert (Huang et al., 

2012a). Allgemein ist es das am häufigsten genutzte Expressionssystem für die Produktion 

industrieller und pharmazeutischer Proteine, was unter anderem darauf zurückzuführen ist, 

dass dieser Organismus sehr gut erforscht und in annähernd jedem Labor etabliert ist 

(Terpe, 2006). Zur Produktion im industriellen Maßstab ist E. coli aufgrund des schnellen 

Wachstums, der geringen Kosten für Medien und der Kultivierbarkeit in großen Fermentern 

vorteilhaft (Huang et al., 2012a). Als wichtige Argumente gegen die Nutzung von E. coli als 

Expressionssystem, gerade in Bezug auf größere und komplexere Proteine, standen meist 

das Ausbleiben von posttranslationalen Modifikationen, Disulfidbrücken und der nativen Fal-

tung von Proteinen sowie die Bildung von Einschlusskörperchen (‘inclusion bodys‘) mit un-

löslichem und inaktivem Protein, die kostenintensive Denaturierungs- und Zurückfaltungs-

/Renaturierungsprozesse verlangen (Choi et al., 2006). Es wurden unterschiedlichste Strate-
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gien angewendet, um diese Probleme zumindest für bestimmte Proteine zu umgehen. Bei-

spiele hierfür sind der Transfer eines N-Glykosylierungsweges aus Campylobacter jejuni auf 

E. coli, die Entwicklung von thioredoxindefizienten Wirtsstämmen, um die Bildung von Disul-

fidbrücken zu unterstützen, die Koexpression von Chaperonen, die Fusion von Zielproteinen 

mit stark löslichen Polypeptiden oder die Kultivierung bei geringeren Temperaturen (Wacker 

et al., 2002; Derman et al., 1993; Bessette et al., 1999; Wall & Pluckthun, 1995; Murby et al., 

1996). Auch wenn E. coli natürlicherweise nur geringe Proteinmengen sekretiert und hetero-

loge Proteine meist cytoplasmatisch exprimiert werden, können Proteine mit entsprechenden 

Signalpeptiden auch über die bakteriellen Sekretionssysteme ins Periplasma oder den extra-

zellulären Raum sekretiert werden (Sandkvist & Bagdasarian, 1996; Terpe, 2006; Mergulhao 

et al., 2005; Ni & Chen, 2009). Eine periplasmatische Akkumulation der Proteine kann dabei 

für bestimmte Proteine von Vorteil sein, da hier Enzyme der Dsb-Proteinfamilie die Disulfidb-

rückenbildung unterstützen können (Shokri et al., 2003). Auf alternative bakterielle Expressi-

onssysteme wie die der Gattungen Bacillus, Streptomyces oder Pseudomonas wird häufig 

aufgrund ihrer besseren Sekretionssysteme gesetzt (van Dijl & Hecker, 2013; Anne et al., 

2012; Chen, 2012). Grampositive Bakterien haben in Bezug auf pharmazeutische Produkte 

generell den Vorteil gegenüber E. coli, dass sie nicht die in der äußeren Membran befindli-

chen Lipopolysaccharide besitzen, die als Endotoxine pyrogen auf Menschen und andere 

Säugetiere wirken können (Terpe, 2006).  

1.1.2 Eukaryotische Expressionsysteme 
Hefen werden für die Produktion rekombinanter Proteine gerne genutzt, wenn diese auf 

Grund von ausbleibender nativer Faltung oder posttranslationaler Modifikationen nicht in ak-

tiver Form mit bakteriellen Systemen wie E. coli produziert werden können. Hefen sind gene-

tisch gut manipulierbar, wachsen auf kostengünstigen Medien zu hohen Zelldichten und sind 

gut fermentierbar (Gellissen et al., 2005). Ihre Anwendung ist daher deutlich einfacher und 

kostengünstiger als die von Insekten- oder Säugerzellen (Demain & Vaishnav, 2009). Die 

rekombinanten Produkte können von den Hefezellen in den Überstand sekretiert werden und 

sind frei von Endotoxinen und onkogener oder viraler DNA (Damasceno et al., 2012). Die 

Tatsache, dass Saccharomyces cerevisiae bei Molekularbiologen weithin bekannt und in 

genetischer, biochemischer, physiologischer und fermentationstechnischer Hinsicht gut er-

forscht war, machten diese Hefe bereits Anfang der 80er Jahre zu einem ersten eukaryoti-

schen Expressionssystem (Porro et al., 2005; Hitzeman et al., 1981). Auch wenn viele phar-

mazeutisch genutzte Proteine in S. cerevisiae produziert wurden (Schmidt, 2004), führt die 

N-verknüpfte Hyperglykosylierung bei humanen Proteinen häufig zu reduzierter Aktivität oder 

zu ungewollten Immunreaktionen (Demain & Vaishnav, 2009). Weitere Nachteile sind häufig 

eine geringe Produktivität, die Akkumulation von Proteinen im periplasmatischen Raum und 

die damit verbundene partielle Degradierung, die Instabilität der Produktionsstämme sowie 
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die Produktion von Ethanol unter aeroben Bedingungen, weshalb S. cerevisiae zu den weni-

gen ‘Crabtree positiv yeasts‘ gezählt wird (Gellissen et al., 1992; Porro et al., 2005). Andere, 

unkonventionelle Hefen wie Kluyveromyces lactis oder Yarrowina lipolytica sind genetisch 

ebenfalls sehr gut erforscht und werden insbesondere deshalb als Alternative zu S. cerevi-

siae angewendet, weil sie ein breiteres Spektrum an Kohlenstoffquellen nutzen können. Zy-

gosaccharomyces Stämme haben gegenüber S. cerevisiae den Vorteil, dass sie deutlich 

stressresistenter sind (Porro et al., 2005). Einige wenige Hefearten, wie Hansenula polymor-

pha und Pichia pastoris, sind in der Lage Methanol als alleinige Kohlenstoffquelle zu nutzen. 

Für die Verstoffwechslung von Methanol benötigte Enzyme können dabei bis zu 30% der 

intrazellulären Proteinmenge ausmachen. Die Promotoren der Alkoholoxidasen MOX (H. 

polymorpha) und AOX1 (P. pastoris) sind entsprechend stark und werden in den Expressi-

onssystemen zur Regulation der heterologen Genexpression eingesetzt (Hollenberg & 

Gellissen, 1997). Im Vergleich zu S. cerevisiae wachsen diese Hefen auch bei unausgereif-

ten Fermentationsprozessen zu extrem hohen optischen Dichten (Porro et al., 2005). In sel-

tenen Fällen wurde zwar von hyperglykosylierten Proteinen berichtet (Scorer et al., 1993; 

Müller et al., 1998), dennoch sind die N-verknüpften Oligosaccharide bei P. pastoris und H. 

polymorpha generell deutlich kürzer als in S. cerevisiae (Gellissen, 2005). Darauf aufbauend 

wurden Stämme beider Hefen gentechnisch modifiziert, mit dem Ziel, die Glykosylierung der 

heterolog produzierten Proteine an das humane Glykosierungsmuster anzupassen (Kim et 

al., 2006; Choi et al., 2003; Li et al., 2006; Hamilton et al., 2003; Vervecken et al., 2004). 

Auch wenn P. pastoris und H. polymorpha genetisch noch lange nicht so gut charakterisiert 

sind wie S. cerevisiae, erlangt man immer mehr Informationen über die Genome, Transkrip-

tome oder Sekretome verschiedener Stämme dieser beiden Hefen (Ramezani-Rad et al., 

2003; De Schutter et al., 2009; Mattanovich et al., 2009; van Zutphen et al., 2010; Huang et 

al., 2011; Liang et al., 2012). Gerade die Hochzelldichtefermantation dieser Hefen in metha-

nolhaltigen Medien hat jedoch auch deutliche Nachteile. So birgt das entflammbare Substrat 

gerade in großen Fermentern Gefahren, es entsteht große Wärme und es wird viel Sauers-

toff verbraucht. Außerdem kann es zu signifikanter Zelllyse kommen, durch die der Über-

stand mit intrazellulären Proteasen kontaminiert wird (Mattanovich et al., 2009).   

Filamentöse Pilze wurden für die Produktion von Proteinen interessant, da sie die natürliche 

Fähigkeit haben, große Mengen an eigenen Proteinen ins Medium abzugeben (Nevalainen 

et al., 2005). Hierzu gehört ein großes Spektrum lytischer Enzyme wie Amylasen, Proteasen, 

(Hemi-) Cellulasen, Pektinasen, Katalasen, Lipasen, Phosphatasen und Glukoseoxidasen. 

Außerdem werden sie für die Produktion von fermentierten Nahrungsmitteln, primären Meta-

boliten wie organischen Säuren oder Vitaminen und sekundären Metaboliten wie Antibiotika, 

Alkaloide oder Gibbereline eingesetzt (van den Hombergh et al., 1997). Die Steigerung der 

Proteinausbeute wurde häufig durch traditionelle Stammverbesserung über Mutagenese er-
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reicht, womit sowohl in Aspergillus als auch in Trichoderma Stämmen Proteinmengen von 

mehr als 30 g/L erzielt wurden (Punt et al., 2002; Gouka et al., 1997). Von den noch relativ 

wenigen filamentösen Pilzgattungen die heute zur Produktion rekombinanter Proteine ge-

nutzt werden, spielt die Gattung Aspergillus eine dominante Rolle, was darauf zurückzufüh-

ren ist, dass sie auch unter den Stämmen für traditionellen Produktionsprozesse stark vertre-

ten war. Somit gehörten auch die ersten Expressionsplattformen der Aspergillus Gattung an 

(Gellissen, 2005; Ballance et al., 1983; Kelly & Hynes, 1985). Während dafür anfangs der gut 

erforschte Stamm Aspergillus nidulans Verwendung fand, wurden später eher Stämme wie 

A. niger, A. awamori und A. oryzae genutzt, da sie größere Mengen an rekombinanten Pro-

teinen generierten. Häufig wird für die Sekretion der heterologen Proteine eine Genfusions-

strategie angewendet, bei der ein für das Produkt kodierendes Gen mit einem stark expri-

mierten endogenen Gen fusioniert wird, welches für ein in großen Mengen sekretiertes Pro-

tein wie der α-Amylase aus A. niger oder A. awamori kodiert (Gouka et al., 1997). Ein ande-

rer Wirt, der zu den meist genutzten filamentösen Pilzen zur Produktion heterologer Proteine 

gehört, ist Trichoderma reesei (Nevalainen et al., 2005). Die von diesem Pilz natürlicherwei-

se produzierten Cellulasen sind wichtige industrielle Produkte, die insbesondere bezüglich 

der Produktion von Biokraftstoffen aus Celluloseabfällen sehr interessant sind. Heutige gen-

veränderte, industrielle Produktionsstämme erreichen Proteinsekretionskapazitäten von 100 

g/L, die aus bis zu 60% bzw. 20% der beiden wichtigen Cellulasen (CBHI und CBHII) beste-

hen (Schuster & Schmoll, 2010). Entsprechend wurden die Gene, welche für heterologe Pro-

teine kodierten, häufig mit dem CBHI-Signalpeptid fusioniert und unter der Kontrolle des 

chbI-Promotors exprimiert  (Keranen & Penttila, 1995; Schuster & Schmoll, 2010). Manche, 

gerade eukaryotische Proteine, die in Bakterien oder Hefen aufgrund notwendiger posttrans-

lationaler Modifikationen nicht exprimiert werden konnten, wurden in filamentösen Pilzen 

richtig gefaltet und in funktioneller Form produziert (van den Hombergh et al., 1997). Fremde 

Gene können als Tandemwiederholungen stabil ins Genom eingebaut werden, wobei schon 

bis zu 100 Genkopien integriert wurden. Ein Problem für die Produktion heterologer Proteine 

mit filamentösen Pilzen ist jedoch, dass in dem Repertoire an lytischen Enzymen auch viele 

Proteasen vorhanden sind. So besitzt beispielsweise A. nidulans etwa 80 Proteasegene 

(Demain & Vaishnav, 2009). Zur Lösung dieses Problems wurden verschiedenste Ansätze 

angewandt, wie die klassische Mutagenese, die Herunterregulierung oder Deletion von Pro-

teasen oder die Optimierung der Medien (van den Hombergh et al., 1997). Um auch weniger 

gut erforschte filamentöse Pilze genetisch manipulieren zu können, wurden in der Vergan-

genheit unterschiedlichste Transformationsmethoden entwickelt, zu denen auch die Anwen-

dung von Agrobakterium tumefaciens gehört (Meyer, 2008, Beijersbergen et al., 2001). Zu 

den jüngeren erfolgreichen Expressionssystemen gehört Chrysosporium lucknowense, der 

sich durch hohe Transformationsfrequenz, Proteinproduktion bei niedrigem pH, kurze Fer-
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mentationszeiten und geringe Proteaseaktivität auszeichnet. Da Stämme gentechnisch zu 

nicht-filamentös wachsenden Formen verändert wurden, kommt es zu einer geringen Visko-

sität der Fermentationsbrühe (Demain & Vaishnav, 2009; Nevalainen et al., 2005).  

Säugerzellen sind die bevorzugten Produktionssysteme für Glykoproteine, die für die Verab-

reichung an den Menschen vorgesehen sind (Gellisen, 2005). Das erste mit Säugerzellen 

hergestellte rekombinante therapeutische Protein war der in CHO- (‘chinese hamster ovary‘) 

Zellen produzierte und 1987 zur klinischen Nutzung zugelassene gewebespezifische Plas-

minogenaktivator (t-PA). Obwohl es auch eine Reihe anderer Säugerzelllinien wie Baby-

Hamster-Nieren- (BHK), Maus-Myelom- (NS0), humane embyonale Nieren- (HEK)-293 und 

humanen Netzhaut- (PER.C6) Zellen gibt, werden auch heute fast 70% aller rekombinanten 

therapeutischen Proteine mit CHO-Zellen produziert (Kim et al., 2012, Jayapal et al., 2007). 

Da in die Entwicklung einer fertigen Produktionszelllinie viel Geld und Zeit investiert werden 

müssen, werden Gene, die für gewünschte Produkte kodieren, zunächst meist transient in 

CHO- oder HEK-Zellen exprimiert, um die generelle Effizienz und Produzierbarkeit des Pro-

duktes zu testen (Kim et al., 2012). Stabile Integration von fremder DNA ermöglichen meist 

auxotrophe Mutanten, wie die Dihydrofolatreduktase (DHFR)-defizienten CHO-Zellen (Urlaub 

& Chasin, 1980), in die das heterologe Gen und das dhfr-Gen über Kotransfektion ins Ge-

nom integriert werden (Jayapal et al., 2007). Durch die Zugabe ansteigender Konzentratio-

nen an Methotrexat (MTX), einem Analogon der Folsäure das die DHFR inhibiert, kann die 

Amplifizierung des DHFR-Locus und damit die Koamplifizierung des Zielgens ermöglicht 

werden. Hiermit können Zellen generiert werden, die bis zu 100 Kopien des gewünschten 

Gens im Genom tragen (Kaufman et al., 1985). Bei der zufälligen DNA-Integration kommt es 

meist zu einer hohen Variabilität der Genexpressionslevel zwischen einzelnen Klonen, was 

vermutlich häufig auf die Chromatinstruktur und/oder auf vorhandene regulatorische Elemen-

te an der entsprechenden Genomregion zurückzuführen ist. Um daraus resultierende, lang-

wierige Selektionsprozessse zu verkürzen, werden in Vektoren teilweise Cis-Elemente wie 

S/MARs (‘scaffold or matrix attechment elements‘) oder UCOEs (‘ubiquitous chromatin ope-

ning elements‘) eingesetzt, die entsprechende Chromatinstrukturen zugänglicher für die 

Transkription machen (Zahn-Zabal et al., 2001; Girod et al., 2005; Benton et al., 2002). Eine 

andere Möglichkeit Produktionsstämme in kürzerer Zeit zu generieren, ist die Anwendung 

von Cre- oder Flp-Rekombinasesystemen. Dabei werden die entsprechenden Rekombina-

seerkennungssequenzen (loxP oder FRT) durch Transfektion ins Genom integriert und es 

werden Klone selektiert, bei denen die loxP/FRT-Sequenzen in gut zugänglichen Genomre-

gionen liegen. Anschließend kann durch eine weitere Transfektion ein Zielgen über die Re-

kombinasereaktion in den entsprechenden Locus integriert werden (Kito et al., 2002; Huang 

et al., 2007). 
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Die Weiterentwicklung der Medien für Säugerzelllinien ist von größter Bedeutung. Während 

früher fötales Rinderserum für die Vermehrung von Säugerzellen essentiell war, werden heu-

te meist serumfreie Medien für die Kultivierung von Zellkulturen im großen Maßstab ange-

wendet. Gründe, die gegen die Verwendung Serum in Medien sprechen, sind die undefinier-

te Zusammensetzung, das höhere Risiko der Übertragung von Erregern wie Viren und Prio-

nen und die höheren Kosten (Wurm, 2004).     

Neben den vorgestellten Expressionssystembereichen können Proteine unter anderem noch 

mit Insektenzellen, transgenen Pflanzen oder transgenen Tieren produziert werden.  

Die baculovirusvermittelte Expression heterologer Proteine in Insektenzellen hat den Vorteil, 

dass in diesem System viele eukaryotische Proteinprozessierungen und posttranslationale 

Modifikationen stattfinden können. Für die heterologe Genexpression wird der starke virale 

Promotor des Polyhedrin-Gens ausgenutzt. Dieses verspricht hohe Ausbeuten, da Polyhed-

rin, das für die Infektion nicht benötigt wird, in der späten Phase der Insektenzellinfektion 

natürlicherweise bis zu 50% des Gesamtproteins ausmachen kann (Jarvis, 2009).   

Transgene Pflanzensysteme, die zur Produktion rekombinanter Proteine genutzt werden, 

sind sehr vielfältig und reichen von ganzen Pflanzen, welche im landwirtschaftlichen Maßs-

tab angebaut werden, bis hin zu Pflanzenzellsuspensionen, die in einem vollständig definier-

ten Medium in Bioreaktoren wachsen können. Wichtige Vorteile dieser Systeme sind, dass 

sie kostengünstig sind, auch in großen Mengen produziert werden können, keine humanen 

Pathogene darstellen und meist keine aufwendige Infrastruktur benötigen (Fischer et al., 

2012). Eine stabile Transformation in den Nukleus wird meist durch die Anwendung von A. 

tumefaciens erreicht. Transiente Expression, die unter anderem auch auf Pflanzenviren als 

Expressionsvektoren basieren kann, wird häufig genutzt, um die Aktivität des Transforma-

tionskonstruktes zu testen und geringe Mengen an Protein zu produzieren, ist jedoch für die 

Produktion im kommerziellen Maßstab meist unzureichend (Desai et al., 2010).    

In transgenen Tieren wie Kaninchen, Schweinen, Schafen, Ziegen oder Kühen können re-

kombinante Proteine unter anderem in deren Milch produziert werden. Auch wenn die Pro-

duktion von Proteinen teilweise hohe und kostengünstige Erträge versprechen, ist die Ent-

wicklung der transgenen Tiere sehr aufwendig und teuer (Houdebine, 2009).  

Es zeigt sich, dass jedes Expressionssystem seine spezifischen Vor- und Nachteile hat. Kei-

nes der existierenden Systeme ist für die Produktion aller möglichen Proteine optimal. Des-

halb ist es angebracht für die Produktion möglichst unterschiedliche Organismen oder Zellen 

in Betracht zu ziehen um die Ausbeute und Qualität der einzelnen Proteine zu steigern (Gel-

lissen, 2005). Die direkte Sekretion der entsprechenden rekombinanten Proteine in den Kul-

turüberstand hat bei Expressionssystemen häufig den Vorzug, dass viele Proteine dabei in 

ihrer nativen Faltung unterstützt werden und spätere Aufbereitungsprozesse des Produktes 

deutlich vereinfacht werden (Moir & Mao, 1990; Schmidt, 2004).        
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1.2 Proteinsekretion in Eukaryonten 

1.2.1 Konventionelle Sekretionsmechanismen 
In der Regel besitzen sekretorische Proteine und Membranproteine N-terminale Signalpepti-

de, die deren Translokation über das Endoplasmatische Retikulum (ER), den Golgi-Apparat 

und sekretorische Vesikel zur Plasmamembran vermitteln (Nickel & Rabouille, 2009). Der 

Prozess beginnt damit, dass Ribosomen bei der Translation solcher Proteine mit Hilfe des 

Signalerkennungspartikel (SRP, ‘signal recognition particle‘) zum ER gelenkt werden (Walter 

et al., 1981; Walter & Blobel, 1982). Dabei bindet das SRP an die hydrophobe Signalse-

quenz, sobald sie das Ribosom verlässt, wodurch die Translation unterbrochen wird. Der 

Ribosom-SRP-Komplex lokalisiert über eine Interaktion mit einem SRP-Rezeptor an der ER-

Membran (Meyer & Dobberstein, 1980; Gilmore et al., 1982), das Ribosom bindet an das 

Translokon und es kommt zum Fortsetzen der Translation in das ER-Lumen (Johnson & van 

Waes, 1999). Im ER-Lumen finden wichtige Prozesse statt, die eine Faltung in die native 

Konformation zum Ziel haben. Dabei falten sich einige Proteine bereits während ihrer Trans-

lation in die richtige Konformation, andere benötigen Chaperone, Ko-Chaperone und andere 

Faltungsenzyme wie Oxidoreduktasen für die passende Faltung und die Ausbildung der nati-

ven Disulfidbrücken (Kleizen & Braakman, 2004). Werden Proteine im Zuge unterschiedli-

cher, teils mehrfach ablaufender ER-Qualitätskontrollen als nicht nativ gefaltet erkannt, 

kommt es zum Ausschleusen aus dem ER und zum Abbau der Proteine über die ER-

assoziierte Degradierung (ERAD) oder Autophagie (Anelli & Sitia, 2008). Neben vielen weite-

ren posttranslationalen Proteinmodifikationen findet im ER auch die häufigste Modifikation, 

die N-Glykosylierung statt. Hierbei wird noch während der Proteinsynthese eine N-

glykosidische Bindung zwischen einem Oligosaccharid-Kern, der aus zwei N-

Acetylglucosaminen, neun Mannose- und drei Glukosereste (GlcNAc2Man9Glc3) zusammen-

gesetzt ist, und der Aminogruppe eines Asparagins in der Konsensussequenz N-x-S/T (wo-

bei x für jede Aminosäre außer Prolin steht) geknüpft. Diese Grundstruktur ist von der Hefe 

bis zum Menschen, und somit auch in U. maydis, konserviert und wird erst im weiteren Ver-

lauf des Sekretionsmechanismus, je nach Organismus, unterschiedlich modifiziert 

(Fernandez-Alvarez et al., 2010). Haben die Proteine ihre native Konformation eingenom-

men, werden sie über sogenannte COPII (‘coat protein complex‘)-Vesikel aus dem ER aus-

geschleust und zum Golgi-Apparat transportiert. COPI-Vesikel sind für den retrograden 

Transport vom Golgi-Apparat zum ER verantwortlich und ermöglichen so unter anderem die 

Rückgewinnung von ER-residenten Komponenten. An der gezielten Vermittlung der Fusion 

von Vesikeln mit Zielmembranen sind spezifische ‘Tethering‘-Komplexe und SNAREs (‘so-

luble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors‘) beteiligt (Lee et al., 

2004). Im Golgi-Apparat werden die Proteine weiter modifiziert, prozessiert, sortiert und zu 
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ihren endgültigen Bestimmungsorten wie Lysosom, Plasmamembran oder dem extrazellulä-

ren Milieu versendet.  

1.2.2 Unkonventionelle Sekretionsmechanismen 
Der Großteil der extrazellulären Proteine wird über den ER/Golgi-abhängigen Sekretionsweg 

ausgeschleust. Es wurden jedoch auch sehr heterogene Gruppen von extrazellulären Protei-

nen entdeckt, die nicht diesen signalpeptidabhängigen konventionellen Sekretionsweg nut-

zen, sondern über unkonventionelle, das ER umgehende Sekretionsmechanismen translo-

ziert werden (Nickel, 2005). Generell spielen solche unkonventionell sekretierten Proteine 

häufig eine Rolle in der Regulation der Immunantwort, des Zellwachstums, der Zelldifferen-

zierung sowie der Angiogenese (Nickel & Rabouille, 2009). Diesen Proteinen ist häufig ge-

mein, dass ihre Sekretion nicht konstitutiv abläuft, sondern durch zellulären Stress induziert 

wird, der entweder während der Entwicklung oder durch geänderte Umgebungsbedingungen 

auftritt (Giuliani et al., 2011). Ein Grund für die unkonventionelle Sekretion von Proteinen 

könnte darin liegen, bestimmte posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen oder 

das oxidierende Milieu in ER und Golgi-Apparat zu umgehen, die eine native Faltung dieser 

Proteine verhindern würden (Nickel & Rabouille, 2009). 

Bei den unkonventionell sekretierten Proteinen kann man zwischen vesikelunabhängigen 

und vesikelabhängigen Transportmechanismen differenzieren (Abb. 1.1). Für nicht vesikulä-

re Transportprozesse von cytoplasmatischen Proteinen wurden bereits transporterabhängige 

und -unabhängige, selbstvermittelte Translokationsprozesse entdeckt (Rabouille et al., 

2012). Das am besten untersuchte Beispiel für eine selbstvermittelte Translokation stellt der 

Fibroblasten Wachstumsfaktor 2 (FGF2) dar (Nickel, 2011). Dabei interagiert der bereits voll-

ständig gefaltete FGF2 mit Ansammlungen saurer Membranlipide der Plasmamembran und 

es kommt, stimuliert durch eine Phosphorylierung eines Tyrosins, zur Oligomerisierung von 

FGF2, die eine Insertion des Komplexes in die Plasmamembran ermöglicht (Torrado et al., 

2009; Temmerman et al., 2008; Ebert et al., 2010; Steringer et al., 2012). In den extrazellulä-

ren Raum gelangt FGF2 dann vermutlich durch die Bindung an Membran-proximale Hepe-

ransulfat-Proteoglykane (Zehe et al., 2006). 

Zu den transporterabhängigen Sekretionsprozessen gehört die Translokation von lipidierten 

Peptiden und Proteinen in den extrazellulären Raum über ABC- (‘ATP-binding-cassette‘) 

Transporter (Nickel, 2005). Bekannte Beispiele hierfür stellen die farnesylierten Paa-

rungspheromonpeptide, der a-Faktor von S. cerevisiae und der m-Faktor von Schizosaccha-

romyces pombe dar, die unter ATP-Verbrauch über die ABC-Transporter Ste6p bzw. Mam1 

transportiert werden (Michaelis, 1993; Christensen et al., 1997). Die Fähigkeit solcher Trans-

porter neben kurzen Peptiden auch Proteine transportieren zu können, konnte bereits durch 

Fusion mit Gfp gezeigt werden. Dabei zeigte sich weiter, dass für die Sekretion sowohl die 

Prozessierung des N-terminalen Propeptids als auch die Prozessierung des CaaX-Motivs am 
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C-Terminus, mit der die Farnesylierung einhergeht, notwendig sind (Kjaerulff et al., 2005). 

Die Tatsache, dass auch andere Proteine, wie HASPB (‘hydrophobic acetylated surface pro-

tein B‘) aus verschiedenen Leishmania Spezies oder eine Proteinkinase 1 (PfCDPK1) aus 

Plasmodium falciparum, acetyliert sekretiert werden, könnte ein Hinweis darauf sein, dass in 

vielen eukaryotischen Organismen Lipoproteine durch spezifische ABC-Transporter externa-

lisiert werden (Rabouille et al., 2012).   

Andererseits wurde für das Leishmania HASPB Protein auch  gezeigt, dass es eine Rolle 

beim sogenannte ‘Membrane Blebbing‘ spielt (Tournaviti et al., 2007). Bei diesem Prozess, 

der bisher insbesondere für Galectin-Proteine beschrieben wurde, werden mit der Plasma-

membran assoziierte Proteine durch das Abschnüren von Mikrovesikeln in den extrazellulä-

ren Raum abgegeben (Hughes, 1999). HASPB wird während des infektiösen Stadiums des 

parasitären Lebenszyklus an freien Ribosomen synthetisiert, am N-Terminus sowohl myristy-

liert als auch palmityliert und damit an der Plasmamembran verankert (Tournaviti et al., 

2007). Es konnte gezeigt werden, dass eine Mutation der Myristylierungsstelle in einer cytop-

lasmatischen Lokalisierung resultierte, wohingegen eine Mutation der Palmitylierungsstelle 

zur Lokalisierung am Golgi-Apparat führte (Denny et al., 2000). HASPB könnte also nach 

einer Verankerung an der äußeren Golgi-Membran über sekretorische Vesikel, über endo-

somale Strukturen oder einen vesikelunabhänigen Prozess  an die Plasmamembran gelan-

gen und hier über Transporter an die Außenseite der Plasmamembran translozieren und 

über Exovesikel abgegeben werden (Nickel, 2005; Denny et al., 2000; Tournaviti et al., 

2007).  

Für unkonventionelle vesikuläre Sekretionswege werden verschiedene Mechanismen postu-

liert, an denen sekretorische Lysosomen, die bereits beschriebenen Mikrovesikel oder aus 

Endosomen gereifte MVBs (‘multivesicular bodies‘) beteiligt sein könnten (Rabouille et al., 

2012). Eine genaue Aufschlüsselung, welcher der membranabhängigen Prozesse jeweils für 

die Translokation einzelner Proteine verantwortlich gemacht werden kann, ist häufig schwie-

rig. Für das Zytokin Interleukin-1β (IL-1β) wird vermutet, dass es über alle drei Mechanismen 

aus der Zelle transportiert werden kann. In Makrophagen kommt es induziert durch Stress, 

toxische Substanzen oder Pathogene zur Ausbildung von Inflamosomen. Diese aktivieren 

die Cysteinprotease Caspase1, die das IL-1β Vorläuferprotein proteolytisch in seine aktive 

Form spaltet. Für die Sekretion können cytosolisches IL-1β und Caspase1 direkt über Mikro-

vesikel über die Zellmembran gelangen oder in sekretorische Lysosomen translozieren, wo-

bei der genaue Ablauf dieser Translokation jedoch nicht bekannt ist. Die Lysosomen fusio-

nieren schließlich mit der Plasmamembran und aktives IL-1β wird freigegeben. Außerdem 

kann der Caspase1-IL-1β-Komplex auch von internalisierten Vesikeln in Endosomen einge-

schlossen werden und schließlich über die Fusion von MVBs mit der Plasmamembran in 

Exosomen ausgeschleust werden (Nickel & Rabouille, 2009). In der Vergangenheit wurde 
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meist postuliert, dass IL-1β bereits aktiv in den extrazellulären Raum abgegeben wird. Die 

Tatsache, dass inaktives IL-1β Vorläuferprotein jedoch auch ohne Inflammosomaktivierung 

in Überständen nachgewiesen wurde (Keller et al., 2008), könnte für eine konstitutive Sekre-

tion von IL-1β Vorläuferprotein sprechen, welches dann extrazellulär im Zuge der Entzün-

dungsreaktion durch Caspase1 aktiviert wird (Rabouille et al., 2012).  

 

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung postulierter Proteinsekretionswege in Eukaryonten. 
Der Verlauf unkonventioneller Sekretionswege wird durch rote Pfeile und der konventioneller Sekretionswege 
durch breite, schwarze Pfeile angezeigt. Sekretionswege die am ER beginnen, jedoch COPII-Vesikel und/oder 
Golgi-Apparat unabhängig ablaufen sind durch gestrichelte Pfeile gekennzeichnet. Grau eingefärbte Proteine 
haben das Lysosom, schwarze Proteine die Plasmamembran oder den extrazellulären Raum als Ziel. Links sind 
unkonventionelle Sekretionswege, wie die selbstvermittelte Translokation, Sekretion über ABC-Transporter oder 
über ‘Membrane Blebbing‘ gezeigt, die unabhängig von intrazellulären Vesikeln ablaufen können. Mittig ist der 
konventionelle Sekretionsmechanismus über ER, Golgi-Apparat und sekretorische Vesikel dargestellt. Rechts 
sind vesikelabhängige unkonventionelle Sekretionsmechanismen über Endosomen/MVBs und über sekretorische 
Lysosomen gezeigt. Beispielproteine, deren Sekretionsmechanismen im Text näher erläutert werden, sind in 
Klammern angegeben. Als Quellen für die Erstellung der Abbildung dienten: (Nickel, 2005; Nickel & Rabouille, 
2009; Rabouille et al., 2012; Malhotra, 2013).  

Ein weiteres interessantes, in Dictyostelium Zellen sowie S. cerevisiae näher untersuchtes, 

unkonventionell sekretiertes Protein ist das Acetyl-CoA-Bindeprotein (AcbA/Acb1). In einem 

Übersichtsartikel von Vivek Malhotra (2013) wurde für Acb1 jüngst ein möglicher Sekretions-

prozess postuliert, an dem sogenannte CUPS (‘component for unconventional protein secre-
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tion‘), intermediäre Vesikel und MVBs beteiligt sind. Dabei kommt es zunächst durch Nähr-

stoffmangel zur Ausbildung der CUPS in räumlicher Nähe des ERs. Ebenfalls durch Nähr-

stoffmangel induzierte posttranslationale Modifikationen von Acb1, wie die Bindung von Ace-

tyl-CoA, ermöglichen die Verankerung an der cytoplasmatischen Seite der CUPS-Membran. 

Die CUPS bilden bisher nicht näher charakterisierte Acb1-enthaltende vesikuläre Intermedia-

te, die schließlich mit spezifischen Endosomen fusionieren, wobei Acb1 durch Internalisie-

rung in luminalen Vesikeln der Endosomen eingeschlossen werden. Schließlich würde Acb1 

durch die Fusion von MVBs und Plasmamembran in Exosomen sekretiert werden.  

Neben diesen sehr unterschiedlichen unkonventionellen Sekretionsmechanismen für Protei-

ne ohne ER-Signalpeptid gibt es auch Proteine, die zwar ein Signalpeptid besitzen und dar-

über in das ER translatiert werden, dann jedoch im weiteren Sekretionsverlauf den Golgi-

Apparat umgehen und/oder das ER nicht über COPII-Vesikel verlassen. So konnte für das 

Hitzeschockprotein Hsp150 in S. cerevisiae gezeigt werden, dass dessen Sekretion auch 

ohne funktionelles Sec24 und Sec13 Protein funktioniert. Da Sec24 und Sec13 COPII Hüll-

proteine sind, die für die Abschnürung von COPII-Vesikeln vom ER benötigt werden, konnte 

so eine COPII vermittelte Sekretion ausgeschlossen werden (Fatal et al., 2002; Karhinen et 

al., 2005).  

Sekretionsmechanismen, die den Golgi-Apparat umgehen, konnten insbesondere durch die 

Blockierung des Vesikeltransports vom ER zum Golgi-Apparat entdeckt werden (Rabouille et 

al., 2012). Das dazu verwendete BrefeldinA inhibiert die Membranrekrutierung einer GTPa-

se, die für die COPI-Vesikelbildung notwendig ist (Helms & Rothman, 1992). Ein Beispiel für 

einen solchen ‘Golgi-bypass‘-Sekretionsmechanismus stellt der humane Ionenkanal CFTR 

(‘cystic fibrosis transmembrane conductance regulator‘) dar. Analysen mit BHK (‘baby hams-

ter kidney‘) und CHO (‘chinese hamster ovary‘) Zelllinien zeigen, dass CFTR vom ER über 

COPII-Vesikel direkt in späte Endosomen und schließlich an die Zelloberfläche gelangen 

könnten, ohne dabei den Golgi-Apparat zu passieren (Yoo et al., 2002). 

1.3 Der Brandpilz Ustilago maydis 

1.3.1 Der eukaryotische Modellorganismus Ustilago maydis 
Der eukaryotische Modellorganismus Ustilago maydis ist ein parasitär lebender Basidiomy-

cet und der Erreger des Maisbeulenbrandes. In Folge einer Infektion der Maispflanze können 

sich tumorähnliche Gallen bilden, in denen das Pilzmyzel proliferiert und schließlich große 

Mengen an melanisierten Sporen entstehen, die dem Mais das verbrannte (lat.:ustilare) Aus-

sehen geben (Abb. 1.1) (Christensen, 1963). Bereits 1964 wurde am Modellorganismus U. 

maydis die homologe Rekombination von DNA entdeckt (Holliday, 1964). In den letzten 

Jahrzenten ist U. maydis jedoch insbesondere für die Erforschung der Interaktion von Pflan-

zenpathogen und Wirt von großem Interesse (Brefort et al., 2009; Dean et al., 2012). Dies ist 
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zum einen darauf zurückzuführen, dass der Wirt Mais bereits seit über hundert Jahren als 

Modellorganismus dient (Lawrence et al., 2008) und zum anderen, dass U. maydis mit sei-

nen lediglich zwei Wirten Zea mays und dessen Vorfahren Teosinte sehr wirtsspezifisch ist 

(Banuett, 1992). Der in der Familie der Ustilaginaceaen am besten charakterisierte Pilz dient 

heute auch der Analyse vieler zellbiologischer Prozesse wie der Regulation des Zellzyklus, 

der Signaltransduktion, dem Aufbau des Cytoskeletts und dem zellulären Transport von Ve-

sikeln und mRNA (Banuett & Herskowitz, 2002; Garrido & Perez-Martin, 2003; Feldbrügge et 

al., 2004; Basse & Steinberg, 2004; Becht et al., 2006; Lenz et al., 2006; Baumann et al., 

2012). U. maydis besitzt 

einen biphasischen, se-

xuellen Lebenszyklus, der 

sich in eine saprotrophe 

Phase außerhalb des Wir-

tes und eine parasitäre 

biotrophe Phase einteilen 

lässt (Abb. 1.2). Die sap-

rotrophe Phase beginnt 

mit dem Auskeimen von 

diploiden Teliosporen. Die 

durch die Meiose entste-

henden haploiden, zigar-

renförmigen Sporidien 

sind in der Lage, sich ve-

getativ durch hefeartige 

Knospung zu vermehren. 

Kommen zwei dieser Spo-

ridien mit unterschiedli-

chem Paarungstyp in 

räumliche Nähe zueinan-

der, nehmen sie dies über 

ihr Paarungspheromonsystem wahr, treten in einen G2-Phase-Zellzyklusarrest ein und bil-

den Konjugationshyphen in Richtung des Pheromongradienten aus (Spellig et al., 1994, 

Snetselaar et al., 1996, Garcia-Muse et al., 2003). Treffen diese Konjugationshyphen 

schließlich aufeinander, fusionieren sie und es bildet sich das dikaryotische Filament aus. 

Dieses wächst am apikalen Pol weiter aus und am basalen Pol werden durch die Ausbildung 

von Vakuolen und dem Einziehen von Septen leere Abschnitte gebildet (Lehmler et al., 1997, 

Steinberg et al., 1998).  

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von U. may-
dis 
Haploide Sporidien vermehren sich vegetativ durch hefeartige Knospung. 
Nehmen sich Sporidien unterschiedlichen Paarungstyps über Pheromone war, 
bilden sie Konjugationshyphen aus. Kommt es zur Paarung, entsteht ein dika-
ryotisches Filament, welches apikal auswächst und basal leere Abschnitte 
aufbaut. Über Appressorienbildung dringt der Pilz in die Pflanze ein und es 
kommt durch Proliferation und Verzweigung der Hyphen zur Bildung eines 
Myzels. In den schließlich entstehenden Tumoren (Brandgallen) führt Karyo-
gamie und Fragmentierung der Hyphen zur Bildung von Sporen. Diese können 
in die Umwelt freigesetzt werden und bei günstigen Bedingungen auskeimen. 
Abbildung modifiziert nach Feldbrügge et al., 2004.   
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Die Bildung eines Appressoriums am apikalen Pol ermöglicht schließlich das Eindringen des 

Pilzes in die Maispflanze, womit die biotrophe Phase des Lebenszyklus beginnt (Snetselaar 

& Mims, 1994). Die Pilzhyphe wächst dabei zunächst intrazellulär, wobei die Plasmamemb-

ran der Pflanzenzelle intakt bleibt und die Pilzhyphen umgibt (Snetselaar & Mims, 1994). Mit 

fortschreitender Proliferation wachsen die verzweigten Hyphen schließlich auch in den Apop-

last des Mesophylls ein (Doehlemann et al., 2008b). Zur Ausbildung der großen Tumore 

kommt es hauptsächlich durch Teilungen und Vergrößerungen von Pflanzenzellen, die ver-

mutlich auf ein Eingreifen des Pilzes in den Phytohormonhaushalt der Maispflanze zurückzu-

führen ist (Doehlemann et al., 2008a). In den Tumoren kommt es schließlich zur Karyogamie 

und die sporogenen Hyphen differenzieren sich zu den Teliosporen (Banuett, 1995, 

Feldbrügge et al., 2004, Martinez-Espinoza et al., 2002). Brechen die Tumore auf, geben sie 

die Sporen in die Umwelt ab, wo sie unter geeigneten Bedingungen auskeimen (Christensen, 

1963). 

Der morphologische Wechsel von der haploi-

den Sporidie zum biotroph wachsenden dika-

ryotischen Myzel ist auf genetischer Ebene 

maßgeblich von den Paarungstyp-Loci a und b 

abhängig (Bölker, 2001, Feldbrügge et al., 

2006). Für den biallelischen a-Locus existieren 

die Allele a1 und a2. Hier sind unter anderem 

die Gene vorhanden, die für die jeweiligen 

Pheromonrezeptoren Pra1 bzw. Pra2 und die 

Pheromonvorläuferproteine Mfa1 bzw. Mfa2 

kodierenden. Haploide Sporidien nehmen mit 

ihrem Pheromonrezeptor nur das jeweils frem-

de Pheromon war. Zur Ausbildung und Fusion 

von Konjugationshyphen kommt es somit nur 

dann, wenn die beteiligten Sporidien unter-

schiedlichen a-Genotyps sind (Bölker et al., 

1992). Die Ausbildung und Aufrechterhaltung 

des dikaryotischen Filaments wird durch den 

multiallelischen b-Locus kontrolliert. Dieser 

kodiert für die zwei Homeodomänen-Proteine 

bWest (bW) und bEast (bE).  

