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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Transition zwischen morphologischen Erscheinungsformen ist ein zentraler Schritt
wihrend der Entwicklung vieler Organismen. Im phytopathogenen Basidiomyceten Ustilago
maydis 1st der Wechsel zwischen Hefe-artigem und filamentésem Wachstum entscheidend fiir
die pathogene Entwicklung. Es konnte gezeigt werden, dass das mRNA-bindende Protein
Rrm4 wiahrend der Etablierung des unipolaren Wachstums eine wichtige Rolle in der
Verteilung von mRNAs im Filament spielt. In rrm4A-Mutanten kommt es zu Defekten in der
Sekretion der unkonventionell sekretierten Chitinase Ctsl. Obwohl die gesamte
Chitinaseaktivitdt hauptsidchlich von Ctsl abzuhingen scheint, konnte ihr keine eindeutige
biologische Funktion zugeordnet werden. Neben cts/ konnten auch mRNAs mitochondrialer
Proteine als Ziele von Rrm4 identifiziert werden. rrm4A-Mutanten weisen eine erhdhte
Produktion von mitochondrialem Superoxid auf, was auf Defekte in der Atmungskette
schlieen ldsst. Es wird daher vermutet, dass der Rrm4-abhingige mRNA-Transport die
Proteinimportdynamik und die Assemblierung mitochondrialer Atmungskettenkomplexe
beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit wurde die chitinolytische Maschinerie von U. maydis mit dem Ziel
untersucht, die biologische Funktion der Chitinasen zu identifizieren. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die teilweise redundanten Chitinasen Ctsl und Cts2 wihrend des Hefe-artigen
Wachstums Chitin in der Teilungszone abbauen und dadurch zur Zellseparation beitragen.
Beide Chitinasen unterscheiden sich jedoch in ihrer Substrat-Schnittstellenpréferenz.
Wihrend des filamentdsen Wachstums ist lediglich Cts1 aktiv und lokalisiert in spezifischen
Mustern vor allem in den leeren Abschnitten des basalen Pols. Auch dort trigt es zum
Chitinabbau bei und verhindert ein Aggregieren der Filamente. Der unkonventionelle
Sekretionsmechanismus von Cts1 scheint Septierungs-abhangig zu sein, wobei in Filamenten
moglicherweise noch ein zweiter Mechanismus besteht.

Neben der chitinolytischen Maschinerie wurde der Einfluss von Rrm4 auf den
mitochondrialen Proteinimport untersucht. Die Analyse von Proteinkomplexen der
Atmungskette mittels nativer Gelelektrophorese zeigte jedoch keine offensichtlichen
Unterschiede in der Gréfe oder Menge der Komplexe. Die Analyse der
Proteinimportdynamik mittels dynamischer Lebendzell-mikroskopie zeigte eine stochastische
Mitochondrienbewegung in den Messbereich was die Messung, was die Messung erschwerte.
Daher wurden mit mEos2 und sfGfp zwei neue Markerproteine fiir die Untersuchung

dynamischer Prozesse in U. maydis etabliert.



Summary

Summary

Transition between different morphological shapes is an essential step during development in
many organisms. In the phytopathogenic basidiomycete Ustilago maydis the transition
between yeast-like and filamentous growth is crucial for pathogenic development. It has been
shown that the mRNA-binding Protein Rrm4 plays an important role in mRNA-distribution
during the establishment of unipolar growth. In rrm4A4-mutants unconventional secretion of
the chitinase Ctsl is defective. Although the main chitinase activity relies on Ctsl, its
biological role is still unknown. Besides cts/ also mRNAs of mitochondrial Proteins have
been identified as targets of Rrm4. rrm4A-mutants exhibit an increased production of
mitochondrial superoxide which implies defects of the respiratory chain. Thus, it is assumed
that Rrm4-dependent mRNA-transport affects protein import dynamics and the assembly of
respiratory chain complexes.

In this study, the chitinolytic machinery of U. maydis was investigated aiming to identify the
biological function of chitinases. Thereby it was shown that the partly redundant chitinases
Ctsl and Cts2 degrade remnant chitin in the division zone during yeast-like growth and thus
contribute to cell separation. However both chitinases differ in their substrate cleavage site
specificity. During filamentous growth only Ctsl is active and localizes in specific patterns
mainly in the empty sections at the basal pole. There it also contributes to chitin degradation
and thereby prevents aggregation of filaments. The unconventional secretion of Cts1 depends
on septation events, whereas there might exist a second putative secretion mechanism in
filaments.

Besides the chitinolytic machinery, the influence of Rrm4 on mitochondrial protein import
was investigated. The analysis of respiratory chain complexes by blue native gel
electrophoresis however, did not show differences in the size or amount of the complexes.
The analysis of protein import dynamics by live-cell imaging failed due to stochastic long-
range motility of mitochondria into the bleaching area. Therefore the fluorescent marker

proteins mEos2 and sfGfp were established to investigate dynamic processes in U. maydis.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ustilago maydis

Der phytopathogene Pilz Ustilago maydis ist der Erreger des Maisbeulenbrands. Taxonomisch
zahlt U. maydis in der Abteilung der Basidiomyceten (Stdnderpilze) zur Unterabteilung der
Brandpilze (Ustilaginomycota), welche etwa 1500 Arten umfasst. Brandpilze sind vorwiegend
Pflanzenparasiten und konnen insgesamt etwa 4000 Wirtspflanzen befallen. Ein GroBteil
davon sind Gréser (Graminaceae), einschlieBlich einiger der landwirtschaftlich relevantesten
Kulturpflanzen wie Mais (Zea mays), Gerste (Hordeum vulgare) oder Hirse (Sorghum spec.;
Begerow et al., 2006; Bakkeren et al., 2008). U. maydis zahlt zu den fakultativ biotrophen
Pilzen und ist fiir die sexuelle Reproduktion auf seine Wirtspflanze Z. mays angewiesen
(Christensen, 1963). Neben Kulturmais zdhlt lediglich Teosinte (Zea mays subsp. parviglumis
und Zea mays subsp. mexicana), die urspriinglichen Wildformen von Mais, zum engen
Wirtspektrum, welches fiir biotrophe Pilze charakteristisch ist (Banuett, 1992; Doebley,
1992). Die Infektion kann, im Gegensatz zu vielen anderen Brandpilzen, an allen
oberirdischen Pflanzenorganen etabliert werden, wobei sie jedoch nach der Penetration lokal
begrenzt ist (Schirawski et al., 2010; Doehlemann et al., 2009; Kahmann et al., 2000). Zu den
Symptomen zéhlen, wie bereits 1754 von Charles Bonnet beschrieben (Bonnet, 1754),
Chlorosen, Anthocynanosen, sowie die Ausbildung charakteristischer Tumore (Abb. 1.1 A),
die in Mexiko unter dem Namen ,,Cuitlacoche* als Delikatesse gehandelt werden (Abb. 1.1
B). In den Tumoren reifen die stark melanisierten Teliosporen, welche die Verbreitungsform
von U. maydis darstellen und wegen ihres schwarzen, ruBartigen FErscheinungsbildes
namensgebend fiir die Brandpilze waren (Bolker, 2001; Brefort et al., 2009). Okonomisch
spielt U. maydis eine eher untergeordnete Rolle. Zum einen treten die Symptome nur lokal auf
und zum anderen fallen die durch U. maydis verursachten Ernteausfille durch den Einsatz
teilweise resistenter Maislinien eher gering aus (Martinez-Espinoza et al., 2002).

Dennoch hat sich U. maydis auf Grund seiner Eigenschaften in den letzten Jahrzehnten zu
einem der wichtigsten Modellorganismen in der Grundlagenforschung, aber auch in der
angewandten Forschung entwickelt (Dean et al., 2012; Feldbriigge ef al., 2013). Bereits in
den frithen 1960er Jahren wurde U. maydis fiir die Erforschung der homologen
Rekombination und von DNA-Reparaturmechanismen genutzt. Vor allem die frithen Arbeiten
von Robin Holliday lieferten bahnbrechende Erkenntnisse iiber die Mechanismen der
Rekombination, aus denen das bis heute giiltige Model der ,,Holliday-Struktur* hervorging
(Abb. 1.1 E; Holliday, 1964; 1967; 2004; Gopaul et al., 1998). Weitere Arbeiten von Holliday
und William Holloman identifizierten unter anderem die 3> 5" Exonuklease Recl als eine
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Einleitung

zentrale Komponente der DNA-Reparatur (Holliday et al., 1976; Onel et al., 1996). 1996
schlug Ferguson und Holloman das ,,wandernde D-Loop Modell*“ fiir die DNA-Reparatur
durch homologe Rekombination vor (Ferguson und Holloman, 1996). Durch die Entdeckung
und funktionelle Charakterisierung des BRCA2-Homologs Brh2, einer weiteren Komponente
der DNA-Reparatur, erlangte U. maydis zudem medizinische Relevanz. Homozygote
Mutationen im BRCA2-Gen fiihren im Menschen zu erhhtem Brust-, Bauspeicheldriisen- und
Eierstock-Krebsrisiko (Wooster et al., 1995; Marcus et al., 1996, Gayther et al., 1997; King
et al., 2003). Die Arbeiten in U. maydis konnten wichtige Erkenntnisse iiber die molekulare
Funktionsweise von Brh2 erbringen (Kojic et al., 2002; Mazloum und Holloman, 2009).

Das Genom von U. maydis ist vollstindig sequenziert und manuell annotiert (Kémper ef al.,
20006), was revers-genetische Ansitze, aber auch den Einsatz von DNA-Microarrays oder
RNA-Sequenzierung erlaubt. Durch das hocheffizientes homologe Rekombinationssytem und
den Einsatz dominanter Selektionsmarker ist es auflerdem moglich gezielte Deletions- und
Insertionsmutanten zu generieren (Holloman ef al., 2008; Kahmann und Kémper, 2004; Gold
et al, 1994; Wang et al., 1988; Keon et al., 1991). Ein weiteres, fiir biotrophe Pilze seltenes,
Merkmal von U. maydis ist, dass sich axenische Kulturen hervorragend kultivieren lassen.
Aber auch die biotrophe Entwicklungsphase ldsst sich in U. maydis durch einfache Mais-
Keimlingsinfektionen studieren. Unter Laborbedingungen ldsst sich so der komplette
Lebenszyklus in drei bis vier Wochen durchlaufen, was schnelles, genetisches Arbeiten
ermoglicht  (Perkins, 1949; Holliday, 1961). Der Einsatz genetisch kodierter
Fluoreszenzmarker ermdglicht des Weiteren Lokalisations- und Promotor-Studien (Spellig
et al., 1996). Durch die Entdeckung und Charakterisierung der Paarungstyp-Loci war es
auBBerdem moglich, haploide, solopathogene Stimme zu entwickeln, die ohne vorhergehende
Kreuzung den kompletten Lebenszyklus durchlaufen kdnnen (Stamm: SG200; Kamper et al.,
2006; Bolker et al., 1995) oder die die artifizielle Induktion filamentésen Wachstums ohne
kompatiblen Kreuzungspartner ermoglichen (Stimme: AB31 und AB33; Brachmann et al.,
2001).

Durch die Identifizierung von Gen-Clustern, die fiir Effektorproteine kodieren, entwickelte
sich U. maydis zu einem der fiihrenden Modelorganismen in der Erforschung von
Pathogenitétsfaktoren (Abb. 1.1 C und D; Kidmper ef al., 2006). Es wurde beobachtet, dass
U. maydis die Immunantwort der Pflanze auf mehreren Ebenen aktiv unterdriickt (Brefort
et al,, 2009; Skibbe et al, 2010; Djamei und Kahmann, 2012). So konnte z. B. gezeigt
werden, dass der Effektor Pepl fiir die Penetration der Wirtspflanze essentiell ist

(Doehlemann et al., 2009). Pepl interagiert dabei mit der Peroxidase POX12 der Wirtspflanze
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und inhibiert deren Peroxidaseaktivitit (Hemetsberger efal, 2012). Dadurch wird die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in der Pflanze inhibiert, was die weitere Kolonisierung
ermdglicht. Weitere prominente Beispiele kiirzlich entdeckter Effektorproteine sind die
Chorismatmutase Cmul und der putative Lignin-Synthese-Inhibitor Tin2. Cmul katalysiert
im Cytosol der Wirtpflanze die Reaktion von Chorismat zu Phenylpropanoiden. Dadurch wird
das Gleichgewicht zwischen cytosolischem und plastididirem Chorismat verschoben,
wodurch weniger Edukte fiir die Salicylsdure-Synthese vorhanden sind (Djamei ef al., 2011).
Tin2 fordert hingegen durch eine Stabilisierung der Mais-Kinase ZmTTK1 die Anthocyan-
Synthese der Wirtspflanze. Es wird angenommen, dass dadurch die Ausgangsstoffe fiir die
Lignin-Synthese abgeschopft werden, was die Infektion erleichtert (Tanaka eral, 2014;
Brefort et al., 2014).

Abb. 1.1: U. maydis als Modellorganismus. (A) Tumorbildung durch U. maydis. In den Tumoren reifen die
schwarzen, stark melanisierten Teliosporen, die Verbreitungsform von U. maydis. Foto: Rolf Résser. (B) In
Mexiko und Teilen der USA werden die Tumore unter dem Namen ,,Cuitlacoche® als Delikatesse vertrieben.
Abbildung aus (Feldbriigge ef al., 2013) und (Vollmeister ef al., 2012). (C) Wahrend der biotrophen Phase
sekretiert U. maydis Effektorproteine, die die Kolonisierung der Wirtspflanze ermdglichen. Rot: cyto-
plasmatisches mCherry; Griin: Pst2:eGfp (Effektorprotein); Blau: Zellkern der Wirtszelle (DAPI-gefarbt).
Abbildung aus (Langner, 2010). (D) Proliferation von U. maydis entlang der Leitbiindel der Wirtspflanze
Z. mays. Grin: U. maydis Filamente (mit WGA-FITC gefirbt); Magenta: Propidium-Jodid geférbte
Pflanzenzellwand. Abbildung aus (Langner, 2010). (E) Schematische Darstellung einer Holliday Struktur, wie
sie wihrend des ,,Crossing-Over' vorkommt. Abbildung aus (Gopaul et al., 1998).

Auch in der angewandten Forschung hélt U. maydis seit einigen Jahren Einzug. Durch
Untersuchungen des mRNA-Transports in Filamenten (s. Kapitel 1.4) wurde ein unkon-

ventionelles Sekretionssystem entdeckt, durch welches Glykosylierung wéhrend der Sekretion
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vermieden werden kann (Koepke ef al., 2011, Stock et al, 2012). Durch die Entwicklung
neuer Expressionsstimme konnte so bereits die Expression und Sekretion aktiver
Einzelketten-Antikorper in den Kulturiiberstand erzielt und optimiert werden (Stock et al.,
2012; Sarkari et al., 2014).

Des Weiteren bietet U. maydis hervorragende FEigenschaften als Modellsystem zur
Untersuchung genereller zellbiologischer Fragestellungen. Wéhrend des dimorphen
Lebenszyklus™ (s. Kapitel 1.2) ergibt sich die Moglichkeit zur Untersuchung molekularer
Mechanismen wiahrend des Hefe-artigen sowie filamentosen Wachstums (Steinberg und
Perez-Martin, 2008; Bolker, 2001). So konnten in U. maydis z.B. Faktoren identifiziert
werden, welche flir die Septenbildung wihrend der Cytokinese essentiell sind (Weinzierl
etal., 2002; Mahlert etal, 2006, Bohmer efal, 2008). Wihrend des filamentdsen
Wachstums bietet sich U. maydis auBerdem fir die Untersuchung zelluldrer
Transportprozesse an, auf die an spdterer Stelle ndher eingegangen wird (Schuchardt et al.,

2005; Becht et al., 2006; Konig et al., 2009; Baumann et al., 2014; Pohlmann, 2013).

1.2 Der Lebenszyklus von U. maydis

Der dimorphe Lebenszyklus von U. maydis 14sst sich in eine saprotrophe und eine biotrophe
Phase unterteilen. Wahrend der saprotrophen Phase vermehren sich die haploiden Sporidien
Hefe-artig durch Knospung (Abb. 1.2 [1]). Durch Perzeption des Pheromons eines
kompatiblen Kreuzungspartners (s. Kapitel 1.3.1) kommt es zur Arretierung des Zellzyklus’
in der G2-Phase und zur Ausbildung sog. Konjugationshyphen (Garcia-Muse et al., 2003).
Diese wachsen entlang des Pheromon-Konzentrationsgradienten und fusionieren miteinander,
wodurch ein dikaryotisches Filament entsteht (Abb. 1.2 [2]), das die pathogene Form von
U. maydis darstellt (Snetselaar et al., 1996; Spellig et al., 1994; Christensen, 1963; Snetselaar
und Mims, 1992; Snetselaar und Mims, 1994). Der Zellzyklusarrest bleibt wihrend dieser
Phase weiterhin bestehen. Das Filament wéchst nun unipolar, wihrend am basalen Pol
Vakuolen akkumulieren und in regelméfigen Abstinden Septen eingezogen werden. Dadurch
entstehen leere Segmente am basalen Pol und lediglich der apikale Teil des Filaments ist mit
Cytoplasma  gefiillt (Banuett und Herskowitz, 1994b). Auf der hydrophoben
Pflanzenoberfldche und stimuliert durch Hydoxyfettsauren wird das apikale Langenwachstum
nach einiger Zeit eingestellt und U. maydis bildet Appressorien (Abb. 1.2 [3]; Mendoza-
Mendoza et al., 2009). Im Gegensatz zu vielen anderen phytopathogenen Pilzen sind die
Appressorien von U. maydis jedoch nicht stark melanisiert und besitzen lediglich relativ

diinne Zellwiande (Snetselaar, 1993; Snetselaar und Mims, 1994). Daher wird davon
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ausgegangen, dass die Appressorien von U. maydis lediglich die Stelle markieren, an der die
Anderung der Wuchsrichtung und die Infektion erfolgt. Die Penetration der Wirtspflanze
erfolgt hochstwahrscheinlich iiber die lokale Sekretion lytischer Enzyme (Doehlemann et al.,
2008; Schirawski et al., 2005a; Kahmann und Kémper, 2000).

— Dikaryotisches Filament
//— [T T &= )
(e s
Bildung von

Kon]ugatmnsh yphen

Haplmde in planta
‘. Sparidien Proliferation
/ Reprogrammierung der

Wirtspflanze

\ @ @ &) Karyc:amie und

@ Sporen- Fragmentierung der Hyphen
reifung

Abb. 1.2: Der Lebenszyklus von U. maydis. Schematische und mikroskopische Darstellung verschiedener
Stadien des Lebenszyklus” von U. maydis. Der Lebenszyklus unterteilt sich in eine saprotrophe Phase (Schritte 1
und 2; weill hinterlegt) und eine biotrophe Phase (Schritte 3-7; gelb hinterlegt). (1) Die haploiden Sporidien
vermehren sich Hefe-artig durch Knospung. Durch Perzeption kompatiblen Pheromons, kommt es zur
Ausbildung sog. Konjugationshyphen, welche miteinander fusionieren. (2) Das daraus entstehende,
dikaryotische Filament wichst unipolar auf der Pflanzenoberfliche. (3) Durch Pflanzenstimuli kommt es zur
Appressorienbildung und zur (4) Penetration der Pflanzenoberfliche. (5) Innerhalb der Wirtspflanze kommt es
zu deren Umprogrammierung und Tumorbildung. (6) Im Tumor fragmentieren die Hyphen und die Karyogamie
wird eingeleitet, was zur (7) Differenzierung der diploiden Teliosporen fiihrt aus denen die néchste Generation
hervorgeht. Abbildungen modifiziert nach (Feldbriigge ef al, 2004) und (Kémper et al., 2006). Die Zahlen
markieren jeweils die gleichen Stadien in der schematischen bzw. mikroskopischen Darstellung.

Nach erfolgter Penetration (Abb. 1.2 [4]) wird der G2-Zellzyklusarrest aufgehoben und
U. maydis proliferiert in der Wirtspflanze. Dabei wird die Plasmamembran der Wirtszellen
eingestiilpt, wodurch die biotrophe Interaktionszone entsteht. Wéhrend der Proliferation
in planta werden die Zellkerne des Dikaryons {iiber, fiir Basidiomyceten charakteristische,
Schnallenzellen verteilt (Banuett und Herskowitz, 1996; Scherer et al., 2006). U. maydis
wéchst in diesem Stadium bevorzugt entlang ndhstoffreicher Gewebe der Pflanze, wie z.B.
der Leitbiindel (Abb. 1.1 D). Im weiteren Verlauf der Infektion kommt es zu einer stark
erhohten Teilungsrate und Hypertrophie im pflanzlichen Gewebe, wodurch die
charakteristischen Tumore entstehen (Abb. 1.2 [5]; Gao ef al., 2013; Bruce et al., 2011). In
den Tumoren proliferiert das Pilz-Myzel weiter, was schlussendlich zur Fragmentierung der

Hyphen (Abb. 1.2 [6]) sowie zur Differenzierung der diploiden Teliosporen fiihrt (Abb. 1.2
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[7]). Schon wiéhrend der Reifung der Teliosporen werden meiotische Prozesse eingeleitet,
sodass die Sporen in einem Stadium zwischen der Initiation der homologen Rekombination
und der meiotischen Teilung verbleiben (Kojic ef al, 2013). In dieser Form werden die
Sporen als Uberdauerungform in die Umwelt freigesetzt, wo sie unter geeigneten
Bedingungen, wie z.B einer guten Nihrstoffversorgung, auskeimen. Wahrend der Keimung
wird die meiotische Teilung initiiert. Die vier aus der Meiose hervorgehenden Nuclei wandern
in die Probasidie ein, von der sich im Anschluss durch mitotische Teilungen die haploiden

Sporidien abschniiren (Christensen, 1963).

1.3 Die Kontrolle der sexuellen Entwicklung durch Paarungstyp-Loci

U. maydis ist ein heterothallischer (getrenntgeschlechtlicher) Pilz, welcher seine genetische
Diversitit iiber ein tetrapolares Paarungssystem sicherstellt. Die pathogene Entwicklung, und
damit die sexuelle Reproduktion, setzen die Erkennung und Fusion zueinander kompatibler
Sporidien voraus. Die Fusion und die darauf folgende Bildung des pathogenen
Heterodikaryons, gebunden an die Transition von saprotrophem zu biotrophem Wachstum,
hingen dabei von zwei Paarungstyp-Loci ab. Der biallelische a-Locus, welcher fiir ein
Pheromon/Rezeptor-System kodiert, vermittelt die Zell-Zell-Erkennung sowie die Fusion der
Konjugationshyphen. AnschlieBend i{ibernimmt der multiallelische b-Locus, welcher fiir
Homeodoménen-Transkriptionsfaktoren kodiert, die Kontrolle iiber die Aufrechterhaltung des
filamentdsen Dikaryons und die nachfolgende biotrophe Entwicklung (Banuett und
Herskowitz, 1994a; Bolker et al., 1992; Gillissen et al.,, 1992, Schulz et al., 1990; Kiamper
et al., 1995).

1.3.1 Der a-Locus kontrolliert die Fusion kompatibler Sporidien

Der biallelische a-Locus kodiert fiir ein Pheromon/Rezeptor-System, welches die
Sporidienfusion und die daraus resultierende Bildung des Heterodikaryons kontrolliert. Dabei
besteht die Funktion zunichst darin die Zell/Zell-Perzeption zu gewihrleisten, sodass sich
kompatible Kreuzungspartner auf der Pflanzenoberfliche erkennen. Die Gene des a-Locus’
kodieren das Pheromon Mfa (mating factor a) und den Pheromonrezeptor Pra (pheromone
receptor a) und liegen in den Allelen a/ und a2 vor. Mfal und Mfa2 werden zunéchst als 40
bzw. 38 Aminosduren (AS) grof3e Propeptide synthetisiert und anschlieBend post-translational
prozessiert. Dadurch entstehen die 13 (Mfal) bzw. 9 (Mfa2) AS umfassenden
Peptidpheromone, die am C-Terminus vermutlich farnesyliert und methyliert sind (Spellig

et al., 1994). Nach der Sekretion der Peptide bilden diese einen Konzentrationsgradienten,
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welcher die direktionale Perzeption kompatibler Kreuzungspartner ermdglicht. Dabei wird
das Pheromon des einen a-Allels jeweils vom antagonistischen a-Allel Rezeptor

wahrgenommen (Spellig ef al., 1994).

al
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Abb. 1.3: Der a-Locus von U. maydis. Schematische Darstellung der a-Allele von U. maydis. Das al-Allel tragt
die Gene, die das Pheromon Mfal und den Rezeptor Pral kodieren. Das a2-Allel enthélt neben den mfa2 und
pra2 Genen zusitzlich die Gene I/ga2 und rga2, welche eine Rolle in der uniparentalen Vererbung
mitochondrialer DNA spielen. Abbildung modifiziert nach (Schirawski et al., 2005b).

1.3.2 Der b-Locus als zentraler Regulator der biotrophen Entwicklung

Nach erfolgter Fusion zweier Sporidien, hingt die weitere pathogene Entwicklung und der
damit verbundene Wechsel von saprotrophem zu biotrophem Wachstum von der Expression
zueinander kompatibler b-Allele ab (Bolker efal, 1995). Fiir den, im Gegensatz zum
biallelischen a-Locus, multiallelisch vorliegenden b-Locus sind aus der Natur mindestens 19
verschiedene Varianten bekannt (Kédmper et al., 1995; pers. Mitteilung: J. Kédmper). Der b-
Locus enthélt die Gene bEast (bE) und bWest (bW), welche unter der Kontrolle eines
gemeinsamen, bidirektionalen Promotors gegenldufig transkribiert werden und fiir die
Homeodoménen-Proteine bE (473 AS) und bW (645 AS) kodieren (Abb. 1.4 A). Trotz
geringer Sequenzhomologie weisen die bE- und bW-Proteine strukturelle Ahnlichkeit auf. Sie
bestehen aus einem hochkonservierten C-terminalen Bereich, welcher in den allelischen
Varianten mehr als 90 % Sequenzhomologie aufweist, und einer variablen, N-terminalen
Doméne. Die variablen Doméinen sind essentiell fiir die Heterodimerisierung von bE und bW
(Gillissen et al., 1992; Kronstad und Leong, 1989), die nur dann stattfindet, wenn die beiden
b-Genprodukte von verschiedenen Allelen stammen (Abb. 1.4 B; Kadmper et al., 1995). Fiir
die anschlieende Bindung des heterodimeren bE/bW-Transkriptionsfaktors an die DNA sind
die zentral gelegenen Homeodominen verantwortlich.  Somit konnen Sporidien mit
unterschiedlichen a-Allelen zwar fusionieren, die weitere sexuelle Entwicklung wird jedoch
unterdriickt falls die b-Allele identisch, d.h. zueinander inkompatibel sind.

Im haploiden, solopathogenen Stamm SG200, welcher sowohl ein kompatibles

Pheromon/Rezeptorsystem, als auch kompatible b-Proteine trigt, konnte gezeigt werden, dass
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das b-Heterodimer der zentrale Regulator der pathogenen Entwicklung ist. SG200 kann daher
den kompletten Lebenszyklus ohne vorherige Fusion mit einem Kreuzungspartner
durchlaufen (Kamper et al., 2006; Bolker et al., 1995).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Expression eines kompatiblen b-Heterodimers
unter der Kontrolle induzierbarer Promotoren in vitro filamentdses Wachstum in haploiden
Stammen induziert (Abb. 1.4 C; Stimme: AB31 und AB33; Brachmann et al., 2001). Dies
ermoglicht die zellbiologische Untersuchung Filament-spezifischer Prozesse unter
Laborbedingungen. Die haploiden Stdmme eignen sich durch die direkte Ausprdgung von
Mutationen besonders gut fiir genetische Untersuchungen pathogentitsrelevanter Prozesse

wihrend der saprotrophen und der biotrophen Phase.
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Abb. 1.4: Der b-Locus als Regulator der pathogenen Entwicklung. (A) Schematische Darstellung des b-
Locus und der kodierten Homeodoménen (HD)-Transkriptionsfaktoren bE (473 AS) und bW (645 AS). bE und
bW bestehen jeweils aus einer variablen (V) und einer konservierten Region (K). Abbildung modifiziert nach
(Brachmann et al., 2001). (B) Schematische Darstellung der allelspezifischen Dimerisierung von bE und bW.
Die beiden Homeodoméanen-Proteine konnen lediglich dann dimerisieren, wenn sie von verschiedenen Allelen
stammen. Abbildung modifiziert nach (Brachmann efal, 2001). (C) Filamentinduktion im haploiden
Laborstamm AB33. Die Expression eines kompatiblen bE1/bW2-Heterodimers unter der Kontrolle des
Nitratreduktase-Promotors  (P,,;) induziert filamentoses Wachstum unter Laborbedingungen. Links,
Kultivierung von AB33 in CM-Medium fiihrt zu Hefe-artigem Wachstum. Rechts, Das filamentése Wachtum
von AB33 wird durch den Wechsel der Stickstoffquelle (NM-Medium; Nitrat) induziert.

1.4 Mikrotubuli-abhingiger mRNA-Transport in U. maydis
Fiir unipolares, filamentoses Wachstum von U. maydis sind das Mikrotubuli-Cytoskelett und
Mikrotubuli-abhéngige Transportprozesse essentiell (Fuchs ef al,, 2005; Schuchardt ef al.,

2005; Lehmler etal, 1997). Der Transport entlang von Mikrotubuli hingt von den
8
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Motorproteinen Kinl, Kin3 sowie dem geteilten Dynein Dyn1/Dyn2 ab (Wedlich-Soldner
et al., 2002; Schuchardt et al., 2005; Straube et al., 2001). Die Depolymerisierung der
Mikrotubuli oder eine Deletion von Genen fiir Motorproteine filhren zu Defekten des
filamentosen Wachstums. Es konnte gezeigt werden, dass frithe Endosomen direkt mit den
Motoproteinen interagieren und so bidirektional im Filament transportiert werden (Schuster
et al., 2011a; Lenz et al., 2006; Wedlich-Soldner et al., 2002). Dabei iibernimmt das Kinesin
Kin3 den anterograden, Plusend-gerichteten Transport der Endosomen (Lenz et al., 2006;
Schuster ef al., 2011b). Dynein ist fiir den retrograden, Minusend-gerichteten Transport frither
Endosomen verantwortlich. Dazu akkumuliert Dynein an den Zellpolen (Plusenden der
Mikrotubuli) und bildet so ein Reservoir fiir den retrograden Transport (Schuster ef al.,
2011a). Der Transport von Dynein zu den Zellpolen wird durch das konventionelle Kinesin
Kinl sichergestellt (Lenz et al., 2006; Lehmler et al., 1997). Der Verlust von Kin3 fiihrt daher
zur Akkumulation von Endosomen in der Ndhe des Zellkerns, wihrend ein Verlust von
Dynein zurAkkumulation an den Zellpolen fiihrt (Lenz et al., 2006, Schuster et al., 2011b).

Ein weiterer, an Endosomentransport gekoppelter und somit Mikrotubuli-abhéngiger
Transportprozess in U. maydis Filamenten ist der Transport von mRNA (Baumann ef al.,
2012, Becht et al., 2006; Konig et al., 2009). Der Langstreckentransport von mRNAs spielt
vor allem wéhrend des filamentdsen Wachstums eine wichtige Rolle. So fiihrt z.B. der Verlust
des RNA-bindenden Proteins Rrm4 zu beeintrachtigter Filamentbildung, woraus eine stark
erhohte Rate bipolar auswachsender Zellen resultiert (Becht ef al., 2006). Rrm4 bindet im
Cytoplasma an mRNAs und ist ein zentraler Bestandteil von mRNPs (messenger
ribonucleoprotein complexes), welche gekoppelt an Endosomen bidirektional transportiert
werden (Konig et al., 2009; Baumann et al., 2012). Rrm4 zéhlt zu den sog. ELAV (embryonic
lethal abnormal vision)-dhnlichen Proteinen, die eine charakteristische Anordnung RNA-
bindender Domédnen besitzen, evolutiondr konserviert sind und wichtige Funktionen in
Entwicklungsprozessen haben (Becht ef al., 2006; Macknight et al., 1997; Peng et al., 1998;
Sakakibara et al., 1996; Robinow und White, 1991). Neben drei N-terminalen RRM (RNA
recognition motif)-Doménen, welche die RNA-Bindung vermitteln, besitzt Rrm4 eine sog.
MLLE-Doméne im C-terminalen Bereich (Becht ef al., 2006), deren Funktion noch nicht
vollstindig geklért ist (Pohlmann, 2013). Durch in vivo UV-Kreuzvernetzung und Immuno-
prezipitation (CLIP; UV-crosslinking immune precipitation) konnten einige Ziel-mRNAs von
Rrm4 identifiziert werden (Konig ef al, 2009; Haag, 2013). Der genaue Einfluss des
gerichteten mRNA Transports auf die Synthese und Funktion der korrespondierenden
Proteine ist noch nicht vollstindig geklart. Co-Lokalisationsstudien von Rrm4 mit dem Septin
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Cdc3 und dessen mRNA, sowie ribosomaler Proteine, deuten jedoch darauf hin, dass es
wéhrend des Transports zu Endosomen-assoziierter, lokaler Translation kommt (Baumann
et al., 2014; Higuchi et al., 2014). Zu den signifikantesten der identifizierten Ziel-Transkripte
gehdren unter anderem einige mRNAs, die fiir mitochondriale Proteine kodieren (Konig et al.,
2009; Haag, 2013; Koepke, 2011). Zu diesen zdhlen die mRNAs der Atmungskettenproteine
Nuol (Komplex I), Qcrl0 (Komplex III) und Atp4 (Komplex V). Neben den mRNAs
mitochondrialer Proteine, wurde auch die mRNA der Chitinase Ctsl als direktes Ziel des
Rrm4-abhédngigen mRNA-Transports identifiziert (Konig ef al., 2009; Koepke et al., 2011).

Die Funktion von Cts1 wahrend der Entwicklung von U. maydis ist jedoch noch unklar.

1.5 Chitin und chitinolytische Enzyme

Chitin (gr.: chiton: Hiille, Panzer, Tunika) ist nach Cellulose das zweithdufigste, natiirlich
vorkommende Biopolymer. Die weltweite, jihrliche Chitinproduktion wird auf 10'°-10'?
Tonnen geschétzt (Gortari und Hours, 2013; Synowiecki und Al-Khateeb, 2003; Tharanathan
und Kittur, 2003). Als strukturbildendes Material kommt es vor allem im Exoskelett bzw. der
Cuticula der Ecdysozoa (Uberstamm: Hiutungstiere, nach fritherer Taxonomie: Articulata,
Gliedertiere; Abb. 1.5 B), in Gehdusen von Mollusken (Weichtiere), dem Schulp von
Cephalopoden (Kopffiier) und in der Zellwand von Pilzen vor (Abb. 1.5 C). Chitin wurde als
erstes bekanntes Polysaccharid erstmals 1811 von Henri Braconnot aus Pilzen isoliert und als
,Fungin® bezeichnet (Braconnot, 1811). 1823 wurde Chitin durch Antoine Odier auch aus den
Fligeln des Maikéfers isoliert. In Anlehnung an den Insektenpanzer wurde der Name von
Fungin in Chitin gedndert. Die Struktur von Chitin wurde 1929 von Albert Hoffman
aufgeklért (Karrer und Hofmann, 1929). Als Polymer aus -1-4-glykosidisch verkniipften N-
Acetylglukosamin (GlcNAc)-Einheiten (Abb. 1.5 A, B) kann kristallines Chitin in zwei
allomorphen Formen vorliegen, dem o- und B-Chitin. Diese unterscheiden sich in der Art der
Zusammenlagerung einzelner Strange und somit in ihrer Verdichtung und Polaritit (Aam
et al., 2010; Chen et al., 2010). In a-Chitin, welches vor allem in Crustaceen vorkommt, sind
die Ketten anti-parallel, im B-Chitin, welches unter anderem in Cephalopoden zu finden ist,
parallel angeordnet. Die antiparallele Anordnung verleiht o-Chitin durch stédrkere
intermolekulare Interaktionen eine groflere Festigkeit. Neben a- und B-Chitin existiert noch
ein Intermediat, das y-Chitin, welches hdufig in Insekten vorkommt (Yang et al., 2004;
Alvarez, 2014). y-Chitin besteht aus jeweils zwei parallel angeordneten Strangen, gefolgt von
einem anti-parallelen Strang. Chitin ist jedoch meist kein homogenes Polymer. Héufig besteht

es aus acetylierten und deacetylierten Glukosamin-Einheiten. Ab einem Deacetylierungsgrad
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von 40-50 % spricht man von Chitosan. Chitin und Chitinderivate sind biotechnologisch von
Interesse, da sie Anwendung in vielen Bereichen des tdglichen Lebens finden. So dienen sie
z.B. als Flockungsmittel in der Abwasseraufbereitung, werden als Additiv in der
Papierproduktion eingesetzt und dienen als Chromatographie-Material. Auch im
medizinischen Bereich sind Chitinderivate von Bedeutung und werden als biologisch
abbaubares Biopolymer in Wundverbdnden, kiinstlicher Haut oder kiinstlichen Gelenken
verarbeitet, was zu einer verbesserten Vertrdglichkeit und besserer Wundheilung fiihrt.
AuBlerdem konnen -chirurgische Materialien aus Chitinderivaten durch korpereigenes

Lysozym und Chitinasen abgebaut werden, wodurch eine post-operative Entfernung entfallt.
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Abb. 1.5: Struktur und Vorkommen von Chitin. (A) Strukturformel von Chitin. Chitin besteht aus -1-3-
glykosidisch verkniipften N-Acetylglukosamin Bausteinen, welche sich parallel oder anti-parallel zu Stringen
zusammenlagern konnen. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme der Chitinstruktur in Hummerschalen. Die
einzelnen Chitinketten lagern sich mit Strukturproteinen zu Strdngen zusammen (links), welche wiederum
hochgradig geordnete, fast hexagonale ,,Bienenwaben-Strukturen® bilden. Abbildungen aus (Raabe et al., 2005
und Nikolov et al., 2010). (C) Schematische Darstellung der Zellwand von Pilzen. Verschiedene Schichten aus
Mannoproteinen, Glukanen und Chitin, welche der Plasmamembran aufgelagert sind verleihen dem Pilz
strukturelle Integritat.
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In Zellwidnden von Pilzen iibernimmt Chitin zusammen mit Glukanen, Mannanen und
Proteinen die Stiitzfunktion der Zelle (Abb. 1.5 C). Um wéhrend des Wachstums die
Plastizitit der Zellwand zu gewihrleisten, verfiigen Pilze {iber Enzyme mit deren Hilfe Chitin
synthetisiert oder degradiert werden kann. Die Chitin-Neusynthese wird von Chitinsynthasen
(EC 2.4.1.16), der Abbau von Chitinasen (EC 3.2.1.14) katalysiert. Pilzliche Chitinasen
gehoren der Glykosylhydrolase 18 (GH18) Familie an. Allgemein werden Chitinasen in zwei
Familien unterteilt. Neben der GH18 Familie, welche vor allem bakterielle, pilzliche und
pflanzliche Chitinasen der Klassen III und V enthilt, zdhlen auch die GH19 Hydrolasen zu
den Chitinasen. Die GH19 Familie enthélt bakterielle und pflanzliche Chitinasen der Klassen
I, IT und IV (http://www.cazy.org/). Die Chitinasen der beiden Familien unterscheiden sich
vor allem in ihrem Reaktionsmechanismus. Wéhrend GHI18 Chitinasen die anomere
Konfiguration der Edukte beibehalten, weisen GHI19 Chitinasen einen invertierenden
Reaktionsmechanismus auf, was bedeutet, dass die anomere Konfiguration der Edukte im
Reaktionsprodukt gedndert wird. Die Unterklassifizierung basiert vor allem auf
Sequenzhomologie, dem isoelektrischen Punkt, der Grée und der Lokalisation der Enzyme.
Aufgrund dieser Merkmale, konnen sich Chitinasen in ithrer molekularen Struktur und ihrer
Substratspezifitit stark unterscheiden (Patil efal, 2000; Hamid etal, 2013). GHI18
Chitinasen weisen eine charakteristische dreidimensionale Proteinstruktur auf. Das
enzymatische Zentrum besteht aus acht parallel verlaufenden p-Faltblattern, welche ein -
Fass formen. Stabilisiert wird diese Struktur durch acht o-Helices, welche wiederum
ringformig um das B-Fass angeordnet sind. Diese charakteristische Struktur wird durch ihre
Analogie zum aktiven Zentrum der Triosephosphat-Isomerase ,,a/p-TIM-Barrel* genannt
(Perrakis et al., 1994, Hartl et al., 2012). Neben der aktiven GH-Domaéne besitzen Chitinasen
oft noch weitere Doménen wie z.B. Kohlenhydrat-Bindedomdnen (CBM, carbohydrate
binding module), Fibronectin III (FNIII)-dhnliche Chitin-Bindedomdnen oder GPI
(Glykosylphosphotidylinositol)-Anker (Boraston etal., 2004; Henrissat efal, 2000;
Yamazaki ef al., 2008). Neben Chitinasen werden auch N-Acetylglukosaminidasen (GH20;
EC 3.2.1.52) und sog. Kupfer-abhidngige lytische Polysaccharid-Monooxygenasen (LPMOs)
den chitinolytischen Enzymen zugeordnet. LPMOs zéhlten bisher zur CBM33 (carbohydrate
binding module) Familie, wurden jedoch kiirzlich neu klassifiziert und gehdren nun zur AA10
(auxiliary activity) Familie. LPMOs spalten Chitin an zufilligen Positionen, was zu
Strangbriichen fiihrt. Dies wiederum erhoht die Effektivitdt der Chitinasen (Vaaje-Kolstad
etal, 2010; Vaaje-Kolstad et al., 2012; http://www.cazy.org/). N-Acetylglukosaminidasen
spalten hauptsdchlich (GIcNAc), in GIcNAc-Monomere, welche anschlieBend resorbiert und
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wiederverwertet werden konnen. So ergibt sich eine hierarchische Kaskade enzymatischer

Reaktionen wihrend des Chitinabbaus (Abb. 1.6).

LPMO

GH18 (Endo)
NRE RE

Strangbrﬂchel
G18 (Exo) G18 {Exo)
RE RE NRE
NRE RE
GHzo  Dimere GH20
GH20 GH20

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der enzymatischen Reaktionen wihrend des Chitinabbaus. In der
Zellwand von Pilzen liegt Chitin dicht gepackt als kristallines Chitin vor. Lytische Polysaccharid-
Monooxygenasen und GH18 Endo-Chitinasen fligen zufdllig Strangbriiche ein und erzeugen auf diese Weise
reduzierende (RE) und nicht-reduzierende Enden (NRE) im Chitinstrang. Diese werden von GHI8 Exo-
Chitinasen erkannt, welche den Chitinstrang, ausgehend von einem der beiden Enden, prozessiv abbauen. Dabei
werden vorwiegend (GlcNAc)-Dimere produziert, welche von GH20 N-Acetylglukosaminidasen weiter zu
(GleNAc)-Monomeren degradiert werden. Diese konnen sowohl als Kohlenstoff-, als auch als Stickstoff-Quelle
dienen.

Das meiste Wissen {iber chitinolytische Enzyme und deren Wirkmechanismen stammt aus
dem Gram-negativen Enterobakterium Serratia marcescens. Die chitinolytische Maschinerie
des Bakteriums setzt sich aus drei GH18 Chitinasen (ChiA, ChiB, ChiC), einer GH20 N-
Acetylglukosaminidase (Chitobiase) und einer AA10 Chitin-Monooxygenase (LPMO;
Cbp21) zusammen (zusammengefasst in Vaaje-Kolstad et al., 2013).

Es konnte gezeigt werden, dass eine der Chitinasen Endo- (ChiC) und zwei Exo-Charakter
haben, wobei eine der Exochitinasen (ChiA) vom reduzierenden Ende der Chitinkette und die
andere (ChiB) vom nicht-reduzierenden Ende prozessiv (GIcNAc), abspalten (Hult et al.,
2005). Durch Messung des (GIcNAc), / (GIcNAc); Verhiltnisses nach der Degradierung von
B-Chitin konnte auflerdem gezeigt werden, dass ChiA und ChiB wesentlich mehr Dimere
(ChiAys: 7,3; ChiByjs: 12,6) produzieren als ChiC (ChiCys: 4,1; Horn et al., 2006). In
Kombination mit Rontgendiffraktions-Experimenten konnte so zwischen prozessiven und
nicht-prozessiven Chitinasen unterschieden werden (Hult ez al., 2005; Sikorski et al., 2006).

Fir Cbp2l, der LPMO aus S. marcescens, und dem homologen Protein EfCBM33A aus
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Enterococcus faecalis konnte durch Analyse der Proteinstruktur eine Beteiligung von Kupfer-
Ionen im aktiven Zentrum gezeigt und dessen katalytische Wirkung experimentell bestétigt
werden (Vaaje-Kolstad et al., 2010).

In Bakterien dienen Chitinasen meist der Akquisition von Chitin als Kohlenstoff- und
Stickstoff-Quelle (Frederiksen ef al., 2013). In Pilzen sind sie, neben der erndhrungsbedingten
Akquisition von Chitin, vor allem an der Remodellierung der Zellwand beteiligt. Obwohl die
Aktivitdt vieler Chitinasen experimentell bestétigt wurde, ist ihre biologische Funktion und
Spezifitit oft unbekannt, da besonders in der Genfamilie der GH18-Chitinasen ein hoher Grad
an funktioneller Redundanz herrscht (Jaques et al., 2003; Yamazaki et al,, 2007; Alcazar-
Fuoli et al., 2011). Die Anzahl kodierter Chitinasen variiert in Genomen von Pilzen stark und
reicht von nur einer in Schizosaccharomyces pombe bis hin zu mindestens 20 in Aspergillus
nidulans (Karlsson und Stenlid, 2008; Amselem et al., 2011). Im Rahmen einer genetischen
Analyse, in der fiinf der 18 und damit das gesamte Repertoire der Pflanzen-dhnlichen (Klasse
IIT) Chitinasen aus Aspergillus fumigatus deletiert wurden, konnte lediglich eine verringerte
Chitinaseaktivitdt beobachtet werden. Jedoch hatten die Deletionen keine morphogenetischen
Effekte (Alcazar-Fuoli e al., 2011). Auch die Deletion der bakteriendhnlichen Chitinase
CHIBI hatte keine Auswirkung auf das Wachstum, obwohl sie die aktivste, extrazelluldre
Chitinase aus A. fumigatus ist (Shin et al., 2009). In A.nidulans konnte anhand von ChiB
gezeigt werden, dass Chitinasen an autolytischen Prozessen beteiligt sind und unter
Kohlenstoff-Mangelbedingungen differenziell exprimiert werden (Yamazaki et al, 2007;
Jaques etal, 2003). ChiA aus A. nidulans lokalisiert spezifisch an polarisierten
Wachstumszonen in auskeimenden Sporen und in Hyphen (Yamazaki et al., 2008). Es wurde
daher angenommen, dass ChiA eine biologische Funktion wéhrend des filamentdsen
Wachstums hat. In chid-Deletionsmutanten konnten jedoch keine Defekte im Wachstum
beobachtet werden (Takaya et al., 1998b; Yamazaki et al.,, 2007). In Trichoderma atroviride
und Trichoderma harzianum wurde, neben einer Funktion in autolytischen Prozessen, fiir die
Chitinase Ech42 eine Rolle im Mycoparasitismus beobachtet (Carsolio et al., 1999; Carsolio
et al,, 1994; Gruber und Seidl-Seiboth, 2011). Da filamentdse Pilze in der Regel weitaus
mehr, zum Teil funktionell redundante Chitinasen kodieren und es daher schwierig ist
einzelnen Mitgliedern dieser Familie eine Funktion zuzuordnen, stammt das meiste Wissen
iiber deren biologische Rolle aus Hefen (Adams, 2004).

Fir die Chitinase Ctslp aus Saccharomyces cerevisiae und deren Homolog CHT3 aus
Candida albicans konnte z.B. eine Funktion in der Zellseparation beobachtet werden

(Diinkler et al., 2005, Kuranda und Robbins, 1991). In Ashbya gossypii fiihrt die Deletion des
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Chitinasegens cts2 zu einem Defekt wiahrend der Sporulation (Diinkler ef al., 2008). Dieser
Defekt kann mit den Chitinasegenen CHT4 aus C. albicans oder CTS2 aus S. cerevisiae
komplementiert werden, was auch fiir eine Funktion dieser Chitinasen in der
Zellwandremodellierung wihrend Sporulationsprozessen spricht. In S. cerevisiae selbst fiihrt
die CT7S2-Deletion zu einer abnormalen Asci-Bildung (Giaever efal, 2002). Im
opportunistisch pathogenen Basidiomyceten Cryptococcus neoformans hat die Deletion aller
GH18-Chitinasen eine erhohte Stressempfindlichkeit gegeniiber SDS, sowie Defekte wihrend
der Kreuzung zur Folge (Baker et al., 2009). Uber die Lokalisation von Chitinasen ist jedoch
auch in Hefen sehr wenig bekannt. Lediglich aus S. cerevisiae weifl man, dass die Chitinase
Ctslp am Septum zwischen Mutter- und Tochterzelle lokalisiert (Colman-Lerner et al., 2001).
Die Expression von CTS! ist in S. cerevisiae Tochterzell-spezifisch und wird durch das sog.
RAM (regulation of Ace? and morphogenesis)-Netzwerk reguliert (Colman-Lerner et al.,
2001; Saputo et al., 2012; Bogomolnaya et al., 2006). Die Rolle von Chitinasen wéhrend der

biotrophen Entwicklung phytopathogener Pilze ist bisher nicht ndher charakterisiert worden.

1.6 Die Chitinasen in U. maydis und ihre Verbindung zum mRNA-Transport

Das Genom von U. maydis kodiert fiir drei putative Chitinasen der GH18-Familie (cts/,
uml0419; cts2, um02758; cts3, um06190; http://pedant.helmholtz-muenchen.de). Laut einer
phylogenetischen Analyse mit 80 reprisentativen Chitinasesequenzen (GHI18-Doméne) aus
Pilzen, Pflanzen und Bakterien lassen sich die Enzyme aus U. maydis in drei monophyletische
Kladen einordnen (Abb. 1.7). Wihrend Ctsl zu den Bakterien-dhnlichen Chitinasen (Klasse
V) =zidhlt, gruppiert Cts2 mit den Pflanzen-dhnlichen (Klasse III) und Cts3 mit den

Basidiomyceten-spezifischen Vertretern der GH18-Familie.
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Abb. 1.7: Phylogenetische Analyse der GH18-Chitinasen aus U. maydis. Das Genom von U. maydis kodiert
fir drei GH18-Chitinasen, die in drei monophyletischen Kladen gruppieren. Ctsl gehdrt zu den Bakterien-
dhnlichen, Cts2 zu den Pflanzen-dhnlichen und Cts3 zu den Basidiomyceten-spezifischen Chitinasen. Abbildung
modifiziert nach (Koepke et al., 2011).
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Abb. 1.7: Phylogenetische Analyse der GH18-Chitinasen aus U. maydis. Das Genom von U. maydis kodiert
fir drei GH18-Chitinasen, die in drei monophyletischen Kladen gruppieren. Ctsl gehdrt zu den Bakterien-
dhnlichen, Cts2 zu den Pflanzen-dhnlichen und Cts3 zu den Basidiomyceten-spezifischen Chitinasen. Abbildung
modifiziert nach (Koepke et al., 2011).
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In CLIP-Experimenten wurde die mRNA der Chitinase Ctsl als direktes Ziel des Rrm4-
abhéngigen mRNA-Transports entlang des Mikrotubuli-Cytoskeletts identifiziert (Konig
et al., 2009; Haag, 2013). Die Anreicherung der cts/-mRNA in Rrm4 positiven mRNPs
konnte durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) bestétigt werden (Koepke et al,
2011). Durch differenzielle Proteomanalysen mittels zweidimensionaler, differenzieller
Gelelektrophorese (2D-DIGE) und anschlieBender massenspektrometrischer Analyse wurde
auBerdem gezeigt, dass die Proteinmenge von Ctsl in der membranassoziierten Fraktion von
rrm4A-Mutanten deutlich erhoht ist (Koepke ef al., 2011). Die intrazelluldre Lokalisation
eines Ctsl:eGfp-Fusionsproteins (Cts1G) ist in rrm4A-Mutanten unverdndert und wurde als
gradueller Anstieg zur Hyphenspitze beschrieben (Abb. 1.8, links). Dennoch ist die Sekretion
der Chitinase in Abwesenheit von Rrm4 gestort, was zu einer drastischen Reduktion der
extrazelluldren Chitinaseaktivitdt fiihrt (Abb. 1.8, rechts). Ctsl enthélt kein Signalpeptid fiir
die konventionelle Sekretion. Die Abhédngigkeit der Sekretion von Rrm4 deutet auf einen
unkonventionellen Sekretionsweg hin, der bisher noch nicht nidher charakterisiert ist. Bekannt
ist jedoch, dass Ctsl nicht iiber den klassischen ER- und Golgi-Apparat-abhéngigen Weg
sekretiert wird (Stock et al., 2012; Stock, 2013).

sz 36 -

Endochitinase-Aktivitat

wit rrm4A  cts1A

Abb. 1.8: Die Deletion von rrm4 fithrt zu verringerter Sekretion der Chitinase Ctsl. Wihrend die
intrazelluldre Lokalisation von CtslG in rrm4A-Mutanten unverdndert ist, ist die Sekretion Rrm4-abhingig.
Weille Balken: Sporidien. Schwarze Balken: Filamente. Abbildung modifiziert nach (Koepke et al., 2011).

Die Deletion von Ctsl fiihrt zu einem vollstindigen Verlust der extrazelluldren
Chitinaseaktivitit gegeniiber dem Substrat 4-Methylumbelliferyl B-D-N,N’,N"-Triacetyl-
chitotriosid (MUC;3; Koepke efal, 2011), was darauf hindeutet, dass keine weiteren
Chitinasen zu der Gesamtchitinaseaktivitdt beitragen. Dennoch sind die morphogenetischen
Auswirkungen der Deletion marginal. Sowohl wéhrend des Hefe-artigen, als auch wihrend
des filamentdosen Wachstums sind keine zellmorphologischen Unterschiede zwischen Wildtyp

und cts/A-Mutante zu erkennen (Koepke efal, 2011; Abb. 1.9 B). Lediglich in
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Fliissigkulturen filamentos wachsender cts/A-Zellen kommt es zu einer Aggregation der
Zellen, was zu schnellerer Sedimentation fiihrt (Abb. 1.9 A). Auch die biotrophe Entwicklung
ist durch die Deletion von cts ] nicht beeinflusst (Abb. 1.9 C).

A wt  cts1G cts1A4

[JKeine Symptome Abb. 1.9: Phinotypische Analyse der

DChlorosen ctsl A-Mutante. (A) ctslA-Filamente aggre-

[ Kieine Tumore gieren in Flissigkultur und weisen eine

. erhohte Sedimentationsgeschwindigkeit auf.

Il Grote Tumore (B) Das filamentose Wachstum auf Fest-

M Tote Pfianzen medium ist unverdndert. (C) Die Deletion
von ctsl hat keinen Einfluss auf die Virulenz
von U. maydis. Abbildung modifiziert aus
(Koepke et al., 2011).

Pflanzen [%]

1.7 Der Einfluss des mRNA-Transports auf Mitochondrien

Neben cts/ wurden mRNAs einiger mitochondrialer Proteine als direkte Ziele von Rrm4
identifiziert (Konig et al., 2009; Koepke et al., 2011). Dies fiihrte zu der Vermutung, dass der
Langstreckentransport dieser mRNAs auch eine Rolle wéhrend der Verteilung
mitochondrialer Proteine in Filamenten von U. maydis spielt. Mehrere Studien haben gezeigt,
dass mitochondriale Proteine im Cytoplasma als Vorldufer synthetisiert werden, die
anschliefend, unter Beteiligung von Chaperonen, post-translational importiert werden
(Abb. 1.10; Schatz, 1979; Neupert und Schatz, 1981; Reid und Schatz, 1982a; Reid und
Schatz, 1982b; Reid eral, 1982). Dazu binden sie an Rezeptoren der &ulleren
Mitochondrienmembran (Hennig efal, 1983; Zwizinski efal, 1984), wodurch die
Translokation eingeleitet wird. Der Translokationsprozess hdngt vom Membranpotential, der
ATP-Verfiigbarkeit und der Atmungskettenfunktion ab (Pfanner ef al., 1987; Martin et al.,
1991). In der Mitochondrienmatrix wird die N-terminale Importsequenz (MTS) durch eine
Signalpeptid-Peptidase (MPP, matrix processing peptidase) entfernt, wodurch das reife
Protein entsteht (Schleyer und Neupert, 1985; Hawlitschek ez al., 1988).
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Neben dem post-translationalen Proteinimport existiert jedoch auch ein co-translationaler
Translokationsmechanismus fiir mitochondriale Proteine. Erste Hypothesen dazu wurden
bereits vor etwa 40 Jahren postuliert, als beobachtet wurde, dass Ribosomen mit
Mitochondrien assoziiert vorliegen konnen (Kellems und Butow, 1972). Daraus wurde
geschlossen, dass fiir Mitochondrien ein Translokationsprozess existiert, der Ahnlichkeit mit
dem co-translationalen Transport in das ER hat. In S. cerevisiae und Sdugerzellen liegen in
der Tat einige mRNAs mitochondrialer Protein assoziiert mit Mitochondrien und Ribosomen
vor, was die Hypothese des co-translationalen Proteinimports bekréftigt (Kaltimbacher et al.,
2006; Sylvestre et al., 2003; Suissa und Schatz, 1982). Die lokale Translation mitochondrialer
Proteine wurde kiirzlich experimentell bestétigt (Williams et al., 2014) und mit dem Rezeptor
OM14 der dulleren Membran, sowie dem Ribosomen-assoziierten Chaperon NAC (nascent
chain-associated complex) wurden weitere Komponenten der Translokationsmaschinerie
identifiziert (Abb. 1.10; Lesnik et al., 2014; del Alamo et al., 2011). Fiir eine effiziente
mRNA-Lokalisation an Mitochondrien bendtigen einige mRNAs auflerdem die naszierende
MTS des jeweiligen Zielproteins und Tom20, eine Komponente des Translokase-Komplexes
der duBeren Membran (Eliyahu ef al., 2010). Eine weitere Gruppe von mRNAs etabliert
aulerdem eine Bindung ihrer 3'UTR (untranslatierte Region) mit dem Mitochondrien-
assoziierten, RNA-bindenden Protein Puf3p, um eine effiziente Lokalisation an
Mitochondrien zu gewéhrleisten (Corral-Debrinski ez al., 2000; Margeot ef al., 2002; Saint-
Georges et al, 2008; Garcia-Rodrigues et al, 2007). Inwiefern die Dynamik des co-
translationalen Proteinimports durch gerichtete Transportprozesse beeinflusst wird ist bisher

jedoch noch nicht bekannt.

Post-translationaler Co-translationaler
Import Import

B X

e LJMPP -

Abb. 1.10: Zwei Mechanismen des mitochondrialen Proteinimports. Schematische Darstellung des post-
translationalen (links) und co-translationalen Proteinimports (rechts) in Mitochondrien. Wéhrend des post-
translationalen Imports werden Proteine im Cytoplasma synthetisiert. Chaperone (hellblau) binden an die
vollstdndig translatierten Proteine und unterstiitzen den Import der ungefalteten Peptidketten durch die
Translokasen der duleren (TOM) und inneren (TIM) Mitochondrienmembran.
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Abb. 1.10 (fortgesetzt): Zwei Mechanismen des mitochondrialen Proteinimports. Fiir den co-translationalen
Import binden sog. NAC-Chaperone an die naszierenden Proteine. Aullerdem interagieren sie mit dem Rezeptor
OM14 der duBeren Mitochondrienmembran und fixieren so die Translationsmaschinerie. Dadurch wird der
Import durch die Translokase-Komplexe ermdglicht. In der Mitochondrienmatrix entfernt eine Protease (MPP)
die mitochondriale Zielsequenz (schwarz, gezackt) vom N-Terminus des Proteins, wodurch das reife Protein
entsteht. Abbildung modifiziert nach (Lesnik et al., 2014).