Sie bilden einen heterodimeren Transkriptions-

faktor, sofern die entsprechenden Proteine unterschiedlichen Allelen entstammen (Gillissen 

et al., 1992, Kämper et al., 1995). Die Erforschung dieser Paarungstyp-Loci war für die Wei-

Abbildung 1.3: Der Dimorphismus von U. maydis 
(a) Hefeartig knospende haploide Zellen des AB33 
Laborstammes. Kultiviert wurden die Sporidien in 
CM-Flüssigmedium. (b) Filamente von AB33. Simul-
tanes filamentöses Wachstum wurde durch einen 
Wechsel des CM-Flüssigmediums zu nitrathaltigem 
NM-Flüssigmedium und anschließender sechs-
stündiger Kultivierung erreicht. (C) Mit U. maydis 
infizierte Maispflanze. In dem am Maiskolben ent-
standenen Tumor haben sich schwarze Teliosporen 
gebildet. Abbildung modifiziert nach Feldbrügge et 
al., 2013.        
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terentwicklung von U. maydis als genetisch leicht zu manipulierenden Modellorganismus von 

entscheidender Bedeutung. Sie legte auch den Grundstein für die Entwicklung von Stäm-

men, mit denen das filamentöse Wachstum und die Infektion der Maispflanze auch durch 

haploide Zellen untersucht werden konnte (Bölker et al., 1995, Brachmann et al., 2001). So 

wird im solopathogenen haploiden SG200 Stamm über die Expression eines aktiven bW/bE-

Heterodimers die Infektion von Maispflanzen unabhängig von der Paarung ermöglicht 

(Bölker et al., 1995, Kämper et al., 2006).  

Bei dem ebenfalls haploiden AB33 Stamm (Abb. 1.3) steht die Expression des bW/bE-

Heterodimers unter der Kontrolle des Promotors einer Nitratreduktase (Pnar). Da dieser durch 

Ammonium reprimiert und über Nitrat induziert wird (Banks et al., 1993), kann das filamentö-

se Wachstum durch einen Wechsel der Stickstoffquelle im Medium ausgelöst werden. Dies 

ermöglicht es, haploide Sporidien sowohl in Flüssigkulturen als auch auf Festmedien simul-

tan zu Filamenten auswachsen zu lassen (Brachmann et al., 2001). 

1.3.2 U. maydis in der biotechnologischen Anwendung 
Nach der langjährigen Erforschung von U. maydis als Modellorganismus ist es eine logische 

Konsequenz, erlangtes Wissen nun auch für biotechnologische Anwendungen zu nutzen. 

Wie bei der Grundlagenforschung könnte auch im biotechnologischen Bereich gerade der in 

eine saprotrophe Phase und eine biotrophe Phase geteilte Lebenszyklus Vorteile mit sich 

bringen. 

Die haploide saprotrophe Phase des Lebenszyklus erleichtert zunächst einmal die geneti-

sche Manipulation des Pilzes. Viele für eine gentechnische Veränderung von U. maydis 

grundlegenden Methoden, wie DNA Isolierung und Transformation und wichtige Werkzeuge, 

wie autonom replizierende und exprimierende Plasmide, wurden bereits vor über 20 Jahren 

entwickelt und über die Zeit weiter verbessert und vereinfacht (Specht et al., 1982, Wang et 

al., 1988, Fotheringham & Holloman, 1989, Bölker et al., 1995, Brachmann et al., 2004, 

Tsukuda et al., 1988, Kinal et al., 1991, Kojic & Holloman, 2000). Wichtige genetische Ele-

mente wie dominante und essentielle Selektionsmarker (Tsukuda et al., 1988, Keon et al., 

1991, Kügel et al., 1993, Gold et al., 1994, Banks & Taylor, 1988, Kronstad et al., 1989, 

Fotheringham & Holloman, 1989), konstitutive und induzierbare Promotoren (Spellig et al., 

1996, Bottin et al., 1996, Urban et al., 1996, Brachmann et al., 2001, Zarnack et al., 2006) 

sowie Reporter zur Lokalisierung, Detektion oder Affinitätsreinigung von Proteinen (Spellig et 

al., 1996, Müller et al., 1999, Romeis et al., 2000, Wedlich-Söldner et al., 2002, Becht et al., 

2006, Kämper et al., 2006, König et al., 2009, Baumann et al., 2012, Straube et al., 2005) 

sind gut etabliert. Die unterschiedlichen Genkassetten lassen sich durch ein benutzerfreund-

liches SfiI-Klonierungssystem (Brachmann et al., 2004) leicht kombinieren und ermöglichen 

es, Gendeletionen, Genfusionen oder den Austausch von Promotoren in kürzester Zeit um-

zusetzen. Um die, aufgrund der limitierten Selektionsmarker, begrenzte genetische Manipu-
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lierbarkeit von U. maydis zu überwinden, wurde ein FLP/FRT-System entwickelt, durch das 

Resistenzkassetten nach erfolgreicher Insertion wieder aus dem Genom rekombiniert wer-

den können (Khrunyk et al., 2010). Seit der Sequenzierung des U. maydis Genoms (Kämper 

et al., 2006) sind auch die üblichen Methoden zur Transkriptom- und Proteom-Analyse er-

folgreich angewendet worden (Kämper et al., 2006, Scherer et al., 2006, Böhmer et al., 

2007, Müller et al., 2008, Heimel et al., 2010, Koepke et al., 2011, Couturier et al., 2012).  

Ein weiterer wichtiger Vorteil den die haploide saprophytische Phase des Lebenszyklus mit 

sich bringt, ist die unkomplizierte Kultivierung der haploiden Sporidien, die es auch ermögli-

chen würde, bestehende Infrastrukturen in industriellen biotechnologischen Anlagen zu nut-

zen. U. maydis erreicht bei exponentiellem Wachstum in Schüttelkolben eine Verdopplungs-

zeit von unter zwei Stunden und optische Dichten von über 8, womit das Wachstumsverhal-

ten kaum schlechter ist als in vergleichbaren Organismen wie S. cerevisiae. Die erfolgreiche 

Fermentation von U. maydis wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen berichtet, wobei 

sowohl die konventionelle ‘Batch-‘, ‘Fed-batch-‘ und kontinuierliche Fermentation als auch 

die Fermentation in Membranbioreaktoren angewendet wurde (Feldbrügge et al., 2013). Ers-

te Fermentationen von U. maydis in unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass damit problemlos 

optische Dichten von 20 bis 30 erreicht werden könnten, je nachdem ob es sich um eine 

‘Batch‘ oder ‘Fed-batch‘ Fermentation handelt (M. Terfrüchte, Bachelorarbeit 2011). Auch 

wenn die relativ teure Glukose bei der Kultivierung als effizienteste Kohlenstoffquelle er-

scheint, ist U. maydis zusätzlich in der Lage, auf deutlich günstigeren Zuckern, behandelten 

Pflanzenresten oder pflanzlichen Ölen zu wachsen (Feldbrügge et al., 2013).  

Die biotrophe Phase des Lebenszyklus könnte andere biotechnologisch nutzbare Vorteile mit 

sich bringen. Für die Besiedelung der Maispflanze benötigt U. maydis viele Enzyme zur Deg-

radierung von Pflanzenbestandteilen. Ein solches enzymatisches Potential könnte im bio-

technologischen Biomasseabbau genutzt werden. Untersuchungen von Genclustern, die für 

viele sekretierte Proteine kodieren, sowie Sekretomanalysen deuten zwar darauf hin, dass U. 

maydis im Vergleich zu nekrotrophen Pilzen ein relativ geringes Spektrum solcher lytischen 

Enzyme sekretiert (Kämper et al., 2006, Müller et al., 2008). Andererseits konnten Hinweise 

darauf gefunden werden, dass sekretorische U. maydis Enzyme, wie Arabinofuranosidasen 

und Oxidoreduktasen, im Zusammenspiel mit lytischen Enzymen von anderen Organismen 

wie Trichoderma reesei zum effektiveren Abbau von Lignozellulose beitragen könnten 

(Couturier et al., 2012). Es wird diskutiert, dass in diesem Bereich der biotechnologischen 

Verwertung von Pflanzenresten spezifische lytische Enzyme oder gar genetisch veränderte 

Stämme von U. maydis eingesetzt werden könnten (Feldbrügge et al., 2013).    

In Bezug auf die biotechnologische Nutzung des Pilzes sind auch von U. maydis synthetisier-

te Sekundärmetaboliten wie Glykolipide oder Siderophore sehr interessant (Feldbrügge et 

al., 2013). Es konnte bereits in den 50er Jahren gezeigt werden, dass U. maydis unter be-
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stimmten Kultivierungsbedingungen große Mengen an Glycolipiden, sowohl Cellobiose-

Lipiden (CL, auch als Ustilaginsäure bekannt) als auch Mannosylerythreitol-Lipide (MEL) 

produzieren kann (Haskins, 1950, Boothroyd et al., 1956). Diese, zu den Biotensiden gehö-

renden amphiphilen Verbindungen haben gegenüber erdölbasierten, chemischen Tensiden 

den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer geringeren Toxizität und der biologischen Abbaubarkeit 

deutlich umweltverträglicher sind (Kitamoto et al., 2002). Biotenside könnten nicht nur in den 

für Tenside typischen Bereichen wie Papier-, Textil-, Polymer-, Plastik- oder Kosmetikindust-

rie, sondern auch für pharmazeutische und antimikrobielle Anwendungen genutzt werden 

(Kitamoto et al., 2002, Singh & Cameotra, 2004). Obwohl Glycolipide auch von anderen Mik-

roorganismen aus den Gattungen Pseudomonas, Candida, Rhodococcus und Pseudozyma 

produziert werden, ist U. maydis die am besten charakterisierte Spezies (Liu et al., 2011) 

und besitzt damit ein großes Potential, zur industriellen Produktion von CLs und MELs bei-

zutragen. Dafür spricht außerdem die teilweise weit fortgeschrittene Aufklärung der jeweili-

gen Synthesewege in U. maydis (Feldbrügge et al., 2013).        

Wie viele andere Mikroorganismen bildet U. maydis unter Eisenmangel kleine Cyclohexa-

peptide, die sogenannten Siderophore. Die synthetisierten Eisenchalatbildner Ferrichrom 

und Ferrichrom A werden sekretiert und dienen dem Pilz zur Aufnahme von Eisen aus seiner 

Umwelt (Budde & Leong, 1989). Vom biotechnologischen Aspekt gesehen, sind Siderophore 

für Anwendungen in der Medizin oder Landwirtschaft von Interesse. Dabei könnten sie unter 

anderem zur Behandlung von Patienten mit Eisenüberschuss eingesetzt werden, über ihre 

Affinität zu Bakterien die Wirkung von Antibiotika verbessern oder das Wachstum von Pflan-

zen erhöhen (Neilands, 1995).  

Einen wichtigen Beitrag könnte U. maydis eines Tages auch in der Biokraftstoffherstellung 

aus erneuerbaren Ressourcen leisten (Feldbrügge et al., 2013). Bei der heute schon kom-

merziell durch Aspergillus terreus produzierten Itaconsäure handelt es sich um eine Platt-

formchemikalie, aus der eine Vielzahl von Produkten wie Kunststoffe, Tenside, bioaktiven 

Verbindungen oder eben potentielle Biokraftstoffe generiert werden können (Okabe et al., 

2009, Klement et al., 2012). Die Produktionsmengen von Itakonsäure liegen bereits bei ge-

netisch unveränderten U. maydis Stämmen nur moderat unter denen von über Jahre opti-

mierten Aspergillus terreus Stämmen (Okabe et al., 2009, Klement et al., 2012). Die Produk-

tion mit U. maydis hätte jedoch im Vergleich zum filamentösen A. terreus den Vorteil der 

leichter fermentierbaren hefeartigen Wachstumsform (Klement et al., 2012). Eine sehr wich-

tige Voraussetzung für den Einsatz von Mikroorganismen in der Biotechnologie ist die Si-

cherheit, solche Organismen ohne Gefahr für Mensch, Tier oder Umwelt nutzen zu können. 

Auch wenn es sich bei U. maydis um einen pathogenen Pilz handelt, gibt es überzeugende 

Argumente dafür, dass der Pilz auch den, von der FDA (‘Food and Drug Administration‘) ver-

gebenen, GRAS (‘Generally Recognized As Safe‘) Status erlangen könnten. Eines dieser 
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Argumente ist die bereits beschriebene Tatsache, dass sich das Wirtsspektrum dieses 

Pflanzenpathogens auf die Wirte Zea mays und Teosinte beschränkt (Banuett, 1992). Durch 

U. maydis auftretende Ernteausfälle liegen mit unter zwei Prozent (Martinez-Espinoza et al., 

2002) deutlich unter denen von anderen Pflanzenpathogenen. So wird der Pilz in südameri-

kanischen Ländern wie Mexiko auch nicht als Plage angesehen, da befallene Maiskolben 

hier als Delikatesse gelten. Die als ‘Huitlacoche‘ benannten Brandgallen wurden dort bereits 

vor Jahrhunderten von den Azteken als Nahrung geschätzt (Valverde et al., 1993) und wer-

den heute sogar industriell vermarktet (Tracy et al., 2007).  

Obwohl sich U. maydis aufgrund der vielen, bereits beschriebenen Vorteile generell auch für 

die Anwendung als Expressionsplattform von heterolog exprimierten Proteinen eignen würde 

(Feldbrügge et al., 2013), ist das in dieser Arbeit vorgestellte Expressionssystem der erste 

Versuch dies auch umzusetzen und auszutesten.  

1.3.3 Rrm4 abhängige Sekretion der Endochitinase Cts1  
Erst kürzlich konnte auch in U. maydis die vermutlich unkonventionell sekretierte Endochiti-

nase Cts1 identifiziert werden. Die Sekretion von Cts1 ist in Filamenten von einem funktio-

nellen Rrm4-Protein abhängig (Koepke et al., 2011). Rrm4 ist ein mRNA-Bindeprotein, das 

spezifische mRNAs in Ribonukleoprotein-Partikeln (mRNP-‘messenger ribonukleoprotein‘) 

entlang von Mikrotubuli transportiert und eine wichtige Rolle in der Regulation des filamentö-

sen Wachstums und der pathogenen Entwicklung spielt (Becht et al., 2005, Becht et al., 

2006). In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass mRNPs dabei mit Endoso-

men assoziert sind, die sich wiederum über Motorproteine entlang von Mikrotubuli bewegen 

(Baumann et al., 2012). 

Das ELAV-Typ mRNA-Bindeprotein Rrm4 besitzt N-terminal drei RNA-Erkennungsmotive 

(RRM, ‘RNA recognition motifs‘) und C-terminal eine Protein-Protein-Interaktionsdomäne die 

auch aus dem Poly-(A)-bindenden Protein als PABC-Domäne bekannt ist (Becht et al., 2005, 

Kozlov et al., 2010, Kozlov et al., 2001). Während die Deletion von rrm4 auf das hefeartige 

Wachstum keinen Einfluss hat, führt sie zu morphologisch veränderten Filamenten. Die Fi-

lamente bilden sich vermehrt bipolar aus und auch bei unipolaren Filamenten bleibt die Bil-

dung leerer Abschnitte am basalen Pol aus (Becht et al., 2006).  

Als Beispiele für vermutlich relativ affine mRNA-Bindungspartner von Rrm4 sind insbesonde-

re die, durch die in vivo CLIP-Technologie (CLIP, ‘ultraviolet crosslinkig and immunoprecipi-

tation‘) identifizierten, rho3- und ubi1-mRNAs zu nennen (König et al., 2009, Koepke et al., 

2011). Rho3 ist ein kleines G-Protein, das in Filamenten an den Septen der leeren Abschnit-

te akkumuliert und Ubi1 ist ein natürliches Fusionsprotein aus Ubiquitin und einem ribosoma-

len Protein Rpl40. Durch ‘RNA live imaging‘ Experimente, bei denen ein Fusionsprotein aus 

mRNA-Bindeprotein und Gfp als in vivo Reporter für mRNAs mit der entsprechenden Erken-

nungssequenz genutzt werden kann, konnte gezeigt werden, dass sowohl ubi1- als auch 
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rho3-mRNA in Filamenten bidirektional in Rrm4-abhängigen Partikeln fährt. Für ubi1-mRNA 

konnte dabei auch die Kolokalisierung mit dem Rrm4 Protein gezeigt werden (König et al., 

2009).  

Der Funktionsverlust von molekularen Motoren wie Dynein und Kinesin sowie die Anwen-

dung des Mikrotubuli Inhibitors Benomyl führen in Filamenten zu einem vergleichbaren Phä-

notyp, wie er in rrm4Δ-Filamenten auftritt (Fuchs et al., 2005, Schuchardt et al., 2005). Der 

von diesen Motorproteinen abhängige Transport von frühen Endosomen entlang von Mikro-

tubuli wurde in der Vergangenheit bereits ausführlich untersucht (Wedlich-Söldner et al., 

2000, Wedlich-Söldner et al., 2002, Lenz et al., 2006). Ein Zusammenhang von mikrotubu-

liabhängigem Endosomen- und mRNP-Transport konnte jedoch erst kürzlich bestätigt wer-

den (Baumann et al., 2012). Dabei wurde gezeigt, dass der mRNP-Transport von den funk-

tionellen Motorproteinen Dyn1/2, Kin3 und Kin1 abhängig ist. Der zum Minusende gerichtete 

Motor Dyn1/2 kolokalisierte mit Rrm4 hauptsächlich in retrograden Partikeln, während das 

zum Plusende gerichtete Kin3 mit Rrm4 sowohl in retrograden als auch in anterogeraden, 

zur Filamentspitze gerichteten Partikeln kolokalisierte. Die generelle Verknüpfung von 

mRNP- und Endosomentransport konnte durch die Kolokalisierung von Kin3 und Rrm4 mit 

dem lipophilen Styrylfarbstoff FM4-64 bestätigt werden. Weiterhin waren pendelnde Rrm4-

Partikel, unabhängig von Kin3, fast ausschließlich auf Yup1-enthaltenden Endosomen zu 

finden. Die Funktionalität dieses t-SNARE Proteins Yup1, dass neben dem kleinen G-Protein 

Rab5a eines der charakteristischen Proteine von mikrotubulieabhängig transportierten, frü-

hen Endosomen ist (Wedlich-Söldner et al., 2000, Fuchs et al., 2006), ist für Rrm4-Transport 

unerlässlich. Yup1-enthaltende Endosomen fahren hingegen auch in rrm4Δ-Filamenten wei-

terhin entlang von Mikrotubuli (Baumann et al., 2012).  

Insgesamt führten die Untersuchungen von Endosomen- und mRNP-Transport zu dem in 

Abbildung 1.4 dargestellten und in Göhre et al. (2012) näher erläuterten Modell zum mikrotu-

buliabhängigen Ko-Transport von Rab5a-positiven Endosomen und mRNPs. 
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Abbildung 1.4: Modellvorstellung des mikrotubuliabhängigen Ko-Transports von Rab5a-positiven Endo-
somen und mRNPs 
Das zum Plusende gerichtete Kin3-Motorprotein transportiert Rab5a und Yup1 enthaltende Endosomen auf Mik-
rotubulibündeln mit antiparallel orientierten Mikrotubuli sowohl in Richtung der Spitze des Filaments als auch in 
entgegengesetzter Richtung (1+2). In der Nähe der Pole des Filaments sind ausschließlich unidirektionale, mit 
dem Plusende zum Pol gerichtete Mikrotubuli vorhanden, die einen retrograden Transport der Endosomen über 
das zum Minusende gerichtete Motorprotein Dynein notwendig machen (4). Der Rücktransport der Motorproteine 
wird im Fall von Dynein über konventionelles Kinesin (Kin1) ermöglicht (3) während den Kinesinen Kin1 und Kin3 
der Rücktransport über retrograd transportierte Endosomen möglich ist. Endosomen und Rrm4-enthaltende 
mRNPs werden kotransportiert, die für deren Interaktion verantwortlichen Proteine sind jedoch noch nicht be-
kannt. Abbildung modifiziert nach Göhre et al., (2012).       

Die Endochitinase Cts1 wurde in Koepke et al. (2011) zum ersten Mal näher untersucht und 

beschrieben. Gefunden wurde das Enzym dabei in einer vergleichenden Proteomanalyse 

von membranassoziierten Proteinen aus Filamenten des AB33 und des AB33rrm4Δ Stam-

mes. In dieser 2D-DIGE-Proteom-Analyse (DIGE, ‘difference gel electrophoresis‘) gehörte 

Cts1 zu den Proteinen, die in höheren Konzentrationen im rrm4-Deletions-Stamm als im 

AB33 Vorläuferstamm zu finden waren. Weiterhin wurde beschrieben, dass das Genom von 

U. maydis neben Cts1 nur noch für zwei weitere Endochitinasen der Glykosyl-Hydrolase-

Familie 18 und eine Exochitinase der Glykosyl-Hydrolase-Familie 20 kodiert. Eine phyloge-

netische Analyse von 80 Chitinasesequenzen der Glykosyl-Hydrolase-Familie 18 aus Pilzen, 

Pflanzen und Bakterien zeigte, dass sich die Gruppe in vier monophyletische Zweige für bak-

terielle, pflanzliche, Basidiomyceten-spezifische Chitinasen und Chitinasen mit ungewöhnlich 

hohem Molekulargewicht aufteilt. Cts1 gehörte hier zu den Chitinasen des bakteriellen Typs 

und die beiden anderen Endochitinasen (um02758 und um06190) in die Zweige der pflanzli-

chen bzw. der Basidiomyceten-spezifischen Chitinasen. Die Deletion von cts1 im AB33 

Stammhintergrund hatte keinen Einfluss auf das Wachstum und die Morphologie, sowohl von 

Sporidien als auch von Filamenten. Die cts1Δ-Filamente neigten jedoch im Vergleich zu 

AB33 Filamenten deutlich stärker dazu mit ihren leeren Abschnitten aneinander zu aggregie-

ren. Es kam außerdem zur Flokkulierung der Filamente auf der Oberfläche des Flüssigme-

diums und zu einer stärkeren Haftung der Filamente an den Glaswänden von Kolben oder 

Reagenzgläsern. Die Ausübung von Zellwand-, Salz oder osmotischem Stress auf 

AB33cts1Δ hatte im Vergleich zum AB33 Stamm keine Auswirkung auf das hefeartige oder 

filamentöse Wachstum was gegen einen, in der cts1-Deletion begründeten Zellwanddefekt 
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spricht. Weiterhin wies auch ein solopathogener SG200cts1Δ Stamm eine vergleichbare 

Pflanzenpathogenität zum Vorläuferstamm auf. Durch die, vom endogenen Promotor kontrol-

lierte, Expression einer Cts1-Gfp-Fusion (Cts1G) in den Stammhintergründen AB33 und 

AB33rrm4Δ konnte biochemisch bestätigt werden, dass Cts1G in der membranassoziierten 

Fraktion von rrm4Δ-Filamenten akkumuliert. Mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen beider 

Stämme (AB33cts1G und AB33cts1G/rrm4Δ) zeigten, dass Cts1G in hefeartig knospenden 

Zellen relativ gleichmäßig im Cytoplasma verteilt ist und zusätzlich schwach an der Membran 

lokalisiert (Abb. 1.5 A und B). Beim filamentösen Wachstum des AB33cts1G Stammes war 

Cts1G hingegen subapikal in der Membran der Wachstumszone lokalisiert (Abb. 1.5 C). Im 

AB33cts1G/rrm4Δ Stamm befand sich Cts1G in bipolar ausgewachsenen Filamenten sub-

apikal an beiden Wachstumszonen (Abb. 1.5 D) (Koepke et al., 2011). Fluoresenzmikrosko-

pische Analysen von Stämmen die C-terminal mit mCherry fusioniertes Cts1 produzieren 

deuten darauf hin, dass Cts1 in Filamenten auch an den Septen und der Zellwand von leeren 

Abschnitten lokalisieren (S. Jankowski, Masterarbeit 2013). Weiterhin konnten Koepke et al. 

(2011) zeigen, dass eine auf der Zelloberflä-

che nachweisbare chitinolytische Aktivität 

fast ausschließlich durch die Endochitinase 

Cts1 vermittelt wird. Analysen von AB33 und 

AB33rrm4Δ zeigten auf der Oberfläche der 

Sporidien eine vergleichbare chitinolytische 

Aktivität. Beim Vergleich von Filamenten 

zeigte sich hingegen, dass die chitinolytische 

Aktivität des AB33rrm4Δ Stammes deutlich 

reduziert war. Ebenso war die chitionolyti-

sche Aktivität in einem AB33kin1Δ Stamm 

oder im AB33 Stamm nach der Anwendung 

von Benomyl reduziert. Insgesamt deuteten 

die Ergebnisse schließlich darauf hin, dass 

die Cts1-Sekretion in Filamenten vom Rrm4-

vermitteltem mRNA-Langstreckentransport 

entlang der Mikrotubuli abhängig ist und führ-

ten zu der in Abbildung 1.6 dargestellten Modellvorstellung (Koepke et al., 2011, Koepke, 

2010).        

Abbildung 1.5: Subapikale Lokalisation von Cts1G 
in Filamenten 
Mikroskopische DIC- und Fluoreszenzaufnahmen von 
hefeartig wachsenden Zellen (A+B) und acht Stunden 
induzierten Filamenten (C+D) der Stämme AB33cts1G  
und AB33cts1G/rrm4Δ. Weiße Pfeile markieren in DIC-
Aufnahmen eingezogene Septen und in Fluoreszenz-
aufnahmen die subapikale Lokalisierung von Cts1G. 
Der Größenmaßstab entspricht 10µm. Abbildung modi-
fiziert nach Koepke et al., 2011.  
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Abbildung 1.6: Modellvorstellung der Cts1-Lokalisation in Filamenten des AB33 und AB33rrm4Δ Stammes 
In unipolaren AB33-Filamenten sind spezifische mRNAs an Rrm4 gebunden, welches in mRNPs und mit Endo-
somen entlang von Mikrotubuli transportiert wird. Cts1 lokalisiert an der Spitze des Filaments, kann dort sekretiert 
werden und ist anschließend hauptsächlich mit der Zellwand assoziiert. In bipolaren rrm4Δ-Filamenten findet kein 
Mikrotubuli abhängiger mRNA-Transport statt. Cts1 lokalisiert hier an beiden Enden der Filamente und akkumu-
liert vermehrt in Membranen, wird jedoch nicht effizient sekretiert. Abbildung modifiziert nach Vollmeister et al., 
2012, Göhre et al., 2012 und Koepke, 2010. 

CLIP- und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs (FISH) -Daten (Koepke et al., 2011) sprechen 

dafür, dass die cts1-mRNA eine von Rrm4 transportierte mRNA ist. Die Transportfrequenz 

für diese mRNA scheint jedoch, im Vergleich zu anderen transportierten mRNAs eher gering 

zu sein. Es ist demnach derzeit noch offen, ob die ausbleibende Cts1-Sekretion in rrm4Δ-

Filamenten direkt auf einen fehlenden cts1-mRNA-Transport oder auf indirekte Prozesse 

zurückzuführen ist. So könnten bisher unbekannten mRNAs, die für Komponenten kodieren, 

welche für die Cts1-Sekretion notwendig sind, von dem ausbleibenden mRNA-Transport be-

troffen sein. Die vom mRNA-Transport abhängige und aufgrund des fehlenden Signalpeptids 

vermutlich unkonventionell ablaufende Cts1-Sekretion (Koepke et al., 2011) könnte den Auf-

bau eines neuen Expressionssystems ermöglichen. Dabei könnten vollkommen neuartige 

Ansätze angewendet werden, wie die Sekretionssteigerung über die Optimierung des 

mRNA-Transports.  
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit 
Für die Produktion heterologer Proteine kann es Sinn machen neue Expressionssysteme in 

bisher nicht genutzten Wirten zu entwickeln, um bisher nicht oder nur mit geringer Ausbeute 

produzierbare Produkte herzustellen. Bisher wurde der pflanzenpathogene Pilz U. maydis 

nicht im Hinblick auf die Eignung als Protein-Expressionssystem untersucht, obwohl viele 

Argumente für eine solche Anwendung sprechen würden. In diese Arbeit sollte daher initial 

überprüft werden, ob sich der Pilz als Expressionsplattform eignet. Hierbei sollte die sekre-

tierte Endochitinase Cts1 genutzt werden, um fusionierte Produkte in den Überstand zu 

translozieren. Da Cts1 vermutlich unkonventionell sekretiert wird, würden fusionierte hetero-

loge Proteine unglykosyliert produziert werden, was insbesondere für einige medizinisch ge-

nutzte Produkte von Vorteil sein kann. 

Für den Aufbau einer Expressionsplattform ist es essentiell, den Sekretionsmechanismus 

von Cts1 genauer zu kennen. Daher sollte zunächst die Sekretion von Cts1 näher charakte-

risiert und quantifiziert werden. Mit dem Aufbau eines Reportersystems für unkonventionelle 

Sekretion sollte hierbei zum einen der Export in den Kulturüberstand bestätigt werden und 

zum anderen die Möglichkeit geschaffen werden, die durch Cts1 vermittelte Sekretion eines 

heterologen Proteins qualitativ und quantitativ bewerten zu können. In einem nächsten 

Schritt sollten Sequenzregionen in Cts1 identifiziert werden, die für die Sekretion benötigt 

werden. Hierzu sollen auf einem Sequenzvergleich mit nah verwandten Chitinasen basieren-

de, verkürzte Cts1-Varianten getestet werden. Um die Eignung und Anwendung des Sys-

tems für den Proteinexport zu testen, sollte, basierend auf den zuvor gewonnenen Einblicken 

in die Sekretionseigenschaften von Cts1, ein neues, möglichst variables Expressionsvektor-

system entwickelt werden, was es ermöglichen sollte, Genkassetten durch einfachste Klonie-

rungen auszutauschen, Produktionsstämme in kürzester Zeit herzustellen und das Produkt 

schließlich über geeignete Affinitätstags aufzureinigen. Die Menge an sekretiertem heterolo-

gen Protein sollte schließlich quantitativ ermittelt werden. Als ein erstes heterologes Testpro-

tein sollte die CalB Lipase aus Pseudozyma aphidis exprimiert werden, die in der Biotechno-

logie eine wichtige Rolle spielt und bereits in unterschiedlichsten Expressionssystemen pro-

duziert wurde. Da U. maydis eine zu CalB sehr nah verwandte Lipase besitzt, sollte diese in 

den Expressionsstämmen deletiert werden, um interferierende lipolytische Hintergrundaktivi-

täten zu minimieren. Im Zuge der Charakterisierung dieses Deletionsstamms sollte auch ein 

geeigneter Assay etabliert werden, mit dem die CalB-vermittelte lipolytische Aktivität analy-

siert werden kann. Schließlich sollten Lipasen wie CalB, Uml2 oder relevante aber bisher 

schlecht produzierbare Lipasen heterolog exprimiert und deren Sekretion analysiert werden.     
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2. Ergebnisse 

2.1 Charakterisierung der Cts1 Sekretion in U. maydis 
2.1.1 Etablierung eines β-Glucuronidase-Reportersystems zum Nachweis der unkon-
ventionellen Sekretion von Cts1 
Die Sekretion der Endochitinase Cts1 ist in U. maydis Filamenten von dem mRNA-

Bindeprotein Rrm4 abhängig (Koepke et al., 2011). Rrm4 ist essentiell für den Endosomen-

assoziierten mRNA-Transport entlang von Mikrotubuli und spielt somit eine wichtige Rolle in 

der Regulation des filamentösen Wachstums und der pathogenen Entwicklung (Becht et al., 

2005; Becht et al., 2006, Baumann et al., 2012). Bioinformatische Analysen von Cts1 zeig-

ten, dass Cts1 kein N-terminales Sekretionssignal besitzt, was auf einen unkonventionellen 

Sekretionsweg hindeutete (Koepke et al., 2011). Dieser neuartige Sekretionsmechanismus 

wurde im folgenden Teil näher charakterisiert.  

Ein wichtiger posttranslationaler Schritt während der konventionellen Sekretion ist die N-

Glykosylierung von Proteinen im ER. Da bei den meisten bekannten unkonventionellen Sek-

retionsmechanismen das ER umgangen wird (Rabouille et al., 2012), bleibt diese Modifikati-

on in den entsprechenden Proteinen aus. Dieses kann man sich zu Nutze machen, um die 

unkonventionelle Sekretion von Proteinen nachzuweisen. Die N-Glykosylierung kann sehr 

unterschiedliche Auswirkungen auf Faltung, Stabilität oder Aktivität von Proteinen haben 

(Helenius & Aebi, 2001, Helenius & Aebi, 2004, Brocca et al., 2000). In dem hier angewen-

deten Reportersystem wurde letzteres in Bezug auf die β-Glucuronidase (Gus) aus E. coli 

(uidA, EG1105) ausgenutzt (Jefferson et al., 1986, Iturriaga et al., 1989). Dieses natürlicher-

weise cytoplasmatisch exprimierte Reporterenzym wurde in vielen transgenen Organismen 

wie Pflanzen, Hefen und filamentösen Pilzen verwendet. Das Enzym hat eine unvergleichli-

che Sensitivität, ist in einem weiten pH-Bereich stabil und aktiv, kann in zellfreien Extrakten 

leicht quantifitiert werden und kann histochemisch in Zellen oder Geweben lokalisiert werden 

(Liu et al., 2008). In einer Vielzahl von Geweben und Organismen sind keine Hintergrundak-

tivitäten zu erwarten, was auch schon für U. maydis bestätigt wurde (Roberts et al., 1989, 

Urban et al., 1996). Obwohl es sich bei Gus um ein bakterielles Enzym handelt, das natürli-

cherweise nicht glykosyliert wird, besitzt es zufällig eine N-Glykosylierungsstelle an Amino-

säureposition 354. Wird dieser Asparaginrest in Eukaryonten glykosyliert, ist die Aktivität des 

Enzyms stark reduziert (Iturriaga et al., 1989). Exprimierte man Gus fusioniert mit einem sek-

retierten Protein in einem eukaryotischen System, wären entsprechende Aktivitäten in Kul-

turüberständen folglich nur bei unkonventioneller Sekretion unter Umgehung des ERs zu 

erwarten.  
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2.1.1.1 Herstellung von β-Glucuronidase-Reporterstämmen 
Um Gus zur Analyse des Sekretionsmechanismus von Cts1 in U. maydis zu nutzen, wurden 

vier Reporterstämme hergestellt, die jeweils die in Abbildung 2.1 A dargestellten Gus-

Fusionsproteine exprimieren. Dabei handelt es sich um eine N-terminale und eine C-

terminale Fusion von Gus an Cts1, die auf unkonventionelle Sekretion getestet werden soll-

ten. Weiterhin wurden Gus ohne jegliche Zielsequenzen und Gus fusioniert mit einem Sig-

nalpeptid (aus der konventionell sekretierten Invertase Suc2) hergestellt. Alle Fusionsprotei-

ne besaßen einen GTH-Tag, der sich aus Gfp, Tap-Tag und einem Decahistidin-Tag zu-

sammensetzte und über den die Lokalisierung, Detektion und Reinigung der Proteine ermög-

licht werden sollte. Sofern Cts1 die unkonventionelle Sekretion der Gus-Fusionsproteine 

vermitteln würde, wären bei Stämmen mit gus-cts1 bzw. cts1-gus Insertionen Gus-Aktivitäten 

an der Zelloberfläche bzw. in Kulturüberständen zu erwarten. Für den gus exprimierenden 

Stamm würde man keine zellexterne Aktivität erwarten, da Gus hier nur im Cytoplasma vor-

handen sein sollte und der Stamm somit als Zelllyse-Kontrolle dienen kann. Das konventio-

nell sekretierte Gus mit Signalpeptid sollte zwar sekretiert werden, im Überstand aber auf-

grund der N-Glykosylierung nicht aktiv sein.  

Alle Konstrukte wurden an einem spezifischen genomischen Locus eingebracht, was die 

Vergleichbarkeit der Expressionslevel ermöglicht. In dem für die Stammherstellung verwen-

deten Insertionsplasmid wird die Expression der Gene, welche die Fusionsproteine codieren, 

über den konstitutiven Potef Promotor und den Tnos Terminator (Spellig et al., 1996) kontrol-

liert. Die im Plasmid enthaltene Carboxin-Resistenz (cbxR, Abb. 2.1 A) ermöglicht über das 

Resistenz-vermittelnde ipr-Gen die homologe Rekombination mit dem sensitiven ip-Locus 

(ips) des AB33 Stammes (Abb. 2.1 B). Der ip-Locus kodiert für eine Eisen-Schwefel-

Untereinheit (iron-sulfur protein, Ip) der Succinat-Dehydrogenase (Sdh2). Dieses in der At-

mungskette eingebundene Enzym kann als endogen exprimierte Variante (ips) durch Carbo-

xin inhibiert werden. Im Carboxin-Resistenz vermittelnden ipr-Allel führt eine Punktmutation 

zum Austausch eines Histidins an Aminosäureposition 253 zu einem Leucin des entspre-

chenden Proteins, wodurch die Inhibierung unterbunden wird. Entsprechende Transforman-

ten werden so resistent gegen das Antibiotikum Carboxin (Broomfield & Hargreaves, 1992). 

Abbildung 2.1 B zeigt schematisch, wie sich der ip-Locus vor bzw. nach erfolgreicher Inserti-

on des gus-gth Plasmids darstellt. Zur Transformation wurden die Plasmide mit der Restrik-

tionsendonuklease AgeI im ipr Locus linearisiert. Aufgrund der Homologie der ip-Sequenzen 

kann das Plasmid über homologe Rekombination vollständig und gezielt inseriert werden. Es 

kann dabei sowohl zu Einzelinsertionen als auch zu Doppel- oder Mehrfachinsertionen 

kommen (Abb. 2.1 B). 
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Abbildung 2.1: Herstellung von β-Glucuronidase-Reporterstämmen 
(A) Schematische Darstellung der Insertionsplasmide zur Expression der Reporterkonstrukte. Die vier verschie-
denen Konstrukte wurden jeweils in ein Insertionsplasmid mit einer Ampicillin- (ApR) und Carboxin-Resistenz 
(cbxR) für die Selektion in E. coli bzw. U. maydis kloniert. Die Carboxin-Resistenz wird über den ipr-Locus vermit-
telt und ermöglicht durch die Sequenzhomologie zum sensitiven Allel (ips, siehe B) die gezielte Insertion des 
Plasmids über homologe Rekombination (Broomsfield und Hargreaves, 1992). Die Expression der Reportergene 
wird über den konstitutiven Promotor Potef und den Transkriptions-Terminator Tnos kontrolliert (Spellig et al., 1996). 
Hergestellt wurden zwei Stämme, die Gus über carboxy- bzw. aminoterminal fusioniertes Cts1 sekretieren, ein 
Stamm der cytoplasmatisches Gus produziert, und ein Stamm, der Gus konventionell über ein Signal-Peptid (sp) 
der Invertase Suc2 sekretiert. Alle Fusionsproteine besitzen außerdem einen GTH-Tag (gth), bestehend aus 
eGfp, Tap-Tag und Deca-His-Tag. (B) Beispielhafte schematische Darstellung des ip-Locus im U. maydis Genom 
vor und nach der Insertion des gus-gth Plasmids. Oben ist der endogene ip Lokus mit dem sensitiven ips Allel 
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gezeigt, der keine Carboxin-Resistenz vermittelt, aber die homologe Rekombination der AgeI restringierten Plas-
mide über das ipr Allel ermöglicht. Mittig ist der ip-Locus nach erfolgter Einzelinsertion des gus-gth Plasmids ge-
zeigt und unten wird eine zweifache Insertion des Plasmids dargestellt. Das endogene ips-Gen ist in dunklem 
Grau und neu eingebrachte ipr Sequenzen in hellem Grau eingefärbt. Die Position Punktmutation im ipr Locus ist 
durch einen Stern markiert. Zur Bestätigung der Stämme durch Southern Blot-Analyse wurde die gDNA mit Bam-
HI restringiert. Die in der Southern Blot-Analyse erwarteten Fragmentgrößen sind unter den jeweiligen Genomre-
gionen in kb angezeigt. (C) Southern Blot-Analyse von AB33 Gus-GTH Transformanten. gDNA wurde dazu mit 
dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten, aufgetrennt und geblottet. Zum Nachweis der Fragmente wurde eine 
2,1 kb DNA-Sonde verwendet, die Homologie zum ip-Locus besitzt. Die erwarteten Fragmentgrößen sind: 5,6 kb 
für den AB33 Ausgangsstamm (wt), 4,7 und 9,6 kb für die Einzelinsertion des Plasmids und 4,7, 8,7 und 9,6 kb 
für multiple Insertionen. Transformanten, bei denen das Plasmid im ip-Locus integriert wurde sind rot beschriftet. 
Die Klonnummern sind jeweils ergänzt durch die Zeichen: 1 für eine Einzelinsertion, m für multiple Insertionen, e 
für ektopische Insertionen und k für Genkonversionen. (D) Expressionsnachweis der Gus-Fusionsproteine mittels 
Immunblot. Es wurden jeweils 10 µg Zellextrakt auf einem 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Nachweis 
erfolgte mit einem Anti-Gus-Antikörper. Die Coomassie gefärbte Membran bestätigt, dass gleiche Proteinmengen 
aufgetragen wurden. Die theoretischen Massen von 173 kDa für Gus-Cts1-GTH und Cts1-Gus-GTH, von 118 kDa 
für Gus-GTH und 120 kDa für Sp-Gus-GTH sind rechts neben der Abbildung angegeben. 

Um Transformanten mit einer korrekten Insertion des jeweiligen Plasmids zu identifizieren, 

wurde genomische DNA (gDNA) mit BamHI hydrolysiert und mittels Southern Blot-Analyse 

untersucht. Der in Abbildung 2.1 C gezeigte Southern Blot zeigt beispielhaft für AB33 Gus-

GTH Transformanten, welche Insertionsarten auftreten können und welche DNA-Fragmente 

dabei durch eine zum ip-Locus homologe DNA-Sonde detektiert werden. Für die Einzelinser-

tion erhält man zwei DNA-Fragmente mit 4,7 und 9,6 kb. Bei einer Doppel- oder Mehrfachin-

sertion tritt zusätzlich ein 8,7 kb Fragment auf, die der Plasmidgröße entspricht. Doppel- und 

Mehrfachinsertionen lassen sich dadurch unterscheiden, dass die 8,7 kb Bande bei Mehr-

fachinsertionen stärker als die beiden anderen Banden ist, wohingegen bei doppelter Inserti-

on alle Banden gleiche Intensitäten aufweisen. Bei Mehrfachinsertionen hätte man durch 

serielle Verdünnungen die Möglichkeit, die Anzahl der inserierten Genkassetten genauer zu 

ermitteln (Gellissen et al., 1992). Im gezeigten Fall ist das Plasmid bei zwei der zwölf Trans-

formanten (3 und 4) einmal und bei vier Transformanten (5, 9, 10 und 11) doppelt inseriert 

worden. Um eine vergleichbare Expression der Gus-Fusionsproteine zu gewährleisten, wur-

den nur die Stämme verwendet, die eine Einzelinsertion trugen. Für eine biotechnologische 

Anwendung des Systems können multiple Insertionen hingegen interessant sein, da die Ex-

pression der entsprechenden Zielgene erhöht wird. Wie Abbildung 2.1 C zeigt, treten neben 

den gewünschten Insertionen auch ektopische Insertionen auf, die man dadurch identifizie-

ren kann, dass neben der für den nativen Locus erwarteten Bande von 5,6 kb weitere, uner-

wartete Banden auftreten. Carboxin-resistente Transformanten, bei denen in der Southern 

Blot-Analyse aber nur diese Bande von 5,6 kb auftritt, lassen sich durch Genkonversion im 

ip-Locus erklären. 

Um die Expression der einfach inserierten Gus-Reporterkonstrukte nachzuweisen, wurden 

Zellextrakte mittels Western Blot-Analyse untersucht (Abb. 2.1 D). Nach Ermittlung der Pro-

teinkonzentrationen mittels Bradford-Bestimmung wurden identische Proteinmengen von 10 

µg auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Bestätigt wurde dies im Anschluss an die 

immunologische Detektion durch Färbung der Membran mit Coomassie Blau. Der in Abbil-
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dung 2.1 D dargestellte Blot zeigt, dass alle Fusionsproteine in voller Länge produziert wer-

den. Die Proteinbanden laufen dabei für alle Proteine etwas höher als erwartet. Die beiden 

Gus-Fusionsproteine mit N- und C-terminalem Cts1 (Spur 2 und 3) sollten theoretisch ein 

Molekulargewicht von 173 kDa aufweisen. Die Proteinvariante Cts1-Gus-GTH scheint auf 

dem Western Blot höher zu laufen als Gus-Cts1-GTH. Dieses ist jedoch vermutlich auf die 

unterschiedliche Proteinmenge zurückzuführen, da die Gus-Cts1-GTH Bande deutlich 

schwächer ist. Im Einklang mit dieser Vermutung konnte in weiteren Western Blot-Analysen 

mit verschiedenen Cts1-Gus-GTH Zellextrakt-Verdünnungen gezeigt werden, dass die Ban-

den bei gleicher Stärke (1:8 Verdünnung von Cts1-Gus Zellextrakten) auf einem Niveau lie-

gen (Ergebnisse nicht gezeigt). Gus-GTH und Sp-Gus-GTH haben rechnerisch Molekular-

gewichte von 118 und 120 kDa. Berücksichtigt man die Abspaltung des Signalpeptids so 

sollten diese beiden Proteine identische Molekulargewichte von 118 kDa besitzen. In der 

Western Blot-Analyse scheint jedoch, zumindest ein Teil der Sp-Gus-GTH Proteinvariante 

höher zu laufen als Gus-GTH. Dieses könnte man auf die erwartete N-Glykosylierung der, 

über den konventionellen Sekretionsweg sekretierten SP-Gus-GTH Variante zurückführen. 

Andererseits konnten durch enzymatische Deglykosylierung der vier Gus-Fusionsproteine 

durch die Behandlung entsprechender Zellextrakte mit PNGase F und anschließender Wes-

tern Blot-Analyse keine N-Glykosylierungen bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Daher 

kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass es sich bei der höher laufenden Bande 

um teilweise cytoplasmatisch translatiertes SP-Gus-GTH handelt, bei dem das Signalpeptid 

nicht abgespalten wurde. Bis auf die schwächere Gus-Cts1-GTH Bande sind die Stärken der 

anderen Banden vergleichbar, was zeigt, dass nur Gus-Cts1-GTH in geringerer Konzentrati-

on in Zellextrakten vorhanden zu sein scheint. Bei den Zellextrakten vom AB33 Ausgangs-

stamm (Abb. 2.1 D, Spur 1) konnte nur eine schwache, unspezifische Bande durch den Gus-

Antikörper detektiert werden. Dieses zeigt, dass dieser polyklonale Antikörper zur Detektion 

von Gus in U. maydis genutzt werden kann. Insgesamt bestätigen die Ergebnisse, dass die 

erstellten Reporterstämme zur Analyse der unkonventionellen Sekretion von Cts1 geeignet 

sind.   

2.1.1.2 Analyse der Gus-Aktivitäten der Reporterstämme 
Um die Gus-Aktivitäten der verschiedenen Reporterstämme zu untersuchen, wurde sowohl 

das chromogene Substrat X-Gluc (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Glucuronsäure) als auch 

das sensitivere, fluorogene Substrat MUG (4-Methylumbelliferyl-β-D-Glucuronid Hydrat) ver-

wendet. Zunächst wurden Plattentests mit Sporidien unter Verwendung beider Substrate 

durchgeführt. In dem MUG-Plattentest (Abb. 2.2 A, links) zeigte sich, dass nur die beiden 

Stämme Fluoreszenz aufwiesen, die Gus mit N- bzw. C-terminal fusioniertem Cts1 exprimier-

ten. AB33 und dessen Derivate mit cytoplasmatischem sowie konventionell sekretiertem Gus 

zeigten hingegen keine Aktivität. Bei diesem Test war es allerdings nicht möglich zu unter-
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scheiden, ob die zugrunde liegende Aktivität durch die Zellen selber oder durch sekretiertes 

Gus zu erklären war. Bei dem Plattentest mit dem chromogenen Substrat (Abb. 2.2 A, Mitte 

links) waren Gus-Aktivitäten dagegen im Festmedium außerhalb der Zellen nachzuweisen. 

Dies deutete darauf hin, dass die entsprechenden Fusionsproteine sekretiert werden. Die 

Kolonien selber färbten sich nicht blau. Es zeigte sich, dass der Gus-Cts1 Stamm das umge-

bende Medium deutlich stärker blau färbte als der Cts1-Gus Stamm. Dieses war bereits ein 

Hinweis darauf, dass Gus-Cts1 möglicherweise besser ins Medium sekretiert wird als Cts1-

Gus. Weiter bestätigt wurde diese Vermutung durch einen Membran-Assay (Abb. 2.2 A, 

rechts). Hierzu wurden auf einer Complete-Medium (CM)-Platte gewachsene Zellen mittels 

einer aufgelegten Membran vom Medium abgezogen, wodurch die Aktivität auf der Zellober-

fläche nach Zugabe des X-Gluc-Substrats und einstündiger Inkubation bei 37 °C analysiert 

werden konnte. Wie der Membran-Assay zeigte (Abb. 2.2 A, Mitte rechts) war das Ergebnis 

genau gegensätzlich zum X-Gluc-Platten-Assay. Hier war folglich nur für den Stamm Aktivität 

festzustellen, der Cts1-Gus exprimierte. Der zweite Teil des Membran-Assays (Abb. 2.2 A, 

rechts) diente dazu, die generelle Aktivität aller Gus-Fusionsproteine nachzuweisen. Hierzu 

wurden die Zellen durch Behandlung der Membran mit flüssigem Stickstoff lysiert. Nach wei-

terer Inkubation bei 37 °C wiesen alle Gus-Fusionsproteine exprimierenden Stämme eine 

blaue Färbung auf, was die Funktionalität von Gus in allen vier Reporterstämmen bestätigt.  

Insgesamt deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass N-terminale Gus-Fusionen an Cts1 da-

zu führen, dass ein entsprechendes Protein ins Medium abgegeben wird, wohingegen eine 

C-terminale Fusion von Gus an Cts1 hauptsächlich auf der Zelloberfläche verbleibt. Die 

Zellwandassoziation scheint bei der N-terminalen Gus-Cts1 Fusion abgeschwächt oder ver-

mindert zu werden. Beide Versionen werden jedoch sekretiert und sind aktiv, was auf einen 

unkonventionellen Sekretionsmechanismus hindeutet. Die zwei Kontrollstämme verhalten 

sich wie erwartet und zeigen keine Sekretion von aktivem Gus, obwohl das Enzym in beiden 

Fällen intrazellulär funktional ist. 
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Abbildung 2.2: Untersuchung der Sekretion von Cts1 mittels Gus-Reporterstämmen 
(A) Analyse von Gus-Aktivitäten der Reporterstämme durch Platten- und Membran-Assays. Verwendet wurden 
das fluorogene Substrat MUG und das chromogene Substrat X-Gluc. Links sind Platten-Assays mit den jeweili-
gen Substraten gezeigt. Für den Platten-Assay mit dem Substrat MUG wurden jeweils 10 µl Kultur (OD600 1) 
aufgetropft und die Platten für zwei Tage bei 28 °C inkubiert. Die Umsetzung des Substrats wurde durch Fluores-
zenz unter UV-Licht sichtbar. Bei dem Platten-Assay mit dem X-Gluc-Substrat sind die Aktivitäten von Einzelkolo-
nien nach drei Tagen Inkubation bei 28 °C zu sehen. Hier wird die Gus-Aktivität durch Blaufärbung des umge-
benden CM-Festmediums sichtbar. Für den Membran-Assay (rechts) wurden 10 µl von CM-Kulturen (OD600 1) auf 
CM-Platten getropft, getrocknet und eine Nitrozellulosemembran aufgelegt. Nach 12-stündiger Inkubation bei 28 
°C wurde die Membran mit den Zellen abgezogen und mit dem Substrat versetzt. Blaufärbung der Zellen zeigt die 
Gus-Aktivitäten an. Dargestellt sind die Aktivität nach einstündiger Inkubation bei 37 °C und die Aktivität nach 
Zellaufschluss durch flüssigen Stickstoff mit anschließender Inkubation für 24 Stunden bei 37 °C. Die Tests wur-
den in mindestens drei unabhängigen Experimenten durchgeführt. (B) Analyse der Gus-Aktivität in Zellextrakten 
von Sporidien der Reporterstämme. MUG diente als Substrat. Das Diagramm zeigt Mittelwerte von sechs unab-
hängigen Experimenten, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichungen darstellen. (C) Analyse der Gus-
Aktivität in zellfreien Überständen von Sporidien der Reporterstämme. MUG diente als Substrat. Das Diagramm 
zeigt Mittelwerte von sieben unabhängigen Experimenten, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichungen 
darstellen. (D) Analyse der Gus-Aktivität in zellfreien Überständen von Filamenten der Reporterstämme. MUG 
diente als Substrat. Das Diagramm zeigt Mittelwerte von sechs unabhängigen Experimenten, wobei die Fehler-
balken die Standardabweichungen darstellen.   
 
Um eine quantitative Analyse der unkonventionellen Sekretion von Cts1 in Flüssigkulturen 

durchführen zu können und die Ergebnisse der Platten- und Membran-Assays zu bestätigen, 

wurde ein fluorimetrischer Test mit dem Substrat MUG angewendet. Zusätzlich sollte durch 

die folgende Analyse die Sekretion nicht nur während des hefeartigen sondern auch wäh-

rend des filamentösen Wachstums untersucht werden. Das filamentöse Wachstum wurde in 

Koepke et al., (2011) als das relevante Stadium für die Cts1 Sekretion beschrieben. Es wur-

den die zuvor beschriebenen Stämme verwendet, in denen die unterschiedlichen Gus-

Fusionsproteine konstitutiv exprimiert werden. Für die Messungen wurden zu verschiedenen 
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Zeitpunkten Proben von den Reaktionsansätzen entnommen und die Umsetzung des Subs-

trates MUG zum fluoreszenten Produkt 4-Methylumbelliferyl (MU) bestimmt. Über die Erstel-

lung einer Standardgeraden mit definierten Konzentrationen des Produktes MU konnten 

schließlich Enzymaktivitäten in Units (µmol MU/min) ermittelt werden. Die Enzymaktivitäten 

wurden auf gemessene Proteinkonzentrationen (mg) oder auf die Zelldichten (OD600) bezo-

gen. 

Zunächst wurden Zellextrakte von Sporidien der entsprechenden Stämme analysiert, um die 

intrazellulären Gus-Aktivitäten der nachweislich produzierten (Abb. 2.1 D) und aktiven (Abb. 

2.2 A, rechts) Gus-Fusionsproteine vergleichen zu können (Abb. 2.3 B). Es zeigte sich, dass 

alle Varianten Aktivitäten aufweisen, was das Ergebnis des Membranassays mit lysierten 

Zellen bestätigt (Abb. 2.2 A). Allerdings unterscheiden sich die Gus-Aktivitäten der jeweiligen 

Fusionsproteine in der quantifizierenden Messung geringfügig. Diese Unterschiede scheinen 

größtenteils nicht durch Proteinkonzentrations-Unterschiede erklärbar zu sein, denn wie die 

Western Blot-Analyse (Abb. 2.1 D) verdeutlicht, war nur das Gus-Cts1-GTH Fusionsprotein 

in geringeren Konzentrationen in Zellextrakten vorhanden als die anderen Fusionsproteine. 

Für dieses Fusionsprotein kann man also im Vergleich eine höhere intrinsische Gus-Aktivität 

annehmen als im Gus-Assay mit Zellextrakten (Abb. 2.3 B) ermittelt wurde. Die Aktivitätsun-

terschiede der anderen Gus-Fusionsproteine sind womöglich eher auf die unterschiedliche 

Architektur der Proteine zurückzuführen. So ist es nachvollziehbar, dass Gus-GTH eine hö-

here intrinsische Aktivität besitzt als Cts1-Gus-GTH. Da beim letzteren Protein Gus sowohl 

N- als auch C-terminal fusioniert wurde, könnte die Aktivität deutlich beeinträchtigt werden. In 

Zellextrakten mit konventionell sekretiertem Gus-GTH (Sp-Gus-GTH) hätte man dagegen 

eine deutlich geringere Aktivität erwartet. Einerseits sollte sich die Proteinstruktur hier zwar 

nicht von der Struktur des cytoplasmatischen Gus-GTH unterscheiden und somit eine hohe 

Aktivität aufweisen. Andererseits müsste die während der konventionellen Sekretion ange-

hängte N-Glykosylierung die Gus-Aktivität weitestgehend unterbinden. Eine mögliche Erklä-

rung für die dennoch beobachtete Aktivität könnte sein, dass z. B. aufgrund der stark konsti-

tutiven Promotoraktivität ein Teil der entsprechenden mRNA nicht, wie zu erwarten, am rau-

en ER sondern im Cytoplasma translatiert wird. Dies wird durch das Ergebnis des Western 

Blots (Abb. 2.1 C) unterstützt, in dem ein Teil des Proteins unprozessiert vorzuliegen scheint. 

Die fehlende Gus-Aktivität in Zellextrakten des AB33-Ausgangsstammes bestätigt, dass es 

keinerlei Hintergrundaktivität aufgrund von endogenen Glucuronidasen gibt.  

Zur Analyse von Gus-Aktivitäten in zellfreien Kulturüberständen wurden gleiche Zellmengen 

von in CM-Medium angezogenen Sporidien über sechs Stunden in CM-Vollmedium bzw. 

NM-Minimalmedium kultiviert. Während sich die in CM-Vollmedium kultivierten Sporidien 

weiter durch Knospung teilen, geht mit der Induktion des filamentösen Wachstums ein Zell-

zyklusarrest einher. Induziert wird das filamentösen Wachstums durch den Wechsel von CM-
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Vollmedium zu NM-Medium, da dies einen Austausch der Stickstoffquelle mit sich bringt. 

Nach der sechsstündigen Kultivierung in NM-Minimalmedium erhält man so Filamente (vgl. 

Abb. 1.2). Sowohl in den Überständen von hefeartig wachsenden Kulturen (Abb. 2.2 C) als 

auch in Überständen von filamentös wachsenden Kulturen (Abb. 2.2 B) konnten nur für den 

Gus-Cts1-GTH exprimierenden Stamm Gus-Aktivitäten gemessen werden. Die Stämme, 

welche das Cts1-Gus-GTH Fusionsprotein bzw. das cytoplasmatische Gus-GTH produzier-

ten, wiesen in CM- und NM-Überständen nur Hintergrundaktivitäten auf, welche sich vermut-

lich durch einen geringen Anteil an lysierten Zellen erklären lassen. Bei dem Stamm, der das 

konventionell sekretierte Sp-Gus-GTH produzierte, war wie zu erwarten auch keine Aktivität 

in den Überständen zu messen, da das sekretierte Gus hier aufgrund der erfolgten N-

Glykosylierung inaktiv sein sollte. Die Flüssigtests bestätigen somit die Ergebnisse der Plat-

ten- und Membrantests (Abb. 2.2 A). So unterstützte diese Studie nochmals die Hypothese, 

dass bei einem Fusionsprotein aus Gus und Cts1 nur eine N-terminale Fusion von Gus an 

Cts1 zur Sekretion ins Medium führt.  

Bei C-terminaler Fusion von Gus an Cts1 scheint das Protein hingegen mit der Zelloberflä-

che, möglicherweise der Zellwand, assoziiert zu bleiben. Im direkten Vergleich der in CM- 

und NM-Überständen gemessenen Werte des AB33Gus-Cts1-GTH Stammes liegt der Wert 

bei filamentösem Wachstum mit 0,4 U/OD600 mehr als 2,5-mal höher als der Wert bei Über-

ständen von Sporidien (0,15 U/OD600). Aus diesem Vergleich kann man jedoch nicht die 

Schlussfolgerung ziehen, dass während des filamentösen Wachstums mehr Protein sekre-

tiert wird. Die beiden Messwerte sind nicht direkt miteinander vergleichbar, da die Zellen 

beim filamentösen Wachstum in einen Zellzyklusarrest gehen und nur in ihrer Länge wach-

sen. Die Sporidien haben sich jedoch während der Kultivierung weiterhin geteilt, wodurch 

auch die Zelldichten anstiegen. Um zu überprüfen, ob die veränderte Zellmorphologie der 

Filamente einen Einfluss auf die optische Dichte der Kultur hat oder ob man über die opti-

sche Dichte direkt auf die Zellmasse schließen kann, wurde von hefeartig und filamentös 

wachsenden Kulturen, die mit gleicher Zellzahl gestartet wurden, die Entwicklung der opti-

schen Dichte und der Trockenzellmasse bestimmt (Daten nicht gezeigt). Dabei wurde deut-

lich, dass Anstieg von Trockenzellmasse und der optischen Dichte weitestgehend proportio-

nal sind. Folglich kann man die optische Dichte auch im Vergleich von Sporidien und Fila-

menten als Maß für die Trockenzellmasse interpretieren. Durch den Bezug der Gus-

Enzymaktivitäten auf die optische Dichte der Kulturen (U/OD600) werden die gemessenen 

Werte zwar angeglichen, sie sind aber dennoch nicht direkt miteinander zu vergleichen, da 

der Anstieg der OD600 während des hefeartigen Wachstums nicht einberechnet wird. Berück-

sichtigt man dieses lässt sich vermuten, dass die Sekretionseffizienz während des filamentö-

sen Wachstums nicht wesentlich besser ist, als während des hefeartigen Wachstums. 
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2.1.2 Identifizierung von Signalen für die unkonventionelle Sekretion von Cts1 
Konventionell und unkonventionell sekretierte Proteine lassen sich in der Regel relativ ein-

fach dadurch unterscheiden, dass konventionell sekretierte Proteine ein N-terminales Sig-

nalpeptid besitzen, das sich leicht durch bioinformatische Analysen (z.B. SignalP) der Ami-

nosäuresequenz identifizieren lässt. Wie bereits erwähnt konnte für die Endochitinase Cts1 

in bioinformatischen Sequenzanalysen kein N-terminales Signalpeptid identifiziert werden 

(SignalP). Weiterhin zeigte das in dieser Arbeit angewendete Gus-Reportersystem, dass ein 

Gus-Cts1 Fusionsprotein im Gegensatz zu konventionell sekretiertem Gus nicht N-

glykosyliert und somit nicht über den konventionellen ER-Golgi-Sekretionsweg exportiert 

wird. Im Folgenden wurde Cts1 in Bezug auf eventuell vorhandene untypische Sekretions-

signale genauer untersucht. 

2.1.2.1 Bioinformatische Analyse von Cts1 
Um nach wichtigen funktionellen Domänen in Proteinen zu suchen, kann es von Vorteil sein, 

die entsprechende Aminosäuresequenz mit Sequenzen nahverwandter Proteine zu verglei-

chen (Doehlemann et al., 2009, Feldbrügge et al., 2013). Für Cts1 aus U. maydis wurden 

hier die orthologen Chitinasen aus den nahen Verwandten Sporisorium relianum (Sr15153, 

http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/sporisorium) und Ustilago hordei 

(UHOR_06394, http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/MUHDB/) herangezogen. 

Diese Sequenzanalyse ist in Abbildung 2.3 A dargestellt. Chitinasen der relativ heterogenen 

Glykosid-Hydrolase-Familie 18, zu denen auch die Endochitinase Cts1 gehört, können struk-

turell häufig in Signalpeptid, katalytische Domänen (Glyco_18-Domänen), Chitin-

Bindedomänen und in Serin/Threonin-reiche Verbindungssequenzen unterteilt werden, die 

nicht selten auch mehrfach und/oder in Kombination auftreten (Huang et al., 2012b). Im Ein-

klang mit der in dieser Arbeit nachgewiesenen unkonventionellen Sekretionsweise kann für 

Cts1 bioinformatisch kein N-terminales Signalpeptid für die konventionelle Sekretion ermittelt 

werden. Dagegen wird die Verwendung eines unkonventionellen Sekretionsmechanismus 

aber durch Vorhersagen des Programms ‘SecretomeP 2.0‘ unterstützt 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). In den bioinformatischen Analysen wurden 

außerdem keine Chitin-Binde-Domäne und nur eine Glyco_18-Domäne gefunden (Koepke et 

al., 2011). Die katalytischen Glyco_18-Domänen weisen über unterschiedliche Reiche (von 

S. cerevisiae bis Homo sapiens) eine hohe Konservierung auf (Huang et al., 2012). Innerhalb 

dieser Domäne befindet sich das aktive Zentrum, welches die Aminosäureabfolge DxDxE mit 

dem katalytisch wichtigen Glutamat-Rest aufweist (Abb. 2.3 A, rot umrandet) (Fusetti et al., 

2002). Außerhalb der Glyco_18-Domäne gibt es einen 47 Aminosäuren langen C-terminalen 

Teil, der ebenfalls hoch konserviert ist. Diesem konservierten C-Terminus konnte jedoch bio-

informatisch keine potentielle Funktion zugewiesen werden. Weiterhin existiert ein 113 Ami-

nosäuren langer N-terminaler Teil. Dieser N-Terminus ist bis zur 42-ten Aminosäure konser-



Ergebnisse 
 

33 
 

viert, wonach jedoch ein relativ variabler Teil (AS 42-103) folgt. Dieser variable Bereich be-

sitzt viele Serine und Threonine, die phosphoryliert werden können (Yaffe & Elia, 2001). In-

nerhalb der variablen Serin/Threonin-reichen Region konnte außerdem ein PEST-Motiv für 

die Aminosäuren 34 bis 104 vorhergesagt werden (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/epestfind). Diese Prolin- (P), Glutamat- (E), Serin- (S) und Threonin- (T) reichen 

Sequenzen wurden auch in anderen Chitinasen gefunden und könnten als ein proteolyti-

sches Signal fungieren oder zur Ubiquitinierung benötigt werden (Rechsteiner & Rogers, 

1996, Pan et al., 2012, Roth & Davis, 2000). Die ersten 40 Aminosäuren der verglichenen 

Chitinasen erscheinen bei der Suche nach einem Signal oder einer Domäne für die unkon-

ventionelle Sekretion besonders interessant. Bioinformatisch lässt sich für diese ersten 40 

Aminosäuren ein Twin-Arginin-Translokationspeptid vorhersagen 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP/) welches in Bakterien den Export von gefalteten Pro-

teinen über die Membran ermöglicht (Müller, 2005). Einerseits ist diese durch die variable 

S/T-reiche Region von der Glyco_18-Domäne isolierte Sequenz in dem hier gezeigten Se-

quenzvergleich hoch konserviert (Abb. 2.3 A). Andererseits zeigt eine Suche nach weiteren 

homologen Chitinasen (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), dass diese Konservierung nur 

noch für zwei weitere Brandpilze (Pseudozyma hubeiensis und P. antarctica) zu finden ist. 

Dieses deutet bereits darauf hin, dass diese Domäne möglicherweise für die Sekretion benö-

tigt, für die chitinolytische Aktivität jedoch entbehrlich sein könnte. 

2.1.2.2 Untersuchung verkürzter Cts1-Varianten im Gus-Reportersystem 
Um die Funktionen der verschiedenen Sequenzabschnitte in Cts1 in Bezug auf die Sekretion 

näher untersuchen zu können, wurden Stämme generiert und analysiert, die Gus-Cts1-

Fusionsproteine mit verkürzten Cts1-Varianten produzierten. Die Anwendung des etablierten 

Gus-Reportersystems hat dabei den Vorteil, dass die Sekretionseffizienz leicht über die 

Messung der Gus-Aktivität in Zellextrakten und Überständen ermittelt werden kann. Die ver-

schiedenen Gus-Cts1-Fusionskonstrukte mit verkürzten Cts1-Varianten sind schematisch in 

Abbildung 2.3 B dargestellt. 

Bei den Cts1-Varianten handelte es sich zunächst einmal um fünf N-terminale und die dazu 

entsprechend gegensätzlichen fünf C-terminalen Verkürzungen von Cts1, die an der Se-

quenzhomologie der drei orthologen Chitinasen orientiert waren. Weiter wurde eine Variante 

mit vollständig entfernter Glyco_18-Domäne erstellt. Zusätzlich wurden drei Varianten mit 79, 

31 bzw. 9 deletierten konservierten Aminosäuren innerhalb der Glyco_18-Domäne herges-

tellt. Die letzteren Varianten wurden nicht sequenzspezifisch erstellt, sondern aufgrund der 

dort befindlichen Restriktionsschnittstellen und dem damit geringen Klonierungsaufwand und 

sollten zur Aufklärung der Rolle der Glyco_18-Domäne bei der Sekretion von Cts1 beitragen. 

Zunächst wurde die Produktion der verschiedenen Fusionsproteine durch eine Western Blot-

Analyse von entsprechenden Zellextrakten bestätigt (Abb. 2.3 C). Um zu analysieren, ob und 



Ergebnisse 
 

34 
 

wie effizient die verschiedenen Gus-Cts1-Fusionsproteine sekretiert werden, wurden die 

Gus-Aktivitäten in Zellextrakten und Überständen von Sporidien gemessen. In dem gezeig-

ten Balkendiagramm (Abb. 2.3 B, rechts) sind die Aktivitäten jeweils in Relation zu den Akti-

vitäten des Volllängenproteins dargestellt. Die zentrale Erkenntnis aus diesen Analysen war, 

dass der N-Terminus von Cts1 (AS 1-102) nicht für die Sekretion von Cts1 benötigt wird. 

Sowohl die Variante mit Cts142-502 als auch Cts1103-502 wiesen in Kulturüberständen vergleich-

bare Aktivitäten zu denen des Volllängenproteins auf. Im Gegensatz dazu scheinen alle an-

deren Cts1-Varianten die Sekretion nicht zu ermöglichen. Die Gus-Aktivitätsmessungen in 

Zellextrakten zeigten, dass zwar alle Fusionsproteine Aktivität aufwiesen, sich diese jedoch 

teilweise stark unterschieden. Auffällig war dabei, dass gerade die Aktivitäten der Fusions-

proteine mit sehr kurzen Cts1-Sequenzen besonders hoch waren. Dieses passt dazu, dass 

auch cytoplasmatisches Gus deutlich aktiver war als die Fusionen mit Cts1 (Abb. 2.2 B). 

Somit scheint die Gus-Aktivität bei diesen Proteinen nicht so stark durch die Struktur des 

Gesamtproteins gestört zu sein, wie es möglicherweise bei Fusionen mit längeren Cts1-

Sequenzen der Fall ist. Wie die Western Blot-Analyse zeigt, könnten auch erhöhte Protein-

konzentrationen eine Erklärung für die hohen Aktivitäten der kürzeren Fusionsproteine sein. 
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Abbildung 2.3 : Analyse der Sekretion von verkürzten Cts1-Varianten mit Hilfe des Gus-Reportersystems 
(A) Aminosäuresequenzvergleich der Endochitinase Cts1 aus Ustilago maydis (Um) mit orthologen Chitinasen 
aus Ustilago hordei (Uh) und Sporosorium relianum (Sr). Homologe Aminosäuren sind grün hinterlegt. Die für 
Chitinasen der Glykosyl-Hydrolase-Familie 18 typische Glyco_18-Domäne ist durch eine schwarze Umrandung 
markiert. Die essentiellen Aminosäuren der katalytische Domäne (DxDxE) sind von einem roten Kasten umran-
det. Pfeile und dazugehörige Aminosäurepositionen dienen der Verdeutlichung der in Abbildungsteil B dargestell-
ten Cts1-Verkürzungen. (B) Gus-Cts1-GTH Fusionsproteine mit verkürzten Cts1-Varianten und die Gus-
Aktivitäten der entsprechenden Stämme. Auf der linken Seite sind die Gus-Cts1-GTH-Varianten mit den unter-
schiedlichen Cts1-Verkürzungen schematisch dargestellt. Zusätzlich sind die in den Konstrukten vorhandenen 
bzw. deletierten Aminosäuren (As) angegeben. Auf der rechten Seite sind Gus-Aktivitäten in Zellextrakten (hell-
blau) und in Überständen (dunkelblau) von hefeartig wachsenden Kulturen vergleichend dargestellt. Für die Dar-
stellung wurden die ermittelten Aktivitäten des Stammes mit Volllängenfusionsprotein (As 1-502) auf 100% ge-
setzt. Bei den Daten handelt es sich um Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten. (C) Western Blot-
Analyse von denaturierten Zellextrakten der Stämme, welche die Gus-Cts1-GTH-Proteine mit verkürzten Cts1-
Varianten produzieren. Es wurden jeweils 10 µg Gesamtprotein auf ein 8% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. 
Zur Detektion der Proteine wurde der Anti-Gfp-Antikörper verwendet (oben). Um gleiche Mengen an Gesamtpro-
tein zu bestätigen, wurde die Membran mit Coomassie gefärbt (unten). 

Eine Besonderheit scheinen die beiden N-terminal verkürzten Fusionsproteine Gus-Cts1319-

502-GTH und Gus-Cts1235-502-GTH auszumachen. Beide Proteine wiesen lediglich sehr gerin-

ge intrazelluläre Gus-Aktivitäten auf. Auch wenn die Western Blot-Analyse (Abb. 2.3 C) eine 

normale Produktion der entsprechenden Proteine bestätigte, könnte trotzdem eine verringer-

te Proteinstabilität die reduzierten Aktivitäten zur Folge gehabt haben. So gelang der Nach-

weis der zwei Varianten nur in denaturierenden Proteinextrakten wohingegen in Western 

Blot-Analysen von nativen Zellextrakten ausschließlich diese beiden Fusionsproteine nicht 

detektiert werden konnten (Daten nicht gezeigt). Da auch die Gus-Aktivität in nativen Zellex-

trakten bestimmt wurde, könnte somit vermutet werden, dass die beiden besagten Proteine 

deutlich instabiler sind als die anderen Fusionsproteine. 

Zusätzlich zu der Untersuchung der Gus-Aktivitäten in Zellextrakten und Überständen von 

hefeartig wachsenden Zelle wurden auch Überstände von filamentös wachsenden Kulturen 

analysiert (Daten nicht gezeigt). Mit Ausnahme eines Stammes, nämlich des Gus-Cts1103-502-

GTH produzierenden Stammes, waren die Gus-Aktivitäten mit den Aktivitäten während des 

hefeartigen Wachstums vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Der Gus-Cts1103-502-GTH Stamm 
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wurde als Träger der kürzesten noch sekretierten Version sowie aufgrund dieser abweichen-

den Aktivitäten in Überständen von Sporidien und Filamenten näher charakterisiert. 

Wie Abbildung 2.4 A nochmals aufzeigt, war die Gus-Aktivität des Gus-Cts1103-502-GTH 

Stammes in Überständen von hefeartig wachsenden Kulturen mit der Aktivität des Stammes, 

welcher das Volllängenprotein produziert, vergleichbar. In Überständen von filamentös 

wachsenden Kulturen war dies jedoch nicht der Fall (Abb. 2.4 B). Hier war die Aktivität im 

Überstand des Gus-Cts1103-502-GTH produzierenden Stammes um etwa 75% deutlich redu-

ziert. 

 
 
 
 
 
Abbildung 2.4: Bestimmung der Gus-
Aktivität in Stämmen mit N-terminal 
verkürztem Cts1 
(A-C) Gus-Aktivitätsassays in Überstän-
den von: hefeartig wachsenden Kulturen 
(A), filamentös wachsenden Kulturen (B) 
und filamentös wachsenden Kulturen 
nach permeabilisierung der Zellmembran 
durch Digitonin. (C). MUG diente jeweils 
als Substrat. Die Diagramme zeigen 
Mittelwerte von jeweils drei unabhängi-
gen Experimenten, wobei die Fehlerbal-
ken die Standardabweichungen darstel-
len. 
(D) Western Blot-Analyse von denaturier-
ten Zellextrakten. Es wurden jeweils 10 
µg Gesamtprotein auf ein 8% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Zur De-
tektion der Proteine wurde der Anti-Gfp-
Antikörper verwendet (oben). Um gleiche 
Mengen an Gesamtprotein zu bestätigen, 
wurde die Membran mit Coomassie ge-
färbt (unten). 

Wie weiterführende Untersuchungen zeigten, war diese reduzierte Aktivität nicht auf eine 

verringerte Sekretion des Fusionsproteins zurückzuführen. So zeigten Analysen von filamen-

tös wachsenden Kulturen nach Membranpermeabilisierung mit Digitonin (Abb. 2.4 C), dass 

auch die zugehörige cytoplasmatische Aktivität deutlich reduziert war. Die Western Blot-

Analyse von Zellextrakten der Filamente in Abbildung 2.4 D belegt, dass die Proteinkonzent-

rationen von Volllängenprotein (Spur 1) und dem Gus-Cts1-Fusionsprotein mit deletiertem N-

Terminus (Spur 2) vergleichbar waren. Hieraus lässt sich schlussfolgern, dass die intrinsi-

sche Aktivität des Gus-Cts1103-502-GTH Fusionsproteins in Filamenten im Vergleich zu Spori-

dien reduziert ist. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die reduzierte Aktivität 

nicht doch auf eine geringere Proteinkonzentration zurückzuführen ist. Die in der Western 

Blot-Analyse untersuchten Zellextrakte der Filamente, waren nach einem Protokoll durchge-

führt worden, bei dem die Proteine sofort denaturiert werden, um proteolytische Degradie-

rung auszuschließen. Bei der Analyse der Gus-Aktivität bleiben die Fusionsproteine nach der 
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Membranpermeabilisierung durch Digitonin nativ im Überstand der Kultur, die dann mit dem 

Gus-Substratpuffer versetzt wird. Da die Aktivität hier jedoch über einen Zeitraum von 4,5 

Stunden ermittelt wird, ist eine proteolytische Degradierung des Gus-Cts1103-502-GTH Fusi-

onsproteins nicht auszuschließen. Um zu untersuchen ob der N-Terminus von Cts1 mögli-

cherweise für die Assoziation mit Zellwandstrukturen verantwortlich ist, wurde auch ein 

Stamm hergestellt, der eine Cts1103-502-Gus-GTH Variante produziert. X-Gluc-Platten- bzw. -

Membranassays sowie Gus-Aktivitätsanalysen in Überständen deuteten darauf hin, dass 

diese Variante ebenso wie die entsprechende Volllängenvariante (Cts1-Gus-GTH) nach der 

Sekretion an der Zellwand assoziiert bleibt (Ergebnisse nicht gezeigt). Folglich scheint der N-

Terminus nicht für die Assoziation mit der Zellwand benötigt zu werden. Zusammengefasst 

weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Cts1-Sekretion vermutlich nicht über eine klar 

definierte, kurze Signalsequenz in der Primärstruktur oder über ein Sekundärstruktur-Motiv 

vermittelt wird. Der N-Terminus von Cts1 wird für eine effiziente Sekretion und eine Assoziie-

rung mit der Zellwand nicht benötigt, könnte für Cts1 jedoch eine Funktion während des fila-

mentösen Wachstums haben. Hierdurch könnte die Gus-Aktivität oder die Stabilität des Fu-

sionsproteins verändert sein. 

2.2 Entwicklung eines Expressionssystems in U. maydis 
Die bisher erlangten Erkenntnisse über die Endochitinase Cts1 in U. maydis machen deut-

lich, dass der neu entdeckte unkonventionelle Sekretionsmechanismus ein großes Potential 

für biotechnologische Anwendungen haben könnte. Die Ergebnisse zeigen, dass heterologe 

Proteine über N-terminale Fusionen mit Cts1 in den Überstand sekretiert werden. Das wohl 

wichtigste Argument für ein solches Expressionssystem ist die Tatsache, dass die sekretier-

ten Proteine unglykosyliert ausgeschleust werden. Gerade für pharmazeutisch genutzte Pro-

dukte können unpassende Glykosylierungen unerwünschte Effekte haben (Ballew & 

Gerngross, 2004, Al-Ghouleh, 2011), so dass sich ein derartiges System für die Herstellung 

dieser Proteine als preiswerte Alternative zur teuren Produktion Säugerzellen anbieten könn-

te. 

2.2.1 Aufbau des Expressionssystems 
Die Analysen der Cts1-Sekretion mit dem Gus-Reportersystem haben bewiesen, dass ein 

heterologes Protein wie Gus über den Cts1-Sekretionsmechanismus in den Überstand ab-

gegeben werden kann. Eine Detektion oder Reinigung des Gus-Cts1-GTH Fusionsproteins 

aus dem Überstand blieb jedoch erfolglos. Bei der in Koepke et al. (2011) durchgeführte Pro-

teomanalyse von Membranproteinen wurden keine dem N-Terminus von Cts1 zugehörigen 

Peptide in der massenspektroskopischen Analyse gefunden. Dies lässt die Vermutung zu, 

dass sekretiertes Cts1 während oder nach der Translokation aus der Zelle proteolytisch, am 

N-Terminus, gespalten werden könnte. Eine Detektion oder Affinitätsreinigung des Volllän-
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genproteins wäre damit über den C-terminalen GTH-Tag nicht mehr möglich. Um dieses bei 

der Anwendung von Cts1 als Expressionssystem zu umgehen, wurde ein modifiziertes Inser-

tionsplasmid entwickelt, bei dem ein neuer SHH-Tag bestehend aus einem STReP-Tag (IBA, 

Göttingen), drei HA-Tags (Hemagglutinin-Tag) und einem Decahistidin-Tag zwischen dem 

jeweiligen Produkt und Cts1 positioniert ist (Abb. 2.5 A). Dieser SHH-Tag sollte eine Affini-

tätsreinigung und Detektion des Produktes auch nach einer potentiellen proteolytischen 

Spaltung von Cts1 am N-Terminus ermöglichen. Die Strategie mit dem STReP- und dem 

His-Tag zwei verschiedene Affinitätstags einzubauen, kann dabei von Vorteil sein, da ein 

solcher Tag eine zweistufige Affinitätschromatographie des Proteins ermöglicht, so dass eine 

besonders hohe Reinheit erzielt werden kann (‘tandemaffinitypurification‘; Rigaut et al., 

1999). Um dieses neue Vektorsystem auch auf Funktionalität testen zu können, wurde als 

Zielprotein erneut das Reporterenzym Gus verwendet. 

Abbildung 2.5: Aufbau und Funktionsanalyse eines modifizierten Insertionsvektor-Systems zur Sekretion 
heterologer Proteine 
(A) Schematische Darstellung des modifizierten Insertionsvektors. Der Vektor besitzt neben einer Ampicillin- 
(ApR) und Carboxin-Resistenz (cbxR) für die Selektion in E. coli bzw. die Insertion und Selektion in U. maydis, 
eine Expressionskassette für die Produktion des heterologen Cts1-Fusionsproteins. Die Expressionskassette 
besteht aus dem konstitutiven Promotor Potef, der für das Fusionsprotein (hier: Gus-SHH-Cts1) kodierenden Se-
quenz, der 3´UTR der ubi1-mRNA und dem Transkriptions-Terminator Tnos. Das zu exprimierende Fusionsprotein 
ist aus der Sequenz des Produktes (hier zu Analysezwecken gus), der Sequenz für einen SHH-Tag (bestehend 
aus einem STReP-Tag, drei HA-Tags und einem Deca-His-Tag) und der cts1 Sequenz (vermittelt die Sekretion) 
zusammengesetzt. Die jeweils einmalig vorkommenden Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen 
dienen dem einfachen Austausch der jeweiligen Genkassetten. Zur Insertion in den ip-Locus wurde das Plasmid 
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über die AgeI-Restriktionsschnittstelle linearisiert und in U. maydis transformiert. (B) Western Blot-Analysen von 
Reinigung des Gus-SHH-Cts1 Fusionsproteins aus Zellextrakten des entsprechenden Stammes. Das Protein 
wurde sowohl über den His-Tag als auch über den STReP-Tag aus Zellextrakten gereinigt, die aus einem Zellpel-
let einer 50 ml YL-Kultur (OD600 0,5) hergestellt wurde. Für die Western Blot-Analyse wurden jeweils 5 µl des 
Zellextrakts (Ze), des Durchflusses (Df), der Waschfraktionen (W1-3) und der Eluate (E1-3) auf ein 10% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Detektion erfolgte über den Anti-HA-Antikörper. (C) Gus-Aktivität im Überstand 
von hefeartig wachsenden AB33Gus-SHH-Cts1 Zellen. Als Kontrollen wurden auch Überstände des Vorläufer-
stamms AB33 (wt) und von Gus-Cts1-GTH exprimierenden Stämmen analysiert. Konstrukte mit angehängter ubi1 
3´UTR wurden in der Beschriftung durch ein u gekennzeichnet. MUG diente als Substrat. Das Diagramm zeigt 
Mittelwerte von drei unabhängigen Experimenten, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichungen darstellen. 
(D) Gus-Aktivität im Überstand von filamentös wachsenden Zellen der unter (C) beschriebenen Stämme. MUG 
diente als Substrat. Das Diagramm zeigt Mittelwerte von drei unabhängigen Experimenten, wobei die Fehlerbal-
ken die Standardabweichungen darstellen. 