In U. maydis konnte durch 2D-DIGE Analysen gezeigt werden, dass die Deletion von rrm4 zu
differenzieller Expression mitochondrialer Proteine wihrend des filamentosen Wachstums
fihrt (Koepke, 2010). Auffillig 1ist, dass die Menge der mitochondrialen
Atmungskettenproteine Nuo2 und Atp4 aus Komplex [ und V in rrm4A-Mutanten geringer ist
als im Wildtyp. Die mitochondriale Matrixprotease Afg3 hingegen ist in rrm4A-Filamenten
starker repriasentiert als im Wildtyp. Afg3 zéhlt zu den sog. AAA-Proteasen, die in
Mitochondrien an der Qualititskontrolle und an der Assemblierung der
Atmungskettenkomplexe beteiligt sind (Arlt et al., 1996; Arlt et al., 1998). Dies spricht dafiir,
dass es in Abwesenheit von Rrm4 zu Defekten wiahrend der Biogenese von Mitochondrien
kommt, wodurch die Assemblierung der Atmungskettenkomplexe gestort wird. Dadurch
kommt es moglicherweise zu erhdhtem Bedarf proteolytischer Degradation durch die Protease
Afg3 (Koepke, 2010). Die eigentliche Lokalisation der identifizierten Zielproteine wird durch
den Verlust von Rrm4 jedoch nicht beeinflusst. Dennoch scheint der Rrm4-abhingige
mRNA-Transport die Mitochondrien-funktion zu beeinflussen, was zu einer erhohten
mitochondrialen Superoxid-Produktion in rrm4A4-Filamenten fiihrt (Koepke, 2010). Der
genaue Zusammenhang zwischen mRNA-Transport, mitochondrialem Proteinimport und

Biogenese der Atmungsketten-Komplexe ist jedoch noch unklar.
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Der Rrm4-abhidngige Transport von mRNAs entlang des Mikrotubuli-Cytoskeletts ist
wihrend der Etablierung des filamentdsen Wachstums von U. maydis von zentraler
Bedeutung. Zu den Zielen von Rrm4 gehoren unter anderem die mRNAs der Chitinase Cts1
und einiger mitochondrialer Atmungskettenproteine.

Der Verlust von Rrm4 verringert in Filamenten die unkonventionelle Sekretion von Cts1 und
fiilhrt so zu verringerter, extrazelluldrer Chitinaseaktivitit in Filamenten. Der exakte
Mechanismus, welcher der unkonventionellen Sekretion zugrunde liegt und die biologische
Funktion von Cts1 sind jedoch noch unbekannt.

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, durch die detaillierte Charakterisierung der
chitinolytischen Maschinerie, Hinweise auf die biologische Funktion und Wirkungsweise von
Ctsl zu erlangen. Dazu sollen zunichst alle chitinolytischen Enzyme identifiziert und ihre
Funktion in einer genetischen Analyse, sowohl wéhrend der saprotrophen als auch wiahrend
der biotrophen Phase untersucht werden. Des Weiteren soll die subzelluldre Lokalisation aller
Chitinasen analysiert werden, um zusétzliche Hinweise auf die Funktion und Wirkungsweise
zu erlangen. Durch eine biochemische Charakterisierung der enzymatischen Aktivitéten,
sollen auflerdem Einblicke in die Spezifitdt der Chitinasen gegeniiber bestimmter Substrate
gewonnen werden. Daraus lassen sich moglicherweise auch putative Mechanismen der
unkonventionellen Sekretion von Cts1 ableiten.

Zusitzlich zu Ctsl wird auch die Menge mitochondrialer Atmungskettenproteine durch den
Verlust von Rrm4 beeinflusst, was zu erhohter Superoxid-Produktion fiihrt. Dies ist ein
Hinweis auf eine gestorte Funktion der Atmungskette, der ein gestorter Proteinimport oder
fehlerhafte Assemblierung der Atmungskettenkomplexe zugrunde liegen konnte.

Im zweiten Teil der Arbeit soll deshalb der Einfluss von Rrm4 auf den mitochondrialen
Proteinimport und die Assemblierung der Atmungskettenkomplexe untersucht werden. Dazu
sollen die Atmungskettenkomplexe in Wildtyp und rrm4A-Stimmen isoliert und mittels
nativer Gelelektrophorese auf fehlerhafte Assemblierung untersucht werden. Au3erdem sollen
eGfp-Fusionsproteine von Zielproteinen erstellt und die Dynamik des Proteinimports mittels

FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)-Analyse verglichen werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Die Rolle der Chitinasen in U. maydis

In Vorarbeiten wurde bereits dargelegt, dass die Chitinase Ctsl fiir das Hefe-artige und das
filamentdése Wachstum sowie fiir darauf folgende Infektionsprozesse nicht essentiell ist
(Koepke etal., 2011). Aufgrund einer phylogenetischen Analyse wurde vermutet, dass
genetische Redundanz zwischen den U. maydis Chitinasen eine untergeordnete Rolle spielen
sollte (Koepke, 2010). Experimentelle Beweise dafiir fehlten jedoch bislang.

Um die Funktionen der einzelnen Chitinasen zu verstehen und somit die chitinolytische
Maschinerie von U. maydis beschreiben zu konnen, wurde zunichst ein klassischer, revers-
genetischer Ansatz gewdhlt. Dazu wurde zundchst eine umfassende bioinformatische Analyse
durchgefiihrt, um alle Gene, die fiir potentiell chitinolytische Proteine kodieren, zu
identifizieren. Zusitzlich wurden mit Hilfe von Rontgenstruktur-gestiitzter Proteinstruktur-
Modellierung strukturelle Eigenschaften der Chitinasen prognostiziert. AnschlieBend wurden
die Chitinase-Deletionsmutanten wiahrend den unterschiedlichen Stadien des Lebenszyklus’
phénotypisch charakterisiert und die Aktivitdit der Chitinasen mit Hilfe verschiedener

biochemischer Methoden analysiert.

2.1.1 Die chitinolytische Maschinerie von U. maydis
Im Genom von U. maydis konnten durch eine umfassende Datenbankanalyse Gene fiir vier
chitinolytische Enzyme identifiziert werden (Abb.2.1 A; http://pedant.helmholtz-
muenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method= method&Db=p3 t237631 Ust maydi
m_v2). Davon zédhlen laut Proteindoménenvorhersage drei zur Familie der bereits zuvor
beschriebenen Chitinasen (Ctsl, uml0419; Cts2, um02758; Cts3, um06190; GH18; SMART;
Schultz et al., 1998; Letunic et al., 2004; http://www.cazy.org/; Lombard et al., 2014). Das
vierte, bislang nicht als chitinolytisches Enzym identifizierte Protein, gehort zur Familie der
N-Acetyl-Glukosaminidasen (Cts4, um00695; GH20). Chitinolytische Enzyme zédhlen in der
Regel zu den sekretierten Proteinen. Ein auffdlliges Merkmal von Ctsl ist jedoch, dass das
Protein kein vorhersagbares, konventionelles Signalpeptid aufweist (Koepke et al., 2011;
Stock et al., 2012). Dennoch wird fiir das Protein, welches hohe Sequenzdhnlichkeit zu
bakteriellen Chitinasen aufweist, in einer SecretomeP-Analyse (Bendtsen et al., 2004;
Bendtsen ef al., 2005) Sekretion prognostiziert (P-Wert: 0,7 mit Einstellung ,,Sdugetiere®; P-
Wert: 0,9 mit Einstellung ,,Gram-Negative Bakterien®; ein Wert von > 0,5 deutet auf
unkonventionelle Sekretion hin), was in vorangegangenen Arbeiten bereits experimentell
verifiziert wurde (Stock et al, 2012). Alle anderen U. maydis Chitinasen enthalten laut
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SignalP-Analyse (Version 4.0; Petersen ef al., 2011) prognostizierte Signalpeptide (Abb 2.1;
Cts2, AS 1-25; Cts3, AS 1-20; Cts4, AS 1-18). Des Weiteren sind die, fiir die jeweilige
Enzymklassen charakteristischen katalytischen GH18- (Cts1: AS 115-457; Cts2: AS 102-364;
Cts3: AS 166-519; PF00704) bzw. GH20-Doménen (Cts4: GH20b, AS 24-240; GH20, AS
271-640; PF00728) in allen Enzymen vorhanden. Weitere AS-Sequenzanalysen zeigten, dass
alle katalytischen Doménen das fiir die jeweilige Enzymklasse typische Konsensus-Motiv
aufweisen (Abb. 2.1 B; fir GH18: [LIVMFY]-[DN]-G-[LIVMF]-[DN]-[LIVMF]-[DN]-x-E,
vereinfacht DXXDXDXE; fiir GH20: HXGGDE; in Cts4 SSGGDE; Peterbauer ef al., 1996).
Darin ist jeweils der Glutamatrest die katalytische Aminosdure, welche als generelle
Sdure/Base wirkt und zur Protonierung des glykosidischen Sauerstoff-Atoms am CIl-Atom
fiihrt (http://www.cazypedia.org/; Synstad et al., 2004). Dies deutet darauf hin, dass alle von
U. maydis kodierten chitinolytischen Enzyme potentiell aktiv sind. Andere fiir Chitinasen
typische Domédnen oder Seuquenzmotive, wie z. B. Chitinbindedoménen (CBD),
Kohlenhydrat-Bindemotive (CBM, engl. ,,carbohydrate binding modules*), Fibronectin-III-
dhnliche Chitinbindedoméinen (Fnlll) oder Transmembran-doméinen (zusammengefasst in

Vaaje-Kolstad ef al., 2013) konnten nicht vorhergesagt werden.

A)
Cts1 L!!!!!!!llllllllllllllllllligga

364 379

Cts2 Ilggggglllllllllllllllllia

519 541
Cts3 II IllllllllllllllllllllllLJ
18 24 240 271 640 683
Cts4 [EE.LONNGHECEI . 620 —_—
0 100 200 300 400 500 600 700 AA
B)

ScCts1p DSAV-VEGFRFEIE-NNNE
Cts1 ENDG-LBGIBIBWE-YPSD
Cts2 KKNG-LEBGVEBVEY@-EMEL
Cts3 NOYG-LEGIBLEWE-YPGO

ThNag1l APYSAYEF-HTG -LNAN
Cts4 LSKSYYV-S5SSG —-PNFH

Abb. 2.1: Die chitinolytische Maschinerie von U. maydis. (A) SMART-Doménenstruktur und SignalP-
Vorhersage der chitinolytischen Enzyme aus U. maydis. Das Genom von U. maydis kodiert fiir drei Chitinasen
der GH18 Familie und einer N-Acetylglukosaminidase der GH20 Familie. Cts1 enthélt als einzige der Chitinasen
kein Signalpeptid fiir die konventionelle Sekretion. (B) Die Konsensus-Motive der GH18- und GH20-
Glykosylhydrolasen. Alle chitinolytischen Enzyme aus U. maydis enthalten die katalytisch aktiven Aminosduren
(DXXDXDXE in den GHI18-Doménen, SSGGDE in der GH20-Hydrolasedoméne). Das Glutamat ist die
generelle Sdure/Base, die wihrend der Katalyse zur Protonierung des glykosidischen Sauerstoffs fithrt. Zum
Vergleich sind die Sequenzen der aktiven Zentren bereits charakterisierter GH18- und GH20-Enzyme dargestellt
(Ctslp aus S. cerevisiae; UniProt: P29029 und Nagl aus 7. harzianum; UniProt: P87358).

22



Ergebnisse

Eine vergleichende AS-Sequenzanalyse von Ctsl ergab weiterhin, dass Orthologe, wie z.B.
SrCtsl aus S. reilianum oder die Bakterien-dhnliche Chitinase Cts2p aus S. cerevisiae,
ebenfalls kein klassisches Signalpeptid aufweisen (Abb. 2.2). Dies deutet darauf hin, dass der
unkonventionelle Sekretionsmechanismus aus U. maydis (Stock et al.,, 2012; Sarkari et al.,

2014) evolutionir konserviert ist.
SecretomeP  Identitat [%]

UMCts s G . 0,90 X

PhCIST s N CHIBR 0,90 86

SICHST | | GHE R . 0,90 81

UNCts1 s G 0,91 75

SCCIS2D Tl N CHIGR 041 24
0 100 200 300 400 500 600 AS

Abb. 2.2: Die Abwesenheit eines Signalpeptids in Bakterien-dhnlichen Chitinasen ist evolutionir
konserviert. Schematische Darstellung der Doménenarchitektur von Ctsl und homologen Proteinen, sowie der
Chitinase Cts2p aus S. cerevisiae. Keine der Chitinasen enthilt ein N-terminales Signalpeptid. Dennoch werden
die Proteine von SecretomeP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/; Bendtsen et al., 2005) als putativ
unkonventionell sekretiert prognostiziert. ScCts2p enthélt eine putative, N-terminale Transmembrandoméine und
eine Sekretion des Proteins wird als weniger wahrscheinlich prognostiziert. Die Sequenzidentitit der Proteine ist
rechts angegeben.

Neben der Konsensus-Sequenz DXXDXDXE der GH18-Chitinasen, welche die katalytische
Triade enthdlt, wurde die Sequenz SXGG als zweites diagnostisches Motiv beschrieben
(Synstad et al., 2004; Vaaje-Kolstad et al., 2013). Dieses zweite Motiv triagt in bakteriellen
Chitinasen zusammen mit einigen anderen Aminosédureresten entscheidend zur Hydrolase-
Reaktion bei (van Aalten ef al., 2001; Synstad ef al, 2004). Um weitere Aminosduren zu
identifizieren, die fiir die Funktion der Chitinasen in U. maydis potenziell relevant sein
konnten, wurden evolutionidr konservierte Aminoséuren mittels einer Co-Factor Analyse (Roy
et al., 2012a, b; http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTOR/) identifiziert (Anhang:
Abb. 6.1). Die Analyse ergab, dass alle von U. maydis kodierten Chitinasen evolutionér
schwach konservierte N- und C-Termini aufweisen. Innerhalb der katalytischen
Glykosylhydrolase-Domine steigt der mittlere Grad der Konservierung wie zu erwarten an.
Interessanterweise liegen hochkonservierte Aminoséduren in kleinen Clustern vor, welche {iber
die gesamte GHI18-Domine verstreut sind, sodass eine funktionelle Zuordnung zum

katalytischen Zentrum durch reine Sequenzanalyse nicht prognostiziert werden kann.
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2.1.2 Proteinstruktur-Modellierung der chitinolytischen Enzyme

Die dreidimensionale Struktur von Chitinasen wurde bereits, exemplarisch fiir alle Reiche,
experimentell durch Rontgendiffraktionsanalyse beschrieben und ist hochkonserviert (Song
und Sung, 1996; Perrakis et al., 1994; van Aalten et al., 2001; Fusetti et al., 2002). Einige
strukrurelle Merkmale, wie z.B. die Architektur der Bindestelle, korellieren direkt mit der
Funktionsweise der Enzyme und beeinflussen deren Bindeeigenschaften und Prozessivitét.
Der hohe Grad der Konservierung auf Sequenz-, aber auch auf struktureller Ebene, besonders
innerhalb der katalytischen Doméne, schafft eine gute Grundlage zur Rontgenstruktur-
gestiitzten  Proteinstruktur-Modellierung. Um einen Einblick in die strukturellen
Eigenschaften der Chitinasen aus U. maydis zu gewinnen wurden Proteinstrukturmodelle
erstellt.

Die Analyse der Strukturmodelle ergab, dass sowohl die Chitinasen als auch die N-
Acetylglukosaminidase aus U. maydis die charakteristische (af)s-barrel-Struktur ((of3)s-Fass;
Tews et al., 1996) im Zentrum der katalytischen Domine enthalten (Anhang Fig.XX). Das
katalytische Zentrum, mit der generellen Sdaure/Base Glutamat sitzt am C-terminalen Ende des
vierten [-Faltblattes der GHI18-Doméne. Interessanterweise besitzt Ctsl einige
hochkonservierte, aromatische Aminosauren auf der Oberfldache des Proteins (Abb. 2.3 A; F?,
Wiy wliet wl7e w20, W323). Homologe AS begilinstigen in ChiA aus S. marcescens
die Bindung an Chitin und fordern die Hydrolyse langkettiger Substrate (Uchiyama et al.,
2001; Zakariassen et al., 2009). Einige dieser aromatischen AS in der unmittelbaren Nihe des
katalytischen Zentrums von Ctsl sind in S. marcescens und Bacillus circulans niher
charakterisiert und spielen dort eine Rolle in der Hydrolyse und erhéhen die Prozessivitit
(Anhang: Abb. 6.6; Watanabe et al., 2003, Payne et al., 2012). Die weitere Analyse der
Oberflachenstruktur der Chitinasen aus U. maydis zeigte, dass sich die Architektur der
Bindestelle von Ctsl und Cts3 gegeniiber der von Cts2 deutlich unterscheidet (Abb. 2.3 B).
Wihrend Ctsl und Cts3 eine tiefe, tunnelférmige Bindestelle aufweisen, ist die
prognostizierte Struktur der Bindestelle in Cts2 eher flach und offen, was ein typisches
Merkmal vieler Pflanzen-dhnlicher Chitinasen ist. Aullerdem wird deutlich, dass weder in
Cts2 noch in Cts3 der in Ctsl beschriebene Verlauf aromatischer, oberflichenexponierter

Aminosduren vorhanden ist (Anhang: Abb. 6.5)
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A) B) Von unten  Von oben
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Abb. 2.3: Die oberfliichenexponierten, aromatischen AS in Ctsl sind konserviert. (A) Uberlagerung der
Proteinstruktur von SmChiA (rot) mit der prognostizierten Struktur von Ctsl (blau). Aromatische AS aus
SmChiA sind in orange, aus UmCtsl in griin gekennzeichnet. (B) Oberflachen-projektion von Ctsl, Cts2 und
Cts3 aus Sicht des C- (von unten) bzw. des N-Terminus (von oben). Darstellung als Komplex mit dem Substrat
(GIcNAc)s (gelb). Aromatische AS auf der Oberflache sind in griin dargestellt.

Um herauszufinden, ob die in Kapitel 2.1 identifizierten, evolutiondr hochkonservierten AS
(Abb. 6.1) strukturelle Funktionen haben und somit zur Substratbindung beitragen kdnnten,
wurden sie in den dreidimensionalen Strukturmodellen visualisiert. Die Analyse ergab, dass
sich alle hochkonservierten AS in unmittelbarer Néhe der Substratbindestelle befinden und
somit hochswahrscheinlich direkt an der Bindung und Hydrolyse des Substrates beteiligt oder
aber innerhalb der Bindestelle strukturell formgebend sind (Abb. 2.4).
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Abb. 2.4: Hochkonservierte AS formen die Substratbindestellen von Ctsl, Cts2 und Cts3.
Oberfldachenprojektionen der prognostizierten Proteinstrukturen von Ctsl, Cts2 und Cts3. Die in Kapitel 2.1
identifizierten, konservierten Aminosduren (rot) formen jeweils die Substratbindestelle. Das Substrat (GIcNAc)g
ist in gelb dargestellt. Die Oberflachenstruktur ist in grau dargestellt.

Zusammenfassend ergab die Analyse der Strukturmodelle, dass alle von U. maydis kodierten
chitinolytischen Enzyme, konservierte Strukturelemente, wie z.B. die typische (o/3)s-barrel
Struktur aufweisen. Zusitzliche Doménen in den C- oder N-terminalen Bereichen der Enzyme
konnten auch durch die Analyse der putativen Proteinstrukturen nicht ermittelt werden.
Jedoch wurden konservierte, aromatische Aminosduren auf der Oberfliche von Ctsl
identifiziert, die hochstwahrscheinlich zur Substratbindung beitragen und die Effizienz des
Enzyms beeinflussen. Des Weiteren wurden hochkonservierte Aminosduren identifiziert, die
formgebend fiir die Substratbindestelle sind. Durch gezielte Mutation dieser Aminosiduren
konnten die Eigenschaften von Ctsl, wie beispielsweise die Substratbindeeffizienz verdndert
werden, wodurch potentiell die Sekretionsleistung erhoht werden konnte, was fiir die

biotechnologische Anwendung dieses Proteins von Vorteil wére.
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2.1.3 Identifizierung der Chitin-Monooxygenase Cmol

Vorarbeiten haben bereits gezeigt, dass die Chitinase Ctsl aus U. maydis zu den Bakterien-
dhnlichen Chitinasen zdhlt (Koepke et al., 2011). Auch in der Analyse der Strukturmodelle
zeigte Ctsl groBe, strukturelle Ahnlichkeit zu der Chitinase ChiA aus dem Gram-negativen
Bakterium S. marcescens. Die chitinolytische Maschinerie dieses Bakteriums zdhlt zu den
effektivsten und am besten charakterisierten (Monreal und Reese, 1969; Fuchs et al., 1986;
Suzuki et al., 1998). Erstaunlicherweise dhnelt auch die gesamte Zusammensetzung der
chitinolytischen Enzyme aus U. maydis der aus S. marcescens sehr stark. Beide Spezies
enthalten drei GH18-Chitinasen und eine GH20-N-Acetylgukosaminidase. Zusétzlich kodiert
das Genom von S. marcescens fir das 21 kDa grofle Protein Cbp21 (chitin binding protein,
21 kDa), von welchem gezeigt wurde, dass es mittels Monooxygenaseaktivitit die
chitinolytische Aktivitdt der Chitinasen deutlich verstirkt (Vaaje-Kolstad ef al.,, 2005). Um
herauszufinden, ob U. maydis ebenfalls fiir ein weiteres, bisher nicht identifiziertes
chitinolytisches Enzym kodiert, wurden Cbp21-Homologe in einer BLAST-Analyse des
U. maydis Genoms identifiziert. U. maydis enthilt laut Annotation tatséchlich ein 326 AS
langes Protein (um05439), welches laut Clustal-W Analyse im N-terminalen Teil hohe
Sequenzhomologie zu CBP21 aufweist (39 % Identitit, 69 % Ahnlichkeit; Abb. 2.5 B). Eine
SMART-Analyse des Proteins prognostizierte eine Transmembrandomine (TM) im N-
terminalen Bereich und eine Chitin-Bindedoméine (CBD3) im Anschluss an die TM-Doméne
(Abb. 2.5 A). Der C-Terminus dieses Proteins weist dagegen eine nicht-homologe, C-
terminale Verldngerung ohne prognostizierbare Doménen auf. Interessanterweise fehlt laut
SignalP-Analyse (Petersen ef al, 2011) auch in diesem Bakteriendhnlichen Enzym ein N-
terminales Signalpeptid fiir die konventionelle Sekretion (Abb. 2.5 A).

Zwei Histidinreste, die in S. marcescens essentiell fiir die Spaltung von Chitin sind, sind auch
in der Sequenz von Cmol enthalten (Abb. 2.5 B; rot). Um herauszufinden, ob auch die
Struktur der Proteine und damit die Positionen der katalytisch aktiven Histidinreste
konserviert sind, wurde auch die Struktur von Cmol mittels I-Tasser modelliert. Als
Strukturvorlage diente das Protein Cbp21 (PDB-Eintrag: 2BEN; Vaaje-Kolstad et al., 2005).
Die Analyse des prognostizierten Strukturmodells von Cmol ergab, dass der N-terminale
Teil, der die katalytische Domine enthilt, in der Tat hohe strukturelle Ahnlichkeit zu Cbp21
aufweist (Abb. 2.6 A). Besonders auffillig ist, dass die Positionen der Histidine (H*, H''®),
welche in Cbp21 das katalytische Zentrum bilden, hochkonserviert sind.
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CBP21 ~ —mmmm——mm 197

Abb. 2.5: Das U. maydis Genom kodiert fiir das Cbp21-Homolog Cmol. (A) Doménenstruktur der putativen
Chitin-Monooxygenase Cmol (um05439). Das Protein ist 326 AS lang und enthilt eine prognostizierte TM-
Domiéne im N-terminalen Teil, gefolgt von einer Chitin-Bindedoméne. (B) Clustal-W Sequenzvergleich von
Cmol und dem S. marcescens Homolog Cbp21. Der N-terminale Teil von Cmol zeigt hohe Sequenzidentitét zu
Cbp21. Zwei katalytische Histidinreste, welche in S. marcescens fiir die Spaltung von Chitin essentiell sind, sind
in Cmo1 konserviert (rot hinterlegt).

Im Protein Cbp21, das zu der Familie der lytischen Polysaccharid-Monooxygenasen (LPMOs)
gehort, binden die Histidinreste Kupfer als Zentralatom, welches die Substrathydrolyse durch
eine Radikalisierung von Sauerstoff einleitet (Abb. 2.6 C). Ein dhnlicher Mechanismus ist fiir
das U. maydis Protein Cmol sehr wahrscheinlich, da die Positionen der Histidinreste
zueinander und zum Peptidriickgrat eine elektrostatische Bindung von Kupfer theoretisch

ermoglichen (Abb. 2.6 B).
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Abb. 2.6: Die Struktur von Cmol ist konserviert und suggeriert einen konservierten Reaktions-
mechanismus. (A) Uberlagerung der Struktur von Cbp21 (griin) mit der vorhergesagten Struktur der Chitin-
Monooxygenase Cmol aus U. maydis (rot/blau). Der N-terminale Teil von Cmol, welcher die katalytische
Domine enthélt, weist eine hohe strukturelle Konservierung zu Cbp21 auf. Die Positionen der katalytischen
Histidinreste sind fast identisch. (B) Strukturmodell von Cmol aus U. maydis. Die Histidinreste H** und H''® in
Cmol aus U. maydis sind so zueinander ausgerichtet, dass eine Binding des Zentralatoms Kupfer ermdglicht
wird. (C) Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus” der lytischen Polysaccharid-Monooxygenase
Cbp21 aus S. marcescens. Das Enzym beinhaltet ein reduziertes Kupfer-lon, welches ein Elektron auf
molekularen Sauerstoff {ibertragt. Das daraus entstehende Superoxo-Intermediat initiiert die Spaltung von Chitin
iiber einen Mechanismus, der noch nicht vollstindig geklart ist. Durch die Spaltung entsteht ein nicht oxidiertes
Produkt (HO-R) und eine Aldonsdure, welche ein Sauerstoff des aktivierten O, und ein Sauerstoff aus
Umgebungswasser enthdlt. Abbildung aus (Aachmann et al., 2012).

Wie oben bereits erwiéhnt, ist im Gegensatz zur katalytischen Doméne im N-terminalen
Bereich, der C-terminale Teil des Enzyms in S. marcescens nicht konserviert (Abb. 2.6 B).
AuBlerdem ist die C-terminale Domine iiber einen ungewohnlich langen Abschnitt aus acht

Serinresten mit der katalytischen Doméne verbunden.
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Um auszuschlieBen, dass es sich bei der prognostizierten, C-terminalen Domédne um einen
Annotationsfehler handelt und um zu untersuchen, ob diese Eigenschaft in LPMOs
verwandter Spezies konserviert ist, wurden in einer BLAST-Suche die dhnlichsten Homologe
zu Cmol identifiziert. Dabei handelt es sich um Cmol-Homologe aus den Brandpilzen
P. hubeiensis, Melanopsichium pennsylvanicum, S. reilianum und U. hordei, sowie dem
Cbp21-Homolog aus Streptomyces spec., einem Gram-positiven Actinobakterium. Der N-
terminale Bereich ist sowohl in den eukaryotischen als auch in den prokaryotischen Enzymen
konserviert. Der C-terminale Bereich fehlt in Prokaryoten. In allen analysierten Brandpilzen
hingegen ist der C-terminale Bereich vorhanden und besteht aus einem variablen und einem
konservierten Bereich (Abb. 2.7). Interessanterweise enthélt keines der Proteine ein
eukaryotisches Sekretionssignal, was darauf hinweisen konnte, dass Cmol evolutiondr

konserviert, unkonventionell sekretiert wird.
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Abb. 2.7: Sequenzvergleich von Cmol und homologen Proteinen. Cmo1 besteht aus einer in Eukaryoten und
Prokaryoten konservierten, N-terminalen Doméne und einer C-terminalen Verldngerung, die spezifisch fiir
Eukaryoten ist. In der N-terminalen Domine sind die an der Kupfer-Bindung beteiligten Histidine konserviert.
N-terminale Doméne: Schwarzer Strich; C-terminale Doméne, variabler Bereich: Sterne; C-terminale Doméne,
konservierter Bereich: Pfeilspitzen; Histidinreste des aktiven Zentrums: Rot. Schwarz hinterlegt sind Bereiche
mit > 60 % Sequenzidentitét.
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2.1.4 Genetische Charakterisierung von Chitinase-Deletionsmutanten

Um einen Einblick in die biologische Funktion der Chitinasen in U. maydis zu erlangen,
wurde eine umfangreiche genetische Analyse von Chitinase-Deletionsmutanten durchgefiihrt.
Dazu wurden sowohl Einzel-Deletionsmutanten von ctsl, cts2, cts3 und cts4, als auch die
korrespondierenden Doppel-, Tripel- und Quadrupel-Mutanten mittels homologer
Rekombination hergestellt (s. auch Kapitel 4.2.2 und Tab. 4.6). Da wihrend der genetischen
Analyse die Funktion der Chitinasen sowohl wihrend der saprotrophen, als auch wihrend der
biotrophen Phase untersucht werden sollte, wurden die Deletionen im AB33 und SG200
Stammhintergrund (Brachmann et al., 2004; Kémper et al., 2006) hergestellt. AnschlieBend
wurde die biologische Funktion der Chitinasen durch detaillierte phénotypische

Untersuchungen wihrend verschiedener Phasen des Lebenszyklus” von U. maydis untersucht.

2.1.4.1 Chitinase-Deletionen haben keinen Einfluss auf die Teilungsrate

Chitinasen konnen das Wachstum von Pilzen auf unterschiedliche Weise beeinflussen.
Wiéhrend von endogenen Chitinasen gezeigt wurde, dass sie das Wachstum des jeweiligen
Pilzes positiv beeinflussen (Takaya ef al,, 1998b), konnen exogene Chitinasen, welche z.B.
von Wirtsorganismen produziert oder in aufgereinigter Form appliziert werden, das
Wachstum von Pilzen inhibieren (Schlumbaum et al., 1986).

Um herauszufinden, welche Rolle endogene Chitinasen fiir das Wachstum von U. maydis
spielen, wurden zunidchst die Teilungsraten von Chitinase-Deletionsmutanten anhand von
Wachstumskurven in Vollmedium (CM) bestimmt. Dazu wurden exponentiell wachsende
AB33-Kulturen sowie entsprechende Kulturen der Chitinase-Deletions-mutanten in CM auf
eine ODgoo von 0,05 eingestellt. AnschlieBend wurde das Wachstum aller Kulturen anhand
des Anstiegs der optischen Dichte bei 600 nm alle zwei Stunden iiber einen Zeitraum von
zwoOlf Stunden gemessen. Die Ergebnisse dieser Analyse zeigten, dass endogene Chitinasen
aus U. maydis keinen Einfluss auf die Teilungsrate in CM-Fliissigkulturen haben. So zeigten
auch vollstindig Chitinase-defiziente Stamme (AB33ctslActs2Acts3Acts4A) Teilungsraten,
die mit der von AB33 vergleichbar waren (Abb. 2.8).

Abb. 2.8 (nichste Seite): Chitinasen haben keinen Einfluss auf die Teilungsrate von U. maydis in Fliissig-
kultur. Wachstumskurven von AB33 sowie der Chitinase-Deletionsmutanten in CM. Das Wachstum aller
Mutanten gleicht dem von AB33 und folgt dem erwarteten exponentiellen Verlauf. Vorkulturen der gezeigten
Stamme wurden in CM bis zu einer ODg von 1 herangezogen und zu Beginn der Messung in CM auf 0,05
eingestellt. Die ODgyy wurde anschlieBend alle zwei Stunden photometrisch bestimmt. Die durchgezogene Linie
zeigt eine exponentielle Trendlinie auf Basis der Daten der Quadrupel-Mutante (AB33cts1Acts2Acts3Acts4A)
zur Verdeutlichung des unverdnderten, exponentiellen Wachstums. Fehlerbalken: Standardabweichung aus drei
unabhingigen Experimenten.

31



Ergebnisse

# AB33 B ctslA
A cts2A w cts3A £
25 7 % ctslf2A ®  cis1/3A !
cts2/3A cts1/2/3A
7 - ctsaA cts1/2/3/4A
— cts1/2/3/4A (expon.)
12 14

Zeit [h]

Abb. 2.8: Chitinasen haben keinen Einfluss auf die Teilungsrate von U. maydis in Fliissigkultur.

2.1.4.2 Cts1 und Cts2 wirken wihrend der Zellteilung und sind funktionell redundant

In S. cerevisiae fiihrt die Deletion des Gens, welches fiir die Pflanzen-dhnliche Chitinase
Ctslp kodiert zu Defekten wihrend der Zellteilung (Kuranda und Robbins, 1991). Mutanten,
denen Ctslp fehlt, konnen zwar noch normal durch Knospung wachsen, jedoch ist die
physische Trennung der Zellen gestort. Ein dhnlicher Effekt wurde auch in Ctsi-
Deletionsmutanten in Kluyveromyces lactis beobachtet (KICtsl; Colussi et al., 2005).
Interessanterweise fiihrt die Deletion der Endo-Glukanasen Engl/ und Agnl in S. pombe
ebenfalls zu Defekten in der Zellseparation (Martin-Cuadrado et al., 2003; Dekker et al., 2004
Santos et al., 2005). Vorarbeiten in U. maydis haben hingegen gezeigt, dass die Deletion von
cts] keinen Einfluss auf das Wachstum oder die Zellteilung wéhrend des hefeartigen
Wachstums hat (Koepke et al, 2011). Eine mogliche Erkldrung dafiir konnte genetische
Redundanz der drei GH18-Chitinasen sein, welche laut bioinformatischer Vorhersage alle
potenziell chitinolytisch aktiv sind (s. Abb. 2.1).

Um zu iiberpriifen, ob die Chitinasen aus U. maydis funktionell redundant sind und ob die
entsprechenden Deletionen zu morphologischen Verdnderungen fithren, wurden die
Chitinase-Deletionsmutanten phanotypisch untersucht (Abb. 2.9 A). Dafiir wurde zunichst
die Koloniemorphologie auf CM-Agar Platten betrachtet. Die Ergebnisse dieser Analyse
ergaben, dass Einzeldeletionen der Chitinasegene cts/, cts2 und cts3 sowie die Deletion des
N-Acetyl-Glukosaminidasegens cts4 keinen Einfluss auf die Morphologie von U. maydis

Kolonien haben.
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AB33 cts1A cts24 cits34a 1/24 1/34 2/34 1/2/134 cts4A 1/2/3/4A4
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cis4A

Abb. 2.9: Die Doppeldeletion von czsI und cts2 fiihrt zu Defekten wihrend der Zellteilung. (A) Kolonie-
Morphologie und Sedimentationsverhalten von U. maydis Chitinase-Deletionsmutanten. ctsl Acts2A-
Doppelmutanten haben eine verdanderte Koloniemorphologie gegeniiber AB33. Die Kolonien erscheinen rauer
mit gekrduseltem Rand und weisen einen groBeren Durchmesser auf (obere Reihe). In Fliissigkultur aggregieren
cts1 Acts2 A-Doppelmutanten und sedimentieren schneller (untere Reihe).
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Abb. 2.9 (fortgesetzt): Die Doppeldeletion von ctsI und czs2 fithrt zu Defekten wéihrend der Zellteilung.
(B) Zellmorphologie und Septenbildung der Chitinase-Mutanten. Die Zellmorphologie von Einzelmutanten ist
unverdndert. cts/Acts2A-Doppelmutanten zeigen hingegen Defekte wihrend der Cytokinese. Die physische
Trennung der Zellen ist nicht moglich. Die Septenbildung ist in den Chitinase-Deletionsmutanten jedoch nicht
beeintrachtigt. Die Farbung der Septen erfolgte mittels Calcofluor-White (CW). Rote Pfeilspitze: Priméirseptum;
Blaue Pfeilspitze: Sekundirseptum. DIC: Differentialinterferenzkontrast; CW: Calcoflour-White. GrofBen-
standard: 10 pm

Die ctslActs2A-Doppelmutanten sowie alle weiteren Mutanten, in denen sowohl cts/ als auch
cts2 deletiert war, zeigten hingegen eine veridnderte Koloniemorphologie gegeniiber AB33
(nachfolgend erfolgt der Bezug lediglich auf den Doppelmutanten-Phénotyp). Die Kolonien
erscheinen rauer als AB33-Kolonien und haben einen stark gekrduselten Rand (Abb. 2.9 A,
obere Reihe). AuBerdem weisen cts/Acts2A-Kolonien einen groferen Koloniedurchmesser
auf (Anhang: Abb. 6.7). In Fliissigkulturen bildeten cts/Acts2A-Zellen Aggregate, die eine
deutlich schnellere Sedimentation zeigten (Abb. 2.9 A, untere Reihe). Eine vergleichbare
Form der Flokkulation und Sedimentation ist in Brauereistimmen von S. cerevisiae und
S. carlsbergensis gut bekannt (Verstrepen und Klis, 2006; Verstrepen ef al., 2003) und wird
unter anderem durch Adhésine, Flokkulations-Proteine (kurz Flo Proteine) und Calcium
reguliert (Bony et al., 1997; Rigden et al., 2004; Stratford, 1992). Diese Proteine sind als
Oberflachenproteine Teil der Zellwand und beeinflussen neben der Oberflichen- auch die
Zell-Zell-Adhésion. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass eine verdnderte Zellwand-
zusammensetzung in den Chitinase-Deletionsmutanten zur Aggregation und dem
beobachteten Sedimentationsverhalten fithrt. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde die
Zellmorphologie der entsprechenden Stimme mikroskopisch untersucht. Wie vermutet hatten
Einzeldeletionen von cts!, cts2, cts3 und cts4 keinen Einfluss auf die Zellmorphologie oder
das Aggregationsverhalten (Abb. 2.9 B). Mutanten, in denen sowohl cts/ als auch cts2
deletiert waren, zeigten jedoch auch auf zelluldrer Ebene eine Bildung von Zellaggregaten,
die durch einen Zellteilungsdefekt ausgeldst wird. Eine &dhnliche Aggregatbildung ist in
U. maydis bereits fiir Mutanten mit deletiertem GTP-Austauschfaktors (engl. GEF, guanine
exchange factor) donl oder der Ste20-dhnlichen Proteinkinase don3 bekannt (Weinzierl ef al.,
2002). Deletionen dieser Gene fithren zu Defekten in der Sekundérseptenbildung und rufen
somit einen Cytokinesedefekt hervor. Um herauszufinden, ob der beobachtete
Zellteilungsdefekt in cts/ Acts2A-Doppelmutanten ebenfalls durch eine defekte Septenbildung
und Cytokinese ausgelost wird, wurden Zellwandfirbungen mit dem Farbstoff Calcofluor-
White (CW) durchgefiihrt. CW markiert unspezifisch Zellwand-polymere, hat jedoch eine
Priaferenz gegeniiber Septen (Ram und Klis, 2006). Die Analyse der Septenfirbung zeigte
jedoch, dass in Chitinase-Deletionsmutanten weder die Bildung des primdren noch des
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sekundédren Septums gestort ist (Abb. 2.9 B). Dies deutet darauf hin, dass der beobachtete
Zellteilungsdefekt in cts1 Acts2 A-Doppelmutanten durch nachfolgende Prozesse, wie z.B. dem
Abbau von iiberfliissigem Zellwandmaterial zwischen Mutter- und Tochter-Zelle,
hervorgerufen wird. Da beide Septen vorhanden sind, miisste ein solcher Abbau von
Zellwandmaterial extrazellulédr, durch sekretierte Chitinasen katalysiert werden. Daher miisste
der beobachtete Zellseparationsdefekt in der ctslActs2A-Doppelmutante durch Gabe von
exogenem Ctsl ausgeglichen werden konnen. Um diese Hypothese zu testen, wurde eine
Hise-Ctsl (N-terminaler His-Tag) Variante in Escherichia coli exprimiert, iiber Nickel-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt (Jankowski, 2013) und zu exponentiell wachsenden
AB33 und AB33ctslActs2A-Kulturen gegeben. Als zusitzliche Kontrolle dienten jeweils
unbehandelte Kulturen. Die mikroskopische Analyse der Zellmorphologien zeigte, dass der
Zellteilungsdefekt durch dreistiindige Inkubation mit 1,5 mg/ml exogenem Ctsl zumindest
teilweise aufgehoben wurde (Abb 2.14). In einigen Zellen fiihrte die Behandlung mit
exogener Chitinase Hisg-Ctsl jedoch zu einer verdnderten Zellmorphologie. Die Zellen
erschienen bipolar elongiert und tendierten dazu Aggregate zu bilden (Abb. 2.10, rechte
Spalte).

Kontrolle

AB33

1.5 mgiml Cts1

Kontrolle

Abb. 2.10: Der Cytokinesedefekt in
ctsl Acts2A4-Mutanten kann durch exogenes
Ctsl partiell aufgehoben werden.
Mikroskopische Analyse der Zellmorphologie
von AB33 und ctslActs2A-Kulturen. Unbe-
handelte cts!Acts2A-Zellen zeigen die typische
Aggregatbildung. Durch dreistiindige Behand-
lung mit exogenem Hisg-Ctsl kann dieser
Phinotyp teilweise ausgeglichen werden.
GroBenstandard: 10 pm.

ols1/24

1,5 mg/ml Cts1
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2.1.4.3 Ctsl lokalisiert in der Teilungszone zwischen Mutter- und Tochter-Zelle

Uber die Lokalisation von pilzlichen Chitinasen ist sehr wenig bekannt. Bisher wurde
lediglich beobachtet, dass die Chitinase ChiA aus A. nidulans wihrend der Keimung der
Conidiosporen an den Keimungsstellen lokalisiert. Im Myzelium lokalisiert ChiA an den
Hyphenspitzen, an Verzweigungsstellen und Septen (Yamazaki ef al., 2008). Eine spezifische
Lokalisation einer Chitinase wihrend des Hefe-artigen Wachstums konnte bisher lediglich fiir
die Chitinase Ctslp aus S. cerevisiae gezeigt werden. Ctslp wird wihrend der Knospung
ausschlieBlich in der Tochterzelle exprimiert und lokalisiert am ,,Knospungshals® (Colman-
Lerner et al., 2001).

Die beobachtete Funktion der Chitinasen Cts1 und Cts2 wihrend der Cytokinese Hefe-artiger
Zellen von U. maydis ldsst vermuten, dass auch diese Chitinasen zwischen Mutter- und
Tochterzelle lokalisieren, um durch den Abbau von Zellwandmaterial die physische Trennung
der Zellen zu ermoglichen.

Um zu untersuchen, ob Chitinasen in U. maydis spezifische Lokalisationsmuster aufweisen,
wurden C-terminale, translationale eGfp-Fusionen am endogenen Locus hergestellt. Auf diese
Weise kann nicht nur die Lokalisation der Chitinasen, sondern auch ihre jeweilige
Expressionsstirke auf Proteinebene untersucht werden. Um die Expression der
Fusionsproteine und deren Stabilitdt zu verifizieren, wurde die Expression mikroskopisch und
mittels Western-Blot Analyse untersucht (Abb. 2.11). Die mikroskopische Analyse zeigte,
dass sowohl Cts1G als auch Cts2G exprimiert wurden. In beiden Fillen konnte bereits
mikroskopisch ein deutliches eGFP-Signal detektiert werden (Abb 2.15 A). Das Cts3G
Fusionsprotein konnte hingegen mikroskopisch nicht detektiert werden. Fiir Cts1G konnte in
knospenden Sporidien sowohl eine gleichmiBige, cytoplasmatische Lokalisation, als auch
eine Akkumulation in der Teilungszone beobachtet werden. Cts2G dagegen akkumuliert in
Endomembran-dhnlichen Strukturen innerhalb der Zellen. Um die Stabilitit der
Fusionsproteine zu iiberpriifen, wurden Gesamtproteinextrakte mittels Western-Blot Analyse
untersucht. Die Analyse bestitigte, dass lediglich Cts1G und Cts2G wihrend des Hefe-artigen
Wachstums exprimiert werden. Cts3G war auch in der Immundetektion nicht nachweisbar,
was dafiir spricht, dass Cts3 in diesem Stadium nicht exprimiert wird. Das beobachtete
Expressionsmuster konnte auch auf Transkriptebene mittels semi-quantitativer RT-PRC
bestdtigt werden und stimmt mit publizierten Microarray-Analysen iiberein (Anhang: Abb.
6.9).

Fiir Cts1G und Cts2G waren deutliche Signale erkennbar, jedoch konnte lediglich Cts1G als

Vollldngen-Fusionsprotein detektiert werden. Im Falle von Cts2G konnte hingegen nur eine
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Abbaubande von der ungefihren Grofe von freiem eGfp nachgewiesen werden, was das
unerwartete Lokalisationsmuster der mikroskopischen Analyse erkldren konnte. Das Cts1G
Fusionsprotein weist in der Analyse ein deutlich grofleres Molekulargewicht (~120 kDa) auf,
als durch die AS-Sequenz prognostiziert wird (~85 kDa). Diese GroBendifferenz wurde
jedoch bereits in frilheren Arbeiten beschrieben und konnte auf post-translationale
Proteinmodifikationen zuriickzufiihren sein (Koepke et al., 2011; Stock et al., 2012). Um zu
iiberpriifen, ob das Cts2G Fusionsprotein durch die beobachtete Spaltung inaktiviert wird,
wurde das Fusionskonstrukt zusétzlich in die AB33ctslA-Mutante eingebracht. Falls Cts2
durch die Spaltung inaktiviert wird, sollte in diesem Stammhintergrund der zuvor beobachtete
Cytokinesedefekt auftreten. Die Western-Blot Analyse zeigte, dass auch in diesem
genetischen Hintergrund eine Spaltung von Cts2G stattfindet (Abb. 2.11 B).
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Abb. 2.11: Das Cts1G Fusionsprotein ist stabil und zeigt unterschiedliche Lokalisationsmuster.
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Abb. 2.11 (fortgesetzt): Das Cts1G Fusionsprotein ist stabil und zeigt unterschiedliche Lokalisations-
muster. (A) Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Expression und Lokalisation von CtslG, Cts2G und
Cts3G. Ctsl zeigt eine gleichméBige, cytoplasmatische Lokalisation in frithen Teilungsstadien und akkumuliert
spéter in der Teilungszone zwischen Mutter- und Tochter-Zelle. Cts2G akkumuliert in Endomembran-éhnlichen
Strukturen. Cts3G ist nicht detektierbar. GroBenstandard: 10 pm. (B) Immundetektion von Cts1G, Cts2G und
Cts3G mittels anti-Gfp Antikorper. Cts1G wird als einzige Chitinase stabil als Vollldingen-Fusionsprotein
exprimiert. Fiir Cts2G kann sowohl in AB33 als auch in AB33ctslA lediglich eine Degradationsbande
nachgewiesen werden. Cts3G ist nicht nachweisbar. Fiir die Analyse wurden jeweils 10 ng Gesamtproteinextrakt
verwendet. Als GroBenkontrolle fiir freies eGfp wurde 1 ug Gesamtprotein aus AB33eGfp verwendet (Pi.egfp).
Als Ladekontrolle wurde zusétzlich a-Tubulin nachgewiesen.

Die mikroskopische Analyse des Stammes zeigte jedoch keinen Zellteilungsdefekt (Daten
nicht gezeigt). Demnach kann geschlussfolgert werden, dass durch die Spaltung freies eGFP
und aktives Cts2 Protein entstehen.

Zusammenfassend konnte durch die mikroskopischen und immunhistochemischen Analysen
der Chitinase-eGfp Fusionsproteine gezeigt werden, dass lediglich Cts1G als stabiles
Fusionsprotein exprimiert wird. Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf lediglich die
Lokalisation von Cts1G detailliert charakterisiert. Uberraschenderweise divergiert diese im
Verlauf der Cytokinese. In spidten Stadien der Cytokinese lokalisiert CtslG in der
Teilungszone zwischen Mutter- und Tochter-Zelle.

In Vorarbeiten zu Ctsl wurde bereits eine gleichméafige Verteilung von Cts1G in Sporidien
beschrieben (Koepke, 2010). Aulerdem wurde gezeigt, dass Ctsl unkonventionell sekretiert
wird (Koepke efal., 2011; Stock efal, 2012). Die Sekretion hédngt jedoch lediglich in
Filamenten von Rrm4 ab. Interessanterweise wurde in der vorliegenden Arbeit zusitzlich eine
Lokalisation in der Teilungszone beobachtet. Diese spezifische Akkumulation wurde in
Zellen beobachtet, bei denen die Teilungs- oder Fragmentierungszone (Weinzierl et al., 2002;
Mahlert et al, 2006) bereits im Differentialinterferenzkontrast (DIC)-Bild deutlich zu
erkennen war. Diese Beobachtung stimmte mit der Hypothese iiberein, dass Cts1l (und Cts2)
in der Teilungszone den Abbau von Zellwandmaterial katalysiert und somit zur physischen
Trennung der Zellen beitragt.

Um die beobachtete Lokalisation zu verifizieren und um zu tiiberpriifen, ob CtslG in ein
solches extrazelluldres Kompartiment exportiert wird, wurde die Akkumulation von Cts1G in
einer Co-Lokalisationsstudie mit dem Zellwandmarker CW und dem Membranmarker
FM4-64 {iberpriift. Um eine ,zufdllige* Akkumulation von eGfp in einem solchen
Kompartiment auszuschlieen, wurde AB33eGfp mit in die Studie einbezogen. Um zu
tiberpriifen, ob die Lokalisation in der Teilungszone Rrm4-abhingig ist, wurde aulerdem der
Stamm AB33rrm4A,cts1:egfp untersucht. Fiir die Analyse wurden Zellen ausgewahlt, die sich

in einem spéten Teilungsstadium befanden und bei denen somit eine Fragmentierungszone
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klar erkennbar war. Insgesamt wurden 117 Teilungsereignisse des Stammes AB33ctsl:egfp,
104 des Stammes AB33egfp und 110 des Stammes AB33rrm4A,ctsl:egfp ausgewertet. Die
Analyse ergab, dass Cts1G in 98,2 % aller Fille in der Teilungszone akkumuliert (Abb. 2.12
B, rechts unten). Diese Akkumulation tritt nicht zufillig auf, da sie fiir freies eGfp in keinem
Fall (0 %) beobachtet werden konnte. AuBerdem ist die Lokalisation nicht von Rrm4

abhidngig, da die Akkumulation auch in 96,9 % der rrm4-defizienten Zellen beobachtet wurde.
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Abb. 2.12: Cts1G lokalisiert in der Teilungszone zwischen Mutter- und Tochter-Zelle.
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Abb. 2.12 (fortgesetzt): Cts1G lokalisiert in der Teilungszone zwischen Mutter- und Tochter-Zelle. (A) Co-
Lokalisationsstudie von Cts1G mit den Markern CW (Septen) und FM4-64 (Membran). Cts1G akkumuliert in
der Teilungszone, welche durch Membranen und Septen vollstindig vom Cytoplasma abgegrenzt ist (links).
Freies eGfp bleibt aus dieser Zone ausgeschlossen und lokalisiert ausschlielich cytoplasmatisch (Mitte). Die
Lokalisation von Cts1G ist nicht Rrm4-abhéngig (rechts). GroBenstandard: 10 pum. (B) Linescan-Analyse und
Quantifizierung der CtslG-Lokalisation. Die Linescan-Analyse verdeutlicht, dass CtslG in AB33 und
AB33rrm4A hauptsichlich in der Teilungszone zwischen Septen und Membranen lokalisiert (linke Spalte),
wihrend freies eGfp ausschlieflich cytoplasmatisch lokalisiert und durch die Septen und Membranen aus der
Teilungszone ausgeschlossen wird (rechte Spalte, oben). Griin: Cts1G oder eGfp; rot: FM4-64 (Membranen);
blau: CW (Septen/Zellwand). Cts1G lokalisiert in AB33 und AB33rrm4A Zellen, welche sich in einem spéten
Teilungsstadium befinden, zu 98,2 % bzw. 96,9 % in der Teilungszone. Eine solche Lokalisierung ist in keiner
der Zellen, welche cytoplasmatisches eGfp exprimieren, zu finden. Fehlerbalken: Standardabweichung aus drei
unabhingigen Experimenten. ***, p<0,0005 (T-Test).

Die Co-Lokalisationsstudie konnte des Weiteren bestétigen, dass Cts1G wie erwartet in einem
extrazelluliren Kompartiment zwischen Mutter- und Tochter-Zelle akkumuliert, welches
vollstdndig von Zellmembranen und Septen vom Cytoplasma abgegrenzt ist (Abb. 2.12 A, B).
In S. cerevisiae wird die Chitinase Ctslp wihrend der Zellteilung spezifisch von der
Tochterzelle exprimiert und lokalisiert am ,,Knospungshals® (Colman-Lerner ef al., 2001).
Eine é&hnliche Lokalisation ist fiir die Endo-1,3-B-Glukanase Englp in S§. cerevisiae
nachgewiesen worden (Baladron ef al, 2002). Auch in S. pombe lokalisiert die homologe
Endo-1,3-B-Glukanase Englp am priméren Septum zwischen Mutter- und Tochter-Zelle
(Martin-Cuadrado et al., 2008). Jedoch ist nicht bekannt ob die Lokalisation des Enzyms
durch die Tochterzelle reguliert wird. In U. maydis konnte bisher lediglich gezeigt werden,
dass nach der Bildung des Primérseptums massiver Vesikeltransport von der Tochterzelle zur
Teilungszone stattfindet, wodurch z.B. Septine zur Teilungszone rekrutiert werden (Bohmer
et al., 2009; Freitag et al., 2012).

Um herauszufinden, ob die Chitinase Ctsl in U. maydis auch durch &hnliche, Tochterzell-
spezifischen Transportmechanismen zur Teilungszone rekrutiert wird, wurde die Ctsl1G-
Lokalisation wahrend der Zellteilung im Detail fluoreszenzmikroskopisch charakterisiert.
Dazu wurden AB33ctsl:egfp Zellen selektiert, die eine CtslG-Akkumulation in der
Teilungszone zeigten. Interessanterweise konnten zwei Lokalisationsmuster identifiziert
werden (Abb. 2.13 A). Entweder akkumulierte Cts1G symmetrisch in der Teilungszone oder
Cts1G lokalisierte an der Teilungszone mit einem graduell abfallenden Cts1G-Signal. Die
Analyse von insgesamt 145 Zellen, welche eine Cts1G Akkumulation zeigten, ergab, dass
48,3 % der Zellen eine symmetrische Verteilung von Cts1G aufwiesen. 51,7 % der Zellen
zeigte hingegen eine asymmetrische Verteilung von Cts1G, welche ausschlieBlich auf der
Tochterzellseite der Teilungszone auftrat (Abb. 2.13 B). Eine Linescan-Analyse durch die
Teilungszone von jeweils 13 Zellen mit symmetrischer und 13 Zellen mit asymmetrischer

Cts1G-Verteilung konnte bestétigen, dass ein Anteil von Cts1G in der Nidhe der Teilungszone
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auf Tochterzellseite akkumuliert (Abb. 2.13 C). Die Co-Lokalisation mit Septen und
Membranen zeigte, dass die Lokalisierung zur Teilungszone nach der Bildung des primédren

Septums stattfindet (Abb. 2.13 D).
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Abb. 2.13: Ctsl wird von der Tochterzelle zur Teilungszone rekrutiert. (A) Fluoreszenzmikroskopische
Analyse der CtslG-Lokalisation. Wahrend spiter Zellteilungsstadien akkumuliert Cts1G symmetrisch oder
asymmetrisch an der Teilungszone. GroBenstandard: 10 pm. (B) Quantifizierung der Cts1G-Lokalisation. Eine
asymmetrische Verteilung von Ctsl1G tritt lediglich in der Tochterzelle auf. Insgesamt wurden n=145 Zellen,
welche eine CtslIG Akkumulation zeigten, bewertet. Das Lokalisationsmuster wurde in die Kategorien
HSymmetrisch®, ,Mutter (asymmetrische Verteilung mit Akkumulation auf Seiten der Mutterzelle) und
»lochter (asymmetrische Verteilung mit Akkumulation auf Seiten der Tochterzelle) eingeteilt. 70 Zellen
(48,3 %) zeigten symmetrische Cts1G-Verteilung und 75 Zellen (51,7 %) zeigten eine asymmetrische Cts1G-
Lokalisation auf der Tochterzellseite. Keine der untersuchten Zellen zeigte eine Cts1G-Akkumulation auf der
Mutterzellseite. (C) Linescan-Analyse der asymmetrischen CtslG-Lokalisation. Ein Anteil von CtslG
akkumuliert asymmetrisch nahe der Teilungszone auf der Tochterzellseite, wobei die Menge an
cytoplasmatischem Cts1G (Hintergrundfluoreszenz) in beiden Zellen identisch bleibt. Insgesamt wurden 26
Zellen (13 mit symmetrischer CtslG-Verteilung, 13 mit asymmetrischer CtslG-Verteilung), wie unten
exemplarisch dargestellt, analysiert. Das Fluoreszenzmaximum (F,,,) markiert die Teilungszone zwischen
Mutter- und Tochterzelle.
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Abb. 2.13 (fortgesetzt): Ctsl wird von der Tochterzelle zur Teilungszone rekrutiert. Cts1G ist auf der
Tochterzellseite signifikant angereichert. Fehlerbalken (Standardabweichung aus jeweils 13 Zellen) wurden in
der Abbildung aus Illustrationsgriinden entfernt. *, p<0,05 (T-Test).**, p<0,005 (T-Test). (D) Co-
Lokalisationsstudie von asymmetrischem CtslG mit den Membranmarker FM4-64 (Membran) und dem
Zellwandmarker CW (Septen). Cts1G relokalisiert zur Teilungszone, nachdem von der Mutterzelle das
Primérseptum gebildet wurde. Auf der Tochterzellseite ist noch kein Septum gebildet und die Membran ist noch
nicht vollstédndig geschlossen. Griine Pfeile: Ct1G; rote Pfeilspitze: Membran der Mutterzelle; blaue Pfeilspitze:
Primérseptum. GroBenstandard: 10 um

2.1.4.4 Chitinasen werden fiir die Etablierung unipolaren Wachstums nicht benotigt

In den filamentds wachsenden Ascomyceten A. nidulans und N. crassa konnte gezeigt
werden, dass die Deletion von Chitinase-Genen zu reduziertem filamentosen Wachstum, einer
verdnderten Koloniemorphologie und zu verdnderter Conidien-Bildung fiihrt (Tzelepis et al.,
2012; Takaya et al., 1998b). In U. maydis wurde bisher lediglich nachgewiesen, dass die
Deletion von cts/ wihrend des filamentosen Wachstums eine Aggregation der Hyphen am
basalen Pol zur Folge hat (Koepke et al., 2011).

Um zu untersuchen, ob die anderen Chitinasen an der Etablierung von unipolarem Wachstum
beteiligt sind oder sie diesbeziiglich funktionell redundant sind, wurde die Zellmorphologie
von Chitinase-Deletionsmutanten sechs Stunden nach Filamentinduktion mikroskopisch
analysiert. Zusdtzlich wurden die Zellwandmarker CW und WGA-FITC (wheat germ
agglutinin fluorescein isothiocyanat) genutzt um Zellwandmaterial zu visualisieren. CW féarbt
im Filament hauptsédchlich leere Abschnitte am basalen Pol, Septen sowie die Hyphenspitze,
wihrend WGA hauptsichlich das wachsende Filament anfarbt. Somit konnen verschiedene
Bereiche des Filaments sichtbar gemacht werden und neben der allgemeinen Morphologie
gegebenenfalls Defekte in der Septenbildung oder der Zellwandzusammensetzung erkannt
werden.