Das neue Vektorsystems wurde so aufgebaut, dass die einzelnen Plasmidelemente mög-

lichst einfach über einmalig vorhandene Restriktionsschnittstellen ausgetauscht oder neue 

Elemente, wie Proteaseschnittstellen oder weitere Affinitätstags, eingebracht werden kön-

nen. Dabei wurden für den SHH-Tag die Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen 

SfiII und AscI verwendet, um auch mit dem für U. maydis häufig genutzten SfiI-

Klonierungssystem (Brachmann et al., 2004) kompatibel zu sein. Um zu untersuchen, ob die 

Sekretion durch die Verstärkung eines möglichen gus-shh-cts1 mRNA-Transport gesteigert 

werden kann, wurde dem gus-shh-cts1 Transkript außerdem die 3´UTR von ubi1 angehängt. 

Die ubi1 mRNA gehört zu den durch Rrm4 am häufigsten transportierten mRNAs (Koepke et 

al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass die Transporteffizienz einer fremden mRNA durch 

die Fusion mit der CA-reichen 3´UTR von ubi1-mRNA erhöht werden kann (König et al., 

2009). Auch bei diesem Vektorsystem wurde die bereits beschriebene, über die Carboxin-

Resistenz (cbxR) vermittelte Insertionsmethode verwendet (siehe 2.1.1). Hierüber können die 

entsprechenden Plasmide gezielt in den ektopischen ip-Locus inseriert werden. 

2.2.2 Funktionelle Analyse des Expressionssystems  
Um die Funktionalität und die Effizienz des Expressionssystems testen zu können, wurde 

über die Transformation des in Abbildung 2.5 A dargestellten Insertionsplasmids ein 

AB33Gus-SHH-Cts1 Teststamm erstellt. Dieser exprimiert das Gus-SHH-Cts1 Fusionspro-

tein unter Kontrolle des konstitutiven Promotors Potef. Da die interne Position des SHH-Tags 

zwischen Gus und Cts1 seine Funktionalität beeinträchtigen könnte, wurde zunächst unter-

sucht, ob eine Affinitätsreinigung des Fusionsproteins aus Zellextrakten möglich ist. Dazu 

wurde das Gus-SHH-Cts1 Fusionsprotein sowohl über den His-Tag als auch über den 

STReP-Tag aus Zellextrakten von Sporidien aufgereinigt. Die in Abbildung 2.5 B dargestell-

ten Western Blot-Analysen der gewonnenen Fraktionen zeigten, dass die Affinitätsreinigung 

des Proteins generell über beide Affinitätstags möglich ist. Bei der Reinigung über den His-

Tag scheint hier zwar deutlich mehr Protein angereichert worden zu sein, andererseits darf 

hier nicht übersehen werden, dass für die His-Reinigung eine Kombination aus Batch- und 

Säulen-Verfahren angewendet wurde, wohingegen die STReP-Reinigung über eine Säule 
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durchgeführt wurde. Bei einer Affinitätsreinigung aus größeren Volumen, wie beispielsweise 

aus Überständen, könnte das Ergebnis somit anders ausfallen.  

Zur Untersuchung der Sekretion von Gus-SHH-Cts1 wurden zellfreie Überstände des ent-

sprechenden Stammes auf Gus-Aktivität getestet. Um dabei Vergleiche zum vorher verwen-

deten Gus-Cts1-GTH Fusionsprotein anstellen und parallel die Auswirkung der an das 

Transkript angehängten 3´UTR von ubi1 bewerten zu können, wurden auch Überstände von 

Stämmen analysiert, die das Gus-Cts1-GTH Fusionsprotein sowohl mit (Gus-Cts1-GTH), als 

auch ohne ubi1 3´UTR (Gus-Cts1-GTHu) exprimieren. Die Abbildung 2.5 zeigt Gus-

Aktivitäten in Überständen von hefeartig wachsenden Kulturen (C) und von filamentös wach-

senden Kulturen (D). Für die beiden Stämme konnten sowohl in Überständen von Sporidien 

als auch in Überständen von Filamenten keine Aktivitätsunterschiede festgestellt werden. 

Dieses zeigt, dass ein Anhängen der ubi1 3´UTR an entsprechende mRNAs keinen Vorteil 

für die Sekretion der Fusionsproteine zu bringen scheint. Da jedoch nicht auszuschließen 

war, dass ein positiver Effekt der ubi1 3´UTR durch andere limitierende Faktoren des Sekre-

tionsapparates, häufig als ‘bottlenecks‘ bezeichnet, verdeckt wurden und dieses Element 

auch keine negativen Auswirkungen hatte, wurde die ubi1 3´UTR auch in den folgenden wei-

terentwickelten Expressionsplasmiden beibehalten. Vergleicht man die Gus-Aktivitäten in 

Überständen von Gus-Cts1-GTH und Gus-SHH-Cts1 Stämmen, so sind diese während des 

hefeartigen Wachstums auf dem gleichen Niveau. In Überständen von Filamenten war die 

Aktivität beim Gus-SHH-Cts1 Stamm dagegen um 50% reduziert. Analysen der cytoplasma-

tischen Gus-Aktivitäten (Daten nicht gezeigt) deckten jedoch auf, dass auch hier die intrinsi-

sche Gus-Aktivität des Fusionsproteins reduziert war, und die geringere Aktivität somit ver-

mutlich nicht auf eine schlechtere Sekretion zurückzuführen war. Da für die Proteinprodukti-

on aufgrund der einfacheren Handhabung zunächst hefeartig wachsende Zellen von größe-

rem Interesse waren, bestätigen die Ergebnisse daher, dass das modifizierte Expressions-

system zu Produktion, Sekretion und Affinitätsreinigung von heterologen Proteinen geeignet 

ist. 

2.2.3 Quantifizierung von sekretiertem Gus-Cts1-Fusionsprotein 
Für die Weiterentwicklung des Expressionssystems war eine Abschätzung der Ausbeute des 

sekretierten Proteins nach Cts1-vermittelter Sekretion nötig. Eine Quantifizierung des Gus-

Cts1-Fusionsproteins gestaltete sich jedoch zunächst als schwierig, da das Protein weder 

durch Präzipitation noch durch Affinitätsreinigung mit anschließender Western Blot-Analyse 

im Überstand detektiert werden konnte. Da in Zellextrakten bereits gezeigt worden war, dass 

eine Affinitätsreinigung und Detektion des Fusionsproteins generell möglich sein müsste 

(Abb. 2.5), war zu vermuten, dass nur sehr wenig intaktes Volllängen-Fusionsprotein in 

Überständen vorhanden war. Da das Reporterenzym Gus aber in Kombination mit dem sehr 
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sensitiven Substrat MUG die Detektion der Gus-Aktivität in Überständen ermöglicht, wurde 

hierüber eine Quantifizierung der entsprechenden Gus-Proteine vorgenommen.  

Abbildung 2.6: Quantifizierung des Gus-SHH-Cts1 Fusionsproteins in Überständen von Sporidien 
(A) Coomassie gefärbtes SDS-Polyacrylamidgel mit, in E. coli exprimiertem und affinitätsgereinigtem Gus-SHH 
Fusionsprotein. Es wurden 110 µg Gesamtprotein auf ein 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Das Gus-SHH 
Fusionsprotein besitzt rechnerisch eine molekulare Masse von 79 kDa. (B) Kalibrierungskurve für den Gus-
Aktivitätsassay. Die Kurve wurde durch Messen der Gus-Aktivitäten von definierten Mengen (0,5; 1; 2 und 5 ng) 
des affinitätsgereinigten Gus-SHH Fusionsproteins erstellt. Der Gus-Assay wurde dabei auf die gleiche Weise, 
wie bei Gus-Assays von Überständen durchgeführt, wobei die CM-Überstände durch CM-Medium mit gereinigtem 
Gus-SHH aus E. coli ersetzt wurden. Das Diagramm entstand aus Mittelwerte von drei unabhängigen Messun-
gen, wobei die Fehlerbalken die Standardabweichungen darstellen. Parallel wurde auch die Gus-Aktivität in hefe-
artig wachsenden U. maydis Kulturüberständen des AB33 Ausgangsstammes, des Gus-SHH-Cts1 Stammes und 
eines Gus-SHH Kontrollstammes gemessen (siehe C). Die schwarzen, unterbrochenen Linien spiegeln die ge-
messene Aktivität und daraus resultierende Proteinmenge in 1 ml Überstand des Gus-SHH-Cts1 Stammes wie-
der. (C) Über die Gus-Kalibrierungskurve und die Gus-Aktivitätsmessungen ermittelte Gus-Mengen in einen Liter 
Überstand von Sporidien. Es handelt sich um Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten, wobei Standard-
abweichungen als Fehlerbalken dargestellt sind. 

Um dieses umzusetzen, wurde zunächst ein Gus-SHH Fusionsprotein in E. coli produziert 

und mittels Nickel-Chelat-Affinitätschromatographie gereinigt. In Abbildung 2.6 A ist ein coo-

massiegefärbtes SDS-Polyacrylamidgel gezeigt, auf dem das entsprechende Eluat aufgetra-

gen wurde. Da das Coomassie-Gel eine starke Anreicherung des Gus-SHH Fusionsproteins 

im Eluat belegte, konnte die Konzentration des Fusionsproteins, mittels Bradford-Analyse, 

abgeschätzt werden. Nun konnten die Gus-Aktivitäten definierter Mengen (0,5; 1; 2; und 5 

ng) des Gus-SHH Proteins aus E. coli in dem Gus-Aktivitätsassay bestimmt werden und so-

mit eine linear verlaufende Gus-Eichgerade erstellt werden (Abb. 2.6 B). Die Gus-

Messungen wurden dabei so durchgeführt, dass die Werte mit der parallel gemessenen Gus-

Aktivität im Überstand des hefeartig wachsenden U. maydis Stammes AB33Gus-SHH-Cts1 

vergleichbar waren. Somit konnte man über die Eichgerade und die ermittelte Gus-Aktivität 

im AB33Gus-SHH-Cts1 Überstand grob bestimmen, wieviel aktives Gus sekretiert worden 

war (Abb. 2.6 B, schwarze gestrichelte Linie). Wie Abbildung 2.6 C zeigt, ergab sich daraus 

eine Konzentration von nur 1,1 µg in einem Liter Überstand bezogen auf eine OD600 von 1. 
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2.3 Cts1-vermittelter Export von Lipasen 
Um die Produktion von heterologen Proteinen im neu entwickelten Expressionssystem in U. 

maydis an einem Beispiel anzuwenden, sollten in diesem Teil der Arbeit Lipasen über den 

Cts1-vermittelten Weg exportiert werden. Lipasen stellen hierbei gute Testproteine dar, da 

sie einerseits zu den wichtigsten biotechnologisch genutzten Enzymen gehören, andererseits 

aufgrund ihrer Hydrophobizität für viele Expressionssysteme eine Herausforderung darstel-

len (Jung & Park, 2008, Larsen et al., 2008). Exprimiert werden sollten die sehr bekannte 

Lipase CalB (Genbank: ACI06118) aus Pseudozyma aphidis sowie eine thermostabile Lipa-

se LipT (Genbank: JQ028671) aus der Metagenombank einer Heizungsanlage. CalB dient 

hier gerade deshalb als sinnvolle Testlipase, da sie bereits in vielen Expressionssystemen 

erfolgreich produziert wurde und man somit eine Vergleichsmöglichkeit zu Systemen in an-

deren Organismen hat (Høegh et al., 1995, Tamalampudi et al., 2007, Larsen et al., 2008, 

Kunigo et al., 2013). Bei LipT handelt es sich um eine neu entdeckte Lipase, die in E. coli nur 

in relativ geringen Mengen produziert werden konnte (Chow et al., 2012; persönliche Mittei-

lung J. Chow). Die zugehörige Aminosäuresequenz wurde im Zuge einer Kooperation mit 

dem Institut für Mikrobiologie und Biotechnologie der Universität Hamburg von Jennifer 

Chow und Wolfgang Streit bereitgestellt. Ein bekanntes Problem bei der Expression von he-

terologen Proteinen ist der vom Expressionsorganismus abweichende Codongebrauch (‘co-

don usage‘) in den entsprechenden DNA-Sequenzen. Hierdurch kann es einerseits zu ineffi-

zienter Translation aufgrund zu niedriger Konzentrationen der entsprechenden tRNAs und 

andererseits auch zum Abbruch der Transkription durch vorzeitige Polyadenylierung inner-

halb der kodierenden Region kommen (Zarnack et al., 2006, Tokuoka et al., 2008). Um die-

sem Problem vorzubeugen, wurden die entsprechenden DNA-Sequenzen der Lipasen für 

den Codongebrauch von U. maydis optimiert (Abb. 2.7).  
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Abbildung 2.7: Codonoptimierung der Lipasen CalB und LipT  
(A-B) Die original DNA-Sequenz zweier Lipasen wurde jeweils an den Codongebrauch von U. maydis angepasst. 
Veränderte Basen sind grau hinterlegt und betreffen meist nur die dritte Base der Codons. Nach dem Start-codon 
(ATG) wurde jeweils ein GCG, kodierend für Alanin, eingefügt, um eine Erkennungssequenz für die Restriktion-
sendonuklease NcoI zu schaffen. Die gezeigten DNA-Sequenzen kodieren jeweils für die reifen Proteine. (A) 
Codon-optimierte DNA-Sequenz von CalB. (B) Codon-optimierte DNA-Sequenz von LipT.  

Die Optimierung erfolgte nach einer in Zarnack et al. (2006) näher beschriebenen Methode. 

Dabei wurde für jeweils zwei benachbarte Aminosäuren möglichst das höchstfrequentierte 

Dicodon verwendet, was schließlich in einer Reihe von überlappenden Dicodons resultierte. 

Sekretierte Enzyme wie Proteasen oder Lipasen besitzen zusätzlich zu dem N-terminalen 

Signalpeptid häufig ein Propeptid. Auch das Propeptid wird im Verlauf der Proteinreifung 

abgespalten. Unter anderem kann eine solche Prozessierung für die Ausbildung des nativen, 

aktiven Proteins benötigt werden. Die CalB Lipase besitzt zwar ein sieben Aminosäure lan-

ges Propeptid (siehe Abb. 2.8), dessen Funktion noch nicht genau bekannt ist, dieses wurde 

jedoch für die Produktion einer aktiven CalB Lipase in P. pastoris oder E. coli nicht benötigt 

(Larsen et al., 2008). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde entschieden, die Lipasen auch in U. 

maydis ohne Signal- und Propeptid zu exprimieren. Die in Abbildung 2.7 dargestellten opti-

mierten Sequenzen kodieren daher jeweils für die reifen Lipasen. Synthetisiert wurden die 

DNA-Sequenzen von der Firma GeneArt (Invitrogen).  

2.3.1 Reduktion der lipolytischen Hintergrundaktivität 
Die bisherigen Ergebnisse zur Sekretion von heterologen Proteinen wie Gus über den Cts1-

Sekretionsweg suggerierten, dass nur relativ geringe Mengen an aktivem Produkt in den 

Überständen vorhanden sind. Um eine erfolgreiche Sekretion von Lipase-Cts1-

Fusionsproteinen detektieren zu können, sollte die von U. maydis Lipasen vermittelte lipolyti-

sche Hintergrundaktivität möglichst gering sein. Dazu sollten zunächst von U. maydis sekre-

tierte Lipasen bioinformatisch identifiziert und analysiert werden, mit dem Ziel einen entspre-

chenden Deletionsstamm mit reduzierter Hintergrundaktivität herzustellen.     
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2.3.1.1 Bioinformatische Analyse möglicher sekretierter U. maydis Lipasen  
Die U. maydis Genom-Datenbank (MUMDB; http://mips.helmholtz-

muenchen.de/genre/proj/ustilago/) enthält mindestens 25 Gene, die für mögliche Lipasen 

codieren (Mewes et al., 2002, Kämper et al., 2006). Bioinformatische Analysen (SignalP 4.1, 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) zeigen, dass davon wahrscheinlich mindestens sie-

ben sekretiert werden. Bei einem überlappenden Aktivitätsprofil der entsprechenden Lipasen 

mit CalB oder LipT könnte dies die Detektion der zu exprimierenden Lipasen CalB und LipT 

in Überständen unmöglich machen. Bei Sequenzvergleichen zwischen CalB und den sieben 

voraussichtlich sekretierten Lipasen zeigte sich, dass die Lipase Uml2 (Um01422) mit 66% 

Sequenzidentität (siehe Abb. 2.8 A) die höchste Identität zu CalB im Vergleich zu den ande-

ren Lipasen (14% bis 19% Sequenzidentität) besitzt. Sucht man mittels BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) nach verwandten Proteinen zur CalB Lipase aus P. 

aphidis, gehört Uml2 aus U. maydis (67% Identität) nach drei Lipasen aus den sehr nah ver-

wandten Organismen Ustilago hordei (75% Identität), Sporisorium relianum (74% Identität) 

und Pseudozyma hubeiensis (71% Identität) zu den Lipasen mit der höchsten Sequenziden-

tität. Aufgrund dieser hohen Identität von Uml2 und CalB ist zu vermuten, dass diese Lipasen 

auch eine überlappende Aktivität aufweisen könnten und somit eine Deletion der Uml2 Lipa-

se im Expressionsstamm zur Reduktion der spezifischen Hintergrundaktivität führen könnte. 

Zu der thermostabilen Lipase LipT besitzen die sieben sekretierten Lipasen hingegen ledig-

lich Sequenzidentitäten von 11% bis 17%. Damit ist eine überlagernde Aktivität dieser Lipa-

sen mit LipT eher unwahrscheinlich, was Deletionen weitere Lipasen unnötig machen sollte.  

2.3.1.2 Charakterisierung eines uml2 Deletionsstammes 
Aufgrund der bioinformatischen Ergebnisse sollte Uml2 im AB33 Stammhintergrund mit dem 

Ziel deletiert werden, die CalB spezifische, lipolytische Hintergrundaktivität des Stamms zu 

reduzieren. Damit sollten Bedingungen geschaffen werden, bei denen die Aktivitäten der 

heterolog exprimierten Lipasen nachgewiesen werden können. Im Rahmen einer Bachelor-

arbeit wurden entsprechende Deletionsstämme in den Stammhintergründen SG200 und 

AB33 hergestellt und phänotypisch näher untersucht (M. Terfrüchte, Bachelorarbeit 2011). 

Bei der ersten Analyse des uml2Δ-Stammes waren zunächst keine besonderen Veränderun-

gen auszumachen: Die Zellmorphologie des AB33uml2Δ Stammes war sowohl während des 

hefeartigen als auch während des filamentösen Wachstums unverändert zum Ausgangs-

stamm. Eine erste vergleichende Mais-Infektionsstudie zeigte für einen solopathogenen 

SG200uml2Δ Stamm keine signifikant veränderten Symptome im Vergleich zur Infektion mit 

dem Ausgangsstamm SG200 (M. Terfrüchte, Bachelorarbeit 2011). Auch Analysen zur lipo-

lytischen Aktivität des Deletionsstammes auf CM-Glukoseplatten mit Tributyrin wiesen kaum 

Unterschiede zum Ausgangsstamm auf. In weiteren Versuchen zeigte sich jedoch, dass ein 

starker lipolytischer Phänotyp erst nach längerer Kultivierung bzw. Inkubation der entspre-
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chenden Stämme auftrat (diese Arbeit). In den folgenden Abschnitten sollten die Bedingun-

gen, unter denen Uml2 die starke lipolytische Aktivität vermittelt, näher untersucht werden. 

Analyse der lipolytischen Aktivität im uml2-Deletionsstamm 
Zur Untersuchung der lipolytischen Aktivität wurden zunächst AB33 und AB33uml2Δ Kultu-

ren auf Indikatorplatten aufgetropft. Als Indikatoren für die lipolytische Aktivität wurden den 

Festmediumplatten die Substrate Tributyrin, Tween20 und Tween80 zugesetzt. Die milchige 

Trübung der Tributyrin-Festmediumplatten wird durch die Hydrolyse des Tributyrins zu Gly-

cerin und Buttersäure geklärt. Bei der Hydrolyse von Polysorbat 20 (Tween20) und Polysor-

bat 80 (Tween80) werden die freien Fettsäuren mit den vorhandenen Ca2+-Ionen zu einem 

weißlichen Calciumsalz präzipitiert. Eine veränderte lipolytische Aktivität des AB33uml2Δ  im 

Vergleich zum Ausgangsstamm konnte schließlich eindeutig nach einer Inkubation über drei 

Tage bei 28 °C auf Indikatorplatten ohne Glukose gezeigt werden (Abb. 2.8 B). So war um 

die Zellen des Ausgangsstammes AB33 bei allen Plattentests ein deutlich größerer Hof zu 

sehen als um den uml2-Deletionsstamm AB33uml2Δ. Der gebildete Hof auf der Tributyrin-

Platte war deutlich kleiner als die auf den Tween20- und Tween80-Platten. Die ringförmig 

gebildeten Caciumsalzpräzipitate auf den Tween-Platten unterschieden sich dadurch, dass 

sie auf Tween20 Platten zwar größer waren und hier bereits früher gebildet wurden (zwei 

Tage Inkubation), andererseits waren die Präzipitate auf den Tween80-Platten deutlich dich-

ter. Diese Unterschiede könnten jedoch auf die unterschiedliche Viskosität von Tween20 und 

Tween80 und eine damit verbundene unterschiedliche Festigkeit der Festmediumplatten 

zurückzuführen sein. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Uml2 vermittelte lipolytische Aktivität 

auf Indikatorplatten nur ohne zusätzliche Kohlenstoffquelle und nach einer längeren Inkuba-

tion auszumachen ist. Weiterhin visualisieren sie die deutliche Reduktion der lipolytischen 

Aktivität im Deletionsstamm.   
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Abbildung 2.8: Charakterisierung eines uml2-Deletionsstammes 
(A) Sequenzvergleich zwischen den Lipasen CalB aus P. aphidis (Pa) und Uml2 aus U. maydis (Um). Identische 
Aminosäuren sind blau hinterlegt. Die Sequenzidentität liegt bei 66%. In beiden Lipasen verbinden drei Disulfidb-
rücken (SS1, SS2 und SS3) die durch Kästchen markierten Aminosäuren. Glykosylierte Aminosäuren sind durch 
Sterne markiert. Vorhergesagte Signalpeptide enden an den mit offenen Pfeilen markierten Positionen. Der Be-
ginn des durch die Prozessierung des Propeptids entstehenden, reifen CalB Proteins ist durch einen ausgefüllten 
Pfeil markiert. Abbildung ertellt nach Buerth et al. (2014) (B) Analyse der lipolytischen Aktivität des AB33-
Ausgangsstammes und des uml2Δ-Stammes auf Indikatorplatten. Verwendet wurden CM-Festmedium-Platten 
mit 1% Tributyrin oder 0,2% Tween20 bzw. Tween80 und 0,6 mM CaCl2. Aufgetropft wurden jeweils 4 µl Kultur 
mit einer OD600 von 1. Die Platten wurden für drei Tage bei 28 °C inkubiert. Lipolytische Aktivität zeigte sich bei 
Tributyrin-Platten durch Klärung des getrübten Mediums um die gewachsenen Zellen. Bei Tween20 und Tween80 
Platten wird das Festmedium durch lipolytische Aktivität aufgrund der Fällung der entstehenden Fettsäuren durch 
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die Calciumionen eingetrübt. (C) Silbergefärbtes SDS-Polyacrylamidgel zum Sekretomvergleich des AB33-
Ausgangsstammes und des uml2Δ-Stammes. Auf einem 8% SDS-Polyacrylamidgel wurden präzipitierte Proteine 
aus 10 ml zellfreiem Kulturüberstand aufgetragen. Die Kulturen wurden mit einer anfänglichen OD600 von 0,5 für 
24 h kultiviert. Bei der mit dem Pfeil markierten Bande handelt es sich höchstwahrscheinlich um Uml2. (D) Diag-
ramm zur Wachstums-Analyse des AB33- und des Δuml2-Stammes in CM-Medium mit unterschiedlichen Subs-
tratzusätzen. Verglichen wurde das Wachstum in CM-Medium ohne Glukose, unter Zugabe von 1% Glukose (Glc) 
und unter Zugabe von 0,2% Tween20 bzw. Tween80. Die Kulturen wurden mit einer anfänglichen OD600 von 
ungefähr 0,05 über 24 h kultiviert. Die OD600 wurde die ersten acht Stunden jede zweite Stunde und nach 24 h 
bestimmt. Die gezeigten Experimente wurden in mindestens drei unabhängigen Experimenten wiederholt, wobei 
die in (D) gezeigten Werte aus den Mittelwerten von drei Experimenten resultieren.     

Vergleichende Sekretomanalyse des uml2-Deletionsstammes 
Da die Indikatorplatten gezeigt hatten, dass Uml2 vermittelte lipolytische Aktivität zwar erst 

bei länger andauerndem Wachstum festzustellen war, dann jedoch eine relativ starke Aktivi-

tät vermittelt, sollte in diesem Teil geprüft werden, ob sich das Uml2 Protein im Sekretom 

einer dichtgewachsenen AB33-Kultur nachweisen lässt. Dazu wurde eine vergleichende 

Sekretomanalyse zwischen AB33 und AB33uml2Δ durchgeführt, für die Proteine aus den 

zellfreien Kulturüberständen dichter Kulturen präzipitiert wurden (Abb. 2.8 B). Diese Vollme-

dium-Kulturen (YEPSL) waren zuvor mit einer anfänglichen OD600 von 1 über 24 Stunden 

kultiviert worden. Nach Auftrennung mittels SDS-Gelelektrophorese und nachvollgender Sil-

berfärbung ist in der Spur mit den präzipitierten Proteinen des AB33 Überstands eine Bande 

im Vergleich zur Spur mit präzipitierten Proteinen aus AB33uml2Δ Überständen deutlich ver-

stärkt. Die mit einem Pfeil markierte Bande passt mit einer Größe von etwas unter 40 kDa zu 

der erwarteten Größe von Uml2. Rechnerisch sollte Uml2 ein Molekulargewicht von 35 kDa 

besitzen, da Uml2 jedoch an mindestens einer Aminosäureposition N-glykosyliert wird (siehe 

Abb. 2.8 A, Buerth et al., 2014) und man für eine N-Glykosylierung etwa 2,5 kDa annehmen 

kann (Ansari et al., 2006), scheint die entsprechende Bande auf der richtigen Höhe zu lie-

gen. Das Ergebnis bestätigt, dass Uml2 unter diesen Bedingungen sekretiert wird und somit 

in relativ hohen Konzentrationen im Überstand vorhanden ist.  

Charakterisierung des Wachstumsverhaltens des uml2-Deletionsstammes auf Poly-
sorbaten   
Um zu analysieren, ob die Fähigkeit Tween20 bzw. Tween80 zu hydrolysieren Auswirkungen 

auf das Wachstumsverhalten von U. maydis hat, wurde das Wachstum von AB33- und 

AB33uml2Δ in CM-Flüssigmedium mit 0,2% Tween20 bzw. Tween80 untersucht (Abb. 2.8 

D). Zur Kontrolle wurden die Stämme auch in CM-Medium ohne weitere Kohlenstoffquelle 

oder mit 1% Glukose kultiviert. Wie zu erwarten wuchsen die Kulturen ohne weitere Kohlens-

toffquelle deutlich schlechter als mit Glukose. Hier gab es keine Wachstumsunterschiede 

zwischen AB33- und AB33uml2Δ-Kulturen. Durch die Zugabe von Tween20 oder Tween80 

wurde das Wachstum der Kulturen im Vergleich zum Wachstum in CM-Medium ohne Zusät-

ze nur sehr leicht gesteigert. Hierbei zeigte sich jedoch, dass AB33 ein etwas besseres 

Wachstum aufwies als der uml2Δ-Stamm. Dies galt insbesondere für das Wachstum auf 

Tween80. Hier war die OD600 nach 24 Stunden beim Ausgangsstamm AB33 im Vergleich zu 
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AB33uml2Δ um etwa 60% erhöht. Auffällig war, dass die Wachstumsunterschiede zwischen 

beiden Stämmen beim Wachstum auf Tween20 oder Tween80 erst nach sechs Stunden auf-

traten. Versuche, das Wachstum auf für U. maydis natürlicheren Substraten wie Maiskeimöl 

zu analysieren, gestalteten sich als schwierig, da sich das Medium hier, vermutlich durch 

freigesetzte Fettsäuren, eintrübte (Daten nicht gezeigt). Bei Analysen der Lebendzellzahl in 

solchen Kulturen zeigten sich hier jedoch keine Unterschiede zwischen beiden Stämmen, 

während sich die Wachstumsunterschiede bei Wachstum auf Tween20 und Tween80 bestä-

tigten (Daten nicht gezeigt). Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass U. maydis 

Tween20 und Tween80 unter diesen Bedingungen zwar nur schlecht verwerten kann, die 

Verstoffwechslung dieser Substrate jedoch durch Uml2 begünstigt wird.  

2.3.2 Etablierung eines Polysorbat-Assays zur Analyse lipolytischer Aktivität 
Um die von Uml2 vermittelte Hydrolyse von Tween20 und Tween80 näher zu untersuchen 

und gleichzeitig zu ermitteln, ob diese Substrate möglicherweise auch zur Analyse der lipoly-

tischen Aktivität von heterolog in U. maydis exprimierten Lipasen CalB und LipT eingesetzt 

werden können, sollte im folgenden Teil ein entsprechender Tween-Flüssigassay entwickelt 

werden. Polysorbate werden schon seit langer Zeit zur Analyse von lipolytischen Aktivitäten 

über titrimetrische Lipase-Assays eingesetzt (Bier, 1955). Die Methodik, des in dieser Arbeit 

für U. maydis etablierten Tween-Assays nach von Tigerstrom und Stelmaschuk (1989) ist 

jedoch 36-mal sensitiver als ein entsprechender titrimetrischer Assay und auch viermal sen-

sitiver als spektroskopische Methoden mit Substraten wie p-Nitrophenylpalmitat (von 

Tigerstrom & Stelmaschuk, 1989). Sie basiert darauf, dass die bei der Hydrolyse von Poly-

sorbaten freiwerdenden Fettsäuren durch Ca2+-Ionen zu einem feinen Calciumsalz gefällt 

werden. Der Substratumsatz kann somit durch den Anstieg der optischen Dichte bei 500 nm 

bestimmt werden. 

2.3.2.1 Analyse der lipolytischen Aktivität mittels Polysorbat-Assay 
Zur Analyse der lipolytischen Aktivität von Überständen wurden diese im Verhätnis 1:1 mit 

einer Substratlösung aus dem entsprechenden Polysorbat (Tween20 oder Tween80) und 

CaCl2 versetzt und bei 37 °C inkubiert. Während des Assays wurde über zwei Stunden jede 

Minute die OD500 gemessen. Das in Abbildung 2.9 A dargestellte Diagramm zeigt den Ver-

gleich des Substratumsatzes über die Messzeit in Überständen von Kulturen von AB33- und 

dem uml2Δ-Stamm.    
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Abbildung 2.9: Tween20/80-Flüssigtest zur Analyse der lipolytischen Aktivität des AB33-
Ausgangsstammes und des uml2Δ-Stammes 
(A) Diagramm mit dem zeitlichen Verlauf der Hydrolyse von Tween20 (Tw20) und Tween80 (Tw80) durch die 
Zugabe von zellfreien Überständen der Stämme AB33 und uml2Δ als Enzymquelle. Die bei der Hydrolyse von 
Tween20 und Tween80 entstehenden Fettsäuren werden durch CaCl2 gefällt, wodurch sich die Proben milchig 
eintrüben. Die Trübung wurde über die Messung der OD500 ermittelt. Die spektralphotometrische Messung fand 
bei 37 °C statt und die OD500 wurde über einen Zeitraum von zwei Stunden jede Minute gemessen. (B) Diagramm 
zur Darstellung der lipolytischen Aktivitäten in Überständen des AB33- und des uml2Δ-Stammes in OD500/min. 
Bei den dargestellten Werten handelt es sich um die Steigung aus drei Messpunkten (Zeitpunkte: 15, 16, 17 min) 
der Abbildung (A) zum Zeitpunkt der höchsten Steigung (siehe senkrechte, unterbrochene Linien in Abb. (A)). Bei 
den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten. In Abbildung (B) 
sind die entsprechenden Standardabweichungen als Fehlerbalken angegeben.         

Das Diagramm macht zunächst einmal deutlich, dass Tween20 und Tween80 nicht durch 

Überstände von Kulturen des uml2Δ-Stammes hydrolysiert werden können, da hier kein 

Substratumsatz festzustellen ist. Bei den Überständen von AB33 sind die Kurvenverläufe für 

den Substratumsatz von Tween20 und Tween80 sehr unterschiedlich. Betrachtet man den 

Kurvenverlauf des Ansatzes mit Überstand aus AB33 und Tween20 als Substrat, scheint der 

Substratumsatz bis zu einer OD500 von 0,7 stetig anzusteigen und sich anschließend eine 

Sättigung einzustellen. Wird der gleiche Überstand jedoch mit Tween80 als Substrat ange-

setzt, beginnt die Kurve erst nach 10 Minuten zu steigen. Hierbei handelt es sich um eine 

sigmoide Kurve, bei der in Relation zu der Kurve von Tween20 nur kurzzeitig ein stetiger 

Anstieg festzustellen ist. Die Kurve fällt dann bereits bei einer OD500 von 0,3 wieder ab. An-

nähernd gesättigt sind beide Kurven erst bei einem Wert von 1,1. Die Abbildung zeigt, dass 

es zum Beschreiben der Substratumsatzrate nicht zulässig ist, den Wert einer Endpunkt-

messung heranzuziehen. So liegen die Werte für Tween20 während der gesamten Messung 

über den Werten für Tween80, obwohl die Kurve von Tween80 kurzzeitig (zwischen den 

senkrechten, gestrichelten Linien) die höchste Steigung besitzt. Die Steigung der Tween20 

Kurve ist dagegen zwar stetig aber geringer. Der Vergleich der Substratumsatzraten ist in 

Abbildung 2.8 B dargestellt. Das Balkendiagramm resultiert aus der Steigung von jeweils drei 

Messpunkten mit der höchsten Steigung (15.-17. Minute). Sie verdeutlichen noch einmal, 

dass für den uml2Δ-Stamm keinerlei Substratumsatz festzustellen ist, was die Ergebnisse 

des Plattenassays bestätigt. Die Substratumsatzrate durch Überstände des AB33-

Ausgangsstammes liegt für Tween80 mit 0,019 OD500/min fast 1,5-mal so hoch wie für 

Tween20 (0,013 OD500/min). Dies zeigt, dass Tween80 unter den gegebenen Bedingungen 

ein besseres Substrat für Uml2 zu sein scheint als Tween20. Insgesamt deuten die Ergeb-
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nisse darauf hin, dass die Aktivitäten von CalB-Typ Lipasen sehr selektiv mit Polysorbat-

Assays analysiert werden können.   

2.3.2.2 Überprüfung der Polysorbathydrolyse durch heterolog exprimierte Lipasen 
Um einerseits zu bestätigen, dass die veränderte lipolytische Aktivität im uml2Δ-Stamm di-

rekt auf das Fehlen von Uml2 zurückzuführen ist und andererseits nachzuweisen, dass auch 

die lipolytische Aktivität einer heterolog exprimierten CalB Lipase über den Tween-Assay 

nachgewiesen werden kann, sollten die Aktivitäten entsprechender affinitätsgereinigte Lipa-

sen im Polysorbat-Assay analysiert werden. Bei den Analysen sollte sowohl Tween20 als 

auch Tween80 als Substrat verwendet werden, um gleichzeitig zu eruieren, welches der bei-

den Substrate sich für die Analyse von Uml2 und CalB besser eignet.  

 
Abbildung 2.10: Analyse der lipolytischen Aktivitäten von gereinigtem Uml2 und CalB im Tween-Assay 
(A) Aus P. pastoris affinitätsgereinigtes CalB-Myc-His auf einem coomassiegefärbten SDS-Polyacrylamidgel und 
auf einer Tributyrin-Indikatorplatte. Auf dem SDS-Polyacrylamidgel wurden jeweils 20 µl des Überstandes (Ü) und 
der Eluate (EL1-4) aufgetragen. Zur Bestätigung der lipolytischen Aktivität wurden jeweils 5 µl der Eluate auf 
Tributyrin-Indikatorplatten getropft. (B) Analyse der lipolytischen Aktivität von definierten Uml2 und CalB Mengen 
im Tween-Assay. Um eine Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der lipolytischen Aktivitätsbestimmungen in 
Überständen (Abb. 2.9) zu ermöglichen, wurden die Assays identisch durchgeführt. Überstände wurden hier je-
doch durch Medium mit entsprechenden Mengen (100, 150 und 200 ng) an affinitätsgereinigtem Uml2-His-Myc 
bzw. CalB-His-Myc ersetzt. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Substratumsatzraten, die aus der 
Steigung von drei Messpunkten zum Zeitpunkt der höchsten Steigung ermittelt wurden (Erläuterungen siehe Abb. 
2.9). Es handelt sich jeweils um Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen und die entsprechenden Stan-
dardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben.  

Für die Analyse wurden die entsprechenden Lipasen mit dem gut etablierten P. pastoris Ex-

pressionssystem produziert und mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie aus dem Über-

stand gereinigt. Die für CalB-Myc-His durchgeführte Affinitätsreinigung wurde mit dem in Ab-

bildung 2.10 A dargestellten coomassiegefärbten SDS-Polyacrylamidgel dokumentiert. Das 

Gel bestätigt eine saubere Elution des CalB-Myc-His Fusionsproteins. Um die lipolytische 

Aktivität des gereinigten Enzyms zu bestätigen, wurden die Eluate auf einer Tributyrin-

Indikatorplatte aufgetropft (Abb. 2.10 A, unten). Es bildeten sich deutliche geklärte Zonen, dis 

auf lipolytische Aktivität hinweisen. Die Affinitätsreinigung des Uml2-Myc-His wurde im Zuge 

einer Kooperation mit dem Institut für Molekulare Mykologie (Heinrich-Heine-Universität, 

Düsseldorf) von Christoph Buerth durchgeführt und für die Analysen in dieser Arbeit zu Ver-
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fügung gestellt. Nachdem die Proteinkonzentrationen der entsprechenden Eluate mittels 

Bradford-Analyse bestimmt worden waren, konnte die hydrolytische Aktivität definierte Men-

gen an Enzym in den Polysorbat-Assays analysiert werden (Abb. 2.10 B). Die Analyse er-

folgte nach dem Prinzip, wie es bereits für die Messung von lipolytischer Aktivität in zellfreien 

Überständen verwendet wurde (siehe 2.3.2.1). Zunächst einmal zeigen diese Ergebnisse, 

dass Uml2 eine höhere hydrolytische Aktivität für die Substrate Tween20 und Tween80 be-

sitzt als CalB. So ist die Substratumsatzrate bei Uml2 durchschnittlich 2,5-mal so hoch wie 

bei CalB bei Verwendung von Tween20 als Substrat und sogar 13-mal so hoch wie bei CalB 

bei der Verwendung von Tween80 als Substrat. Weiter scheint für Uml2 Tween80 das etwas 

bessere Substrat zu sein, da die Substratumsatzrate von Tween80 durchschnittlich 1,4-mal 

so hoch war wie von Tween20. Bei CalB ist der Substratumsatz hingegen bei Tween20 bes-

ser, die Rate war hier im Vergleich zu Tween80 3,6-mal so hoch. Beurteilt man diese Ergeb-

nisse danach, welches der Polysorbate sich für einen einheitlichen Polysorbat-Assay für 

Uml2 und CalB besser eignet, so stellt sich Tween20 als das geeignetere Substrat heraus. 

Hier spielt insbesondere die Tatsache eine Rolle, dass die Substratumsatzraten für Tween80 

durch CalB deutlich geringer sind als für Tween20. Der Vorteil des Substrats Tween80 ge-

genüber Tween20 für Uml2 ist hingegen relativ gering. Ein weiterer wichtiger Grund sich für 

Tween20 als Substrat festzulegen ist der im Teil 2.3.2.1 erläuterte sigmoide Verlauf der 

Substratumsatzkurve für Tween80. Diese sigmoide Kurve erschwert die Auswertung der 

Subtratumsatzrate im Vergleich zu der stetig steigenden Kurve für das Tween20 Substrat 

deutlich. Für die folgenden Polysorbat-Assays wurde somit nur noch Tween20 verwendet.            

2.3.2.3 Nachweisgrenze des Tween20-Assays für die Lipasen Uml2 und CalB 
Um die Sensitivität des Tween20-Assays zu untersuchen, wurden die lipolytischen Aktivitä-

ten von geringen Konzentrationen der aus P. pastoris gewonnenen Lipasen Uml2 und CalB 

im Tween20-Assay analysiert. Zur Bestimmung der Aktivität wurde hier jedoch nicht, wie in 

den bisher gezeigten Polysorbat-Assays, der Anstieg der Trübung (OD500/min) gemessen, 

sondern eine Endpunktmessung der OD500 nach 24 Stunden durchgeführt.  

 
  

Die Werte des in Abbildung 2.11 dargestellten Balkendiagramms zeigen, dass eine Analyse 

der Hydrolyse von Tween20 durch Uml2 und CalB auch nach 24-stündiger Inkubation mög-

lich ist. Auch unter diesen Bedingungen schien es keinerlei Autohydrolyse des Tween20 

Abbildung 2.11: Ermittlung der Nachweisgrenze des 
Tween20-Assays für die Lipasen Uml2 und CalB  
Dargestellt sind jeweils Endpunktbestimmungen (nach 24 h) der 
lipolytischen Aktivität von YEPSL-Medium, das mit definierten 
Mengen (0; 0,1; 1 und 10 ng) an heterolog produziertem und 
gereinigtem Uml2 bzw. CalB versetzt wurde. Es handelt sich 
jeweils um Mittelwerte aus drei unabhängigen Messungen und 
die entsprechenden Standardabweichungen sind als Fehlerbal-
ken angegeben.            
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Substrats zu geben. Eine hydrolytische Aktivität konnte sowohl für Uml2 als auch für CalB 

noch bis zu einer Enzymmenge von 1 ng im Tween20-Assay nachgewiesen werden. Die 

Nachweisgrenze sollte damit für beide Lipasen zwischen 0,1 und 1 ng Enzym liegen. Somit 

zeugen die Ergebnisse von einer hohen Sensitivität dieses Polysorbat-Assays, die lipolyti-

schen Aktivitäten von Uml2 und CalB nachweisen zu können.       

2.3.3 Expression heterologer Lipasen im uml2-Deletionsstamm 
Die bisherigen Ergebnisse zur Charakterisierung des uml2Δ-Stammes zeigen, dass für eine 

Expression von heterologen Lipasen des CalB-Typs die Nutzung des uml2Δ-

Stammhintergrundes von Vorteil sein könnte. Zum einen scheint die lipolytische Aktivität im 

Überstand von U. maydis durch die Deletion der CalB-Typ Lipase Uml2 deutlich reduziert zu 

sein, zum anderen wurde mit dem Tween20-Assay eine Analysemethode gefunden, mit der 

die hydrolytische Aktivität von CalB-Typ Lipasen sehr selektiv in U. maydis detektiert werden 

kann. Diese Kombination sollte es ermöglichen, nun auch heterolog exprimierte und über 

das Cts1-Sekretionssystem ausgeschleuste Lipasen nachzuweisen.  

2.3.3.1 Expression von heterologen Lipase-Fusionsproteinen 
Es wurden vier Expressionsstämme im uml2Δ-Hintergrund hergestellt. Diese kodierten für 

Fusionsproteine, bestehend aus den jeweiligen Lipasen Uml2, CalB und LipT, dem SHH-Tag 

und Cts1. Die dabei verwendeten und in den ektopischen ip-Locus integrierten Expressions-

kassetten sind in Abbildung 2.12 A schematisch dargestellt.  

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der im 
uml2Δ-Stammhintergrund inserierten Lipase-
Expressionskassetten  
Die Konstrukte wurden in den ektopischen ip-Locus integ-
riert (Erläuterung unter 2.1.1.1). Die Expressionskasset-
ten bestehen jeweils aus dem konstitutiven Promotor Potef, 
der für das Fusionsprotein kodierenden Sequenzen, der 
3´UTR der ubi1-mRNA und dem Transkriptions-
Terminator Tnos. Die zu exprimierenden Fusionsproteine 
sind aus der Sequenz der Lipasen, der Sequenz für einen 
SHH-Tag (bestehend aus einem STReP-Tag, drei HA-
Tags und einem Deca-His-Tag) und der cts1 Sequenz 
(vermittelt die Sekretion) zusammengesetzt. Im obersten 
Konstrukt wird das Uml2-Fusionsprotein mit seinem en-
dogenen Signalpeptid für die konventionelle Sekretion 

exprimiert. Bei den anderen drei Konstrukten werden jeweils Lipase-Fusionsproteine mit reifem (m für ‘mature‘) 
Uml2, CalB und LipT exprimiert.  

Die unteren drei Konstrukte kodieren für Cts1-Fusionsproteine mit den reifen Lipasen Uml2, 

CalB und LipT. Diese Fusionsproteine sollten somit über den unkonventionellen Sekretions-

weg aus der Zelle transportiert werden. Bei dem oberen Konstrukt handelt es sich um eine 

Fusion der vollständigen Uml2 Lipase mit dem zugehörigen endogenen Signalpeptid. Dieser 

Stamm sollte als eine Kontrolle für konventionelle Sekretion dienen, da hier erwartet wurde, 

dass trotz der vorhandenen Cts1-Sequenz das Signalpeptid die Sekretion über ER und Gol-

gi-Apparat vermittelt.  
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Um zunächst die Produktion der Fusionsproteine zu bestätigen, wurden in einer Western 

Blot-Analyse Zellextrakte der vier Expressionsstämme und der Kontrollstämme AB33 und 

AB33uml2Δ untersucht (Abb. 2.12 B). Diese Analyse zeigte, dass alle Fusionsproteine pro-

duziert wurden, sich die Mengen der Volllängenproteine jedoch deutlich unterschieden. Von 

den unkonventionell sekretierten Proteinen war die Bande für das Uml2-SHH-Cts1 Fusions-

protein am stärksten und die Bande für CalB-SHH-Cts1 am schwächsten. Diese Differenzen 

könnten möglicherweise auf unterschiedliche Stabilitäten der Proteine zurückzuführen sein. 

Bei der Bande für das konventionell sekretierte Uml2-Fusionsprotein (Spur 3) handelt es sich 

möglicherweise um eine Doppelbande, die auf die zu erwartende Glykosylierung des Uml2 

Proteins zurückzuführen sein könnte. 

Abbildung 2.13: Expressionsanalyse der heterolog produzierten Lipase-Fusionsproteine in Zellextrakten 
(A) Western Blot-Analyse von denaturierten Zellextrakten der beschriebenen U. maydis Stämme. Es wurden 
jeweils 10 µg Gesamtprotein auf ein 8% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Zur Detektion der Proteine wurde 
der Anti-Ha Antikörper verwendet (oben). Um gleiche Mengen an Gesamtprotein zu bestätigen, wurde die Memb-
ran mit Coomassie gefärbt (unten). (B) Analyse der lipolytischen Aktivitäten in Zellextrakten der Lipase-
Expressionsstämme mittels Tween20-Assay. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte aus 
drei unabhängigen Experimenten, wobei die entsprechenden Standardabweichungen als Fehlerbalken angege-
ben sind. 
 
Zur Messung lipolytischer Aktivitäten der verschiedenen Lipase-Fusionsproteine wurden 

Zellextrakte mit dem Tween20-Assay analysiert (Abb. 2.12 C). Zur Kontrolle wurden dabei 

auch Zellextrakte des Vorläuferstammes AB33uml2Δ, in dem uml2 deletiert worden war, und 

des AB33-Stammes, der uml2 endogen exprimiert, untersucht. Die verwendeten Sporidien 

stammten aus einer exponentiell wachsenden YEPSL-Kultur. Die Analyse zeigte, dass nur in 

den Zellextrakten des SP-Uml2-SHH-Cts1 produzierenden Stammes im Vergleich zum uml2 

Deletionsstamm eine verstärkte Hydrolyse von Tween20 erfolgte. Alle anderen Stämme 

zeigten Werte auf dem Niveau von AB33uml2Δ. Die Tatsache, dass selbst für den Aus-
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gangsstamm AB33 keine erhöhte Aktivität festzustellen war, deutet auf eine sehr geringe 

Konzentration der endogen exprimierten Lipase Uml2 unter diesen Bedingungen hin. Bei 

dieser Analyse darf nicht übersehen werden, dass es sich bei den Werten erneut um Subs-

tratumsatzraten handelt. Somit wurde auch durch die Zellextrakte des uml2Δ-Stammes 

Tween20 hydrolysiert. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der Überstandsanalysen 

des uml2Δ-Stammes (Abb. 2.9). Daraus könnte man spekulieren, dass im Zellextrakt von U. 

maydis auch andere Lipasen vorhanden sind, die Tween20 hydrolysieren können, im Über-

stand jedoch nicht. Die wichtigste Frage, die sich aus den erlangten Erkenntnissen stellte, 

war, warum ein konventionell sekretiertes SP-Uml2-SHH-Cts1 Fusionsprotein lipolytische 

Aktivität in Zellextrakten zeigte, die über Cts1 unkonventionell sekretierten Lipase-

Fusionsproteine jedoch nicht. Es könnte sein, dass die unkonventionell sekretierten Fusions-

proteine erst im Zuge der Translokation in den Überstand zu aktiven Enzymen gefaltet wer-

den. Diese Möglichkeit, sollte durch Analysen der zellfreien Kulturüberstände untersucht 

werden.      

2.3.3.2 Analyse von heterolog exprimierten Lipase-Fusionsproteinen im Überstand 
Um zu untersuchen, ob die unterschiedlichen Lipase-Fusionsproteine sekretiert werden, 

wurden die Proteine der Überstände präzipitiert und in einer Western Blot-Analyse unter-

sucht (Abb. 2.14). Es zeigte sich, dass in den Überständen der vier Expressionsstämme je-

weils nur sehr geringe Mengen an Volllängenprotein zu detektieren waren (Spuren 2-5, 

schwarzer Pfeil). Vergleicht man die Stärken der Banden untereinander, so scheint die Ban-

de für CalB-SHH-Cts1 noch schwächer als die anderen Banden zu sein. Zusätzlich wurde in 

den Überständen des SP-Uml2-SHH-Cts1 Stammes eine sehr starke Abbaubande identifi-

ziert (Spur 2, offener Pfeil). Aufgrund der Höhe der Bande und der Architektur des Fusions-

proteins mit internem Detektionstag kann man vermuten, dass es sich hierbei um abgespal-

tenes Uml2-SHH handeln könnte. Die Western Blot-Analyse deutet somit darauf hin, dass 

die Fusionsproteine zwar sowohl über den konventionellen als auch über den Cts1-

abhängigen, unkonventionellen Sekretionsweg ins Medium abgegeben werden, ein Großteil 

der Proteine jedoch im Überstand abgebaut wird.  

Um zu untersuchen, ob die Lipase-Fusionsproteine in aktiver Form ins Medium sekretiert 

werden, wurden Überstände der Expressionsstämme mittels Tween20-Assay analysiert. Zur 

Kontrolle wurden auch die Überstände des Vorläuferstammes AB33uml2Δ und des AB33-

Stammes mit endogen exprimiertem Uml2 gemessen. Für die Analyse wurden YEPSL-

Kulturen, die mit einer anfänglichen OD600 von 1 angeimpft worden waren, über 24 Stunden 

kultiviert. Dabei wurden nach sechs und nach 24 Stunden die Überstände im Tween20-

Assay gemessen (Abb. 2.14 B). Sowohl nach sechs als auch nach 24 Stunden lagen die 

Aktivitätswerte für die Überstände der unkonventionell sekretierenden Stämme auf dem Ni-

veau des uml2Δ-Stammes. Nur der konventionell sekretierende SP-Uml2-SHH-Cts1-Stamm 
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zeigte nach beiden Zeitpunkten eine deutlich höhere Aktivität im Überstand als Δuml2. Die-

ses Ergebnis ist ein weiteres Argument dafür, dass es sich bei der Abbaubande der Western 

Blot-Analyse (Abb. 2.14 A, Spur 2, offener Pfeil) um Uml2-SHH handelt.      

Abbildung 2.14: Sekretionsanalyse der heterolog produzierten Lipase-Fusionsproteine in Kulturüberstän-
den  
(A) Western Blot-Analyse von Proteinpräzipitaten aus 10 ml YEPSL-Kulturüberstand (OD500 von 0,5) der be-
schriebenen Stämme. Es wurde ein 8% SDS-Polyacrylamidgel verwendet. Zur Detektion der Proteine wurde der 
Anti-Ha Antikörper verwendet (oben). Die mit einem schwarzen Pfeil markierten Banden sind vermutlich auf die 
Volllängenproteine zurückzuführen. Bei der durch einen offenen Pfeil markierten Abbaubande handelt es sich 
vermutlich um Uml2-SHH. Um gleiche Mengen an Gesamtprotein zu bestätigen, wurde die Membran mit Coo-
massie gefärbt (unten). (B) Analyse der lipolytischen Aktivitäten in zellfreien Überständen der Lipase-
Expressionsstämme mittels Tween20-Assay. Die YEPSL-Kulturen wurden mit einer anfänglichen OD600 von 1 
angeimpft und über 24 h kultiviert. Überstände wurden jeweils nach sechs und nach 24 Stunden gemessen. Der 
Überstand von AB33 wurde nach 24 h vor der Messung 1/100 verdünnt. Der Enzymassay wurde über 24 h inku-
biert und die Aktivität über eine Endpunktmessung der OD500 bestimmt. Bei den dargestellten Werten handelt es 
sich um Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten, wobei die entsprechenden Standardabweichungen als 
Fehlerbalken angegeben sind.  

Interessant ist bei der Analyse jedoch auch der Vergleich zwischen dem AB33-Stamm, der 

uml2 unter der Kontrolle des endogenen Promotors exprimiert, und dem SP-Uml2-SHH-Cts1 

exprimierenden Stamm. Die Aktivität im Überstand des SP-Uml2-SHH-Cts1-Stammes war 

nach sechs Stunden Kultivierung noch 3-mal so hoch wie im Überstand von AB33. Nach 24 

h war jedoch die Aktivität im AB33 Überstand um einen Faktor von 100 höher als die Aktivität 
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im SP-Uml2-SHH-Cts1 Überstand. Dieses deutet darauf hin, dass die endogene Expression 

der Uml2 Lipase in AB33 erst in der ‘lag‘-Phase induziert wird.  

Zusammengenommen lässt sich aufgrund der Ergebnisse spekulieren, dass nach der kon-

ventionellen Sekretion des SP-Uml2-SHH-Cts1-Fusionsproteins nur Uml2-SHH stabil im 

Überstand verbleibt, wohingegen die unkonventionell sekretierten Lipase-Fusionsproteine 

proteolytisch stark degradiert werden.  

2.3.4 Untersuchung der N-Glykosylierung von Uml2  
Konventionell und mittels Cts1-vermitteltem Export unkonventionell sekretierte Uml2-SHH-

Cts1-Fusionsproteine sollten sich nach der Sekretion in erster Linie dadurch unterscheiden, 

dass Uml2 nach der konventionellen Sekretion glykosyliert vorliegt.  

Glykosylierungen können sehr unterschiedliche Auswirkungen auf die Faltung, Aktivität, Sek-

retion oder Stabilität von Proteinen haben (Helenius & Aebi, 2004, Brocca et al., 2000, 

Abouakil et al., 1993, Russell et al., 2009). Bioinformatisch werden für Uml2 an den Aspara-

ginresten der Positionen 63 und 94 mögliche N-Glykosylierungsstellen vorhergesagt 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Dass Uml2 nach der Produktion und Sekretion 

durch P. pastoris an einer Aminosäure N-glykosyliert wird, konnte bereits in Buerth et al. 

(2014) bestätigt werden. Hier wurde aufgrund der Uml2 Proteinstruktur und massenspekt-

roskopischen Analysen postuliert, dass nur der Asparaginrest an Position 63 glykosyliert 

wird. Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Analysen standen zwei Fragen im Vordergrund: 

Zum einen, ob Uml2 wie zu erwarten auch in U. maydis glykosyliert wird und zum anderen, 

ob die Glykosylierung einen Einfluss auf die intrinsische Aktivität von Uml2 hat. Letzteres 

könnte die fehlende Aktivität des unkonventionell sekretierten Uml2 Fusionsproteins erklä-

ren.   

2.3.4.1 Glykosylierung von Uml2-Fusionsproteinen in U. maydis 
Um den Glykosylierungsstatus der konventionell und unkonventionell sekretierten Uml2-

Fusionsproteine in Zellextrakten von U. maydis zu analysieren, wurden die Proteine zu-

nächst mittels Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie aus Zellextrakten gereinigt. Die Uml2-

Fusionsproteine wurden dann mit der Peptid-N-Glykosidase F (PNGaseF) behandelt, über 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und in einer Western Blot-Analyse detek-

tiert (Abb. 2.15). Es zeigte sich, dass für die Volllängenproteine von SP-Uml2-SHH-Cts1 und 

Uml2-SHH-Cts1 sowohl mit als auch ohne PNGaseF keine veränderten Laufhöhen der Ban-

den festzustellen waren. Auf dem Western Blot wurden jedoch in Spur 1 und 2 noch zwei 

weitere Abbaubanden detektiert. Da Proteinspaltungen bei Fusionsproteinen häufig zwi-

schen den fusionierten Proteinen auftreten, könnte es sich hierbei um SHH-Cts1 (68 kDa) 

und Uml2-SHH (44 kDa) handeln. Die Uml2-SHH-Abbaubande wurde durch die Behandlung 

mit PNGaseF deutlich nach unten verschoben, was auf eine Reduktion der molekularen 
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Masse um ca. 5 kDa zurückzuführen ist. Dies spricht dafür, dass Uml2 mindestens eine N-

vernetzte Zuckerkette besitzt.  

 
 
 
 
 
Abbildung 2.15: Deglykosylierung von affinitätsgereinig-
ten Uml2-Fusionsproteinen 
Uml2-Fusionsproteine wurden aus Zellextrakten des SP-
Uml2SHH-Cts1- und des Uml2-SHH-Cts1-Stammes mittels 
Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie isoliert (nicht gezeigt). 
Mit den gereinigten Proteinen wurde eine denaturierende 
Deglykosylierung mit PNGaseF durchgeführt. Die Enzyman-
sätze wurden anschließend auf einem 8% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine wurden mit-
tels Western Blot-Analyse analysiert (oben). Zur detektion 
der Proteine wurde der Anti-HA Antikörper verwendet. Ab-
baubanden die eine N-Glykosylierung von Uml2 bestätigen 
sind durch Sterne markiert. Um gleiche Mengen an Gesamt-
protein zu bestätigen, wurde die Membran mit Coomassie 
gefärbt (unten).    
 

 
Dieses bestätigte also, dass Uml2 bei konventioneller Sekretion in U. maydis N-glykosyliert 

wird. Da die Uml2-SHH-Abbaubande für die Ansätze mit unkonventionell sekretiertem Uml2-

SHH-Fusionsprotein nicht detektiert wurde, kann hier nicht bestätigt werden, dass Uml2 in 

diesem Fall unglykosyliert vorliegt. Die Tatsache, dass diese Bande jedoch fehlt, spricht wie-

derum dafür, dass Uml2 hier deutlich instabiler ist, was möglicherweise auf eine fehlende 

Glykosylierung zurückzuführen sein könnte.    

2.3.4.1 Auswirkung der Glykosylierung von Uml2 auf die lipolytische Aktivität 
Um die Auswirkungen der Glykosylierung von Uml2 auf die lipolytische Aktivität zu untersu-

chen, wurde das aus P. pastoris affinitätsgereinigte Uml2-Myc-His-Fusionsprotein verwen-

det. Natives, deglykosyliertes Protein sollte in einer Western Blot-Analyse kontrolliert und im 

Tween20-Assay analysiert werden. Eine native Deglykosylierung kann aufgrund der Sekun-

där- oder Tertiärstruktur der behandelten Proteine problematisch sein. Um diese Deglykosy-

lierung dennoch zu ermöglichen, werden den Ansätzen große Mengen an Enzym zugesetzt 

und die Inkubationszeit kann auf bis zu drei Tage ausgedehnt werden. Hier wurden 350 ng 

des affinitätsgereinigten Proteins mit 1000 U PNGaseF versetzt. Die Inkubationszeit wurde 

hier auf 24 Stunden bei 37 °C begrenzt, da bei der Inkubation bei 37 °C auch die Aktivität 

von Uml2 abnimmt. Somit musste ein Kompromiss zwischen erfolgreicher Deglykosylierung 

und Erhalt der enzymatischen Aktivität von Uml2 erzielt werden.     
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Abbildung 2.16: Analyse der lipolytischen Aktivität von deglykosyliertem Uml2 
(A) Western Blot-Analyse von nativ deglykosyliertem Uml2-Myc-His. Als Kontrolle diente die gleiche Menge an 
glykosyliertem Uml2-Myc-His ohne Zugabe von PNGaseF und Elutionspuffer (Ni2+-NTA-Affinitätsreinigung) mit 
Zugabe von PNGaseF. Zur Detektion der Proteine wurde der Anti-Myc-Antikörper verwendet. Detektion der 
PNGaseF wurde durch eine Coomassie-Färbung der Membran ermöglicht. (B) Lipolytische Aktivitätsmessung 
von partiell deglykosyliertem Uml2-Myc-His mittels Tween20-Assay. Als Kontrollen wurden glykosyliertes Uml2-
Myc-His ohne Zugabe von PNGaseF und Elutionspuffer (Ni-NTA-Affinitätsreinigung) mit PNGaseF eingesetzt. Es 
ist ein repräsentatives Einzelergebnis eines mehrfach durchgeführten Experiments gezeigt.                

Die Western Blot-Analyse in Abbildung 2.16 A zeigt, dass bei der nativen Deglykosylierung 

von Uml2-Myc-His nur weniger als die Hälfte der Gesamtproteinmenge deglykosyliert wurde. 

Die Tatsache, dass hierbei neben der ursprüngliche Bande für glykosyliertes Uml2-Myc-His 

(Spur 3) nur eine weitere Bande auftritt spricht für eine einzelne N-Glykosylierungsstelle im 

Uml2, wie es bereits von Buerth et al. (2014) postuliert wurde. Die Analyse der lipolytischen 

Aktivität von glykosyliertem und deglykosyliertem Uml2 im Tween20-Assay zeigt, dass die 

Deglykosylierung von Uml2 keinen Aktivitätsverlust zur Folge hat. Partiell deglykosyliertes 

Uml2 wies sogar eine leicht höhere Aktivität auf, als das glykosylierte Uml2. Dieses Ergebnis 

spricht somit insgesamt dafür, dass die fehlende Aktivität von unkonventionell sekretiertem 

Uml2-SHH-Cts1 nicht direkt auf eine ausgebliebene Glykosylierung zurückzuführen ist. Es 

kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Glykosylierung eine erhöhte Stabilität 

des Proteins mit sich bringst und dieses so z.B. vor Degradierung durch extrazelluläre Pro-

teasen schützt.   
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3. Diskussion 

3.1 Der Sekretionsmechanismus von Cts1   
In dieser Arbeit wurde die Endochitinase Cts1 näher untersucht. Vorangehende Arbeiten 

hatten gezeigt, dass das Enzym ausgeschleust wird und dann im extrazellulären Raum aktiv 

ist. Die Tatsache, dass für Cts1 jedoch kein Signalpeptid vorhergesagt wird, war ein Hinweis 

auf eine mögliche unkonventionelle Sekretion des Proteins (Koepke et al., 2011). Dieses 

konnte in dieser Arbeit tatsächlich bestätigt werden.  

Hierzu wurde ein Gus-Reportersystem entwickelt und angewendet, das darauf basierte, dass 

konventionell sekretiertes Gus durch eine N-Glykosylierung inaktiviert wird (Iturriaga et al., 

1989). Dabei zeigte sich, dass Gus fusioniert mit einem Signalpeptid für konventionelle Sek-

retion tatsächlich keine Gus-Aktivität in entsprechenden Überständen vermittelt (Abb. 2.2). 

Dass die Expression von sp-gus-gth intrazellulär zu einer unerwarteten Gus-Aktivität führt, 

könnte ein Hinweis auf eine zumindest teilweise cytoplasmatische Produktion des Proteins 

sein. Ein möglicher Grund für die intrazelluläre Aktivität könnte die Überlastung der konven-

tionellen Sekretionsmaschinerie sein, die dann zu einer cytoplasmatischen Translation der 

sp-gus-gth-mRNA führt. Wie die Gus-Platten- und -Membran-Assays zeigten, wird C-terminal 

an Cts1 fusioniertes Gus zwar sekretiert, bleibt dann jedoch mit der Zelloberfläche assoziiert, 

wie es auch für endogenes Cts1 in Koepke et al. (2011) beschrieben wurde. Da in filamentö-

sen Pilzen Chitin auf der Innenseite der Zellwand, nah zur Plasmamembran lokalisiert ist 

(Hartl et al., 2012) könnte hier auch die natürliche Lokalisation von Cts1 liegen. Auch ist in-

sbesondere für S. cerevisiae bekannt, dass die Sekretion heterologer Proteine häufig in einer 

ungewollten Ansammlung des Zielproteins im Periplasma führt (Porro et al., 2005). Hiermit 

zeigt sich, wie wichtig für die Entwicklung des auf Cts1-Export basierenden Expressionssys-

tem die Erkenntnis war, dass N-terminal an Cts1 fusioniertes Gus scheinbar nicht im Perip-

lasma akkumuliert, sondern in den Überstand abgegeben wird. Western Blot-Analysen zei-

gen (Abb. 2.1), dass intrazellulär etwa achtmal mehr Cts1-Gus-GTH als Gus-Cts1-GTH Pro-

tein in den jeweiligen Stämmen nachweisbar war. Dieses macht deutlich, dass die Unterbin-

dung der Akkumulation im Periplasma möglicherweise auch eine gesteigerte Sekretion zur 

Folge haben könnte.  

Insgesamt bestätigen die Ergebnisse der Analysen der Gus-Reporterstämme die unkonven-

tionelle Sekretion von Cts1 in zweifacher Hinsicht. Zum einen hätte eine konventionelle Sek-

retion der Cts1-Fusionsproteine zur Inaktivierung des fusionierten Gus-Enzyms geführt, zum 

andern wäre bei einer N-terminalen Fusion von Gus an Cts1 die Funktionalität eines konven-

tionellen Signalpeptids gestört gewesen und das Protein wäre vermutlich nicht sekretiert 

worden. 
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Für die effiziente Sekretion von Cts1 an der Spitze von U. maydis Filamenten ist der Rrm4-

vermittelte mRNA-Langstreckentransport entlang von Mikrotubuli unerlässlich (Koepke et al., 

2011). CLIP- und FISH-Datensprechen dafür, dass cts1-mRNA assoziiert an Rrm4 entlang 

von Mikrotubuli transportiert wird, womit vermutet werden könnte, dass lokale Translation der 

cts1-mRNA für die effiziente Sekretion des dafür kodierenden Proteins verantwortlich ist 

(Koepke et al., 2011). Die FISH-Daten, die keine cts1-mRNA-Lokalisierung an der Wach-

stumszone der Filamente, sondern nur auf möglichen mRNP-Partikeln zeigen, machen eine 

Translation der cts1-mRNA am Zielort, also z.B. der subapikalen Zone von Hyphen oder dem 

Septum, eher unwahrscheinlich. Im Einklang damit deuten neuere Untersuchungen darauf 

hin, dass eine an Rrm4 gebundene mRNA des Septins Cdc3 während des Transports ent-

lang der Mikrotubuli translatiert wird und schließlich das synthetisierte Protein am Zielort ab-

geliefert wird (Baumann et al., 2013). Ein solcher Prozess könnte also auch für Cts1 möglich 

sein. Zur Klärung der Frage, ob cts1-mRNA an Endosomen translatiert wird, könnten weitere 

Lokalisierungsstudien von Cts1 einen wichtigen Beitrag leisten. Hilfreich könnte dabei die 

Verwendung von Fluoreszenztags wie mCherry sein, die im Gegensatz zu Gfp auch bei 

niedrigerem pH, wie er in den transportierten Endosomen wahrscheinlich vorherrscht, fluo-

reszieren können (Pankiv et al., 2007). Auch die Untersuchung von N- und C-terminalen Fu-

sionsproteinen spielt dabei eine wichtige Rolle. So zeigten vorläufige Studien, dass die funk-

tionelle N-terminale Fusion von Fluoreszenztags an Cts1 im Gegensatz zur funktionellen C-

terminalen Fusionen keine Lokalisierung an der subapikalen Wachstumszone von Filamen-

ten, sondern eine relativ gleichmäßige Verteilung des Proteins im Cytoplasma aufweist (S. 

Jankowski, Masterarbeit 2013). Genauere mikroskopische sowie Westernblot Analysen soll-

ten diese Diskrepanz adressieren. Sinnvoll könnte auch eine Untersuchung dieser Stämme 

in ‘Bleachingexperimenten‘ sein (Baumann et al., 2013), bei denen die Spitze eines Fila-

ments durch die Bestrahlung mit einem Laser jegliche Fluoreszenz verliert, und so neu in 

diesen Bereich transportierte Fluoreszenzproteine sichtbar werden. Könnte man in solchen 

Experimenten eine Kolokalisierung von Cts1 mit Rrm4 oder Endosomenmarkern wie Rab5a 

zeigen, wäre dies ein deutlicher Hinweis, dass cts1-mRNA auf Endosomen translatiert wer-

den kann.    

Gegen die lokale Translation von Cts1 an Endosomen spricht jedoch die Tatsache, dass in 

rrm4Δ-Filamenten wie in AB33-Filamenten Cts1 in C-terminaler Fusion mit Gfp subapikal an 

der Hyphenspitze akkumuliert. Die generieten CLIP-Daten (Koepke et al., 2011) legen nahe, 

dass die cts1-mRNA (zwei CLIP-tags) im Vergleich zu anderen stark gebundenen Rrm4-Ziel-

mRNAs wie ubi1- und rho3-mRNA (39 und 6 CLIP-tags) eine eher geringe Affinität zu Rrm4 

haben könnte. Daher muss auch die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass cts1-

mRNA wie viele weitere mRNAs zwar sporadisch von Rrm4 transportiert wird, die Funktiona-

lität des Proteins bei ausbleibendem mRNA-Transport jedoch nicht maßgeblich gestört ist. 
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Bei der Erforschung der Oogenese von Drosophila melanogaster und Xenopus leavis konn-

ten Hinweise gefunden werden, dass der Mikrotubuli-abhängige Transport der mRNAs ko-

dierend für die Wachstumsfaktoren Gurken und Vg1 zwar für deren korrekte Lokalisation, 

aber nicht für deren konventionelle Sekretion verantwortlich ist (Neuman-Silberberg & 

Schüpbach, 1996, Birsoy et al., 2006). Weitergehend könnte somit auch für Cts1 vermutet 

werden, dass die ausbleibende Sekretion bei fehlendem mRNA-Transport auf weitere, indi-

rekte Faktoren zurückzuführen sind, die an der Cts1-Sekretionsmaschinerie beteiligt sind 

und deren Funktionalität bzw. Lokalisierung vom Mikrotubuli-abhängigen mRNA-Transport 

abhängt. Unterstützt wurde diese Theorie in dieser Arbeit durch die Analyse von Überstän-

den der Gus-Cts1-GTH produzierenden Stämme, die entsprechende mRNA einmal mit und 

einmal ohne die 3´UTR der ubi1-mRNA exprimierten. Für diese 3´UTR konnte bereits ge-

zeigt werden, dass sie die Transporteffizienz von mRNAs verbessern kann (König et al., 

2009). Während eine erhöhte Expression in Stämmen mit multiplen Insertionen des gus-

cts1-gth-Konstruktes allgemein auch gesteigerte Gus-Aktivität im Überstand vermittelt, führte 

das Anhängen des cis-aktiven Elements ubi1 3´UTR in dieser Arbeit nicht zu einer verbes-

serten Sekretion (Abb. 2.5), was ein Hinweis dafür sein könnte, dass der direkte cts1-mRNA-

Transport für die effiziente Sekretion nicht der entscheidende Faktor ist. Es darf hierbei je-

doch nicht übersehen werden, dass eine tatsächliche Steigerung des cts1-mRNA-Transports 

in dieser Arbeit nicht durch weitere Experimente, wie FISH-Analysen, bestätigt wurde. Au-

ßerdem ist möglich, dass weitere Faktoren für die Steigerung der Frequenz und der Prozes-

sivität des cts1-mRNA-Transports fehlten. Möglicherweise ist der mRNA-Transport auch 

nicht der limitierende Faktor der unkonventionellen Sekretion von Cts1 und ein gesteigerter 

mRNA-Transport führt nicht zu verstärkter Sekretion, da der entscheidende ‘bottleneck‘ bei-

spielsweise erst im eigentlichen Sekretionsprozess zu finden ist. Weiter führende Erkenn-

tnisse über den genauen Zusammenhang zwischen dem Rrm4-vermittelten mRNA-

Langstreckentransport entlang von Mikrotubuli und der unkonventionellen Sekretion von 

Cts1 waren jedoch bislang nicht vorhanden.  

Durch die Analyse von Stämmen, die Gus-Cts1-GTH Fusionsproteine mit unterschiedlichen 

verkürzten Cts1 Varianten produzieren, sollten daher weitere Erkenntnisse über den Sekreti-

onsmechanismus von Cts1 erlangt werden. Außerdem sollte in diesen Versuchen ein mög-

lichst kurzes Cts1-Exportsignal identifiziert werden, welches in dem geplanten Expressions-

system (siehe unten) eingesetzt werden sollte. Überraschenderweise stellte sich schließlich 

durch die Analyse des Gus-Cts1103-502-GTH produzierenden Stammes heraus, dass ausge-

rechnet der zuvor als mögliches unkonventionelles Signalpeptid diskutierte N-terminale Teil 

von Aminosäure 1 bis 103 für die Sekretion des Proteins entbehrlich ist (Abb. 2.3). Eine ent-

sprechende N-terminal verkürzte Cts1103-502-Gus-GTH Proteinvariante vermittelte wie das 

entsprechende Volllängenprotein Gus-Aktivität auf der Zelloberfläche, was ein Hinweis dar-



Diskussion 
 

63 
 

auf ist, dass Cts1 auch ohne N-Terminus mit der Zelloberfläche assoziiert bleibt. Diese The-

se wurde zusätzlich durch Ergebnisse von Silke Jankowski (2013) unterstützt, die zeigen 

konnten, dass in E. coli hergestelltes und aufgereinigtes His-Cts1103-502 ebenso wie das ent-

sprechende Volllängenprotein an Chitin-Kügelchen binden kann. Dies deutet darauf hin, 

dass der N-Terminus von Cts1 weder für die Sekretion noch für die Lokalisierung an der 

Zellwand verantwortlich zu sein scheint.  

Weiterhin stellt sich die Frage, auf welchem Wege Cts1 unkonventionell sekretiert wird und 

wie dieser Weg in Zusammenhang mit dem mRNA-Transport steht. Da selbst kürzeste Dele-

tionen in dem C-Terminus von Cts1, wie die von nur 9 Aminosäuren, die Sekretion verhin-

dern, kann vermutet werden, dass für die Sekretion von Cts1 nicht einzelne Primärsequen-

zen oder Sekundärstrukturen verantwortlich sind, sondern die Gesamtstruktur der Glyco_18-

Domäne sowie das darauf folgende C-terminale Proteinende intakt bleiben müssen. Generell 

ist bekannt, dass am Aufbau von Chitin beteiligte Komponenten wie Chitinsynthasen über 

sogenannte Chitosomen zur wachsenden Hyphenspitze von filamentösen Pilzen transportiert 

werden (Bartnicki-Garcia, 2006). Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass der Langstrecken-

transport solcher sekretorischen Vesikel in U. maydis auch über Mikrotubuli vermittelt wer-

den könnte (Treitschke et al., 2010). Geht man davon aus, dass Cts1 an der Umstrukturie-

rung der Zellwand an den Wachstumszonen beteiligt ist, würde es Sinn machen, dass auch 

Cts1 mit diesen Chitosomen assoziiert wird. Für eine Chitinase aus Candida albicans wurde 

zwar auch die Assoziation mit Membranstrukturen in Form von Microsomen gezeigt, eine 

feste Zuordnung zu spezifischen Membrankomponenten oder Vesikeln wie Chitosomen 

schien es jedoch nicht zu geben (Dickinson et al., 1991). Man könnte jedoch spekulieren, 

dass Chitinasen wie Cts1 im Verlauf der Sekretion eine schwache Bindung mit Komponenten 

an der Außenseite von Chitosomen eingehen und so zu ihrem Zielort gelangen. 

Allgemein kann eine vesikelunabhängige Translokation über die Plasmamembran jedoch 

bislang nicht ausgeschlossen werden. Der konservierte Teil des N-Terminus von Cts1, wel-

cher eine Ähnichkeit zur Signalsequenz für das bakterielle TAT-Sekretionssystem besitzt, 

wird für die Skretion zwar nicht benötigt könnte jedoch ein Hinweis darauf sein, dass solche 

bakteriellen Chitinasen im Zusammenspiel mit anderen Komponenten generell in der Lage 

sein könnten, Membranen zu überwinden.  

Mit der Etablierung eines ‘Screening-Systems‘ nach dem Vorbild der Gus-Reporterstämme 

und der Mutagenese entsprechender Stämme hätte man die Möglichkeit, Komponenten zu 

identifizieren, die an dem Sekretionsprozess beteiligt sind.  

Abschließend stellt sich die Frage, warum Cts1 unkonventionell sekretiert wird und ob diese 

Art des Exports einen bestimmten Vorteil für diese Chitinase mit sich bringt. Geht man davon 

aus, dass Cts1 zusammen mit Chitinsynthasen an der Umstrukturierung der Zellwand betei-

ligt ist, könnte dieser Vorteil der unkonventionellen Sekretion darin liegen, dass der Export 
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der Chitinase und konventionell sekretierter Chitinsynthasen unabhängig voneinander regu-

liert werden kann und diese Enzyme so erst an ihrem Wirkungsort aufeinander treffen. Es 

wäre auch möglich, dass Cts1 unkonventionell sekretiert werden muss, um eine Glykosylie-

rung oder das oxidierende Milieu im ER zu umgehen, die eine nicht-native Faltung des Pro-

teins zur Folge haben könnten. Eine künstliche konventionelle Sekretion der Chitinase durch 

die Fusion des endogenen cts1-Gens mit einer entsprechenden Signalpeptidsequenz könnte 

Aufschluss darüber geben, ob die nichtkonventionelle Sekretion eine bestimmte Funktion für 

die Chitinase besitzt.  

3.2 Die Funktion der Endochitinase Cts1  
Chitin ist ein lineares, unlösliches Homopolymer aus β-1-4-verknüpften N-

Acetylglucosaminen (GlcNAc). Die GlcNAc-Ketten können antiparallel zu α-Chitin oder paral-

lel zu β-Chitin angeordnet sein. Zu den chitindegradierenden Enzymen gehören Endochitina-

sen, Exochitinasen und N-Acetylglucosamidasen. Endochitinasen katalysieren die Hydrolyse 

der β-1,4-Verknüpfungen an einem beliebigen Punkt der Polymerkette, wohingegen Exochi-

tinasen Dimere von nichtreduzierten Polymerenden abspalten. N-Acetylglucosamidasen 

spalten einzelnes, nichtreduziertes GlcNAc von Polymeren und Dimeren ab. Chitin ist der 

Hauptbestandteil der Exoskelette von Invertebraten und eine essentielle Komponente der 

Zellwände von filamentösen Pilzen (Seidl, 2008).  Dass lytische Enzyme wie Chitinasen eine 

wichtige morphologische Rolle bei der lokalen Umstrukturierung der Zellwand während des 

apikalen Wachstums und der Verzweigung von pilzlichen Hyphen spielen, ist schon seit lan-

ger Zeit bekannt (Humphreys & Gooday, 1984). Pilzliche Chitinasen können daneben auch 

zu Prozessen wie der Nährstoffversorgung oder dem Wettbewerb bzw. der Abwehr gegenü-

ber anderen Pilzen oder Arthropoden beitragen (Seidl, 2008). Fluoreszenzmikroskopisch 

wurde Cts1 mit C-terminaler Gfp-Fusion in der subapikalen Wachstumszone, an eingezoge-

nen Septen und der Zellwand leerer Abschnitte von Filamenten lokalisiert (Koepke et al., 

2011; S. Jankowski, Masterarbeit 2013).  Dies spricht, zumindest unter anderem, für eine 

Funktion bei der Umstrukturierung der Zellwand während des filamentösen Wachstums. 

Hierzu passt auch, dass die chitinolytische Aktivität von endogenem Cts1 (Koepke et al., 

2011) und die Gus-Aktivität von C-terminal mit Gus fusioniertem Cts1 (Abb. 2.2 A) insbeson-

dere auf der Zelloberfläche festzustellen waren. Ebenso deutet auch der Phänotyp von 

cts1Δ-Filamenten, der sich durch aggregieren der leeren Abschnitte und verstärktes haften 

an Glaswänden von Kolben oder Reagenzgläsern der Filamente auszeichnet, auf eine ver-

änderte Zellwandstruktur hin (Koepke et al., 2011; Koepke, 2010).  

Da Chitinoligomere von Pflanzen als PAMPs (‘pathogen-associated molecular patterns‘) 

wahrgenommen werden können (Wan et al., 2008), ist es auch vorstellbar, dass Cts1 zu der 

Unterbindung der entsprechende Immunantwort der Pflanze beiträgt. Während der Infektion 

der Pflanze können wirtseigene Chitinasen an der Pflanzenimmunantwort beteiligt sein, in-
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dem sie Chitinoligomere von pilzlichem Chitin abspalten (Boller, 1995). An dem Tomatenpa-

thogenen Cladosporium fulvum, konnte beispielhaft gezeigt werden, dass die Pflanzenpa-

thogene ihrerseits wiederum in der Lage sind, Effektoren zu sekretieren, die eine daraus re-

sultierende Immunantwort der Pflanze verhindern können. Das Lektin Avr4, welches eine 

hohe Affinität für langkettige Chitinmolekühle besitzt, bindet an pilzliches Chitin und kann 

dieses damit vor der Hydrolyse durch pflanzliche Endochitinasen schützen kann (van Esse et 

al., 2007). Ein weiteres Effektorprotein aus C. fulvum ist das LysM-Domänen-enthaltende 

Lektin Ecp6. LysM-Domänen sind auch in bestimmten PRRs (‘pattern recognition receptors‘) 

von Pflanzen zu finden, die Chitinstrukturen als PAMPs wahrnehmen. Über diese LysM-

Domänen ist Ecp6 in der Lage, mit hoher Affinität an kürzere Chitinoligomere zu binden und 

verhindert so die Wahrnehmung dieser Strukturen als PAMPs (de Jonge et al., 2010). Man 

könnte somit Vermutungen anstellen, dass auch Chitinasen über eine Degradierung der als 

PAMPs wahrnehmbaren Chitinoligomere zu GlcNAc-Monomeren oder durch die Bindung 

solcher Chitinstrukturen eine Immunabwehr der Pflanze abschwächen oder verhindern könn-

ten. Ergebnisse dieser Arbeit, die vermuten lassen, dass Cts1 im Vergleich zu anderen sek-

retierten endogenen Proteinen wie Uml2 im Überstand deutlich instabiler sein könnte (Abb. 

2.14), sprechen zwar eher gegen eine solche Annahme. Es ist jedoch nicht auszuschließen, 

dass Cts1 während der Pflanzeninfektion extrazellulär stabiler sein könnte. Im Vergleich zu 

anderen filamentösen Pilzen, bei denen meist zwischen 10 und 25 Chitinasen im Genom 

kodiert sind (Seidl, 2008), besitzt U. maydis laut bioinformatischer Vorhersage nur drei En-

dochitinasen (um10419, um02578, um06190) und eine Exochitinase (um00695) (Koepke et 

al., 2011). Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass diesen Chitinasen auch mehrere Funk-

tionen zugeschrieben werden müssen. Da ein cts1Δ-Stamm jedoch keine morphologisch 

veränderten Filamente und keinen Pathogenitätsdefekt aufweist (Koepke et al., 2011), ist es 

möglich, dass die beiden anderen Endochitinasen redundante Funktionen zu Cts1 haben. 

Für die Untersuchung dieser Redundanzen ist es von Vorteil, dass U. maydis nur diese vier 

Chitinasen besitzt. So sollten entsprechende Einzel-, Doppel-, Trippel- und Quatrupel-

Deletionsstämme erstellt werden, die einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der Funktio-

nen von Chitinasen in pflanzenpathogenen Pilzen leisten könnten.  

Weiterhin stellt sich die Frage, welche Rolle der N-Terminus bzw. die anderen Domänen für 

die biologische Funktion von Cts1 einnehmen. Allgemein haben Chitinasen häufig eine mo-

dulare Struktur mit unabhängig fungierenden katalytischen und nichtkatalytischen Domänen, 

die durch S/T-reiche Sequenzen verbunden sind (Colussi et al., 2005, Huang et al., 2012b). 