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse zeigte, dass alle Chitinase-Deletionsmutanten dazu in
der Lage waren, filamentdses, unipolares Wachstum zu etablieren (Abb. 2.14). Es konnten
keinerlei Defekte in der Etablierung eines Wachstumspoles oder in der Insertion von Septen
(blaue Pfeilspitzen) am basalen Ende des Filaments beobachtet werden. Auch die Farbung der
Filamente mittels WGA-FITC zeigte keine offensichtlichen Differenzen, was darauf
hindeutet, dass kein gravierender Unterschied in der Zellwandzusammensetzung der
Filamente besteht. Als Kontrollstamm wurde AB33rrm4A verwendet, welcher eine deutlich
verdnderte Filamentmorphologie, in Form von bipolarem Wachstum aufweist (Becht et al.,
2006). In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass es in Abwesenheit der Chitinase Ctsl zu einer
verstarkten Aggregation der Filamente der leeren Abschnitten an den basalen Polen fiihrt
kommt (Koepke efal, 2011). Jedoch fiihrt die Deletion von cts/ nicht zu einer

Beeintriachtigung der Filamentbildung. Daher liegt die Vermutung nahe, dass Ctsl durch
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autolytische Prozesse die Zellwandzusammensetzung der leeren Abschnitte beeinflusst. In

A. nidulans ist z.B. eine Rolle der Chitinase ChiB in solchen autolytischen Prozessen und

wéhrend der Sporulation bekannt (Shin et al., 2009; Pdcsi et al., 2009).
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Abb. 2.14: Die Deletion von Chitinasegenen hat keinen Einfluss auf das filamentose Wachstum.
Fluoreszenzmikroskopische Analyse des filamentdsen Wachstums von U. maydis Chitinase-Deletionsmutanten.
Weder die Deletion einzelner Chitinasegene, noch die Deletion multipler Chitinasegene verdndert die
Morphologie filamentds wachsender Zellen. Die Etablierung eines unipolaren Wachstumspols und die Insertion
von Septen zur Bildung leerer Abschnitte am basalen Pol sind ebenfalls vergleichbar mit AB33-Filamenten.
Auch die Farbung der Zellwand mittels CW und dem Lektin WGA-FITC unterscheidet sich nicht von AB33-
Filamenten.
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Abb. 2.14 (fortgesetzt): Die Deletion von Chitinasegenen hat keinen Einfluss auf das filamentose
Wachstum. Fiir die Filamentinduktion wurden die Zellen bei einer ODgyy von 1 von CM in NM iiberfiihrt und
auf eine ODgyo von 0,5 eingestellt. Die Filamentinduktionsdauer betrug sechs Stunden. Blau: CW; griin: WGA-
FITC; blaue Pfeilspitzen: Septen mit CW gefarbt. Groflenstandard: 10 pm

Um zu testen, ob weitere U. maydis Chitinasen die Aggregation von Hyphen an den leeren
Abschnitten beeinflussen und somit zu einem verdnderten Sedimentationsverhalten fiihren,
wurde die Filamentbildung Chitinase-defizienter Stimme unter aggregationsfordernden
Bedingungen induziert. Dazu wurden die Kulturen in NM auf eine ODgyy von 0,5 eingestellt
und in Reagenzgldser tberfithrt. Das Sedimentationsverhalten wurde 24 Stunden nach
Induktion beobachtet. AuBBerdem wurde untersucht, ob Chitinase-Deletionen eine Auswirkung
auf das filamentose Wachstum auf Festmedium haben. In der Sedimentationsanalyse konnte

der zuvor beschriebene Sedimentationsphdnotyp der cts/A-Mutante reproduziert werden.
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Jedoch zeigte keine der anderen Chitinase-Deletionsmutanten ein verdndertes
Sedimentationsverhalten gegeniiber AB33 (Abb 2.15 B), sodass geschlussfolgert werden
kann, dass lediglich Cts1 die Aggregation der leeren Abschnitte beeinflusst. Die Analyse auf
Festmedium ergab, dass auch hier keine der Chitinase-Deletionsmutanten einen Defekt im
Hyphenwachstum hat (Abb. 2.15 A). Sowohl die Koloniemorphologien als auch die an den

Réndern der Kolonien auswachsenden Filamente waren mit denen von AB33 vergleichbar.

ﬁﬁhhﬂﬂhhhﬂ

AB33 cts1A cts2A cts34A 1/24 1/34  2/3A4 1/2/3A cts4A 1/2/3/4A

Abb. 2.15: Lediglich Ctsl hat eine Funktion wihrend des filamentosen Wachstums. (A)
Koloniemorphologie filamentds wachsender U. maydis Chitinase-Deletionsmutanten auf NM-Festmedium. Die
Morphologie der entsprechenden Stdmme ist mit der von AB33 vergleichbar. GroBenstandard: 0,3 cm. (B)
Sedimentationstest filamentds wachsender Chitinase-Deletionsmutanten. Lediglich die cts/A-Mutante zeigt
verstirkte Aggregation an den leeren Abschnitten (Daten nicht gezeigt) und eine erhdhte
Sedimentationsgeschwindigkeit in Fliissigkultur. Dieser Effekt wird durch die Deletion weiterer Chitinasen nicht
beeinflusst. Die Kulturen wurden in NM-Fliissigmedium auf eine ODg( von 0,5 eingestellt und in Reagenzglédser
iiberfiihrt und fiir 24 Stunden bei 28 °C und 200 Upm inkubiert. Die Sedimentation erfolgte 5 min stehend bei
RT.

2.1.4.5 Die Chitinase Cts1 lokalisiert in Filamenten an der Zellwand leerer Abschnitte
Der beschriebene Effekt von Cts1 auf die Aggregation leerer Abschnitte 1dsst vermuten, dass
Ctsl eine Funktion in der Degradierung oder Remodellierung von Zellwandmaterial am
basalen Pol des Filaments hat. Eine Voraussetzung dafiir ist, dass Ctsl am basalen Septum
oder extrazelluldr in den leeren Abschnitten lokalisiert, um dort an die Chitinfraktion der
Zellwand zu binden. Bisher konnte Cts1G jedoch lediglich an der Hyphenspitze von AB33-
Filamenten nachgewiesen werden (Koepke et al., 2011).

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde in den Stammen AB33ctsl:egfp und AB33egfp
filamentoses Wachstum in NM induziert. Sechs Stunden nach Induktion wurde die Ctsl1G-
Lokalisation in einer Co-Lokalisationsanalyse mit CW untersucht. Die fluoreszenz-
mikroskopische Analyse zeigte, dass Cts1G tatsdchlich verschiedene Lokalisationsmuster
wihrend des filamentosen Wachstums aufweist (Abb. 2.16 A), welche durch eine Linescan-

Analyse verdeutlicht werden konnten (Abb. 2.16 B).
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Abb. 2.16: Ctsl lokalisiert an der Zellwand leerer Abschnitte.
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Abb. 2.16 (fortgesetzt): Cts1 lokalisiert an der Zellwand leerer Abschnitte. (A) Fluoreszenzmikroskopische
Analyse der Cts1G-Lokalisation. Cts1G lokalisiert in punktiertem Muster im ersten leeren Segment und an den
Septen des ersten und zweiten leeren Segments. Derartige Lokalisationsmuster sind im Kontrollstamm
AB33egfp nicht zu erkennen. Blau: CW; griin: Cts1G bzw. eGfp; blaue Pfeilspitzen: Septen und Hyphenspitze.
Zahlen markieren die jeweiligen Septen. Groflenstandard: 10 pm. (B) Linescan-Analyse der in (A) dargestellten
Filamente zur Verdeutlichung der CtslG-Lokalisation im Filament. CtslG zeigt einen graduellen
Konzentrationsanstieg zur Hyphenspitze. Multiple Signalmaxima zwischen dem ersten und zweiten Septum
verdeutlichen das punktierte Lokalisationsmuster. Uberlagerte Signalmaxima von CW und Cts1G verdeutlichen
die Akkumulation von CtslG an Septen (blaue Pfeilspitzen). Cytoplasmatisches eGfp ist im Filament
gleichmiBig verteilt (rechts). Ein deutlicher Einbruch der Signalintensitit ist im Bereich des ersten Septums zu
erkennen. Blau: CW; griin: Cts1G bzw. eGfp; blaue Pfeilspitzen: Septen und Hyphenspitze. (C) Quantifizierung
der Cts1G-Lokalisation. 83,1 % aller AB33cts1:egfp Zellen (n=181) zeigten eine Lokalisation von Cts1G in den
leeren Segmenten am basalen Pol (linkes Balkendiagramm). Nur 15,9 % der Zellen des Kontrollstamms
AB33egfp (n=139) zeigten eine Lokalisation freien eGfps in leeren Segmenten. Vor allem die punktierte
Lokalisation und die Akkumulation an Septen sind spezifisch fiir Cts1G. In Kontrollzellen des Stammes
AB33egfp konnten vor allem zufillig erscheinende eGfp-Aggregate in den leeren Abschnitten beobachtet
werden (rechtes Balkendiagramm). Fehlerbalken: Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten.
*x% p<0,0005 (T-Test).

Zunichst konnte der bereits zuvor beschriebene, graduelle Anstieg der Cts1G-Konzentration
zum apikalen Pol (Koepke ef al., 2011) verifiziert werden. Auerdem lokalisierte Cts1G in
einem punktierten Muster im ersten leeren Abschnitt am basalen Pol (Abb. 2.16 A, B).
Zusiatzlich konnte eine starke CtslG-Akkumulation am zweiten und dritten Septum
beobachtet werden. Eine etwas schwiéchere Akkumulation war auch am ersten Septum zu
beobachten. Neben diesen sehr spezifischen Lokalisationsmustern traten zusitzlich zufillig
erscheinende Cts1G-Aggregationen hauptsichlich in dlteren leeren Bereichen des Filaments
auf (Abb. 2.16 A). Im Kontrollstamm AB33egfp, welcher cytoplasmatisches eGfp exprimiert,
traten wesentlich seltener Lokalisationsereignisse in leeren Bereichen des Filaments auf (Abb.
2.16 C, links). Insgesamt zeigten 81,3 % aller AB33ctsl:egfp Zellen eines der genannten
Lokalisationsmuster, wihrend lediglich 15,9 % des Kontrollstamms eine eGfp-Lokalisation in
leeren Bereichen zeigten. Insbesondere die spezifischen, punktartigen Signale am ersten
leeren Abschnitt und die Akkumulation an Septen traten im Kontrollstamm wesentlich
seltener auf als in AB33ctsl:egfp (Abb. 2.16, rechts). In vorangegangenen Arbeiten wurde
gezeigt, dass Ctsl unkonventionell sekretiert wird. An der Sekretion in Filamenten ist das
RNA-bindende Protein Rrm4 beteiligt (Koepke et al., 2011, Stock et al., 2012). Die Analyse
von AB33rrm4A-Filamenten zeigte jedoch, dass die Lokalisation von CtIG in leeren
Abschnitten wie auch die subapikale Lokalisation (Koepke ef al, 2011) nicht von Rrm4
abhéngen (Anhang: Abb. 6.8).

Zusammenfassend konnte durch die Analyse von Filamenten gezeigt werden, dass lediglich
Cts1 eine Rolle wihrend des filamentdsen Wachstums spielt. Die Lokalisation ldsst vermuten,
dass Ctsl vor allem in leeren Abschnitten am basalen Pol der Filamente eine autolytische
Funktion besitzt, wodurch verhindert wird, dass Filamente an den leeren Abschnitten
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aggregieren. Dennoch konnte der Mechanismus, iiber den Ctsl sekretiert wird und in der
Teilungszone bzw. den leeren Abschnitten lokalisiert durch die Analyse der

Proteinlokalisation nicht geklart werden.

2.1.4.6 Die Sekretion von Cts1 ist Septierungs-abhingig

Die Lokalisation von Cts1G ldsst darauf schliefen, dass die Chitinase Ctsl vor allem
extrazelluldir zwischen Mutter- und Tochter-Zelle bzw. in den leeren Abschnitten von
Filamenten wirkt. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass der
Zellteilungsdefekt, der in ctslActs2A-Doppelmutanten beobachtet wurde, durch die Gabe
exogener Chitinase partiell aufgehoben werden konnte (Abb. 2.10). Ctsl enthélt jedoch im
Gegensatz zu Cts2 kein Signalpeptid flir die konventionelle Sekretion. Obwohl die
unkonventionelle Sekretion von Ctsl bereits experimentell bestétigt werden konnte (Stock
et al., 2012; Sarkari et al., 2014), ist der zugrundeliegende Mechanismus weiterhin unklar.
Durch die Beobachtung, dass Ctsl in spédten Cytokinesestadien (nach Bildung des priméren
Septums) von der Tochterzelle zur Teilungszone rekrutiert wird, ist es jedoch denkbar, dass
Ctsl nicht direkt sekretiert, sondern zunéchst lediglich intrazelluldr tranloziert wird. Nach
erfolgert Lokalisation in der Nédhe des priméren Septums, kdnnte Cts1 dann durch die Bildung
des sekundiren Septums, durch die Tochterzelle, in den extrazelluliren Raum gelangen. Ein
dhnlicher Mechanismus wére auch in Filamenten denkbar. Auch hier konnte Ctsl am basalen
Pol der Zelle lokalisieren und durch die regelmiBige Insertion von Septen in den
exrtazelluliren Raum gelangen. Durch den Abbau der Zellwand und eine dadurch
hervorgerufene Lyse der Teilungszone bzw. der leeren Abschnitte konnte Cts1 schlussendlich
in den Kulturiiberstand gelangen oder extrazelluldr mit der Zellwand assoziieren.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurde die Lokalisation von Cts1G in donlA-Mutanten
untersucht. Die Deletion des GTP-Austauschfaktors don/ fiihrt zu einer defekten
Sekundarseptenbildung (Weinzierl efal, 2002). Dadurch kann keine vollstindige
Teilungszone etabliert werden und die Zellteilung wird nicht abgeschlossen. AuBBerdem ist die
Septenbildung am basalen Pol wihrend des filamentosen Wachstums in diesem Stamm
defekt, was zur Ausbildung eines groBlen, durchgingigen leeren Abschnitts fiihrt (Freitag
et al., 2011). Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Lokalisation in AB33donlA zeigte,
dass Cts1G in Sporidien tatsdchlich an den Teilungszonen akkumuliert (Abb. 2.17 A). Die
beobachtete Akkumulation geht auch nach mehreren erfolgten Zellteilungen nicht verloren.
Auch in Filamenten kommt es zu einer Lokalisation von Cts1G im leeren Abschnitt am
basalen Pol, wobei auch weiterhin der graduelle Anstieg der CtslG-Konzentration zum
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apikalen Pol bestehen bleibt. Dies deutet darauf hin, dass die Sekretion von Ctsl bei defekter

Septenbildung tatsdchlich nicht moglich ist. Ein solcher Verlust der Sekretion miisste

demnach zu einem Verlust der extrazelluldren Cts1-Aktivitat fihren.
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Abb. 2.17: Die Sekretion von Ctsl hédngt von der Septenbildung ab. (A) Fluoreszenzmikroskopische
Untersuchung der CtslG-Lokalisation in Sporidien und Filamenten des Stammes AB33cts1G,donlA. Der
Cytokinesedefekt der donlA-Mutante fithrt zur Akkumulation von Cts1G an jeder vollstindig ausgebildeten
Teilungszone (links). Wéhrend des filamentésen Wachstums lokalisiert Cts1G im leeren Abschnitt am basalen
Pol. GroBenstandard: 10 pum. (B) Test der extrazelluliren Chitinase-Aktivitit mittels des Substrats MUC;.
Wihrend des Hefe-artigen Wachstums ist die chitinolytische Aktivitdt in AB31donlA und AB31don3A drastisch
reduziert, wahrend drflA-Zellen volle Aktivitit aufweisen. Wihrend des filamentésen Wachstums nimmt die
Aktivitdt in drfl A-Mutanten stark ab, wéahrend sie in den donlA- oder don3A-Stammen zunimmt. Die Zahlen
iiber den Balken geben die Aktivititsinderung relativ zum Stamm AB31 wihrend des Hefe-artigen Wachstums
an.
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Um diese Annahme zu iiberpriifen wurde die Cts1-Aktivitdt von intakten Zellen der Stimme
AB31, AB3ldonlA, AB31don3A und AB31drflA (Mutanten freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von M. Bolker) wéhrend des Hefe-artigen und filamentosen Wachstums
mittels des fluorogenen Chitinase-Substrats MUC; untersucht. donlA- sowie don3A-Stimme
weisen beide einen vollstindigen Verlust der Sekundirseptenbildung auf (Weinzierl et al.,
2002). Die Deletion des Diaphanous-dhnlichen Formins drfl (diaphanous-related formin 1)
filhrt in Hefezellen dagegen lediglich zu einer verlangsamten Cytokinese (Freitag et al.,
2011). Die Teilungszone kann jedoch noch vollstindig etabliert und auch aufgelost werden. In
Filamenten weist dieser Stamm jedoch auch eine defekte Septenbildung am basalen Pol auf.
Falls die Sekretion von Ctsl tatsdchlich von der Septenbildung abhéngt, sollten donl- und
don3-Deletionsstimme in beiden Wuchsformen eine verringerte Ctsl-Aktivitdt aufweisen,
wihrend sie in drf] A-Mutanten lediglich wéahrend des filamentdsen Wachstums sein sollte.

Die Analyse zeigte, dass die chitinolytische Aktivitdt in Abwesenheit von Donl oder Don3 in
Sporidien tatséchlich drastisch verringert war, wihrend die Deletion von drfl keinen Einfluss
hatte (Abb. 2.17 B). Dies deutet darauf hin, dass die Ausbildung des sekundéren Septums fiir
die Sekretion von Ctsl in Sporidien essentiell ist. Wéahrend des filamentdsen Wachtums
konnte auch in drflA-Mutanten eine Reduktion der Chitinase-Aktivitidt beobachtet werden,
was wiederrum fiir eine Septierungs-abhingige Sekretion spricht. Jedoch kam es in
AB31donlA- und AB31don3A-Filamenten zu einem Anstieg der Aktivitdt. Dieser Anstieg
konnte entweder auf verstirkte Zelllyse zuriickzufiihren sein oder es existiert ein zweiter,

Septierungs-unabhédnger Sekretionsweg wihrend des filamentésen Wachstums.

2.1.4.7 Chitinasen werden fiir das biotrophe Wachstum nicht benotigt

Pilzliche Chitinasen spielen wihrend des saprotrophen Wachstums (Hefe-artig oder
filamentds) verschiedener Spezies eine Rolle (Kuranda und Robbins, 1991; Diinkler et al.,
2005; Diinkler et al., 2008). Die mehrzahl der Studien zur biologischen Funktion von
Chitinasen wurden dabei in typischen Modellorganismen, wie z.B. S. cerevisiae, A. nidulans
oder C. albicans durchgefiihrt. Jedoch ist bisher nichts iiber die Funktion von Chitinasen
wihrend des biotrophen Wachstums phytopathogener Pilze bekannt.

Wihrend des Infektionsprozesses kommt die pilzliche Zellwand in der Interaktionszone in
engen Kontakt mit der Wirtszelle (Kamper et al., 2006). Dabei kann Chitin von pflanzlichen
Rezeptoren erkannt werden und eine Abwehrreaktion auslosen (Wan et al., 2008). Die
Erkennung von Chito-Oligosacchariden (CHOS) hédngt dabei von der Bindung zweier

Rezeptor-dhnlicher Kinasen (receptor-like kinases, RLK; Liu et al., 2012) an ein CHOS ab.
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Fir eine effiziente Bindung und anschlieBende Homo- oder Hetero-Dimerisierung der
Rezeptoren werden Oligomere mit einer Kettenldnge von n > 8 benétigt (Hayafune et al.,
2014). Endogene Chitinasen von U. maydis konnten daher dazu beitragen, langkettige CHOS
abzubauen und dadurch eine Erkennung durch das pflanzliche Immunsystem zu verhindern.
Um zu untersuchen, ob Chitinasen wihrend der biotrophen Entwicklung von U. maydis eine
Rolle spielen, wurden Chitinase-Deletionsmutanten im Hintergrund des solo-pathogenen
Stammes SG200 (Kdmper et al., 2006) hergestellt. SG200 ist in der Lage, die Wirtspflanze
Z. mays ohne vorangegangene Paarung als haploider Stamm zu infizieren. Die Proliferation
der Stimme in planta sowie die Virulenz der Chitinase-Deletionsmutanten wurden
anschlieBend in standardisierten Mais-Keimlingsinfektionen untersucht. Dazu wurden sieben
Tage alte Keimlinge mit einer Suspension des jeweiligen Stammes mit Hilfe einer
Spritzinfektion inokuliert. Nach vier Tagen wurden Blattproben entnommen und Pilzhyphen
mittels WGA-FITC angefirbt. Der Farbstoff bindet dabei an die Zellwand des Pilzes und
ermoglicht so die Visualisierung der Hyphen sowie der Septen. AuBBerdem wurde die Virulenz
der Stimme neun Tage nach Infektion evaluiert. Als Kontrollstamm mit reduzierter Virulenz
diente der Stamm SG200khd4A (Vollmeister ef al., 2009). Erstaunlicherweise zeigten alle
Chitinase-Mutanten eine zu SG200 vergleichbare Proliferation und Virulenz (Abb. 2.18 B, C).
Aullerdem blieb die Fiahigkeit Schnallenzellen auszubilden in allen Deletionsmutanten
erhalten (Abb. 2.18 B). Daher kann geschlussfolgert werden, dass Chitinasen fiir die initiale
Infektion sowie fiir die Proliferation in der Wirtspflanze und anschlieBende Tumorinduktion
unter den getesteten Bedingungen nicht essentiell sind.

Weitere Funktionen von Chitinasen wéhrend der biotrophen Entwicklung von U. maydis,
konnten in der Sporulation oder der Sporenkeimung liegen. In Ashbya gosipii,
Aspergillus niger und A. nidulans konnte eine spezifische Funktion von Chitinasen in der
Zellwand-Remodellierung wiahrend der Sporulation gezeigt werden (Pdcsi et al., 2009; van

Munster et al., 2013; Diinkler et al., 2008).

Abb. 2.18 (nichste Seite): Chitinasen haben keinen Einfluss auf die Virulenz von U. maydis. (A)
Beispielhafte Darstellung der beobachteten Symptome. Im Infektionsassay sind, nach Schweregrad geordnet,
folgende Symptome aufgetreten (von leicht nach schwer): Anthocyanbildung, kleine Tumore (< 1 mm), mittlere
Tumore (> 1 mm), groBe Tumore (> 1 mm, mit Anderung der Wuchsrichtung). Die Entwicklung groBer Tumore
geht mit einer deutlich verdnderten Morphologie der Pflanzen einher, da diese in ihrem natiirlichen Wuchs
eingeschrinkt sind. (B) Fluoreszenzmikroskopische Analyse der in planta Proliferation 4 Tage nach Infektion.
Die Zellmorphologie und die Bildung von Schnallenzellen werden durch die Deletion von Chitinasen nicht
beeinflusst. Die Pilzhyphen innerhalb der Pflanze wurden mit WGA-FITC angefirbt. Rote Pfeilspitzen
kennzeichnen Pilzhyphen. Blaue Pfeilspitzen kennzeichnen Schnallenzellen. VergroBerte Darstellung:
Schnallenzellen. Grofenstandard: 20 um.
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Abb. 2.18 (fortgesetzt): Chitinasen haben keinen Einfluss auf die Virulenz von U. maydis. (C) Bewertung
der Virulenz anhand der aufgetretenen Symptome. Keine der getesteten Chitinase-Mutanten zeigte reduzierte
Virulenz. Sieben Tage alte Keimlinge wurden mit einer Suspension von U. maydis Zellen (ODgqy = 3) infiziert.
Die Virulenz wurde neun Tage nach Infektion anhand der auftretenden Krankheitssymptome bewertet. Jede
Pflanze wurde anhand des stirksten Symptoms in eine der Kategorien ,Keine Symptome/Gesund®,
,,Chlorosenbildung®, ,,Anthocyanbildung®, kleine Tumore®, ,,Mittlere Tumore* und ,,Grofle Tumore* eingeteilt.
Fehlerbalken: Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten. Die Anzahl der insgesamt getesteten
Pflanzen ist im Diagramm angegeben (n).

Um zu iberpriifen, ob Chitinasen auch in U maydis einen Einfluss auf die
Teliosporenentwicklung haben, wurden vier Wochen nach Infektion Tumore aus mit SG200
oder den entsprechenden Chitinase-Deletionsstimmen infizierten Pflanzen geerntet und

Sporen isoliert. Um die Lebensfahigkeit der Sporen und deren Auskeimungsverhalten zu
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untersuchen wurden die isolierten Sporen anschlieBend auf CM ausplattiert. Nach zwei Tagen
Inkubation bei 28 °C zeigte keine der Mutanten Defekte bei der Sporenkeimung im Vergleich
zur Kontrolle SG200 (Abb. 2.19). Dies zeigt, dass weder Chitinasen noch N-Acetyl-
Glukosaminidasen in U. maydis fir die Entwicklung und Keimung der Sporen sowie fiir die

nachfolgende, meiotische Teilung und die Entwicklung haploider Sporidien essentiell sind.

cts4A

_cts1/2/34 cts1/2/3/44

L&

Abb. 2.19: Chitinasen sind fiir die Sporulation und Sporenkeimung nicht essentiell. Koloniemorphologie
von U. maydis Chitinase-Deletionsmutanten zwei Tage nach Ausplattieren der isolierten Sporen auf CM. Keine
der untersuchten Deletionsstimme zeigte Defekte bei der Auskeimung der Sporen und der Proliferation der
Sporidien. GroBenmafstab: 0,5 cm.

Zusammenfassend kann durch die detaillierte Untersuchung der biotrophen Phase
geschlussfolgert werden, dass Chitinasen fiir die Infektion der Wirtspflanze, die in planta
Proliferation, die Tumorentwicklung, die Sporulation und die Sporenkeimung, sowie die

darauf folgende meiotische Teilung zur Generierung haploider Sporidien verzichtbar sind.

2.1.4.8 Chitinasen werden nicht fiir die ernihrungsbedingte Akquisition exogenen
Chitins benotigt

Einige Organismen exprimieren Chitinasen, um exogenes Chitin abzubauen und fiir die
erndhrungsbedingte Akquisition nutzbar zu machen (Leake und Read, 1990). In Trichoderma
spec. konnte z.B. gezeigt werden, dass die Induktion von Chitinasegenen und die daraus
resultierende chitinolytische Aktivitdt durch exogene CHOS reguliert werden (Gruber et al.,
2011; Ulhoa und Peberdy, 1991). Die Regulation der Chitinasen hingt dabei auch von den N-
Acetyl-Glukosaminidase-Genen nagl und nag2 ab (Lopez-Mondéjar et al., 2009). Auch in
Bakterien wurde eine spezifische Regulation von Chitinasen beobachtet. So konnte
beispielsweise in Streptomyces spec. und Vibrio spec. gezeigt werden, dass die Expression
von Chitinasen Glukose-reprimiert ist, durch Chitin jedoch aktiviert wird (Li und Roseman,
2003; Saito et al., 1998; Saito et al.,, 2000). AuBBerdem wird in S. marcescens die Expression
von Chitinasen mittels spezifischer Aufnahme von (GIcNAc), durch das Phosphotransferase-

System reguliert (Uchiyama ef al, 2003), wodurch eine positive Riickkopplungsschleife
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entsteht, welche den Abbau von langkettigem Chitin begiinstigt und die Akquisition in Form
von GlcNac und (GIcNAc), verbessert.

Um zu testen, ob Chitinasen in U. maydis ebenfalls eine Rolle fiir die Akquisition von
exogenem Chitin spielen, wurde das Wachstum Chitinase-defizienter Stimme auf
verschiedenen chitinhaltigen Medien untersucht. Dazu wurden die Stimme AB33,
AB33cts1Acts2Acts3A (Mutante der gesamten GH18-Familie) und AB33cts4A (N-Acetyl-
Glukosaminidase-Mutante) zundchst auf CM-Agar Platten und entsprechenden, mit
Chitinflocken oder kolloidalem Chitin substituierten CM-Agar Platten hinsichtlich ihres
Koloniewachstums untersucht.

Die Analyse der Koloniemorphologie, zwei Tage nach Auftropfen, zeigte jedoch keine
offensichtlichen Unterschiede im Wachstum der Mutanten im Vergleich zum Ausgangsstamm

AB33 (Abb. 2.20).

CM +KC CM +Glc

CM +KSC
CM +KSC +Glc

Abb. 2.20: Die chitinolytischen Enzyme werden nicht fiir das Wachstum auf chitinhaltigem CM Medium
benotigt. Koloniemorphologie der Chitinase-Dreifach-Deletionsmutante sowie der N-Acetyl-Glukosaminidase-
Mutante auf chitinhaltigem CM. Alle Stimme zeigen starkes Wachstum auf CM-Glc (oben, links). Das
Wachstum auf CM mit kolloidalem Chitin (KC; mitte links) oder Chitin aus Krabbenschalen (KSC; unten, links)
als vorherrschende Kohlenstoff-Quelle ist reduziert, zeigt jedoch keine Unterschiede zum Ausgangsstamm
(AB33, WT). Auf Medium, welches die angegebenen Chitin-Derivate in Kombination mit Glukose enthalt, ist
das Wachstum vergleichbar mit dem auf CM-Glc. Kulturen der jeweiligen Stimme wurden bis zu einer ODg
von | angezogen. AnschlieBend wurden Verdiinnungen mit einer ODgyy von 0,1, 0,01 und 0,001 hergestellt und
jeweils 5 ul aufgetropft. GroBenstandard: 1 cm
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Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Chitinasen keine Rolle in der Metabolisierung
langkettiger Chitin-Derivate spielen. AufBlerdem zeigte die Analyse, dass Chitin keine
inhibitorische Wirkung auf das Wachstum von U. maydis hat. Da fiir die Analyse CM
verwendet wurde, konnten jedoch andere Medienbestandteile, wie z.B. Hefe-Extrakt, den
Mangel der vorherrschenden Kohlenstoffquelle Glukose kompensieren. Daher wurde die
Analyse mit Ammonium-Minimalmedium wiederholt. Jedoch zeigte auch hier keine der
untersuchten Mutanten einen Unterschied zu AB33 (Abb. 2.21). Gegeniiber Glukose-haltigem
Medium war das Wachstum auf Medium mit kolloidalem Chitin als einziger

Kohlenstoffquelle deutlich schwicher.

AM

+ Glucose AM

+ Kolloidales Chitin + Kolloidales Chitin
1 ODgqo 0,001 1 ODgqq 0,001

AB33
cts1A
cts2A4
cts34
cts1/24
cts1/34
cts2/34
cts1/2/34
cts4A

cts1/2/3/4A

Abb. 2.21: Die chitinolytischen Enzyme aus U. maydis werden nicht fiir das Wachstum auf chitinhaltigem
Minimalmedium benétigt. Koloniemorphologie der Chitinase-Dreifach-Deletionsmutanten sowie der N-
Acetyl-Glukosaminidase Mutante auf chitinhaltigem Ammonium Minimalmedium (AM). Das Wachstum der
Deletionsmutanten unterscheidet sich sowohl auf der Kontrollplatte (AM +Glc +KC) als auch auf der Testplatte
(AM +KC) nicht von AB33. Auf Glukose-haltigem Medium ist verstirktes Wachstum zu beobachten. Kulturen
der jeweiligen Stimme wurden bis zu einer ODgy von 1 angezogen. AnschlieBend wurden Verdiinnungen mit

einer ODg von 0,1, 0,01 und 0,001 hergestellt und jeweils 5 pl aufgetropft. GroBBenstandard: 0,5 cm.

Aus der Analyse des Wachstums kann geschlussfolgert werden, dass die Akquisition von
langkettigem, exogenem Chitin zu Erndhrungszwecken unter den getesteten Bedingungen

irrelevant fiir das Wachstum von U. maydis ist bzw., dass Chitinasen darin keine Funktion
haben.
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2.1.4.9 Chitinasen tragen nicht zur Stresstoleranz von U. maydis bei

Der Einfluss von Ctsl und Cts2 auf die Zellteilung von U. maydis, sowie die beobachtete
Lokalisation von Ctsl in der Teilungszone und an den Zellwinden der leeren Abschnitte im
Filament ldsst auf eine Funktion in der Remodellierung der Zellwand schlieBen. Eine
verdnderte Zellwandzusammensetzung in Abwesenheit chitinolytischer Enzyme konnte sich
wiederrum auf die Stresstoleranz von U. maydis auswirken.

Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Chitingehalt der Zellwand und einer verdnderten
Stressresistenz gegeniiber den Zellwandstress-induzierenden Agenzien CW und Kongorot
(CR; congo red) wurde in S. cerevisiae belegt. So konnte in Chitinsynthase-Mutanten eine
erhohte Stresstoleranz beobachtet werden (Imai ef al., 2005; Roncero et al., 1988). Anders
verhélt es sich in Mutanten, in welchen die Glukansynthese bzw. die Mannosylierung von
Mannoproteinen der Zellwand gestort ist. In diesen Mutanten ist der Chitingehalt der
Zellwand erhoht und folglich die Toleranz gegeniiber CW und CR reduziert. Auch in den
filamentds wachsenden Ascomyceten A. nidulans und A. niger konnten durch Stresstests mit
verschiedenen Stressinduktoren Mutanten isoliert werden, die Defekte in der
Zellwandassemblierung aufweisen (Damveld ef al., 2008; Hill et al., 2006).

In U. maydis fiihrte die Deletion des Chitinasegens cts/ jedoch nicht zu einer verdnderten
Stresstoleranz (Koepke, 2010). Ein moglicher Grund hierfiir konnte funktionelle Redundanz
sein, wie sie auch fiir Cts1 und Cts2 wéhrend der Zellteilung beobachtet wurde (Abb. 2.9).
Um zu testen, ob multiple Deletionen chitinolytischer Enzyme zu verdnderter Stress-Toleranz
fithren, wurden die entsprechenden Deletionsstimme wihrend des Hefe-artigen und des
filamentdsen Wachstums auf Festmedium verschiedenen Stress-induzierenden Bedingungen
ausgesetzt. Untersucht wurden das Wachstum und die Koloniemorphologie unter Zellwand-,
Salz-, osmotischem und oxidativem Stress (auf CM 1 % Glc und NM 1 % Glc Platten versetzt
mit: 150 pg/ml CW, 50 pg/ml CR, 1,5 mM Wasserstoffperoxid, 100 pg/ml SDS, 1 M NaCl
oder 1 M Sorbitol). Dabei zeigte sich, dass keine der untersuchten Mutanten eine verdnderte
Stresstoleranz aufwies (Abb. 2.22). Daher kann geschlussfolgert werden, dass die
chitinolytischen Enzyme aus U. maydis irrelevant fiir die Resistenz oder Sensitivitit

gegeniiber den untersuchten Stressinduktoren sind.

Abb. 2.22 (nidchste Seite): Die chitinolytische Maschinerie von U. maydis ist irrelevant fiir die
Stresstoleranz. Koloniewachstum und Morphologie von Chitinase- und N-Acetyl-Glukosaminidase-Mutanten
auf CM und NM Festmedien. Unterschiedliche Stressbedingungen wurden durch die Zugabe von CW, CR,
Wasserstoffperoxid (H202), Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS), NaCl und Sorbitol erzeugt. Die Kulturen wurden
bis zu einer ODgyy von 1 angezogen und auf 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 verdiinnt. Jeweils 5 pl jeder Verdiinnung
wurden aufgetropft und 24 Stunden bei 28 °C inkubiert.
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2.1.5 Biochemische Charakterisierung des chitinolytischen Repertoires

In der genetischen Analyse konnte gezeigt werden, dass Ctsl und Cts2 wéhrend der
saprotrophen Phase redundante Funktionen in der Cytokinese ausiiben (Abb. 2.9). Dies steht
im Widerspruch zu vorangegangenen Arbeiten, in welchen gezeigt wurde, dass Ctsl die
einzige aktive Chitinase in U. maydis ist (Koepke ef al., 2011). Wéhrend des Hefe-artigen
Wachstums werden laut Genexpressions-Analysen die Chitinasegene cts/ und cts2 auf
gleichem Niveau sowie die N-Acetyl-Glukosaminidase cts4 schwach exprimiert (Anhang:
Abb. 6.9; Heimel et al, 2010). Nach Induktion des filamentésen Wachstums wird cts2
drastisch herunter reguliert, sodass hauptsédchlich cts/ und cts4 exprimiert werden (Abb. 6.9,
Heimel et al., 2010; Lanver et al., 2014). cts3 ist sowohl wéhrend des Hefe-artigen als auch
wihrend des filamentosen Wachstums lediglich auf einem sehr basalen Niveau exprimiert,
was auch in der vorliegenden Arbeit anhand semi-quantitativer RT-PCR bestitigt und durch
die Immunhistochemische Analyse eGfp-markierter Proteinvarianten bekriftigt werden
konnte (Abb. 6.9, Abb. 2.11). Um einen besseren Einblick in die Wirkungsmechanismen der
chitinolytischen Enzyme zu erlangen, wurden ihre Aktivititen mit Hilfe unterschiedlicher,
biochemischer Ansétze untersucht.

In vorangegangenen Arbeiten wurde Ctsl bereits heterolog in E. coli exprimiert und
aufgereinigt (Jankowski, 2013). Zur Aufreinigung von Cts2 und Cts3 wurde daher zunédchst
die gleiche Expressionsstrategie gewihlt. Es zeigte sich jedoch, dass die mit einem Hisg-Tag
markierten Proteinvarianten in den E. coli Expressionsstimmen ,,Rosetta pLys* und ,,Rosetta
GAMI“ in der unloslichen Fraktion (Inkulsionskdrper) aggregierten (Daten nicht gezeigt). Die
unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigten Enzyme zeigten nach Riickfaltung keine
Aktivitdt. Daher wurde im néchsten Schritt versucht, durch die Verwendung eines N-
terminalen GST-Tags (Glutathion-Serin Transferase) die Loslichkeit der Proteine zu erhdhen.
Die Expression GST-markierter Proteinvarianten erzeugte jedoch ebenfalls lediglich Protein
in der unloslichen Fraktion. Um das Problem der Loslichkeit der heterolog exprimierten
Proteine zu umgehen, wurde im Anschluss ein zellfreies System zur Expression mittels
Weizenkeimextrakt (WGE; wheat germ extract) verwendet. Die heterologe Expression der
drei Chitinasen mittels WGE funktionierte, jedoch konnten in der Western-Blot Analyse
besonders fiir Cts1 und Cts2 starke Abbaubanden beobachtet werden (Abb. 2.23).
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Abb. 2.23: In vitro Expression der Chitinasen Cts1, Cts2 und Cts3 aus U. maydis. SDS-PAGE und Western-
Blot Analyse der Hisg-markierten Chitinasevarianten nach WGE-expression. Die SDS-PAGE Analyse (rechts)
zeigt, dass alle Chitinasen exprimiert wurden. Als Kontrolle diente WGE ohne Expressionsplasmid. In der
Western-Blot Analyse zeigen die Chitinasen Ctsl und Cts2 Degradationsbanden. Es wurden jeweils 2 ul der
WGE-Reaktion fiir die Detektion verwendet. Die Detektion erfolgte mittels Anti-His Antikorpers.

In der anschlieBenden Aktivititsbestimmung der in vitro exprimierten Chitinasen mit Hilfe
des fluorogenen Chitinasesubstrats 4-Methylumbelliferyl-B-D-N,N’,N"-Triacetyl-Chitotriose
(MUCGC;), mittels eines Nachweises reduzierender Enden durch Dinitrosalicylsdure und eines
Tropf-Aktivitétstests mit dem Substrat Glykolchitin zeigte sich jedoch, dass wiederum
lediglich Cts1 aktiv war (Daten nicht gezeigt). Ein moglicher Grund fiir die fehlende Aktivitdt
konnte darin liegen, dass Cts2 und Cts3 mdglicherweise im ER und dem Golgi-Apparat
glykosyliert werden miissen, was in der in vitro Expression nicht moglich ist. Aufgrund der
fehlenden Aktivitdt in vitro exprimierter Enzyme war eine ndhere Charakterisierung der
Chitinasen Cts2 und Cts3 nicht moglich. Daher wurde die weitere Charakterisierung der
Chitinaseaktivitidten direkt mit Kulturen oder mit Gesamtprotein-extrakten der jeweiligen

Deletionsstimme vorgenommen.

2.1.5.1 Ctsl und Cts2 sind in Sporidien aktiv, wihrend in Filamenten lediglich Ctsl
aktiv ist

Die Funktion von Ctsl und Cts2 wihrend der Cytokinese ldsst darauf schlieen, dass beide
Chitinasen wihrend des Hefe-artigen Wachstums aktiv sind, wéhrend in Filamenten lediglich
eine Funktion von Ctsl beobachtet werden konnte. Um zu untersuchen welche Chitinasen in
der jeweiligen Wachstumsphase in vivo aktiv sind, wurde die Chitinaseaktivitit von
Gesamtzellextrakten in einem Tropf-Gelaktivitétstests mit Hilfe des 16slichen Chitinderivats
Glykolchitin getestet. Die Analyse der Proteinextrakte aus Hefe-artig wachsenden Zellen
ergab, dass sowohl Ctsl als auch Cts2 wihrend des saprotrophen Wachstums aktiv sind (Abb.
2.24 A). Die Einzeldeletionen von cts/ und cts2 flihrten jeweils zu einer Verringerung der
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Chitinaseaktivitdt. Die Doppeldeletion von cts/ und cts2 fithrte zum kompletten Verlust der
Aktivitdt. Die Deletionen von cts3 und cts4 hatten, wie erwartet, keinen Einfluss auf die
Aktivitédt gegeniiber Glykolchitin. Die Doppeldeletionen von cts/ und cts3 sowie von cts2 und
cts3 fithrten zu einer Verringerung der Aktivitdt, wie sie auch in den jeweiligen
Einzelmutanten (AB33ctslA, AB33cts2A) zu beobachten waren. In Zellextrakten aus
Filamenten fiihrte dagegen bereits die Einzeldeletion von cts/ zu einem kompletten Verlust

der Chitinaseaktivitit gegeniiber Glykolchitin (Abb. 2.24 B).
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1/24 1/34 2/3A  1/2/34 1/2/3/44 Abb. 2.24: Ctsl und Cts2 sind wihrend des Hefe-artigen
Wachstums aktiv, wihrend lediglich Ctsl in Filamenten
aktiv ist. Tropf-Gelaktivititstest mittels Glykolchitin auf
Chitinaseaktivitdt von Proteinextrakten aus AB33 und Chitinase-
defizienten Stimmen. 20 pg des Gesamtproteinextrakts wurde
auf ein 12 % Polyacrylamidgel mit 1 % Glykolchitin
aufgetropft. Nach 24-stiindiger Inkubation wurde das Gel mit
CW geférbt und anschlieBend {iber Nacht mit Wasser entfarbt.
Chitinaseaktivitit ist als dunkler Hof erkennbar. Jeweils untere
Reihe: Coomassie-Farbung (Ladekontrolle). (A) Wéhrend des
Hefe-artigen Wachstums zeigen AB33cts1A und AB33cts2A im
Vergleich zu AB33 reduzierte Chitinaseaktivitit. Stimme, in
denen beide Chitinasen deletiert sind, zeigen einen
Komplettverlust der Chitinaseaktivitdt. (B) Wahrend des
filamentdsen Wachstums ist lediglich Ctsl aktiv. Die Deletion
des cts1-Gens fiihrt dementsprechend zu einem Komplettverlust
der Aktivitit.
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Die Analyse der Chitinaseaktivititen der Gesamtproteinextrakte Hefe-artig und filamentos
wachsender Zellen zeigte, dass Ctsl und Cts2 in Sporidien aktiv sind. Proteinextrakte aus
Filamenten weisen lediglich Cts1-Aktivitdt auf. Durch die Aktivitidten der Chitinasen konnen
somit die in der genetischen Analyse beobachteten Phinotypen erkliart werden. Dennoch ist
unklar, warum die Aktivitit von Cts2 in Kulturen mittels des Substrats MUC; nicht
nachgewiesen werden konnte. Auch die Aktivitdt der N-Acetyl-Glukosaminidase Cts4 konnte
mittels des Substrats Glykolchitin nicht nachgewiesen werden. Eine Moglichkeit fiir die
fehlende Cts4-Aktivitdt ist, dass Cts4 das Langkettige Chitin-Derivat Glykolchitin nicht als
Substrat akzeptiert oder dass die Aktivitit gegeniiber lingeren CHOS zu gering und damit

unter dem Detektionslimit ist.
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2.1.5.2 Cts4 ist eine aktive N-Acetyl-Glukosaminidase

Laut Doménen- und Proteinstrukturanalyse handelt es sich bei Cts4 um eine aktive N-Acetyl-
Glukosaminidase. Diese Enzymfamilie spaltet hauptsidchlich (GIcNAc), in GIcNAc-
Monomere, welche anschliefend als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle metabolisiert werden
konnen (Lopéz-Mondéjar et al., 2009).

Um herauszufinden, ob es sich bei Cts4 tatsichlich um eine funktionelle N-Acetyl-
Glukosaminidase handelt, wurde die Aktivitit von intakten Zellen gegeniiber verschiedener
fluorogener Substrate getestet (Abb. 2.25 A). 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-B-D-Glucos-
aminid (MUQG) diente als spezifisches Substrat fiir N-Acetyl-Glukosaminidasen. Die Substrate
4-Methylumbelliferyl-B-D-N, N’-Diacetyl-Chitobiose (MUC,) und 4-Methylumbelliferyl-3-
D-N, N', N"-Triacetyl-Chitotriose (MUC3) dienten als Chitinase-Substrate zur Kontrolle.

A) Cts4

on Y

HO— 0 P Sl MUG
AcHN

CHs
Cts1

OH OH V

HO HO |
CHa

AcHN AcHN

Cts1
OH OH OH V C
Hoéo oégvoéo o 0.0 MUC,
HO HO HO |
AcHN AcHN AcHN
CHjz
B)
- MUG MUC, MUC,
L
w 800 16000
@ ] 40000
g 600 12000
E 30000
k= 1
E 400 8000 20000
@ 200 4000 10000 -
5 o : — 0+ C— — 0l
AB33 cts14 cts4A cts1A4 AB33 cts1A4 cts4A cts1A . AB33 cts1A cts4A cts1A
cts24 cts24 cts24 cis24 cts2A cfs24
cts3A cts34 cts3A4 cts34 cts34 cts3A
cts4A cts44 cts4A

Abb. 2.25: Cts4 ist eine aktive N-Acetyl-Glukosaminidase. Aktivititstest von intakten Zellen gegeniiber
verschiedener, fluorogener Substrate fiir Chitinasen und N-Acetyl-Glukosaminidasen. (A) Verwendete
fluorogene Substrate zur Bestimmung der Enzymaktivitit. 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-B-D-Glukosaminid
(MUG) diente als spezifisches Substrat fiir N-Acetyl-Glukosaminidasen. Die Substrate 4-Methylumbelliferyl-p-
D-N, N'-Diacetyl-Chitobiose (MUC,) und 4-Methylumbelliferyl-B-D-N, N’, N"-Triacetyl-Chitotriose (MUC;)
dienten zur Kontrolle als Chitinase Substrate. Pfeile geben die Schnittstelle der jeweiligen Enzyme an. (B)
Enzymtest fiir Chitinasen und N-Acetyl-Glukosaminidasen von intakten Zellen. Zellen in denen cts4 deletiert
war, verloren jegliche Aktivitdt gegeniiber MUG. Chitinase-defiziente Zellen wiesen keine Aktivitit gegeniiber
MUC, und MUC; auf. Fiir die Messung wurden 30 pl von Kulturen einer ODggy von 1,0 verwendet.
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Die Analyse bestitigte, dass es sich bei Cts4 um eine aktive N-Acetyl-Glukosaminidase
handelt.  Kulturen, in  welchen das cts4-Gen deletiert war (AB33ctsd4A,
AB33cts1Acts2Acts3Acts4A), zeigten keinerlei Aktivitdt gegeniiber MUG (Abb. 2.25 B).
Umgekehrt verloren die Chitinase-defizienten Stimme, wie erwartet, jegliche Aktivitét
gegeniiber den Chitinase-Substraten MUC, und MUC;. Da die Aktivitit von Cts4 fiir die
Degradation von MUG sowohl erforderlich als auch ausreichend ist, kann geschlussfolgert
werden, dass Cts4 die einzige aktive N-Acetyl-Glukosaminidase in U. maydis ist. AuBBerdem
konnte durch die Analyse der Chitinaseaktivitit gezeigt werden, dass neben Ctsl, Cts2 und

Cts3 keine weiteren aktiven Chitinasen in U. maydis vorhanden sind.

2.1.5.3 Lediglich Cts1 zeigt Aktivitiit gegeniiber MUC,; und MUC3;

Die Analyse der chitinolytischen Aktivitdit von AB33ctslActs2Acts3A ergab, dass in diesem
Stamm keine Chitinaseaktivitdt gegeniiber den gidngigen fluorogenen Substraten MUC, und
MUC; vorhanden war. Dies ist konsistent mit vorangegangenen Analysen, wonach bereits
intakte cts/A-Zellen keinerlei Aktivitdt gegeniiber MUC; besitzen (Koepke et al., 2011). Die
Analyse der Aktivitit von Zellextrakten mit Hilfe von Glykolchitin (Abb. 2.24) konnte jedoch
Aktivitat fiir Ctsl und Cts2 nachweisen, was im Widerspruch mit den Ergebnissen der
Aktivititstests mit den fluorogenen Substraten steht. Obwohl Cts2 ein N-terminales
Signalpeptid enthilt, konnte fehlende Sekretion ein Grund fiir die Diskrepanz der Analyse von
Proteinextrakten und intakten Zellen sein. In Pflanzen werden z.B. Chitinasen der
Glykosylhydrolase 19 Familie durch eine C-terminale Signalsequenz in die Vakuole
transloziert (Neuhaus et al., 1991; Stigliano et al., 2014). Fiir fehlende Sekretion wiirde auch
die beobachtete Akkumulation von Cts2G im Endomembransystem sprechen (Abb. 2.11).

Um zu tberpriifen ob fehlende Sekretion von Cts2 zu den Unterschieden zwischen den
Analysen von intakten Zellen mit MUCs (und MUC,) und Gesamtzellextrakten (GZE) mit
Glykolchitin fiihrt, wurde die Aktivitit von intakten Zellen und Gesamtproteinextrakten
gegeniiber MUC; und MUC, getestet. Wie erwartet hatte die Deletion von cts3 keinen
Einfluss auf die chitinolytische Aktivitdt. Die Deletion von cts/ fiihrte jedoch sowohl mit
intakten Zellen, als auch mit Zellextrakten zu einem kompletten Verlust der Chitinaseaktivitit
gegeniiber MUC; und MUC, (Abb. 2.26). Die Deletion von cts2 hatte keinen Einfluss auf die
Aktivitdt gegeniiber den fluorogenen Substraten. Daher kann ausgeschlossen werden, dass

intrazelluldres Cts2 gegeniiber MUC; und MUC,; aktiv ist.
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Abb. 2.26: Cts2 zeigt gegeniiber den Substraten MUC, und MUC; keine Chitinaseaktivitit. Chitinase-
Aktivitdtstest intakter Zellen und Gesamtzellextrakten (GZE) mit den Substraten MUC, und MUC;. Die
Deletion von cts/ fiihrt sowohl in intakten Zellen als auch in Proteinextrakten zu einem kompletten Verlust der
Aktivitit. Die Deletion von cts2 oder cts3 hat hingegen keinen Einfluss auf die Chitinaseaktivitit. Fiir die
Messung wurden 30 pl von Kulturen einer ODgyy von 1,0 verwendet. Gesamtzellextrakte (GZE) wurden aus
denselben Kulturen hergestellt und entsprechend verdiinnt. AnschlieBend wurden ebenfalls 30 pl der GZE fiir
die Messung verwendet.

2.154 Ctsl und Cts2 unterscheiden sich in ihrer Substratbindung oder
Schnittstellenpriferenz

Fehlende Sekretion von Cts2 konnte als Grund fiir die Diskrepanz zwischen den
unterschiedlichen Aktivitétstests ausgeschlossen werden. Eine weitere Erkldrung fiir die
fehlende Aktivitdt von Cts2 gegeniiber MUC; und MUC,; koénnte in der Substraterkennung
von Chito-Oligosacchariden oder in der Schnittstellenpriferenz liegen. In S. marcescens
konnte bereits gezeigt werden, dass sich die beiden prozessiv wirkenden Exochitinasen ChiA
und ChiB in der Richtung unterscheiden, in der sie die Chitinpolymere abbauen (Hult et al.,
2005; van Aalten et al., 2000). Auch im Vergleich der beiden Hefe-Chitinasen ScCtslp und
KICtslp wurde eine Substratpraferenz beobachtet (Colussi ef al., 2005). Wiahrend KICtslp
eine relativ hohe Affinitit zu MUC; aufweist, kann ScCtslp das Substrat, dhnlich wie
UmCts2, nicht verwerten.

Um herauszufinden ob Cts2 kurzkettige CHOS als Substrat verwerten kann, wurden die
Reaktionsprodukte aus der Inkubation von Zellextrakten mit (GlcNAc)s und (GIcNAc),
mittels hydrophiler Interaktions-Fliissigchromatographie gekoppelt mit Evaporations-
Lichtstreuungs-Detektion und Elektrosprayionisation-Massenspektrometrie (HILIC-ELSD-
ESI-MS"; Hamer et al., 2015) analysiert. Dazu wurden Proteinextrakte aller Chitinase-
Deletionsmutanten iiber Nacht mit (GlcNAc)s bzw. (GIcNAc)s inkubiert, die
Reaktionsprodukte iiber GroBenausschluss-Chromatographie — aufgereinigt und die
niedermoleklaren Verbindungen anschliefend detektiert. Als Referenz wurden zunéchst die

UPLC- und Massenspektren spezifischer, hochreiner acetylierter CHOS (A2 = (GIcNAc), bis
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A6 = (GIcNAc)s) bestimmt (Abb. 2.27 A) und mit den theoretischen Massen der
entsprechenden Addukt-Ionen abgeglichen (Abb. 2.27 B; pers. Mitteilung: B. Morschbacher).
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Abb. 2.27: UPLC-MS Analyse spezifischer Chito-Oligosaccharide. (A) Extrahierte Ionen-Chromatogramme
(EIC) und dazugehorige Massenspektren spezifischer CHOS nach Auftrennung und Detektion mittels HILIC-
ESI-MS". (GIcNAc), (A2; m/z 425,2; griin), (GlcNAc); (A3; m/z 628,3; rot), (GIcNAc), (A4; m/z 831,4;
violett), (GIcNAc)s (AS; m/z 517,5; gelb) und (GIcNAc)s (A6; m/z 619,3; schwarz). (B) Theoretische Massen
der CHOS verschiedener Ladungen und Addukte (assoziierte lonen), die fiir die Erstellung der EIC verwendet
wurden.

Die HILIC-ELSD-ESI-MS" Analyse der Reaktionsprodukte ergab, dass AB33 (GlcNAc)s
(A6) iiberwiegend in (GIcNAc); (A3) und (GlcNAc), (A2) spaltet (Abb. 2.28 A, B). In
AB33ctslActs2A Stdmmen konnte, wie erwartet, keine Chitinaseaktivitit nachgewiesen

werden. Sowohl AB33ctslA als auch AB33cts2A konnte (GIcNAc)s in (GlecNAc); und

64



Ergebnisse

(GIcNAc), spalten. Ahnliche FErgebnisse zeigten auch die Analysen der Doppel-
Deletionsmutanten und die Analyse der Reaktionsprodukte aus der Inkubation mit (GIcNAc)4

als Substrat (s. Anhang Abb. 6.10).

A)
Intens.
7
A T I ;A A 8
8] 1 1 1 1 1 1 1 1
. 1 W 1 1 \ 1 1 1 1 1
1 HF‘ 1 1 f | 1 1 1 1 1
24 1 Y 1 1 1 1 1 1 1
1 ﬂ\r ‘L, J 1 v l'{ Fll\ 1 1 1 1 1
N 1/ N“MN | W\:‘ 1 1 H I‘IM/ }» 1 1 1 1 1
0 i Tl | [0 Y TAN al 1
] 1 1 1 1 1 1 1 1
8 cts14 1 1 1 1 ] 1 1 1
1 1 1 L} L} L} 1 1
' ' ) : C C
24 : : : | 1 1 1 1 1
] 1 W\b 1 ' V /\ 1 1 1 1 1
] | \ \
'j% i JA A e
b 1 1 1 1 1 1 1 1
8 cts24 1 1 1 1 1 1 1 1
| 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 vl 1 1 1 1 1
2] 1 fﬂ 1 1 Jl\ 1 1 1 1 1
4 1 " ‘m 1 1 “ 4 )A\ 1 1 1 ] 1
- [ h 1 ] k ] ] ] 1 ]
] 'JJJ. U\L'Wwwmr'l‘ﬁ\"m ! ' \\""\ \k ! 'A/\M‘ W N e
T T 1 t T T T Y
8 _- cts1A cts24 1 1 1 1 1 1 1
] 1 1 1 1 1 1 1 1
- ' 1 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1
N 1 1 1 1 ] ] 1 1
0 ' 1 ' ! . 1 1 v 1 1 . [ N '
4.0 50 6.0 7.0 8.0 .
t [min]
B) A2 A3 A4 AG
Intens. Intens. Intens. Inlfns 26
"o niver (%] B (%1 w14 (M2H1]
100 4252 100 o8 100 B4 00 8193
80 80 80
50 a2 80 50
0 s 40 - 40 "
NEDENY N : ! g ey
0 i A wiladl i fo O N - o i} ey " ; |
400 500 miz 580 600 620 640 660 680 400 500 600 700 800 @z 200 600 1000 1400 mfz
C) 12
10+
= 8-
_E 4
*
- 6 .
< _
L 4
2~ wkk Hkk
AB33 | cisT4 | cis24 | cls1a | cis24 | AB33 | cls1A | cls24 | cls1A | cis24
cls3a ' cts34 cts3a | cts34
(GlcNAc), (GlcNAc),

Abb. 2.28: Cts1 und Cts2 produzieren unterschiedliche Mengen von A2 und A3 aus A6.

65



Ergebnisse

Abb. 2.28 (fortgesetzt): Cts1 und Cts2 produzieren unterschiedliche Mengen von A2 und A3 aus A6. (A)
Extrahierte lonen-Chromatogramme (EIC) der Hydrolyseprodukte aus der Inkubation von (GlcNAc)s (A6) mit
5ug U maydis Gesamtproteinextrakten. Die Reaktionsprodukte wurden mittels HILIC-ELSD-ESI-MS"
analysiert. (GIcNAc), (A2; m/z 425,2; griin), (GlcNAc); (A3; m/z 628,3; rot), (GlcNAc), (A4; m/z 831,4;
violett) und (GlcNAc)s (A6; m/z 619,3; schwarz). (B) ESI-MS Spektrum der Hydrolyseprodukte (A2, A3, A4
und A6). Exemplarische Darstellung der Massenspektren zu den jeweiligen EIC aus (A). Die Massenspektren
von A2, A3 und A4 entstammen der Analyse der AB33 Hydrolyseprodukte. Das Massenspektrum von A6

entstammt dem EIC der AB33ctslActs2A Mutante. (C) Molare Verhiltnisse zwischen A2 und A3 nach
Inkubation von A6 oder A4 mit Gesamtproteinextrakten aus AB33 oder den jeweiligen Chitinase-
Deletionsmutanten. cts/-defiziente Stimme produzieren ein signifikant geringeres A2/A3-Verhéltniss als AB33
oder cts2-defiziente Stimme. Die molaren Mengen des jeweiligen Chito-Oligomers wurden aus der Peak-Flache
des ELSD-Signals berechnet. Als Mengenstandard dienten definierte Mengen definierter Chito-Oligomere (A2-
A6; 50 ng, 125 ng, 187,5 ng, 250 ng, 500 ng, 1 pg). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung aus drei
unabhédngigen Experimenten. *, p<0,05 (T-Test).***, p<0,0005 (T-Test).

Somit kann geschlussfolgert werden, dass sowohl Ctsl als auch Cts2 kurze CHOS der
Kettenldngen n=6 und n=4 als Substrate erkennen und akzeptieren. Die weitere Analyse der
molaren Verhiltnisse zwischen (GlcNAc), (A2) und (GlcNAc); (A3) zeigte jedoch, dass
Mutanten, welchen die Chitinase Cts1 fehlt, deutlich geringere A2/A3-Mengen, also deutlich
weniger Dimere, produzieren (Abb. 2.28 C). cts24-Mutanten hingegen, produzierten A2/A3-
Mengen, die mit AB33 vergleichbar waren, was ein Indiz fiir unterschiedliche

Substratbindung oder Schnittstellenpriaferenz von Cts1 und Cts2 sein konnte.

Zusammenfassend kann durch die Analyse der chitinolytischen Aktivititen geschlussfolgert
werden, dass U. maydis mit Cts] und Cts2 zwei aktive Chitinasen und mit Cts4 eine aktive N-
Acetyl-Glukosaminidase exprimiert. Cts3 trdgt unter den getesteten Bedingungen nicht zum
chitinolytischen Repertoire von U. maydis bei. Wihrend in Hefe-artig knospenden Zellen
sowohl Cts1 als auch Cts2 aktiv sind, ist in Filamenten lediglich Cts1-Aktivitidt messbar. Ctsl
und Cts2 scheinen sich des Weiteren in ihrer Substratbindung oder Schnittstellenpriaferenz zu
unterscheiden, was dazu fiihrt, dass lediglich Ctsl-Aktivitit mittels MUC; und MUC,
nachzuweisen ist. Somit steht mit den fluorogenen Substraten ein Chitinase-Assay zur

Verfiigung, der spezifisch fiir Cts1 ist.
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2.2 Der Rrm4-abhingige Proteinimport in Mitochondrien

In Vorarbeiten wurden spezifische mRNAs mitochondrialer Proteine als Ziel-mRNAs des
Rrm4-abhédngigen RNA-Transports identifiziert (Abb. 2.29 A; Konig et al., 2009; Haag,
2013). Viele dieser Ziel-mRNAs kodieren Proteine der mitochondrialen Atmungskette (Abb.
2.29 B). AuBBerdem wurde gezeigt, dass einige der mitochondrialen Proteine in Abhidngigkeit
von Rrm4 differenziell exprimiert werden und ihre Menge, vor allem in der Membran-
assoziierten Fraktion, zwischen Wildtyp und rrm4A-Mutante stark variiert (Koepke, 2010).
Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die Deletion von rrm4 wihrend des
filamentésen Wachstums zu einer erhOhten Produktion von mitochondrialen, reaktiven

Sauerstoff-Spezies (ROS, reactive oxygen species) fiihrt (Abb. 2.29 C; Koepke, 2010).
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Abb. 2.29: mRNAs mitochondrialer Proteine sind Ziele des Rrm4-abhiingigen Transports. (A) Ziele des
Rrm4-abhédngigen Transports in der Atmungskette, welche durch in vivo UV-Vernetzung (Konig et al., 2009;
Haag, 2013; griin, CLIP; crosslinking immunoprecipitation) und differenzielle Proteom-Analyse (Koepke, 2010;
blau, DIGE; 2D fluorescence differential gel electrophoresis) identifiziert wurden. Dargestellt sind die jeweils
signifikantesten Ziele der Komplexe I, III und V. (B) Prozentuale Verteilung der Rrm4-Ziel-mRNAs aus der
mitochondrialen Atmungskette auf die fiinf Proteinkomplexe: 34 % Komplex I, 9 % Komplex II, 16 % Komplex
111, 13 % Komplex 1V, 28 % Komplex V. Daten extrahiert und zusammengefasst aus (Konig et al., 2009; Haag,
2013; Koepke, 2010). (C) Komplex I-abhéingiger Elektronentransport und Superoxidproduktion in der
Atmungskette. Elektronen werden wéhrend des linearen Elektronentransports von NadH/H+ iiber Komplex I auf
den Ubichinon-Pool und weiter auf Komplex III iibertragen. Unter Stress-Bedingungen kommt es zum reversen
Elektronentransport (RET) zuriick auf Komplex I, was durch die Ubertragung von Elektronen auf molekularen
Sauerstoff zur Bildung von Superoxid (O,’, SOX = ROS) fiihren kann.
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Ein moglicher Grund fiir die erhohte ROS Produktion in rrm4A-Filamenten konnte ein
fehlerhafter oder verlangsamter Proteinimport in Mitochondrien in Abwesenheit eines
mRNA-Langstreckentransportsystems sein. Import, Faltung und das Sortieren von Proteinen
in Mitochondrien sind hochgradig regulierter Prozess (Hartl und Neupert, 1990; Ostermann
etal., 1989). Auflerdem konnte in verschiedenen Modellsystemen gezeigt werden, dass
mRNAs, welche mitochondriale Proteine kodieren (insbesondere Atmungsketten-Proteine),
mit Hilfe RNA-bindender Proteine an der Oberfliche von Mitochondrien lokalisieren
(Matsumoto et al., 2012; Kaltimbacher et al., 2006). Daher konnte besonders in Filamenten
ein effizienter mRNA-Langstreckentransport wichtig fiir die Translokation der mRNAs bzw.
der entsprechenden Genprodukte zu Mitochondrien sein und somit den Import und die

Assemblierung von Proteinkomplexen der Atmungskette beeinflussen.

2.2.1 Eine Inhibition der Atmungskette fiihrt zum Verlust des filamentosen Wachstums

rrm4A-Mutanten weisen wihrend des filamentosen Wachstums einen charakteristischen
bipolaren Phénotyp auf (Becht efal, 2006). Um zu testen, ob Fehlfunktionen der
mitochondrialen Atmungskette die Filamentmorphologie beeinflussen und somit zu dem
beobachteten Phianotyp beitragen konnen, wurde die Auswirkung verschiedener Inhibitoren
auf die Filamentmorphologie untersucht. Dazu wurde in AB33 Zellen das filamentdse
Wachstum induziert und nach drei Stunden die Inhibitoren Rotenon (Komplex I Inhibitor),
Antimycin-A und Myxothiazol (beides Komplex III Inhibitoren) zugegeben (Abb. 2.30 C).
Sechs Stunden nach Filamentinduktion konnte in allen behandelten Kulturen eine deutliche
Inhibition des filamentdsen Wachstums im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet
werden (Abb. 2.30 A). Die Inhibition der Atmungskette hatte dabei keinen Einfluss auf den
ATP-abhédngigen molekularen Transport von Rrm4G (Abb 2.30 B). Daher ist ATP-Mangel als

Grund fur die Inhibition des filamentésen Wachstums unwahrscheinlich.

Abb. 2.30 (nichste Seite): Die Inhibition der Atmungskette fiihrt zum Verlust des filamentdsen
Wachstums. (A) Zellmorphologie des Stammes AB33rrm4:egfp nach sechs-stiindiger Filamentinduktion. Die
Zugabe der Inhibitoren Rotenon, Antimycin-A oder Myxothiazol erfolgte drei Stunden nach Induktion. Alle
Inhibitoren fiihren zum Verlust des filamentdsen Wachstums. Grofenstandard: 10 pm. (B) Kymographen zur
Darstellung der Rrm4G-Bewegung. Unter allen getesteten Bedingungen ist molekularer Transport von Rrm4G
vorhanden. (C) Schematische Darstellung der Wirkungsorte der eingesetzten Inhibitoren. Rotenon inhibiert den
Elektronentransport von Eisen-Schwefel-Zentren von Komplex I auf Ubichinon. Myxothiazol bindet an die Q,-
Seite (Ubichinol-Oxidationszentrum)von Komplex III und inhibiert den e’-Transfer auf das Rieske Eisen-
Schwefel Protein. Antimycin-A bindet die Qi-Stelle von Komplex III und inhibiert so den Elektronentransfer
von Hiam-by; zu Ubichinon.
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Abb. 2.30: Die Inhibition der Atmungskette fithrt zum Verlust des filamentésen Wachstums.

2.2.2 Die Deletion von rrm4 hat keinen Einfluss auf die Assemblierung der
Atmungsketten-Komplexe

Friihere Studien haben gezeigt, dass es in rrm4A-Mutanten zu einer erhohten ROS-Produktion
kommt. AuBBerdem ist die m-AAA-Protease Afg3 4,5-fach stirker exprimiert als in Wildtyp-
Filamenten (Koepke, 2010). m-AAA Proteasen sind ein zentraler Bestandteil der
Qualitdtskontrolle wéhrend der Assemblierung von Proteinkomplexen in der inneren
Mitochondrienmembran (Korbel efal, 2004; Arlt etal, 1996; Arlt etal, 1998). Ein
fehlerhafter Proteinimport und eine dadurch verdnderte Assemblierung der Atmungs-
kettenkomplexe konnten daher in rrm4A-Mutanten zu den beobachteten Effekten fithren. Um
zu iberpriifen, ob einzelne Komplexe der Atmungskette in Abwesenheit von Rrm4
unterreprasentiert sind wurden Mitochondrien aus AB33- und AB33rrm4A-Filamenten
isoliert, mitochondriale Proteinkomplexe mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(Blue-Native PAGE) aufgetrennt und semi-quantitativ analysiert (Wittig et al., 2006). Durch
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die Analyse konnten jedoch keine eindeutigen Unterschiede in der GroB3e oder der relativen
Menge der Atmungskettenkomplexe zwischen AB33- und rrm4A-Mutanten festgestellt
werden (Abb. 2.31).
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Abb. 2.31: Rrm4 hat keinen Einfluss auf die Assemblierung von Atmungskettenkomplexen. (A)
Schematische Darstellung der Aufreinigung von Mitochondrien aus U. maydis Kulturen. Protoplastierte Zellen
wurden homogenisiert und Mitochondrien durch differenzielle Zentrifugation aufgereinigt. U1: Uberstand nach
erster Zentrifugation bei 5800 x g; P1: Pellet nach erster Zentrifugation bei 5800 x g; U2: Uberstand nach
zweiter Zentrifugation bei 17000 x g; P2: Pellet nach zweiter Zentrifugation bei 17000 x g. (B) Western-Blot
Analyse der Mitochondrienaufreinigung. In den Fraktionen der Aufreinigung wurden zur Kontrolle typische
mitochondriale und cytoplasmatische Proteine nachgewiesen. Als Mitochondrien-Marker diente die Gfp-
markierte Matrix-Protease Afg3. Als Markerprotein fiir cytoplasmatische Verunreinigungen diente a-Tubulin.
Ladekontrolle: Coomassie Brillant-Blau Farbung. Es wurden jeweils 10 pg Gesamtprotein geladen. (C) Native
gelelektrophoretische Auftrennung der Atmungskettenkomplexe. Atmungskettenkomplexe wurden mittels
schonender Digitonin-Behandlung aus den Mitochondrien der P2-Fraktion (2. Pellet) geldst, mittels
Ultrazentrifugation aufgereinigt und anschlieBend in einem 3-12 % nativen, Bis-Tris Gradientengel
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Kontrollen dienten Filamente des Stammes AB33 und Sporidien des Stammes
FB2. Jeweils 200 pg mitochondriale Proteine wurden fiir die Solubilisierung eingesetzt. 30 ul der 16slichen
Fraktion wurden fiir die Gelelektrophorese verwendet. Protokoll adaptiert von (Wittig et al, 2006). Die
erwarteten GroBen der Komplexe sind rechts angegeben.
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2.2.3 Untersuchung der Dynamik des mitochondrialen Proteinimports

Frithere Arbeiten zeigten, dass die endgiiltige Lokalisation mitochondrialer Proteine nicht von
Rrm4 abhédngt (Koepke, 2010). Dennoch sind einige der mitochondrialen Proteine
differenziell exprimiert und die mitochondriale ROS-Produktion ist in rrm4A-Mutanten
erhoht, was ein Indiz fiir Defekte in der Atmungskette ist. Eine mogliche Erkldrung hierfiir
konnte eine beeintrichtigte Proteinimport-Dynamik sein, die zu mitochondrialem Stress
fiihren konnte. In rrm4A-Mutanten bildet sich wihrend des filamentosen Wachstums ein
mRNA-Gradient aus (Abb. 2.32), welcher dazu fiihren konnte, dass kernnahe und distale
Mitochondrien unterschiedlich gut mit mRNA versorgt werden. Dies konnte wiederrum

Einfluss auf Translationsprozesse haben und somit den Proteinimport beeinflussen.

AB33

Abb. 2.32: Schematisches Modell zur mRNA-Verteilung in AB33- und rrm4A4-Filamenten. In Wildtyp-
Filamenten findet aktiver mRNA-Transport entlang der Mikrotubuli statt. Dadurch wird eine Gleichverteilung
von mRNA im gesamten Filament sichergestellt. Die Deletion von rrm4 fithrt in Filamenten zur Bildung eines
mRNA-Gradienten (Konig ef al., 2009). In kernnahen Bereichen befindet sich mehr mRNA, in distalen
Bereichen weniger. Dadurch konnten distale Mitochondrien unterversorgt werden, was Translationsprozesse und
den Proteinimport beeinflussen konnten. Grau: mRNA-Verteilung (Gradient); rote Linien: mRNA-Molekiile;
schwarze Striche: Mikrotubuli; weiles Oval: Nukleus; rote Kreise: Rrm4; orangene Ovale: Mitochondrien.

Fiir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der mitochondrialen Proteinimportdynamik
wurden zunédchst Kandidatengene identifiziert. Dazu wurden mitochondriale Ziel-mRNAs von
Rrm4 mit den meisten CLIP-Tags (Konig et al., 2009; Haag, 2013) ermittelt und jeweils
diejenigen Kandidaten mit den meisten CLIP-Tags unterschiedlicher Atmungskettenkomplexe
bzw. der mitochondrialen Matrix zugeordnet. Als Kandidaten der Atmungskette wurden nuol
(uml11731; Komplex I) und gcri0 (umi11097; Komplex III) identifiziert. Zusdtzlich wurde das
Gen der Superoxid-Dismutase 2 (sod2; um03085) ausgewahlt. Superoxid-Dismutasen spielen
eine wichtige Rolle in der Vermeidung von oxidativem Stress, da sie mitochondriales

Superoxid in H,O, umwandeln, welches mit Hilfe des Enzyms Katalase zu Sauerstoff und
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Wasser reagiert. Sod2 enthilt laut Vorhersage keine MTS. Dennoch wire es mdglich, dass die
3’'UTR der mRNA fiir die Lokalisation, lokale Translation und den co-translationalen Import
ausreichend ist.

Um die mitochondriale Lokalisation der Kandidaten zu {iberpriifen, wurden translationale
eGfp-Fusionen hergestellt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die 3'UTR der mRNA im
rekombinanten Locus erhalten bleibt (Abb. 2.33 A), da sie wichtig fiir den Transport und die

Lokalisation der mRNA und somit fiir die Proteinimportdynamik sein konnte.

A) WT-Locus —— UF | ORF [3uiR] DF }————
Homologe
Rekombination
Endogene
erp—gI’:usicmI UE_| ORE - HyoR L3, oF
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=) MNuo1:eGfp

Abb. 2.33: Nuol und Qcr10 lokalisieren in Mitochondrien. (A) Schematische Darstellung der Generation C-
terminaler, translationaler eGfp-Fusionen unter Berlicksichtigung der 3'UTR im Anschluss an das
Fusionskonstrukt. Die 3"UTR taucht im Fusionskonstrukt als Teil der stromabwiérts gelegenen Flanke (DF) ein
zweites Mal hinter der Resistenzkassette auf. (B) Fluoreszenzmikroskopische Co-Lokalisationsanalyse von
mitochondrialen Kandidatenproteinen. NuolG und Qcrl0G zeigen eine klare Co-Lokalisation mit Mito-
Tracker™ (Mito), wihrend Sod2 im Cytoplasma lokalisiert. GroBenmafstab: 10 pm.

AnschlieBend wurde die mitochondriale Lokalisation fluoreszenzmikroskopisch mit Hilfe des
Mitochondrien-Markers Mito-Tracker™ iiberpriift. Dabei zeigte sich, dass Nuol und Qcr10
wie erwartet in Mitochondrien lokalisierten (Abb. 2.33 B). Sod2 dagegen lokalisierte
gleichmifBig im Cytoplasma. Daher wurde Sod2 von weiteren Analysen ausgeschlossen.
Qcrl0 zeigte zwar eine klare mitochondriale Lokalisation, jedoch mit einer relativ starken
cytoplasmatischen Hintergrundfluoreszenz. Daher wurde fiir die weitere Analyse der

Proteinimportdynamik Nuol ausgewéhlt.
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Um herauszufinden, ob der mitochondriale Proteinimport in rrm4A-Filamenten gestort ist,
wurde die Dynamik des distalen, mitochondrialen Proteinimports von NuolG in sechs
Stunden alten Filamenten mittels FRAP- (Fluoreszenz-Regeneration nach Photobleichung;

fluorescence recovery after photobleaching) Analyse untersucht (Abb. 2.34).
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Abb. 2.34: FRAP-Analyse des NuolG-Proteinimports in distalen Mitochondrien. (A) Exemplarische
Darstellung der NuolG-Fluoreszenz-Regeneration in AB33-Filamenten iiber einen Zeitraum von 35 Minuten.
Die violette Linie markiert den gebleichten, distalen Bereich des Filaments. Grofenmafstab: 10 pm. (B)
Graphische Darstellung der Fluoreszenz-Regeneration von NuolG in AB33- und AB33rrm4A-Filamenten. Die
halbmaximale Regeneration ist in AB33-Filamenten nach 9 min., in AB33rrm4A-Filamenten nach 17 min.
erreicht. Die roten Linien markieren die maximale und halbmaximale Fluoreszenz sowie die Zeit, die zum
Erreichen der halbmaximalen Fluoreszenz bendtigt wird (Tgy»). Fehlerbalken: Standardabweichung aus
Regenerationsmessungen von jeweils n=3 Zellen.
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Abb. 2.34: (fortgesetzt): FRAP-Analyse des NuolG-Proteinimports in distalen Mitochondrien. (C)
VergroBerte Darstellung der Hyphenspitze zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der Fluoreszenz-Regeneration
(A). Im Zeitraum der Regeneration wandern ungebleichte Mitochondrien in den gebleichten Bereich an der
Hyphenspitze ein. Die violette Linie markiert den gebleichten, distalen Bereich des Filaments. Griin:
Mitochondrium. GréBBenmaBstab: 10 pm.

Zwischen AB33- und AB33rrm4A-Filamenten war dabei ein deutlicher Unterschied in der
Fluoreszenz-Regenerations-Geschwindigkeit (Tg;2) zu erkennen. Wéhrend in AB33-
Filamenten die halbmaximale Regeneration (F;;) bereits nach neun Minuten erreicht war,
benotigte der Prozess in AB33rrm4A-Filamenten 17 Minuten (Abb. 2.34 B). Dieser
Unterschied ist jedoch nicht vollstindig darauf zuriickzufithren, dass neu synthetisierte
Proteine in die distalen Mitochondrien importiert werden, da im Regenerations-Zeitraum auch
ungebleichte Mitochondrien in den Messbereich einwanderten (Abb. 2.34 C). AuBerdem
konnten im Messbereich sowohl Mitochondrien-Teilung, als auch Fusion ungebleichter
Mitochondrien beobachtet werden, was die Untersuchung der Importdynamik unter den
getesteten Bedingungen unmdéglich macht.

Die Analyse der Dynamik des mitochondrialen Proteinimports in Abhédngigkeit von Rrm4
wird unter anderem von der Reifungszeit des verwendeten Fluorophors nach der Translation
ab. eGfp benotigt fiir diesen Prozess etwa 30 Minuten (Sniegowski et al., 2005). Diese lange
Reifungszeit beeinflusst wiederum die mittlere Fluoreszenz-Regenerations-Geschwindigkeit
(Tg12). Im vorliegenden experimentellen Ansatz konnte gezeigt werden, dass eGfp fiir die
Analyse nicht optimal ist, da wihrend der langen Regenerationszeit sekundire Faktoren, wie

Mitochondrien-Bewegung oder -Teilung, das Ergebnis der Messung beeinflussen.

2.2.4 Etablierung neuer, genetisch kodierter Fluoreszenmarker fiir die Untersuchung
dynamischer Prozesse in U. maydis

Die Reifungszeit ist ein limitierender Faktor flir die Analyse von mRNA-Transport
abhéngigen Proteinimport-Prozessen. AuBlerdem konnte durch eine Verkiirzung der
Reifungszeit die Fluoreszenz-Regenerationsgeschwindigkeit erhoht, und somit ein
Einwandern der Mitochondrien in den Messbereich minimiert werden. Ein weiteres Problem,
das wihrend der Untersuchung dynamischer Prozesse eine Rolle spielt, ist die
Hintergrundfluoreszenz. Durch die Verwendung photokonvertierbarer Fluorophore kann zur
Beobachtung dynamischer Prozesse die Ausgangsfluoreszenz durch Photokonversion in einen
anderen  Spektralbereich  verschoben werden. Somit kann das Problem der
Hintergrundfluoreszenz umgangen werden, da lediglich neu synthetisierte Proteine die

gewlinschten Anregungs- bzw. Emissions-Spektren aufweisen (McKinney ef al.,, 2009). Um
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dynamische Prozesse besser visualisieren und untersuchen zu konnen, wurden in der
vorliegenden Arbeit zwei neue fluoreszierende Markerproteine fiir die Nutzung in U. maydis
etabliert.

Das photokonvertierbare Protein mEos2 eignet sich aufgrund seiner Eigenschaften sehr gut
zur Untersuchung dynamischer Prozesse. In seinem Grundzustand hat mEos2 sein
Anregungsmaximum bei 506 nm und sein Emissionsmaximum bei 519 nm. Verglichen mit
eGfp weist mEos2 auerdem eine 1,4-fach gesteigerte Helligkeit auf (McKinney ef al., 2009).
Ein weiterer Vorteil von mEos2 gegeniiber vielen anderen photokonvertierbaren Proteinen ist,
dass das Helligkeitsverhéltnis zwischen Griin- und Rot-Zustand sehr ausgewogen ist. Im Rot-
Zustand hat mEos2 sein Anregungsmaximum bei 573 nm und sein Emissionsmaximum bei
584 nm. Die Fluoreszenz im roten Spektralbereich erreicht die etwa 0,8-fache Helligkeit von
eGfp. Somit ist die Helligkeit von mEos2 im roten Zustand ca. doppelt so hoch wie die von
mCherry (Shaner etral, 2004; http:/nic.ucsf.edu/dokuwiki/doku.php?id=fluorescent-
proteins).

Die Nukleotidsequenz von mEos2 wurde fiir die Expression in U. maydis zunachst Di-Codon-
optimiert (Anhang: Abb. 6.11; http://dicodon-optimization.appspot.com/) und unter der
Kontrolle der P, und P..;-Promotoren in den ip’-Locus integriert. Um zu testen, ob die so
exprimierte mEos2-Variante funktionell ist, wurde die Expression des Proteins
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Analyse ergab, dass die di-codon-optimierte
Variante von mEos2 in U. maydis funktionell exprimiert werden kann (Abb. 2.35). AuBBerdem
konnte mEos2 mittels N-terminaler Mitochondrien-Import Sequenz (MTS; mitochondrial
targeting signal) erfolgreich in die Mitochondrienmatrix transloziert werden. Die
Fluoreszenz-Intensitdt von mEos2 erreichte in U. maydis jedoch lediglich die 0,8-fache

Intensitdt von eGfp (Anhang: Abb. 6.13).

mEos2

TS:mEos2

M

Abb. 2.35: mEos2 ist in U. maydis funktionell und kann mittels MTS in Mitochondrien transloziert
werden. Fluoreszenzmikroskopische Co-Lokalisations-Analyse von mEos2 und Mito-Tracker™. Die mEos2
Expression wurde fiinf Stunden nach Induktion des P.,,;-Promotors fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Freies
mEos2 zeigt eine gleichmiBig verteilte, cytoplasmatische Fluoreszenz. MTS:mEos2 zeigt eine klare Co-
Lokalisation mit dem Mitochondrien-Marker Mito-Tracker™ (MT). Kulturen wurden bis zu einer ODgqy von 0,5
angezogen und in CM + 1 % Arabinose induziert. Gré3enmafstab: 10 pm.
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Als néchstes wurde die Photokonvertierbarkeit von mEos2 in U. maydis untersucht. Dazu
wurde zunéchst getestet, ob das Signal einzelner Zellen mittels LASER-Impuls konvertiert
werden kann. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der mEos2 Photokonversion ergab,
dass sich mEos2 mittels LASER-Impuls (405 nm, 30 mW) aus dem Griin-Zustand in den Rot-
Zustand tiberfithren ldsst (Abb. 2.36). AuBerdem konnten einzelne Zellen in einem

Bildausschnitt photokonvertiert werden, ohne dass andere Zellen betroffen waren.

Exmax Em

max

506 519

405 nm

T=1 Konversion T=2

GFP

Abb. 2.36: mEos2 kann in einzelnen Zellen mittels LASER-Impuls photokonvertiert werden.
Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Photokonversion von mEos2. Einzelne Zellen in einem Bildausschnitt
konnen mittels LASER-Impuls (405 nm, 30 mW) aus dem Griin-Zustand in den Rot-Zustand iiberfiihrt werden.
Eine schwache Restfluoreszenz im griinen Spektralbereich bleibt nach der Photokonversion bestehen. Jeweils

obere Reihe: Vor Photokonversion. Jeweils untere Reihe: Nach Photokonversion (t=2; Zeitpunkt 2). Rote Kreise
markieren den Konversions-Bereich. Groflenmafstab: 10 pm.
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Um dynamische Prozesse in mehreren Zellen parallel untersuchen zu konnen, ist es
notwendig, mEos2-markierte Proteine in vielen Zellen gleichzeitig zu konvertieren. Dies
ermdglicht eine schnelle Analyse von vielen Zellen und kann somit die statistische
Aussagekraft von Experimenten erhdhen. Die Konversion vieler Zellen mittels LASER-
Impuls stellt jedoch vor allem bei schnell ablaufenden Prozessen eine Hiirde dar, da mit
steigender Anzahl von Zellen die bendtigte Bestrahlungszeit zunimmt. Daher wurde getestet,
ob eine Photokonversion von mEos2 mittels Bestrahlung mit 405 nm Licht einer
konventionellen HXP-Lampe moglich ist. Diese Art der Photokonversion wiirde es

ermOglichen, alle Zellen eines Bildausschnittes gleichzeitig zu konvertieren.
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Abb. 2.37: mEos2 lisst sich durch grofflichige Bestrahlung mit 405 nm photokonvertieren. (A)
Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Photokonversion von mEos2 durch Bestrahlung mit Hilfe einer HXP-
Lampe. Obere Reihe: Vor Konversion; Untere Reihe: Nach Konversion (t=2). Bestrahlungszeit: 45 s. (B)
Quantifizierung der Signalintensitit von mEos2 vor und nach Photokonversion. Die Gfp-Fluoreszenz lisst sich
durch die Bestrahlung auf ~10 % des Ausgangswertes verringern. Die Rfp-Intensitdt wihrend des Rot-Zustandes
betragt ~60 % der Ausgangsintensitit. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von n=5 Zellen aus
verschiedenen Bildausschnitten.
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Die Analyse zeigte, dass die Konversion von mEos2 mittels groBflichiger Bestrahlung
erfolgreich durchgefiihrt werden kann (Abb. 2.37 A). Die maximale Photokonversion war
nach einer Bestrahlungszeit von 45 Sekunden erreicht (Daten nicht gezeigt). Die Reduktion
des Gfp-Signals betrug ~ 90 % (Abb. 2.37 B). Nach Photokonversion betrug die relative
Intensitéit des Rfp-Signals (mEos2 im Rot-Zustand) etwa 60 % der Gfp-Ausgangsfluoreszenz,
was den Literaturwerten entspricht (McKinney et al., 2009).

Mit mEos2 steht daher nun ein weiterer genetisch kodierter Fluoreszenzmarker fiir die
Untersuchung dynamischer Prozesse in U. maydis zur Verfiigung.

Neben der Hintergrundfluoreszenz ist auch die Reifungszeit eines Fluorophors
ausschlaggebend fiir die Untersuchung dynamischer Prozesse. AuBlerdem ist die Stabilitét
fluoreszierender Proteine stark von Temperatur, pH-Wert, Salzkonzentration sowie O;-
Verfiigbarkeit abhdngig (Pédelacq efal, 2006; zusammengefasst in Tsien, 1998). Des
Weiteren neigen einige Gfp-Varianten zur Bildung von Dimeren oder sogar Oligomeren, was
zur Aggregation von Zielproteinen fiihren kann.

,»Superfolder-Gfp* (sfGfp) ist eine schnell faltende Gfp-Variante, die {iber eine hohe pH- und
Salz-Toleranz verfligt (Pédelacq et al., 2006). Fiir die Expression von stGfp in U. maydis,
wurde die Nukleotidsequenz zunichst di-codon-optimiert (Anang: Abb. 6.12) und unter der
Kontrolle des induzierbaren P.,,;-Promotors in den ip’-Locus integriert. Auflerdem wurde ein
Konstrukt fiir ein N-terminales MTS-Fusionsprotein integriert, um zu untersuchen, ob sich

sfGfp in U. maydis funktionell in Mitochondrien translozieren lasst.

Abb. 2.38: sfGfp ist in U. maydis funktionell und kann mittels MTS in Mitochondrien transloziert werden.
Fluoreszenzmikroskopische Analyse von sfGfp. Die Induktion der sfGfp-Expression mittels des P,,,;-Promotors
erfolgte fiir finf Stunden. Freies sfGfp zeigt eine gleichmaBig verteilte, cytoplasmatische Fluoreszenz.
MTS:stGfp zeigt eine deutliche Lokalisierung in Mitochondrien. Kulturen wurden bis zu einer ODgoy von 0,5
angezogen und in CM + 1 % Arabinose induziert. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte fiinf Stunden
nach Induktion. GroBenmalBstab: 10 um.
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Durch eine fluoreszenzmikroskopische Analyse der entsprechenden Stimme konnte die
Funktionalitit von sfGfp in U. maydis bestitigt werden. Auch die Translokation in
Mitochondrien mittels Fusion einer N-terminalen MTS war erfolgreich (Abb. 2.38).

Zusammanfassend wurden in der vorliegenden Arbeit mit mEos2 und sfGfp zwei neue

fluoreszierende Proteine fiir den Einsatz in U. maydis etabliert und optimiert.
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3. Diskussion

Wihrend des filamentosen Wachstums von U. maydis spielt das mRNA-bindende Protein
Rrm4 eine tragende Rolle im Mikrotubuli-abhdngigen Langstreckentransport von mRNPs und
der Endosomen-assoziierten, lokalen Translation von Proteinen (Becht et al., 2006; Konig
et al., 2009, Baumann ef al., 2012; Baumann et al., 2014). In den letzten Jahren konnten
direkte Ziel-mRNAs identifiziert und der Einfluss des Rrm4-abhidngigen Transportes auf
Proteomebene gezeigt werden (Konig ef al., 2009; Haag, 2013; Kopeke, 2010; Koepke ef al.,
2011).

Eines der Proteine, deren Menge dabei am stirksten von Rrm4 beeinflusst wird, ist die
Chitinase Ctsl (Koepke efal, 2011). Ctsl wird in Filamenten abhidngig von Rrm4
unkonventionell sekretiert (Koepke et al., 2011; Stock et al., 2012). Obwohl gezeigt werden
konnte, dass Ctsl sowohl wéhrend des Hefe-artigen Wachstums, als auch in Filamenten
exprimiert wird und in der subapikalen Zone lokalisiert, war die biologische Funktion
weitestgehend unklar.

In der vorliegenden Arbeit wurde die chitinolytische Maschinerie von U. maydis in einer
Kombination aus einer klassischen Kandidatengen-Analyse, Lokalisationsstudien,
biochemischer Analyse der Enzymaktivititen und Rontgenstruktur-gestiitzter Proteinstruktur-
Modellierung nédher charakterisiert. Damit handelt es sich um die erste umfassende
Charakterisierung chitinolytischer Enzyme in einem phytopathogenen Basidiomyceten. Es
konnte gezeigt werden, dass die zwei Chitinasen Ctsl und Cts2 wéhrend des saprotrophen,
Hefe-artigen Wachstums aktiv sind und die physische Trennung von Mutter- und Tochter-
Zelle in spiten Stadien der Zellteilung gewihrleisten. Dazu kommt es nach der Bildung des
primdren Septums zu einer Akkumulation von Ctsl in der Teilungszone, welche nach Einzug
des sekunddren Septums durch die Tochterzelle ein extrazelluldres Kompartiment darstellt.
Durch die AnschlieBende Lyse der Teilungszone durch Zellwandabbauende Enzyme kommt
es zur Freisetzung von Ctsl, was die unkonventionelle Sekretion dieser Chitinase erklaren
konnte. Wiéhrend des filamentosen Wachstums wird die cts2-Expression transkripionell
herunterreguliert (Abb. 6.9; Heimel et al., 2010; Lanver ef al., 2014), was dazu fiihrt, dass im
Filament lediglich Cts1 aktiv ist. In dieser Phase lokalisiert Cts1 in den leeren Abschnitten am
basalen Ende des Filaments und hat dort hochstwahrscheinlich eine autolytische Funktion.
Neben der Septierungs-abhéngigen Sekretion besteht in Filamenten moglicherweise noch ein
weiterer Sekretionsmechanismus fiir Ctsl. Beide aktiven Chitinasen akzeptieren sowohl
polymeres Chitin, als auch Chito-Oligomere als Substrat, wobei sich die Enzyme jedoch
hochstwahrscheinlich in  ihrer Substratbindung oder ihrer Schnittstellenpréiferenz

80



Diskussion

unterscheiden. Diese Annahme wird durch Proteinstrukturmodelle bekréftigt, wonach Cts1 zu
den Chitinasen mit einer tiefen Tunnel-artigen Bindestelle zéhlt, wohingegen Cts2 eine flache,
offene Bindestelle besitzt. Cts3 scheint weder in Hefe-artigen Zellen, noch im Filament
exprimiert zu werden. Fiir Cts4 konnte gezeigt werden, dass es sich um eine aktive N-Acetyl-
Glukosaminidase handelt, die unter den getesteten Bedingungen spzifisch das Substrat MUG
abbaut, jedoch keinen Finfluss auf das Wachstum oder die Akquisition von Chitin als
Nahrstoffquelle hat.

Die Analyse der Proteinstrukturen verdeutlichte die groBe Ahnlichkeit der chitinolytischen
Maschinerie aus U. maydis zu der aus S. marcescens und fiihrte so zur Identifizierung der

putativen LPMO Cmol in U. maydis, deren Funktion jedoch noch unklar ist.

Neben der Chitinase cts! zdhlen auch mRNAs, die fiir mitochondriale Proteine kodieren, zu
den Zielen des Rrm4-abhédngigen Transportes (Konig et al., 2009; Koepke et al., 2011, Haag,
2013). Ein Verlust von Rrm4 fiihrt zu differentieller Akkumulation mitochondrialer Proteine
und zu einer erhdhten Produktion reaktiven Sauerstoffs (ROS), was auf einen Defekt in der
Biogenese der Mitochondrien hindeutet (Koepke, 2010).

Als Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob der Rrm4-abhdngige mRNA-Transport einen
Einfluss auf den mitochondrialen Proteinimport und die Assemblierung der
Atmungskettenkomplexe hat. In einer biochemischen Analyse der Atmungskettenkomplexe
mittels nativer Gelelektrophorese konnten jedoch keine Unterschiede in der GroBe oder
Quantitdt der Atmungskettenkomplexe zwischen AB33 und rrm4A4-Mutante beobachtet
werden. Die Untersuchung der Proteinimportdynamik mittels FRAP-Analyse von NuolG
wies zwar Unterschiede in der Geschwindigkeit der Fluoreszenz-Riickkehr zwischen den
beiden Stammen auf, jedoch =zeigte sich, dass stochastisch Mitochondrien in den
Analysebereich einwandern, was auf eine hohe, tempordre Motilitét zuriickzufiihren ist und
die FRAP-Analyse beeinflusst. Daher wurden die besser geeigneten, fluoreszierenden Marker
sfGfp und mEos2 fiir U. maydis etabliert, wodurch diese nun fiir die Analyse dynamischer

Prozesse zur Verfiigung stehen.

3.1 Die chitinolytische Maschinerie von U. maydis

Pilzliche Chitinasen konnen, basierend auf der Aminosduresequenz ihrer GH18-Domine,
allgemein in die drei Untergruppen A, B und C unterteilt werden (Abb 3.1; Seidl et al., 2005).
Diese Gruppen unterscheiden sich hinsichtlich der Architektur ihrer Substratbindestellen und

weisen dadurch unterschiedliche, enzymatische Aktivititen auf (Hartl efal., 2012). Sie
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konnen entweder Exo- oder Endo-Charakter haben, d.h. sie spalten Chitin entweder von
einem Strangende her (Exo, meist prozessiv) oder fiigen an zufidlligen Positionen innerhalb
des Stranges Briiche ein (Endo, meist nicht prozessiv; Gruber und Seidl-Seiboth, 2011; Seidl,
2008). Chitinasen der Gruppen A und C zihlen zu den Bakterien-dhnlichen Chitinasen und
besitzen oft eine tiefe, Tunnel-artige Substratbindestelle (Abb. 3.1), wahrend Chitinasen der

Gruppe B zu den Pflanzen-dhnlichen Chitinasen zdhlen und eine flache, offene Bindestelle
besitzen (Abb. 3.1; Terwisscha van Scheltinga et al., 1996; Bortone ef al.,, 2002; van Aalten
et al., 2000). Eine tiefe Substratbindestelle deutet meist auf Exochitinaseaktivitit hin, wobei
meist Dimere vom nicht-reduzierenden Ende abgespaltet werden. Chitinasen mit offener

Bindestelle zdhlen meist zu den Endochitinasen und wirken hiufig nicht bzw. weniger

prozessiv.
Gruppe Bindestelle
(Cts1)
A
(Cts3)

... ewi (Cts2)
B W
CBMS50
C
[ ] = T —

Abb. 3.1: Die Untergruppen pilzlicher Chitinasen. Pilzliche Chitinasen der Klasse V (Bakterien-dhnlich)
zahlen entweder zur Untergruppe A oder C. Beide besitzen eine tiefe, Tunnel-formige Substratbindestelle (rechts
oben). Vertreter der Gruppe A haben eine molekulare Masse von 40-60 kDa, haben neben der GH18-Doméne
keine weiteren Doménen und kdnnen ggf. ein N-terminales Signalpeptid besitzen. Enzyme der Gruppe C sind
mit einem Molekulargewicht von 120-200 kDa deutlich grofer und besitzen hidufig weitere Kohlenhydrat-
Bindemotive (CBMs) der Familie 18 und 50. Klasse III Chitinasen (Pflanzen-dhnlich, Gruppe B) weisen eine
flache, offene Bindestelle auf und sind mit einer molekularen Masse von 30-50 kDa in der Regel etwas kleiner.
AuBerdem konnen sie neben der GH18-Domine weitere, C-terminale CBMs besitzen. Ctsl und Cts3 zdhlen auf
Grund ihrer Grofle und Substratbindestellen-Architektur zu Gruppe A (Bakterien-dhnliche Chitinasen). Cts2
zahlt zu Gruppe B (Pflanzen-dhnlichen Chitinasen).

Das Genom von U. maydis kodiert fiir drei Chitinasen der GH18-Familie (Koepke et al.,
2011). Alle enthalten hochkonservierte Aminosduren, welche fiir die Architektur der Substrat-
bindestelle essentiell sind und besitzen das hochkonservierte Konsensus-Motiv DXXDXDXE,
was darauf hindeutet, dass sie potenziell aktiv sind (Hartl ez al., 2012; Hamid ez al., 2013).
Die Analyse der Aminosduresequenz und der putativen Struktur der Substratbindestelle ldsst
darauf schlieB3en, dass Cts1 und Cts3 zu den Bakterien-dhnlichen Chitinasen der Klasse V und
Untergruppe A zéhlen (Abb. 3.1). Cts2 z&hlt demnach zur Klasse I1I und Untergruppe B, den
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Pflanzen-dhnlichen Chitinasen, welche eine dhnliche Substratbindestellen-Architektur wie die
pflanzliche Chitinase Hevamin aufweisen (Terwisscha van Scheltinga efal, 1996;
Terwisscha van Scheltinga et al., 1994).

Im Vergleich zu anderen filamentds wachsenden Pilzen besitzt U. maydis ein kleines
Repertoire chitinolytischer Enzyme (Tzelepis et al, 2012; Karlsson und Stenlid, 2008;
Amselem efal., 2011; Koepke efal., 2011). Die Zusammensetzung der chitinolytischen
Maschinerie dhnelt zudem stark der des Gram-negativen Bakteriums S. marcescens (Vaaje-
Kolstad et al., 2013). Zusétzlich zu den beschriebenen chitinolytischen Enzymen wurde in
S. marcescens Kkirzlich die LPMO Cbp21 als chitinolytisches Enzym entdeckt und
charakterisiert (Vaaje-Kolstad ez al., 2010). Bei Cbp21 handelt es sich um eine Kupfer-
bindende Chitin-Monooxygenase, welche die Wirkung der Chitinasen ChiA und ChiB
verstiarkt. Durch reziproke BLAST-Analyse konnte in U. maydis das Cbp2l-Homolog
um05439 identifiziert werden. Auf Grund der hohen Sequenzdhnlichkeit (69%) und der
strukturellen Analogie der aktiven Domine kann geschlussfolgert werden, dass es sich auch
bei um05439 um eine Chitin-Monooxygenase handelt. Daher wurde fiir das Protein der Name
Cmol (Chitin-Monooxygenase 1) vergeben. cmol ist laut Transkriptom-Daten sowohl in
Sporidien, als auch in Filamenten lediglich sehr schwach exprimiert (Heimel et al., 2010;
Lanver et al., 2014) und hatte unter den untersuchten Bedingungen keinen Einfluss auf die
Spaltung von Chitin. Die C-terminale Domine, welche durch einen ungewohnlich langen
Abschnitt aus acht Serinen mit der N-terminalen Doméne verbunden ist, ist in S. marcescens
nicht vorhanden. Auch im Gram-positiven, filamentdsen Actinobakterium Streptomyces spec.
fehlt die C-terminale Doméne. Ein Sequenzvergleich homologer Proteine aus den nahe
verwandten Spezies P. hubeiensis, M. pennsylvanicum, S. reilianum und U. hordei zeigte,
dass der C-terminale Bereich des Proteins konserviert ist und aus einem variablen sowie
einem konservierten Bereich besteht. Die Konservierung des Eukaryoten-spezifischen C-
Terminus ldsst darauf schlieBen, dass der Bereich eine bestimmte Funktion ibernimmt. Eine
BLAST-Suche konnte jedoch keine homologen Proteine identifizieren, welche eine
signifikante Sequenzhomologie zu diesem Bereich aufweisen. Daher kann kein Riickschluss
auf eine putative Funktion der C-terminalen Domine getroffen werden.

Ein weiteres auffilliges Merkmal von Cmol ist das Fehlen eines N-terminalen
Sekretionssignals. Die putative Funktion von Cmol, die Spaltung von Chitin, l4sst jedoch auf
eine extrazelluldre Funktion des Enzyms schlieBen, welche in Bakterien bereits experimentell
bestdtigt wurde (Vaaje-Kolstad et al., 2005; Hamilton ef al., 2014). Fiir die Chitinase Cts1 aus

U. maydis, welche auch kein Signalpeptid besitzt, konnte die Sekretion bereits experimentell

83



Diskussion

bestdtigt werden (Koepke et al., 2011; Stock et al., 2012). Mit Hilfe der unkonventionellen
Sekretion kann die Glykosylierung von Proteinen vermieden werden. Die Fusion von
Zielproteinen an Ctsl ermoglicht somit die Sekretion groBer, nicht glykosylierter Proteine in
U. maydis (Stock et al., 2012; Sarkari et al., 2014). Durch die Identifikation von Cmol steht
nun moglicherweise ein weiteres Kandidatenprotein filir die unkonventionelle Sekretion von
Zielproteinen zur Verfiigung. Die geringe Grofle des Proteins konnte die Sekretionsleistung
im Vergleich zu Ctsl-Fusionsproteinen verbessern. Aullerdem stellt die starke Bindung von
Cts1 an die Zellwand eine Schwachstelle in der Cts1-abhéngigen Sekretion dar, da eine grof3e
Menge des Zielproteins nicht in den Kulturiiberstand sekretiert wird, sondern mit der
Zellwand assoziiert bleibt (pers. Mitteilung, K. Schipper). Cbp21 weist besonders in schwach
azidem Milieu (< pH 5,5) eine deutlich schwéchere Chitinbindung auf als z.B. die Chitinase
ChiA aus S. marcescens, welche hohe strukturelle Analogie zu Ctsl aus U. maydis hat
(Suzuki et al., 1998). Da dieses Milieu in spit exponentiellen U. maydis Kulturen vorliegt,
konnte die Sekretion in den Kulturiiberstand zusitzlich verbessert werden, wodurch die
anschlieBende Aufreinigung des Zielproteins erleichtert wiirde.

Neben den drei Chitinasegenen kodiert das Genom von U. maydis fir ein weiteres
chitinolytisches Enzym, einer GH20-N-Acetylglukosaminidase (Cts4) mit hoher Ahnlichkeit
zur Hexosaminidase Hex1 des Maisziinslers Ostrinia furnacalis und der menschlichen
Hexosaminidase HexB (Mark et al., 2003; Liu et al., 2011). Die Expression und Aktivitdt von
Cts4 konnte mittels des Hexosaminidase-spezifischen Substrats MUG gezeigt werden.
AuBlerdem konnte durch die Analyse nachgewiesen werden, dass U. maydis keine weitere
aktive N-Acetylglukosaminidase exprimiert. Oft haben N-Acetylglukosaminidasen ein breites
Substratspektrum und akzeptieren sowohl (GlcNAc), als auch Chito-Oligomere als Substrat
von dem sie sukzessive GIcNAc-Monomere abspalten (Reyes ef al, 1989; Molloy et al.,
1994). Eine solche unspezifische Aktivitit konnte fiir Cts4 weder mit den fluoreszierenden
Substraten MUC, und MUC;3;, noch mit den natiirlichen Chito-Oligomeren (GIcNAc)s und
(GlcNAc)s beobachtet werden. Cts4 spaltet demnach hauptsdchlich Dimere, was auf eine
physiologische Rolle in der Re-Akquisition von N-Acetylglukosamin zu Erndhrungszwecken
hindeutet. Eine solche Funktion von Cts4 konnte jedoch in Wachstumstests der jeweiligen
Mutanten auf Chitin-haltigen Medien nicht beobachtet werden. In Trichoderma atroviride
wurde eine Rolle der N-Acetylglukosaminidase Nagl in der Regulation der Chitinaseaktivitat
in Anwesenheit von Chitin beschrieben (Brunner et al., 2003; Lopez-Mondéjar et al., 2009).
In naglA-Mutanten konnte nach Inkubation mit kolloidalem Chitin keine Expression des

Chitinasegens ech42 mehr nachgewiesen werden. Auch die Gesamt-Chitinaseaktivitdt war
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drastisch reduziert, was darauf hindeutet, dass Nagl eine regulatorische Funktion wéihrend der
Erkennung und Degradierung von Chitin hat. Eine solche Aktivitit konnte jedoch in
U. maydis cts4A-Mutanten ausgeschlossen werden, da in Deletionsstimmen weder die
Aktivitdt gegeniiber Glykolchitin, noch gegeniiber den fluorogenen Substraten MUC, und
MUC; verdndert war. Cts4 wird sowohl in Sporidien als auch in Filamenten von U. maydis
exprimiert (Abb. 6.9; Heimel et al., 2010; Lanver et al., 2014) was eine generelle Funktion
von Cts4 im autolytischen Chitin-Metabolismus vermuten lisst. Die genaue biologische Rolle

von Cts4 konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht geklart werden.

3.1.1 Die Rolle der Chitinasen Cts1 und Cts2 wihrend der Zellteilung von U. maydis

Die Anzahl kodierter Chitinasegene variiert in pilzlichen Modellsystemen sehr stark, weshalb
eine funktionelle Charakterisierung auf Grund genetischer Redundanz oft erschwert wird
(Yamazaki et al., 2007; Alcazar-Fuoli et al., 2011; Jaques et al., 2003). U. maydis eignet sich
durch seine kleine GHI18-Genfamilie daher gut, um die biologische Funktion einzelner
Chitinasen zu studieren. In Vorarbeiten wurde die Chitinase Cts1 bereits charakterisiert und es
konnte gezeigt werden, dass sie Rrm4-abhidngig, unkonventionell sekretiert wird (Koepke
etal, 2011; Stock et al., 2012). Jedoch konnte ihr keine eindeutige biologische Funktion
zugeordnet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die chitinolytische Maschinerie von U. maydis in einem
klassischen Kandidatengen-Ansatz studiert. Dazu wurden Deletionsmutanten aller GH18-
Gene und des GH20-N-Acetyl-Glukosaminidasegens cts4 erstellt und in verschiedenen
Stadien des Zellzyklus” phinotypisch charakterisiert.

Wihrend Einzeldeletionen keinen Einfluss auf das saprotrophe, Hefe-artige Wachstum von
U. maydis hatten, wies die ctslActs2A-Doppelmutante einen Zellteilungsdefekt auf. Daher
kann geschlussfolgert werden, dass sowohl Cts1 als auch Cts2 Chitinreste in der Teilungszone
degradieren. In Abwesenheit beider Enzyme bleibt die Integritit der Zellwand in der
Teilungszone nach vollstandiger Differenzierung der Tochterzelle erhalten, was dazu fiihrt,
dass keine physikalische Trennung der Zellen erfolgt. Dadurch entstehen die typischen
Zellaggregate, welche in Fliissigmedium flokkulieren und schnell sedimentieren. Es gentigen
jedoch sowohl Ctsl als auch Cts2, um die vollstindige Separation der Zellen zu
gewidhrleisten.

Eine solche Funktion in der Zellteilung wihrend des saprotrophen Wachstums konnte bisher
lediglich in den Ascomyceten S. cerevisiae, K. lactis und C. albicans beobachtet werden

(Kuranda und Robbins, 1991; Colussi ef al., 2005; Diinkler et al., 2005). In allen Fillen reicht
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die Deletion der Pflanzen-dhnlichen Chitinase CTS/ bzw. deren Homolog CaCHS3 aus, um
einen Defekt wéhrend der Zellteilung hervorzurufen. Der Cytokinesedefekt ist eine direkte
Konsequenz des gestorten Zellwandabbaus im Bereich der Septen und wird in S. cerevisiae
und §. pombe auch durch die Deletion der Endo-B-1-3-Glukanase ENGI hervorgerufen
(Baladron et al., 2002; Martin-Cuadrado et al., 2003; Martin-Cuadrado et al., 2005; Alonso-
Nunez, 2005). In S. pombe fiihrt aulerdem die Deletion des o-1-3-Glukanasegens agnl zu
einem Zellseparationsdefekt (Garcia et al., 2005; Dekker et al., 2004). Ein Grund hierfiir
konnte sein, dass das Primérseptum in S. pombe hauptséchlich aus Glukanen besteht, wihrend
in S. cerevisiae Chitin eine wichtige Rolle im Aufbau des Primérseptums spielt (Liu et al.,
1999; Humbel et al., 2001; Cabib et al., 2001; Roh et al., 2002). Uber die Rolle weiterer
zellwandabbauender Enzyme in U. maydis ist nichts bekannt. Jedoch kodiert das Genom von
U. maydis fir 16 putative Glukanasegene (http://pedant.helmholtz-muenchen.de), sodass eine
Beteiligung dieser Enzymklasse an der Cytokinese wahrscheinlich ist.

Cytokinesedefekte wurden in U. maydis bereits hiufiger in Verbindung mit einer defekten
Septenbildung beobachtet. So konnte gezeigt werden, dass der Verlust des Cdc42-
spezifischen GTP-Austauschfaktors (guanine exchange factor) Donl zu einer defekten
Sekundirsepten-bildung fiihrt und somit einen Cytokinesedefekt hervorruft (Weinzierl et al.,
2002; Mahlert et al., 2006). Donl bindet wéhrend der Zellteilung mit Hilfe einer FYVE-
Doméne an Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PtdIns-3-P)-reiche Vesikel und wird nach der
Bildung des primiren Septums von der Tochterzelle in die Teilungszone transportiert (Schink
und Bolker, 2009). Dort aktiviert es die Rho-GTPase Cdc42, wodurch die Bildung des
Sekundarseptums initiiert wird (Abb. 3.3).

Primér-  Ptdins3P-reiche

septum  Endosomen
N\ *_-._l
Abb. 3.3: Initiierung der Sekundir-
Mutter . Tochter septenbildung in U. mt?)dis. Donl bindet
mit seiner FYVE-Domédne an PtdIns3P-
; ““A reiche Endosomen mit denen es zur
- MT Teilungszone transportiert wird. Dort

kommt es zur Akkumulation von
Endosomen und Donl, wodurch die Rho-
GTPase Cdc42 aktiviert und die Sekundar-

Cdc42-Aktivierung durch Don1
Sekundarseptenbildung

septenbildung initiiert wird. Abbildung
modifiziert nach (Nezis et al., 2010).
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Eine dhnliche Funktion wurde auch fiir die Ste20-dhnliche Kinase Don3 beschrieben (Béhmer
etal., 2008). Beide regulatorischen Wege werden bendtigt, um einen kontraktilen
Actomyosinring zu bilden, der fiir die Sekundirseptenbildung essentiell ist (Sandrock et al.,
2006; Bohmer etal, 2008; Nezis etal, 2010). Der Einfluss von Chitinasen in der
Septenbildung wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Calcofluor-White Farbungen
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die Analyse zeigte jedoch, dass keines der untersuchten
chitinolytischen Enzyme die Primér- oder Sekundérseptenbildung beeinflusst. Alle Mutanten
waren in der Lage, wihrend spiter Stadien der Zellteilung eine vollstindige Trennung des
Cytoplasmas zu etablieren. Dennoch konnte die physische Separation von Mutter- und
Tochter-Zelle in ctslActs2A-Doppelmutanten nicht abgeschlossen werden, was darauf
schlieBen ldsst, dass beide Chitinasen an der Degradation von Chitinresten in der
Teilungszone nach Einzug beider Septen beteiligt sind.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde die Lokalisation der Chitinasen wihrend spiten
Stadien der Zellteilung ndher untersucht. Die Co-Lokalisationsanalyse mit dem Septenmarker
Calcofluor-White (Gull und Trinci, 1974) und dem Membranmarker Fm4-64 (Fischer-Parton
et al., 2000) zeigte, dass Cts1G in einem extrazelluldren Kompartiment zwischen Mutter- und
Tochter-Zelle lokalisiert. Durch Zugabe von heterolog exprimiertem Ctsl zur Fliissigkultur
konnte der Cytokinesedefekt der cts!Acts2A-Doppeltmutante komplementiert werden, was die
Annahme bekréftigte, dass Cts1 extrazellular wirkt. Um zu lberpriifen, ob Cts1 tatsdchlich an
der Zellwand bindet, konnte man eine fluoreszenzmarkierte Variante von Ctsl zur Kultur
geben und die Bindung an die Zellwand fluoreszenzmikroskopisch untersuchen. Die
Lokalisation von Cts2 konnte in dieser Arbeit auf Grund der Instabilitit des Cts2G-
Fusionsproteins nicht nidher untersucht werden. Da jedoch gezeigt werden konnte, dass die
beiden aktiven Chitinasen Ctsl und Cts2 wiéhrend der Cytokinese redundant wirken, kann
darauf geschlossen werden, dass beide Chitinasen in der Teilungszone lokalisieren. Der
Grund fiir die Instabilitit von Cts2G ist noch unklar. Jedoch konnte durch die Deletion von
ctsl im cts2:egfp-Stammhintergrund gezeigt werden, dass Cts2 durch die Abspaltung von Gfp
nicht inaktiviert wird, da in diesem Stamm kein Cytokinesedefekt auftrat. Cts2 enthilt ein
Signalpeptid fiir die konventionelle Sekretion mittels ER und dem Golgi-Apparat.
Moglicherweise kommt es wéahrend des Transports zu proteolytischer Prozessierung durch die
Kex2-Protease, wie sie z.B. auch bei Killer-Toxinen beobachtet werden kann (Tao et al.,
1990). Proteolytische Spaltung konnte auch in pflanzlichen Chitinasen gezeigt werden. So
wird z.B. die Chitinase PvChi4 aus der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris) spezitisch wihrend
kompatibler Interaktion mit dem Ascomyceten Fusarium solanii proteolytisch prozessiert
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(Lange et al., 1996; Giri et al., 1998). Durch die proteolytische Prozessierung kann z.B. die
Substratbindespezifitit von Chitinasen beeinflusst werden (Blaak und Schrempf, 1995).

Durch die Untersuchung der Ctsl Lokalisation wéhrend verschiedener Stadien der
Cytokinese, konnte gezeigt werden, dass Ctsl nach der Bildung des primédren Septums von
der Tochterzelle zur Teilungszone rekrutiert wird. In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass
Ctsl unkonventionell sekretiert wird (Kopeke efal, 2011; Stock etal, 2012). Die
extrazelluldre Chitinaseaktivitit hingt dabei jedoch lediglich in Filamenten vom Rrm4-
vermittelten mRNA-Transport ab (Kopeke efal., 2011). Dies deutet darauf hin, dass in
Sporidien und Filamenten zwei alternative Sekretionsmechanismen existieren. Die
beobachtete Translokation von der Tochterzelle zur Teilungszone dhnelt dem Mechanismus
des Donl-Transportes wihrend der Initiation der Sekundirseptenbildung (Abb. 3.3). Donl
wird dabei gekoppelt an Endosomen zur Teilungszone transportiert, wo es in einer
Endosomen-reichen Region akkumuliert (Weinzierl et al., 2002; Mahlert et al., 2006; Schink
und Bolker, 2009). Auch der Rrm4-abhingige mRNA-Transport in U. maydis Filamenten
findet gekoppelt an Endosomen statt (Baumann et al., 2002; Baumann et al., 2014). Bisher
sind die molekularen Mechanismen, die der zeitlich koordinierten Ctsl Translokation
wiéhrend der Cytokinese zu Grunde liegen, jedoch noch unklar. Es ist jedoch denkbar, dass die
oben beschriebenen Transportwege auch fiir die Lokalisation der Chitinase Ctsl genutzt
werden. Dabei konnten der Transport und die Sekretion von Ctsl in Sporidien wegen der
geringen Grofe der Zellen autonom, d.h. unabhingig von Rrm4, ablaufen. In Filamenten
konnte die Sekretion von Ctsl entweder direkt von Rrmd4-assoziierten Transportprozessen
abhdngen oder alternativ indirekt durch Rrm4-abhingige Faktoren beeinflusst werden.
Interessant ist, dass die Lokalisation von Ctsl in Sporidien lediglich durch die Tochterzelle
koordiniert wird. Dies spricht fiir eine Zellzyklus-abhingige Koordination und fiir
Tochterzell-spezifische, regulatorische Mechanismen. Eine derartige Regulation ist in
S. cerevisiae im Zusammenhang mit der Chitinase Ctslp bereits beobachtet worden
(Colmann-Lerner efal, 2001). ScCtslp wird wéhrend spidter Stadien der Cytokinese
Tochterzell-spezifisch exprimiert. In S. cerevisiae wird die Tochterzell-spezifische Expression
durch das sog. RAM-Netzwerk (Regulation of Ace2p activity and polarized morphogenesis)
reguliert (Nelson et al., 2003; Saputo ef al., 2012; Bogomolnaya et al., 2006). Dabei steuert
der Mob2p-Cbklp Kinase Komplex die Aktivierung und Akkumulation des
Transkriptionsfaktors Ace2p im Nukleus der Tochterzelle (Colman-Lerner et al., 2001,
Nelson ef al., 2003) wéhrend der spiaten M-Phase des Zellzyklus'. Ace2p wiederrum aktiviert

die Expression von C7S1/, worauf die Chitinase Ctslp auf der Tochterseite der Teilungszone
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lokalisiert (Kuranda und Robbins, 1991; Colman-Lerner et al, 2001). Auch die Endo-
Glukanase Englp wird Ace2p-abhédngig in der Tochterzelle exprimiert und weist das gleiche
Lokalisationsmuster wie Ctslp auf (Baladron et al., 2002). Das U. maydis Genom kodiert fiir
mindestens zwei Serin/Threonin-Kinasen mit hoher Homologie zu Cbklp, iiber deren Einfluss
auf die Zellzyklus-abhédngige, Tochterzell-spezifische Genexpression jedoch nichts bekannt
ist. Es wére jedoch denkbar, dass ein zum RAM-Netzwerk analoger Mechanismus auch in
Brandpilzen existiert.

Obwohl die Funktion von Chitinasen wéhrend der Zellteilung in dieser Arbeit eindeutig
nachgewiesen werden konnte, bleibt die physiologische Rolle weiterhin unklar. Unter
Laborbedingungen hatte der Defekt keinen Einfluss auf die Teilungsrate exponentiell
wachsender Fliissigkulturen. Unter natiirlichen Bedingungen konnte die Trennung von
Sporidien jedoch einen evolutiondren Vorteil erbringen. Obwohl Teliosporen die
Hauptverbreitungsform von U. maydis darstellen, konnen auch die haploiden Sporidien durch
Umwelteinfliisse wie Regen oder Wind verbreitet werden (Banuett, 1995). Ein weiteres, bei
biotrophen Pilzen seltenes Merkmal von U. maydis ist, dass sich Sporidien saprotroph
erndhren und sich in diesem Stadium durch mitotische Teilung und Knospung vermehren
konnen. Die physische Separation der Sporidien konnte zur Verbreitung beitragen und somit
die Wahrscheinlichkeit erhohen, auf geeignete Nahrstoffbedingungen oder einen kompatiblen

Kreuzungspartner zu treffen.