In Cts1 sind die ersten 40 Aminosäuren, die eine Sequenzähnlichkeit zu den TAT-

Signalpeptiden von Bakterien aufweisen, durch eine S/T-reiche Sequenz von der katalyti-

schen Glyco_18-Domäne getrennt. Bislang ist nur bekannt, dass Cts1 eine, wahrscheinlich 

über die Glyko_18-Domäne vermittelte Endochitinaseaktivität sowie Chitinbindefähigkeit be-
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sitzt (Koepke et al., 2011; S. Jankowski, Masterarbeit 2013), die anderen Domänen sind je-

doch nicht weiter charakterisiert. Diese Arbeit konnte weiterhin zeigen, dass wie oben bereits 

erwähnt, der N-terminus nicht für die Sekretion von Cts1 benötigt wird und dass im Gegen-

satz dazu jegliche Modifikation der Glyco_18-Domäne oder des C-Terminus die Fähigkeit zur 

Sekretion verhindert. Da für TAT-Signalpeptide bekannt ist, dass sie in Bakterien an der 

Interaktion der entsprechenden Proteine mit Membranstrukturen oder Membranproteinen 

des TAT-Systemsbeteiligt sind (Zoufaly et al., 2012), könnte spekuliert werden, dass diese 

modifizierte Sequenz in Eukaryonten wie U. maydis zur Interaktion mit Membranstrukuren 

oder Membranproteinen beitragen könnte. Für S/T-reiche Sequenzen in Chitinasen von In-

sekten wurde postuliert, dass sie die Enzyme vor Proteasen schützen und so zur Stabilisie-

rung betragen könnten (Arakane et al., 2003). Dies könnte eine Erklärung dafür sein, warum 

Gus-Cts1-GTH-Varianten mit verkürzten N-Termini, denen die S/T-reiche Sequenz fehlt, 

teilweise geringere Stabilität und damit reduzierte Gus-Aktivität aufwiesen (Abb. 2.3 und 

Abb.2.4). Andererseits ist die in der S/T-reichen Sequenz gefundene PEST-Domäne häufig 

in Proteinen zu finden, die eine hohe Instabilität aufweisen (Rogers et al., 1986). Neben einer 

Funktion im Zuge des Abbaus durch das Proteasom wird für PEST-Domänen postuliert, dass 

sie als konditionelle Degradierungsmotive für die kalziumabhängige Protease Calpain fungie-

ren könnten, die durch Phosphorylierung und Proteinbindung reguliert werden kann (Singh et 

al., 2006). Für eine solche konditionelle proteolytische Spaltung von Cts1 spricht die Tatsa-

che, dass in der Proteomanalyse der membranassoziierten Fraktion in Koepke et al. (2011) 

drei Proteinvarianten mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten gefunden wurden, von 

denen zwei Varianten deutlich unterschiedliche Massen aufwiesen. Außerdem wurden in 

zwei dieser Varianten keine Peptide des N-Terminus identifiziert (Koepke et al., 2011). Für 

Chitinasen aus Insekten wurde postuliert, dass die konditionelle Spaltung an einer solchen 

PEST-Sequenz im Zuge der Häutung die Präferenz eines solchen Enzyms so verändern 

könnte, dass statt unlöslichen Polysacchariden nach der Spaltung eher löslichen Oligosac-

charide als Substrat dienen (Pan et al., 2012). Auch wenn in unserer Arbeitsgruppe gezeigt 

wurde, dass aus E. coli aufgereinigtes His-Cts1103-502 ohne PEST-Domäne in einem chitinoly-

tischen Assay (Substrat: MUC) die gleiche Aktivität wie das entsprechende Volllängenprotein 

aufwies (S. Jankowski, Masterarbeit 2013), kann aufgrund des künstlichen Substrats und der 

möglichen konditionellen Funktion der PEST-Domäne nicht ausgeschlossen werden, dass 

auch die Cts1-Funktion durch die PEST-Domäne und den N-Terminus moduliert werden 

könnte. Die Analyse eines Stamms, bei dem die Sequenz für den N-Terminus von Cts1 im 

endogenen Lokus fehlt, könnte weitere Erkenntnisse über die Funktion dieser Proteinregion 

mit sich bringen. 
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3.3 Das Potential von U. maydis als Expressionsplattform 
Auch wenn jedes Expressionssystem seine spezifischen Vor- und Nachteile hat, sind einige 

positive Eigenschaften vielen Systemen gemein und sind damit oft die Grundvoraussetzun-

gen für neue Expressionplattformen. Hierzu zählen die für Mensch und Umwelt gefahrlose 

Nutzung des Systems, eine einfache genetische Manipulierbarkeit sowie eine möglichst kos-

tengünstige und bis zum industriellen Maßstab steigerungsfähige Kultivierung des entspre-

chenden Organismus. Wie schon in der Einleitung beschrieben, erfüllt U. maydis diese Ei-

genschaften allgemein ausgezeichnet. In Bezug auf die genetische Zugänglichkeit kommt es 

in anderen Systemen häufig zu Problemen durch Polyploidie des Organismus (Bsp. Candida 

utilis), geringe Transformationseffizienz (Bsp. filamentöse Pilze) oder ungezielte genomische 

Insertion der Genelemente (Bsp. Säugerzellen) (Kunigo et al., 2013, Ward, 2012, Zahn-

Zabal et al., 2001). In dieser Arbeit bestätigte die Anwendung des cbx-Insertionssystems 

(Broomfield & Hargreaves, 1992, Stock et al., 2012) noch einmal die deutlichen Vorteile die-

ser, über homologe Rekombination vermittelten, stabilen Insertion von Expressionskassetten 

in den ektopischen ip-Locus haploider U. maydis Zellen. Dabei spiegelt der in Abbildung 2.1 

dargestellte Southern Blot beispielhaft die meist hohe Transformationseffizienz wieder, die 

mit diesem System erzielt werden kann. Die hierbei ebenfalls auftretenden multiplen Inser-

tionen können von Vorteil, da sie in Expressionssystemen gerne genutzt werden, um das 

optimale Expressionslevel für die Produktion eines bestimmtes heterologen Proteins zu iden-

tifizieren (Gellissen et al., 1992). 

Ein wichtiges Argument für das in dieser Arbeit etablierte Expressionssystem ist die im Zuge 

der unkonventionellen Sekretion ausbleibende N-Glykosylierung der heterologen Proteine. 

Auch wenn Glykosylierungen für viele Proteine eine wichtige Funktion in Bezug auf die kor-

rekte Faltung, die Stabilität oder die biologische Aktivität haben können (Mamedov et al., 

2012, Helenius & Aebi, 2001, Helenius & Aebi, 2004, Brocca et al., 2000), gibt es auch Pro-

teine bei denen Glykosylierungen ungünstige Auswirkungen haben. Dazu gehören insbe-

sondere verminderte Interaktion mit anderen Proteinen, allergische Reaktionen beim Men-

schen oder der rasche Abbau solcher Glykoproteine im Blut (Al-Ghouleh, 2011; Ballew & 

Gerngross, 2004). Um dieses zu verhindern, werden solche Proteine häufig über teure, inef-

fiziente Expressionsplattformen wie Säugerzellen (Ballew & Gerngross, 2004) produziert, 

oder die glykosylierten Aminosäuren müssen aufwendig ausgetauscht werden (Crosnier et 

al., 2011, Bartholdson et al., 2012), wobei wiederum die Funktion des Proteins beeinträchtigt 

werden könnte. Das in dieser Arbeit entwickelte Expressionssystem würde da eine deutlich 

elegantere Methode bereitstellen, solche Proteine zu produzieren. Als Beispielproteine, für 

die eine Produktion mit diesem System sinnvoll sein könnte, sind Plasmodium falciparum 

Antigene zu nennen, mit denen die Herstellung eines gezielten Impfstoffes gegen Malaria 

möglich wäre. Plasmodium-Parasiten gehören zu den wenigen Eukaryonten, die keine N-
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Glykosylierungsmaschinerie besitzen (Outchkourov et al., 2008). Da entsprechende Proteine 

jedoch häufig potentielle Glykosylierungsstellen besitzen, könnten diese in eukaryotischen 

Expressionssystemen glykosyliert werden, wodurch potentielle Interaktionsstellen maskiert 

werden könnten (Bartholdson et al., 2012). Andererseits ist aufgrund der meist komplexen 

Tertiärstruktur eine Expression in prokaryotischen Systemen aufgrund fehlender posttransla-

tionaler Modifikationen schwierig (Outchkourov et al., 2008). Hier könnte das vorgestellte 

Expressionssystem eine Möglichkeit darstellen, solche Proteine wie erwünscht unglykosyliert 

und mit der entsprechend nativer Faltung zu produzieren.   

Gerade bakterielle Systeme haben meist das Problem, dass große cytoplasmatische Protei-

ne nicht sekretiert werden können (Baneyx, 1999). In dieser Arbeit konnte die Gus-Aktivität 

eines Gus-Cts1-GTH Fusionsproteins mit einer molekularen Masse von 173 kDa in Über-

ständen detektiert werden. Drei verschiedene Lipase-SHH-Cts1 Fusionsproteine mit Moleku-

largewichten zwischen 99 bis 102 kDa konnten mittels Western Blot-Analyse, wenn auch nur 

sehr schwach, in voller Länge im Überstand nachgewiesen werden. Dieses zeigt, dass über 

den unkonventionellen Cts1-Sekretionsmechanismus ein Co-Transport von relativ großen 

Proteinen möglich ist. 

Als derzeit größter Schwachpunkt des hier vorgestellten Systems hat sich die nur sehr gerin-

ge Ausbeute an heterologem Protein herausgestellt. Eine erste Quantifizierung des im Über-

stand befindlichen Gus-Reporterproteins unter für die Expression nicht optimierten Bedin-

gungen, ergab eine Konzentration in der Größenordnung von einem Mikrogramm pro Liter 

einer Kultur mit einer optischen Dichte von eins. Gerade in filamentösen Pilzen stellen sekre-

tierte Proteasen häufig ein Problem für die extrazelluläre Produktion heterologer Proteine dar 

(Demain & Vaishnav, 2009). Auch in dieser Arbeit deuten die Ergebnisse allgemein darauf 

hin, dass die geringen Konzentrationen in Überständen nicht auf eine schwache Sekretion 

der Fusionsporteine, sondern auf eine starke proteolytische Degradierung der heterologen 

Proteine im Überstand zurückzuführen ist. Einen Hinweis darauf, dass die über Cts1 vermit-

telte Sekretion effizient zu sein scheint, gibt die Western Blot-Analyse von gefällten Proteinen 

aus den Überständen von Lipase-Fusionsprotein produzierenden Stämmen (Abb. 2.14). Hier 

zeigte sich, dass sowohl von konventionell als auch unkonventionell sekretierten Lipase-

Fusionsproteinen die gleichen geringen Mengen an Volllängenprotein nachweisbar waren, 

was auch auf eine vergleichbare Sekretion der Proteine hindeutet. Die für das konventionell 

sekretierte Uml2-SHH-Cts1 Fusionsprotein zusätzlich auftretende Abbaubande, bei der es 

sich vermutlich um stabiles Uml2-SHH handelt, zeigt jedoch wie stark die durch den otef-

Promotor vermittelte Expression ist und damit auch wie stark die Sekretion zu sein scheint. 

Dass die Sekretionskapazität bisher kein limitierender Faktor ist, wird auch durch die Tatsa-

che unterstützt, dass in weiteren Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe durch multiple 

Insertionen (unveröffentlichte Daten) oder die Verwendung von stärkeren Promotoren (M. 
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Reindl, Bachelorarbeit 2013) deutlich höhere Gus-Aktivitäten im Überstand erzielt werden 

konnten. So zeigte die Nutzung des sehr starken oma-Promotors (Hartmann et al., 1999, 

Flor-Parra et al., 2006) in einem entsprechenden Gus-Reporterstamm in ersten Analysen 

eine 30-fache Erhöhung der Gus-Aktivität im Überstand (M. Reindl, Bachelorarbeit 2013). 

Dieses zeigt zum einen, welches Potential noch in dem bisher nicht weiter optimierten Ex-

pressionssystem steckt, es macht aber auch einen möglichen weiteren Vorteil gegenüber der 

konventionellen Sekretion über das ER deutlich. In Hefen konnte bei der Analyse von Stäm-

men mit unterschiedlichen multiplen Insertionen festgestellt werden, dass zusätzliche Ex-

pression nur bis zu einem bestimmten Punkt auch zu einer erhöhten Produktion führt, da 

Proteine sonst aufgrund einer Überlastung der aufwendigen Faltungsmaschinerie im ER zu-

rückbleiben und schließlich abgebaut werden können (Parekh et al., 1995, Damasceno et al., 

2012). Da dieser häufig genannte ‘bottleneck‘ bei der durch Cts1 vermittelten Sekretion um-

gangen wird, könnte es auch bei extrem gesteigerter Expression noch zu entsprechend er-

höhter Sekretion des Produktes kommen. Um die sekretierten Proteine zukünftig nichtmehr 

durch die hohe proteolytische Aktivität im Überstand zu verlieren, ist die Identifizierung und 

die Deletion der dafür verantwortlichen Proteasen das wohl wichtigste Ziel unserer Arbeits-

gruppe (Parveen Sarkari). In vielen Fällen waren solche proteasedefizienten Stämme ein 

wichtiger Grundstein für erfolgreiche Expressionssysteme (Murashima et al., 2002, Archer et 

al., 1992, White et al., 1995, Broekhuijsen et al., 1993). Zusammenfassend lässt sich sagen, 

dass auch das hier vorgestellte Expressionssystem das bereits diskutierte große biotechno-

logische Potential des Basidiomyceten U. maydis (Feldbrügge et al., 2013) bekräftigt und 

künftig durch weitere Optimierung ein nutzbares Expressionsystem entstehen könnte. 

3.4 Heterologe Expression von Lipasen 
Lipasen (EC 3.1.1.3) sind lipolytische Enzyme, die im Gegensatz zu den Esterasen (EC 

3.1.1.1) auch in der Lage sind, langkettige, wasserunlösliche Triglyceride zu hydrolysieren 

und damit in Glycerin und Fettsäuren zu spalten. Das aktive Zentrum dieser Serin-

Hydrolasen bildet in der Regel eine katalytische Triade aus den Aminosäuren Serin, Aspara-

ginsäure (oder Glutaminsäure) und Histidin, wobei das Histidin meist in einem G-x-S-x-G 

Konsensusmotiv konserviert ist (Ollis et al., 1992, Arpigny & Jaeger, 1999). Bei Lipasen ist 

das aktive Zentrum häufig durch einen sogenannten ‘lid‘ (Deckel) abgedeckt und wird erst im 

Zuge der Grenzflächenaktivierung, wenn das Enzym zwischen hydrophober und hydrophiler 

Phase liegt, zugänglich (Brzozowski et al., 1991). Während sie in wässrigen Lösungen eher 

die Hydrolyse von Estern vermitteln, wird in organischen Lösungsmitteln auch die gegensätz-

liche Reaktion katalysiert (Blank et al., 2006). Zu den industriell am häufigsten genutzten 

Lipasen gehört CalB, die sich durch eine hohe Thermostabilität, eine breite Substratspezifität 

und hohe Selektivität auszeichnet (Jung & Park, 2008). Die Aktivität ist in organischen Lö-

sungen mit denen in wässrigen Lösungen vergleichbar und nicht von einer Grenzflächenakti-
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vierung abhängig (Martinelle & Hult, 1995, Martinelle et al., 1995). CalB wird aufgrund seiner 

Stereoselektivität unter anderem für die Racematspaltung von Alkoholen, Aminen und Säu-

ren genutzt. Außerdem kann CalB zur Produktion von Biodiesel und zur Synthese von Poly-

meren eingesetzt werden (Anderson et al., 1998, Kirk & Christensen, 2002).  

Lipasen stellen ein gutes Testenzym für Proteinexpressionssysteme dar, da sie in der Bio-

technologie einerseits zu den am häufigsten angewendeten Enzymen in der organischen 

Chemie gehören, deren biotechnologisches Potential ständig ansteigt (Jaeger & Reetz, 

1998, Kapoor & Gupta, 2012). Andererseits stellen diese hydrophoben Proteine für viele Ex-

pressionssysteme eine Herausforderung dar (Jung & Park, 2008, Larsen et al., 2008).  

Die industriell wichtige Lipase CalB wurde zwar bereits in vielen eukaryotischen Organismen 

wie P. pastoris, S. cerevisiae und A. oryzae produziert (Rotticci-Mulder et al., 2001, Zhang et 

al., 2003, Høegh et al., 1995). Eine erfolgreiche Expression von aktivem CalB in E. coli ist 

jedoch in der Regel schwierig (Liu et al., 2006, Larsen et al., 2008), weshalb verschiedenste 

aufwendige Methoden angewendet werden, um dies zu ermöglichen. So wurde CalB ins Pe-

riplasma sekretiert oder mit Thioredoxin fusioniert, um die Bildung der Disulfidbrücken zu 

unterstützen, Chaperone wurden koexprimiert, um eine bessere Faltung zu gewährleisten 

oder hydrophobe Aminosäuren wurden ausgetauscht, um IBs zu verhindern (Blank et al., 

2006; Liu et al., 2006; Jung & Park, 2008). Für die Produktion in Eukaryonten werden meist 

die Signalpeptide der jeweiligen Wirte oder von CalB selbst eingesetzt (Blank et al., 2006), 

durch die CalB über den konventionellen Sekretionsweg ins Medium gelangt und womit post-

transkriptionelle Modifikationen ermöglicht werden.  

Die von Chow et al. (2012) aus dem Metagenom einer Heizungsanlage isolierte thermostabi-

le Lipase LipT stammt vermutlich aus einem nahen Verwandten des Bakteriums Thermus 

scotoductus. Das Enzym besitzt bei einer Temperatur von 70 °C eine Halbwertszeit von drei 

Stunden. Es hat ein Temperaturoptimum von 75 °C und ein pH-Optimum von pH 8. Es ist in 

der Lage, Fettsäureester mit längeren Kohlenstoffketten (C12 - C14) zu hydrolysieren. LipT 

konnte zwecks dieser Analysen in E. coli produziert werden, wies jedoch im Vergleich zu 

anderen Lipasen eine deutlich geringere spezifische Aktivität auf (Chow et al., 2012). Dies 

könnte ein Hinweis darauf sein, dass ein großer Teil der in E. coli produzierten Lipase auf-

grund nicht nativer Faltung inaktiv war. Aufgrund der in U. maydis ablaufenden nichtkonven-

tionellen Sekretion, die vermutlich im Zusammenhang mit Endosomentransport entlang von 

Mikrotubuli steht (Koepke et al., 2011; Baumann et al., 2012), waren solche Lipasen ein gute 

Möglichkeit, zu testen, ob mit diesem System auch hydrophobere Proteine produziert werden 

können, die bestimmte posttranslationale Modifikationen benötigen. Da die Quantifizierung 

von Gus-SHH-Cts1 (Abb. 2.6) suggerierte, dass nur relativ geringe Proteinmengen im Über-

stand zu erwarten waren und lipolytische Aktivitäten möglicherweise durch CalB-typische 

Hintergrundaktivitäten überdeckt worden wären, wurde die heterologe Expression der Lipa-
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sen in einem AB33uml2Δ Stamm durchgeführt (siehe unten). Die Analyse des uml2-

Deletionsstamms zeigte, dass die CalB-Typ Lipase Uml2 die Hydrolyse von Polysorbaten 

wie Tween20 und Tween80 vermitteln kann und dass bei Abwesenheit dieser Lipase keiner-

lei Hintergrundaktivität zu erwarten ist (Abb. 2.9). Dass diese Polysorbate auch zur Analyse 

von CalB geeignet sind, wurde im Zuge der Etablierung eines Polysorbat-Assays bestätigt, 

für die aus P. pasoris aufgereinigtes CalB-Myc-His und Uml2-Myc-His Fusionsprotein ver-

wendet wurde (Abb. 2.10). Es stellte sich heraus, dass der etablierte Polysorbat-Assay für 

die hier gezeigte Anwendung einige Vorteile gegenüber anderen häufig genutzten Lipase-

Assays hat, bei denen Substrate wie chromogene p-Nitrophenyl- oder fluorogene 4-

Methylumbelliferyl-Derivate verwendet werden. Solche Substrate sind während langer Inku-

bationen nicht stabil, weshalb Enzymreaktionen nur über einen Zeitraum von einigen Minu-

ten analysiert werden können (Plou et al., 1998, Tamalampudi et al., 2007, Kumar et al., 

2012). Substrate mit relativ kurzkettigen Fettsäuren (z.B. Butyrat) haben den Nachteil, dass 

sie auch von Esterasen, im Falle von p-Nitrophenyl-Butyrat auch von Proteasen und nicht-

enzymatischen Proteinen, hydrolysiert werden können (Gilham & Lehner, 2004). Dies macht 

sie für die Anwendung zur Analyse von Zellextrakten und Überständen ungünstig. Bei dem 

Versuch, die spezifische Uml2-Aktivität in Überständen und Zellextrakten unter Verwendung 

von p-Nitrophenyl-Butyrat und 4-Methylumbelliferyl-Butyrat als Substrat nachzuweisen (Er-

gebnisse nicht gezeigt), konnten folglich auch nur unspezifische lipolytische Aktivitäten fest-

gestellt werden, die auf andere Lipasen, Esterasen und andere hydrolytische Enzyme zu-

rückzuführen sein könnten. Entsprechende Substrate mit langkettigen Fettsäuren haben den 

Nachteil, dass sie eine geringe Löslichkeit in wässrigen Lösungen aufweisen (Tigerstrom & 

Stelmaschuk, 1989), könnten den Nachweis der Lipasen jedoch bei ausreichender Sensitivi-

tät ermöglichen. Bei der Etablierung des Polysorbat-Assays zeigte sich, dass auch nach In-

kubationen von 24 Stunden eine Instabilität der Substrate kaum festzustellen war (Abb. 2.11 

und 2.14 B). Somit war es möglich, auch geringe Uml2-Myc-His- bzw. CalB-Myc-His-

Konzentrationen von 10 ng/ml zu detektieren (Abb. 2.11). Damit wurde in dieser Arbeit ein 

sensitiver lipolytischer Assay etabliert, mit dem selektiv die Aktivität von Calb-Typ Lipasen 

wie Uml2 und CalB in Proteinsuspensionen wie Überständen und Zellextrakten von U. may-

dis analysiert werden kann. 

In Zellextrakten der schließlich erstellten Lipase-Expressionsstämme konnte die Produktion 

aller Lipasefusionsproteine zwar gezeigt werden, lipolytische Aktivität konnte jedoch nur für 

das konventionell sekretierte Sp-Uml2-SHH-Cts1 bestätigt werden (Abb. 2.13). Die cytop-

lasmatischen Lipasefusionsproteine, welche über die Cts1-Sekretionsmaschinerie sekretiert 

werden sollten, waren unter den getesteten Bedingungen inaktiv. Da der extrazelluläre Raum 

in Bezug auf Ionenzusammensetzung und Redoxpotential meist mehr dem ER ähnelt als 

dem Cytoplasma (Anelli & Sitia, 2008), wäre es denkbar gewesen, dass diese cytoplasma-
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tisch inaktiven Lipasefusionsproteine erst extrazellulär die native Konformation eingenom-

men hätten. Die Ergebnisse der Analyse der Überstände deuten schlussendlich jedoch dar-

auf hin, dass die Lipasefusionsproteine zwar über die Cts1-Sekretionsmaschinerie in den 

Überstand exportiert werden können, eine lipolytische Aktivität aber auch hier nicht feststell-

bar ist (Abb. 2.14). Da für die Lipase LipT in dieser Arbeit nicht bestätigt wurde, dass deren 

Aktivität mit dem Polysorbat-Assay gemessen werden kann, darf hier nicht ausgeschlossen 

werden, dass LipT diese Substrate nicht hydrolysieren kann und somit vorhandenes aktives 

LipT nicht detektiert wurde. Dagegen spricht jedoch, dass auch unter der Verwendung ande-

rer lipolytischer Assays (p-Nitrophenyl-Butyrat) und bei höheren Temperaturen (60 °C) keine 

Aktivität für LipT festzustellen war (Daten nicht gezeigt). Konventionelle Sekretion des Uml2-

SHH-Cts1 Fusionsproteins führte hingegen zu einer deutlichen lipolytischen Aktivität im 

Überstand. Eine Western Blot-Analyse mit Proteinen aus Überständen gibt Anlass zu der 

Vermutung, dass die Cts1-Fusionsproteine im Überstand allgemein sehr instabil sind. Nur 

konventionell sekretiertes und vermutlich durch proteolytische Aktivität entstandenes Uml2-

SHH scheint relativ stabil im Überstand zu akkumulieren (Abb. 2.14 A). Somit stellte sich die 

Frage, warum die nichtkonventionell sekretierten Lipasefusionsproteine inaktiv sind und kon-

ventionell sekretiertes Uml2 nicht nur aktiv sondern auch deutlich stabiler zu sein scheint. 

Da ein bereits bekannter Unterschied zwischen der konventionellen und der hier vorgestell-

ten unkonventionellen Sekretion über Cts1 die beim letzteren ausbleibende N-Glykosylierung 

ist, wurden die Auswirkungen einer fehlenden Uml2 N-Glykosylierung näher untersucht. 

Dass konventionell sekretiertes Uml2-Fusionsprotein in U. maydis N-glykosyliert wird, konnte 

durch eine PNGaseF-Behandlung und anschließende Western Blot-Analyse von aus Zellex-

trakten gereinigten Uml2-Fusionsproteinen bestätigt werden, da die anzunehmende Uml2-

SHH-Abbaubande durch die Deglykosylierung verschoben war (Abb. 2.15). Da diese Uml2-

SHH-Abbaubande für das unkonventionell sekretierte Uml2-SHH-Cts1 nicht detektiert wer-

den konnte, wurde die fehlende N-Glykosylierung hier zwar nicht bestätigt, das Fehlen dieser 

Bande könnte jedoch im Gegenzug ein Hinweis auf eine Instabilität dieses Proteins aufgrund 

der fehlenden N-Glykosylierung sein. Weiter unterstützt wird diese Theorie dadurch, dass 

nur konventionell sekretiertes und daher N-glykosyliertes Uml2-SHH-Abbauprodukt im Über-

stand stabil zu sein scheint (Abb. 2.14). Es ist bekannt, dass Glykosylierungen Auswirkungen 

auf die Aktivität, die Faltung sowie die Stabilität von Proteinen haben können (Helenius & 

Aebi, 2004, Brocca et al., 2000, Russell et al., 2009). Da es für CalB Hinweise dafür gibt, 

dass die N-Glykosylierung nicht für die Aktivität des Proteins notwendig ist (Blank et al., 

2006), war zu vermuten, dass auch Uml2 Aktivität durch die fehlende N-Glykosylierung nicht 

beeinträchtigt werden sollte. Die Analyse der lipolytischen Aktivität von durch PNGaseF par-

tiell deglykosyliertem Uml2-Myc-His zeigte keine Veränderung im Vergleich zur N-

glykosylierten Variante (Abb. 2.16), was ein Hinweis darauf sein könnte, dass N-



Diskussion 
 

73 
 

Glykosylierung für die Aktivität abdingbar ist. Geht man hiervon aus, stellt sich die Frage 

nach anderen Gründen für die fehlende Aktivität der unkonventionell sekretierten Lipasefu-

sionsproteine. Dass eine C-terminale Fusion von Tags für die Aktivität der Lipasen Uml2, 

CalB und LipT normalerweise problemlos ist, wurde mehrfach gezeigt (Buerth et al., 2014; 

Blank et al., 2006; Tamalampudi et al., 2007; Rotticci-Mulder et al., 2001; Chow et al., 2012). 

Ein kompletter Funktionsverlust aufgrund der C-terminalen Fusion mit SHH-Cts1 ist daher 

unwahrscheinlich.  

Propeptide können als intramolekulare Chaperone fungieren, die für die native Faltung eines 

Proteins unabdingbar sind (Wang et al., 2012). Auch wenn CalB ein Propeptid besitzt (Abb. 

2.8 A), dessen Funktion bisher nicht näher bekannt ist (Larsen et al., 2008), ist es unwahr-

scheinlich, dass CalB-SHH-Cts1 aufgrund des fehlenden Propeptids inaktiv ist, da eine unve-

ränderte CalB Aktivität ohne Propeptid bereits mehrfach und in verschiedenen Organismen 

gezeigt wurde (Blank et al., 2006; Liu et al., 2006; Larsen et al., 2008). Für Uml2 und LipT 

werden hingegen Signalpeptide, aber keine Propeptide vorhergesagt 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/; http://www.cbs.dtu.dk/services/ProP/). 

Die komplexe Tertiärstruktur von CalB erfordert die Bildung von drei Disulfidbrückenbindun-

gen (Abb. 2.8 A), um eine funktionelle Konformation zu erreichen (Liu et al., 2006) und für 

Uml2 werden die gleichen Disulfidbrücken vorausgesagt (Buerth et al., 2014). Da die Pro-

duktion von CalB in E. coli vermutlich aufgrund fehlender Unterstützung der Faltung und Di-

sulfidbrückenbildung oft schwierig ist (Blank et al., 2006; Liu et al., 2006; Jung & Park, 2008), 

muss in Betracht gezogen werden, dass auch bei dem hier vorgestellten unkonventionellen 

Sekretionsmechanismus eine solche Faltungsunterstützung zu den nativen Lipasen aus-

bleibt. Damit könnte die Instabilität der unkonventionell sekretierten Lipasen auch auf die 

nicht native Faltung zurückzuführen sein. Da eine solche Fähigkeit zur Unterstützung der 

nativen Faltung von Proteinen jedoch ein wichtiges Argument für dieses Expressionssystem 

gegenüber E. coli ist, sollte künftig getestet werden, ob bei der Cts1-vermittelten Sekretion 

eine Unterstützung der Disulfidbrückenbildung und Faltung von ähnlich anspruchsvollen Pro-

teinen möglich ist. Vier vorhandene Cysteinreste und zwei bioinformatisch vorhergesagte 

Disulfidbrücken in der Cts1-Proteinsequenz (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/)  spre-

chen dafür, dass Disulfidbrückenbildung generell möglich sein sollte. Es könnte weiter auch 

untersucht werden, ob sich inaktive Lipasefusionsproteine durch veränderte Bedingungen 

wie pH, Temperatur oder Ionenzusammensetzung in eine native, aktive Form bringen las-

sen.    

3.5 Die CalB-Typ Lipase Uml2 
Mit dem Hauptziel die lipolytische Hintergrundaktivität zu reduzieren, um heterolog exprimier-

te Lipasen wie CalB analysieren zu können (siehe oben), wurden im Zuge dieser Arbeit auch 

die Auswirkungen der Deletion einer CalB-Typ Lipase (Uml2) in U. maydis untersucht. Da es 
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sich um ein für die Biotechnologie möglicherweise interessantes Enzym handelt (Buerth et 

al., 2014), wurden die zugehörigen Deletionsstämme weiterführend charakterisiert. Uml2 

besteht aus 336 Aminosäuren und besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von etwa 35 

kDa (http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago). Die hohe Identität von 66% 

zwischen CalB und Uml2 (Abb. 2.8 A) erklärt sich durch die bekannt nahe Verwandtschaft 

der Basidiomyceten P. aphidis und U. maydis, aus denen sie stammen (Uppenberg et al., 

1995; Feldbrügge et al., 2013). Die vergleichende Analyse der lipolytischen Aktivität des 

AB33-Vorläuferstammes und des AB33uml2Δ Stammes zeigte, dass Uml2 in U. maydis als 

aktive Lipase fungiert. Indikatorplatten-Assays mit den Substraten Tributyrin, Tween20 und 

Tween80 bestätigten, dass dabei sowohl die Hydrolyse von Triglyceriden mit kurzen Koh-

lenstoffketten (C3) als auch die Freisetzung von langkettigen Fettsäuren (C12 und C18) 

möglich ist. Für Uml2 wird wie für CalB ein N-terminales, 19 Aminosäuren langes Signalpep-

tid vorhergesagt (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), was auf eine konventionelle Sek-

retion des Proteins hindeutet. In dieser Arbeit konnte die Sekretion von aktivem Uml2 durch 

eine vergleichende Sekretomanalyse der Stämme AB33 und AB33uml2Δ (Abb. 2.8 C) sowie 

eine Analyse der lipolytischen Aktivität in Überständen dieser beiden Stämme (Abb. 2.9 B) 

bestätigt werden. Die Tatsache, dass die N-Glykosylierung eines Sp-Uml2-SHH-Cts1 Fusi-

onsproteins durch die Behandlung mit PNGaseF bestätigt werden konnte (Abb. 2.15), ist ein 

weiteres Indiz für eine konventionelle Sekretion von Uml2 über ER und Golgi-Apparat.  

Vergleicht man die lipolytischen Aktivitäten in Überständen von dichten AB33 Kulturen (Abb. 

2.9 B) mit den Aktivitäten definierter Uml2-Myc-His Mengen (Abb. 2.10 B), um sekretiertes 

Uml2 zu quantifizieren, so ergibt sich daraus eine Proteinmenge von fast 1,5 mg pro Liter 

Kultur. Hier muss jedoch vermutet werden, dass die tatsächliche Uml2-Konzentration deut-

lich niedriger sein könnte, da das für die Quantifizierung verwendete, aus P. pastoris aufge-

reinigte, Uml2-Myc-His deutlich geringere Aktivität besitzen könnte als endogenes Uml2. Für 

eine deutlich geringere Konzentration spricht auch die Sekretomanalyse der Stämme AB33 

und AB33uml2Δ (Abb. 2.8 C), die eher für eine Uml2-Konzentration von etwa 0,1 mg/L spre-

chen würde.  

Vergleichende Analysen der lipolytischen Aktivitäten von aus P. pastoris aufgereinigten 

Uml2-Myc-His und CalB-Myc-His Fusionsproteinen mit einem Tween20- bzw. Tween80-

Assay deuten darauf hin, dass Uml2 diese unnatürlichen Substrate mit relativ langen Koh-

lenstoffketten besser umsetzen kann als CalB. Aufgrund der Struktur dieser Polysorbate gab 

es die Vermutung, dass Uml2 natürlicherweise auch die Hydrolyse von Phospholipiden kata-

lysieren könnte. Eine von Filip Kovacic (Institut für Molekulare Enzymtechnologie, Heinrich-

Heine-Universität Düsseldorf) durchgeführte lipolytische Aktivitätsanalyse mit gereinigtem 

CalB und Uml2, unter Verwendung von Phosphatidylcholinen mit unterschiedlichen Kohlens-

toffkettenlängen (C6 - C18) als Substrate bekräftigten diese These schließlich (Buerth et al., 
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2014). Während Uml2 eine signifikante Phospholipase A Aktivität gerade für die längerketti-

gen Phospholipide (C12 und C18) aufwies, konnte für CalB keine Phospholipaseaktivität 

festgestellt werden (Buerth et al., 2014). Sowohl bei der Analyse mit Polysorbaten (diese 

Arbeit) als auch mit Phosphatidylcholinen (Buerth et al., 2014) zeigte sich, dass Uml2 die 

stärkste Aktivität für Substrate mit langen Fettsäuren von 18 Kohlenstoffatomen besaß. Ein 

möglicher Grund für diese erweiterte Substratspezifität von Uml2 gegenüber CalB könnte in 

der 3D Struktur von Uml2 gesehen werden, die von Buerth et al. (2014) auf Grundlage der  

CalB-Struktur (Uppenberg et al., 1994) bioinformatisch modelliert wurde. Hierzu wurde 

postuliert, dass bestimmte Aminosäureaustausche im aktiven Zentrum von Uml2 zu einer im 

Vergleich zu CalB veränderten Substratbindestelle führen (Buerth et al., 2014). Die Erkenn-

tnis, dass Uml2 auf der einen Seite große Ähnlichkeit zu der industriell genutzten Lipase 

CalB besitzt und sich auf der anderen Seite durch eine zusätzliche Phospholipaseaktivität 

deutlich von dieser Lipase abgrenzt, ist ein Hinweis darauf, dass Uml2 für biotechnologische 

Anwendungen interessant werden könnte. Durch weitere Analysen dieser Lipase gerade in 

Bezug auf Synthesereaktionen sowie Regio- und Sterioselektivität dieser Katalysen könnten 

aufzeigen, dass Uml2 eine vielversprechende Ergänzung zu den bereits genutzten Lipasen 

wie CalB darstellen könnte.   

Auffällig war, dass bei der Analyse der Uml2-Aktivität mit Polysorbaten eine verzögerte Um-

setzung des Substrats Tween80 festzustellen war (Abb. 2.9 A). Dies könnte auf eine Art 

kooperativen Effekt hindeuten, bei dem das Produkt zur Steigerung der Aktivität beiträgt. 

Eine solche abrupte Aktivierung konnte auch für Phospholipasen festgestellt werden, für die 

vermutet wird, dass eine Aktivierung der entsprechenden Dimere erst bei einer bestimmten 

Produktkonzentration stattfindet (Bell & Biltonen, 1992).  

Mikrobielle Lipasen werden häufig während der späten logarithmischen oder stationären 

Phase produziert (Aravindan et al., 2007). Auch für Uml2 waren hohe Aktivitäten insbeson-

dere bei hohen optischen Dichten, nach längerem Andauern der stationären Phase zu mes-

sen. Da bei diesen Experimenten keine weiteren Lipide zugegeben wurden, kann vermutet 

werden, dass Uml2 unter diesen Bedingungen zur Hydrolyse eigener Lipide und Phospholi-

pide der abgestorbenen Zellen beitragen könnte. Allgemein ist die Produktion von Lipasen 

von vielen Faktoren wie Temperatur, pH, Stickstoff-, Kohlenstoff- und Lipidquellen, Schüttler-

/Rührgeschwindigkeit und Sauerstoffkonzentration abhängig und kann durch die Anwesen-

heit von Triglyceriden, Fettsäuren, hydrolysierbaren Estern, Gallensalzen oder Glycerin indu-

ziert werden (Ghosh et al., 1996). Hohe Uml2-Konzentrationen konnten nur durch die Kulti-

vierung in Reagenzgläsern, jedoch nicht in Schüttelkolben erreicht werden. Dass die Kultivie-

rung in Schüttelkolben und die damit verbundene hohe Sauerstoffkonzentration für die Lipa-

seproduktion ungünstig sein kann, wurde auch für andere Mikroorganismen gezeigt (Ghosh 

et al., 1996). Somit kann vermutet werden, dass auch Uml2 gerade bei geringer Sauerstoff-
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konzentration produziert wird. Die bei den Indikator-Plattentests (Abb. 2.8 B) festgestellten 

Uml2-Aktivitäten waren nur in Abwesenheit von Glukose festzustellen, was ein Anzeichen 

dafür sein könnte, dass die Uml2-Produktion durch Glukose unterbunden wird. Im Einklang 

mit diesem Ergebnis konnte reduzierte Lipase-Produktion in Anwesenheit von Glukose auch 

für Pilze wie Rhizopusoligosporus oder Candida rugosa gezeigt werden (NAHAS, 1988, 

Dalmau et al., 2000). Eine vergleichende Wachstumsanalyse der Stämme AB33 und 

AB33uml2Δ nach Zugabe der Substrate Tween20 und Tween80 deutet darauf hin, dass die-

se Substrate in Relation zu Glukose kaum zum Wachstum der Stämme beitragen können. 

Dennoch kann auf Grundlage dieser Ergebnisse vermutet werden, dass insbesondere 

Tween80 durch vorhandenes Uml2 besser metabolisiert werden kann. Weitere Analysen der 

Bedingungen, unter denen Uml2 vermehrt produziert wird und unter denen Uml2 zu einem 

verbesserten Wachstum beiträgt, könnten Aufschluss darüber geben, welche Funktion Uml2 

natürlicherweise in U. maydis einnimmt.  

Die wichtigste Rolle extrazellulärer Lipasen von Mikroorganismen liegt allgemein in der Zer-

setzung von Lipiden zur Nährstoffversorgung, insbesondere wenn diese Lipide die einzige 

Kohlenstoffquelle darstellen (Stehr et al., 2003). Auch die in dieser Arbeit gezeigten Ergeb-

nisse und gerade das festgestellte breite Substratspektrum machen eine solche Funktion 

auch für Uml2 wahrscheinlich. Sekretierte Lipasen und Phospholipasen können auch zur 

Virulenz pathogener Pilze beitragen (Voigt et al., 2005, Ghannoum, 2000). Phospholipasen 

können die Zellmembranen der Wirtszellen destabilisieren und damit die Zelllyse verursa-

chen, es wird jedoch auch vermutet, dass sie Prozesse wie Signaltransduktion, Ausschüt-

tung von Cytokinen oder Immunantwort von Wirten beeinflussen könnten (Ghannoum, 2000). 

Auch wenn für einen solopathogenen SG200uml2Δ Stamm in ersten Infektionsstudien keine 

reduzierte Pathogenität festzustellen war (M. Terfrüchte, Bachelorarbeit 2011), könnte Uml2 

unter natürlicheren Bedingungen zum erfolgreichen Maisbefall beitragen.  

3.5 Ausblick 
Mit den durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnissen eröffnen sich sowohl in Bezug auf die 

Grundlagenforschung als auch auf mögliche biotechnologische Anwendungen viele neue 

Forschungsschwerpunkte.  

Die Tatsache, dass U. maydis im Vergleich zu anderen filamentösen Pilzen wesentlich weni-

ger Chitinasen besitzt, macht bereits deutlich, dass zukünftige Untersuchungen dieser Chiti-

nasen einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der Funktion solcher Chitinasen in pathoge-

nen filamentösen Pilzen leisten könnten. Aufgrund der unkonventionellen Sekretion ist Cts1 

hier von besonderem Interesse. Das hier vorgestellte Gus-Reportersystem könnte unter 

Verwendung stärkerer Promotoren den Aufbau eines ‘screening‘-Systems ermöglichen, um 

an dem Sekretionsmechanismus beteiligte Komponenten zu identifizieren. Daraus gewonne-

ne neue Erkenntnisse wären nicht nur in Bezug auf die bisher noch relativ unerforschten un-
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konventionellen Sekretionsprozesse interessant, sie würden auch als wichtige Grundlage 

dienen, um das hier vorgestellte Expressionssystem zu verbessern.  