3.1.2 Lediglich Cts1 ist wihrend des filamentésen Wachstums aktiv

Die Etablierung von unipolarem, filamentésem Wachstum setzt massive Remodellierung der
Zellwand am apikalen Pol voraus (Bowman und Free, 2006). Der Chitingehalt der Zellwand
von U. maydis betragt ca. 14-16 %, was vermuten ldsst, dass neben Chitin-Synthasen auch
Chitinasen bei der Remodellierung eine Rolle spielen (Lanver et al., 2014; Ruiz-Herrera
et al., 1996). Fir die Chitin-Synthasen Chs5, Chs6, Chs7 und Mcsl konnte bereits gezeigt
werden, dass sie im Filament an der Hyphenspitze und an Septen am basalen Pol lokalisieren
(Weber et al., 2006). Auch fiir die Chitinase Ctsl wurde eine subapikale Lokalisation in
Filamenten beschrieben, was auf eine Funktion wéhrend des polaren Wachstums schlieen
lasst (Koepke ef al., 2011). Die ctslA-Einzeldeletionsmutante zeigte jedoch keinen Defekt in
der Etablierung unipolar wachsender Filamente.

In dieser Arbeit wurde die Rolle aller Chitinasen wihrend des filamentosen Wachstums von
U. maydis untersucht. Die Analyse der Kolonie- und Zellmorphologie aller Chitinase-

Mutanten zeigte jedoch keinen Unterschied zum Ausgangsstamm. Dies verdeutlichte, dass
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unipolares Wachstum auch in Abwesenheit chitinolytischer Enzyme etabliert und
aufrechterhalten werden kann. Vor allem filamentds wachsende Pilze sind auf die Funktion
von Chitinasen fiir ihr Wachstum angewiesen. In Neurospora crassa lokalisiert die Chitinase
Chit-1 in der Zellwand vegetativer Hyphen und wird fiir ein effizientes Hyphenwachstum
benoétigt (Maddi et al., 2009; Tzelepis et al., 2012). Auch die Chitinase ChiA aus A4. nidulans
hat einen Einfluss auf das Koloniewachstum (Takaya etal, 1998). Sedimentations-
experimente in Flissigmedium zeigten, dass lediglich Cts1 an der bereits zuvor beschriebenen
Aggregation von Filamenten in U. maydis beteiligt ist. Durch die Analyse der
Chitinaseaktivititen wurde des Weiteren beobachtet, dass wihrend der filamentosen Phase
lediglich Cts1 aktiv ist, was die Abhingigkeit der Aggregation von lediglich dieser Chitinase
erklart. Co-Lokalisationsstudien zeigten auBlerdem, dass Ctsl neben der Lokalisation im
subapikalen Bereich auch punktartig im ersten leeren Abschnitt und an Septen (vor allem im
zweiten leeren Abschnitt) lokalisiert. In A. nidulans und A. fumigatus lokalisieren die
Chitinasen ChiB bzw. ChiBl an der Hyphenspitze, an Verzweigungsstellen und an den
Septen, wo sie vor allem wéhrend autolytischen Prozessen eine Rolle spielen (Yamazaki
et al., 2008; Jaques et al., 2003). Ctsl scheint wahrend des filamentosen Wachstums von
U. maydis eine dhnliche Rolle zu spielen. Durch die Sekretion in die leeren Abschnitte wird
hochstwahrscheinlich iiberfliissiges Chitin abgebaut, was offensichtlich einen Einfluss auf das
Aggregationsverhalten der leeren Abschnitte hat. Die biologische Rolle des Zellwandabbaus
in den leeren Abschnitten der Filamente bleibt jedoch weiterhin unklar. Untere natiirlichen
Bedingungen wird das filamentdse Wachstum nach Fusion zweier, kompatibler Sporidien auf
der Oberfliche der Wirtspflanze initiiert (Wosten ef al.,, 1996; Christensen, 1963; Snetselaar
und Mims, 1992). Unter diesen Bedingungen konnten der Abbau und die Wiederverwertung
des in Chitin enthaltenen Kohlen- und Stickstoffs einen Vorteil im vegetativen Wachstum
erbringen. In stationiren, axenischen Kulturen von Penicilium chrysogenum und A. nidulans
konnte gezeigt werden, dass sowohl Chitinasen, als auch N-Acetylglukosaminidasen wahrend
autolytischen Prozessen eine Rolle spielen (Reyes ef al., 1989; Diez et al., 2005; Sami et al.,
2001; Yamazaki et al., 2007; Shin et al., 2009; McNeil et al., 1998). AuBBerdem tragen sie im
Mycelium durch die Degradation leerer Abschnitte zur Fragmentierung der Hyphen bei
(White et al., 2002; Sandor et al., 1998). Eine derartige, autolytische Degradation von
Zellwanden in leeren Abschnitten des Filaments und die Wiederverwertung der dadurch
entstehenden Monosaccharide, konnte auch in U. maydis wéhrend der Besiedelung der
Wirtpflanze unter natiirlichen Bedingungen eine Rolle spielen. Der Zellwandabbau an Septen

wiéhrend des Langenwachstums auf der Pflanzenoberflache konnte, durch Trennung des aktiv
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wachsenden Filaments von den leeren Abschnitten, auch die Auswirkung von
Umwelteinfliissen wie Wind und Regen auf die Besiedlung verringern.

Interessanterweise ist in Filamenten lediglich Cts1 aktiv, wohingegen die cts2-Expression im
Filament herunter reguliert wird. Dies konnte in dieser Arbeit durch eine Analyse der
Chitinase-Genexpression mittels semi-quantitative RT-PCR und einen Vergleich mit
publizierten Transkriptom-Daten bestitigt werden (Abb. 6.9; Heimel ef al., 2010; Lanver
et al., 2014), wonach bei Induktion des b-Heterodimers bzw. der Appressorienbildung durch
hydrophobe Oberflichen die cts2-Expression transkripionell herunter reguliert wird. Es ist
jedoch noch unklar, wie die transkriptionelle Regulation der Chitinasen in U. maydis erfolgt.
Einige Chitinasegene, wie z.B. ech42 und chi33 aus T. atroviride und T. harzianum werden
durch Chitin induziert und durch Kohlenstoff Katabolit-Repression sowie verschiedene
Stickstoffquellen reguliert (Mach ef al, 1999; Seidl et al., 2005; Carsolio et al., 1994; St.
Leger et al., 1986; de las Mercedes et al.,, 2001). Auch das Monomer N-Acetylglukosamin
kann, abhingig von der N-Acetylglukosaminidase Nagl, zur Induktion von Chitinasen fiihren
(Brunner et al., 2003; Lopez-Mondéjar et al., 2009). Im Mais-pathogenen Ascomyceten
Cochliobolus carbonum unterliegen viele zellwandabbauende Enzyme ebenfalls einer
Glukose-Repression, welche durch das Gen snfl gesteuert wird (Tonukari et al., 2000). Die
Deletion des snfI-Gens fiihrt in Abwesenheit von Glukose zum Verlust der Induktion
wichtiger Zellwand-abbauender Enzyme, was zu vermindertem Wachstum und verminderter
Virulenz flihrt. Eine solche Funktion des snf/-Homologs in U. maydis konnte jedoch nur
teilweise bestétigt werden (Nadal ef al., 2010) und eine Beteiligung an der Regulation von
Chitinasen ist unklar.

Uber die Entwicklungs-spezifische Regulation von Chitinasen ist bislang sehr wenig bekannt.
In Botrytis cinerea und Rhizopus oligosporus konnten Genexpressionsmuster nachgewiesen
werden, die eine Rolle der jeweiligen Chitinasen (BcChiB und Chi3) wiéhrend des
Hyphenwachstums und der Sporulation vermuten lassen (Choquer et al., 2007; Takaya et al.,
1998a; Richardson etal, 2011). Uber die Entwicklungs-spezifische, transkriptionelle
Repression von Chitinasen, besonders wéhrend der Kolonisierung der Wirtspflanze, gibt es
bisher keine Erkentnisse. Die Chitinase Ctsl wird wiahrend des frithen, filamentdsen
Wachstums in Anwesenheit von Nitrat leicht induziert. Diese Induktion ist von der
Stickstoffquelle abhingig, da eine Induktion des filamentdsen Wachstums durch Ammonium-
Minimalmedium (im Stammbhintergrund AB31) nicht zum Anstieg der cts/-Transkriptmenge
fiihrt (Heimel ez al., 2010). Es wire moglich, dass unter natiirlichen Bedingungen auch

Pflanzen-spezifische Signale zur Repression von cts2 fiihren. Dafiir spricht, dass die cts2-
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Expression auf hydrophoben Oberfldchen, wie sie auf der Pflanzenoberflache herrschen, stark
reprimiert wird (Lanver et al., 2014). Von biologischer Relevanz konnte die cts2-Repression
sein, falls Cts2 von der Pflanze als sog. ,,microbe-associated molecular pattern* (MAMP)
erkannt wiirde, was im duBersten Fall zur Resistenz von Z. mays gegeniiber U. maydis fithren
konnte. Erst kiirzlich wurde das RBPGI1 (responsiveness to botrytis polygalacturonasel)
Protein AtRLP42 in Arabidopsis thaliana identifiziert, welches als Rezeptor fiir B. cinerea
und A. niger Endo-Polygalakturonasen fungiert (Zhang et al., 2014). Endo-Polygalakturo-
nasen zdhlen zu den Pektinasen und hydrolisieren die Homo-Galakturonan-Schicht von
Pektin-Polysacchariden, wodurch sie zur Degradierung der pflanzlichen Zellwand beitragen.
Die Erkennung von Polygalakturonasen fiihrt in 4. thaliana zur Bildung reaktiven Sauerstoffs
und zum programmierten Zelltod, wodurch die Resistenz gegeniiber B. cinerea erhoht wird.
Analog konnte auch die Erkennung von Cts2 eine Immunantwort der Wirtspflanze ausldsen.
Um herauszufinden, ob die cts2-Expression aus diesem Grund wéhrend der pathogenen
Entwicklung reprimiert wird, konnte man eine Kopie von c#s2 unter der Kontrolle eines
konstitutiven Promotors oder des Pflanzen-spezifischen Promotors wie z.B. P,;q>.; (Basse
et al., 2002) in SG200 einbringen und die Virulenz des Stammes in Infektionsexperimenten

testen.

3.1.3 Chitinasen werden fiir die sexuelle Vermehrung nicht benotigt

Chitin oder Chito-Oligomere konnen von pflanzlichen Rezeptoren erkannt werden und eine
Immunantwort auslosen (Wan et al., 2008; Kombrink et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass chitinolytische Enzyme fiir die biotrophe Phase von U. maydis
nicht benotigt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass der aktive Abbau von CHOS
der pilzlichen Zellwand durch Chitinasen und N-Acetylglukosaminidasen nicht zur
Suppression des pflanzlichen Immunsystems beitragt.

Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass Pilze iiber ein ,,mehrschichtiges® System zur
Unterdriickung der Immunantwort des Wirtes verfiigen. Im Ascomyceten Cladosporium
Sfulvum konnte z.B. das Chitin-bindende Protein Avr4 identifiziert werden, welches die
pilzliche Zellwand vor Degradation durch pflanzliche Enzyme schiitzt (van den Burg et al.,
2006; van Esse et al., 2007). Zusitzlich sekretiert C. fulvum das LysM (Lysin Motiv)-Protein
Ecp6, welches mit pflanzlichen Chitinrezeptoren um CHOS der pilzlichen Zellwand
konkurriert und somit die Chitin-induzierte Immunantwort der Pflanze supprimiert (de Jonge
et al., 2010; Sanchez-Vallet et al., 2013). Auch Mycospherella graminicola sekretiert zwei
Ecp6-dhnliche Protein, Mgl LyM und Mg3LysM, die an Chitin der Zellwand binden und die
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Pilzhyphen somit vor exogenen Chitinasen schiitzen. Auflerdem bindet Mg3LysM losliche
CHOS und kann somit die Chitin-induzierte Immunantwort der Wirtspflanze unterdriicken
(Marshall et al., 2011). Interessanterweise existiert auch in U. maydis ein Ecp6-Ortholog,
welches zwei putative LysM-Dominen beinhaltet (Stolle, 2013; Bolton ef al., 2008). Dennoch
scheint UmEcp6 (uml1464) keine Rolle in der Unterdriickung der pflanzlichen
Immunantwort zu spielen. ecp6-Deletionsmutanten zeigten unerwarteterweise sogar erhohte
Appressorienbildung und leicht erhéhte Virulenz (Stolle, 2013).

Eine weitere Strategie, der Immunantwort der Pflanze zu entkommen, ist aus dem Reis-
pathogenen Ascomyceten Magnaporthe oryzae bekannt. Bei Kontakt mit der Wirtspflanze
akkumuliert M. oryzae a-1-3-Glukan auf der Zellwand, das die Immunantwort durch
Maskierung des darunter liegenden Chitins und B-1-3-Glukans unterdriickt (Fujikawa et al.,
2012). Die Funktion von o-1-3-Glukan in der Zellwand von U. maydis ist noch nicht
vollstdndig geklart. Jedoch scheint auch in der Interaktion zwischen U. maydis und Z. mays
die Zusammensetzung der Zellwand eine Rolle zu spielen. So ist die
Zellwandzusammensetzung in Abwesenheit der Myosin-Motordomédnen-Chitinase Mcsl
leicht verandert, was zum apathogenen Phidnotyp der Mutante beitrdgt (Treitschke et al.,
2010).

Des Weiteren konnen phytopathogene Pilze einen Teil des in der Zellwand vorhandenen
Chitins durch Chitin-Deacetylasen in Chitosan umwandeln, welches ein schlechteres Substrat
fiir Chitinrezeptoren oder Chitinasen darstellt (Sanchez-Vallet ef al., 2014). Dadurch werden
weniger CHOS freigesetzt, die als Elicitor der pflanzlichen Abwehrreaktion gelten. Das
Genom von U maydis kodiert fir insgesamt sechs  Chitin-Deacetylasen
(http://pedant.helmholtz-muenchen.de), von denen zwei wihrend der Appressorienbildung
induziert werden (Lanver et al., 2014). Eine partielle De-Acetylierung konnte dazu fiihren,
dass U. maydis der Erkennung durch pflanzliche Chitinasen und Chitinrezeptoren entkommt
und somit die biotrophe Entwicklung etablieren kann.

Neben der Vermeidung sensorischen Mechanismen der Wirtspflanze, ist U. maydis auch in
der Lage, die pflanzliche Immunantwort durch Effektorproteine aktiv zu unterdriicken. So
konnte z.B. der Effektor Pepl identifiziert werden, der durch Inhibition der Mais-Peroxidase
Pox12 den Chitosan-Induzierten, ,,oxidativen burst“ der Wirtspflanze und somit die basale
Immunantwort unterdriickt (Doehlemann efal, 2009; Hemetsberger etal, 2012;
Hemetsberger et al., 2015). Wihrend der Besiedelung der Wirtspflanze sekretiert U. maydis
weitere, zum Teil Gewebe-spezifische Effektoren wund manipuliert aktiv den
Sekundiarmetabolismus und den Hormonhaushalt, um eine erfolgreiche Infektion zu
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gewihrleisten (Rabe et al., 2013; Djamei ef al., 2011; Schilling et al., 2014). Kiirzlich wurde
auBBerdem das Effektorprotein Pit2 identifiziert, das Cystein-Proteasen der Wirtspflanze
inhibiert und somit die kompatible Interaktion gewéhrleistet. U. maydis kodiert selbst fiir 31
potentiell sekretierte Proteasen. Moglicherweise werden durch einige von ihnen pflanzliche
zellwandabbauende Enzyme, wie Chitinasen oder Glukanasen proteolytisch gespaltet und

somit inaktiviert, um eine Kolonisierung zu gewihrleisten.

3.1.4 Chitinasen haben keinen Einfluss auf die Stresstoleranz und die Akquisition von
Chitin als C-Quelle

Zuckerpolymere, wie z.B. Cellulose, aber auch Chitin, werden von verschiedenen
Organismen abgebaut und als Kohlenstoff- und zum Teil auch als Stickstoff-Quelle genutzt
(Sivan und Chet, 1989; Gautam et al., 2011; Vyas und Deshpande, 1989; Lingappa und
Lockwood, 1961). In der vorliegenden Arbeit wurde getestet, ob Chitinasen einen Einfluss auf
das Wachstum von U. maydis auf Medium mit Chitin als vorherrschender Kohlenstoffquelle
haben. Dabei konnte gezeigt werden, dass weder das Wachstum auf CM, noch auf AM mit
verschiedenen Chitinderivaten beeinflusst war. Dennoch wuchs U maydis auf Chitin deutlich
langsamer als auf Glukose. Durch Supplementation der Chitin-haltigen Medien mit Glukose
konnte volles Wachstum wiederhergestellt werden, was zeigt, dass Chitin keine inhibitorische
Wirkung auf das Wachstum von U. maydis hat, wie es z.B. bei einigen Chitosanderivaten der
Fall ist (Hirano und Nagao, 1989). Daher kann geschlussfolgert werden, dass Chitinasen
zumindest unter den getesteten Bedingungen keine Rolle bei der Akquisition von Kohlenstoff
aus polymerem Chitin spielen.

Des Weiteren wurde getestet, ob sich der Verlust der Chitinasen auf die Stresstoleranz
auswirkt. Aus C. neoformans ist bekannt, dass der Verlust der Chitinasegene chi2 und chi2 1l
zur erhohten Stressanfdlligkeit gegeniiber SDS wihrend des saprotrophen, Hefe-artigen
Wachstums fiihrt (Baker et al., 2009). AuBerdem konnte in Trichoderma spec. gezeigt
werden, dass Zellwandstressoren, wie z.B. Calcofluor-White oder Kongorot, zu verstarkter
Chitin-Polymerisation und dickeren Zellwénden fithren (Roncero und Duran, 1985). Unter
diesen Bedingungen werden Chitinasegene stirker exprimiert, was auf eine Beteiligung in der
Stress-Antwort hindeutet (Gruber etal., 2011). Ein &dhnlicher Effekt wurde auch in
C. albicans unter Hitzestress beobachtet. Hier flihrt eine lingere Hitzeeinwirkung (42 °C)
ebenfalls zu einer Verdickung der Zellwand, was auf erhohte Chitinmengen zuriickzufiihren
ist (Heilmann et al, 2013). Interessanterweise sinkt infolgedessen die Chitinasesekretion in

den Kulturiiberstand, was mit einem Zellseparationsdefekt einhergeht. Ein Effekt von
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Chitinasen auf die Stresstoleranz konnte in U. maydis Chitinasemutanten nicht beobachtet
werden. Sowohl wihrend des Hefe-artigen, als auch wihrend des filamentosen Wachstums
konnten keine Wachstumsunterschiede unter den sechs getesteten Stressbedingungen
beobachtet werden. Dies spricht dafiir, dass Chitinasen keinen zentralen Faktor in der

Stressantwort von U. maydis darstellen.

3.1.5 Cts1 und Cts2 unterscheiden sich in ihrer Wirkungsweise

Chitinasen unterscheiden sich in ihren jeweiligen Mechanismen Chitin zu degradieren.
Demnach konnen sie beziiglich der Art ihrer Substratbindung und Schnittstellenpriferenz in
Endo- und Exo-Chitinasen unterteilt werden. Endochitinasen binden an zufdlligen Stellen im
Chitinstrang und fiigen dort Strangbriiche ein, wéahrend Exochitinasen an den Enden der
Chitinpolymere binden und (meist prozessiv) (GIcNAc), abspalten (Vaaje-Kolstad et al.,
2013). Beide Typen konnen meist auf Grund der Architektur ihrer Substratbindestellen und
dem Hydrolyseprodukt bzw. dem Verhéltnis von (GlcNAc); zu (GIcNAc), nach der
Hydrolyse unterschieden werden (Horn et al., 2006; Cottaz et al., 2000; Sikorski et al., 2006;
Payne et al., 2012).

U. maydis kodiert fiir drei Chitinasen. Fiir zwei von ihnen, Ctsl und Cts2, konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sie wihrend des saprotrophen Wachstums an der
Cytokinese beteiligt sind. In Gel-Aktivititstests mit polymerem Chitin konnte die Aktivitdt
beider Chitinasen bestétigt werden. Die Chitinaseaktivitit von U. maydis korreliert in dieser
Phase mit den Transkriptionsmustern der Chitinasegene (s. Anhang Abb. 6.9). Daher besteht
eine direkte Kausalitit zwischen Chitinase-Genexpression, Aktivitit und beobachtetem
Phénotyp. Interessanterweise konnte in dieser Wachstumsphase mittels des fluorogenen
Substrats MUC; lediglich Cts1-Aktivitdt beobachtet werden, was im Widerspruch zu den
Ergebnissen aus den Tests mit polymerem Chitin steht. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte
sein, dass Ctsl kurze CHOS als Substrat akzeptiert, wiahrend Cts2 lediglich polymeres Chitin
verwerten kann. Daher wurden die Aktivitidten beider Enzyme zusitzlich mit den kurzkettigen
Chito-Oligomeren (GIcNAc); und (GlcNAc)s, also unabhidngig einer fluorogenen
Abgangsgruppe bestimmt. Die Analyse ergab, dass beide Enzyme sowohl (GIcNAc),, als
auch (GIcNAc)s als Substrat akzeptieren und als Hydrolyseprodukte (GIcNAc), und
(GlcNAc)s produzieren (Abb. 3.4). Die Diskrepanz zwischen dem Chitinase-Aktivititstest
mittels MUC; und (GlcNAc)s kann zwei Griinde haben. Zum einen konnte die artifizielle,
fluorogene Abgangsgruppe die Bindung von Cts2 an das Substrat verhindern oder die

Synthese der Hydrolasereaktion blockieren. Ein &hnlicher Sachverhalt ist in der menschlichen
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di-N-Acetyl-Chitobiase aus der Leber bekannt, ein GH18-Enzym, das Chitobiose spaltet,
dessen Aktivitdit mit dem fluorogenen Substrat MUG jedoch ausbleibt (Stirling, 1973;
Bearpark und Stirling, 1978; Aronson und Halloran, 2014). Es konnte gezeigt werden, dass
die Aktivitdt dieses Enzyms zum einen von der Anomerkonfiguration und zum anderen von
der Acetylierung der einzelnen Einheiten des Substrates abhédngt. Die zweite Moglichkeit,
warum die Aktivitdit von Cts2 mittels der fluorogenen Substrate MUC; oder MUC, nicht

nachweisbar ist, ist eine unterschiedliche Bindestellen- oder Schnittstellen-Praferenz.
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Abb. 3.4: Schnittstellenpriiferenz der Chitinasen Ctsl und Cts2. Schematische Darstellung des aktiven
Zentrums von GH18-Chitinasen und der ermittelten Schnittstellen von Ctsl und Cts2. Das Konsensusmotiv
DXDXE bildet das katalytische Zentrum von GH18-Chitinasen. Das Glutamat ist die katalytische Aminoséure.
Die GlcNAc-Reste vorher werden mit negativen Zahlen, die nachfolgenden Reste mit positiven Zahlen benannt.
Die Hydrolyse erfolgt zwischen der -1 und der +1 Position. Lediglich Cts1 kann von den fluorogenen Substraten
MUC2 und MUC3 das Fluorophor 4-Methylumbelliferon abspalten. Beide Chitinasen konnen die CHOS
(GlcNAc), und (GIcNAc)s spalten. Ctsl spaltet priaferiert Dimere ab, wihrend das (GIcNAc), /(GlcNAc)s-
Verhiltnis bei Cts2 deutlich geringer ist. Cts2 spaltet folglich eher in der Mitte von (GIcNAc)s.

Demnach wire es moglich, dass Ctsl (GIcNAc), und (GIcNAc); vom nicht-reduzierenden
Ende des Substrats abspaltet, wiahrend Cts2 lediglich in der in der Mitte des Substrates wirkt
bzw. ein acetyliertes GlcNAc-Monomer an der +1 Stelle des aktiven Zentrums bendtigt
(Abb. 3.4). Fir diese Hypothese spricht das in dieser Arbeit gemessene (GIcNAc),
/(GlcNAc);-Verhiltnis, welches fiir Ctsl ca. 8,2 und fiir Cts2 ca. 4,1 betrdgt. Diese

Verhiltnisse stimmen mit denen iiberein, die fiir die bakteriellen Chitinasen ChiA und ChiC
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(Exo- und Endo-Chitinase) aus S. marcescens wiahrend der Hydrolyse von B-Chitin ermittelt
wurden (Horn efal, 2006; Vaaje-Kolstad et al, 2013). Ahnliche Unterschiede in der
Schnittstellenpraferenz wurde auch im Vergleich von Endochitinasen aus Bohnen,
Streptomyces griseus, sowie Lysozm aus Hiihner-Ei und Exo-Chitinasen aus Bacillus
circulans und S. marcescens beobachtet (Cottaz et al., 2000).

Die Vermutung, dass es sich bei Cts1 um eine prozessiv wirkende Exo- und bei Cts2 um eine
Endo-Chitinase handelt, wird durch die Proteinstrukturmodelle gestérkt. Demnach weist Cts1
eine Tunnel-formige, tiefe Substratbindestelle auf, wie sie fiir Exo-Chitinasen typisch ist. Cts2
hingegen besitzt hingegen eine flache, offene Substratbindestelle, wie sie charakteristisch fiir
Endo-Chitinasen ist. Aullerdem wurden durch den Vergleich der Proteinstruktur von
S. marcescens ChiA und dem Modell von Cts1 neun hochkonservierte, oberflichenexponierte,
aromatische =~ Aminosduren identifiziert, deren Rolle wihrend der prozessiven
Chitindegradation in ChiA bereits experimentell bestitigt wurde (Horn efal, 2006;
Zakariassen et al., 2009; Breyer und Matthews, 2001). Weiterhin enthilt das katalytische
Zentrum von Ctsl eine fiir Exo-Chitinasen typische Ansammlung aromatischer Aminosiuren,
welche fiir prozessive Enzyme essentiell sind, um die dauerhafte Bindung an das Substrat zu
gewihrleisten (Anhang Abb. 6.6). Durch die Analyse der Hydrolyseprodukte des Abbaus von
kristallinem Chitin und der fluorogenen Substrate MUC; und MUC,; mittels UPLC-MS
konnte eindeutig gekliart werden, ob sich die aktiven Chitinasen aus U. maydis in ihrer
Prozessivitdt und ihrer Wirkungsweise als Exo- bzw. Endo-Chitinase unterscheiden.

Dennoch kann zu diesem Zeitpunkt bereits geschlussfolgert werden, dass mit den
kommerziellen Substraten MUC; und MUC, zwei Substrate zur Verfligung stehen um
spezifisch die Ctsl-Aktivitit in Wildtyp-Stammen bestimmen zu konnen. Dies konnte zu
einem spdteren Zeitpunkt relevant werden, wenn z.B. die extrazellulire Aktivitdt der
unkonventionell sekretierten Chitinase Ctsl und der konventionell sekretierten Chitinase Cts2
verglichen werden sollen. Mit einer solchen Anwendung konnten in einem Mutantenscreen
z.B. Kandidatengene identifiziert werden, welche spezifisch lediglich einen der beiden
Sekretionsmechanismen beeinflussen.

Durch den Vergleich der Proteinstrukturen von Ctsl und SmChiA konnten neun aromatische,
oberflichenexponierte Aminosduren mit einer putativen Funktion bei der Chitinbindung
identifiziert werde. Durch gezielte Mutation dieser Aminosduren konnte die
Chitinbindeaffinitdt von Ctsl gesenkt werden. Dadurch konnte die Cts1-Sekretionsleistung in
den Kulturiiberstand verbessert werden, was flir die biotechnologische Nutzung der

unkonventionellen Sekretion in U. maydis wertvoll wére.
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Des Weiteren steht nun mit dem AB33cts2A-Stamm eine wertvolle Mutante zur
Untersuchung der unkonventionellen Sekretion von Ctsl zur Verfiigung. Dieser Stamm eignet
sich gut, da sich ein Defekt in der Ctsl-Sekretion direkt phénotypisch als Cytokinesedefekt,
wie er in der AB33ctslActs2A-Mutante auftritt, duBert. Dadurch kann dieser Stamm fiir
makroskopische Hochdurchsatz-Analysen von Mutanten der unkonventionellen Sekretion

verwendet werden.

3.1.6 Die Sekretionsmechanismen von Cts1 und Cts2 unterscheiden sich
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Chitinasen Ctsl und Cts2 an der
Remodellierung der Zellwand wihrend der Zellteilung beteiligt sind. Beide Chitinasen haben
zumindest teilweise redundante Funktionen, sodass lediglich in Doppel-Deletionsmutanten
ein Cytokinesedefekt auftritt. Fiir die Chitinase Ctsl konnte aulerdem gezeigt werden, dass
sie wihrend spdter Stadien der Cytokinese in der Teilungszone zwischen Mutter- und
Tochter-Zelle lokalisiert, wo sie zum Abbau von Zellwandresten beitrdgt und so die physische
Separation gewéhrleistet. Fiir Cts2 konnte der genaue Wirkungsort wegen der Instabilitit des
Cts2G-Fusionsproteins nicht bestimmt werden.
Dennoch kann man auf Grund der funktionellen Redundanz davon ausgehen, dass sich der
Wirkungsort beider Chitinasen iliberschneidet, was eine extrazellulire Lokalisation von Cts2
wahrscheinlich macht und somit die Sekretion des Proteins voraussetzt. Eine putative
Sekretion scheint auch deshalb wahrscheinlich, da das Protein eine N-terminale
Signalsequenz fiir die konventionelle Sekretion besitzt. Bei der konventionellen Sekretion
vermittelt die  N-terminale, hydrophobe Signalsequenz zusammen mit dem
Signalerkennungspartikel (SRP; signal recognition particle) die Assoziation der Translations-
maschinerie mit der ER-Membran (Walter et al., 1981; Meyer und Dobberstein, 1980). Nach
co-translationalem Import in das ER-Lumen kommt es zur Proteinfaltung (Chakravarthi et al.,
2006; Braakman ef al,, 1992) und ggf. zur N-Glykosylierung, bei der ein charakteristisches
Oligosaccharid an die Aminogruppe des Asparagins der Konsensussequenz N-x-S/T
angehingt wird. Der Kern dieses in Eukaryoten konservierten Oligosaccharids besteht aus
zwei [B-1-4-verkniipften N-Acetylglukosamin-, einem [3-1-4-verkniipften Mannose- und
jeweils einem B-1-3- und B-1-6-verkniipften Mannose-Rest ((GIcNAc),-(Man)s; Anhang Abb.
6.13; Imperiali und O’Connor; 1999; Bobrowicz et al., 2004; Shakin-Eshleman et al., 1996).
Am Ende der Passage des ERs, werden die Proteine mittels COPII (coat protein II)-Vesikeln
zum Golgi-Apparat transportiert, wo weitere Modifikationsprozesse ablaufen. Die vom Golgi-
Apparat abgeschniirten Vesikel konnen nun mit Hilfe sog. SNARE (soluble N-
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ethylmaleimide-sensitive  factor attachment receptor)-Proteine mit der jeweiligen
Zielmembran Fusionieren und somit das Protein in den extrazelluldiren Raum entlassen
(Sollner et al., 1993; McNew et al., 2000; Jahn ef al., 2003).
Im Gegensatz zu Cts2 wird Cts1 unkonventionell sekretiert und umgeht somit den klassischen
ER/Golgi-abhidngigen Sekretionsweg (Koepke ef al., 2011; Stock et al., 2012; Sarkari et al.,
2014; Stock, 2014). In Filamenten von U. maydis konnte gezeigt werden, dass die Sekretion
von Ctsl vom Rrm4-vermittelten, Mikrotubuli-assoziierten mRNA-Langstreckentransport
abhingt (Kopeke et al., 2011). Durch in vivo UV-CLIP Experimente in Verbindung mit
mRNA Lokalisation mittels FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) konnte die ctsi-
mRNA als direktes Ziel von Rrm4 ermittelt werden (Koepke et al., 2011; Konig et al., 2009;
Haag, 2013). Die cts/-mRNA lokalisiert demnach in Rrm4-assoziierten Partikeln, eine
spezifische Lokalisation im subapikalen Bereich oder den Septen des Filaments konnte jedoch
nicht beobachtet werden. Daher ist eine Abhéngigkeit der Sekretion von lokaler Translation
an der Hyphenspitze unwahrscheinlich. Neuere Erkenntnisse iiber den Transport und die
Endosomen-gekoppelte, lokale Translation der Septin-mRNA cdc3 deuten eher darauf hin,
dass die cts/-mRNA wéhrend des Transports translatiert werden konnte und das fertige
Protein am Zielort abgeladen oder moglicherweise direkt sekretiert wird (Baumann et al.,
2014; Baumann et al., 2012).
Gegen einen direkten Einfluss von Rrm4 auf die Ctsl-Lokalisation bzw. -Sekretion spricht
jedoch, dass die Lokalisation von Ctsl in rrm4A-Filamenten unverdndert ist. AuBerdem
konnte bereits frither gezeigt werden, dass in rrm4A-Mutanten aktives Ctsl intrazellulér
akkumuliert, was gegen einen negativen Einfluss auf die Translation spricht (Koepke et al.,
2011). Auch die transkriptionelle Fusion der ubi/-3'UTR an den offenen Leserahmen von
ctsl, wodurch die Transporteffizienz erhoht wurde, hatte keinen Einfluss auf die Lokalisation
oder Sekretion des Proteins (Stock, 2014). Des Weiteren deuten CLIP-Daten darauf hin, dass
es sich bei der cts/-mRNA um ein sehr ,,schwaches® Ziel (wenige Kreuzvernetzungsstellen)
fiir den Rrm4-abhéngigen Transport handelt. Im Gegensatz dazu wurden Ziel-mRNAs, wie
z.B. rho3 oder cdc3 identifiziert, welche stark mit Rrm4 assoziiert erscheinen, was sich durch
eine hohe Anzahl von CLIP-Tags auszeichnet (Konig et al, 2009). Fir Cdc3 konnte
aulerdem nachgewiesen werden, dass die finale Proteinlokalisation von Rrm4 abhingt
(Baumann et al., 2014). Die Analyse der Ctsl-Aktivitdt in verschiedenen Septin-Mutanten
(inklusive cdc3A) ergab, dass die Sekretion von Ctsl auch von Septinen abhidngt (pers.
Mitteilung, S. Zander), was dafiir spricht, dass Rrm4 lediglich indirekt an der Sekretion von
Ctsl beteiligt ist.
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Dennoch stellt sich die Frage, durch welchen Mechanismus die unkonventionelle Sekretion
von Ctsl gesteuert wird. In Cts1 konnte sowohl bioinformatisch, als auch experimentell kein
N-terminales Signalpeptid nachgewiesen werden (Stock eral, 2012; Stock, 2014).
Interessanterweise ist das Fehlen eines Sekretionssignals in homologen Proteinen der nahe
verwandten Spezies P. hubeiensis, S. reilianum und U. hordei und sogar in der Chitinase
Cts2p aus S. cerevisiae evolutiondr konserviert. Obwohl fiir Cts2p lediglich eine Funktion
wiéhrend der Sporulation gezeigt wurde, konnte das Enzym in der Zellwand nachgewiesen
werden, was fiir eine Sekretion spricht (Tepari¢ et al., 2007). Auch das Cts2p-Ortholog Cht4p
aus C. albicans besitzt kein N-terminales Signalpeptid, wurde aber ebenfalls in Zellwdnden
nachgewiesen (Chaffin, 2008).

Dies spricht dafiir, dass es sich bei der Cts1-Sekretion um einen konservierten Mechanismus
handelt. Durch die genauere Untersuchung des Sekretionsmechanismus’ und die Ubertragung
des Wissens auf verwandte Spezies konnte das Repertoire von Modellorganismen fiir die
unkonventionelle Sekretion nicht-N-glykosylierter Proteine ausgeweitet werden.

Obwohl bereits experimentell gezeigt werden konnte, dass Ctsl unkonventionell sekretiert
wird und damit die ER/Golgi-Passage umgeht (Koepke et al., 2011; Stock et al., 2012), kann
iiber den genauen Mechanismus der unkonventionellen Sekretion derzeit lediglich spekuliert
werden. Einige Mechanismen, die der unkonventionellen Sekretion zugrunde liegen konnen,
wurden vor allem in tierischen Modellsystemen, aber auch in Pilzen untersucht (Nickel und
Rabouille, 2009). Einer der bestuntersuchten Vertreter unkonventionell sekretierter Proteine
ist der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF2, fibroblast growth factor 2). FGF2 interagiert
in seiner vollstdndig gereiften, phosphorylierten Form mit Phosphatidylinositol 4,5-
Bisphophat (PI-4,5-P,) auf der inneren Seite der Plasmamembran, wodurch es zur
Oligomerisierung kommt (Backhaus et al., 2004; Nickel, 2010; Temmerman et al.,, 2008).
Dadurch wird die Internalisierung des Komplexes in die Membran ermdglicht (Torrado et al.,
2009). Durch die Interaktion von FGF2 mit proximalen Heparansulfaten in der
Proteoglycanschicht der extrazelluldiren Matrix kommt es anschlieBend zur vollstindigen
Externalisierung von FGF2 (Nickel, 2010; Nickel, 2005; Torrado ef al, 2009). Weitere
Beispiele von Proteinen, die Vesikel-unabhingig sekretiert werden, sind der a-Faktor aus
S. cerevisiae bzw. der m-Faktor aus S. pombe. Beide Peptidhormone sind farnesyliert und
werden mittels ABC (4TP-binding cassette)-Transporter (ScSte6p bzw. SpMam1) sekretiert
(Michaelis, 1993; Berkower und Michaelis, 1991; Christensen et al., 1997). Moglicherweise
stellt der Export mittels ABC-Transporter einen konservierten Mechanismus fiir die Sekretion

von Lipo-Peptiden bzw. -Proteinen dar (Rabouille et al., 2012). Neben den genannten,
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Vesikel-unabhidngigen Sekretionsmechanismen sind auch einige Vesikel-abhéngige
Transportprozesse bekannt. Obwohl die meisten Proteine, die ein Signalpeptid enthalten {iber
den klassischen ER/Golgi-abhéngigen Weg sekretiert werden, sind einige Proteine, wie z.B.
Hspl150 aus S. cerevisiae oder das Transmembranprotein CFTR aus der Hamsterniere,
bekannt, die gezielt die Passage des Golgi-Apparates vermeiden (Grieve und Rabouille, 2011;
Tveit etal, 2009; Fatal eral, 2004). Weitere Sekretionswege sind abhingig von
differenzierteren Vesikeln wie z.B. sekretorischen Lysosomen oder Autophagosomen,
Exosomen und multivesikuldren Korpern (MVBs, multivesicular bodies; Nickel und
Rabouille, 2009; Rabouille ef al., 2012; Duran ef al., 2010; Manjithaya ef al., 2010). Ein in
dieser Hinsicht gut studiertes Beispiel ist das Acetyl-CoA bindende Protein Acbl aus
S. cerevisiae bzw. dessen Homolog AcbA aus Dictyostelium discoideum (Cabral et al., 2010;
Duran et al., 2010). Es wurde gezeigt, dass Acbl unter bestimmten Bedingungen, wie z.B.
Néhrstoffmangel, an sog. ,,Komponenten fiir die unkonventionelle Sekretion* (CUPS) binden.
Diese stellen eine bisher unbekannte Form von Vesikeln dar, welche sowohl das Golgi-
typische Protein Grhl, als auch Komponenten des ER und von Autophagosomen enthalten
(Bruns et al., 2011; Cruz-Garcia et al., 2014). Im weiteren Verlauf der Acbl-Sekretion wird
Acbl in spezialisierte Endosomen internalisiert, die sich spéter zu Exosomen differenzieren
und ggf. in MVBs eingeschlossen werden. Durch die Fusion von MVBs mit der
Plasmamembran werden Exosomen in den extrazelluliren Raum freigesetzt. Dabei ist nicht
nur die Bildung der CUPS, sondern auch die Fusion der MVBs und somit die
Exosomensekretion von GRASP (Golgi re-assembly and stacking protein)-Proteinen
abhingig (Giuliani et al., 2011; Manjithaya et al., 2010; Kinseth ef al., 2007; Duran et al.,
2010).
Ein weiteres Beispiel fiir MVB-vermittelte Externalisierung von Exosomen ist die Sekretion
des Cytokins Interleukin-1f (IL-1B). In Makrophagen wird durch das Stress-induzierte
Inflammosom die Caspase 1 aktiviert. Dadurch kommt es zur Prozessierung und Reifung des
IL-1B in seine aktive Form, die anschlieBend in MVBs eingeschlossen und mittels
Exosomensekretion externalisiert wird (Feldmeyer et al.,, 2007; Nickel und Rabouille, 2009).
Interessanterweise konnte durch pharmakologische Inhibition und RNA-Interferenz-
vermittelter Caspase 1 Hemmung gezeigt werden, dass nicht nur IL-1p Caspase 1-abhingig
sekretiert wird. Auch die Externalisierung weiterer, unkonventionell sekretierter Proteine, wie
IL-1a, der Makrophagenmigrations-Inihibtionsfakor MIF, die Galektine 1und 3, sowie FGF2
ist ebenfalls Caspase 1-abhingig (Keller et al., 2008; Seelenmeyer et al., 2008)). Daher kann
geschlussfolgert werden, dass sowohl GRASP- als auch Caspase 1-Orthologe in U. maydis
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moglicherweise als zentrale Regulatoren der unkonventionellen Sekretion fungieren kdnnten
(Abb. 3.7). Das Genom von U. maydis kodiert lediglich fiir ein putatives GRASP-Ortholog,
grhl (um01076). AuBlerdem enthdlt das Genom von U. maydis keine konventionellen
Caspase-Gene, sondern kodiert lediglich fiir eine Metacaspase (mcal, um0I1408) mit
Ahnlichkeit zu Mcal (auch Ycal) aus S. cerevisiae. Metacaspasen werden hiufig als
Vorfahren der hochspezialisierten Caspasen angesehen und konnen in der Zelle oftmals
unterschiedliche Funktionen ausiiben (Hill ef al., 2014; Tsiatsiani et al., 2011). Durch einen
gezielten, revers-genetischen Kandidatengen-Ansatz konnte eine Rolle von Grh1l oder Mcal

wihrend der unkonventionellen Sekretion von Ctsl in U. maydis untersucht werden.

Abb. 3.7: Mogliche Mechanismen der unkonventionellen Sekretion von Ctsl in U. maydis. Schematische
Darstellung potentieller Wege der unkonventionellen Sekretion von Ctsl. Wihrend der konventionellen
Sekretion (rote Pfeile) werden Proteine co-translational in das ER transloziert, wo erste post-translationale
Modifikationen, wie z.B. die initialen Schritte der N-Glykosylierung, stattfinden. Von dort aus werden sie in
COPII-Vesikeln zum Golgi-Apparat transportiert, wo weitere Proteinmodifikationen, wie die spaten Schritte der
N-Glykosylierung und die O-Glykosylierung, ablaufen. Nach der Golgi-Passage werden sekretorische Vesikel
zur Zellmembran transportiert, wo sie mit Hilfe von SNARE-Proteinen mit der Membran fusionieren und den
Inhalt in den extrazelluldren Raum entlassen. Die unkonventionelle Sekretion (blaue Pfeile) kann tiber mehrere
Wege verlaufen. Zum einen kdnnen COPII-Vesikel die Golgi-Passage umgehen und somit Golgi-spezifische
Modifikationen vermeiden. AuBerdem konnen Proteine selbst-vermittelt oder iiber spezifische Transporter
sekretiert werden (im Modell nicht dargestellt). Die dritte Moglichkeit ist die GRASP-vermittelte Sekretion von
Exosomen oder MVBs, wodurch intakte, sekretorische Vesikel in den extrazelluliren Raum gelangen. Die
Bildung von MVBs ist in Sdugetieren Caspase-abhingig. Diese Funktion konnte in U. maydis von der
Metacaspase Mcal iibernommen werden. Die potenziellen Griinde fiir eine unkonventionelle Sekretion von Cts|
sind vielfdltig. Zum einen konnte Ctsl durch eine hohe Affinitdit zu GIcNAc an Zuckern der N-
Glykosylierungsmaschinerie binden, was zur Aggregation von Ctsl fithren kdnnte (1). Andererseits konnte die
Aktivitdt gegeniiber GlcNAc-Dimeren auch zur De-Glykosylierung von Glykoproteinen fithren (2), welche
dadurch funktionslos oder sogar toxisch werden konnen.
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Abb. 3.7 (fortgesetzt): Mogliche Mechanismen der unkonventionellen Sekretion von Ctsl in U. maydis.
Des Weiteren enthdlt Ctsl eine putative Glykosylierungsstelle. Daher konnte die konventionelle Sekretion zu
einer nicht physiologischen Glykosylierung von Ctsl in ER und Golgi-Apparat fithren (3), wodurch das Protein
inaktiviert werden konnte. Ein weiterer Grund, der fiir eine Sekretion mittels Exosomen spricht, ldsst sich
aufgrund der Zellarchitektur postulieren. Aufgrund vieler aromatischer Aminosduren im aktiven Zentrum und im
N-terminalen Bereich besitzt Ctsl hochstwahrscheinlich eine hohe Bindeaffinitdt gegeniiber Chitin. Die
konventionelle Sekretion konnte daher zu einer verfriilhten Bindung fithren, wodurch das Enzym seinen
eigentlichen Wirkungsort nur schwer erreichen konnte. Durch Exosomen-vermittelte Sekretion konnte eine frithe
Chitinbindung vermieden werden, wodurch auch distalere Bereiche der Zellwand erreicht wiirden.

Es gibt mehrere potentielle Griinde, warum die Chitinase Ctsl unkonventionell sekretiert
werden muss (Abb. 3.7). Der wohl naheliegendste Grund, warum Ctsl den klassischen
ER/Golgi-abhidngigen Sekretionsweg umgeht besteht darin, dass Ctsl moglicherweise eine
fehlerhafte N-Glykosylierung im ER-Lumen und dem Golgi-Apparat vermeiden muss. Ctsl
besitzt laut NetNGlyc 1.0 eine putative N-Glykosylierungsstelle am Asparagin 140 in der
Sequenz NLTH am Anfang der GHI18-Domine. Eine nicht-physiologische Glykosylierung
des Enzyms konnte die Konformation der aktiven Domine verdndern und so zur
Inaktivierung fithren. Fiir FGF2 konnte ein dhnlicher Funktionsverlust bereits experimentell
bestitigt werden. Die Umleitung von FGF2 durch den konventionellen Sekretionsapparat
durch N-terminale Fusion eines Signalpeptids fiihrt zu einer artifiziellen O-Glykosylierung,
welche die Bindung an extrazellulire Heparansulfate verhindert (Wegehingel et al., 2008).
Dadurch werden die Lagerung von FGF2 im extrazelluldren Raum und seine Signalfunktion
verhindert.

Ein weiterer Grund konnte in der Eigenschaft von Ctsl zu finden sein, kurzkettige GIcNAc-
Oligomere zu binden. Dadurch konnte Ctsl mit dem Kern von Glykosylierungs-
Oligosacchariden (Abb. 6.13) und Glykoproteinen interagieren, was zu einer Aggregatbildung
im ER fiihren konnte. Interessanterweise konnte eine derartige Bindung fiir Galektine, eine
Gruppe B-Galactosid-bindender Lectine, bereits gezeigt werden (Baum et al., 1995; Delacour
et al., 2007; Camby et al,, 2006; Cho und Cummings, 1995a/b). AuBBerdem konnte gezeigt
werden, dass Gall und Gal3 in Abhéngigkeit der Caspase 1 unkonventionell sekretiert werden
(Keller et al., 2008). Die unkonventionelle Sekretion von Gall funktioniert auch fiir heterolog
exprimiertes Protein in S. cerevisiae, was auf eine evolutiondre Konservierung des
Sekretionsmechanismus schlieBen ldsst (Cleves et al., 1996). Die artifizielle, konventionelle
Sekretion eines SP-Lipase (Uml2)-Cts1 Fusionsproteins flihrt zu einer Spaltung des Proteins
wihrend des Exports, wodurch fast ausschlieBlich Uml2 sekretiert wird. Der GroBteil des
intakten Volllangenproteins kann lediglich intrazelluldr nachgewiesen werden (Stock, 2013).
Moglicherweise wird die Passage des ERs wéhrend der konventionellen Sekretion von Ctsl

durch Bindung an Glykosylierungs-Oligosaccharide oder Glykoproteine inhibiert.
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Die Fahigkeit zur Bindung und Spaltung kurzkettiger CHOS konnte auch zur De-
Glykosylierung von Glykoproteinen fithren. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ctsl
gegeniiber dem Chitobiase-Substrat MUC, aktiv ist. Dieses Substrat besteht aus lediglich
zwei GlcNAc-Einheiten, welche B-glykosidisch an den Fluorophor 4-Methylumbelliferol
gebunden sind. Eine sehr dhnliche Struktur ist auch im Kern von Glykosylierungszuckern
vorhanden (Abb. 6.13). Unter natiirlichen Bedingungen koénnen Glykoproteine durch Endo-N-
Acetyl-B-D-Glukosaminidasen (ENGasen) oder Peptid-N-Glykosidasen (PNGasen) de-
glykosyliert werden (Tarentino et al, 1985; Karamanos, 2013), was zur ER-assoziierten
Protein-Degradation (ERAD) wihrend ER-Stress beitragen kann (Tzelepis ef al., 2014).
Dennoch wurden bereits Chitinasen und Chitobiasen mit ENGase- oder PNGase-Aktivitét in
mehreren Spezies identifiziert (Murata et al., 2005; Larsen et al., 2011; Frederiksen et al.,
2013; Aronson et al., 1989). Das aktive Zentrum von Chitinasen und ENGasen enthilt das
identische Konsensusmotiv . DXXDXDXE. Falls Ctsl ebenfalls ENGase- oder PNGase-
Aktivitit besitzt, konnte eine artifizielle, konventionelle Sekretion schwerwiegende Folgen
auf die post-translationale Modifikation von Glykoproteinen haben und dadurch grundlegende
Prozesse wie ER-Stress und ERAD beeinflussen.

Ein weiterer Grund fiir die unkonventionelle, Exosomen-vermittelte Sekretion von Ctsl
konnte die extrazelluldre Lokalisation des Enzyms darstellen. Es konnte gezeigt werden, dass
Ctsl auf seiner Oberfliche mindestens neun aromatische Aminosduren besitzt, die
hochstwahrscheinlich an der Chitinbindung beteiligt sind. Daher konnte die Affinitét
gegeniiber Chitin sehr hoch sein, was extrazellulir zu einer verfriihten Bindung fiihren
konnte. Durch die Sekretion mittels Exosomen bzw. MVBs konnte die Passage der Zellwand
gewihrleistet werden, wodurch Cts1 auch distale Chitinstrédnge erreichen wiirde.

Um die Griinde fiir die unkonventionelle Sekretion zu verstehen, sollte zundchst untersucht
werden, ob die konventionelle Sekretion von Ctsl durch ein artifizielles N-terminales
Signalpeptid zur Externalisierung von funktionellem Enzym fiihrt. Dafiir konnte der Stamm
AB33cts2A als Reporterstamm verwendet werden, da eine gestorte Ctsl-Funktion in diesem
Stamm zu dem beobachteten Cytokinesedefekt fiihren sollte. Aulerdem konnte durch Co-
Inkubation von heterolog exprimiertem Ctsl mit bekannten Glykoproteinen aus U. maydis
getestet werden, ob Ctsl tatsdchlich ENGase- oder PNGase-Aktivitdt besitzt. Durch die
genauere Lokalisierung von nativem Cts1 und der Vergleich mit SP-Cts1 in der Zellwand von
U. maydis mittels Immunogold-Markierung und Elektronenmikroskopie konnte auBerdem
untersucht werden, ob konventionelle Sekretion zu verdnderter, extrazelluldren Lokalisation
fithren wiirde.
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Durch das bessere Verstdndnis der unkonventionelle Sekretion von Ctsl kdnnten auch neue
Erkenntnisse dariiber gewonnen werden, inwiefern Rrm4 an der Sekretion beteiligt ist und
welche weiteren Faktoren durch den Mikrotubuli-abhdngigen mRNA-Transport beeinflusst
werden. Moglicherweise trdgt die Rrm4-vermittelte, lokale Translation an Endosomen zur
Differenzierung von Vesikeln bei. Dadurch konnte eine Subpopulation von Vesikeln fiir den
Export von cytoplasmatischen Proteinen ohne Signalpeptid geschaffen werden. Das Septin
Cdc3 lokalisiert zusammen mit Rrm4 in bidirektional transportierten Vesikeln und es wird
vermutet, dass die Proteinsynthese direkt an Endosomen stattfindet (Baumann et al., 2014).
AuBerdem findet man Septin-Filamente und -Ringe an den gleichen Stellen in der Zelle, an
denen auch Ctsl lokalisiert und neueste Beobachtungen zeigen, dass die Ctsl-Sekretion in
Septin-Deletionsmutanten verringert ist (pers. Mitteilung, S. Zander). Septine haben
auBBerdem die Eigenschaft zur Hetero-Polymerisierung (Jansen et al., 2014). Moglicherweise
konnen Vesikel-assoziierte Septine mit membranstindigen Septin-Filamenten oder -Ringen
fusionieren, wodurch die Fusion beider Membranen eingeleitet wird und es zur
unkonventionellen Sekretion kommt.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Lokalisations- und Aktivitits-Analysen von Ctsl in
Mutanten, mit einer gestorten Septenbildung wihrend des Hefe-artigen und filamentdsen
Wachstums deuten darauf hin, dass in U. maydis zwei alternative Sekretionswege fiir Ctsl
existieren (Abb. 3.8). In Deletionsmutanten von don/ und don3 kam es in Sporidien zu einer
drastisch reduzierten Cts1-Aktivitdt (Abb. 2.17). Dagegen wiesen drfl-Deletionsmutanten, bei
denen die Septenbildung wéhrend des Hefe-artigen Wachstums lediglich verlangsamt ist,
normale Aktivitdt auf. Dies deutet darauf hin, dass die Bildung des sekundiren Septums fiir
die Sekretion von Ctsl in Sporidien essentiell ist. Mdglicherweise kommt es wahrend der
Cytokinese, dhnlich wie bei Donl, Don3 und Cdc42, zum Transport von Cts1 mittels Pi-3-P-
reicher Vesikel zur Teilungszone, was zur Akkumulation von Ctsl fiihrt (Abb. 3.8 A, links).
Durch die Bildung des sekundiren Septums wird anschlieend ein Kompartiment gebildet,
das vollstindig vom Cytoplasma der Mutter- und Tochter-Zelle getrennt ist (Abb. 3.8 A,
mitte). Durch die lokale Wirkung von Cts1 und mdglicherweise anderer zellwandabbauender
Enzyme, wie z.B. Glukanasen, kommt es zur Auflésung der Teilungszone und zur
Freisetzung ihres Inhaltes (Abb. 3.8 A, rechts), wodurch Cts1 in den Kulturiiberstand gelangt.
In Filamenten zeigt auch die drfl-Deletionsmutante eine verringerte Ctsl-Aktivitit, was
darauf zuriickzufiihren sein konnte, dass in diesem Stamm die Septenbildung am basalen Pol
von Filamenten, ebenso wie in donlA-und don3A-Mutanten, defekt ist. Auch rrm4A-

Mutanten zeigten wihrend des filamtenosen Wachstums eine verringerte Ctsl-Sekretion
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(Koepke et al, 2011). Dies konnte darauf zuriickzufithren sein, dass rrm4A-Filamente
zundchst bipolar auswachsen (Becht et al., 2006). Dadurch wird zunichst kein basaler Pol

etabliert und es kommt zu verzogerter Septenbildung.
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Abb. 3.8: Model der Sekretionsmechanismen von Ctsl. Schematische Darstellung moglicher Mechanismen
der Ctsl-Sekretion. (A) Im Verlauf der Cytokinese kommt es in Sporidien zu einer Ctsl-Akkumulation in der
Teilungszone. Durch die Bildung des sekundidren Septums wird ein extrazellulires Kompartiment gebildet,
welches Ctsl enthélt. Durch die Wirkung der Chitinasen Ctsl und Cts2 (und wahrscheinlich weiterer Zellwand-
abbauender Enzyme) kommt es zur Auflosung der Teilungszone, wodurch Ctsl freigesetzt wird. (B) In
Filamenten lokalisiert Cts1 in der sub-apikalen Zone und in spezifischen Mustern in den leeren Abschnitten des
basalen Pols. Wahrscheinlich kommt es auch hier zum Abbau von Zellwandmaterial und zur Septierungs-
abhingigen Freisetzung von Ctsl. Dennoch scheint in Filamenten ein zweiter, Septierungs-unabhéngiger
Sekretionsweg zu bestehen, der moglicherweise eine Hetero-Oligmerisierung von Septinen voraussetzt. Die
Faktoren, die diesem Sekretionsweg zugrunde liegen sind jedoch noch unbekannt.

Interessanterweise kommt es in don /- und don3-Deletionsmutanten wahrend des filamentdsen
Wachstums jedoch zu einem leichten Anstieg der Cts1 Aktivitit gegeniiber Sporidien (Abb.
2.17). Moglicherweise kommt es durch die Filamentinduktion zur Auflésung des
Cytokinesedefekts, wodurch ,,gespeichertes” Ctsl freigesetzt wird. Dafiir spricht auch, dass
Cts1 an jeder Mutter-Tochter-Grenze in den Cytokinese-defekten Zellaggregaten, die aus bis
zu 30 Zellen bestehen konnen, akkumuliert. don1D- oder don3D-Filamente liegen dagegen

hiufig einzeln oder paarweise vor und eine typische Ctsl-Aggregation ist nicht vorhanden,
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was die Hypothese der Ctsl-Freisetzung bekriftigt. Durch den Einsatz sog. Chemisch-
genetischer Analysen (Shah et al., 1997; Bishop et al,, 2001; Burkhard et al., 2007) konnte
diese Theorie tiberpriift werden. Die Funktionalitit eines chemisch-genetischen Ansatzes zur
Untersuchung der Cytokinese wurde in U. maydis bereits gezeigt und setzt den Einsatz einer
leicht modifizierten Variante der Serin/Threonin-Kinase Don3 voraus (Don3-as; Bohmer
et al., 2008). Diese ist in der Lage an Inhibitoren, wie NA-PP1 zu binden, was zur reversiblen
Inaktivierung fiihrt. Nach Auswaschen des Inhibitors wird die Funktion der Kinase wieder
hergestellt, wodurch der Cytokinese-Defekt aufgelost wird, was zur Freisetzung von Ctsl
fiihren miisste.

Moglicherweise existiert in Filamenten jedoch auch ein zweiter, septierungsunabhéngiger
Sekretionsweg (Abb. 3.8 B). Dafiir spricht, dass in Filamten verschiedener Septinmutanten
ebenfalls reduzierte Ctsl-Sekretion beobachtet wurde (pers. Mitteilung, S. Zander). Diese
Mutanten weisen sowohl wihrend des Hefe-artigen, als auch wéhrend des filamentdsen
Wachstums eine wildtypische Zellmorphologie und Septenbildung auf, sodass ein ein wie
oben beschriebener Einfluss ausgeschlossen werden kann. Auflerdem spricht die sub-apikale
Lokalisation von Cts1G gegen eine ausschlieBlich basal-gerichtete Sekretion. Mdglicherweise
ist auch Rrm4, durch seinen Einfluss auf die Septin-Translation und -Lokalisation, indirekt an

einem solchen Sekretionsweg beteiligt.

3.2 Der Einfluss von Rrm4 auf die Biogenese von Mitochondrien

In Vorarbeiten wurden durch in vivo UV-CLIP Experimente und differenzielle
Proteomanalyse Ziele des Rrm4-abhingigen RNA-Transports identifiziert, die fiir
mitochondrialen Proteine kodieren (zusammengefasst in Abb. 2.29; Konig et al., 2009;
Koepke, 2010; Haag, 2013). Die meisten dieser Proteine sind Atmungskettenproteine oder,
wie im Falle der AAA-Protease Afg3, mit der inneren Mitochondrienmembran assoziiert (Arlt
et al., 1996; Ramelot ef al., 2014). Die meisten der identifizierten Ziele sind den Komplexen I
(NADH-Dehydrogenase) und V (ATP-Synthase) zuzuordnen.