Bezogen auf dieses Expressionssystem sollte der Fokus der zukünftigen Weiterentwicklun-

gen insbesondere auf die derzeit hohe proteolytische Aktivität gelegt werden. Entsprechende 

Protease-Deletionsstämme werden derzeit bereits entwickelt und analysiert und versprechen 

deutlich höhere Ausbeuten (Parveen Sarkari). Als weiterer Schwerpunkt sollte zukünftig mit 

weiteren anspruchsvollen Proteinen untersucht werden, ob bei der Cts1-abhängigen Sekreti-

on auch die Faltung und Bildung von Disulfidbrücken unterstützt wird, da dies ein wichtiges 

Argument gegenüber anderen Expressionssystemen wie E. coli wäre. 

Auch die Analyse der Uml2 Lipase ist sowohl vom wissenschaftlichen Standpunkt gesehen 

als auch in Bezug auf eine biotechnologische Anwendung von großem Interesse. Die Ergeb-

nisse dieser Arbeit zeigen, dass Uml2 eine der wichtigsten extrazellulären Lipasen von U. 

maydis zu sein scheint. Weitere Wachstumsanalysen mit unterschiedlichsten Lipidsubstraten 

könnten Aufschluss über das natürliche Substrat und die Funktion von Uml2 geben. Da in-

sbesondere für Phospholipasen bekannt ist, dass sie eine wichtige Rolle bei der Infektion 

von pathogenen Pilzen spielen können, könnte auch Uml2 weiter auf eine solche Funktion 

hin untersucht werden. Die Analysen dieser Arbeit zeigten, dass Uml2 insbesondere bei ho-

hen optischen Dichten und während späterer Wachstumsphasenaktiv ist. Sollte dies auf den 

entsprechenden Promotor zurückzuführen sein, könnte dieser für biotechnologische Zwecke 

genutzt werden, um hohe Expressionen auch in dichtgewachsenen Fermenterkulturen zu 

gewährleisten. Die Identifizierung entsprechender Induktoren und Repressoren, könnte einen 

solchen Promotor zu einem wichtigen Werkzeug für die biotechnologische Nutzung von U. 

maydis machen. Darüber hinaus könnte sich auch die Uml2 Lipase selbst aufgrund seiner 

Ähnlichkeit zu CalB und der zusätzlichen Aktivität für Phospholipide zu einem wichtigen bio-

technologisch genutzten Produkt entwickeln. Da in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass Uml2 

relativ stabil im Überstand von U. maydis akkumuliert, könnte dieser natürliche Wirt schließ-

lich zur Produktion dieser Lipase dienen. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material und Bezugsquellen 

4.1.1 Chemikalien, Enzyme und Kits 

Chemikalien:  
Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waren p.a. Qualität und wurden von den fol-

genden Firmen bezogen: Ambion, Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Gerbu, Roche, Seakem, 

Duchefa, Difco, Serva, BioRad, GE Healthcare, Pharmacia, Invitrogen und Carl Roth. 

Tabelle 4.1: In dieser Arbeit verwendete Enzyme 

Name Anwendung Bezugsquelle 

Alkalische Phosphatase 
 
Lysozym 
 
Novozym 234 
 
Phusion DNA-Polymerase 
 
Restriktionsenzyme 
 
RNase A 
 
T4-DNA-Ligase 
 
Taq DNA-Polymerase 
 
PNGaseF 
 
Quick-DNA-Ligase 

Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 
 
Plasmidisolierung 
 
Protoplastierung von U. maydis 
 
DNA-Amplifikation 
 
DNA-Restriktion 
 
Plasmidisolierung, gDNA-Isolierung 
 
DNA-Ligation 
 
DNA-Amplifikation 
 
Deglycosylierung von Proteinen 
 
DNA-Ligation 

Roche 
 
Merck 
 
Novo Nordisc 
 
Finnzymes oder Laborpräparation 
 
New England Biolabs 
 
Boehringer 
 
Roche 
 
Laborpräparation 
 
New England Biolabs 
 
New England Biolabs 

 
 Tabelle 4.2: In dieser Arbeit verwendete Kits 
Name Anwendung Bezugsquelle 

BigDye®  Terminator  v3.1 Cycle 
Sequencing Kit 
 
CDP-Star® 
 
 
Amersham® ECL® Western 
blotting detection reagent 
 
High Pure Plasmid Isolation Kit 
 
High Pure PCR Product purificati-
on Kit 
 
JETsorb® Kit 
 

Herstellung der Sequenzierungsreaktion 
 
 
Southern Blot-Analyse (chemilumineszentes 
Substrat für alkalische Phosphatase)  
 
Western Blot-Analyse (chemilumineszentes 
Substrat für Meerrettich-Peroxidase (HRP)) 
 
Präparation hochreiner Plasmid-DNA 
 
Reinigung von PCR-Produkten, Eluierung 
von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Eluierung von DNA-Fragmenten aus Agaro-
segelen 

Applied Biosystems, Invit-
rogen  
 
Roche 
 
 
GE Healthcare Life Scien-
ces 
 
Roche 
 
Roche 
 
 
Genomed 
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JETquick® General DNA  
Clean-Up Kit 
 
JETquick® Plasmid Miniprep  
Spin Kit  
 
PCR DIG Labeling Mix 
 
 
Plasmid Midi Kit (100) 
 
SureClean 

 
Reinigung von Plasmiden vor der Sequen-
zierung 
 
Präparation hochreiner Plasmid-DNA 
 
 
Dioxigenin-Markierung von PCR-Produkten 
(Synthese von DNA-Sonden) 
 
Präparation hochreiner Plasmid-DNA 
 
Reinigung von PCR-Produkten 

 
Genomed 
 
 
Genomed 
 
 
Roche 
 
 
Qiagen 
 
Bioline 

4.1.2 Lösungen und Medien 

Puffer und Lösungen:  
Standardpuffer und -lösungen wurden nach Ausubel et al. (1987) und Sambrook et al. (1989) 

hergestellt. Spezielle Puffer und Lösungen sind unter den jeweiligen Methoden aufgelistet.  

Medien:  
Für die Kultivierung von E. coli wurden dYT-Flüssigmedium und YT-Festmedium verwendet 

(Sambrook et al., 1989, Ausubel et al., 1987), welche 5 min bei 121°C autoklaviert wurden. 

Ampicillin wurde in einer Konzentration von 100 μg/ml eingesetzt (YT-Amp).  

 

Für die Kultivierung von U. maydis wurden folgende Medien verwendet, die, sofern nicht an-

ders angegeben, 5 min bei 121°C autoklaviert wurden.  

CM-Vollmedium      NM-Medium  

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

0,15% (w/v) NH4NO3     0,3% KNO3  

0,25% (w/v) Casaminosäuren    6,25% Salz-Lösung  

0,05% (w/v) DNA degr. Free Acid   pH-Wert mit KOH auf 7,0 eingestellt und autoklaviert 

0,15 (w/v) Hefeextrakt     

1% (v/v) Vitamin-Lösung (siehe unten)  nach dem Autoklavieren: 

6,25% (v/v) Salz-Lösung (siehe unten)  2% (v/v) 50% (w/v) Glukose-Lösung   

pH-Wert mit NaOH auf 7,0 eingestellt und    

autoklaviert 

 

nach dem Autoklavieren:  

20 ml 50% (w/v) Glukose-Lösung     

 

YEPSL-Medium:      NSY-Glycerin (Einfriermedium):  
modifiziert nach (Tsukuda et al., 1988)   0,8% (w/v) Nutrient Broth  
1% (w/v) Hefeextrakt     0,1% (w/v) Hefeextrakt  
1% (w/v) Pepton      0,5% (w/v) Saccharose  
1% (w/v) Saccharose     69,6% (v/v) Glycerin   
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Salz-Lösung      Spurenelement-Lösung  
(Holliday, 1974)      (Holliday, 1974)  
1,6% (w/v) KH2PO4     60 mg H3BO3  
4% (w/v) Na2SO4     140 mg MnCl2 x 4 H2O  
0,8% (w/v) KCl      400 mg ZnCl2  
0,4% (w/v) MgSO4 x 7 H2O    40 mg NaMoO4 x 2 H2O  
0,132% (w/v)CaCl2 x 2 H2O    100 mg FeCl3 x 6 H2O  
0,8% (v/v) Spurenelement-Lösung    40 mg CuSO4 x 5 H2O  
sterilfiltriert.       mit ddH2O auf 1 l aufgefüllt und sterilfiltriert.  
 
Vitamin-Lösung      Regenerationsagar  
(Holliday, 1974)      (Schulz et al., 1990)  
100 mg Thiamin      Top-Agar:  
50 mg Riboflavin      1,5% (w/v) Bacto-Agar  
50 mg Pyridoxin      1 M Sorbitol  
200 mg Calciumpantothenat   in YEPSL-Medium (siehe oben)  
500 mg p-Aminobenzoesäure    Bottom-Agar:  
200 mg Nikotinsäure     Top-Agar mit 4 µg/ml Carboxin  
200 mg Cholinchlorid      
1000 mg myo-Inositol  
mit H2O auf 1 l aufgefüllt und sterilfiltriert.  
 
Für die Kultivierung von Pichia pastoris wurden folgende Medien verwendet, die 5 min bei 

121°C autoklaviert wurden.  
 
BMGY- und BMMY-Medium:         
1% (w/v) Hefeextrakt     
2% (w/v) Pepton   
100 mM NaPi, pH 6,0 
1,34% Yeast Nitrogen Base 
4x10-5% Biotin 
1% Glycerin oder Methanol      
 

4.1.3 Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion GmbH synthetisiert. Die Nukleotidse-

quenz ist jeweis vom 5´-Ende in Richtung 3`-Ende angegeben (Tab.4.3, 4.4). 

Tabelle 4.3: Für Klonierungen verwendete Oligonukleotide: 

Bezeichnung Nukleotidsequenz 

oMF369 

oMF502 

oMF503 

oMF746 

oMF749 

oSL85 

oSL880 

oSL881 

oRL18 

oRL19 

oRL20 

oRL138 

TGTGGCCGTTTACGTCGC 

ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG 

TTCACACAGGAAACAGCTATGACC 

TTCGAGCTGGTTGCCTGC 

TCTCCAAGCCACGGTTCC 

ccatggtggccgcgttggccgcCTTGAGGCCGTTCTTGACATTGTCCC 

CTAGTGCGGCCGCGGCCAACG 

TGGCCGCGGCCGCA 

aagtctagaTCGGTCCCTCAGACTCCG 

GGCCGCGTTGGCCGCACCAgcagcagaggctgttgc 

GGACTGGCATGAACTTCG 

GGCCCTAGCCGCGGT 



Material und Methoden 
 

81 
 

oRL139 

oRL140 

oRL141 

oRL142 

oRL143 

oRL144 

oRL145 

oRL146 

oRL270 

oRL271 

oRL272 

oRL273 

oRL283 

oRL292 

oRL293 

oRL294 

oRL295 

oRL296 

oRL297 

oRL300 

oRL301 

oRL405 

oRL406 

oRL407 

oRL1114 

CGCGACCGCGGCTAGGGCCCGT 

CTAGCACTAGTCGGCGCGCCT 

CTAGAGGCGCGCCGACTAGTG 

ggtggccgcgttggccgagggcccgCCTTGCGAGTCGATGTTG 

GGGCCCTCGGCCAACG 

TGGCCGAGGGCCCC 

GTACGCTGGGCCCTCGGCCAACG 

TGGCCGAGGGCCCAGC 

CCGGACTAGGCGCGCCGGGCC 

CGGCGCGCCTAGT 

gaccatggAGACAACTTCGGTCATCTCCGCG 

gcactagtATTGATCGTTCCAGAGCACG 

GGAAATGTGCGCGGAACC 

aagggccgcgttggcCTTGGTTGCGTCACCACTC 

aagtctagAGGTCACGATTTCACCACC 

aagcggccgcaCAGGGTGGTGCTGAAAGG 

aagcggccgcACCTTGCGAGTCGATGTTG 

ATTTTGGCGGCCGC 

GTACGCGGCCGCCAAAATC 

tacgtacgGTAGGTACGGGTTGGTCTC 

cgtacgatGGCCACCAAGCCAACCTG 

aagtctagaGAGAACGACGGGTTGGATGG 

aagtctagaGATTTCGCCGGTTCGTGG 

aagtctagaAGCCAGGGTGGTGCTGAAAGG 

aatccatggtaGCACCGCTCGCCAGTTCC 

Tabelle 4.4: Für Sequenzierungen verwendete Oligonukleotide: 

Bezeichnung Nukleotidsequenz 

oMF506 

oMF748 

oMF807 

oMF894 

oSL71 

oSL226 

oSL339 

oSL459 

oSL466 

oSL549 

oSL757 

oSL883 

GGCCACTCAGGCCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGG 

TTCGCTCTACCGATGCCTT 

TCCAATAAAGGGCGCTGTCTCGGC 

TCGCAAGACCGGCAACAG 

AGGAGAAGTGCTGCTGGG 

ATGGTCAGGTCCACAGGG 

ACGACACACCTCAGAACG 

TCCTGTTGCCGGTCTTGC 

ATAGCGGCCGCACGCGTTACGACTGCACAGGCACG 

ATTGTCGTTAGAACGCGGC 

TCACTCTCGGCATGGACG 

AGGTGGTGGCCAATGGTG 
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oSL884 

oSL885 

oSL929 

oSL937 

oSL949 

oSL951 

CACATCACCACGCTTGGG 

TGTTTGCCTCCCTGCTGC 

GTGGTGTGCGATGTGTTG 

CTGTGCTTCTTGCAATGG 

CCACGAACCGGCGAAATC 

GAGCGGGATTCCGAGAAC 

4.1.4 Plasmide  

4.1.4.1 In dieser Arbeit verwendete Plasmide 
Plasmid p123 (C. Aichinger und R. Kahmann, unveröffentlicht)  

Dieses Plasmid enthält eine Carboxin-Resistenz, die die homologe Rekombination mit dem ip-Locus von U. may-

dis ermöglicht und die Expression von Genen unter der Kontrolle des konstitutiven otef-Promotors (Spellig et al., 

1996) ermöglicht. 

pNCC_Gus und pGus_NCC (S. Kreibich, Diplomarbeit 2009) 

Für C-terminale und N-terminale Gus Fusionen wurden die zwei Vorläuferplasmide pNCC_Gus und pGus_NCC 

aus dem Plasmid p123 (Aichinger et al., 2003) generiert. Gus ersetzte dabei eGFP zwischen den Restriktions-

schnittstellen NcoI und NotI wobei NotI durch die Restriktionsschnittstelle AscI ersetzt wurde.  

pCts1-Gus (pUMa1354) (S. Kreibich, Diplomarbeit 2009) 

Für pCts1-Gus (pUMa1354) wurde der Cts1-ORF mittels PCR amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen 

XbaI und AscI in pGus_NCC kloniert. 

pGus-Cts1 (pUMa1355) (S. Kreibich, Diplomarbeit 2009) 

Für pCts1-Gus (pUMa1355) wurde der Cts1-ORF mittels PCR amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen 

NcoI und XbaI in pNCC_Gus kloniert. 

pTC-cbx (pUMa260) (Loubradou et al., 2001, Brachmann et al., 2004) 

Dieses Plasmid besitzt die Sequenz des cbx-Locus und wurde zur Amplifikation der entsprechenden DNA-Sonde 

mittels PCR verwendet. Darüber hinaus wurde das Plasmid in U. maydis transformiert, um hergestellte Protoplas-

ten zu testen. 

pCts1-G-nat-topo (pUMa828) (Koepke et al., 2011) 

In Koepke et al. (2011) wurde das Plasmid genutzt, um eine für eine N-terminale Fusion von eGfp an Cts1 kodie-

rende Gensequenz im endogenen cts1-Locus zu erstellen. In dieser Arbeit wurde ein 5´-terminales DNA-

Fragment aus der cts1-Sequenz für die Klonierung des pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) verwendet. 

peGfp-TriTag-nos-nat-pBS (pUMa741) (Michael Feldbrügge) 

peGfp-TriTag-nos-nat-pBS kann als Vorläuferplasmid genutzt werden, um Zielgene mit einer Sequenz kodierend 

für einen C-terminalen eGfp-TapTag-His10 Fusion im endogenen Locus zu versehen. Das Plasmid wurde auf 

Basis des SfiI-Systems (Brachmann et al., 2004) konstruiert. In dieser Arbeit wurde aus diesem Plasmid ein DNA-

Fragment mit der gfp-tap-his-Sequenz für die Klonierung von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) verwendet.   

pcrg-eGfp-ubi3'UTR-nosT-cbx (pUMa958) 

pcrg-eGfp-ubi3'UTR-nosT-cbx kann als Vorläuferplasmid genutzt werden, um Sequenzen für Zielproteine mit 

einer C-terminalen eGfp Fusion zu erstellen. Die Expression findet unter der Kontrolle des induzierbaren crg-
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Ptomotors statt und es wird die 3´UTR von ubi1 transkribiert. Zur homologen Rekombination in den ektopischen 

ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). In dieser Arbeit wurde aus diesem Plasmid ein 

DNA-Fragment mit der 3´UTR Sequenz von ubi1 für die Klonierung von pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) 

verwendet. 

pMA_Strep-HA-His (GeneArt; pUMa1533) 

Das Plasmid stammt von der Firma GeneArt (Invitrogen) und besitzt die Sequenz für einen Strep-Tag gefolgt von 

drei HA-Tags und einem zehnfach His-Tag (SHH). Es wurde zur Klonierung von pRabX1Gus-SHH-Cts1 ubi1 

3´UTR (pUMa1521) eingesetzt.  

pmCalB-MK-RQ (GeneArt, pUMa1426) 

Das Plasmid stammt von der Firma GeneArt (Invitrogen) und besitzt die für U. maydis Codon optimierte Sequenz 

der reifen CalB Lipase aus Pseudozyma aphidis. Es wurde zur Klonierung von pCalB-Cts1-GTH ubi1 3´UTR 

(pUMa1433) eingesetzt. 

pmLipT-MK-RQ (GeneArt, pUMa1424) 
Das Plasmid stammt von der Firma GeneArt (Invitrogen) und besitzt die für U. maydis codonoptimierte Sequenz 

der reifen LipT Lipase, die im Metagenom des Wassers einer Heizungsanlage gefunden wurde (Chow et al., 

2012). Es wurde zur Klonierung von pLipT-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1434) eingesetzt. 

4.1.4.2 Plasmidkonstruktionen dieser Arbeit 
pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der 

Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung wurde ein N-terminales Cts1 

Fragment über die Restriktionsschnittstellen SfiI und AatII aus pCts1-GFP-nat-topo (pUMa828) (Koepke et al., 

2011) mit einem eGfp-TriTap-His Fragment (SfiI, AscI) aus peGfp-TriTag-nos-nat-pBS (pUMa741) in den mit AatII 

und AscI linearisierten Vektor pGus-Cts1 (pUMa1355) integriert. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus 

beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-GTH (pUMa1403) 

Plasmid für die Expression eines Gus-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der Se-

quenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-GTH (pUMa1403) 

wurde Cts1 in pGUS-Cts1-GTH (pUMa1385), über die Restriktionsschnittstellen XbaI und SfiI, durch ein DNA-

Fragment aus den Primern SL880 und SL881 ausgetauscht. Die XbaI Restriktionsschnittstelle wurde dabei durch 

NotI ersetzt. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz 

(ipR). 

pCts1-Gus-GTH (pUMa1404) 

Plasmid für die Expression eines Cts1-Gus-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der 

Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pCts1-Gus-GTH (pU-

Ma1404) wurde ein 3,5 kb DNA-Fragment aus pCts1-Gus (pUMa1354) über zwei MfeI Restriktionsschnittstellen 

mit einem 6,8 kb DNA-Fragment aus pGus-GTH (pUMa1403) ligiert. Zur homologen Rekombination in den ip-

Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pSp-Gus-GTH (pUMa1412) 

Plasmid für die Expression eines Sp-Gus-GTH Fusionsproteins. Das heterologe Signalpeptid stammt aus der 

Invertase Suc2. Das Plasmid enthält den Promotor Potef gefolgt von der Sequenz des Fusionsproteins und dem 

heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pSp-Gus-GTH (pUMa1412) wurde ein DNA-Fragment aus den 
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Primern SL968 und SL969 mit einem 3,2 kb großen DNA-Fragment, das über die Restriktionsschnittstellen AscI 

und XbaI aus pCts1-Gus-GTH (pUMa1404) generiert wurde, und einem 5,6 kb großen DNA-Fragment, das über 

die Restriktionsschnittstellen AscI und NcoI aus dem Vektor pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) geschnitten wurde, 

ligiert. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der 

Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts1-GTH ubi1 

3´UTR (pUMa1425) wurde die ubi1 3´UTR mit nosTerminator aus pcrg-eGfp-ubi3'UTR-nosT-cbx (pUMa958) über 

die Restriktionsschnittstellen EcoRI und AscI in den entsprechend geschnittenen Vektor pGus-Cts1-GTTH (pU-

Ma1385) kloniert. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz 

(ipR). 

pGus-Cts11-460-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1384) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts11-460-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts11-460-GTH 

(pUMa1384) wurde eine C-terminal verkürzte Cts1 Variante mittels PCR und den Primern RL20 und RL292 von 

pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über die Restriktionsschnittstellen XbaI und 

SfiI in entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) Vektor kloniert. Zur homologen 

Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts11-317-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1512) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts11-317-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts11-317-GTH 

(pUMa1512) wurde eine in der Cts1-Sequenz befindliche Restriktionsschnittstelle BsiWI genutzt. Hierüber wurde 

der Cts1 Sequenz-Teil zwischen BsiWI und SfiI im Vorläuferplasmid pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) 

durch ein DNA-Fragment aus den Primern RL145 und RL146 ersetzt. Zur homologen Rekombination in den ip-

Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts11-234-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1511) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts11-234-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts11-234-GTH 

(pUMa1511) wurde eine in der Cts1-Sequenz befindliche Restriktionsschnittstelle XcmI genutzt. Hierüber wurde 

der Cts1 Sequenz-Teil zwischen XcmI und SfiI im Vorläuferplasmid pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) 

durch ein DNA-Fragment aus den Primern RL143 und RL144 ersetzt. Zur homologen Rekombination in den ip-

Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts11-103-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1510) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts11-103-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts11-103-GTH 

(pUMa1510) wurde die Sequenz für eine C-terminal verkürzte Cts1 Variante mittels PCR und den Primern RL20 

und RL142 von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über die Restriktionsschnitt-

stellen XbaI und SfiI in entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) Vektor kloniert. Zur 

homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1-N-term-GTH (pUMa1435) 

Vorläufer Plasmid für Gus-Cts1-GTH1-42 ubi1 3´UTR (pUMa1509) mit C-Terminus verkürzter Cts1 Variante. Es 

enthält den Promotor Potef gefolgt von der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. 
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Zur Klonierung von pGus-Cts1-N-term-GTH (pUMa1435) wurde dieSequenz für eine C-terminal verkürzte Cts1 

Variante mittels PCR und den Primern RL19 und RL20 von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Das PCR-

Produkt wurde über die Restriktionsschnittstellen XbaI und SfiI in entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH 

(pUMa1385) kloniert. 

pGus-Cts11-42-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1509) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts11-42-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts11-42-GTH 

ubi1 3´UTR (pUMa1509) wurde ein DNA-Fragment mit der Gus und C-terminal verkürzter Cts1 Sequenz durch 

die Restriktionsschnittstellen BamHI und SfiI aus pGus-Cts1-Nterm-GTH (pUMa1435) geschnitten. Dieses 2075 

bp Fragment wurde in den entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) Vektor kloniert. 

Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1460-502-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1644) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1460-502-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts1460-502-

GTH ubi1 3´UTR (pUMa1644) wurde die Sequenz für eine N-terminal verkürzte Cts1 Variante mittels PCR und 

den Primern MF369 und RL407 von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über die 

Restriktionsschnittstellen XbaI und SfiI in entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) 

kloniert. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1319-502-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1643) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1319-502-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts1319-502-

GTH ubi1 3´UTR (pUMa1643) wurde eine N-terminal verkürzte Cts1 Variante mittels PCR und den Primern 

MF369 und RL406 von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über die Restriktions-

schnittstellen XbaI und SfiI in entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) kloniert. Zur 

homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1235-502-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1642) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1235-502-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts1235-502-

GTH ubi1 3´UTR (pUMa1642) wurde die Sequenz für eine N-terminal verkürzte Cts1 Variante mittels PCR und 

den Primern MF369 und RL405 von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über die 

Restriktionsschnittstellen XbaI und SfiI in entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) 

kloniert. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1103-502-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1388) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1103-502-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts1103-502-

GTH ubi1 3´UTR (pUMa1388) wurde die Sequenz für eine N-terminal verkürzte Cts1 Variante mittels PCR und 

den Primern SL85 und RL293 von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über die 

Restriktionsschnittstellen XbaI und SfiI in entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) 

kloniert. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts142-502-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1513) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts142-502-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts142-502-GTH 
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ubi1 3´UTR (pUMa1513) wurde die Sequenz für eine N-terminal verkürzte Cts1 Variante mittels PCR und den 

Primern RL18 und SL85 von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über die Restrik-

tionsschnittstellen XbaI und SfiI in entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1425) kloniert. 

Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1Δ104-469-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1436) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1Δ104-469-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von Gus-Cts1Δ104-469-

GTH ubi1 3´UTR (pUMa1436) wurden zwei PCR-Fragmente mit den Sequenzen für Cts1 N-Terminus und C-

Terminus über die Restriktionsschnittstellen XbaI und SfiI in den entsprechend geschnittenen pGus-Cts1-GTH 

ubi1 3´UTR (pUMa1425) Vektor kloniert. Die Ligation zwischen den Sequenzen für den Cts1 N- und C-Terminus 

wurde dabei über eine NotI Schnittstelle erreicht. Die PCR-Fragmente für die Cts1 Sequenzen wurden durch die 

Primer RL20/RL295 für den N-Terminus-kodierenden Teil und die Primer MF369/RL294 für den C-Terminus-

kodierenden Teil von pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus 

beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1Δ319-327-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1593) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1Δ319-327-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts1Δ319-327-

GTH (pUMa1593) wurde eine in der Cts1-Sequenz befindliche Restriktionsschnittstelle BsiWI genutzt. Hierüber 

wurde der Cts1 Sequenzteil zwischen BsiWI und SfiI im Vorläuferplasmid pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pU-

Ma1425) durch ein ebenso restringiertes PCR-Produkt ersetzt, welches mit den Primern RL301 und SL85 von 

pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert wurde. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das 

Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1Δ273-315-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1591) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1Δ273-315-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts1Δ273-315-

GTH (pUMa1591) wurden die in der Cts1-Sequenz befindlichen Restriktionsschnittstelle XcmI und BsiWI genutzt. 

Hierüber wurde ein Cts1 Sequenz-Teil zwischen XcmI und BsiWI im Vorläuferplasmid pGus-Cts1-GTH ubi1 

3´UTR (pUMa1425) durch ein DNA-Fragment aus den Primern RL296 und RL297 ersetzt. Zur homologen Re-

kombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pGus-Cts1Δ286-316-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1592) 

Plasmid für die Expression eines Gus-Cts1Δ286-316-GTH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pGus-Cts1Δ286-316-

GTH (pUMa1592) wurde eine in der Cts1-Sequenz befindliche Restriktionsschnittstelle BsiWI genutzt. Hierüber 

wurde der Cts1 Sequenz-Teil zwischen XbaI und BsiWI im Vorläuferplasmid pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pU-

Ma1425) durch ein ebenso restringiertes PCR-Produkt ersetzt, welches mit den Primern RL20 und RL300 von 

pGus-Cts1-GTH (pUMa1385) amplifiziert wurde. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das 

Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pRabX1Gus-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1521) 

Plasmid für die Expression eines Gus-SHH-Cts1 Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der 

Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pRabX1Gus-SHH-Cts1 

ubi1 3´UTR (pUMa1521) wurde die Sequenz für den egfp-Tap-His Tag in pGus-Cts1-GTH ubi1 3´UTR über die 

Restriktionsschnittstellen SfiI und AscI durch ein DNA-Fragment aus den Primern RL138 und RL139 ersetzt. Über 
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die XbaI Restriktionsschnittstelle wurde dann ein DNA-Fragment aus den Primern RL140 und RL141 in den ent-

sprechenden Vektor kloniert. Die Sequenz für den Strep-3HA-10His Tag wurde über die Restriktionsschnittstellen 

SpeI und BspEI aus pMA_Strep-HA-His (GeneArt; pUMa1533) in den Vektor eingebracht. Zur homologen Re-

kombination in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pRabX1Gus-SHH ubi1 3´UTR (pUMa1667) 

Plasmid für die Expression eines Gus-SHH Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der Se-

quenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pRabX1Gus-SHH ubi1 

3´UTR (pUMa1667) wurde Cts1 in pRabX1Gus-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1521), über die Restriktionsschnitt-

stellen BspEI und ApaI, durch ein DNA-Fragment aus den Primern RL270 und RL271 ausgetauscht. Das ent-

sprechende Fragment enthielt eine AscI Restriktionsschnittstelle und ein Stoppcodon. Zur homologen Rekombi-

nation in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pRabX1Sp-Uml2-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1382) 

Plasmid für die Expression eines Uml2-SHH-Cts1 Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der 

Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Das kodierte Signalpeptid stammt aus dem 

endogenen uml2. Zur Klonierung von pRabX1Sp-Uml2-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1382) wurde die Gus Se-

quenz zwischen NcoI und SpeI  im Vorläuferplasmid pRabX1Gus-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1521) durch ein 

ebenso restringiertes PCR-Produkt ersetzt, welches mit den Primern RL272 und RL273 von genomischer DNA 

des Stammes UM521 (UMa54) amplifiziert wurde. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das 

Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pRabX1Uml2-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa2012) 

Plasmid für die Expression eines Uml2-SHH-Cts1 Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der 

Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Das kodierte Signalpeptid stammt aus dem 

endogenen uml2. Zur Klonierung von pRabX1Uml2-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa2012) wurde die Gus Sequenz 

zwischen NcoI und SpeI im Vorläuferplasmid pRabX1Gus-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1521) durch ein ebenso 

restringiertes PCR-Produkt ersetzt, welches mit den Primern RL1114 und SL938 von pRabX1Sp-Uml2-SHH-Cts1 

ubi1 3´UTR (pUMa1382) amplifiziert wurde. Zur homologen Rekombination in den ip-Locus beinhaltet das Plas-

mid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

pCalB-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1433) 

Vorläuferplasmid für pRabX1CalB-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1551). Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins CalB-SHH-Cts1 und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von 

pCalB-Cts1-GTH ubi1 3´UTR(pUMa1433) wurde die Gus Sequenz im Vorläuferplasmid pGus-Cts1-GTH ubi1 

3´UTR (pUMa1425) über NcoI und XbaI durch eine, für U. maydis codonoptimierte, mCalB Sequenz aus pmCalB-

MK-RQ (GeneArt, pUMa1426) ersetzt. 

pRabX1CalB-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1551) 

Plasmid für die Expression eines mCalB-SHH-Cts1 Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der 

Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pRabX1CalB-SHH-Cts1 

ubi1 3´UTR (pUMa1551) wurde die Gus Sequenz über NcoI und XbaI aus dem Vorläuferplasmid pRabX1Gus-

SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1521) entfernt und durch die mCalB Sequenz, welche über NcoI und SpeI aus dem 

pCalB-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1433) restringiert wurde, ersetzt. Zur homologen Rekombination in den ip-

Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 
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pLipT-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1434) 

Vorläuferplasmid für pRabX1LipT-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1552). Es enthält den Promotor Potef gefolgt von 

der Sequenz des Fusionsproteins LipT-SHH-Cts1 und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von 

pLipT-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1434) wurde die Gus Sequenz im Vorläuferplasmid pGus-Cts1-GTH ubi1 

3´UTR (pUMa1425) über NcoI und XbaI durch eine, für U. maydis codonoptimierte, lipT Sequenz aus pLipT-MK-

RQ (GeneArt, pUMa1424) ersetzt. 

pRabX1LipT-SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1552) 

Plasmid für die Expression eines mLipT-SHH-Cts1 Fusionsproteins. Es enthält den Promotor Potef gefolgt von der 

Sequenz des Fusionsproteins und dem heterologen Terminator Tnos. Zur Klonierung von pRabX1LipT-SHH-Cts1 

ubi1 3´UTR (pUMa1552) wurde die Gus Sequenz über NcoI und XbaI aus dem Vorläuferplasmid pRabX1Gus-

SHH-Cts1 ubi1 3´UTR (pUMa1521) entfernt und durch die mCalB-kodierende Sequenz, welche über NcoI und 

SpeI aus dem pLipT-Cts1-GTH ubi1 3´UTR (pUMa1434) restringiert wurde, ersetzt. Zur homologen Rekombinati-

on in den ip-Locus beinhaltet das Plasmid eine Carboxin-Resistenz (ipR). 

4.1.5 Stämme 

Tabelle 4.5: In dieser Arbeit verwendete Stämme 

Stammbezeichnung Relevanter 
Genotyp UMa Referenz Integriertes Plasmid Locus Ausgangs-

stamm 

Ustilago maydis 
 
UM521 
 
AB33 
 
 
AB33uml2Δ 
 
 
 
AB33gus-cts1460-502-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts1Δ104-469-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts1Δ319-327-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
 
Pichia pastoris 
 
X-33[pCalB] 
 
 
 
Escherichia coli 
 
 
Top10  
 
Rosetta 2 (DE3) 
pLysS [pUMa1671] 

 
 
a1 b1 
 
a2 PnarbW2bE1 
 

 
a2 PnarbW2bE1 
uml2Δ 
 
 
ipr [Potefgus:cts1460-

502:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts1Δ104-

469:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts1319-

327:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
54 
 
133 
 
 
792 
 
 
 
979 
 
 
 
980 
 
 
 
982 
 
 
 
 
 
 
786 
 
 
 
 
 
 
1027 
 
791 
 
 

 
 
R. Holliday 
 
Brachmann et al., 
2001 
 
Marius Terfrüchte, 
pers. Mitteilung 
 
 
Michael Knopp,  
pers. Mitteilung  
 
 
Michael Knopp,  
pers. Mitteilung 
 
 
Michael Knopp,  
pers. Mitteilung 
 
 
 
 
 
Christoph Buerth, 
Denis Tielker  
pers. Mitteilung 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
pUml2Δ-HygR 
(pUMa1505) 
 
 
pGus-Cts1460-502-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1644) 
 
 
pGus-Cts1Δ104-469-GTH 
ubi1 3´UTR (pUMa1436) 
 
 
pGus-Cts1Δ319-327-GTH 
ubi1 3´UTR (pUMa1593) 
 
 
 
 
 
pCalB (pPICZα-Life 
Technologies, Darmstadt, 
Germany) 
 

 

 

 

pUMa1671 

 
 
 
 

b 
 
 

uml2 
um014

22 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

FB2 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 
 
 
 

X-33 
(Invitrogen) 

 
 
 

 
 

Invitrogen 
 

Rosetta 
(Novagen/Mer

ck) 
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Tabelle 4.6: In dieser Arbeit hergestellte Stämme 

Stammbezeichnung Genotyp UMa Referenz Integriertes Plasmid Locus Ausgangs-
stamm 

AB33gus-cts1-gth 
 
 
AB33gus-gth 
 
AB33cts1-gus-gth 
 
 
AB33sp-gus-gth 
 
 
AB33gus-cts1-gth 
ubi1 3´UTR 
 
AB33gus-cts11-42 
-gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts11-103-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts11-234-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts11-317-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts11-460-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts1103-502-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts1Δ237-315-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts1Δ286-316-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts142-502-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-shh-cts1 
ubi1 3´UTR 
 
AB33gus-cts1235-502-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-cts1319-502-
gth ubi1 3´UTR 
 
 
AB33gus-shh ubi1 
3´UTR 
 
AB33uml2Δsp-uml2-
shh-cts1 ubi1 3´UTR 
 
 
AB33uml2Δuml2-
shh-cts1 ubi1 3´UTR 

ipr [Potefgus:cts1:gth] 
ips 

 

ipr [Potefgus:gth] ips 

 
ipr [Potefcts1:gus:gth] 
ips 

 
ipr [Potefsp:gus:gth] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts1:gth  
ubi1 3´UTR] ips 

 
ipr [Potefgus:cts11-

42:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts11-

103:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts11-

234:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts11-

317:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts11-

460:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts1103-

502:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 

ipr [Potefgus:cts1Δ237-

315:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts1Δ286-

316:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts142-

502:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:shh:cts1 
ubi1 3´UTR] ips 

 

ipr [Potefgus:cts1235-

502:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 
ipr [Potefgus:cts1319-

502:gth ubi1 3´UTR] 
ips 

 

ipr [Potefgus:shh ubi1 
3´UTR] ips 

 
ipr [Potefsp-
uml2:shh:cts1 ubi1 
3´UTR] ips 

 
ipr [Potefuml2:shh:cts1 
ubi1 3´UTR] ips 

711 
 
 
718 
 
720 
 
 
731 
 
 
732 
 
 
807 
 
 
 
808 
 
 
 
809 
 
 
 
810 
 
 
 
838 
 
 
 
839 
 
 
 
840 
 
 
 
841 
 
 
 
842 
 
 
 
843 
 
 
875 
 
 
 
876 
 
 
 
1212 
 
 
1275 
 
 
 
1276 
 

Stock et al., 2012 
 
 
Stock et al., 2012 
 
Stock et al., 2012 
 
 
Stock et al., 2012 
 
 
Stock et al., 2012 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
Stock et al., 2012 
 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
Stock et al., 2012 
 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
Stock et al., 2012 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
diese Arbeit 
 
 
diese Arbeit 
 
 
 
diese Arbeit 
 

pGus-Cts1-GTH 
(pUMa1385) 
 
pGus-GTH (pUMa1403) 
 
pCts1-Gus-GTH 
(pUMa1404) 
 
pSp-Gus-GTH 
(pUMa1412) 
 
pGus-Cts1-GTH ubi1 
3´UTR/cbxR (pUMa1425) 
 
pGus-Cts11-42-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1509) 
 
 
pGus-Cts11-103-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1510) 
 
 
pGus-Cts11-234-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1511) 
 
 
pGus-Cts11-317-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1512) 
 
 
pGus-Cts11-460-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1384) 
 
 
pGus-Cts1103-502-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1388) 
 
 
pGus-Cts1Δ237-315-GTH 
ubi1 3´UTR (pUMa1591) 
 
 
pGus-Cts1Δ286-316-GTH 
ubi1 3´UTR (pUMa1592) 
 
 
pGus-Cts142-502-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1513) 
 
 
pRabX1Gus-SHH-Cts1 
ubi1 3´UTR (pUMa1521) 
 
pGus-Cts1235-502-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1642) 
 
 
pGus-Cts1319-502-GTH ubi1 
3´UTR (pUMa1643) 
 
 
pRabX1Gus-SHH-Cts1 
ubi1 3´UTR (pUMa1667) 
 
pRabX1SP-Uml2-SHH-
Cts1 ubi1 3´UTR 
(pUMa1382) 
 
pRabX1Uml2-SHH-Cts1 
ubi1 3´UTR (pUMa2012) 

ip 
 
 

ip 
 

ip 
 
 

ip 
 
 

ip 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 
 

ip 
 
 
 

ip 
 

AB33 
 
 

AB33 
 

AB33 
 
 

AB33 
 
 

AB33 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 
 
 

AB33 
 

 
AB33 

 
 
 

AB33 
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AB33uml2ΔcalB-
shh-cts1 ubi1 3´UTR 
 
AB33uml2ΔlipT-shh-
cts1 ubi1 3´UTR 

 
ipr [PotefcalB:shh:cts1 
ubi1 3´UTR] ips 

 
ipr[PoteflipT:shh: 
cts1 ubi1 3´UTR] ips 

 
1277 
 
 
1278 

 
diese Arbeit 
 
 
diese Arbeit 

 
pRabX1CalB-SHH-Cts1 
ubi1 3´UTR (pUMa1551) 
 
pRabX1LipT-SHH-Cts1 

ubi1 3´UTR (pUMa1552) 

 
ip 
 
 

ip 

 
AB33 

 
 

AB33 

4.1.6 Computerprogramme und Bioinformatik 
CLONEMANAGER9; Microsoft Office 2007; Canvas 12; NCBI; Genom Datenbank U. maydis 

‘mumdb‘ (http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/ustilago); Signalpeptidvorhersage 

‘signalP 4.1‘ (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/); Propeptidvorhersage ‘ProP 1.0‘ 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ProP/); Vorhersage für unkonventionelle Sekretion ‘secreto-

meP 2.0‘ (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/); N-Glykosylierungsvorhersage 

‘NetNGlyc 1.0‘ (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/); PEST-Motiv Vorhersage ‘epest-

find‘ (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind); Twin-Arginin-

Translokationspeptid Vorhersage ‘TatP 1.0‘ (http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP/); Vorher-

sage von Disulfidbrücken ‘DiANNA 1.1‘ (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/). 

4.2 Mikrobiologische, zellbiologische und genetische Methoden 

4.2.1 Arbeiten mit E. coli 

Kultivierung von E. coli 
Zur Kultivierung von E. coli wurde dYT-Flüssigmedium und YT-Festmedium verwendet 

(Sambrook et al., 1989). Als Antibiotikum wurde Ampicillin mit einer Konzentration von 100 

µg/ml eingesetzt. Flüssigkulturen wurden bei 110 Upm im Erlenmeyerkolben oder im Rea-

genzglas, auf dem Drehrad, inkubiert. Die Kultivierung erfolgte unter aeroben Bedingungen 

über Nacht bei 37 °C.  

Bestimmung der Zelldichte bei E. coli 
Die Zelldichte von Flüssigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec II Photometer 

(Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhängigkeit sicherzustellen, 

wurden für die Messung der OD600 die Kulturen durch entsprechende Verdünnung auf einen 

Wert zwischen 0,2 und 0,5 verdünnt. Als Nullwert wurde die OD600 des jeweiligen Kulturme-

diums verwendet. OD600 = 1,0 entspricht etwa 109 Zellen/ml. 