Obwohl gezeigt wurde, dass der Verlust von Rrm4 zu einer erhohten Superoxid-Produktion
fiihrt (Koepke, 2010), ist der genaue Zusammenhang zwischen Rrm4-vermitteltem mRNA-
Transport und Mitochondrienfunktion noch unklar. Im Falle des Septins Cdc3 ist Rrm4
notwendig, um die lokale Translation an Endosomen zu gewihrleisten (Baumann et al.,
2014). Analog dazu konnte Rrm4 bei mitochondrialen Zielen fiir den Transport von mRNAs
und Ribosomen zu Mitochondrien zustédndig sein, wodurch die lokale Translation und evtl.

der co-translationale Import gewihrleistet werden konnte. In S. cerevisiae und Sdugetieren
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wurde bereits gezeigt, dass mRNAs mitochondrialer Proteine oftmals mit Mitochondrien
assoziiert vorliegen (Sylvestre et al., 2003; Kaltimbacher et al., 2006). Dabei ist entweder die
3’'UTR der mRNA oder die MTS des Zielproteins nétig und ausreichend um die jeweilige
mRNA in die Ndhe der Mitochondrien zu adressieren (Margeot et al., 2002; Corral-Debrinski
etal, 2000). Vor allem mRNAs von Proteinen der Atmungskette liegen oft mit
Mitochondrien assoziiert vor, was fiir die respiratorische Funktion essentiell ist (Matsumoto
et al., 2012; Margeot et al., 2002). Neben Erkennungsequenzen der mRNA oder der Proteine,
werden oft weitere Faktoren, wie z.B. RNA-bindende Proteine oder Bestandteile des
Translokase-Komplexes der dulleren Mitochondrien-Membran (TOM), fiir die Verankerung
der mRNPs an Mitochondrien benétigt (Gadir et al.,, 2011). AuBlerdem konnten bereits vor
iiber 30 Jahren Hinweise darauf geliefert werden, dass auch Ribosomen, dhnlich wie beim
rauen ER, mit Mitochondrien assoziiert sind und dass mitochondriale Proteine aufgrund der
beobachteten kurzen Zeitspanne zwischen Translationsstart und Import co-translational
importiert werden miissen (Kellems und Butow, 1972; Price und Verner, 1993). Die lokale
Translation mitochondrialer Proteine wurde kiirzlich mit Hilfe Naherungs-spezifischer
Ribosomenanalyse (proximity-specific ribosome-profiling) in S. cerevisiae bestétigt (Williams
et al., 2014). Ein dhnlicher Mechanismus ist auch in Filamenten von U. maydis denkbar, um
die Proteinversorgung distaler Mitochondrien sicherzustellen (Abb. 3.8). Dabei wiirde die
3’'UTR cytoplasmatischer mRNAs und/oder die MTS naszierender Zielproteine von Rrm4
und moglicherweise anderen Adapter-Proteinen erkannt und an Endosomen gekoppelt
transportiert, um eine Verteilung im Filament sicherzustellen. In der Ndhe von Mitochondrien
konnte der mRNP dann von weiteren RNA-Bindenden Proteinen oder durch die Interaktion
der MTS mit dem TOM-Komplex bzw. MTS-Rezeptoren ,,abgeladen* werden. AnschlieBend
wiirden die Proteine lokal translatiert und co-translational in die Mitochondrien-Matrix
transloziert. Somit konnte eine schnelle und effiziente Versorgung aller Mitochondrien im ca.

100 um langen Filament sichergestellt werden.

Abb. 3.8 (nichste Seite): Modell fiir den Transport mitochondrialer mRNAs und den co-translationalen
Proteinimport. Die 3'UTR cytoplasmatische mRNAs wird von Rrm4 erkannt und an Endosomen gekoppelt.
Der mRNP, welcher die gesamte Translationsmaschinerie enthilt, wird dann entlang von Mikrotubuli
transportiert. In der Nédhe von Mitochondrien interagiert die mRNA mit Mitochondrien-assoziierten RNA-
Bindeproteinen, wodurch der mRNP fixiert wird. Neu translatierte Proteine werden co-translational in die
Mitochondrien transloziert. Alternativ konnte auch die MTS naszierender Proteine von Rrm4 oder weiteren
Adapter-Proteinen an Endosomen fixiert werden. In der Néhe von Mitochondrien wird die MTS dann von
Komponenten des TOM-Komplexes oder MTS-Rezeptoren erkannt, worauf die naszierenden Proteine gebunden
und co-translational importiert werden.
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3.2.1 Filamentoses Wachstum héingt von der Atmungskettenfunktion ab

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Atmungskette durch die
Inhibitoren Rotenon, Antimycin-A und Myxothiazol zum Verlust des filamentdsen
Wachstums fiihrt. Da der ATP-abhédngige molekulare Transport von Rrm4-positiven
Endosomen durch die Inhibition nicht gestort ist, kann geschlussfolgert werden, dass die
sinkende ATP-Menge wahrscheinlich nicht der Grund fiir die gestorte Morphogenese ist.
Neben der ATP-Produktion haben Mitochondrien vielfdltige Funktionen in der Zelle. Sie
kénnen Calcium-Ionen (Ca®"), Cytochrom-C und Proteine aufnehmen oder ausschiitten
(Dumollard et al., 2007; Duchen, 2000; Kroemer, 2003). Aulerdem produzieren sie reaktiven
Sauerstoff, die Reduktionsidquivalente NADH/H' und FADH, und intrazellulire Metabolite
(Turrens, 2003; MacDonald et al., 2005; Brookes et al., 2004; Pagliarini und Dixon, 2006).
Des Weiteren spielen Mitochondrien eine wichtige Rolle bei der Bindung und dem Abbau
schédlicher Proteinaggregate wihrend der Zellteilung (Zhou et al., 2014; Vevea et al., 2014).
Daher kénnen Mitochondrien Ca”'-Signalprozesse, das Redox-Potential sowie zellulire
Alterungsprozesse beeinflussen (Balaban et al., 2005; Hajndczky et al., 2014).

Die intrazellulire Ca*-Konzentration sowie die Lokalisation von Ca’"-Ionen kann die
Polaritit von Zellen beeinflussen. In Neuronen wird durch Ca*"-Ionen ein molekularer
Schalter, bestehend aus der Calmodulin-abhingigen Protein Kinase II (CaMKII) und
Calcineurin (CaN), reguliert, der die Axon-Bewegung am Wachstumspol steuert (Sutherland
et al., 2014; Gomez et al., 2001; Holliday ef al., 1991; Weihuang et al., 2015). Auch in Pilzen
ist ein derartiger, Ca®"-abhingiger Regulationsmechanismus bekannt. Cytoplasmatische Ca®-
Ionen werden durch die EF-Hand Doméne von Calmodulin gebunden und aktivieren unter

anderem die Phophatase Calcineurin. Dadurch wird eine Reihe von C2H2-Zinkfinger
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Transkriptions-faktoren aktiviert, wodurch die Expression abhidngiger Gene reguliert wird
(Watanabe et al., 1995; Cyert, 2001; Bodvard et al., 2013; Liu et al., 2015). Aullerdem haben
Ca”"-Ionen Einfluss auf den Vesikel-Transport und die Sekretionsleistung filamentdser Pilze,
wodurch die Polaritdt und der Thigmotropismus beeinflusst werden (Stephenson et al., 2014;
Brand efal, 2008). Analog konnte ein gestortes Ca’'-Gleichgewicht durch eine
mitochondriale Dysfunktion in r#m4A-Stammen oder durch Inhibitoren zur Beeintrachtigung
des polaren Wachstums von U. maydis fiihren. Dafiir spricht auch, dass eine gestorte Ca*'-
Regulation zu erhohter ROS-Produktion in Mitochondrien fiihrt (Chatre und Ricchetti, 2014;
Brookes et al., 2004), wie sie auch in rrm4A-Filamenten beobachtet wurde (Koepke, 2010).
Die erhohte ROS-Produktion konnte anschlieBend Auswirkungen auf die Thio-Regulation
von Protein-Thyrosin-Phosphatasen und Cystein-reichen Transkriptionsfaktoren haben oder
die Proteinsynthese durch Oxidation von Thioredoxinen beeinflussen (Heller und Tudzynski,
2011; Scott und Eaton, 2008). Der pleiotrope Phianotyp von rrm4A-Mutanten spricht jedoch
dafiir, dass der Verlust des Rrm4-abhidngigen mRNA-Transports multiple, zelluldre Prozesse
beeinflusst. Eines der Ziele von Rrm4 ist z.B. die mRNA des kleinen G-Proteins Rho3 (Ko6nig
etal., 2009). In B. cinerea wurde kiirzlich gezeigt, dass Rho3 an der Lokalisation von
Mitochondrien und ROS an der Hyphenspitze beteiligt ist (An et al., 2015). Moglicherweise
fithrt der Verlust von rrm4 in U. maydis zu einer gestorten Funktion von Rho3, wodurch die
Mitochondrienfunktion beeintrichtigt wird. Dies wiirde zu einem gestorten ROS- und Ca*'-

Gleichgewicht fiihren, wodurch wichtige Signalwege der Zelle beeinflusst wiirden.

3.2.2 Einfluss von Rrm4 auf den mitochondrialen Proteinimport

Um zu testen, ob die Effizienz des mitochondrialen Proteinimports in rrm4A-Filamenten
gestort ist, wurde die Importdynamik von NuolG mittels FRAP-Analyse untersucht. Obwohl
die Messungen eine klare Tendenz =zeigten, wonach der Proteinimport in distale
Mitochondrien in rrm4A-Filamenten deutlich ineffizienter ist, konnten keine akkuraten Daten
ermittelt werden, da motile, ungebleichte Mitochondrien stochastisch in den Messbereich
einwanderten. Mitochondrien sind in U. maydis meist stationdr (Steinberg und Schuster,
2011). Dennoch haben sie die Féhigkeit entlang des Mikrotubuli-Cytoskeletts zu wandern,
was besonders oft mit Fusions- oder Teilungs-Prozessen assoziiert ist (Fuchs ef al., 2002;
Steinberg und Schuster, 2011). Da sowohl der Transport von Mitochondrien als auch von
Rrm4-positiven mRNPs und Endosomen Mikrotubuli-abhédngig ist, besteht experimentell

nicht die Moglichkeit einen der Transportprozesse selektiv zu inhibieren und somit die
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Mitochondrienbewegung zu unterbinden (Nangaku et al, 1994; Morris und Hollenbeck,
1995; Becht et al., 2006).

Um unabhéngig von fluoreszierenden Markern festzustellen zu konnen, ob Ziel-mRNAs von
Rrm4 lokal an Mitochondrien translatiert werden konnte man sich die Nidherungs-spezifische
Ribosomenanalyse zu Nutzen machen (Williams ef al., 2014; Jan et al., 2014). Dabei co-
exprimiert man ein Rrm4-Biotinligase Fusionsprotein und Ribosomen, welche einen Avi-Tag
(15 Aminosduren langes Biotin Akzeptor-Peptid) an der groflen oder kleinen Untereinheit
tragen (Abb. 3.9 A). In einem Vergleichsstamm werden markierte Ribosomen mit einem
Fusionsprotein aus der Biotinligase und einem Protein der dufleren Mitochondrienmembran
(z.B. TOM, translocase of outer mitochondrial membrane) untersucht. In Anwesenheit von
Biotin werden nun Ribosomen, die sich in der Ndhe von Rrm4 bzw. TOM befinden,
biotinyliert und konnen anschlieBend mittels Streptavidin-Affinititschromatographie
aufgereinigt werden. Dabei werden mRNA-Bruchstiicke, die von den Ribosomen maskiert
werden co-prézipitiert und konnen anschliefend sequenziert werden. Dadurch kann man Ziel-
mRNAs identifizieren, welche entweder Rrm4- oder Mitochondrien-assoziiert translatiert
werden. Falls Rrm4 an der lokalen Translation mitochondrialer mRNAs beteiligt ist, sollte es
eine Uberschneidung beider mRNA-Teilgruppen geben. Alternativ kann auch die Peroxidase
,,APEX“ und das Substrat Biotin-Phenol verwendet werden, was eine kiirzere Inkubationszeit
ermoglicht und damit falsch-positive Markierung minimiert (Hung ef al., 2014; Lam et al.,
2014).

Eine weitere Moglichkeit wire, ein Rrm4-abhingiges Zielprotein N-terminal mit APEX zu
markieren und wéhrend der Expression einen Translationsstop zu induzieren, damit APEX
geniigend Reifungszeit hat. AnschlieBend 16st man den Translationsstop auf, wodurch das
Zielprotein translatiert und in Mitochondrien transportiert wird. Falls Rrm4 in der
Translationsmaschineriec vorhanden ist, sollte es zusammen mit Ribosomen, weiteren
Bestandteilen des Rrm4-Partikels und mitochondrialen Zielen biotinyliert werden (Abb.
3.9 B).

APEX hat eine weitere Eigenschaft, die man sich in der Lokalisierung von Endosomen-
assoziiert translatierter Proteine zu Nutze machen kann. Es {bersteht rabiate
Fixierungsmethoden der Elektronenmikroskopie (Hung etral, 2014; Lam efal, 2014).
Dadurch konnen Préparate fixiert werden und die Lokalisation von Proteinen
elektronenmikroskopisch untersucht werden. APEX verwendet hierbei das Substrat
Diaminobenzidin (DAB), welches in Anwesenheit von H,O, polymerisiert und elektronen-

dichtes Osmiumoxid rekrutiert. Osmium erscheint wiahrend der Elektronenmikroskopie als
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elektronendichtes, also dunkles Material. Dadurch kénnte man zeigen, dass Rrm4-abhéingig

translatierte Proteine (z.B. Cdc3) in assoziierten Endosomen lokalisieren.

A)

B)

A A

ot — .
, Ribosomen @ Vesikel @D BIrA/APEX  ~— mRNA ST

Biotin-Akzeptor/ — A .
Biotin-PhenoI-AkzeptorO Rrm4 - Tom-Komplex Mikrotubuli  Mitochondrium

Abb. 3.9: Niherungs-spezifische Biotinylierung zur Untersuchung lokaler Translation an Mitochondrien.
(A) Schematische Darstellung der Naherungs-spezifischen Ribosomenanalyse. In U. maydis Filamenten wird
entweder ein Rrm4-BirA oder ein TOM-BirA Fusionsprotein mit Avi-markierten Ribosomen co-exprimiert. Bei
raumlicher Anndherung von Rrm4 und Ribosomen oder wihrend der lokalen Translation an Mitochondrien,
werden die Ribosomen durch BirA biotinyliert und kénnen mittels Streptavidin Affinitédtschromatographie
aufgereinigt werden. Durch die enge Assoziation von Ribosomen und Teilen der mRNA bleibt diese erhalten
und kann anschlieBend sequenziert werden, um mRNA zu identifizieren, die Rrm4- oder Mitochondrien-
assoziiert translatiert werden. (B) Alternativ zu BirA kann auch die Peroxidase APEX verwendet werden, die das
Substrat Biotin-Phenol verwendet. Durch die N-terminale Fusion an Zielproteine konnte getestet werden, ob
diese sowohl mit Rrm4, als auch mit Mitochondrien assoziiert vorliegen. Diese Methode eignet sich vor allem
fiir Proteine, die co-translational importiert werden, da so eine falsch-positive Biotinylierung cytoplasmatischer
Proteine vermieden werden kann.

3.2.3 Etablierung neuer Fluoreszenzmarker zur Untersuchung dynamischer Prozesse

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten FRAP-Analysen zeigten, dass wihrend der langen Dauer
der Fluoreszenzriickkehr ungebleichte Mitochondrien in den Messbereich einwandern.
Dadurch wird das Ergebnis verfélscht, sodass ein akkurater Vergleich von Wildtyp und
rrm4A-Staimmen unmoglich ist. Zwar kann mit den oben beschriebenen, alternativen
Methoden gezeigt werden, ob Rrm4 an der Translation mitochondrialer Proteine beteiligt ist,
dennoch geben sie keine Auskunft iiber die Dynamik des mitochondrialen Proteinimports in

verschiedenen Bereichen des Filaments. Deshalb wurden in dieser Arbeit alternative

112



Diskussion

Reporterproteine etabliert, welche die Untersuchung dynamischer Prozesse in U. maydis in
Zukunft erleichtern sollen. Superfolder Gfp (sfGfp) ist eine schnell Gfp-faltende Variante, die
innerhalb von flinf bis zehn Minuten reift und im Vergleich zu eGFP eine héhere pH- und
Oxidations-Toleranz aufweist (Pédelacq et al., 2006; Aronson efal, 2011). Das Gen fiir
sfGfp wurde in dieser Arbeit fiir die Expression in U. maydis optimiert und es konnte gezeigt
werden, dass das Protein funktionell exprimiert wurde. AuBerdem wurde es mittels N-
terminaler MTS in Mitochondrien lokalisiert. Damit steht mit sfGfp ein weiteres,
fluoreszierendes Markerprotein fiir U. maydis zur Verfligung. Dennoch miissen die
Eigenschaften, die sfGfp in U. maydis besitzt noch ndher charakterisiert werden. Dabei wire
zum einen interessant, ob sfGfp in U. maydis eine schnelle Faltung aufweist und zum anderen,
ob es sich fiir den Einsatz in extremen Milieus, wie z.B. Vakuolen oder Endosomen, eignet.
Falls sich die publizierte Faltungszeit von ca. fiinf Minuten. bestitigen wiirde (Pédelacq et al.,
2006), wire sfGfp gut geeignet um schnelle dynamische Prozesse, wie z.B. Translation oder
co-translationalen Transport zu untersuchen. Auflerdem kann die schnelle Faltung von sfGfp
genutzt werden, um das Alter von Proteinen mittels Lichtmikroskopie bestimmen zu konnen.
Dazu wird das Zielprotein mit mCherry und sfGfp markiert. mCherry hat eine mittlere
Reifungszeit von ungefiahr 40 Minuten (Merzlyak et al., 2007). Durch die unterschiedlichen
Reifungszeiten der Fluorophore ergibt sich zu jedem Zeitpunkt (bis zur Vollstdndigen Reifung
beider Fluorophore) ein unterschiedliches mCherry/sfGfp-Fluoreszenzverhéltnis. In Bezug
auf mitochondrialen Proteinimport kann sfGfp fiir weiterfithrende FRAP-Experimente genutzt
werden. Moglicherweise ldsst sich durch die kurze Reifungszeit die Dauer der
Fluoreszenzriickkehr verringern, sodass die Mitochondrienmotilitdit die Messung weniger
stark beeinflusst.

Neben sfGfp wurde mEos2, ein photokonvertierbares Fluorophor, fiir den Einsatz in
U. maydis optimiert. Analog zu sfGfp konnte gezeigt werden, dass mEos2 funktionell
exprimiert wird und die Photokonvertierbarkeit wurde mittels LASER- und HXP-Bestrahlung
bestitigt. Die LASER-Konvertierung ermoglicht es kleine, subzellulire Bereiche in
Filamenten zu konvertieren (z.B. einzelne Organellen oder Endosomen), wihrend eine
groBflachigere Bestrahlung mittels HXP-Lampe den Vorteil hat gesamte Bildausschnitte zu
konvertieren. Die Helligkeitswerte der Ausgangsfluoreszenz von mEos2 weichen in
U. maydis etwas von den beschriebenen Literaturwerten ab. In dieser Arbeit wurde fiir mEos2
eine etwa 0,8-fache eGfp-Fluoreszenz gemessen. Laut Literatur sollte mEos2 verglichen mit
eGfp jedoch eine 1,4-fache Ausgangsfluoreszenz besitzen (McKinney efal., 2009). Die

niedrigere Ausgangsfluoreszenz kann zwei Griinde haben. Zum einen ist es mdglich, dass
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mEos2 im intrazelluliren Milieu von U. maydis an Helligkeit verliert, oder die
Belichtungszeiten miissen weiter optimiert werden. Moglicherweise kommt es durch die
488 nm  Bestrahlung bereits zur partiellen  Photokonversion, wodurch die
Ausgangsfluoreszenz beeinflusst wiirde.

Durch die Verwendung von mEos2 konnen in Zukunft dynamische Prozesse in U. maydis
besser untersucht werden. Vor allem der Einfluss von Hintergrundfluoreszenz kann durch die
Moglichkeit zur Photokonversion minimiert werden. So konnte z.B. die Rrm4-abhingige
Bewegung translationsaktiver Ribosomen an Endosomen visualisiert werden. Fiir die
Untersuchung des mitochondrialen Proteinimports konnen Mitochondrien in der Nihe des
Messbereichs photokonvertiert werden, sodass zwischen Proteinriickkehr und einwandernden
Mitochondrien unterschieden werden kann. Dadurch wére es im Gegensatz zur Verwendung
von eGfp moglich, die Abhiangigkeit der Dynamik des Proteinimports von Rrm4 subzellulér
zu untersuchen und es wire z.B. ein Vergleich Kern-naher und distaler Mitochondrien in

U. maydis Filamenten moglich.
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4. Material und Methoden

Hier beschriebene, standardisierte Methoden und/oder Medienzusammensetzungen, sowie
Informationen zu den verwendeten Materialien sind zum Teil wortlich oder leicht modifiziert

aus den Methodensammlungen der AG Feldbriigge und der AG Kamper (KIT) tibernommen.

4.1 Material und Bezugsquellen

4.1.1 Chemikalien, Puffer, Losungen, Enzyme, Kits und Medien

Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waren p.a. Qualitdt und wurden von den
Firmen Ambion, Amersham, Applichem GmbH, BioRad, Biozym Scientific GmbH, Carl
Roth, Difco, Duchefa, Fluka, GE Healthcare, Gerbu, Invitrogen (Life Technologies), Merck,
Riedel-de-Haén, Roche, Serva, Sigma-Aldrich, Thermo Fisher Scientific und VWR bezogen.

Fiir weitere Einzelheiten siehe (Brachmann, 2001).

Puffer und Losungen

In dieser Arbeit verwendete Standard-Puffer und Lésungen wurden nach Ausubel et al.,
(1987a), Ausubel et al., (1987b), Sambrook et al., (1989a), Sambrook et al., (1989b), sowie
Sambrook und Russell, (2001) hergestellt. Spezielle Puffer und Losungen sind unter den
jeweiligen Methoden aufgefiihrt.

Tab 4.1: In dieser Arbeit verwendete Enzyme

Enzym Bezugsquelle
Alkalische Phosphatase Roche

Lysing Enzyme aus T. harzianum Sigma

Lysozym Merck

Novozym 234 Novo Nordisc Novo Nordisc
Phusion DNA-Polymerase Finnzymes (NEB)
Restriktionsendonukleasen New England Biolab
Ribonuklease A Boehringer
Taq-DNA-Polymerase Laborpriparation
T4-DNA-Ligase Roche
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Verwendete Kits

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Kits verwendet:

Tab 4.2: In dieser Arbeit verwendete Kits

Name Hersteller Verwendungszweck
fll gi)r)nld bl Qiagen Plasmidpreparation aus E. coli
JETSORB Gel Isolierung von DNA-Fragmenten aus
. . Genomed
Extraction Kit Agarosegelen
JETQUICK DNA Genomed Aufreinigung von Plasmiden oder PCR-
Clean-Up Kit Produkten
. . Herstellung Digoxigenin markierter
PCR-DIG-labeling Kit | Roche DNA-Sonden
TOPO-TA cloning Kit Life . Zwischenklonierung von DNA-
Technologies Fragmenten
SureClean Bioline Aufreinigung von PCR-Produkten
RTS 100 Wheat Germ 5 Prime In vitro Expression rekombinanter
CECF Weg Proteine
Medien

Medien fiir die Kultivierung von E. coli
(Sambrook ef al., 1989)

LB-Medium

10g Bacto Trypton

S5g Hefeextrakt

10g NaCl

Mit HyOy,4. auf 1L aufgefiillt und autoklaviert, fiir
Festmedien wurden 15g/L Agar zugefiigt.

YT-Festmedium

8 g Bacto Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

15 g Agar

Mit H20bid. auf 1L aufgefiillt und autoklaviert.

dYT-Fliissigmedium

16 g Bacto Trypton

10 g Hefeextrakt

5 g NaCl

Mit HyOy;q auf 1L aufgefiillt und autoklaviert.
Ampicillin- bzw. Kanamycinhaltige Medien
wurden nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf
ca. 60°C mit steriler Ampicillin-Lésung (10 mg/ml)
(Endkonzentration 100 pg/ml), bzw. steriler
Kanamycin-Losung (10 mg/ml) (Endkonzentration
40 pg/ml) versetzt.

Medien fiir die Kultivierung von U. maydis

Holliday, 1974)

1,5 g NH4NO3

2,5 g Casein-Hydrolysat

0,5 g Heringssperma DNA

1 g Hefeextrakt

10 ml Vitamin-Ldsung (s.u.)

62,5 ml Salz-Lésung (s.u.)

0,5 ml Spurenelement-Ldsung (s.u.)

20 g Agar

Mit H,Oyy. auf 980 ml aufgefiillt, der pH-Wert

Autoklavieren wurde 2% (v/v) 50% sterile
Glukose-Losung (1% f.c.) zugefiigt.

CM-Fliissigmedium (Banuett und Herskowitz,
1989; Holliday, 1974)

1,5 g NH4NO3

2,5 g Casein-Hydrolysat

0,5 g Heringssperma DNA

1 g Hefeextrakt

10 ml Vitamin-Losung (s.u.)

62,5 ml Salz-Losung (s.u.)

0,5 ml Spurenelement-Ldsung (s.u.)

Mit H,Opiq. auf 980 ml aufgefiillt, der pH-Wert

Autoklavieren wurde 2% (v/v) 50% sterile
Glukose- (1% f.c.) oder 4% (v/v) 25% sterile
Arabinose-Losung (1% f.c.) zugefiigt.

Nitrat-Minimalmedium (Scherer ef al., 2006)
62,5 ml Salz-Losung (s.u.)

CM-Festmedium (Banuett und Herskowitz, 1989;

wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt. Nach dem

wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt. Nach dem
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3,8 g KNO3

Mit H,Oy4. auf 980 ml aufgefiillt, der pH-Wert
wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt. Nach dem
Autoklavieren wurde 2% (v/v) 50% sterile
Glukose-Losung (1% f.c.) oder 4% (v/v) 25%
sterile Arabinose-Losung (1% f.c.) zugefiigt.

Salz-Loésung (Holliday, 1974)

8 g KH2P04

2 g Nast4

Mit HyOy4. auf 1L aufgefiillt und autoklaviert.

Spurenelemente-Lésung (Holliday, 1974)
60 mg H3BOg

191 mg MnCl,

400 mg ZnCl,

47 mg NaMoO, * 2 H,0

140 mg FeCl; * 6 H,0O

557 mg CuSO4 *5 H2O

Mit H,Oy4 auf 1L aufgefiillt und sterilfiltriert.

Vitamin-Lésung (Holliday, 1974)

100 mg Thiamin

20 mg Calciumpanthothenat

50 mg p-Aminobenzoesédure

20 mg Nikotinsdure

20 mg Cholinchlorid

40 mg myo-Inositol

50 mg Folsdure

Mit HyOy4. auf 1L aufgefiillt und sterilfiltriert.

NSY-Glycerin (Einfriermedium)

8 g Nutrient Broth

1 g Hefeextrakt

5 g Sukrose

800 ml 87% Glycerin

Mit H,Oyq. auf 1L aufgefiillt und sterilfiltriert.

PD-Festmedium
39 g Kartoffelextrakt-Glukose Agar
Mit H,Oyy. auf 1L aufgefiillt und autoklaviert.

Regenerationsagarlight (Schulz ez al., 1990)
a) Top-Agar:

15 g (w/v) Agar

182,2 g (w/v) Sorbitol

10 g (w/v) Hefeextrakt

4 g (w/v) Bacto Pepton

4 g (w/v) Saccharose

Mit HyOyq. auf 1L aufgefiillt und autoklaviert.

b) Bottom-Agar

wie a), zusitzlich wurden Antibiotika zugegeben:
Fiir Hygromycin betrug die Endkonzentration

400 pg/ml, fur Nourseothricin 300 pg/ml, fiir
Carboxin 4 pg/ml und fiir Geneticin (G418) 1000
pg/ml..

YEPSIight-Fliissigmedium (Tsukuda ez al., 1988)

10 g Hefeextrakt

4 g Bacto Pepton

4 g Saccharose

Mit H,Oyq, auf 1L aufgefiillt und autoklaviert.

117



Material und Methoden

Antibiotika Konzentrationen fiir die Selektion von E. coli

Tab 4.3 Antibiotikakonzentrationen in Selektivmedien fiir E. coli

Antiobiotikum Endkonzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 25 pg/ml
Chloramphenicol 34 ng/ml

Antibiotika Konzentrationen fiir die Selektion von U. maydis

Tab 4.4: Antibiotikakonzentrationen in Selektivmedien fiir U. maydis

Antiobiotikum CM-Festmedium | Regenerationsagar (Bottom)
Hygromycin (B) 200 pg/ml 400 pg/ml

Nourseothricin 150 pg/ml 300 pg/ml

Carboxin 2 pug/ml 4 pug/ml

Geneticin 500 pg/ml 1000 pg/ml

4.1.2 Stimme

E. coli Stimme

Fiir Standardklonierungen wurde der Stamm TOP10 (Invitrogen) verwendet, bei dem es sich
um ein Derivat des E.coli-Stamms DH10B mit folgenden genetischen Markern handelt: F-
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl 7-.

Fiir die heterologe Proteinexpression in E. coli wurde der Stamm Rosetta pLysS (DE3;
Novagen) verwendet, bei dem es sich um ein Derivat des E. coli Stammes BL21 handelt.
Dieser Stamm ist fiir die heterologe Expression optimiert und exprimiert sechs fiir E. coli
seltene tRNAs (fiir die Codons: AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, and GGA). Genotyp: F
ompT hsdSg(rg” mg") gal dem (DE3) pLysSRARE (Cam®).

Weiterhin wurde fiir die heterologe Proteinexpression der E. coli Stamm Rosetta-gami (DE3)
pLysS (Novagen) verwendet, bei dem es sich um ein Derivat des E. coli Stammes Origami
(K-12) handelt. Dieser Stamm enhélt die trcB/gor Mutation, welche die Ausbildung von
Sulfid-Briicken ermdglicht. Somit ist dieser Stamm fiir die heterologe Expression
eukaryotischer Proteine optimiert. Genotyp: A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR
araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) F'[lac” lacl® pro] gor522::Tnl0 trxB pLysSRARE
(Cam®, Str®, Tet®)

Die Nomenklatur von E. coli-Stimmen richtet sich nach (Demerec et al., 1966).
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Tab 4.5: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte E. coli Stimme

Stamm Genotyp Resistenz Referenz
A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull
E. coli Rosetta | phoR araD139 ahpC galE galK rpsL Amp®, Cam®, Kan®, diese Arbeit
Gami His-cts2 | (DE3) F'[lac” lacl’ pro] gor522::Tnl0 | Tet®, Strep"
trxB pLysSRARE; pET 15b-His:cts2
A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull
E. coli Rosetta | phoR araD139 ahpC galE galK rpsL Amp®, Cam®, Kan®, diese Arbeit
Gami His-cts3 | (DE3) F'/lac" lacl? pro] gor522::Tnl10 | Tet®, Strep®
trxB pLysSRARE; pET15b-His:cts3
E. coli Rosetta A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull
G.ami GST- phoR araD139 ahpC galE galK rpsL Amp®, Cam®, Kan®, diese Arbeit
5 (DE3) F'lac” lacl’ pro] gor522::Tnl0 | Tet", Strep®
trxB pLysSRARE; pGEX-gst:cts2
. A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull
lé'a:;)illGléo;?tta phoR araD139 ahpC galE galK rpsL Amp®, Cam®, Kan®, diese Arbeit
ots3 (DE3) F'flac" lacl pro] gor522::Tnl0 | Tet®, Strep®
trxB pLysSRARE; pGEX-gst:cts3
His-Cts2 (E. -

. F ompT hsdSy(ry mg) gal dem (DE3) R R . .
gclil;gosetta pLysSRARE (Cam®); pET15b-His:cts2 Amp", Cam diese Arbeit
His-Cts3 (E. o

. F ompT hsdSg(rg mg) gal dem (DE3) R R . .
;(]il}l,sf){osetta pLysSRARE (Cam®); pET15b-His:cts3 Amp", Cam diese Arbeit
Gst-Cts2 (E. -
coli Rosetta L ot (el i) e it (DL5) Amp®, Cam® diese Arbeit

pLys)

pLysSRARE (Cam®); pGEX-gst:cts2

Gst-Cts3 (E.
coli Rosetta

pLys)

F ompT hsdSs(rg mg) gal dem (DE3)
pLysSRARE (Cam"); pGEX-gst:cts3

Amp", Cam®

diese Arbeit
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Maisvarietiten (Zea mays spec.)
Fiir Pflanzeninfektionsexperimente zur Bestimmung der Virulenz von U. maydis Stimmen
wurde die Maisvarietét ,,Early Golden Bantam* (Olds Seed Company, Madison, Wisconsin,

USA) verwendet.

U. maydis Stimme

Tab. 4.6: In dieser Arbeit verwendete Ausgangsstimme

Stamm Genotyp Resistenz Referenz

FB1 al,bl - Banuett und Herskowitz, 1989
FB2 a2,b2 - Banuett und Herskowitz, 1989
AB31 a2,P g1 DE1L Py :bW2 Phleo® Brachmann et al., 2001

AB33 a2,P,,-bE1,P,,:-bW2 Phleo® Brachmann et al., 2001

SG200 al:mfa2,bEL,bW2 Phleo® Kamper et al., 2006
AB33rrm4A @2,P 0y bELL P, :bW2, rrmd A, hyg" Phleo®, Hyg" Becht et al., 2006

AB33cts1A 42,P,1p:bEL P, :bW2, cts1A, hyg" Phleo®, Hyg" Koepke et al., 2011
AB33cts]:eGFP 42,Pyor:bE1 Py -bW2, ctsl:eGFP, nat® | Phleo® Nat® Koepke et al., 2011
AB33nuo2:eGFP a2,P,,:bEL,P,,.:bW2, nuo2:eGFP, nat® | Phleo®,Nat® Koepke, 2010
AB33nu02:eGFP, rrm4A Zi ;eé’ﬁépnatkbzi 44 Iy Phleo®, Hyg"Nat® | Koepke, 2010

SG200cts1A al:mfu2,bE1,bW2, cts1 A, hyg® Phleo®, Hyg" Koepke et al., 2011
AB31donlA a2,Peyg1:DE1LP,yo :bW2, donl A, hyg" Phleo® Hyg® Weinzierl et al., 2002
AB31don3A a2,Pyg1:bE1LP,,q1:bW2, don3A, hyg" Phleo® Hyg® Weinzierl et al., 2002
AB31drflA a2,P g1 :bE1L Py :bW2, drf1 A, hyg" Phleo® Hyg® Freitag et al., 2011

Tab. 4.6: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte U. maydis Stimme

Stammbezeichnung | Genotyp Resistenz Ausgangsstamm integriertes Plasmid | Lokus
AB31rrm4A a2,Par:bEL P, :bW2, rrm4A, hygR | Hyg", Phleo® AB31 prrm4A, hygR rrm4
SG200rrm4A al:mfa2,bE1,bW2,rrm4 A, hygR Hyg®, Phleo® SG200 prrm44, hygR rrmd
AB33nuol:eGFP Zjé%”:bEl’P"“’:bWz’ EREEGE Hyg®, Phleo® AB33 pnuol:eGFP, hygR nuol
AB33s0d2:eGFP Zi’g’j{‘"’bE L. PuaribW2, 50d2:¢GFP, | ook phieot | AB33 psod2:eGFP, hygR | sod2
AB33s0d2A a2,Par:bELLP,:bW2, sod2A, hygR | Hyg", Phleo® AB33 psod2A, hygR sod2
AB33qcr10:eGFP Zi’gl;"““-bEj’P””"‘b W2, gerl0:eGFP, Hyg®, Phleo® AB33 pqcr10:eGFP, hygR qcrl0
AB33cts2A" a2, Ppar:bEL P bW2, cts2A, hygR Hyg", Phleo® AB33 pcts24, hygR cts2
AB33cts3A* a2,Pur:bE 1L Py:bW2, cts3A, hygR Hyg", Phleo® AB33 pcts34, hygR cts3
SG200cts2A* al:mfa2,bE1,bW2, cts2A, hygR Hyg®, Phleo® SG200 pcts24, hygR cts2
SG200cts3A" al:mfa2,bE1,bW2, cts3A, hygR Hyg®, Phleo® $SG200 pcts34, hygR cts3
AB33cts1A, ots2A” jfs; A”C”:;%’P naribW2, cis4, hygR, EZ;‘%R’ Phleo®, | A B33crs14 pets2A, natR cts2
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a2,Par:bE1, Py bW2, ctsl A, hygR,

HygR, PhleoR,

AB33cts1A, cts3A” cis3A. g418R GA41SR AB33ctsiA pcts34, g418R cts3
SG200cts1A, cts2A” ‘C’tls ’Z”Zf“j;f;f LbW2, cts14, hygR, §Z§R’ Phleo, | 62001514 pts24, natR cts?
SG200cts 1A, cts3A” ZIS }"Zi“;ﬁiﬁb W2, cisl4, hygR, gﬁ;ﬁhleok’ SG200cts A pcts3A, g418R cts3
AB33cts2A, cts3A™ Zfs’;j""}:;;]ép"””'bWz’ cis24, natk, EZthR, Phleo®, AB33cts34 pcts24, natR cts2
SG200cts2A, cts3A° jtls ’3”1"5;;’1? bW, cis24, naik, EZthR’ Phleo, | §6200¢t534 pets2A, natR cts2
gﬁfsm’ cts24, ‘C’tzsf Anbaf]él;ﬁljygi f;;m’ hyeR gﬁ%;fg:&k’ AB33cisiA, cts2A | pets3A, g418R cts3
Sg’ ;Aogmm’ cts24, j;}"i{”jﬁﬁj’c]gj Zjﬁ?khy gR gﬁ;}f) ;‘}Z&R SG200cs]A, cts2A | pets3A, g418R cts3
§B33p0[ef:MTS:eGF ?IZJOZ,;;ZIZ 11281{3;?21 ;‘?r Cbe, Phleo® AB33 ;C)bP;;f:mtsm,bl:eGFP, ips
AB33P,1:s{GFP %f ,sfgpizp? W2, ipr Cbx®, Phleo® | AB33 PPugiisfGFP, cbxR | ip*
AB33P,;,;:mEOS2 7;1; lmbEi i ;}lp [; w2, ipr Cbx®, Phleo® AB33 PPergiimEos2, chxR | ip®
AB33Pey:mcherry a2,Pyar:bELPoay:bW2, ipr Cbx®, Phleo® AB33 pPugiimcherry, cbxR | ip®

[Pergizmcherry], ips

AB33qcr10:eGFP,
rrm4A

a2,Pyyr:bE1 P,y:bW2, qcrl0:eGFP,
hygR, rrm4A, natR

Hyg", Phleo®,
Nat®

AB33qgcri0:eGFP

prrm4A4, natR

AB33P :MTS:sfG

a2,Pyar:bE1, P,y :bW2, ipr

Cbx®, Phleo®

chrgl:mtsmrbl-'stFP/ .S

FP [Pere1:misyy:SfGFP], ips AB33 chxR L4
AB33Pq:MTS:mE | a2,P,10r.bEL,Ppar:bW2, ipr R R PPergr:mMtSmmi:mE0s2, | . s
082 [Pergr:mtsmrbl :mEos2], ips EREpthee AB33 cbxR P
AB33Pndil ?’12;01; ejn bﬁ }P lps bw2, ipr Cbx®, Phleo® | AB33 PPoregndil, cbx i’
AB33rrm4A, a2,Pyuy:bEL Py :bW2, rrm4A::hygR,, | Hyg®,Cbx", PPergr:MtSmpa:SfGFPiC | . o
Perg:MTS:STGFP | ipr [Pegs:misn:sfGFP], ips Phleo® iR e bxR L4
AB33rrmdA, 42,Pr:bE1L P :bW2, rrm4A, hygR,, | Hyg",Cbx", DPPorgr:MtSmp1:MEOS2:: | .
Poo:MTS:mEOS2 | ipr [Pergl:mismrbl:mEos2], ips Phlcok AB33rrmdA cbxR P
AB33Pye:MTS:SIG | a2,P,ur-bEL P, :bW2, ipr 2 2 ] ] s
FP [Poyuitsarss:SfGEP], ips Cbx", Phleo AB33 PPotef:MtSmm1:SfGFP ip
AB33Pue:MTS:ME | a2,P,0r:bE1 P, bW2, ipr R R ] ) e
0s2 [P misysmEos2), ips Cbx", Phleo AB33 PPoter:MtSmmi:mE0S2 ip
AB33rrm4A, a2,PyaybELP,y:bW2, rrm4A, hygR,, | Hyg®,Cbx", . . s
PoctMTS:SEGFP | ipr [Poy:mismoy:sfGFP], ips Phleo® AAER S PPotef:Mismor:SfGFP | ip
AB33rrmdA, a2,Pyay:bELL P,y :bW2, rrmdA::hygR,, | Hyg®,Cbx", ) ) s
Poe:MTS:mEOS2 ipr [Posepmts,p:mE0s2], ips Phleo® AB33rrmd A PPotef:MtSmo1:MES2 | ip
AB33qcr10:eGFP, | a2,PoubELPo:bW2, qerl0:eGFP, | Hyg® Nat®,
rmd Aq hygR, rrmd.A, natR q PI?]%}OR a AB33gcrl0:eGFP | prrm4A4, hygR rrm4
AB33ctsd4A a2,Pyyar:DELLP,0:bW2, ctsd A hygR Hyg®, Phleo® AB33 pctsdA, hygR cts4
AB33cts2:cGFP ngf;;”’bEl’P narW2, cts2:eGFP, | goo® phiek | AB33 DPussiCts2:eGFP, hygR | cts2
SG200cts2:eGFP al:mfa2,bE1,bW2, cts2:eGFP, hygR Hng, Phleo® SG200 PPes2:cts2:eGFP, hygR | cts2
AB33cts3:eGFP Zj";;’”"bEl’P"""'b W2, ces3-eGEP, Hyg®, Phleo® AB33 DPPuss:cts3:eGFP, hygR | cts3
SG200cts3:eGFP al:mfa2,bE1,bW2, cts3:eGFP, hygR Hng, Phleo® SG200 PPess:cts3:eGFP, hygR | cts3

a2,P,ur:bELP,:bW2, cts1 A hygR, Hyg®, Phleo®,
AB33cts1A AB33cislA, cis2A

(<2 Acts3 A’ tsAA cts2A, natR, cts3A, g418R, ctsdA, G418%, '3 AC DA GRE pcts4A, chbxR ctsd

CIREA,C1520, oIS chxR Nat®,G418% s

al:mfa2,bE1,bW2, ctslA, hygR, Hyg®, Phleo®,
SG200cts1A, cts24, | ) A, matR, vis3.4, g4I8R, ctod A AR SG200cts1 A, cts2A, pctsad, bR csd

cts3A

cts3A, ctsdA xR Nat® G418%
AB33cts1:eGfp, a2, Pyar:bEL Pyy-bW2, ctsl:eGFP, Hyg® Nat®,
donlA nat®, donl A, hygR Pgl%?oR AR pdont bk

* Diese Stdimme wurden im Rahmen der Bachelorarbeit Hartmann, 2013 unter meiner Betreuung hergestellt.
** Diese Stimme wurden im Rahmen der Bachelorarbeit Oztiirk, 2013 unter meiner Ko-Betreuung hergestellt.
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4.1.3 Nukleinsiuren, Oligonukleotide und Plasmide

Zur Herstellung von CM-Medium (s. Kapitel 4.1.1) wurde Heringssperma-DNA (Sigma-
Aldrich) verwendet. Alle PCR-Reaktionen wurden mit Desoxyribonukleotiden (dNTPs) von
Jena Bioscience durchgefiihrt. Die Herstellung Digoxigenin-markierter Sonden fiir die
Stammverifizierung mittels Southern-Blot Analyse erfolgte mit Hilfe von Digoxigenin-dUTPs
(PCR-Dig labeling Kit; Roche). Als DNA GroBlenstandards fiir die Agarose
Gelelektrophorese wurde Lambda-Phagen DNA (Sigma-Aldrich) oder der GeneRuler DNA

Ladder Mix® (Fermentas) verwendet.

Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide, die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurden, stammen von der

Firma Metabion AG.

Tabelle 4.7: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5°-3" Richtung)

Mitochondrielle Proteine:

Deletionen,
Reporterfusionen

Bsal ins eGFP-Tnos 1

GTACAAGTAAGGAGACCGGTCTCGAGCGGCCGG

Bsal ins eGFP-Tnos 2

CGCGCCGGCCGCTCGAGACCGGTCTCCTTACTT

QCR103'UTR D1

GGTCTCCCGCTCTACACGCGTCCGAGGTG

QCR103'UTR U2

GGTCTCGGTAAAGCCTCCAGCTTGAATGTG

QCR10 DF D1 GGTCTCCGGCCAGCCTCCAGCTTGAATGTG

QCR10 DF D2 GGTCTCGCTGCAATATTACAACGTGCGAGTTCTGC
QCR10 DF D3 CATTCGTCGGTGACGGGTGAG

QCR10 P1 GGACATCCTGATCAAGCTC

QCR10 P2 CGCGATGTATTGGCGAGAG

QCR10 UF U2 GGTCTCGCCTGCAATATTTTAAACCGCATAACCGGC
QCR10 UF U3 GGTCTCCTGGCCGAGAAAGCGTTGTCGGCAGG

RL1109_Sfil(U)-sfGFP

GGCCTGAGTGGCCATGCGCAAGGGCGAGGAG

RL1110_nosT-rev_AfIII

CGCAAGACCGGCAACAGG

RL1111_Sfil(U)-mEOS2

GGCCTGAGTGGCCACCATGTCGGCCATCAAGCCC

RL1112_Sfil(U)-mCherry

GGCCTGAGTGGCCCCATGGTGAGCAAGGGCGAGG

RL1113_mCherry-Sfil( c)

GGCCGCGTTGGCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG

RL1117_Sfil-MTS_for

GGCCTGAGTGGCCATGATCGCACGCAACTTG

RL1118 MTS-Sfil_rev

GGCCACTCAGGCCGGCGTCGTATTCGCCTTG

RL1119_EcoRI-MTS-for

GAATTCGATCCCATGATCGCACGCAACTTGTGC

RL1120_nosT-rev_EcoRI

CGATGAATTCTCATGTTTGAC

RL1128 MTS-rev_Bsal

GGTCTCGGGCGTCGTATTCGCCTTGACCG

RL1129 sfGFP-for Bsal

GGTCTCGCGCCATGCGCAAGGGCGAGGAGC

RL1130_mEOS2-for Bsal

GGTCTCGCGCCATGTCGGCCATCAAGCCC
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RL503 msd1 U2

GGTCTCGCCTGCAATATTCGTGCCTCGATACTCGTTCCTCG

RL504 msd1 U3

GGTCTCCAGGCCTTTGGGCAGAGATTATTGCTGCG

RL505 msdl D1

GGTCTCCGGCCGTACGACACAGCTTCATCTCG

RL506 msd1 D2

GGTCTCGCTGCAATATTTCTGGGCCTAGATGCTTTGGG

RL507 msd1 P1 TGGTCCCTTCAAGCAGGC

RL508 msdl P2 TCTGGGCAGCCTTGAAGC

RL509 msdl Ul TCGGTACGACGTCTTGGC

RL510 msdl D3 GATGACCGTATACGCCGC

RL629 nuo3 D2 GGTCTCGCTGCAATATTCTTCTGCCATCCAAAGC
Thsp70-rev-seq CACACGACTCACATCTGCC

um03085 3'UTR D1

GGTCTCCCGCTGCTTTGAGATAGAGGTGCG

um03085 3'UTR U2

GGTCTCGGTAAGTACGACACAGCTTCATCTC

um03085 DF D1

GGTCTCCGGCCGTACGACACAGCTTCATCTC

um03085 DF D2

GGTCTCGCTGCAATATTCAAAGCACACTCAAGC

um03085 DF D3 CAAGGCCATCACAGGTTCC
um03085 P1 CTCGCCCACAGACTACTTC
um03085 P2 CGAGATGAAGCTGTGTCG
um03085 UF Ul GCGCATTTCATCGAGCAG

um03085 UF U2

GGTCTCGCCTGCAATATTTGTGATCAAACGAGTG

um03085 UF U3

GGTCTCCTGGCCGAAACACGAGCCTTGGCGTC

uml11731 3’'UTR D1

GGTCTCCCGCTGCATGTCTGTGCTGAGCTTC

um11731 3'UTR U2

GGTCTCGGTAAACACCTCTACATGGCTTG

uml11731 DF D1

GGTCTCCGGCCACACCTCTACATGGCTTG

uml11731 DF D2 GGTCTCGCTGCAATATTTTCTTTCGACGAACG
uml11731 DF D3 GTACCTGAAAGCGGAAGCG

uml11731 P1 CTCCAGACCCTTCTTAGC

uml11731 P2 CAAGCCACCGACGAATGG

uml11731 UF Ul CCTGAACCGAATGTAGGAC

uml1731 UF U2

GGTCTCGCCTGCAATATTGGACCATACCGCGTCAG

uml11731 UF U3

GGTCTCCTGGCCGATTCTTCATCGTCGTATGCG

um12001 3'UTR

GGTCTCGGTAAAGAGCCTCCCTGTTTGTATC

um12001 3'UTR D1

GGTCTCCCGCTGGAACCACTTGTGACTTG

um12001 DF D1

GGTCTCCGGCCAGAGCCTCCCTGTTTGTATC

um12001 DF D2

GGTCTCGCTGCAATATTGCTGGTCTCGTCGATC

um12001 DF D3 CACAGAAGCCTGCGCAAG
um12001 P1 CTCGATCGGCTTTCCAAC
um12001 P2 GTATGGAGGCGTGTGCAG
um12001 UF Ul GCGCTTCGCCATTGCTCAAG

um12001 UF U2

GGTCTCGCCTGCAATATTCGTTCAACCAGAGCC

uml2001 UF U3

GGTCTCCTGGCCGACGCAGTGTCGATAACTCG

Chitinasen: Deletionen,
Reporterfusionen,
Southern Blot Sonden, in
vitro Expression, E. Coli
Expression

RL479 cts3 U2

GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGAATATTACATCAGCTATTCAGTGTTAC
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GC

RL480 cts3 U3

CCACTCGAGTGCGGCCGCAATTGTCACGCCATGGTTAACTCCTAATGTGTGCG

RLA481 cts3 D1

CTGCTGCGCCGCGAAGCTGTGCGGCCGCATTAATAGGTCTGCGCACCTGTTTGG

RLA482 cts3 D2

GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCAATATTTCCACACCTTAGTGACGG

RLA483 cts3 P1 GAAGCTTCTCCCACTCGG
RL484 cts3 P2 GTTGACGCTCTTGGTCGG
RL485 cts3 Ul TTCCATGCCACGCACACC
RL486 cts3 D3 CAAGCACAGACGGTTCGC

RLA495 cts2 U2

GGTCTCGCCTGCAAATATTTCGTAATTCGTGATGG

RL496 cts2 U3

GGTCTCCAGGCCCGCGGTGACCGAGAGGGG

RLA497 cts2 D1

GGTCTCCGGCCATACGCTATCACACATCC

RL498 cts2 D2

GGTCTCGCTGCAAATATTTGGTGACTGTCAATACC

RLA499 cts2 P1

GTCACGCACTCAGTGTGG

RL500 cts2 P2

GGCAGTTGGTTTCGCAGC

RL501 cts2 Ul

TGTGTACACACTGGCGCG

RL502 cts2 D3

TAGCACCGATTGCGAGCG

RLI955 cts2 probe-for

GCTGACACGAGAATCGTG

RL956_cts2 probe-rev

GCCAAGCGTACAGACCTAC

RL957 cts2 Probe-DF-for

CCATCTCAACCGCCTTTC

RL958 cts2 Probe-DF_rev

GGCAAACTCACACGGAAG

RLI959 cts3-Probe-UF-for

GATGCGAACCTCAGGCATC

RL960_cts3-Probe-UF-rev

CGTATGAGCACATGCTACG

RL961_cts3-Probe-DF-for

GTTGGTCTTGGCTCTCAC

RL962 cts3-Probe-DF-rev

CATCCACGCCTTGGACAC

RL1266 Ul cts4

TTTGGTGCCTCGACTCGC

RL1267 U2 ctsd

GGTCTCGCCTGCAATATTCGCGACTCGACCTTTTTAC

RL1268_ U3 cts4

GGTCTCCAGGCCTGTTTGTGAAGCAGGTATG

RL1269 DI cts4

GGTCTCCGGCCCGACACAGCACTCGCCGTG

RL1270 D2 cts4

GGTCTCGCTGCAATATTCATGCGTCCGCTTCAAG

RL1271_D3 cts4 GCTACTGACCTTGTTGCC
RL1272_P1 cts4 TCGTTGGCGCTTTCTCTG
RL1273_P2 cts4 AGGGCAAGGAGTTGTGTC

RL1281 cts2-f-Ndel

CACATATGCGAGCCAACACACC

RL1282 cts2-r-BamHI

GTGGGATCCCTAGCTCAATCCGGCAGC

RL1283_cts3-f-Ndel

CACATATGAAGCTTCTCCCACTCGG

RL1284 cts3-r-BamHI

GTGGGATCCCTAGGAAGAGATAGCACCTGTC

RL1285_cts2-f-SP

CACATATGGTGCCTCACGAGCAGAGC

RL1286_cts3-f-SP

CACATATGGCGCTGAACAATGATGGATC

RL1287 cts3-r-Bglll

GTGAGATCTCTAGGAAGAGATAGCACCTGTC

RL1291 Ul-cts2

ACAACGCGCAGAAGTTCG

RL1292_U2-cts2

GGTCTCGCCTGCAATATTGATGGTTTCCGTGTTTGG

RL1293 U3-cts2

GGTCTCCTGGCCATGCTCAATCCGGCAGCGTC

RL1294 Dl-cts2

GGTCTCCGGCCACAGCATACGCTATCACAC

RL1295 D2-cts2

GGTCTCGCTGCAATATTCTGTGTTCTCAATGCCCGGC

RL1296 D3-cts2

CGCGATCTGCTTGAACATCC
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RL1297 Pl-cts2 ACAAGTTGGTCGTCGGTAAG

RL1298 P2-cts2 TTGAAAGGCGGTTGAGATGG

RL1299 Ul-cts3 GCCTACAGCCGAGTTTGATC

RL1300_U2-cts3 GGTCTCGCCTGCAATATTCGTCAAGGCAGCCAAG
RL1301_U3-cts3 GGTCTCCTGGCCAGGGAAGAGATAGCACCTGTC
RL1302_D2-cts3 GGTCTCCGGCCGTCTGCGCACCTGTTTGGTGTTG
RL1303 D2-cts3 GGTCTCGCTGCAATATTCCAACAGGATCCTACG
RL1304_D3-cts3 CACAAACTCATCCACTCCCG

RL1305 P1-cts3 TCAACGCTCGTCTCACAG

RL1306 P2-cts3 TAGCTAGCACGCATACAG

RL1314 cts3-seq-f GGATTGGACAGCCTCGAC

l({}lfdplfs:riizt GTGGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG
RL1784 Ndel-cts4 GGCATATGCTTTGGCCTCACCCAACC

RL1785 cts4-Bsalr GGTCTCGTTGCCGAGGAAGTTGGATCCG

RL1786 cts4-Bsalf GGTCTCGGCAACTACACAGGCAACAAC
RL1787_cts4-BamHI GCGGATCCTCAATGCATGTTGCACATGCC

DD19 RT Actin for CATGTACGCCGGTATCTCG

DD20 RT Actin_rev CTCGGGAGGAGCAACAATC

DD21_RT ctsl_for GTCCGCACTTTGCACCTATG

DD22 RT ctsl rev ATCCAACCCGTCGTTCTC

DD23 RT cts2 for CCGCCTTACTGGAACATCAC

DD24 RT cts2 rev GAACTTCTGCGCGTTGTC

DD25 RT cts3_for GGCTTCCATACCACCTTCAC

DD26_RT cts3_rev TGTCCAATCCGCCCAGTAG

DD27 RT cts4 for GCCAGCGTACAGATCAAGG

DD28 RT cts4 rev AGAAGCTGCGTCACTCTCC

Plasmide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Ausgangsplasmide sind der Plasmidsammlung der AG
Feldbriigge entnommen oder kommerziell erhéltlich. Alle in dieser Arbeit hergestellten
Plasmide sind der Plasmidsammlung der AG Feldbriigge zugefiihrt worden und sind damit fiir

jedermann zugénglich und verfiigbar.

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Ausgangsplasmide:

pCRII-Topo (LifeTechnologies; Invitrogen)
Plasmid fiir die Zwischenklonierung von PCR-Produkten mittels Topoisomerase. Die
Klonierungsstelle wird von EcoRI-Schnittstellen flankiert. Der P.-Promotor und das lacZ-
Gen ermoglichen die Blau/Wei-Selektion nach erfolgter Transformation. Resistenzen:
Amp®, Kan®
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pCR2.1 (LifeTechnologies; Invitrogen)

Plasmid fiir die Zwischenklonierung von PCR-Produkten mittels Topoisomerase. Die
Klonierungsstelle wird von EcoRI-Schnittstellen flankiert. Der P.-Promotor und das lacZ-
Gen ermoglichen die Blau/Wei-Selektion nach erfolgter Transformation. Resistenzen:
AmpR, Kan®

pIVEX 1.3 WG (pUMa2355, 5'Prime)

Plasmid fiir die in vitro Expression mittels T7-Polymerase vermittelter Transkription (z.B.
mittels RTS 100 Wheat Germ CECF Kit). Enthélt einen C-terminal gelegenen 6x-His-Tag
und  eine  multiple  cloning  site. Die  Klonierungskassette ist  von

Expressionsverstarkungssequenzen flankiert und steht unter der Kontrolle des T7-Promotors.

pIVEX 1.4 WG (pUMa2356, 5'Prime)

Plasmid fiir die in vitro Expression mittels T7-Polymerase vermittelter Transkription (z.B.
mittels RTS 100 Wheat Germ CECF Kit). Enthilt einen 6x-His-Tag, gefolgt von einer Faktor
Xa Schnittstelle und der MCS (multiple cloning site). Die Klonierungskassette ist von

Expressionsverstiarkungssequenzen flankiert und steht unter der Kontrolle des T7-Promotors.

p123 (Aichinger, unveroffentlicht)
Dieses Plasmid enthdlt das egfp-Gen unter der kontrolle des P,.~Promotors und des T,
Terminators. AuBBerdem ist eine Carboxin-Resistenzkassette vorhanden, welche die homologe

Integration in den ip*-Lokus von U. maydis ermoglicht. Resistenzen: Amp®, Cbx®.

pMF1hs (pUMal94, Brachmann ez al., 2004)
Enthilt die Hygromycin-Resistenzkassette mit dem konstitutiven Pjg,7-Promotor und dem

T,0s-Terminator als 1884 bp langes Sfil/Sfil-Fragment. Resistenzen: Amp~, Hyg".

pMF1n (pUMa262, Brachmann et al., 2001)
Enthilt die Nurseothricin-Resistenzkassette mit dem konstitutiven Py,,;-Promotor und dem

Teye-Terminator als 1437 bp langes Sfil/Sfil-Fragment. Resistenzen: Amp®, Nat®.

pMFl1g (pUMal057, Baumann et al., 2012)
Enthélt die Geneticin-Resistenzkassette mit dem konstitutiven P,~Promotor und dem T, ;-

Terminator als 2073 bp langes Sfil/Sfil-Fragment. Resistenzen: Amp", G418®.
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pRS426 (pUMal1083, Sikorski und Hieter, 1989)

Plasmid fiir die Klonierung mittels Rekombination in S. cerevisiae basierend auf pBluescript.

pDest (pUMal467, Terfriichte ez al., 2013)

Dieses Plasmid ist ein pUCS57 Derivat, welches als Zielvektor bei Bsal-basierten ,,Golden
Gate* Klonierungen dient. Es enthidlt eine Ampicillin-Resistenzkassette aus der die Bsal-
Schnittstellen entfernt wurden. Aulerdem trigt das Plasmid zwei Bsal-Schnittstellen, welche

als Integrationspunkt fiir die gerichtete Klonierung dienen.

pStorl_1hs (pUMal1507, Terfriichte et al., 2013)
Donorplasmid bei Bsal-basierten ,,Golden Gate* Klonierungen. Enthdlt die Hygromycin-
Resistenzkassette mit dem konstitutiven Pjg,70-Promotor und dem T,,-Terminator als 2424

bp langes Bsal/Bsal-Fragment. Resistenzen: Gent, Hyg".

pStorl_1n (pUMal506, Terfriichte et al., 2013)
Donorplasmid bei Bsal-basierten ,,Golden Gate* Klonierungen. Enthdlt die Nurseothricin-
Resistenzkassette mit dem konstitutiven Pg,,;-Promotor und dem T,,.;-Terminator als 2424

bp langes Bsal/Bsal-Fragment. Resistenzen: Gent®, Nat".

pStor_1c (pUMal777, Terfriichte et al., 2013)
Donorplasmid bei Bsal-basierten ,,Golden Gate* Klonierungen. Enthdlt die Carboxin-
Resistenzkassette mit dem konstitutiven Pj,-Promotor und dem T;,-Terminator als 1906 bp

langes Bsal/Bsal-Fragment. Resistenzen: Gent", Cbx".

pMB2-2 (pUMa 1882, Basse et al., 2004)

Dieses Plasmid enthilt die Mitochondriale Zielsequenz des mrb1-Gens (um06182) als Fusion
an das 3'-Ende des egfp-Gens unter der kontrolle des P,.~Promotors und des T,-
Terminators. AuBBerdem ist eine Carboxin-Resistenzkassette vorhanden, welche die homologe

Integration in den ip*-Lokus von U. maydis ermdglicht. Resistenzen: Amp", Cbx".

127



Material und Methoden

prrm4-KO_Hyg (pUMa1391)

Plasmid fiir die Deletion des r#m4-Gens. Enthilt eine 818 bp stromaufwirts des rrm4-Gens
liegende Flanke und eine 1943 bp lange stromabwirts liegende Flanke. Zwischen den Flanken
befindet sich die 2720 bp lange Hygromycin-Resistezkasette aus pUMa261. Im Gegensatz zu

pUMa495 sind 2 Punktmutationen in der stromabwirts liegenden Flanke entfernt. Amp",

Hng.

pET15b-Cts1 (pUMal951)

Plasmid fiir die heterologe Proteinexpression von Cstl als N-terminale Fusion mit einem
Poly-Histidin Tag. Fiir die Herstellung wurde ein 1524 bp langes Ndel/BamHI-Fragment
mittels PCR generiert (Primer: RL1085/1086) und in das 5698 bp lange Plasmidriickgrat
(ebenfalls Ndel/BamHI-Fragment) aus pUMa410 kloniert. Resistenzen: Amp®, Cam®.

pCRII-mcherry (pUMa1039)

Zwischenklonierungsplamid fiir mcherry. Enthdlt den offenen Leserahmen von mcherry als

721 bp langes Ncol/Ndel-Fragment in pCRII-Topo (Invitrogen).
Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Plasmide:

PGEX-GST-cts2 (pUMal291)

Plasmid fiir die heterologe Proteinexpression von Cst2 als N-terminale Fusion mit GST
(Glutathion-S-Transferase). Fiir die Herstellung wurde ein ~1,4 kbp langes Ndel/EcoRI-
Fragment aus pUMa2127 in das ~4,9 kpb lange Plasmidriickgrat (ebenfalls Ndel/EcoRI-
Fragment) aus pUMa2186 kloniert. Resistenzen: Amp".

PGEX-GST-cts3 (pUMal292)

Plasmid fiir die heterologe Proteinexpression von Cst3 als N-terminale Fusion mit GST
(Glutathion-S-Transferase). Fiir die Herstellung wurde ein 1,9 kbp langes Ndel/EcoRI-
Fragment aus pUMa2128 in das 4,9 kpb lange Plasmidriickgrat (ebenfalls Ndel/EcoRI-
Fragment) aus pUMa2186 kloniert. Resistenzen: Amp".
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pUCS57-apR-Bsal-Linker (pUMa1467)

Zielplasmid fiir Bsal-vermittelte Golden-Gate Klonierung. Zur Herstellung wurde ein mittels
Oligonukleotiden (RL78/RL79) hergestellter ,,Linker* in das 2691 bp lange Plasmidriickgrat
(Sacl/Xbal-Fragment) aus pUMal389 kloniert. Resistenzen: Amp".

pStorll_5-16h (pUMa1599)

Zur Herstellung C-terminaler eGFP Fusionen und gleichzeitiger Integration von 3 "UTRs
(untranslatierten Regionen) zwischen dem egfp-Gen und des T,,-Terminators. Fiir die
Herstellung wurde zunédchst das Ausgangsplasmid (pUMal546) mit BsrGI/EcoRI sowie
Ascl/EcoRI geschnitten wodurch ein 743 bp langes Fragment entstand, welches das egfp-Gen
enthdlt. Aulerdem entstand ein 5415 bp langes Fragment, welches das Plasmidriickgrat und
die Hygromycin-Resistenzkassette enthdlt. Zur Integration einer doppelten Bsal-Schnittstelle
wurde eine, durch Hybridisierung von Oligonukleotiden hergestellte, Linker-Sequenz in das

Plasmidriickgrat kloniert. Resistenzen: Gent®, Hyg".

pgqcrl0-egfp-3'UTR (pUMa1600)

Zur endogenen Expression einer C-terminalen egfp-Fusion von gcri(0) (um11097) mit C-
terminaler 3"UTR von grcl0. Zur Herstellung wurde ein 1076 bp langes Fragment, welches
das gcrli0-Gen und den stromaufwirts liegenden Bereich enthdlt, ein 1121 bp langes
Fragment, welches den stromabwirts des gcrl0-Gens gelegene Fragment enthdlt und ein 323
bp langes Fragment, welches die 3'UTR von gcri0 enthélt mittels PCR generiert. Diese
wurden zusammen mit pUMal599 und 1467 in einer Golden-Gate Reaktion hergestellt.
Resistenzen: AmpR, Hng.

psod2-egfp-3'UTR (pUMa1601)

Zur endogenen Expression einer C-terminalen egfp-Fusion von sod? (um03085) mit C-
terminaler 3'UTR von sod2. Zur Herstellung wurde ein 1093 bp langes Fragment, welches
das sod2-Gen und den stromaufwirts liegenden Bereich enthélt, ein 1001 bp langes Fragment,
welches den stromabwirts des sod2-Gens gelegene Fragment enthélt und ein 322 bp langes
Fragment, welches die 3'UTR von sod2 enthdlt mittels PCR generiert. Diese wurden
zusammen mit pUMal599 und 1467 in einer Golden-Gate Reaktion hergestellt. Resistenzen:

Amp", Hyg".
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pnuol-egfp-3'UTR (pUMa1602)

Zur endogenen Expression einer C-terminalen egfp-Fusion von nuol (uml1731) mit C-
terminaler 3'UTR von nuol. Zur Herstellung wurde ein 1079 bp langes Fragment, welches
das nuol-Gen und den stromaufwirts liegenden Bereich enthélt, ein 1077 bp langes
Fragment, welches den stromabwirts des nuol-Gens gelegene Fragment enthdlt und ein 397
bp langes Fragment, welches die 3'UTR von nuol enthdlt mittels PCR generiert. Diese
wurden zusammen mit pUMal599 und 1467 in einer Golden-Gate Reaktion hergestellt.

Resistenzen: AmpR, Hng.

pruo3-egfp-3'UTR (pUMal1603)

Zur endogenen Expression einer C-terminalen egfp-Fusion von nuo3 (um12001) mit C-
terminaler 3'UTR von nuo3. Zur Herstellung wurde ein 1058 bp langes Fragment, welches
das nuo3-Gen und den stromaufwirts liegenden Bereich enthilt, ein 944 bp langes Fragment,
welches den stromabwiérts des nuo3-Gens gelegene Fragment enthélt und ein 304 bp langes
Fragment, welches die 3'UTR von nuo3 enthélt mittels PCR generiert. Diese wurden
zusammen mit pUMal599 und 1467 in einer Golden-Gate Reaktion hergestellt. Resistenzen:

Amp®, Hyg".

pP.oi-MTS,,151-sfGFP (pUMa1604)

Fir die Expression einer MTS-Superfolder-GFP (sfGFP) Variante unter der kontrolle des
P.,q-Promotors als Integration in den ip*-locus von U. maydis. Zur Herstellung wurde ein 777
bp langes Fragment (PCR-generiert und mit Bsal/AflIl geschnitten), welches das sfgfp-Gen
enthédlt und ein 175 bp langes Fragment (PCR-generiert und mit Sfil/Bsal geschnitten),
welches die mitochondrielle Zielsequenz des mrbi-Gens aus pMB2-2 (Basse et al., 2004)
enthélt in das 6700 bp lange Plasmidriickgrat von pUMal907 (Sfil/AflII geschnitten) kloniert.

Resistenzen: Amp®, Cbx".

pP.oi-MTS,,;5;-mEos2 (pUMa1605)

Fiir die Expression einer MTS-mEos2 Variante unter der kontrolle des P...;-Promotors als
Integration in den ip‘-locus von U. maydis. Zur Herstellung wurde ein 778 bp langes
Fragment (PCR-generiert und mit Bsal/AflIl geschnitten), welches das mEos2-Gen enthilt
und ein 175 bp langes Fragment (PCR-generiert und mit Sfil/Bsal geschnitten), welches die
mitochondrielle Zielsequenz des mrbl-Gens aus pMB2-2 (Basse et al., 2004) enthilt in das
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6700 bp lange Plasmidriickgrat von pUMal907 (Sfil/AfIIl geschnitten) kloniert. Resistenzen:
Amp®, Cbx".

PPoreMTS,51-sfGFP (pUMa1606)

Fiir die konstitutive, starke Expression einer MTS-Superfolder-GFP (sfGFP) Variante unter
der Kontrolle des P,.s -Promotors als Integration in den ip’-locus von U. maydis. Zur
Herstellung wurde ein ~1,2 kbp langes EcoRI-Fragment aus pUMa2065, welches MTS-sfGFP
enthélt in das 5051 bp lange Plasmidriickgrat aus pUMal882 (EcoRI-Fragment) kloniert.

Resistenzen: Amp~, Cbx".

PPoier-MTS,r51-mEos2 (pUMa1607)

Fiir die konstitutive, starke Expression einer MTS-mEos2 Variante unter der Kontrolle des
P,er -Promotors als Integration in den ip'-locus von U. maydis. Zur Herstellung wurde ein
1169 bp langes EcoRI-Fragment aus pUMa2066, welches MTS-mEos2 enthilt in das 5051 bp
lange Plasmidriickgrat aus pUMal882 (EcoRI-Fragment) kloniert. Resistenzen: Amp", Cbx".

pcts2A Hyg (pUMal653)

Plasmid fiir die Deletion des cts2-Gens. Zur Herstellung wurde ein ~1,6 kbp langes Fragment,
welches den stromaufwirts liegenden Bereich des cts2-Gens und enthélt und ein ~1,5 kbp
langes Fragment, welches den stromabwirts des cts2-Gens gelegene Fragment enthélt mittels
PCR generiert (RL495/496 und RL497/498). Diese wurden zusammen mit pUMal507 und
1467 in einer Golden-Gate Reaktion hergestellt. Resistenzen: Amp~, Hyg".

pets34_Hyg (pUMal654) Recombinational Cloning

Plasmid fiir die Deletion des cts3-Gens. Zur Herstellung wurde ein ~1,5 kbp langes Fragment,
welches den stromaufwirts liegenden Bereich des cts3-Gens und enthédlt und ein ~900 bp
langes Fragment, welches den stromabwirts des czs3-Gens gelegene Fragment enthilt mittels
PCR generiert (RL479/480 und RL481/482). Diese wurden zusammen mit pUMal083 und

mit Hilfe von ,,Recombinational Cloning® in S. cerevisiae erstellt. Resistenzen: Amp", Hyg".
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prrm4-KO_Nat (pUMa1750)

Plasmid fiir die Deletion des r#m4-Gens. Enthilt eine 818 bp stromaufwirts des rrm4-Gens
liegende Flanke und eine 1943 bp lange stromabwirts liegende Flanke. Zwischen den Flanken
befindet sich die 1437 bp lange Nourseothricin-Resistezkasette aus pUMa855. Das

Plasmidriickgrat stammt aus pUMal391. Resistenzen: Amp~, Kan®, Nat®,

prrm4-KO_G418 (pUMal755)

Plasmid fiir die Deletion des rrm4-Gens. Enthélt eine 818 bp stromaufwirts des rrm4-Gens
liegende Flanke und eine 1943 bp lange stromabwirts liegende Flanke. Zwischen den Flanken
befindet sich die 2073 bp lange G418-Resistezkasette aus pUMal057. Das Plasmidriickgrat
stammt aus pUMal391. Resistenzen: Amp", Kan®, G418~.

prrm4-KO_Hyg(kurz) (pUMal756)

Plasmid fiir die Deletion des rrm4-Gens. Enthilt eine 818 bp stromaufwirts des rrm4-Gens
liegende Flanke und eine 1943 bp lange stromabwirts liegende Flanke. Zwischen den Flanken
befindet sich die 1884 bp lange Hygromycin-Resistezkasette aus pUMal94. Das
Plasmidriickgrat stammt aus pUMal391. Resistenzen: Amp~, Kan®, G418,

pMK-RQ_Ndil (pUMa1876)

Aufbewahrungsplasmid fiir eine fiir U. maydis dicodon-optimierte Variante des ndi/-Gens aus
S. cerevisiae. Enthidlt das ndil-Gen als 1545 bp langes Ncol/Notl-Fragment. Bsal-
Schnittstellen wurden manuell aus dem Gen entfernt, um es fiir Golden-Gate Klonierungen

kompatibel zu machen. Resistenzen: Amp".

p123-Um_ndil(pUMal878)

Fiir die konstitutive, starke Expression des ndil-Gens (aus S. cerevisiae, codon optimiert fiir
U. maydis) unter der Kontrolle des P, -Promotors als Integration in den ip’-locus von U.
maydis. Zur Herstellung wurde das ndil-Gen als 1545 bp langes Ncol/Notl-Fragment aus
pUMal876 in das 5568 bp lange Plasmidriickgrat (Ncol/Notl-Fragment) aus pUMa43

kloniert. Resistenzen: Amp~, Cbx".
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pcts24-nat (pUMal885)

Plasmid fiir die Deletion des cts2-Gens. Zur Herstellung wurde die Nourseothricin-
Resistenzkassette aus pUMa865 als 1437 bp langes Sfil-Fragment in das 5557 bp lange
Plasmidriickgrat (Sfil-Fragment) aus pUMal653 kloniert. Resistenzen: Amp~, Nat".

pcts3A-G418 (pUMal886)

Plasmid fiir die Deletion des cts3-Gens. Zur Herstellung wurde die G418-Resistenzkassette
aus pUMal057 als 2028 bp langes Notl-Fragment in das 7773 bp lange Plasmidriickgrat
(NotI-Fragment) aus pUMal654 kloniert. Resistenzen: Amp®, G418*.

pSfil(C)_16BoxB-Cterm (pUMa1894)

Plasmid fiir “Green-RNA” Anwendungen unter Beriicksichtigung der 3'UTR. Enthilt eine
Sfil-C  Schnittstelle gefolgt von 16 BoxB-Wiederholungen zur Integration offener
Leserahmen. Auflerdem enthilt das Plasmid eine multiple Klonierungsstelle hinter den BoxB-
Wiederholungen fiir die Integration einer 3'UTR. Zur Herstellung wurde ein 574 bp langes
Fragment, welches die 16 BoxB Wiederholungen enthélt mittels PCR generiert (Primer:
RL919/920; Template: pUMa925). Das Plasmidriickgrat stammt aus dem Plasmid pUMa317,
welches fiir die Klonierung mit BsrGI/Sfil in zwei Fragmente (3015 bp und 2888 bp)

geschnitten wurde. Resistenzen: Amp~, Hyg".

pMA-T-sgGFP (pUMa1903)
pMA-T Plasmid der Firma Geneart (Life Technologies), welches das Superfolder-GFP (sfgfp)
Gen als 734 bp langes Sfil/Ascl-Fragment als Di-Codon optimierte Variante fiir U. maydis

enthilt. Resistenzen: Amp".

pMA-T-mEos2 (pUMa1904)
pMA-T Plasmid der Firma Geneart (Life Technologies), welches das mFEos2-Gen als Di-

Codon optimierte Variante fiir U. maydis enthilt. Resistenzen: Amp~.

pSfil(C)-sfzfp (pUMa1905)

Plasmid fiir die C-terminale Fusion von sfGFP mittels Sfil-Kassettensystems. Zur Herstellung
wurde ein 734 bp langes Sfil/Ascl-Fragment, welches das sfgfp-Gen enthdlt in das
Plasmidriickgrat aus pUMal546, bestehend aus einem 2996 bp und einem 2444 bp langem
Sfil/AscI-Fragment, kloniert. Resistenzen: Gent®, Hyg".
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pSfil(C)-mEos2 (pUMa1906)

Plasmid fiir die C-terminale Fusion von mEos2 mittels Sfil-Kassettensystems. Zur
Herstellung wurde ein ~750 bp langes Sfil/Ascl-Fragment, welches das mEos2-Gen enthilt in
das Plasmidriickgrat aus pUMal546, bestehend aus einem 2996 bp und einem 2444 bp
langem Sfil/Ascl-Fragment, kloniert. Resistenzen: Gent", Hyg".

pPergi-sfgFP (pUMal907)

Fiir die regulierbare Expression von Superfolder-GFP (sfGFP) unter der Kontrolle des P,/ -
Promotors als Integration in den ip*-locus von U. maydis. Zur Herstellung wurde ein 778 bp
langes Sfil/Aflll-Fragment mittels PCR generiert (Primer: RL1109/1110, Template:
pUMal905), welches sfGFP enthilt, in das 6700 bp lange Plasmidriickgrat aus pUMa955
(Sfil/AfIII -Fragment) kloniert. Resistenzen: Amp~, Cbx".

pPegi-mEos2 (pUMa1908)

Fur die regulierbare Expression von mEos2 unter der Kontrolle des P..; -Promotors als
Integration in den ip‘-locus von U. maydis. Zur Herstellung wurde ein 745 bp langes
Stil/Aflll-Fragment mittels PCR generiert (Primer: RL1111/1112, Template: pUMal906),
welches mEos2 enthilt, in das 6700 bp lange Plasmidriickgrat aus pUMa955 (Sfil/AfIII -

Fragment) kloniert. Resistenzen: Amp~, Cbx".

pP...i-mcherry:sfgfp (pUMa1909)

Fiir die regulierbare Expression einer mcherry:sfgfp-Fusion als ,,fluoreszierender Timer* unter
der Kontrolle des P.; -Promotors als Integration in den ip*-locus von U. maydis. Zur
Herstellung wurde ein 723 bp langes Sfil-Fragment mittels PCR generiert (Primer:
RL1112/1113, Template: pUMal039), welches mCherry enthédlt und ein 781 bp langes
AflIl/Stil-Fragment, welches sfGFP enthilt, in das 6700 bp lange Plasmidriickgrat aus
pUMa955 (Sfil/AflII -Fragment) kloniert. Resistenzen: Amp~, Cbx".

pP.gi-mcherry (pUMa1910)

Fiir die regulierbare Expression von mCherry unter der Kontrolle des P.,; -Promotors als

Integration in den ip‘-locus von U. maydis. Zur Herstellung wurde ein 768 bp langes
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AflII/Ncol-Fragment mittels aus pUMal557, welches mcherry enthilt, in das 6704 bp lange
Plasmidriickgrat aus pUMa955 (AfIII/Ncol -Fragment) kloniert. Resistenzen: Amp", Cbx".

pcts44-Hyg (pUMa2125)

Plasmid fiir die Deletion des cts4-Gens. Zur Herstellung wurde ein ~1,0 kbp langes Fragment,
welches den stromaufwirts des cts4-Gens liegenden Bereich enthélt und ein 930 bp langes
Fragment, welches den stromabwirts des cts4-Gens gelegene Fragment enthilt mittels PCR
generiert (Primer: RL1267/1268 und RL1269/1270). Diese wurden zusammen mit pUMal507
und 1467 in einer Golden-Gate Reaktion hergestellt. Resistenzen: Amp", Hyg".

pET15b-His-cts2 (pUMa2127)

Plasmid fiir die heterologe Proteinexpression von Cst2 als N-terminale Fusion mit einem
Poly-Histidin Tag. Fiir die Herstellung wurde ein 1082 bp langes Ndel/BamHI-Fragment
mittels PCR generiert (Primer: RL1285/1282) und in das 5686 bp lange Pasmidriickgrat
(ebenfalls Ndel/BamHI-Fragment) aus pUMa410 kloniert. Resistenzen: Amp", Cam®.
pET15b-His-cts3 (pUMa2128)

Plasmid fiir die heterologe Proteinexpression von Cst3 als N-terminale Fusion mit einem
Poly-Histidin Tag. Fiir die Herstellung wurde ein 1583 bp langes Ndel/BgllI-Fragment mittels
PCR generiert (Primer: RL1286/1287) und in das 5686 bp lange Pasmidriickgrat
(Ndel/BamHI-Fragment) aus pUMa410 kloniert. Resistenzen: Amp", Cam".

pcts2-egfp (pUMa2129)

Zur endogenen Expression einer C-terminalen egfp-Fusion von cts2. Zur Herstellung wurde
ein 660 bp langes Fragment, welches einen Teil des cts2-Gens enthdlt und ein 912 bp langes
Fragment, welches den stromabwirts des cts2-Gens gelegene Fragment enthdlt mittels PCR
generiert (Primer RL1292/1293 und RL 1294/1295). Diese wurden zusammen mit pUMal546
und 1467 in einer Golden-Gate Reaktion hergestellt. Resistenzen: Amp~, Hyg".

pcts3-egfp (pUMa2130)

Zur endogenen Expression einer C-terminalen egfp-Fusion von cts3. Zur Herstellung wurde
ein 996 bp langes Fragment, welches einen Teil des cts3-Gens enthilt und ein 1026 bp langes
Fragment, welches den stromabwirts des cts3-Gens gelegene Fragment enthélt mittels PCR
generiert (Primer RL1300/1301 und RL 1302/1303). Diese wurden zusammen mit pUMal546
und 1467 in einer Golden-Gate Reaktion hergestellt. Resistenzen: Amp®, Hyg".
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Pcts44-Cbx (pUMa2287)

Plasmid fiir die Deletion des cts4-Gens (um00695). Zur Herstellung wurde die Hygromycin-
Resistenzkassette (Sfil/Sfil-Fragment) durch die Carboxin-Resistenzkassette aus pUMa 1777
(Sfil/Sfil-Fragment) ersetzt.

pIVEX1.4-Cts1 (pUMa2357)

Plasmid fiir die in vitro Expression von His-Ctsl mittels RTS100 Wheat Germ CECF Kits.
Zur Herstellung wurde ein 1511 bp langes BamHi/Ndel-Fragment aus pUMal951 in das 3245
bp lange Plasmidriickgrat (BamHI/Ndel-Fragment) von pUMa 2356 kloniert.

pIVEX1.4-Cts2 (pUMa2358)

Plasmid fiir die in vitro Expression von His-Cts2 mittels RTS100 Wheat Germ CECF Kits.
Zur Herstellung wurde ein 1070 bp langes EcoRV/Ndel-Fragment aus pUMa2128 in das 345
bp lange Plasmidriickgrat (BamHI/Ndel-Fragment) von pUMa 2356 kloniert.

pIVEX1.4-Cts3 (pUMa2359)

Plasmid fiir die in vitro Expression von His-Cts3 mittels RTS100 Wheat Germ CECF Kits.
Zur Herstellung wurde ein 1707 bp langes BamHi/Ndel-Fragment aus pUMa2127 in das 3247
bp lange Plasmidriickgrat (Smal/Ndel-Fragment) von pUMa 2356 kloniert.

pIVEX1.4-Cmol (pUMa2358)

Plasmid fiir die in vitro Expression von His-Cmol mittels RTS100 Wheat Germ CECF Kits.
Zur Herstellung wurde ein 1101 bp langes BamHi/Ncol-Fragment aus mittels PCR generiert
(Primer: DD7/8) und in das 3251 bp lange Plasmidriickgrat (BamHI/Ncol -Fragment) von
pUMa 2356 kloniert.

4.1.4 Sonstige Materialien

Filterpapier 3MM (Whatman), Glasperlen 150-212 Microns (Sigma), Amersham-Hybond-N
Nylon Membran fiir den Transfer von DNA (GE-Healthcare; Southern Blot), Amersham-
Hybond-P PVDF Membran fiir den Transfer von Proteinen (GE-Healthcare; Western Blot),
Papierfilter (MN 615 Y4, 320 mm; Machery-Nagel), 1,5 ml- Reaktionsgefafle (Sarstedt) und
2 ml-Reaktionsgefde (Sarstedt), 0,2 ml PCR-Reaktionsgefiflie (Star Lab), 96-well PCR-
Platten (Star Lab), Standard Universal Pipettenspitzen (0,5-10 ul, 2-200 pl und 100-1000ul)
(Sarstedt), Kapillarspitzen (Biozym), Petrischalen (Sarstedt), 15 ml und 50 ml PPN-R6hrchen
(Greiner),1,5 ml Polystyrol-Kiivetten (Sarstedt), 0,22 um Sterilfilter (VWR), 1 ml, 5 ml, 10
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ml, 20 ml und 50 ml Einmalspritzen (A. Hartenstein), Einmal-Injektionskaniilen (B. Braun),
Thermalpapier (Hitachi), 96 Well-Platte schwarz mit durchsichtigem Boden (Greiner Bio
One; VWR), Steritop sterilfilter 500 ml (Sarstedt), Schottflaschen 100, 250, 500, 1000 und
2000 ml (Schott), Objekttriger (VWR), Kimtech fusselfreie Tiicher (Kimberley-Clark),
Amicon  GroBenausschlussfilter  Ultracel 3k, Ultracel 30k (Millipore), PDI0

Pufferaustauschsidulen (GE-Healthcare).

4.2 Mikrobiologische, genetische und Zellbiologische Methoden

4.2.1 Arbeiten mit E. coli

Kultivierungsbedingungen

E. coli-Stamme wurden als Schiittelkulturen oder auf Festmedien unter aeroben Bedingungen
kultiviert. Schiittelkulturen wurden entweder in 3 ml dYT-Medium in Reagenzglidsern oder in
50-500 ml dYT-Medium in Schiittelkolben angeimpft und iiber Nacht auf Rotationsschiittlern
oder Horizontalschiittlern bei 110 Upm bei 37°C inkubiert. Ubernachtkulturen wurden stets
von Festmedien inokuliert. Die Anzucht von Kolonien erfolgte iiber Nacht bei 37°C auf YT-
Festmedium. Glycerinkulturen wurden bei -80°C gelagert und vor weiteren Arbeiten auf YT-
Festmedium ausplattiert. Sowohl Fliissig- als auch Festmedien enthielten nach Bedarf oben

genannte Antibiotikakonzentrationen.

Bestimmung der Zelldichte bei E. coli

Die Zelldichte von Flissigkulturen wurde photometrisch mittels eines Novospec I
Photometers (Pharmacia Biotech) bestimmt. Dazu wurde die optische Dichte (OD) bei einer
Wellenldnge von 600 nm ermittelt. Im sicherzustellen, dass die Messung im Bereich der
linearen Abhéngigkeit stattfindet wurden die verwendeten Kulturproben so verdiinnt, dass
ihre ODggp unter einem Wert von 0,6 lag. Als Referenzwert diente die ODgg des jeweiligen

Kulturmediums. Hierbei entspricht eine ODgyo = 1,0 etwa 10° Zellen/ml.

Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen nach der RbCl-Methode

Das vorliegende Protokoll ist modifiziert nach Cohen et al. (1972). Zur Herstellung chemisch
kompetenter Zellen wurden 100 ml dYT-Medium, dem jeweils 10 mM MgCl, und MgSO4
zugesetzt war, mit 1 ml einer frischen Ubernachtkultur des jeweiligen E. coli Stammes (meist
Top10) angeimpft und bis zu einer ODgyp = 0,5 bei 37°C und 110 Upm inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (3000 Upm, 15 min, 4°C) pelletiert, in 33 ml eiskalter RF1-

Losung resuspendiert und 30-60 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation

137



Material und Methoden

(3000 Upm, 15 min, 4°C) wurden die sedimentierten Zellen in 5 ml eiskalter RF2-Losung
aufgenommen und 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde zu je 50 pl in 1,5 ml

Reaktionsgefiallen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

RF1-Lésung: RF2-Losung:

100 mM RbCl 10 mM MOPS

50 mM MnCl, x 4 H,0O 10 mM RbC1

30 mM K-Acetat 75mMCaCl,x2H,0

10 mM CaCl, x 2 H,O 15% (v/v) Glycerin in HyOpq.

15% (v/v) Glycerin in HyOpq, mit NaOH auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrieren

mit Essigsdure auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrieren.

Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Fiir die Transformation wurden die aliquotierten, chemisch kompetenten Zellen auf Eis
aufgetaut, mit 10 pl Plasmidlosung (1-5 ng Plasmid-DNA) bzw. Ligationsansatz versetzt und
30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (42°C, 30 s) wurden die Zellen 2 min auf
Eis abgekiihlt, mit 150 pl dYT-Medium versetzt und 60 min bei 37°C geschiittelt (Vibrax,
1100 Upm). Wihrend dieser Phase wird die phédnotypische Expression der, durch die
Transformation vermittelten, Antibiotikaresistenz gewihrleistet. Der Transformationsansatz
wurde auf YT-Festmedium, welches das entsprechende Antibiotikum enthilt, ausplattiert und

uber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.2 Arbeiten mit U. maydis

Kultivierungsbedingungen

U. maydis-Staimme wurden als Schiittelkulturen oder auf Festmedien unter aeroben
Bedingungen kultiviert. Schiittelkulturen wurden entweder in 3-5 ml des jeweiligen Mediums
in Reagenzgldsern oder in 50-500 ml in Schiittelkolben angeimpft und {iber Nacht auf
Rotationsschiittlern oder Horizontalschiittlern bei 200 Upm bei 28°C inkubiert.
Ubernachtkulturen wurden stets von Kolonien auf Festmedien, welche nicht linger als einen
Monat bei 4°C gelagert wurden, inokuliert. Die Anzucht von Kolonien erfolgte iiber Nacht
bei 28°C auf CM-Festmedium. Glycerinkulturen, bestehend aus 50% einer dichten YEPS-
Light Ubernachkultur und 50% NSY-Glycerin Medium, zur langfristigen Lagerung wurden
bei -80°C gelagert und vor weiteren Arbeiten auf CM-Festmedium ausplattiert. Sowohl
Flissig- als auch  Festmedien enthielten nach  Bedarf oben  genannte

Antibiotikakonzentrationen.
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Bestimmung der Zelldichte bei U. maydis

Die Zelldichte von Fliissigkulturen wurde photometrisch mittels eines Novospec I
Photometers (Pharmacia Biotech) bestimmt. Dazu wurde die optische Dichte (OD) bei einer
Wellenldnge von 600 nm ermittelt. Im sicherzustellen, dass die Messung im Bereich der
linearen Abhéngigkeit stattfindet wurden die verwendeten Kulturproben so verdiinnt, dass
thre ODggp unter einem Wert von 0,6 lag. Als Referenzwert diente die ODggo des jeweiligen

Kulturmediums. Hierbei entspricht eine ODgop = 1,0 etwa 1-5 x 107 Zellen/ml.

Protoplastierung und Tranformation von U. maydis
(Schulz et al., 1990; Gillissen et al., 1992)

Der zu protoplastierende Stamm wurde zundchst aus einer Glycerinkultur auf CM-
Festmedium ausplattiert und iiber Nacht bei 28°C inkubiert. Danach wurde eine Vorkultur in
5 ml CM-Fliissigmedium angeimpft und {iber Nacht bei 28°C auf dem Rotationsschiittler
inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurde am néchsten Tag eine Hauptkultur in 50 ml CM-
Fliisssigmedium inokuliert, welche {iber Nacht bis zu einer ODgyp von 0,6-1,0 (idealerweise
0,8) bei 28°C und 200 Upm inkubiert wurde. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (3500
Upm, 5 min) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in 2 ml SCS-
Puffer (+ 3,5 mg/ml Novozym 234) resuspendiert und fiir 3-10 min bei Raumtemperatur
inkubiert bis ca. 80% der Zellen Stecknadelkopf-dhnliche Strukturen aufwiesen. Der
enzymatische Abbau der Zellwand wurde dabei stindig mikroskopisch kontrolliert. Nun
wurde 30 ml eiskalter SCS-Puffer hinzugegeben und die Zellen durch Zentrifugation (2400
Upm, 5 min, 4°C) sedimentiert. Die Zellen wurden daraufhin zweimal mit je 10 ml eiskaltem
SCS-Puffer und einmal mit 10 ml eiskaltem STC-Puffer gewaschen (2400 Upm, 5 min, 4°C)
und anschlieBend in 1 ml eiskaltem STC-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu je
100 pul in 2 ml Reaktionsgefden aliquotiert, in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert.

Zur Transformation mittels homologer Integration wurden Protoplasten zundchst auf Eis
aufgetaut und mit 1 pl Heparinlésung sowie bis zu 10 pl Plasmidlosung (1-5 pg linearisiertes
Plasmid) versetzt. Nach 15-20 min Inkubation auf Eis wurde 500 pl STC/PEG-Losung
zugegeben und erneut 15 min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde
anschlieBend vorsichtig auf frischem Regenerationsagar (bestehend aus einer Phase ,,Bottom
Agar®, welche die doppelte Antibiotikakonzentration enthélt und einer Phase ,,Top Agar*
(Reg-Light Medium) ohne Antibiotikum) ausplattiert. Nach 3-9 Tagen (abhingig vom
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eingesetzten Selektionsmarker) Inkubation bei 28°C konnen die Kolonien auf

anibiotikahaltigen CM-Festmedium Platten vereinzelt werden.

SCS STC

20 mM Na-Citrat, pH 5,8 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 M Sorbitol 100 mM CacCl,

In H,Oyq., sterilfiltriert 1 M Sorbitol

In H,Opq., sterilfiltriert

Heparin-Losung STC/PEG
15 mg/ml Heparin 15 ml STC
in H,Oyq., sterilfiltriert. 10 g PEG 4000

Test auf hefeartiges und filamentoses Wachstum auf Festmedien

Um das Wachstum von U. maydis Stimmen auf verschiedenen Medien mit definierten
Kohlenstoffquellen zu testen, wurden die Zellen zunéchst in CM-Medium bis zu einer ODggo
von 0,5 — 1,0 angezogen. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert
(3500 Upm, 5 min, 22°C), zweimal in H,Opiq. gewaschen und in H,Oy;g, aufgenommen, sodass
die ODgo der Zellsuspension 1,0 betrug. Daraus wurden 10™" — 10 Verdiinnungen hergestellt
von denen jeweils 4 pl auf das jeweilige Festmedium aufgetropft wurde. Nachdem die
Tropfen angetrocknet waren, wurden die Platten geschlossen und bei 28°C inkubiert.

Fiir die Tests auf hefeartiges Wachstum wurden die Zellsuspensionen auf CM-Glukose und
AM-Glukose getropft. Fiir Stresstests wurde dem jeweiligen Medium eine der folgenden
Substanzen hinzugefiigt: NaCl (1 M), Sorbitol (1 M), Calcofluor-White (150 pg/ml), Kongo-
Rot (50 pg/ml), H,O; (1,5 mM) und SDS (100 pg/ml). Fiir Wachstumstests auf verschiedenen
Chitinvarianten als Kohlenstoffquelle wurde den jeweiligen Medien folgende Substanzen
zugesetzt: Chitin aus Krabbenschalen (1%), kolloidales Chitin (1 %, nach der HCI-Methode
hergestellt).

Fir die Tests auf filamentoses Wachstum wurden NM-Platten verwendet, welche mit
Aktivkohle versetzt waren. Fiir Stresstests wurden NM-Platten verwendet die mit oben

genannten Stressinduktoren versetzt waren.

Induktion von U. maydis Stimmen in Fliissigkultur

Um das filamentdse Wachstum in den Stimmen AB31 und AB33 oder die Genexpression von
P41~ oder P, -regulierbaren Genen zu induzieren, wurden die jeweiligen Stimme zunédchst
unter reprimierenden Bedingungen angezogen (im Falle des P.,.,;-Promotors mit Glukose als
vorherrschende Kohlenstoffquelle, im Falle des P,,;-Promotors mit Ammonium als

vorherrschende Stickstoffquelle; meist CM-Glukose) und bis zu einer ODgg von 0,5 — 1,0 bei
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28°C und 200 Upm inkubiert. Nach zweimaligem Waschen (3500 Upm, 5 min, 22°C) wurden
die Zellen wurden die Zellen in induzierendem Fliissigmedium resuspendiert (im Falle des
P..q;-Promotors Arabinose als vorherrschende Kohlenstoffquelle; im Falle des P,u--
Promotors Nitrat als einzige Stickstoffquelle). Die Kulturen wurden unter induzierenden

Bedingungen fiir die erforderliche Zeit (1 — 9 h) bei 28°C und 200 Upm inkubiert.

Test auf Adhision (Fernandez-Alvarez et al., 2012)

Um den Effekt von Chitinasedeletionen auf die Zelladhdsion von U. maydis Stimmen zu
testen wurden diese zundchst in YEPS-Light Medium bis zu einer ODggo von 1,0 angezogen.
AnschlieBend wurde je 5 pl der Kulturen auf Stirke-haltige Festmedien aufgetropft. Nachdem
die Tropfen angetrocknet waren, wurden die Platten verschlossen und zwei Tage bei 28°C

inkubiert.

Stirke Medium

0,25 % (w/v) 16sliche Kartoffelstarke
0,1 % (w/v) Ammonium Sulfat

0,1 % (w/v) Saccharose

25 mM Phosphat-Puffer

pH 7

Untersuchung der Teilungsrate

Zur Untersuchung der Teilungsrate verschiedener U. maydis Stdmme wurden
Wachstumskurven angefertigt. Dazu wurden zundchst Vorkulturen der Stdmme in CM-
Medium hergestellt und iiber Nacht bis zu einer ODgpp von 0,8 herangezogen. AnschlieBend
wurde die Zelldichte in CM-Medium auf eine ODgyy von 0,05 eingestellt und die Kulturen bei
28°C und 200 Upm inkubiert. Die ODgpp wurde nun im Zeitraum von zwdlf Stunden im

Abstand von zwei Stunden gemessen.

Test auf Virulenz von U. maydis Stimmen

Die Virulenz von U. maydis Staimmen wurde in Spritzinfektionen ermittelt. Dazu wurden
Maissamen der Varietiit ,,Early Golden Bantam* ausgesit und in einer GroBanks® TS-110
Phytokammer (CLF Plant Climatics, Wertingen, Deutschland) sieben Tage angezogen (16 std
Lichtphase, ~ 600 pE, 100 % Leuchtstoffrohren, 100 % LED, 28°C; acht Stunden
Dunkelphase, 0 % Leuchtstoffrohren, 0 % LED, 22°C). Fiir die Infektion wurde zunichst eine

Vorkultur des zu infizierenden Stammes hergestellt und am nichsten Tag eine 50 ml
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Hauptkultur angeimpft. Die Hauptkultur wurde bis zu einer ODgop von 1,0 wachsen gelassen.
AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation (3500 Upm, 5 min, 22°C) sedimentiert
und zweimal mit H;Oges. gewaschen. Fiir die Infektion wurden die Zellen in H;Oge,
aufgenommen, sodass die Zelldichte einer ODgypy von 3,0 entsprach. Ca. 250 pl dieser
Zellsuspension wurden in das Innere des Blattwirtels injiziert, sodass ein Austreten der
Fliissigkeit am apikalen Ende der Pflanze zu beobachten war. Die Bonitur erfolgte sieben

Tage nach Infektion.

Test auf Keimung der Teliosporen

Zur Sporenbildung wurden infizierte Pflanzen fiir ca. vier Wochen herangezogen.
AnschlieBend wurde infiziertes Pflanzenmaterial (Tumore) geerntet und zwei Tage bei 37°C
getrocknet. Die getrockneten Pflanzenteile wurden mit 2 — 3 ml H;Ogey. in einem Morser
zerkleinert und 2 ml der Suspension in ein 15 ml Greiner Rohrchen liberfiihrt. AnschlieBend
wurden 2 ml 3 % CuSO4 (Endkonzentration 1,5 %) hinzugegeben und das Gemisch fiir 15
min bei RT inkubiert, abzentrifugiert (5000 Upm, 5 min, 22°C) und dreimal mit H;Oges.
gewaschen. Das Prézipitat wurde in 2 ml Wasser, welchem Ampicillin (100 pg/ml) und
Kanamycin (40 pg/ml) zugesetzt war, aufgenommen und auf CM-Medium ausplattiert. Nach
zweitdgiger Inkubation sind Kolonien zu erkennen, wobei aus jeder Spore eine Kolonie

entstand, welche die verschiedenen Meioseprodukte enthilt.

4.3 Farbemethoden und Fluoreszenzmikroskopie
Mikroskopie und Bildverarbeitung
Mikroskopische Analysen wurden mit den zwei folgenden Mikroskopen der Firma Visitron

Systems (Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt:

Stativ: Axio Imager M.1 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
Kamera: Spot-Pursuit CCD-Kamera (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI,
USA)

Objektive:  Plan Neofluar (40x, NA 1,3, Ol)
Plan Neofluar (63x, NA 1,25, Ol)
Plan Neofluar (100x, NA 1,3, Ol)

Lampe: HPX Halogen Metaldampflampe (LE;j, Jena, Deutschland)
Stativ: Axio Observer Z.1 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
Kamera: CoolSNAP HQ2 CCD-Kamera (Photometrics, Tucson, AZ, USA)

Objektive: Plan Neofluar (40x, NA 1,3, Ol)
Plan Apochromat (63x, NA 1,4, 01)
Plan Apochromat (100x, NA 1,4, Ol)
a-Plan Apochromat (100X, NA 1,46, Ol)
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Lampe: HBO 103 Quecksilber Lampe (LEj, Jena, Deutschland)
CoolLED PrecisExcite (Visitron)

Fiir die Mikroskopie fluoreszenzmarkierter Proteine wurden folgende Filtersdtze verwendet:

DAPI: HC387/11BP, BS409LP, HC 447/60BP

(AHF Analysenthechnik, Tiibingen, Deutschland)
GFP: ET470/40BP, ET495LP, ET525/50BP
RFP/mCherrry: ET560/40BP, ET585LP, ET630/75BP

(Chroma, Bellow Falls, VT, USA)

Fir FRAP- (fluorescence recovery after photobleaching) Experimente und die
Fotokonversion von mEOS2 wurde LASER-basierte Epifluoreszenz-Mikroskopie angewandt.
Ein LASER-Vereinigungssystem (VS-LMS4, Visitron Systems) gekoppelt mit dem
VisiFRAP 2D-Sytem (Visitron) vereinigte hierbei die Feststofflaser fiir DAPI (405 / 80 mW),
GFP (488 nm / 50 mW) und RFP/mCherry (561 / 50 mW).

Die Mirkoskopsteuerung sowie die Bearbeitung der Bilder bzw. Bildserien erfolgten mittels
des Programms Metamorph (Version 7.7.0.0, Molecular Devices, Seattle, IL, USA). Die
weitere Bearbeitung der Bilder, hinsichtlich Helligkeit, Kontrast und ggf. Farbintensitit,
erfolge mit den Programmen IrfanView, Imagel] (frei erhéltlich zum Herunterladen) und

Canvas 12 (ACD Systems International Inc., Seattle, WA, USA).

Firbemethoden

Calcofluor-White:  Calcofluor-White (CW) bindet nicht genau spezifiziert an Chitin in der
Zellwand von Pilzen. Es eignet sich daher sehr gut zur Visualisierung
der Zellwéande und Septen (Monheit et al., 1984; Mitchison und Nurse,
1985). Fiir die Farbung wurde 1 pl einer CW-Stammlésung (1 mg/ml)
zu 1 ml Zellsuspension gegeben und diese anschlieBend direkt
mikroskopiert. Die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung erfolgte im
DAPI-Kanal.

WGA-FITC: Weizenkeim-Agglutinin (WGA, wheat germ agglutinin) bindet selektiv
an N-Acetylglukosamin- und N-Acetylneuraminsdure-Reste und
oligomeres Chitin (Nagata und Burger, 1974; Wright, 1984). Zu

Féarbezwecken wird es hédufig, wie auch in dieser Arbeit, als Konjugat
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MitoTracker Red®:

MitoSOX™:

mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) verwendet. Fiir die Visualisierung
von Zellwénden und Septen wurde 1 pl einer WGA-FITC Stammlosung
(1 mg/ml) zu 1 ml Zellsuspension gegeben und diese anschlieBend
direkt mikroskopiert. Die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung

erfolgte im GFP-Kanal.

Mitochondrien wurde mit dem spezifischen Mitochondrienmarker
MitoTracker Red® CM-H2X-Ros (Chloromethyl Dihydro-X-Rosamine,
Invitrogen) angefdrbt. Dieser Fluoreszenz-Farbstoff akkumuliert auf
Grund des Membranpotentials aktiv in Mitochondrien (Poot et al.,
1996). In seiner reduzierten Form fluoresziert der Farbstoff nicht. Die
Fluoreszenz wird innerhalb der Mitochondrien durch Oxidation
aktiviert. Fiir die Farbung wurde 1 ml der Kultur mit 1 ul MitoTracker
Red Stammlésung (1 mM) versetzt und 5 min bei 28°C auf dem
Drehrad inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert
(3500 Upm, S5 min, RT) und zweimal mit neuem CM-Medium
gewaschen. Die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung erfolgte im

RFP-Kanal.

Der Fluoreszenzfarbstoff MitoSOX'™ Red dient der Visualisierung von
Superoxid in Mitochondrien. Wie auch MitoTracker Red® akkumuliert
dieser Farbstoff aktiv in Mitochondrien. Die Fluoreszenz des
Farbstoffes wird dort spezifisch von Superoxid aktiviert, sodass der
Farbstoff zumindest bedingt flir die Quantifizierung dieser reaktiven
Sauerstoffspezies eingesetzt werden kann. Fiir die Farbung wurde 1 pl
MitoSOX™ Stammldsung (5 mM) zu 1 ml Zellsuspension gegeben,
welche anschlieBend 5 min bei 28°C auf dem Drehrad inkubiert wurde.
Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (3500 Upm, 5 min, RT) und
zweimal mit neuem CM-Medium gewaschen. Die fluoreszenz-

mikroskopische Betrachtung erfolgte im RFP-Kanal.
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4.4 Molekularbiologische Standardmethoden

4.4.1 Isolierung von Nukleinsiuren

Priaparation von Plasmid-DNA aus E. coli (Sambrook et al., 1989a)

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte durch sog. ,.kochende Lyse*. Hierflir wurden 2 ml
einer E. coli Ubernachtkultur (in dYT-Medium + Antibiotikum) durch Zentrifugation (13000
Upm, 1 min, RT) sedimentiert. Das Sediment wurde anschlieend mit 300 pul STET-Puffer
resuspendiert, mit 30 ul Lysozym-Losung versetzt und 60 sek bei 95°C auf einem Eppendorf
Thermoblock inkubiert. Nach 5 min Zentrifugation (13000 Upm, 10 min, RT) konnten die
Zelltrimmer und die denaturierte, genomische DNA mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers
abgenommen werden. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend durch Zugabe von 30 pl
Minilysat(IIT)-Losung und 500 pl Isopropanol gefillt und durch Zentrifugation (13000 Upm,
15 min, RT) sedimentiert. Die sedimentierte Plasmid-DNA wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, der Uberstand abgesaugt und das trockene Sediment in 100 pl TE/RNaseA-Puffer
(TE Puffer mit 50 pg/ml RNaseA) durch 5 miniitige Inkubation bei 50°C gelost. Mit dieser
Methode gelang es routinemifig, ca. 50-100 pg Plasmid-DNA zu isolieren. Bei Bedarf wurde
die Plasmid-DNA anschlieBend mit Hilfe des ,,JetQuick DNA clean up Kit* aufgereinigt um
hochreine Plasmid-DNA zu erhalten.

STET-Puffer Lysozym-Losung Minilysat(III)-Losung
10 mM Tris-HCI, pH 8,0 10 mg/ml Lysozym 3 M NaAC, pH 4,8
100 mM NaCL in 1x TE-Puffer in HyOpiq.

1 mM Na,-EDTA
5 % (v/v) Triton X-100
in Hzobid

Isolierung genomsicher DNA aus U. maydis (Hoffman und Winston, 1987)

Fiir die Isolierung genomischer DNA (gDNA) wurde zunichst eine 3 ml Ubernachtkultur des
jeweiligen Stammes in YEPS;ion-Medium angefertigt. Am néchsten Morgen wurden 2 ml der
dicht bewachsenen Kultur in ein 2 ml Reaktionsgefal mit ca. 300 ug Glasperlen (150-200 um
@) iiberfiihrt und durch Zentrifugation (13000 Upm, 2 min, RT) geerntet, der Uberstand
abgesaugt und das Zellsediment in 500 pul TE-Phenol/Chloroform und 400 ul Lysispuffer
aufgenommen. Das Gemisch wurde anschlieend 6-10 min bei 1200 Upm auf einem Vibrax-
Schiittler inkubiert um die Zellen aufzuschlieBen. Die Trennung von wissriger und
organischer Phase erfolgte durch Zentrifugation (13000 Upm, 15 min, RT). Von der
wissrigen, oberen Phase wurden 400 pl in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt, mit 1

ml 100 % Ethanol gemischt und Zentrifugiert (13000 Upm, 15 min, RT). Das Sediment wurde
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mit 70 % Ethanol gewaschen und nach 5 min Trockenzeit in 50 pl TE/RNaseA Ldsung
aufgenommen. Zum Losen der gDNA wurde das Gemisch 5 min bei 50°C auf einem
Eppendorf-Thermomixer bei 800 Upm inkubiert. Zur Qualitdtskontrolle wurde jeweils 1 pl
der gDNA auf ein 0,8 % Agarosegel aufgetragen und analysiert.

U. maydis Lysis-Puffer TE-Phenol/Chloroform

50 mM Tris-HCI, pH 7,5 Mischung aus gleichen Teilen Phenol (in
50 mM Na,-EDTA TE-Puffer dquilibriert) und Chloroform.
1% (w/v) SDS

in H,Opig,

4.4.2 Handhabung und in vitro Modifikation von Nukleinsiuren
Samtliche hier beschriebene in vitro Methoden zur Handhabung von Nukleinséduren wurden,

falls nicht gesondert erwéhnt, nach (Sambrook ef al., 1989a) durchgefiihrt.

Fillung von DNA

Die Aufreinigung und Konzentrierung von Nukleinsduren aus wéssriger Losung erfolgte
durch Féllung. Dazu wurden die Proben mit 1/10 Volumen Natrium-Acetat (3M, pH 5,3) und
dem 2,5-fachen Volumen 100% Ethanol versetzt, gemischt und fiir 1 h bei -20°C inkubiert.
Das Prézipitat wurde durch 10- bis 20-miniitige Zentrifugation (13000 Upm, RT) sedimentiert
und mit 70 % Ethanol gewaschen, um Salze zu entfernen. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgesaugt, der Niederschlag kurz getrocknet und im jeweiligen Volumen H,Oy;q. oder TE-

Puffer gelost.

Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Proteine und andere Verunreinigungen wurden aus wissrigen DNA-Losungen durch
Extraktion mit Phenol entfernt. Die Probe wurde mit gleichem Volumen TE-Phenol kriftig
gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation (13.000 Upm, 5 min) und die
obere wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal3 {iberfiihrt. In einem zweiten Schritt
wurde die Probe mit dem gleichen Volumen PC ausgeschiittelt (Sambrook et al., 1989b). Die

so gereinigten Nukleinsduren wurden anschlieBend mit Ethanol prizipitiert (s.o.).
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Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde fotometrisch bestimmt. Bei einer Wellenldnge
von 260 nm und einer Schichtdicke von 1 cm entspricht ein Absorptionswert von 1 einer
Konzentration von etwa 50 pg/ml doppelstrangiger DNA und 33 pg/ml einzelstrangiger DNA.
Als MaB fiir die Reinheit der Desoxyribonukleinsiduren diente der Quotient aus den optischen
Dichten bei den Wellenldngen 260 nm und 280 nm. Fiir reine DNA sollte er bei etwa 1,8
liegen. niedrigere Werte deuten Verunreinigungen mit Proteinen, hohere Werte
Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern an. Die Messungen erfolgten an einem Nanodrop-

2000 Spektralfotometer (Thermo Scientific).

Restriktion von DNA
Zur Spaltung von doppelstrangiger DNA wurden Typ II-Restriktionsendonukleasen unter den

vom Hersteller empfohlenen Pufferbedingungen eingesetzt. Ein typischer, analytischer Ansatz

enthielt:

0,5 ng DNA

10 ng Rinderserum-Albumin (falls empfohlen)
0,5U Restriktionsenzym

in 20 pl Restriktionspuffer (1x)

Nach Inkubation fiir 1 h bei 37 °C (bzw. der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur)
wurden dem Ansatz 2 pl nativer Auftragspuffer zugesetzt und die Reaktionsprodukte auf

Agrosegelen analysiert.

Dephosphorylieren linearer DNA-Fragmente

5¢-terminale Phosphatgruppen kénnen mit Hilfe von Alkalischer Phosphatase aus Kéilberdarm
abgespalten werden. Da DNA-Striange ohne 5°‘-terminale Phosphatgruppen nicht religieren
konnen, kann so die Religation von linearisierter Plasmid-DNA verhindert werden. Ein
typischer Reaktionsansatz enthielt:

I pg Plasmid-DNA

1U Alkalische Phosphatase

in 100 pl Alkalische Phosphatase-Puffer (1x)

Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C, anschlieBend weitere 15 min bei 55 °C inkubiert. Zur
Inaktivierung des Enzyms wurde eine Extraktion mit 100 pul PC durchgefiihrt. Die DNA
wurde durch Zugabe von 10 pl Na-Acetat, pH 5,3 und 250 pl Ethanol gefillt, mit 70%

Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen.
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Auffiillen von 5" iiberhiingenden DNA-Fragmentenden

Das Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase I ist in der Lage, 5¢ iberhdngende DNA-
Fragmentenden in Anwesenheit von Desoxyribonukleotiden und Magnesiumionen
aufzufiillen und so glatte Enden zu erzeugen. Die Reaktion kann in allen herkdmmlichen
Restriktionspuffern durchgefiihrt werden. Dieses Vorgehen ist die Methode der Wahl, um
nichtkompatible Fragmentenden ligierbar zu machen.

Ein typischer Reaktionsansatz enthielt:

1 pug DNA-Fragmente in beliebigem Restriktionspuffer
50 uM dNTPs
1U Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase |

Der Ansatz wurde 15 min bei RT inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms folgte eine
Inkubation bei 75 °C fiir 10 min. Derartig behandelte DNA-Fragmente konnen direkt in eine

Ligation eingesetzt werden.

Ligation von DNA-Fragmenten
Doppelstrangige DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der T4 DNA-Ligase kovalent verkniipft.
Das zu klonierende Fragment wurde in der Regel in fiinffach molarem Uberschuss gegeniiber
der dephosphorylierten, linearisierten Plasmid-DNA eingesetzt. Ein typischer Reaktionsansatz
enthielt:
100 ng linearisierter, dephosphorylierter Vektor
fiinffach molarer Uberschuss an linearem Fragment
11U T4 DNA-Ligase

in 10 pL Ligase-Puffer
Der Ansatz wurde entweder 2-4 h oder iiber Nacht bei 16 °C inkubiert.

Gateway-Klonierung

Bei der Gateway-Klonierung handelt es sich um eine Klonierungsmethode bei der Restriktion
und Ligation auf Grund besonderer Eigenschaften des verwendeten Restriktionsenzyms (hier
Bsal, New England Biolabs) vereint werden konnen. Die Bsal-Erkennungssequenz und die
Schnittstelle liegen hier raumlich voneinander getrennt vor, sodass die Erkennungssequenz
wiéhrend der Reaktion entfernt wird und variable Enden entstehen. Dies ermoglicht eine

Klonierungsreaktion, bei welcher verschiedene Fragmente, sog. Aufbewahrungs-Plasmide
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und Ziel-Plasmide kombiniert werden konnen um, ohne vorherige Restriktion, gezielt ein
spezifisches Ligationsprodukt zu erzeugen welches die gewiinschten Fragmente in der

gewlinschten Orientierung vereint. Ein typischer Klonierungsansatz war wie folgt

zusammengesetzt:

75 ng Aufbewahrungsplasmid (mehrere moglich)
75 ng Zielplasmid

40 ng Flanken (PCR-generiert und aufgereinigt)
0,75 ul T4 DNA-Ligase

0,5 pl Bsal-HF (NEB)

Auf 15 pl mit HyOpg, auffiillen

Die Inkubation der Klonierungsreaktion erfolgte in einem PTC200 Thermocycler (MJ

Research) unter folgenden Reaktionsbedingungen:

PCR-Programm: <Main>; <GOGATE>

37 °C 2 min

16 °C 5 min } 50 Zyklen
37 °C 5 min

50 °C 5 min

80 °C 5 min

16 °C 0

Auftrennung und Nachweis von DNA-Fragmenten

In einem Agarosegel konnen Nukleinsduren im elektrischen Feld entsprechend ihrer Grof3e
aufgetrennt, identifiziert und isoliert werden (Sambrook ez al., 1989a). In der Regel wurden
Gele mit 0,8% Agarose hergestellt. Hierfiir wurde die entsprechende Menge an Agarose in
TAE-Puffer aufgekocht, nach Abkiihlung auf ca. 60°C mit Ethidiumbromid versetzt
(Endkonzentration 0,5 pg/ml) und in einen Elektrophoreseschlitten gegossen. Nach Erstarren
des Gels wurde die Gelkammer mit TAE-Puffer gefiillt. Die Proben wurden vor dem
Auftragen im Verhiltnis 6:1 mit nativem Auftragspuffer gemischt. Die Elektrophorese
erfolgte bei konstanter Spannung (90-120 V). Die DNA-Banden konnten im UV-Durchlicht
(254 nm) mit einer ,eagle eye“-Apparatur (Stratagene) detektiert und auf Thermalpapier

fotografisch dokumentiert werden.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
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Fiir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das JETSORB®- oder das
JetQuick®™ Gel Extraction Kit (Genomed) verwendet. Das Prinzip besteht darin, die DNA
unter Hochsalzbedingungen an eine Silikatmatrix zu binden, von Verunreinigungen
freizuwaschen und schlieBlich unter Niedrigsalzbedingungen die DNA von dieser Matrix zu
eluieren. Die Isolierung wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Mit dieser
Methode konnten DNA-Fragmente einer Lidnge von 200 bp bis 5 kb aus Agarosegelen zu

etwa 80 - 90 % i1soliert werden.

Sequenzierung von Plasmid-DNA

Fir die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde der Sequenzier-Service der Ludwigs-
Maximilian Universitit  Miinchen in Anspruch genommen. Vor der automatischen
Sequenzierung wurde die DNA mittels JetQuick® DNA Reinigungskit aufgereinigt. Je
Sequenzier-Reaktion wurden 100-300 ng Plasmid-DNA mit 2 pmol des Oligonukleotids
gemischt. Die erhaltenen Sequenzrohdaten konnten zur weiteren Bearbeitung in Clone

Manager 9 importiert werden.