RbCl-Transformation von E. coli  
Dieses Protokoll ist modifiziert nach Cohen et al., (1972). Zur Herstellung transformations-

kompetenter Bakterienzellen wurden 100 ml LB-Medium, dem je 10 mM MgCl2 und MgSO4 

zugesetzt war, mit 1 ml einer frischen Top10-Übernachtkultur angeimpft und bis zu einer 

OD600 ≈ 0,5 bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation für 15 

min bei 1.250 g und 4°C pelletiert und in 33 ml eiskalter RF1-Lösung resuspendiert. Nach 30 

http://www.cbs.dtu.dk/services/ProP/�
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bis 60 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut zentrifugiert (15 min, 1.250 g, 4°C) 

der Überstand abgenommen, die Zellen in 5 ml eiskalter RF2-Lösung resuspendiert und 15 

min inkubiert. Die Zellsuspension wurde zu je 100 µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei 80°C gelagert. Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufge-

taut, jeweils 50 µl mit 1 bis 10 µl Plasmidlösung (1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatz ver-

setzt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 1 min bei 42°C wurde der 

Transformationsansatz zur Expression der durch das eingebrachte Plasmid vermittelten An-

tibiotikaresistenz mit 800 µl dYT-Medium versetzt und 30 min bei 3466 g und 37°C in einem 

Eppendorf-Wärmeblock inkubiert. 200 µl des Transformationsansatzes wurde auf YT-Platten 

mit 100 µg/ml Ampicillin ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

RF1-Lösung:     RF2-Lösung: 

100 mM RbCl     10 mM MOPS 

50 mM MnCl2 x 4 H2O    10 mM RbCl 

30 mM K-Acetat     75 mM CaCl2 x 2 H2O    

10 mM CaCl2 x 2 H2O    15% (v/v) Glycerin 

15% (v/v) Glycerin    in ddH2O 

in ddH2O     mit NaOH auf pH 5,8 einstellen  

mit Essigsäure auf pH 5,8 einstellen   und sterilfiltrieren 

und sterilfiltrieren 

4.2.2 Arbeiten mit U. maydis 

Kultivierung von U. maydis 
U. maydis Stämme wurden entweder als Schüttelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien 

unter aeroben Bedingungen bei 28°C kultiviert, sofern nicht anders vermerkt. Übernachtkul-

turen wurden von Kulturen auf Festmedien, die weniger als einen Monat bei 4°C gelagert 

wurden, angeimpft. Die bei 80°C gelagerten Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arbeiten 

immer zuerst auf Festmedien ausgestrichen. 

Bestimmung der Zelldichte bei U. maydis 
Die Zelldichte von Flüssigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec II Photometer 

(Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhängigkeit sicherzustellen, 

wurden für die Messung der OD600 die Kulturen durch entsprechende Verdünnung auf einen 

Wert zwischen 0,2 und 0,5 verdünnt. Als Nullwert wurde die OD600 des jeweiligen Kulturme-

diums verwendet. OD600 = 1,0 entspricht etwa 1-5 x 107 Zellen/ml. 

Transformation von U. maydis 
Dieses Protokoll ist modifiziert nach Schulz et al. (1990) und Gillissen et al. (1992). Von einer 

auf Platte wachsenden Kultur wurde eine 4 ml YEPSL-Flüssigkultur angesetzt und für 8 bis 

10 Stunden bei 28°C geschüttelt. Diese Vorkultur wurde anschließend 1:2000 in 50 ml fri-
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schem YEPSL-Medium verdünnt und bei 28°C bis zu einer Zelldichte von 1-2 x 107 Zellen/ml 

(bis maximal OD600 = 1,0) geschüttelt. Nach Erreichen des optimalen Zelltiters (OD600 = 0,8) 

wurden die Zellen durch Zentrifugation (1.250 g, 5 min, 4°C) geerntet, einmal mit 25 ml SCS 

gewaschen und in 2 ml SCS mit 3,5 mg/ml Novozym resuspendiert. Die in diesem Puffer bei 

Raumtemperatur ablaufende Protoplastierung kann mikroskopisch verfolgt werden, da die 

zigarrenförmigen Zellen nach Lyse der Zellwand eine kugelige Form einnehmen. Waren et-

wa 1/3 der Zellen sichtbar protoplastiert (5 - 15 min) wurden 10 ml SCS zugegeben und die 

Protoplasten durch 10 minütige Zentrifugation bei 735 g (4°C) pelletiert. Um das Novozym 

vollständig zu entfernen, wurde dieser Waschgang dreimal wiederholt. Anschließend wurde 

mit 10 ml STC gewaschen und das Pellet in einem Volumen von 0,5 ml eiskaltem STC auf-

genommen. Die so behandelten Protoplasten können 3 bis 4 Stunden auf Eis oder aliquotiert 

bei  80°C mehrere Monate aufbewahrt werden. 

Zur integrativen Transformation wurden 50 µl Protoplasten mit 1 bis 10 µl linearisierter Plas-

mid-DNA (ca. 5 µg) und 1 µl Heparin-Lösung für 10 min auf Eis inkubiert. Für eine Transfor-

mation mit freireplizierenden Plasmiden werden 50 µl Protoplasten mit 1 bis 5 µl zirkulärer 

Plasmid-DNA (ca. 0,5 – 3 µg) und 1 µl Heparin-Lösung für 10 min auf Eis inkubiert. Nach 

Zugabe von 0,5 ml STC/PEG folgte eine weitere Inkubation von 15 min auf Eis. Anschlie-

ßend wurde der gesamte Transformationsansatz auf einer kurz zuvor mit Top-Agar über-

schichteten Regenerationsagarplatte ausgestrichen. Nach 3 bis 7 Tagen Inkubation bei 28°C 

wurden die gewachsenen Kolonien auf CM-Platten vereinzelt. Anschließend wurde die er-

langte Resistenz auf entsprechenden antibiotikahaltigen CM-Platten erneut getestet.  

 
SCS:     STC:     STC/PEG: 

20 mM Na-Citrat, pH 5,8   10 mM Tris-Cl, pH 7,5   15 ml STC 

1 M Sorbitol    100 mM CaCl2    10 g PEG4000 

in ddH2O, sterilfiltriert   1 M Sorbitol 

     in ddH2O, sterilfiltriert 

Induktion des filamentösen Wachstums 
AB33 Stämme wurden in CM-Flüssigmedium über Nacht bei 28 °C und 200 Upm bis zu einer 

OD600 von 0,5 angezogen. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation (1.250 g, 3 min, RT, He-

raeus Biofuge) geerntet, in vorgewärmtem ddH2O gewaschen und in vorgewärmtem NM-Glk-

Flüssigmedium aufgenommen. Diese Kulturen mit einem Volumen von 20 bis 50 ml und ei-

ner OD600 von 0,2 bis 0,5 wurden für 6 bis 8 Stunden erneut bei 28 °C und 200 Upm inku-

biert. 

Wachstumsanalysen von U. maydis  
Um das Wachstum der U. maydis Stämme AB33 und AB33uml2Δ auf den Substratquellen 

Glukose, Tween 20 und Tween80 zu untersuchen, wurden CM-Vorkulturen (mit Glukose) bis 
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zu einer OD600 von 0,5 angezogen. Die Zellen wurden zentrifugiert (5 min, 1250 g) und in 

gleichem Volumen mit ddH2O gewaschen. Das Zellpellet wurde in einem entsprechenden 

Volumen CM-Medium (ohne Glukose) aufgenommen, um eine OD600 von 0,5 zu erhalten. 

Von diesen gewaschenen Kulturen wurden jeweils 5 ml zu 45 ml CM-Medium mit den ent-

sprechenden Substratzusätzen gegeben. Die erstellten Hauptkulturen hatten so eine äquiva-

lente Start-OD600 von ~0,05. Die Substratkonzentrationen lagen bei 1% für die mit Glukose 

und 0,2 % für die mit Tween20 und Tween80 versetzten Kulturen. Die Kulturen wurden über 

24 Stunden kultiviert. 

4.2.3 Arbeiten mit P. pastoris 

Kultivierung von P. pastoris 
Zur Kultivierung von P. pastoris wurde BMGY- und BMMY-Flüssigmedium verwendet. Die 

Kultivierung erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 28°C und 200 Upm. Zur Induktion der 

Proteinexpression diente das Methanol-haltige BMMY-Flüssigmedium.   

Bestimmung der Zelldichte bei P. pastoris 
Die Zelldichte von P. pastoris Flüssigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec II 

Photometer (Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhängigkeit sicher-

zustellen, wurden für die Messung der OD600 die Kulturen durch entsprechende Verdünnung 

auf einen Wert zwischen 0,2 und 0,5 verdünnt. Als Nullwert wurde die OD600 des jeweiligen 

Kulturmediums verwendet. OD600 = 1,0 entspricht etwa 5 x 107 Zellen/ml. 

4.3 Molekularbiologische Standardmethoden 
Standardtechniken, wie z. B. Aufreinigung, Fällung, Restriktion und elektrophoretische Auf-

trennung von DNA, oder Klonierungstechniken sind in Ausubel et al. (1987) und Sambrook et 

al. (1989) oder in den Herstellerangaben der entsprechenden Kits beschrieben. 

4.3.1 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 
Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde photometrisch bestimmt. Bei einer Schichtdicke 

von 1 cm entspricht OD260 = 1 einer Konzentration von 50 μg/ml doppelsträngiger DNA, 33 

μg/ml einzelsträngiger DNA bzw. 40 μg/ml RNA. Als Maß für die Reinheit der Desoxyribonuk-

leinsäuren diente der Quotient aus A260 zu A280. Für reine DNA und RNA sollte er bei etwa 

1,8 liegen. Niedrigere Werte weisen auf Verunreinigungen mit Proteinen hin, höhere Werte 

auf Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern. Die Messungen erfolgten in einem NanoD-

rop 2000c Spectrophotometer (NanoDrop-Technologies). 
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4.3.2 Isolierung von Nukleinsäuren 

Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli: 
Die Isolierung erfolgte über „Lyse durch Kochen“ nach Sambrook et al. (1989). 1,5 ml einer 

E. coli Übernachtkultur wurden pelletiert (6.080 g, 2 min, RT). Das Zellpellet wurde in 200 μl 

STET resuspendiert, nach Zugabe von 20 μl Lysozym-Lösung kräftig geschüttelt und an-

schließend 1 min bei 95°C in einem Eppendorf-Heizblock inkubiert. Die lysierten Zellenreste 

und die denaturierte genomische DNA wurden 15 min bei 16.060 g zentrifugiert und danach 

mit einem sterilen Zahnstocher aus der wässrigen Lösung entfernt. Die Reinigung der Plas-

mid-DNA erfolgte durch Fällung mit 20 μl 3 M Na -Acetat, pH 5,3 und 500 μl Isopropanol und 

anschließender Zentrifugation für 10 min bei 16.060 g. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol 

gewaschen und nach dem Trocknen in 100 μl TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) 

mit 20 μg/ml RNase A aufgenommen. Mit dieser Methode gelang es routinemäßig, aus 1,5 

ml Übernachtkultur etwa 50 μg Plasmid-DNA zu isolieren. 

STET:     Lysozym-Lösung: 

50 mM Tris-Cl, pH8,0   10 mg/ml Lysozym 

50 mM Na2-EDTA   10 mM Tris-Cl, pH8,0 

8% (w/v) Saccharose   in ddH2O 

5% (v/v) Triton X-100 

in ddH2O 

DNA-Isolierung aus U. maydis 
Diese Methode ist modifiziert nach Hoffman & Winston (1987). Dabei wurden 1,5 ml einer 

Übernachtkultur in YEPSL-Flüssigmedium in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß pelletiert 

(16.060 g, 1 min, RT), der Überstand abgenommen und das Pellet mit 100 µl Glaskugeln, 

500 μl TEPhenol/Chloroform und 500 μl Ustilago-Lysispuffer versetzt. Die Proben wurden für 

6 - 10 min auf einem Vibrax-VXR Schüttler (IKA) geschüttelt. Nach Phasentrennung (16.060 

g, 15 min, RT) wurden 400 μl des Überstands in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 1 ml Ethanol 

überführt und dadurch gefällt. Nach Zentrifugation (16.060 g, 5 min, RT) wurde das Pellet in 

50 μl TE mit 20 μg/ml RNAse-A aufgenommen, sorgfältig resuspendiert und bei -20 °C auf-

bewahrt. 

Ustilago-Lysispuffer:  TE-Phenol/Chloroform: 

50 mM Tris-Cl, pH 7,5  Mischung aus gleichen Teilen Phenol  

50 mM Na2-EDTA  (mit TE-Puffer äquilibriert) und Chloroform 

1% (w/v) SDS 

in ddH2O 
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4.3.3 PCR Techniken 

Standard-PCR-Ansätze: 
Die Methode ist modifiziert nach Innis et al. (1990). Ein typischer PCR-Ansatz enthielt etwa 

10 ng Matrizen-DNA, zwei sequenzspezifische Oligonukleotide (1 μM) und 125 μM dNTPs 

(d.h. je 200 μM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) in PCR-Puffer (50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 

10 mM Tris-HCl pH 8,3). Es wurden 1 bis 2 U Taq- oder Phusion-DNA-Polymerase verwen-

det. Standardmäßig wurden die Reaktionen in einem Volumen von 50 μl durchgeführt, zur 

Vermeidung von Kontaminationen wurden Pipettenspitzen mit Filtereinsatz benutzt. Bei einer 

Amplifikatlänge von unter 1 kb sah ein typisches Protokoll folgendermaßen aus: Denaturie-

rung bei 94 °C für 1 min, 30 Zyklen mit jeweils 30 sec Denaturierung bei 94 °C, 30 sec Anla-

gerung bei 65 °C und 1 min Elongation bei 72 °C, mit einer abschließenden Elongationspha-

se von 8 min bei 72 °C. Bei der Herstellung längerer Amplifikate wurde die Elongationszeit 

entsprechend angepasst. Die Reaktionen erfolgten im Thermocycler (PTC 200, MJ Research 

oder Labcycler, SensoQuest). 

4.3.4 Auftrennung und Nachweis von Nukleinsäuren 

Transfer von DNA (Southern Blot-Analyse) 
Diese Methode ist modifiziert nach Southern, (1975). Der Transfer der aufgetrennten DNA-

Fragmente aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran erfolgte durch einen Kapillar-Blot. 

Hierbei wird die Transfer-Lösung (20x SSC) aus einem Pufferreservoir über Kapillarkräfte 

durch das Gel hindurch in einen auf dem Gel platzierten Stapel Papierhandtücher gesaugt. 

Die DNA-Fragmente werden durch den Pufferstrom aus dem Gel eluiert und binden an die 

darüber liegende Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham Pharmacia Biotech). Vor dem 

Transfer wurde das Agarosegel für jeweils 20 min in 0,25 M HCl, DENAT- und RENAT-

Lösung inkubiert, um u. a. einen Teil der Purine abzuspalten und damit den Transfer großer 

DNA-Fragmente zu erleichtern. Der Kapillar-Blot erfolgte in der Regel über Nacht, mindes-

tens jedoch für 4 h. Anschließend wurde die DNA durch UV-Bestrahlung in einem Bio-Link 

BRX254 (Vilber Lourmat GmbH) fixiert.  

20x SSC:     DENAT-Lösung:   RENAT-Lösung: 

3 M NaCl     1,5 M NaCl    1,5 M NaCl 

0,3 M Na-Citrat*2H2O    0,4 M NaOH    282 mM Tris-HCl 

in ddH2O:     in ddH2O:    218 mM Tris-Base 

pH-Wert mit HCl auf 7,0 einstellen.       in ddH2O: 

Der spezifische Nachweis immobilisierter DNA  
Genspezifische Sonden wurden durch den Einbau von Digoxigenin-11-dUTP (DIG) während 

einer PCR markiert. Ein PCR-Ansatz enthielt 10 bis 100 pg Plasmid-DNA oder 100 ng ge-

nomische DNA, 5 μl PCR-Puffer, 5 μl PCR-DIG-Labeling-Mix (Roche, siehe Herstelleranga-
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ben), jeweils 20 pmol der beiden Oligonukleotide und 0,5 μl Taq-DNA-Polymerase (mit 

ddH2O auf 50 μl aufgefüllt). Die Reaktion erfolgte in einem Thermocycler (PTC200, MJ R e-

search oder Labcycler, SensoQuest) analog einem Standard-PCR-Ansatz. Die Hybond-N+-

Membranen (Amersham GE Healthcare Life Science) wurden zur Absättigung der unspezifi-

schen Bindungsstellen mit Southern-Hybridisierungspuffer für 20 min bei 62 °C präinkubiert. 

Nach Wechsel der Hybridisierungslösung wurde die für 5 min bei 95 °C denaturierte Sonde 

zugegeben und über Nacht bei 65 °C hybridisiert. Im Anschluss wurden die Membranen für 

je 15 min bei 65 °C mit 2x SSPE + 0,1% SDS, 1x SSPE + 0,1% SDS und 0,1x SSPE + 0,1% 

SDS gewaschen.  

Für die Detektion wurde die Membran bei Raumtemperatur in folgenden Lösungen inkubiert: 

5 min DIG-Waschpuffer, 30 min DIG2-Lösung, 30 min DIG2-Antikörper-Lösung (1:20.000 

Anti-Digoxigenin-AB Fab-Fragmente (Roche) in DIG2-Lösung) und zweimal 20 min in DIG-

Waschpuffer. Danach wurde die Membran für 5 min in DIG3-Lösung äquilibriert und an-

schließend für 5 min in Chemilumineszenz-Lösung (1:100 CDP-Star (Roche) in DIG3-

Lösung) inkubiert. Die Membran wurde luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweißt. 

Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte in einem ImageQuant LAS4000 (GE 

Healthcare Life Science). 

20x SSPE-Puffer:  Denhardt-Lösung:   Southern-Hybridisierungspuffer: 
3 mM NaCl   2% (w/v) BSA Fraktion V  26% (v/v) SSPE (20x)  
227 mM NaH2PO4*H20  2% (w/v) Ficoll   5% (v/v) Denhardt-Lösung 
20 mM Na2-EDTA*2H2O  2% (w/v) PVP   5% (v/v) SDS (10%) 
 
pH-Wert mit NaOH auf 7,4 
einstellen 
 
DIG1-Lösung:    DIG2-Lösung:    DIG3-Lösung: 
0,1 M Maleinsäure  2% (w/v) Magermilchpulver  0,1 M Tris-HCl  
0,15 M NaCl    in DIG1-Lösung    0,1 M NaCl 
in ddH2O:        in ddH2O 
 
pH-Wert mit NaOH auf 7,5      pH-Wert mit NaOH auf 9,5  
einstellen.       einstellen. 
 
DIG-Waschpuffer: 
0,3% (v/v) Tween20 in DIG1-Lösung       

4.3.5 Sequenz- und Strukturanalyse 

Die DNA-Sequenzierung wurde von dem Sequenzierungsservice im Institut für Genetik 

der Ludwig-Maximilians-Universität München durchgeführt. Die Sequenzierung fand dort 

nach der Sanger-Methode in einem Abi 3730 96-Kapillarsequenzierer (Applied Biosys-

tems) statt. Dabei wurde das Sequenzier-Kit BigDye-Terminator v3.1 (Applied Biosys-

tems) verwendet. Die erhaltenen Daten wurden mit den Programm CLONEMANAGER 

(Version 8 und Version 9; Sci Ed Central) ausgewertet. 
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4.4 Biochemische Methoden 

4.4.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 
Zur Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (1976) wurden 200 μl Bradford-

Reagenz (Biorad, 1/5 verdünnt) mit 10 μl, wenn nötig verdünnter Proteinlösung gemischt. Für 

die photometrische Messung wurden die Protein- und Standardproben (BSA 50, 100, 150 

und 200 µg/ml) in dreifach Bestimmung auf einer 96 Well Platte im Fluoreszenz-

Spektrometer (Infinite M200, TECAN; Extinktion 595 nm) gemessen. Mit Hilfe einer BSA-

Eichkurve wurde der Proteingehalt der Proben berechnet. 

4.4.2 Herstellung von Gesamtzellextrakten 
Zur Herstellung von Proteinproben wurden jeweils 50 ml Kulturen (OD600 = 0,5) von Spori-

dien- oder sechs Stunden induzierten Filamenten abzentrifugiert (860 g für 5 min) und das 

entsprechende Zellpellet in 2 ml Lysepuffer (denaturierend oder nativ) resuspendiert.  Die 

Zellsuspension wurde in Mahlbechern mit flüssigem Stickstoff pipettiert. Der Aufschluss der 

Zellen erfolgte bei 4 °C in einer Schwingmühle (Retsch; 10 min; 30 Hz). Die aufgetauten 

Proben wurden in 2 ml Reaktionsgefäße überführt und für 30 min bei 16.060 g und 4°C zent-

rifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefäß überführt und ein Aliquot für 

die Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Bradford-Methode entnommen.  

Lysepuffer:  denaturierend    nativ 

100 mM NaPi, pH 8   1 x PBS 

10 mM Tris/HCl, pH 8   1 mM PMSF 

8 M Harnstoff    2,5 mM Benzamidin 

1 mM DTT    2 x EDTA free Complete  

1 mM PMSF    Proteaseinhibitor-Cocktail 

2,5 mM Benzamidin   (Roche) 

2 x Complete Proteaseinhibitor-Cocktail 

(Roche) 

4.4.3 Proteinreinigung 
Reinigung von Strep-Fusionsproteinen aus U. maydis Zellextrakten 
Für die Reinigung von Strep-getaggten Proteinen wurden zunächst jeweils 1 ml StrepTactin 

Sepharose (IBA) auf einer Säule mit 10 ml Wasch-Puffer (100 mM Tris-Cl pH 8,0; 150 mM 

NaCl2, 1 mM EDTA) gewaschen. Anschließend wurden 2 ml Zellextrakte (nativer Zellauf-

schluss (siehe 4.4.2) auf die Sepharose gegeben. Die Säulen wurden dreimal mit 10 ml 

Waschpuffer gewaschen. Es wurden jeweils Proben von Zellextrakt, Durchfluss und den 

Waschfraktionen zur Analyse aufbewahrt. Zur Eluierung wurden jeweils 3-mal 400 µl Elu-

tionspuffer (Waschpuffer, + 2,5 mM Biotin) auf die Säule gegeben und die Eluate in 1,5 ml 

Reaktionsgefäßen aufgefangen. Die gesamte Reinigung wurde bei 4 °C  durchgeführt. 
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Reinigung von Poly-Histidin Fusionsproteinen aus U. maydis Zellextrakten 
Zur Reinigung von Poly-Histidin-getaggten Proteinen wurden jeweils 2-mal 250 µl Ni-NTA 

Agarose (Macherey-Nagel) in ein 2 ml Reaktionsgefäß gegeben und 3-mal mit 1 ml Lysispuf-

fer (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl2; 20 mM Imidazol; pH 8,0) gewaschen. Anschließend 

wurde 1 ml Zellextrakt (nativer Zellaufschluss, siehe 4.4.2) auf die Ni-NTA Agarose gegeben 

und für 2 Stunden bei 4 °C auf dem Drehrad inkubiert. Die Ni-NTA Agarose Suspension wur-

de dann auf eine Säule überführt und der Durchfluss abgelassen. Gewaschen wurde die Ni-

NTA Agarose 3-mal mit 10 ml Waschpuffer (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl2; 10 mM Imida-

zol; pH 8,0). Es wurden jeweils Proben von Zellextrakt, Durchfluss und den Waschfrationen 

zur Analyse aufbewahrt. Die Elution wurde 3- bis 5-mal mit 400 µl Elutions-Puffer (50 mM 

NaH2PO4; 300 mM NaCl2; 250-500 mM Imidazol; pH 8,0) durchgeführt und die Eluate in 1,5 

ml Reaktionsgefäßen aufgefangen. Die gesamte Reinigung wurde bei 4 °C durchgeführt. 

Produktion von heterologen Lipasen mit P. pastoris  
Das zur Quantifizierung genutzte CalB-His-Myc Fusionsprotein wurde aus Überständen des 

Stamms Pichia pastoris X-33[pCalB] (Christoph Buerth, Denis Tielker) gereinigt. Dazu wurde 

eine 20 ml BMGY-Medium Vorkultur (ü.N.) zentrifugiert (5 min, 1250 g) und mit der entspre-

chenden Zellmenge eine 100 ml BMMY-Medium Hauptkultur, mit einer Start OD600 von 1, 

angeimpft. Nach 24 stündiger Kultivierung bei 28 °C wurden der Kultur 0,5 % (v/v) Methanol 

zugegeben. Nach einer weiteren Kultivierung von 24 Stunden wurden die Zellen abzentrifu-

giert (5 min, 1250 g) und der Überstand für die Reinigung der Lipase verwendet. Zur Reini-

gung wurde eine Säule mit 1,5 ml Ni-NTA Agarose (Macherey-Nagel) gefüllt und mit 2 Säu-

lenvolumen gewaschen. Die Säule wurde dann mit dem Überstand beladen und anschlie-

ßend mit 3 Säulenvolumen Waschpuffer (10 mM Imidazol) gewaschen. Zur Eluierung wurde 

zunächst 1 ml Elutionspuffer mit 250 mM Imidazol und anschließend 3-mal 1 ml Elutionspuf-

fer mit 500 mM Imidazol über die Säule gegeben. Von den erhaltenen Eluaten wurden je-

weils 20 µl auf einem Coomassie-gefärbten SDS-Poyacrylamid-Gel analysiert. Die Aktivität 

der Eluate wurde durch Auftropfen von 5 µl auf Tributyrin-Platten getestet.  

Das ebenfalls für die Quantifizierung genutzte Uml2-His-Myc Fusionsprotein wurde von 

Christoph Buerth zur Verfügung gestellt.       

4.4.4 Präzipitation von Proteinen 

Proteinfällung aus zellfreien Überständen mittels Trichloressigsäure 
Zur Präzipitation von Proteinen in Kulturüberständen wurden Kulturen für 5 min bei 3466 g 

zentrifugiert, die Überstände filtriert (Faltenfilter N615 No.1, Macherey-Nagel) und mit  10 % 

Trichloressigsäure versetzt. Nach Inkubation über Nacht bei 4 °C wurden die Sedimente 3-
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mal mit Aceton gewaschen und anschließend bei 37 °C getrocknet. Die Proteine wurden in 

Laemmli-Puffer aufgenommen und der pH mit NaOH (0,1 M) eingestellt. 

4.4.5 Deglykosylierung von Proteinen 
Denaturierende Deglykosylierung von Proteinen wurde nach Herstallerangaben mit PNGa-

seF (NEB) durchgeführt. Für die native Deglykosylierung wurden 350 ng Protein mit 1000 U 

PNGaseF (NEB) versetzt und für 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. 

4.4.6 Elektrophoretische-Auftrennung und Nachweis von Proteinen 

Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode nach Laemmli (1970) zur Auf-

trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Die Proben wurden mit 1/3 Vol. 3x 

Probenpuffer (6% SDS; 150 mM Tris/HCl pH 6,8; 30% Glycerin; 0,003% Bromphenolblau, 

15% β-Mercaptoethanol) versetzt und für 5 min gekocht. Im SDS-Gel wurden die Proteine 

zunächst in einem 5% Sammelgel aufkonzentriert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in 

einem 8% oder 10% Trenngel. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 4.7 aufgelistet. 

Der verwendete Laufpuffer bestand aus 25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1% SDS. Als 

Größenstandard wurden Proteinleitern #26616, #26619 oder #26634 von Thermo Scientific 

verwendet. Die Gelelektrophorese wurde in einer Mini-Protean II Gelapparatur (BioRad) bei 

30 mA pro Gel für eine Stunde durchgeführt. 

Tabelle 4.7: Zusammensetzung von SDS-Polyacylamis-Gelen 

Lösungen 5% Sammelgel 8% Trenngel 10% Trenngel 

30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid 

0,5 M Tris-Cl, pH 6,8 

1 M Tris-Cl, pH 8,8 

20% SDS 

50% Glycerin 

ddH2O 

APS 

TEMED 

800 µl 

1,2 ml 

- 

24 µl 

- 

2,8 ml 

24 µl 

4,8 µl 

4,8 ml 

- 

6,75 ml 

90 µl 

450 µl 

4,5 ml 

90 µl 

18 µl 

6 ml 

- 

6,75 ml 

90 µl 

450 µl 

5,8 ml 

90 µl 

18µl 

Transfer von Proteinen (Western Blot-Analysen) 
Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden mittels einer ‘SemiDry‘-

Elektroblot-Kammer (L/SC-280, Sigma oder 846-015-200, Biometra)  in einem dreistufigen 

Puffersystem auf eine PVDF-Membran (Amersham Hybond-P, RPN303F, GE Healthcare 
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Life Science) transferiert. Dafür wurde die Membran für 10 sec in Methanol aktiviert, mit 

ddH2O gewaschen und mit Anodenpuffer 2 äquilibriert. Für den Aufbau des Blots wurde zu-

nächst zwei Whatman-Papiere getränkt in Anodenpuffer 1 und ein Whatman-Papier mit Ano-

denpuffer 2 auf die Anode gelegt. Darauf wurden PVDF-Membran und SDS-

Polyacrylamidgel gelegt. Zuletzt wurden drei Whatman-Papiere getränkt mit Kathodenpuffer 

aufgelegt. Der Proteintransfer wurde bei einer Spannung von 1 mA pro cm2 für eine Stunde 

durchgeführt. 

Anodenpuffer 1:   Anodenpuffer 2:   Kathodenpuffer: 

300 mM Tris-HCl, pH 10,4  30 mM Tris-HCl, pH10,4  25 mM Tris-HCl, pH 9,4 
15% (v/v) Methanol  15% (v/v) Methanol  15% (v/v) Methanol 

in ddH2O   in ddH2O   ε-Aminocapronsäure 

        in ddH2O 

Nachweis von immobilisierten Proteinen 
Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurde die PVDF-Membran nach dem Elekt-

roblot zunächst für mindestens 30 min in Blockierungslösung auf dem Schüttler inkubiert. 

Anschließend wurde die Membran dreimal für 10 min mit TBST gewaschen und anschlie-

ßend mit dem primären Antikörper (siehe Tabelle 4.8), verdünnt in Blockierungslösung, in 

einem Autoklavierbeutel eingeschweißt. Dieser wurde für 1 h bei RT oder über Nacht bei 4 

°C auf einem Drehrad inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für 10 min mit TBST wurde die 

Membran für eine Stunde mit dem sekundären Antikörper, verdünnt in Blockierungslösung 

inkubiert. Abschließend wurde die Membran dreimal für 10 min mit TBST und einmal 5 min 

mit TBS gewaschen. Nun wurde die ECL-Lösung (GE Healthcare Life Sciences) nach Hers-

tellerangaben angesetzt, auf der Membran verteilt und letztere in einen Plastikbeutel einge-

schweißt. Detektiert wurden die Chemilumineszenzsignale in einem ImageQuant LAS4000 

(GE Healthcare Life Sciences). 

Tabelle 4.8: Verwendete Antikörper 

Antikörper Verdünnung Firma 

Primäre Antikörper: 

Monoklonal Anti-c-Myc aus Maus 

Monoklonal Anti-Gfp aus Maus 

Monoklonal Anti-HA aus Maus 

Anti-β-Glucuronidase aus Kaninchen 

 

 

 

1/5.000 

1/1.000 

1/3.000 

1/2.000 

 

 

 

Sigma Aldrich, M5546 

Roche, #118144601 

Roche, #11583816001 

Invitrogen, A-5790 
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Sekundäre Antikörper: 

Anti-Maus IgG HRP-gekoppelt aus Ziege 

Anti-Kaninchen IgG HRP-gekoppelt aus Ziege 

 

1/4.000-1/20.000 

1/3000 

 

Promega, W4021 

Promega, W4011 

TBS:    TBST:    Blockierungslösung: 
20 mM Tris-Cl, pH 7,6  20 mM Tris-Cl, pH 7,6  3% Milchpulver in TBST 
136 mM NaCl   136 mM NaCl 
in ddH2O    0,05% (v/v) Tween 20 
.    in ddH2O 

Coomassie-Färbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen und PVDF-Membranen 
Um die Proteinbanden in SDS-Polyacrylamid-Gelen sichtbar zu machen, wurde das Gel für 3 

Stunden oder über Nacht unter leichtem Schütteln bei RT in 100 ml Coomassie-Färbelösung 

(7,5% Essigsäure, 50% Methanol, 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R) gefärbt. Die Ent-

färbung erfolgte für einige Stunden oder über Nacht in ca. 100 ml Entfärbelösung (7,5% Es-

sigsäure, 20% Methanol). Die Entfärbelösung musste dabei regelmäßig erneuert werden. 

Gefärbte Gele wurden in 20% Glycerin gelagert. 

PVDF-Membranen wurden zur Färbung 5 min in Coomassie-Färbelösung inkubiert und an-

schließend für 30 min entfärbt. Die Entfärbelösung musste dabei regelmäßig erneuert wer-

den.   

Coomassie-Färbelösung:  Entfärbelösung: 
0,05% Coomassie Brilliant Blue R250 10% Essigsäure 

1 Teil Essigsäure    10% Methanol 

5 Teile Methanol    80% ddH2O 

5 Teile ddH2O 

 

Silberfärbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen 
Zur Silberfärbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden diese zunächst unter leichtem 

Schütteln für eine Stunde in einer Lösung aus 10% Essigsäure, 50% Methanol und 40% 

ddH2O fixiert. Anschließend wurde das Gel 30 min in 30% Ethanol gewaschen. Die Färbung 

erfolgte durch folgende Inkubationsschritte: 1 min in Thiosulfatlösung, 20 min in Färbelösung 

und einige Minuten (je nach Proteinmenge) in Entwickler-Lösung. Abgestoppt wurde durch 

10-minütige Inkubation in einer Lösung aus 18% Essigsäure, 75% Methanol und 7% ddH2O. 

Gefärbte Gele wurden in 20% Glycerin gelagert. 

Thiosulfat-Lösung:  Färbelösung:    Entwickler-Lösung 
0,02% (w/v) Na-Thiosulfat  0,2% (w/v) AgNO3   6% (w/v) NaCO3  
     0,015% (v/v) Formaldehyd (37%)  0,05% (v/v) Formaldehyd (37%) 
         2% (v/v) Thiosulfat-Lösung 

Lösungen wurden immer frisch in ddH2O angesetzt. 
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4.4.7 Enzymaktivitätstests 

Analyse der β-Glucuronidase-Aktivität im Platten- und Membran-Test 
Für die β -Glucuronidase Platten-Tests wurden CM-Platten mit 1,125 mM X-Gluc (5-Brom-4-

Chlor-3-Indolyl-β-D-Glucuronid, Sigma Aldrich) bzw. 2 mM MUG (4-Methylumbelliferyl-β-D-

Glucuronid Hydrat, Sigma Aldrich) hergestellt. Dabei wurde für die X-Gluc-Platten jeweils 

100 µl einer 100 mg/ml Substratlösung  auf CM-Platten ausgestrichen. Nach vier Stunden 

wurden jeweils 50 µl verdünnter CM-Kulturen (OD600: 0,5 - 1/100.000) auf 1/5 der Platte aus-

gestrichen, um Einzelkolonien zu erhalten. Die Platten wurden für drei Tage bei 28 °C inku-

biert. Für MUG-Platten-Test wurde das Substrat in 1xGus-Extraktionspuffer gelöst, sterilfilt-

riert und ebenso auf CM-Platten ausgestrichen. Anschließend wurden 10 µl der CM-Kulturen 

(OD600 auf 1 eingestellt) aufgetropft und die Platten für zwei Tage bei 28 °C inkubiert. 

Für den Membran-Test wurden 10 µl der CM-Kulturen (OD600 auf 1 eingestellt) auf CM-

Platten getropft und nach dem Trocknen mit einer Nitrozellulosemembran (Protran BA 85, 

Schleicher und Schuell) überschichtet. Nach zwölf stündiger Inkubation bei 28 °C wurde die 

Membran mit den Zellen abgezogen und mit 2 ml X-Gluc Substratlösung (11,25 mM X-Gluc 

in 1x Gus-Extraktionspuffer) getränkt. Nach einstündiger Inkubation bei 37 °C wurde die 

Membran fotografiert und für 30 Sekunden in flüssigem Stickstoff gebadet um die Zellen auf-

zuschließen. Nach weiterer Inkubation für 24 Stunden wurde die Membran erneut fotogra-

fiert. 

Quantifizierung der β-Glucuronidase-Aktivität in Flüssigtests 
Für die fluorimetrische Quantifizierung der β-Glucuronidase-Aktivität wurde  das  Substrat 4-

Methylumbelliferyl-β-D-Glucuronid Hydrat (Sigma Aldrich) verwendet. Zunächst wurden CM-

Vorkulturen über Nacht bis zu einer OD600 von 0,5 kultiviert. Anschließend wurden 4 OD600 

Zellen zentrifugiert (3 min, 1250 g), in 20 ml ddH2O gewaschen und dann in 20 ml CM- oder 

NM-Medium aufgenommen (Start OD600 0,2). Nach 6 Stunden Kultivierung wurde die OD600 

bestimmt und durch Zentrifugation (10 min 16.060 g) und anschließender Filtration (Faltenfil-

ter N615 No.1, Macherey-Nagel) jeweils 1 ml Überstand in ein 2 ml Reaktionsgefäß aufge-

nommen. Für die Permeabilisierung der Zellmembran wurden die filamentösen Zellkulturen, 

nach der Kultivierung, mit 162 µM Digitonin (Sigma Aldrich) versetzt und für 2 min bei 28 °C 

vorinkubiert. Für  Zellextrakte wurden Sporidien aus 1 ml Kultur zentrifugiert (10 min, 16.060 

g), in 1 ml 1xGus-Extraktionspuffer gewaschen und anschließend in 200 µl 1xGus-

Extraktionspuffer aufgenommen und mit 100 µl Glaskugeln versetzt. Der Aufschluss der Zel-

len erfolgte bei 4 °C in einer Schwingmühle (Retsch, 5 min, 30 Hz). Nach Zentrifugation (4 

°C, 5 min, 6080 g) wurden die Überstände 1/100 mit 1xGus-Extraktionspuffer verdünnt. Für 

den Enzymassay wurden jeweils 1 ml zellfreie Überstände bzw. verdünnte Zellextrakte mit 1 

ml 2xGus-Assaypuffer versetzt und bei 37 °C inkubiert. Es wurden jeweis nach 0, 2, 3 und 

4,5 Stunden 200 µl Probe auf 800 µl Gus-Stoppuffer gegeben. Abgestoppte Proben wurden 



Material und Methoden 
 

103 
 

bis zur Messung dunkel bei 4 °C gelagert. Zur fluorometrischen Quantifizierung wurde eine 

Eichgerade durch Messung eines MU-Standards erstellt. Dazu wurde aus dem Produkt MU 

(4-Methylumbelliferyl, Sigma Aldrich) eine 100 µM Stocklösung mit Gus-Stoppuffer auf 0 µM 

- 0,1 µM - 1 µM – 10 µM und 100 µM verdünnt. Jeweils 200 µl dieser Standardlösungen wur-

den mit 600 µl Gus-Stoppuffer und 200 µl Gus-Extraktionspuffer (für Zellextraktmessungen) 

oder mit 600 µl Gus-Stoppuffer, 100 µl des jeweiligen Mediums und 100 µl Gus-

Extraktionspuffer (für Überstandsmessungen) gemischt. Für die fluorimetrische Messung 

wurden jeweils 3x 200 µl der abgestoppten Proben und der Standard-Proben auf eine 96-

Well Platte übertragen und im Fluoreszenzspektrometer (Infinite M200, TECAN; 365 nm An-

regung, 465 nm Emission, Gain 60) gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Zellextrakte 

wurden durch Bradford-Tests ermittelt. 

Um die Standardgerade zur Quantifizierung von sekretierter β-Glucuronidase zu erstellen, 

wurde mit E. coli produziertes und gereinigtes Gus-SHH verwendet. Die Ansätze wurden 

hierzu jeweils aus 1 ml CM-Medium, 800 µl 2x Gus-Assay-Puffer (mit 1/5 höhere BSA und 

MUG Konzentration) und 200 µl Gus-SHH (2,5-25 ng/ml) in 2x Gus-Extraktionspuffer.  

 
2x Gus-Extraktionspuffer:  2x Gus-Assay-Puffer:  GUS-Stop-Puffer: 

28 µM β-Mercaptoethanol   1x Gus-Extraktionspuffer  0,2 M Na2CO3 

0,8 mM EDTA pH 8,0   + 0,2 mg/ml BSA 

10 mM NaPO4-Puffer pH 7,0  + 2 mM MUG 

0,004 % Lauroyl-Sarcosin 

0,004% Triton-X-100 

Analyse der lipolytischen Aktivität in Plattentests 
Für den Tributyrin-Plattentests wurde CM-Festmedium (ohne Glukose) mit 1/25 Volumen 

einer mit Ultraschall behandelten Tributyrinemulsion (25 % Tributyrin (v/v), 2,5 % Gummi 

arabicum (m/v), ad ddH2O) versetzt (modifiziert nach: Kok et al., 1993). Plattentests mit 

Tween20/80 als Substrat wurden nach Kumar et al., 2012 modifiziert. Dazu wurde CM-

Festmedium (ohne Glukose) mit 0,2 % Tween20 oder Tween80 und 0,6 mM CaCl2 versetzt. 

Zur Analyse der lipolytischen Aktivität von U. maydis Stämmen wurden dichte YEPSL-

Kulturen auf eine OD600 von 1 eingestellt und 4 µl aufgetropft. Die Platten wurden drei Tage 

bei 28 °C inkubiert. 

Quantifizierung der lipolytischen Aktivität in Flüssigtests  
Zur Analyse der lipolytischen Aktivität wurde ein nach Tigerstrom und Stelmaschuk, 1989 

modifizierter Tween20/Tween80-CaCl2 Flüssigtest angewendet. Zur Messung von Überstän-

den wurden die entsprechenden Kulturen für 10 min bei 16.060 g zentrifugiert. Für den As-

say wurden sowohl Überstände als auch native Zellextrakte (siehe 4.4.5) 1/1 mit 

Tween20/80-Substratlösung versetzt und bei 37 °C inkubiert. Zur Bestimmung von hohen 

Aktivitäten wurde die OD500 dabei jede Minute über einen Zeitraum von zwei Stunden ge-
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messen und aus der Steigung von drei Messpunkten mit der höchsten Umsatzrate die Aktivi-

tät in OD500/min ermittelt. Zur Messung von niedrigen Aktivitäten wurden die Ansätze über 24 

h bei 37 °C inkubiert und anschließend eine Endpunktmessung der OD500 durchgeführt. Ge-

messen wurden jeweils 200 µl der Ansätze als dreifach Bestimmung in 96-Well Platten mit 

Hilfe des Fluoreszenzspektrometer (Infinite M200, TECAN). Zur Messung von gereinigtem 

CalB und Uml2 wurden Überstände durch 90 µl YEPSL-Medium mit 10 µl Enzymlösung er-

setzt. 

Tween20/80-Substratlösung: 

25 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

3 mM CaCl2 

14,7 mM Tween20 oder Tween80 
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