4.4.3 Transfer und Nachweis von DNA auf Membranen

Transfer von DNA aus Agarosegelen auf Nylonmembranen (Souther-Blot)
(modifiziert nach (Southern, 1975))

Der Transfer der aufgetrennten DNA-Fragmente aus einem Agarosegel auf eine
Nylonmembran erfolgte durch Kapillar-Blot. Hierbei wird die Transfer-Losung (20x SSC-
Puffer) aus einem Pufferreservoir {iber Kapillarkrifte durch das Gel hindurch in einen auf
dem Gel platzierten Stapel Papierhandtiicher gesaugt. Die DNA-Fragmente werden durch den
Pufferstrom aus dem Gel eluiert und binden an die dariiber liegende Nylonmembran. Ein
gleichmiBig verteiltes Gewicht auf dem Papierstapel garantiert eine dichte Verbindung
zwischen den jeweiligen Lagen des Transfersystems. Vor dem Transfer wurde das Agarosegel
20 min in 0,25 M HCI inkubiert, um einen Teil der Purine abzuspalten, damit ein Transfer
groBBer DNA-Fragmente erleichtert wird. Anschlieend wurde das Gel fiir 20 min in DENAT
und 20 min in RENAT inkubiert.

Autbau des Blots von oben nach unten:
Gewicht (ca. 500 g)

Stapel Papierhandtiicher

3 Lagen Whatman 3MM
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Nylonmembran (Hybond N+ bzw. Hybond XL)
Agarosegel
Whatman 3MM-Briicke zum Pufferreservoir

Pufferreservoir

Der Kapillar-Blot erfolgte tiber Nacht. AnschlieSend wurde die Membran kurz getrocknet und
die DNA durch UV-Bestrahlung mit einem UV-Stratalinker 1800 (Stratagene) fixiert.

20x SSC-Puffer

3 M Na(Cl

0,3 M Na-Citrat * 2 H,O

in HyOpq4., pH-Wert mit HCI auf 7,0 eingestellt

DENAT-L6sung RENAT-Lo6sung

1,5 M NaCl 1,5 M NacCl

0,4 M NaOH 282 mM Tris-HC1

in HyOpiq. 218 mM Tris-Base
in HyOpig,

Spezifischer Nachweis immobilisierter Nukleinsduren (DIG-Methode):

Fir den Nachweis genomischer DNA-Fragmente fiir die Stammverifizierung wurden
genspezifische Sonden verwendet, welche durch den Einbau von Digoxigenin-11-dUTP
(DIG) markiert und detektiert werden konnen. Die Markierung erfolgte mittels ,,PCR DIG-
labeling Kit* (Roche) wihrend einer PCR Reaktion. Eine typische Markerungsreaktion

enthielt:

25 ng linearisierte Plasmid DNA
Sul Phusion-HF Puffer

Sul DIG-labeling Mix (Roche)

Je 20 pmol  Oligonukleotide
0,5 ul Phusion DNA-Polymerase
Auf 50 },ll H20bid,

Die Markierungs-PCR wurde analog einer Standard PCR-Reaktion auf einem PTC200
Thermocycler (MJ Research) durchgefiihrt.

Die zuvor UV-bestrahlte Membran (s. Kapitel: Southern-Blot) wurde zunéchst 39 min bei
65°C in Hybridisierungspuffer prahybridisiert. Wéahrenddessen wurde die Sonde in 15 ml
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Hybridisierungspuffer gelost und zur Denaturierung 5 min bei 99°C inkubiert. Anschlieend
wurde der Prahybridisierungspuffer entfernt und die denaturierte Sonde Zur Membran
gegeben. Der Hybridisierungsansatz wurde in der Regel iiber Nacht, mindestens jedoch 6 std
bei 65°C inkubiert. Nun wurde die Membran jeweils 15 min bie 65°C mit Southern-
Waschpuffer I, Southern-Waschpuffer II und Southern-Waschpuffer III gewaschen. Alle
Nachfolgenden Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Nach 5 miniitiger Inkubation mit DIG-
Waschlosung wurde die Membran zundchst 30 min mit DIG2-Puffer blockiert und
anschlieend mit Antikorperlosung (Anti-Digoxigenin-AB Fab-Fragmente (Roche); 1:10000
in DIG2) fiir 60 min inkubiert. Die Membran wurde zweimal mit DIG-Waschlosung
gewaschen und in DIG3-Puffer 5 min &dquilibriert. AnschlieBend wurde die Membran 5 min
mit Detektionslosung (CDP-Star (Roche); 1:100 in DIG3) inkubiert und die
Chemilumineszenz mittels ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) detektiert und

digitalisiert.
20xSSPE Southern Waschpuffer 111
3 M Na(Cl 0,1x SSPE
200 mM Na,HPO, 0,1 % SDS
20 mM Naz-EDTA in Hzob,'d'
In HZOb;d', pH 7,4
DIGI1
Denhardt-Lésung 100 mM Maleinsdure
2% (v/v) BSA Fraktion V (Sigma A-9647) 150 mM NacCl
2% (v/v) Ficoll In H,Opiq.,
2% (v/v) PVP (Sigma PVP-360) pH-Wert mit NaOH auf 7,5 einstellen
In H,Opq.
DIG-Waschpuffer
Southern-Hybridisierungspuffer 0,3 % Tween-20
26 % (v/v) SSPE (20x) In DIG1-Losung
5 % (v/v) Denhardt-Losung
5% (v/v) SDS (10%) DIG2
In H,Opi4. 1 % (w/v) Magermilchpulver

In DIGI-L6sung
Southern-Waschpuffer I

2x SSPE DIG3
0,1 % SDS 100 mM Tris-HCI
in Hzobid‘ 100 mM CaCl
In H,Opjq.
Southern-Waschpuffer 11 pH-Wert mit NaOH auf 9,5 einstellen
1x SSPE
0,1 % SDS

4.4.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Mittel PCR ist es moglich, spezifische DNA-Fragmente gezielt zu amplifizieren. Hierzu
werden spezifische Oligonukleotide eingesetzt, welche im 5’-Bereich der gewlinschten

Region (sog. ,,forward primer*) und im 3’-Bereich der gewiinschten Region (sog. ,,reverse
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primer®) hybridisieren. Die PCR-Reaktionen wurde mit einem Thermocycler PTC-200 (MJ

Research) oder einem Labcycler (SensoQuest) durchgefiihrt. Die Reaktionsansidtze waren wie

folgt:

Standard PCR (nach Innes ef al., 1990):

10-100 ng  Matrizen-DNA

11U Tag-Polymerase

0,5 ul 25 mM dNTPs

je 0,5 ul 100 uM Primer

in 50 pul 1x Taqg-Polymerase Puffer
Initiale Denaturierung 94°C

Amplifikation (34 Zyklen):

Denaturierung 94 °C
Hybridisierung 60 - 65 °C
Elongation 72 °C
Endelongation 72°C

Phusion®-Polvmerase PCR:

/5 min

/30 sec
/30 sec
/1 min pro 1000 Basenpaare

/ 10 min

Diese Variante wurde zur Amplifikation genomischer Fragmente von U. maydis oder zur

Generierung von Fragmenten fiir die Klonierung eingesetzt. Da es sich bei der Phusion®-

Polymerase im eine sog. ,,Hochgenauigkeitspolymerase* handelt, zeichnet sie sich durch eine

hohe Prozessivitit und eine sehr niedrige Fehlerrate aus.

10-100 ng Matrizen-DNA

1U Phusion®-Polymerase
0,5 ul 25 mM dNTPs

Je 0,5 ul 100 uM Primer

In 50 pl 1x Phusion®-HF Puffer
Initiale Denaturierung 98 °C

Amplifikation (30-34 Zyklen):

Denaturierung 98°C
Hybridisierung 60— 65 °C
Elongation 72 °C
Endelongation 72 °C

/30 sec

/10 sec
/15 sec
/ 30 sec pro 1000 Basenpaare

/ 8 min
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4.5 Biochemische Methoden

4.5.1 Protein-expression und -priparation

Priaparation von Proteinen aus U. maydis

Zur Priparation von Gesamtzellextrakten wurde zunichst eine Ubernachtkultur in 5 ml CM-
Medium hergestellt. Aus dieser wurde am nichsten Tag eine 50 ml Hauptkultur inokuliert
welche tber Nacht bis zu einer ODgyy von 0,8 - 1 bei 28°C inkubiert wurde. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation (5000 Upm, Smin, 4 °C) geerntet und in 1 ml kaltem Lysepuffer
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Metallzylinder, welche mit fliissigem Stickstoff
vorgekiihlt waren, liberfiihrt, 2 vorgekiihlte Metallkugeln hinzugegeben und weitere 5 min in
fliissigem Stickstoff durchfrieren gelassen. Der Zellaufschluss erfolgte in einer Kugelmiihle
(MM 400, Retsch GmbH, Haan, Deutschland) fiir 5 min bei einer Schiittelfrequenz von 30
Hz. Anschlieend wurde der Zellaufschluss bei 4 °C aufgetaut, in ein vorgekiihltes (4 °C) 1,5
ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und Zellreste durch Zentrifugation (10000 Upm, 15 min, 4 °C)
sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein frisches, vorgekiihltes 1,5 ml

Reaktionsgefdl iiberfiihrt.

Proteinaufschliisse fiir die Anaylse (z.B. mittels SDS-PAGE oder Western-Blot) wurden
standardmdfig unter denaturierenden Bedingungen hergestellt. Aufschliisse  fiir
Aktivitditsmessungen (z.B. mittels Aktivitdtsgel oder LC/MS-Analyse) wurden unter nativen

Bedingungen hergestellt.

Protein-Lysepuffer (nativ) Protein-Lysepuffer (denaturierend)
50 ml 1x PBS-Puffer 50 ml 1x PBS-Puffer
2,5 mM Benzamidin 2,5 mM Benzamidin
1 mM PMSF 1 mM PMSF
I mM DTT 1 Tablette cOmplete EDTA-free
20 pul Sigma P8340 8 M Harnstoff
1 Tablette cOmplete EDTA-free
(Roche)

Heterologe Proteinexpression in E. coli

Zur Expression und Aufreinigung heteroleger Proteine wurden E. coli Zellen der Stimme
Rosetta (DE3) pLysS oder Rosetta Gami (DE3) pLysS mit dem jeweiligen
Expressionsplasmid transformiert. AnschlieBend wurde zuniichst eine Ubernachtkultur
hergestellt aus welcher am nichsten Morgen eine Expressionskultur inokuliert wurde (ODggo

= 0,1). Die Expressionskultur wurde bei 37°C solange inkubiert, bis eine ODgo von 1,0
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erreicht war. Zur Induktion der Proteinexpression wurde 1 mM IPTG (Isopropyl-S-D-
thiogalactopyranosid) zugesetzt und zu mehreren Zeitpunkten (0, 1, 3, 5 std, liber Nacht)
Proben fiir die Analyse mittels SDS-PAGE genommen.

Priparation von Proteinen aus E. coli

Zur Priparation und Aufreinigung heterolog exprimierter Proteine aus E. coli wurde eine
100 ml Expressionskultur hergestellt und mittels 1 mM IPTG induziert (s.0). Nach
gewlinschter Expressionszeit wurde die Kultur durch Zentrifugation (8500 Upm, 5 min, 4°C)
geerntet und das Sediment in 10 ml eiskaltem E. coli-Lysepuffer resuspendiert und auf Eis
aufbewahrt. Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschallbehandlung (Stufe 4, 30 s Impuls,
30 s Ruhephase, 3 Wiederholungen; Cell Disruptor B15, Branson; Mikrospitze konisch 5 mm,
Heinemann). Nach dem Zellaufschluss wurden Zelltrimmer und unlosliche Proteine durch
Zentrifugation (8500 Upm, 15 min, 4 °C) sedimentiert und der Uberstand, welcher die
16sliche Proteinfraktion enthidlt, abgenommen und iiber Nickel-Affinitditschromatographie

aufgereinigt.

E. coli-Lysepuffer

50 mM NaH2P04
300 mM NaCl
10 mM Imidazol

pH mit NaOH auf 8,0 einstellen

In vitro Expression von Proteinen

Fiir die Expression und Aufreinigung der U. maydis Chitinasen Ctsl, Cts2 und Cts3 wurde
das RTS 100 Wheat-Germ CECF Kit (5 Prime) verwendet. Den Anweisungen des Herstellers
folgend wurde fiir die Reaktion 4-7 ug aufgereinigte Plasmid-DNA  eingesetzt. Die
Expression erfolgte iiber Nacht (bis zu 24 h) bei 24°C auf einem Eppendorf Thermoblock.

Die Expression wurde mittels SDS-PAGE kontrolliert und die heterolog Exprimierten

Proteine wurden iiber Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt.

Proteinaufreinigung mittels Nickel-Affinititschromatographie

Fir die Aufreinigung heterolog exprimierter His-Tag markierter Proteine mittels Nickel-
Affinitdtschromatographie wurden die l6slichen Proteinfraktionen zunédchst mit 1 - 2 ml
Ni**-NTA Agarose (Qiagen), welche vorher gemiB Herstellerangaben dquilibriert wurde,
gemischt und mindestens 1 std bei 4 °C geschiittelt. AnschlieBend wurde das Gemisch auf

eine Polypropylen-Saule (5 ml, Qiagen) gegeben und mehrfach (5-7x) mit 2 ml Waschpuffer
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gewaschen. Die Elution erfolgte durch mehrfache (4-5x) Zugabe von 2 ml Elutionspuffer. Die
Eluat-fraktionen wurden gesammelt, mittels GroBenausschlussfilter (Amicon Ultra-15,
Millipore, 30 kDa) aufkonzentriert und mittels PD10 Entsalzungs-Sdulen in KHMG-Puffer

umgepuffert. In dieser Form sind die Proteine bei -20 °C mehrere Monate lagerfahig.

Waschpuffer Elutionspuffer

50 mM N3H2PO4 50 mM NaH2P04

300 mM NaCl 300 mM NaCl

20 mM Imidazol 250 mM Imidazol

pH mit NaOH auf 8,0 einstellen pH mit NaOH auf 8,0 einstellen

4.5.2 Auftrennung und Nachweis von Proteinen

Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-Test (nach Bradford, 1976)

Fiir die Proteinbestimmung nach der Bradford Methode werden 10 pl der Proteinlosung mit
Bradford-Farbelosung (Protein Assay Dye, BioRad; vor Gebrauch 1:5 mit H,Opiq, verdiinnen)
in einer 96-Well Platte gemischt und fiir 5 min bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend
wurde in einem monochromatischen Fluoreszenzspektrometers (Infinite M200, Tecan) die
Absorption bei einer Wellenldinge von 595 nm gemessen. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgt anhand eines Rinderserum-Albumin Standards (Standardreihe: 0 pg/ml, 50 pg/ml, 100
pg/ml, 150 pg/ml und 200 pg/ml BSA). Um sicherzustellen, dass alle Proben im linearen
Abhingigkeitsbereich gemessen werden, wurden Gesamtproteinpriparate vor der Messung

standardmaBig 1:20 mit H,Opiq, verdiinnt.

Auftrennen von Proteinen mittels SDS-PAGE (nach Laemmli, 1970)

Proteinproben wurden fiir analytische Zwecke standardméBig mittels denaturierender,
diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) anhand ihres
Molekulargewichts aufgetrennt. Hierzu wurden in der Regel 10 % Trenngele mit einer Tiefe
von 1 mm verwendet. Die Proben wurden mit 1/3 Volumen 3x Laemmli-Puffer (150 mM
Tris-HCl pH 6,8, 30 % Glycerin, 15 % PB-Mercaptoethanol, 6 % SDS, 0,003 %
Bromphenolblau) gemischt und 5 min bei 99 °C auf einem Eppendorf Thermoblock inkubiert,
um Proteinstrukturen zu denaturieren. Die Gelelektrophorese wurde in einer Mini-Protean II

Apparatur (BioRad) bei einer Spannung von 150-180 V durchgefiihrt.

3x Probenpuffer (Laemmli) Sammelgel

15 mM Tris-HCI, pH 6,8 125 mM Tris-HCI, pH 6,8
30 % (v/v) Glycerin 5% Acrylamid

6 % (W/V) SDS 0,1 % (W/v) SDS

0,00 3% Bromphenolblau 0,05 % (w/v) APS

in HyOyg, 0,001 % (v/v)  TEMED
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in HyOpig,
Trenngel
375 mM Tris-HCI, pH 8,8 SDS-Laufpuffer
8 %-10 % Acrylamid 25 mM Tris, pH 8,4
0,1 % (w/v) SDS 192 mM Glycin
1,25 % (v/v) Glycerin 0,1 % (W/v) SDS
0,05 % (w/v) APS in HyOpq
0,001 % (v/v)  TEMED
in HyOpiq,

Transfer von Protein aus Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen (Western-Blot)
Der Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen (Hybond-P,
Amersham; RPN303F, GE Healthcare) erfolgte mittels Elektro-Blot in einer halb-trocken
Blot-Apparatur (L/SC-280, Sigma oder 846-015-200, Biometra) fiir 2 Stunden bei 1 mA pro
cm’ Gel. Dazu wurde die PVDF-Membran 1 min in 100 % Methanol aktiviert, mit HyOgest
gewaschen und fiir 10 min in Anodenpuffer 2 Aquilibriert. 2 Whatman-Papiere (3 mm)
wurden in Anodenpuffer 1, 1 Whatman-Papier in Anodenpuffer 2 und 3 Whatman-Papiere in
Kathodenpuffer getrinkt.

Der Aufbau des Blots von Kathode zu Anode geschah folgendermaf3en:

Kathode (-)

3 Lagen Whatman-Papier (in Kathodenpuftfer getrankt)
SDS-Polyacrylamidgel

PVDF-Membran

1 Lage Whatman-Papier (in Anodenpuffer 2 getrinkt)
2 Lagen Whatman-Papier (in Anodenpuffer 1 getrinkt)

Anode (+)
Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2 Kathodenpuffer
300 mM Tris-HCI, pH 10,4 30 mM Tris-HCI, pH 10,4 25 mM Tris-HCI, pH 9,4
15 % (v/v) Methanol 15 % (v/v) Methanol 15 % (v/v) Methanol
in HyOpq. in HyOpq. 40 mM e-Aminocapronsiure
in HyOpig.
TBS TBST
20 mM Tris-HCI, pH 7,6 0,05 % (v/v) Tween 20
136 mM NaCl in TBS

In HyOpig,

Nachweis immobilisierter Proteine

Der Nachweis auf PVDF-Membranen immobilisierter Proteine erfolgte immunhistochemisch
mittels indirekter Antikérpermarkierung. Dazu wurde die Membran zunichst 30 min bei RT
in Blockierlosung auf dem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 3x 10 min

in TBST-Puffer gewaschen und 1 std bei RT oder tiber Nacht bei 4°C mit der primdren
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Antikorperlosung (jeweilige Verdiinnung in Blockierlosung) inkubiert. Der primaire
Antikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit TBST-Puffer (jeweils 10 min) entfernt und
die Membran anschlieBend mit sekunddrer Antikérperlésung (Konjugiert mit Meerrettich-
Peroxidase; jeweilige Verdiinnung in Blockierlosung) fiir 1 std bei RT oder iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Die Membran wurde 3 x 10 min mit TBST-Puffer g und 5 min in TBS-Puffer
gewaschen und anschlieBend mit ECL-Losung (GE Healthcare Life Sciences) versetzt
(Verwendung gemil Herstellerangaben). Die entstehende Chemilumineszenz wurde in einem

ImageQuant LAS400 detektiert und digitalisiert.

Primére Antikorper

- o-Gfp (Mischung der monoklonalen Antikorper 7.1 und 13.1, Maus IgG1; Roche)

- a-Tubl (Anti-a-Tubulin, monoklonaler Antikorper, Klon DM 1A, Maus IgG1; Sigma)
- 0-His (Anti-Poly-Histidin, monoklonarer Antikorper, Klon His-1, Maus IgG2a, Sigma)

Sekundirer Antikorper

- 0-Maus (Anti-Mouse IgG HRP Konjugat aus der Ziege, Promega)

Coomassie-Firbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Um aufgetrennte Proteinbanden im Polyacrylamidgel sichtbar zu machen, wurden Gele
standardmifig mit Coomassie-Farbelosung angefarbt. Hierfiir wurden die Gele in eine kleine
Schale gegeben, mit ca. 100 ml Coomassie-Féarbelosung versetzt, kurz in der Mikrowelle
erwdrmt (ca. 30 s) und 1 h bei RT schiittelnd inkubiert. Die Farbelosung wurde dekantiert
(kann wiederverwendet werden) und das Gel mit H;Oges. abgewaschen. Nun wurden ca. 100
ml Entfarbelosung und ein fusselfreies Tuch (fixiert den ausgewaschenen FarbstofY)

hinzugegeben und das Gel iiber Nacht schiittelnd bei RT inkubiert.

Coomassie-Firbelosung Entfirbelosung
0,05 % Coomassie Brilliant Blue R250 15%  Essigsdure
15%  Essigsdure 15%  Methanol
15%  Methanol inll HyOq
Inll HzObid‘

Priparation von Mitochondrien und mitochondrieller Proteine

Fiir die Anreicherung von Mitochondrien aus U. maydis wurde zundchst eine 50 ml Vorkultur
in CM-Medium hergestellt und iiber Nacht bei 28 °C inkubiert. Aus der Vorkultur wurde eine
1 1 Hauptkultur angeimpft, welche wiederrum tiber Nacht bei 28°C und 200 Upm inkubiert
wurde. Am nédchsten Tag wurden die Zellen durch Zentrifugation (5470 g / 1 min / 4 °C)
geerntet, zweimal mit HyOges, gewaschen und das Frischgewicht des Sediments ermittelt. Die
Sedimentierten Zellen wurden nun in 100 ml 0,6 M Ammoniumsulfat-Losung resuspendiert.

Zur Zellsuspension wurde nun 16 mg lytische Enzyme aus Trichoderma harzianum (Sigma
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Aldrich) pro 1 g Frischgewicht gegeben und 1 std bei 37 °C und 110 Upm in einem breiten
Becherglas inkubiert. Der Verlauf der Protoplastierung wurde in 10 min Abstinden
mikroskopisch verfolgt. Die protoplastierten Zellen wurden durch Zentrifugation (5470 g /
Imin / 4 °C) geerntet und in 12,5 ml pro 1 g Frischgewicht Puffer 1 gewaschen.
Anschliefend wurden die Zellen in 40 ml Puffer 2 (versetzt mit | mM PMSF und 15 pl
Protease Inhibitor Mix p8340 (Sigma Aldrich)) resuspendiert und in einen 50 ml
Glashomogenisierer gegeben. Die Suspension wurde nun fiir 30 — 40 Stoe mit einem Teflon-
Pistill homogenisiert. Die Suspension sollte nun eine leichte Gelbfirbung aufweisen. Das
Homogenisat wurde nun mit Puffer 2 auf ein Gesamtvolumen von 130 ml verdiinnt und
Zellreste durch Zentrifugation (5470 g/ 1 min / 4 °C) abgetrennt. Der Uberstand wurde erneut
Zentrifugiert (17200 g / 10 min / 4 °C), um die Mitochondrien zu sedimentieren. Der
Niederschlag, welcher leicht brdunlich und sehr klein ist, wurde in 300 ul Puffer 2
aufgenommen und vorsichtig homogenisiert. Zum Losen mitochondrieller Proteinkomplexe
bzw. Superkomplexe aus Membranen wurde das Homogenisat im Verhéltnis 1:2 (m/m;

Protein/Digitonin) mit Digitonin versetzt und das Gemisch 30 min auf Eis inkubiert.

4.5.3 Nachweis von Enzymaktivititen

Chitinase-Aktivititsgel (Tropf-Gele)

Der qualitative Nachweis der Chitinase-Aktivitit in U. maydis Zellextrakten erfolgte mittels
Tropf-Aktivititsgel. Dazu wurden zundchst Gesamtzellextrakte hergestellt (s.o.), ihr
Proteingehalt mittels Bradford-Assay (s.0.) bestimmt und auf Eis bei 4 °C autbewahrt. In der
Zwischenzeit wurde das Aktivitdtsgel vorbereitet. Fiir den Aktivitétstest wurde ein gangiges
Chitinasesubstrat (Glykolchitin) in ein Polyacrylamidgel eingegossen. Die Zusammensetzung

des Gels war wie folgt:

3ml Acrylamid-Losung (30 %, Rotiphorese®, Carl Roth)
4,2 ml Aktivitatspuffer (200 mM Na-Acetat, pH 5,3 in HyOy;q))
0,8 ml Glykolchitin (1 % w/v)

10 ul TEMED

40 ul APS (10 %)

Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde die obere Glasplatte abgenommen und das Gel
kurz getrocknet (5 min, RT), um Fliissigkeitstropfen auf der Oberfliche zu entfernen
(alternative kann ein fusselfreies Tuch verwendet werden). Parallel wurde eine feuchte
Kammer fiir die Inkubation vorbereitet. Dazu wurde einige feuchte Papiertiicher in eine kleine

Schale gelegt und der Boden einer Petrischale umgedreht darauf platziert. Nun wurde jeweils
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5 ul der Zellextrakte (Proteinkonzentrationen wurden anhand der im Bradford-Assay
ermittelten Konzentrationen angeglichen) auf das Gel aufgetropft (Proben nicht austrocknen
lassen!). Das Gel wurde anschlieBend auf der Petrischale in der feuchten Kammer platziert,
welche mit Aluminiumfolie verschlossen wurde. Die Reaktion erfolgte iiber Nacht bei 28 °C.
Am nichsten Tag wurde das Gel 10 min bei RT in einer Calcofluor-White (CW) Losung (0,5
M Tris-HCI, pH 8,0; 0,01 % (w/v) Caclofluor-White) geschiittelt. Dabei bindet CW an das im
Gel eingebundene Chitin. AnschlieBend wurde das Gel 1 h und weiterhin iiber Nacht in
H,Omiq, gewaschen. Die Detektion und Digitalisierung erfolgte im UV-Durchlicht (254 nm)
mit einer ,,eagle eye“-Apparatur (Stratagene). Chitinaseaktivitét ist als dunkler Hof an der

Auftropfstelle zu erkennen.

Fluorometrische Bestimmung der Chitinaseaktivitit von U. maydis Kulturen

Die Aktivitdt von U. maydis Chitinasen wurde mit Hilfe fluoreszierender Substrate getestet.
Zum Nachweis der Aktivitit der Glykosylhydrolase-18 Chitinasen wurde das Substrat B-D-
N,N',N"-Triacetylchitotrioside (SIGMA Aldrich) verwendet. Zum Nachweis der Aktivitét der
Glykosylhydrolase-20 Chitinase (Cts4) wurde das Substrat N-Acetyl-B-D-Glukosaminide
(Sigma Aldrich) verwendet. Fiir die Messung wurden zunichst Vorkulturen und anschlieBend
50 ml Hauptkulturen der jeweiligen U. maydis Stimme angezogen und die Zelldichte auf eine
ODgoo von 1,0 eingestellt. 30 pul dieser Zellsuspensionen wurde in eine Reaktionseinheit einer
96-Well Platte pipettiert. AnschlieBend wurde 70 pl Substratlosung (1: 10 Verdiinnung in
KHM-Puffer, Verwendung gemdll Herstellerangaben) hinzugegeben. Die Messung erfolgte
entweder als Endpunktmessung oder als Kinetik iiber einen Zeitraum von 1 std. Fiir die
Endpunktmessung wurde der Reaktionsansatz zunichst fiir 1 std bei 28 °c inkubiert und dann
mit 200 pl 1M Na,COs-Losung versetzt um die Reaktion zu stoppen und den pH in einen
basischen Bereich (optimal flir die Substratfluoreszenz) zu bringen. Anschlielend wurde die
Fluoreszenz der Proben in einem monochromatischen Fluoreszenz-Spektrometers (Infinite
200, Tecan) gemessen. Fiir Messungen der Chitinaseaktivitét filamentés wachsender Kulturen
wurden 6 std induzierte Kulturen verwendet. Die Messungen erfolgten in technischen und

experimentellen Triplikaten.

Bestimmung der Chitinaseaktivitit und der Produkte mittels UHPLC/MS
Die Bestimmung der Enzymaktivititen mittels Hochleistungsfliissigchromatographie und

Massenspektrometrie wurde mit Gesamtzellextrakten und aufgereinigten Proteinen (in vitro
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exprimiert) durchgefiihrt. Als Substrate dienten die definierten Chitin-Oligomere Diacetyl-
Chitobiose (A2), Triacetyl-Chitotriose (A3), Tetraacetyl-Chitotetraose (A4), Pentaacetyl-
Chitopentaose (A5) und Hexaacetyl-Chitohexaose (A6; Megazymes, Bray, Irland). Analysiert
wurden jeweils die Produkte der Reaktion einzelner Enzyme oder Zellextrakte mit einem

definierten oligomeren Substrat. Ein typischer Reaktionsansatz enthielt:

1 ul Gesamtzellextrakt (5 pg Gesamtprotein)

2 ul  Substrat (5 mg/ml; A6, AS, A4, A3 oder A2)
5ul  Na-Acetat-Puffer (200 mM NA-Acetat, pH 5,3)
2ul HyOpia.

10 ul Gesamtvolumen

Der Reaktionsansatz wurde gut gemischt und iiber Nacht bei 28 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden Proteine und andere hochmolekulare Substanzen (>3 kDa) mittels Zentrifugation
(13000 rpm, 15 min, RT) durch eine Polyethersulfon Groflenausschlusssdule (3 kDa, VWR)
abgetrennt. 5 pl des Durchflusses, welcher die Produkte (und evtl. auch die Edukte) der
Reaktion enthielt, wurden mittels Ultrahochleistungs-Fliissigchromatographie aufgetrennt und
mittels Massenspektrometrie analysiert (Hamer et al., 2015; pers. Mitteilung: Stefan Cord-
Landwehr). Zur quantitativen Bestimmung des A2/A3-Verhiltnisses im Reaktionsgemisch
mittels ELSD (evaporative light scattering detection; Verdampfungs-Lichtstreuungs-
Detektion) wurde die Menge der Chito-Oligomere mittels einer Standard-
Kalibrierungsgeraden ermittelt. Dazu wurde die Lichtstreuung definierte Mengen (50-500 ng)
der Chito-Oligomere ermittelt und Standardkurven berechnet. Die Kurven folgen der
allgemeinen Gleichung: f,,-ax”. Dabei steht fiy, fiir die Fliche des ESLD-Signal-Maximums,
x fir die Menge des jeweiligen Chito-Oligomers und a bzw. b fiir substrat- bzw.
geritespezifische Variablen (Mengerink et al., 1991; Decroos et al., 2005; Remoroza et al.,
2012). Die zur Analyse verwendete UPLC-ELSD-ESI-MS" Methode wurde von (Remoroza
et al., 2012) abgewandelt. Es wurde ein Dionex Ultimate 3000RS UHPLC System (Thermo
Scientific, Milford, USA) verwendet, welches an einen ELSD-Detektor (Modell: Sedex 90LT,
Sedere, Alfortville Cedex, Frankreich) und einen ESI-MS"-Detektor (amaZon speed, Bruker,
Bremen, Deutschland). Die Auftrennung der Chito-Oligomere erfolte mittels ,,Hydrophiler
Interactions Chromatography® (HILIC) unter Verwendung einer Acquity UPLC BEH
(bridged ethyl hybride) Amid Séule (1.7 pm, 2.1 mm x 150 mm; Waters Corporation,
Milford, MA, USA) in Kombination mit einer vorgeschalteten VanGuard Saule (1.7 um, 2.1
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mm x 5 mm; Waters Corporation, Milford, USA). Die Durchflussrate betrug 0.4 ml min” und
die Temperatur wurde auf 35 °C eingestellt. Jeweils 1ul der Proben wurde mittels eines
»Autosamplers® injiziert. Die Auftrennung der Proben erfolgte iiber mittels eines Gradienten
der Substanzen A (80:20, Acetonitril (ACN):Wasser) und B (20:80, ACN:Wasser). Beide
Eluenten enthielten weiterhin 10 mM Ammonium Format und 0,1 % (v/v) Forminsdure. Die
Auftrennung erfolgte liber einen Zeitraum von 15 min. anhand des folgenden Elutionsprofils:
0 — 2.5 min, isokratisch 100% A; 2.5 — 12.5 min, linear von 0% bis 75% (v/v) B; gefolgt von
einer Sdulen-Rekalibrierung: 12.5 — 13.5 min, linear von 75% bis 0% (v/v) B, 13.5 — 15 min,
isokratisch 100% (v/v) A. Das Eluat wurde mittels eines ,,1:1 Trenners* (Accurate, Dionex
Corporation, Sunnyvale, CA, USA) aufgetrennt und zu gleichen Teilen an den ELSD-
Detektor und den ESI-MS"-Detektor weitergeleitet. Der Gasdruck des HPLC-ELSD
Zerstaubers wurde auf 3,5 bar, die Gasflussrate auf 1,75 1 * min’l, die
Verdampfungstemperatur auf 50 °C und die Signalamplifikation auf 12 eingestellt. Die ESI-
MS Detektion wurde unter positiver Spannung mit einer Kapillarspannung von 4 kV und
einer Endplatten-Auslduferspannung von 500 V durchgefiihrt. Der Druck des ESI-MS
Zerstiubers wurde auf 15 psi eingestellt. Die Flussrate des Trockengases betrug 8 1 * min™
und die Trocknungstemperatur betrug 200 °C. Massenspektren wurden im Scanbereich 50-
2000 (m/z) unter Verwendung des ,,enhanced resolution scan modes* mit einer Zielmasse von
500 (m/z) erhoben und mittels des Datenanalyseprogramms Data Analysis 4.1 (Bruker,

Bremen, Deutschland) ausgewertet.

4.6 In silico Methoden
4.6.1 DNA- und Protein-Sequenzanalyse
Fiir die Analyse von DNA- und Proteinsequenzen wurden die folgenden Programme oder

Internetangebote verwendet:

- CloneManager Version 9.0 (Sci Ed Central Software) wurde zur Bearbeitung von
DNA-Sequenzen (Plasmid- und genomische DNA), zum Erstellen von
Oligonukleotiden, zum Erstellen von Plasmidkarten zum Planen von
Restriktionsverdaus und zum Vergleich von Proteinsequenzen (multipler
Sequenzvergleich) verwendet.

- MUMDB (MIPS (munich information center for protein sequences) Ustilago maydis

Database) wurde zum suchen spezifischer Gene oder Genfamilien und fiir die
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Beschaffung von DNA- und Proteinsequenzen verwendet (http://mips.helmholtz-
muenchen.de/genre/proj/ustilago)

BLAST2 (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al., 1990; Altschul et al.,
1997; Gish und States, 1993). Identifizierung dhnlicher Protein- oder DNA-Sequenzen
sowie homologe Gene/Proteine (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

U. maydis Dicodon Optimierungs-Tool (Finkernagel und Vranes, pers. Mitteilung;
http://dicodon-optimization.appspot.com/) zur Optimierung von DNA-Sequenzen zur
Expression in U. maydis.

ClustalW2 und Clustal-Q (Larkin etal, 2007) wurde zum automatisierten
Sequenzvergleich multipler Proteinsequenzen und zu Identifizierung konservierter
Bereiche/Motive verwendet (http://www.clustal.org/).

PSORT2 (Nakai und Kanehisa, 1992) wurde zur Vorhersage subzellulédrer
Lokalisationen von Proteinen verwendet (http://psort.hgc.jp/).

WoLF PSORT (Horton etal, 2007) wurde zur Vorhersage subzelluldrer
Lokalisationen von Proteinen verwendet (http://wolfpsort.org/).

TargetP V1.1 (Emanuelsson efal, 2000) wurde zur Identifizierung N-terminaler
Signalpeptide und zur Vorhersage subzellulirer Lokalisationen von Proteinen
verwendet (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

SignalP V4.1 (Petersen etal, 2011) wurde zur Identifizierung N-terminaler
Signalpeptide und zur Vorhersage subzelluldrer Lokalisationen von Proteinen
verwendet (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

SMART (Simple Modular Architechture Research Tool; Schultz et al., 1998) wurde
zur Identifizierung konservierter Proteindomdnen und zur Identifizierung von
Proteinen mit &hnlichen putativen Funktionen verwendet (http://smart.embl-

heidelberg.de/).

4.6.2 Modellierung und Analyse dreidimensionaler Proteinstrukturen

Vorhersage putativer Protein-strukturen und —funktionen

Fiir die Strukturvorhersage, die Vorhersage putativer Proteinfunktionen sowie die Ermittlung

strukturanaloger Proteine und deren Substratbindestellen wurde zunéchst ein vorldufiges

Proteinmodel im Strukturvorhersageprogramm I-Tasser (Zhang, 2008; Roy et al., 2010)

erstellt. I-Tasser vereint verschiedene Internetangebote fiir die Strukturmodellierung von

Proteinen, wie verschiedene ,, Threading-Tools*, zur vorldufigen Ermittlung der 3D-Struktur,
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»TM-Align“ um verschiedene 3D-Strukturen miteinander zu vergleichen und Strukturanaloge
zu finden, sowie Optimierungsprogramme, wie z.B. REMO (Li und Zhang, 2009) zur
Strukturverbesserung. Als Grundlage fiir die Modellierung dienten die jeweiligen
Aminosduresequenzen der Proteine, welche von MUMDB bezogen wurden. Fiir die weitere,
manuelle Verbesserung der Modelle wurde sowohl das jeweils beste Modell als auch die
jeweils nédhesten Strukturanaloge als *.pdb Datei gespeichert. AufBlerdem wurden
Strukturmodelle der Glykosylhydrolase (GH) -Doméne erstellt, welche auf Grund der hohen

evolutiondren Konservierung eine genauere Vorhersage der 3D-Struktur ermoglicht.

Manuelle Verbesserung der Strukturmodelle
Programme: 1) EMACS (Linux-basierter Text Editor)

2) Coot (Grafikbearbeitungsprogramm fiir makromolekulare Strukturen)

Fiir eine genauere Strukturvorhersage wurden zunéchst die Modelle, welche durch I-Tasser
ermittelt wurden mit den, durch Rontgenstrukturanalyse ermittelten, Elektronendichte-Karten
der jeweils besten Strukturanalogen in COOT iiberlagert. Dies ermdglichte eine manuelle
Verfeinerung der Aminosdure- bzw. Atom-positionen bis zu einer Aufldsungsgrenze von
einigen wenigen Angstrom (A) anhand von experimentell ermittelten Strukturen aus
Proteindatenbanken (RCSB PDB; PDBe). Des Weiteren wurden die Modelle fiir die
Glykosylhydrolase-Doménen auf gleiche Weise verfeinert. Fiir die Modellierung der GH18-
Dominen wurden die Rontgenstrukturen der Chitinasen CrChil aus Clonostachys rosea
(PDB-Eintrag: 3G6L; Yang et al., 2010), als Vorlage fiir Cts1, OfChtl aus Ostrinia furnacalis
(PDB-Eintrag: 3W4R; Chen et al., 2014), als Vorlage fiir Cts2 und HsAmcl aus Homo
sapiens (PDB-Eintrag: 2YBU; Sutherland et al., 2011), als Vorlage fiir Cts3, verwendet. Fiir
die Modellierung der N-Acetylglukosaminidase Cts4 wurde die Rontgenstruktur von OfHex]1,
der B-N-Acetyl-Hexosaminidase aus Ostrinia furnacalis (PDB-Eintrag: 3NSM, Liu et al.,
2011), verwendet. Bei den ausgewdhlten Strukturvorlagen handelte es sich um die Enzyme
mit der grofiten prognostizierten Strukturdhnlichkeit. Die Sequenzidentitit der GH18-Doméne
von Ctsl und der verwendeten Vorlage CrChil betridgt 47 % (Abb. 6.2). Die Identitdt von
Cts2 und Cts3 zur jeweiligen Vorlage ist mit 19 % bzw. 26 % geringer, jedoch betrdgt die
Sequenzéhnlichkeit 62 % (zwischen Cts2 und OfChtl) bzw. 59 % (zwischen Cts3 und
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HsAmcl; Sequenzalignments zu Cts2 und Cts3 sieche Anhang Abb. 6.3 und 6.4) und ist damit
ausreichend fiir die Modellierung.

AnschlieBend wurden die Atomkoordinaten der Modelle der GH-Doméne mittels EMACS in
die PDB-Dateien der Strukturmodelle der Volllingenproteine {ibertragen. Dadurch wurde die
Genauigkeit der Vorhersage der aktiven Domine verbessert. Die so erhaltenen Modelle
wurden erneut mit experimentell ermittelten Elektronendichte-Karten tiberlagert, welche von
Strukturen stammten, welche mit verschiedenen Liganden Co-kristallisiert wurden. Somit
konnte speziell die Struktur der Substratbindestelle erneut verbessert werden. Die
Atomkoordinaten des jeweiligen Substrats wurden mittels EMACS aus den originalen PDB-
Dateien extrahiert und als eigenstindige Molekiile in die PDB-Dateien der Strukturmodelle

integriert.

Visualisierung von Proteinstrukturen und Strukturmodellen

Fiir die Visualisierung von Proteinstrukturen und Strukturmodellen wurde das Programm
PyMol (Schrodinger LLC) verwendet. Die Sekundirstruktur-Annotation erfolgte mittels
PSIPRED (Jones, 1999) und wurde zusdtzlich mit Sekundérstrukturen der nédhesten

Strukturanaloge des jeweiligen Proteins abgeglichen.

Ermittlung der Aminosaurekonservierung von Proteinen

Um konservierte Aminosduren in Proteinen zu ermitteln wurde COFACTOR (Roy et al.,
2012; Roy und Zhang, 2012) verwendet. COFACTOR nutzt die gleichen Algorithmen wie I-
Tasser und ermittelt zundchst die 100 besten Strukturanaloge (TM-Align; TM-score > 0,3)
des Zielproteins. Anschliefend wird zundchst ein multipler Sequenzvergleich erstellt und der
Konservierungsgrad der Aminosduren mittels Jensen-Shannon Divergenz (JSD; Capra und
Singh, 2007) ermittelt. Der Grad der Konservierung kann Werte zwischen 0 (nicht
konserviert) und 9 (stark konserviert) annehmen. Zur weiteren Analyse wurden Aminoséuren

mit einem Wert > 7 als hochkonserviert definiert.
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6. Anhang

Auf dem beiliegenden Datentrdager befindet sich eine elektronische Version der vorliegenden

Arbeit.
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Abb. 6.1: Hochkonservierte Aminosiuren treten innerhalb der GH18-Domiinen in kleinen Clustern auf.
Co-Factor Analyse zur Identifizierung evolutionir hochkonservierter Aminosduren. Alle U. maydis Chitinasen
weisen schwach konservierte N- und C-Termini auf. Der mittlere Grad der Konservierung (rote Linien) steigt
innerhalb der katalytischen Doméne (mittlere Linie) stark an. Hochkonservierte Aminosduren (>7, obere Linie)
treten in kleinen Clustern verstreut {iber die katalytische Doméne auf.

194



Anhang

UmCtslGHLE
SrCtslGHLE
UhCts1GHLE
CrChiBGHLE

UmCtslGHLE
SrCtslGHLE
UhCts1GHLE
CrChiBGHLE

UmCtslGHLE
SrCtslGHLE
UhCts1GHLE
CrChiBGHLE

UmCtslGELE
SrCtslGHLE
UhCtslGHLE
CrChiBGHLE

UmCtslGHLE
SrCtslGHLE
UhCtslGHLE
CrChiBGHLE

F

16l
16l

[l
[
o

[SS IS B AT N ]
L Lad L) L
(=B a R |

Abb. 6.2: Die Aminosiduresequenz der katalytischen Doméne von Ctsl ist hochkonserviert. Multiples
Sequenzalignment der GH18-Doméne aus UmCtsl mit den Chitinasen SrCtsl und UhCtsl, aus den nahen
Verwandten S. reilianum und U. hordei, sowie CrChil (CrChiB) des nematophagen Pilzes C. rosea, die als
Vorlage fiir die Modellierung verwendet wurde. Hochkonservierte Bereiche (> 70%) sind schwarz markiert. Die
katalytische Triade DxDXE ist in rot markiert. Das Konsensusmotiv (Abb. 2.1) ist durch einen schwarzen Balken
gekennzeichnet.
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Abb. 6.3: Sequenzalignment der GH18-Domiéine von Cts2. Multiples Sequenzalignment der GH18-Doméne
aus UmCts2 mit den homologen Chitinasen SrCts2 und UhCts2 aus den nahen Verwandten S. reilianum und
U. hordei, sowie die strukturanaloge Chitinase OfCts2 aus dem Maisziinsler Ostrinia furnacalis, die als Vorlage

fiir die Modellierung verwendet wurde. Hochkonservierte Bereiche (> 70%) sind schwarz markiert.
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Abb. 6.4: Sequenzalignment der GH18-Doméne von Cts3. Multiples Sequenzalignment der GH18-Doméne
aus UmCts3 mit den homologen Chitinasen SrCts3 und UhCts3 aus den nahen Verwandten S. reilianum und
U. hordei, sowie die strukturanaloge Chitinase HsAmc1 aus Homo sapiens, die als Vorlage fiir die Modellierung
verwendet wurde. Hochkonservierte Bereiche (> 70%) sind schwarz markiert.
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Abb. 6.5: Die dreidimensionale Proteinstruktur der chitinolytischen Enzyme aus U. maydis ist konserviert.
Modelle der putativen Proteinstruktur chitinolytischer Enzyme aus U. maydis. Die Modelle wurden mittel I-
Tasser erstellt und mittels Coot und EMAX anhand experimentell ermittelter Strukturvorlagen manuell
nachbearbeitet. Die Visualisierung der Strukturen erfolgte mittels PyMol. Blau: Sekundirstrukturmodell in
Cartoon Darstellung; Magenta: Konservierte, aromatische Aminosduren;
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Detail: Architektur:

Abb. 6.6: Aromatische Aminosiuren in der Substratbindestelle von U. maydis Chitinasen. Strukturmodelle
der Substratbindestellen von Cts1, Cts2 und Cts3. Links: Detaillierte Darstellung der Substratbindestelle und des
aktiven Zentrums. Griin: Aromatische Aminosduren; Gelb: Chitohexaose; Magenta: Katalytisch aktive
Aminosduren; Gestrichelte Linie: Mogliche Interaktionen wihrend der Hydrolyse. In Ctsl und Cts3 sind die
aromatischen Aminosduren so angeordnet, dass eine starke Bindung des Substrats ermoglicht wird. Rechts:
Vergrofierte Darstellung der Architektur der Substratbindestelle (aus Abb. 2.3). Ctsl und Cts3 besitzen tiefe,
Tunnel-artige Bindestellen, wihrend Cts2 eine flache, offene Bindestelle aufweist.
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Abb. 6.7: Analyse des Koloniedurchmessers von Chitinase-Deletionsmutanten. Graphische Darstellung des
Koloniedurchmessers verschiedener Chitinase-Deletonsmutanten auf CM-Vollmedium. Der Koloniedurchmesser
von Stammen, denen Cts1 oder Cts2 fehlt ist leicht erhoht. Mutanten, welchen sowohl Ctsl als auch Cts2 fehlen
weisen einen deutlich groBeren Druchmesser auf. Die Deletion von cts4 hat keinen Einfluss auf den
Durchmesser der Kolonien. Fehlerbalken: Standardabweichung aus sechs gemessenen Kolonien aus drei
unabhédngigen Experimenten. . *** p<0,0005 (T-Test).

Abb. 6.8 (nichste Seite): Die Lokalisation von CtslG ist nicht Rrm4-abhingig. (A)
Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Cts1G-Lokalisation. Cts1G lokalisiert in punktiertem Muster im ersten
leeren Segment. Die Lokalisation &hnelt der aus AB33 (Abb. 2.16). Derartige Lokalisationsmuster sind im
Kontrollstamm AB33egfp nicht zu erkennen. Blau: CW; griin: Cts1G. GroBenstandard: 10 um. (B) Linescan-
Analyse der in (A) dargestellten Filamente zur Verdeutlichung der Cts1G-Lokalisation im Filament. Cts1G zeigt
einen graduellen Konzentrationsanstieg zur Hyphenspitze. Multiple Signalmaxima zwischen dem ersten und
zweiten Septum verdeutlichen das punktierte Lokalisationsmuster. Blau: CW; griin: Cts1G. Blaue Pfeilspitzen:
Septen und Hyphenspitze. (C) Quantifizierung der CtslG-Lokalisation. Graph aus Abb. 2.16 erweitert um
AB33rrm4A. Die Haufigkeit der punktierten CtslG-Lokalisation im ersten leeren Abschnitt ist mit AB33
vergleichbar. Fehlerbalken: Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten. ***, p<0,0005 (T-Test).
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Abb. 6.9: Gen-Expressionsanalyse chitinolytischer Enzyme in U. maydis. (A) Semi-quantitative RT-PCR der
Chitinase-Gene in Sporidien und Filamenten. czs/ und cts2 werden in AB33 Sporidien gleich stark exprimiert. In
Filamenten wird cts2 drastisch herunter reguliert. Sowohl in Sporidien als auch in Filamenten ist keine cts3-
Expression detektierbar. Cts4 wird in Sporidien auf einem basalen Niveau exprimiert und wird in Filamenten
hoch reguliert. actin mRNA diente mit seiner konstitutiven Expression als endogene Kontrolle. Minus Reverse-
Transkriptase Kontrollen (-RT) beider Stadien wurden verwendet, um mdgliche Kontaminationen mit
genomischer DNA (gDNA) auszuschlieBen. gDNA wurde als Template eingesetzt, um die Primer-Effizienz in
der PCR-Reaktion zu iiberpriifen. H,O diente als Negativ-Kontrolle fiir die PCR-Reaktion. (B) Microarray-
Analyse der Transkiptions-Niveaus der Chitinase-Gene (aus Heimel ef al., 2010). Die Transkriptomanalyse zeigt
ahnliche Expressionsmuster wie die semi-quantitative RT-PCR.
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Abb. 6.10: Analyse der Hydrolyseprodukte verschiedener Chitinase-Deletionsmutanten. Extrahierte lonen-
Chromatogramme (EIC) der Hydrolyseprodukte aus der Inkubation von CHOS mit 5 pg U. maydis
Gesamtproteinextrakten. Die Reaktionsprodukte wurden mittels HILIC-ELSD-ESI-MS" analysiert. (GIcNAc),
(A2; m/z 425,2; griin), (GIcNAc); (A3; m/z 628,3; rot), (GIcNAc), (A4; m/z 831,4; violett) und (GIcNAc)s (A6;
m/z 619,3; schwarz). (A) Substrat: (GIcNAc), (A4). (B) Substrat: (GIcNAc)s (A6); Erginzend zu Abb. 2.28.
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Abb. 6.11: Di-Codon Optimierung von mEos2. Schematische Darstellung der Di-Codon Optimierung von
mEos2 fir die Expression in U. maydis. Die Ausgangssequenz von mEos2 (McKinney ef al., 2009) wurde
hinsichtlich des GC-Gehaltes und des Di-Codon Gebrauchs fiir die Expression in U. maydis angepasst
(http://dicodon-optimization.appspot.com/). Anderungen sind schwarz markiert. Am 3~ und 5’-Ende wurde eine
Sfil-Schnittstelle fiir die Klonierung eingefiigt.
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Abb. 6.12: Di-Codon Optimierung von sfGfp. Schematische Darstellung der Di-Codon Optimierung von sfGfp
fiir die Expression in U. maydis. Die Ausgangssequenz von sfGfp (Pedelacq et al., 2006) wurde hinsichtlich des
GC-Gehaltes und des Di-Codon Gebrauchs fiir die Expression in U. maydis angepasst (http://dicodon-
optimization.appspot.com/). Anderungen sind schwarz markiert. Am 3’- und 5'-Ende wurde eine Sfil-
Schnittstelle fiir die Klonierung eingefiigt.
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Abb. 6.13: Vergleich der Fluoreszenzintensitit von eGfp und mEos2. Zur Bestimmung der Startintensitdt
von mEos2 relativ zu eGfp, wurden Mischkulturen aus AB33Potef:eGfp und AB33Potef:mEos2 im Verhéltniss
1:1 (ODgoy = 1,0) hergestellt. Fiir die fluoreszenzmikrokopische Anylse der Startintensitdt wurde zunéchst ein
Bild im Gfp-Kanal erstellt, welches fiir die Intensitdtsmessung verwendet wurde. Zur Unterscheidung beider
Stdmme folgte anschlieBend eine Photokonversion durch 45 s. Belichtung bei 405 nm mit einer HXP-Lampe.
Anschliefend wurde sowohl ein Gfp- als auch ein Rfp-Bild aufgenommen. Zellen die eGfp exprimieren sind
weiterhin im Gfp-Kanal zu erkennen, wohingegen Zellen, die mEos2 exprimieren lediglich im Rfp-Kanal zu
sehen sind. Die Messung der Signalintensitit erfolgte mittels Metamorph. Es wurde jeweils die Intensitit von
n=26 Zellen gemessen. Die relative Fluoreszenzintensitit von mEos betrigt verglichen mit eGfp ca. 80 %.
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Anhang

B-1-N

Asn

Abb. 6.14: Der Pentasaccharid-Kern
N-glykosylierter Proteine. Der Kern
aller  N-verlinkten  Glykoproteine
besteht aus 3 Mannose- und 2 GIcNAc-
Resten, welche B-glykosidisch an ein
Asparagin  der  Konsensussequenz
N-x-S/T  gebunden sind. Pfeile
markieren mogliche Schnittstellen von
de-glykosylierenden Enzymen.
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Einleitung

Fliissigkulturen filamentos wachsender cts/A-Zellen kommt es zu einer Aggregation der
Zellen, was zu schnellerer Sedimentation fiihrt (Abb. 1.9 A). Auch die biotrophe Entwicklung
ist durch die Deletion von cts ] nicht beeinflusst (Abb. 1.9 C).

A wt  cts1G cts1A4

[JKeine Symptome Abb. 1.9: Phinotypische Analyse der

DChlorosen ctslA-Mutante. (A) ctslA-Filamente aggre-

[ Kieine Tumore gieren in Flissigkultur und weisen eine

. erhohte Sedimentationsgeschwindigkeit auf.

Il Grote Tumore (B) Das filamentose Wachstum auf Fest-

M Tote Pfianzen medium ist unverdndert. (C) Die Deletion
von ctsl hat keinen Einfluss auf die Virulenz
von U. maydis. Abbildung modifiziert aus
(Koepke et al., 2011).

Pflanzen [%]

1.7 Der Einfluss des mRNA-Transports auf Mitochondrien

Neben cts/ wurden mRNAs einiger mitochondrialer Proteine als direkte Ziele von Rrm4
identifiziert (Konig et al., 2009; Koepke et al., 2011). Dies fiihrte zu der Vermutung, dass der
Langstreckentransport dieser mRNAs auch eine Rolle wéhrend der Verteilung
mitochondrialer Proteine in Filamenten von U. maydis spielt. Mehrere Studien haben gezeigt,
dass mitochondriale Proteine im Cytoplasma als Vorldufer synthetisiert werden, die
anschliefend, unter Beteiligung von Chaperonen, post-translational importiert werden
(Abb. 1.10; Schatz, 1979; Neupert und Schatz, 1981; Reid und Schatz, 1982a; Reid und
Schatz, 1982b; Reid eral, 1982). Dazu binden sie an Rezeptoren der &ulleren
Mitochondrienmembran (Hennig efal, 1983; Zwizinski efal, 1984), wodurch die
Translokation eingeleitet wird. Der Translokationsprozess hdngt vom Membranpotential, der
ATP-Verfiigbarkeit und der Atmungskettenfunktion ab (Pfanner et al., 1987; Martin et al.,
1991). In der Mitochondrienmatrix wird die N-terminale Importsequenz (MTS) durch eine
Signalpeptid-Peptidase (MPP, matrix processing peptidase) entfernt, wodurch das reife
Protein entsteht (Schleyer und Neupert, 1985; Hawlitschek ez al., 1988).
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A) B) Von unten  Von oben
Cts1_
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Abb. 2.3: Die oberfliichenexponierten, aromatischen AS in Ctsl sind konserviert. (A) Uberlagerung der
Proteinstruktur von SmChiA (rot) mit der prognostizierten Struktur von Ctsl (blau). Aromatische AS aus
SmChiA sind in orange, aus UmCtsl in griin gekennzeichnet. (B) Oberflachen-projektion von Ctsl, Cts2 und
Cts3 aus Sicht des C- (von unten) bzw. des N-Terminus (von oben). Darstellung als Komplex mit dem Substrat
(GIcNAc)s (gelb). Aromatische AS auf der Oberflache sind in griin dargestellt.

Um herauszufinden, ob die in Kapitel 2.1 identifizierten, evolutiondr hochkonservierten AS
(Abb. 6.1) strukturelle Funktionen haben und somit zur Substratbindung beitragen kdnnten,
wurden sie in den dreidimensionalen Strukturmodellen visualisiert. Die Analyse ergab, dass
sich alle hochkonservierten AS in unmittelbarer Néhe der Substratbindestelle befinden und
somit hochswahrscheinlich direkt an der Bindung und Hydrolyse des Substrates beteiligt oder
aber innerhalb der Bindestelle strukturell formgebend sind (Abb. 2.4).
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sekundédren Septums gestort ist (Abb. 2.9 B). Dies deutet darauf hin, dass der beobachtete
Zellteilungsdefekt in cts1 Acts2 A-Doppelmutanten durch nachfolgende Prozesse, wie z.B. dem
Abbau von iiberfliissigem Zellwandmaterial zwischen Mutter- und Tochter-Zelle,
hervorgerufen wird. Da beide Septen vorhanden sind, miisste ein solcher Abbau von
Zellwandmaterial extrazellulédr, durch sekretierte Chitinasen katalysiert werden. Daher miisste
der beobachtete Zellseparationsdefekt in der ctslActs2A-Doppelmutante durch Gabe von
exogenem Ctsl ausgeglichen werden konnen. Um diese Hypothese zu testen, wurde eine
Hise-Ctsl (N-terminaler His-Tag) Variante in Escherichia coli exprimiert, iiber Nickel-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt (Jankowski, 2013) und zu exponentiell wachsenden
AB33 und AB33ctslActs2A-Kulturen gegeben. Als zusitzliche Kontrolle dienten jeweils
unbehandelte Kulturen. Die mikroskopische Analyse der Zellmorphologien zeigte, dass der
Zellteilungsdefekt durch dreistiindige Inkubation mit 1,5 mg/ml exogenem Ctsl zumindest
teilweise aufgehoben wurde (Abb 2.14). In einigen Zellen fiihrte die Behandlung mit
exogener Chitinase Hisg-Ctsl jedoch zu einer verdnderten Zellmorphologie. Die Zellen
erschienen bipolar elongiert und tendierten dazu Aggregate zu bilden (Abb. 2.10, rechte
Spalte).

Kontrolle

AB33

1.5 mgiml Cts1

Kontrolle

Abb. 2.10: Der Cytokinesedefekt in
ctsl Acts2A4-Mutanten kann durch exogenes
Ctsl partiell aufgehoben werden.
Mikroskopische Analyse der Zellmorphologie
von AB33 und ctslActs2A-Kulturen. Unbe-
handelte cts!Acts2A-Zellen zeigen die typische
Aggregatbildung. Durch dreistiindige Behand-
lung mit exogenem Hisg-Ctsl kann dieser
Phinotyp teilweise ausgeglichen werden.
GroBenstandard: 10 pm.

ols1/24

1,5 mg/ml Cts1
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Jedoch zeigte keine der anderen Chitinase-Deletionsmutanten ein verdndertes
Sedimentationsverhalten gegeniiber AB33 (Abb 2.15 B), sodass geschlussfolgert werden
kann, dass lediglich Cts1 die Aggregation der leeren Abschnitte beeinflusst. Die Analyse auf
Festmedium ergab, dass auch hier keine der Chitinase-Deletionsmutanten einen Defekt im
Hyphenwachstum hat (Abb. 2.15 A). Sowohl die Koloniemorphologien als auch die an den

Réndern der Kolonien auswachsenden Filamente waren mit denen von AB33 vergleichbar.

ﬁﬂhhﬂﬂﬂhhﬂ

W

AB33 cts1A cts2A cts3A4 1/24  1/34  2/3A 1/2/3A cts4A 1/2/3/4A

Abb. 2.15: Lediglich Ctsl hat eine Funktion wéihrend des filamentéosen Wachstums. (A)
Koloniemorphologie filamentds wachsender U. maydis Chitinase-Deletionsmutanten auf NM-Festmedium. Die
Morphologie der entsprechenden Stdmme ist mit der von AB33 vergleichbar. GroBenstandard: 0,3 cm. (B)
Sedimentationstest filamentds wachsender Chitinase-Deletionsmutanten. Lediglich die cts/A-Mutante zeigt
verstirkte Aggregation an den leeren Abschnitten (Daten nicht gezeigt) und eine erhdhte
Sedimentationsgeschwindigkeit in Fliissigkultur. Dieser Effekt wird durch die Deletion weiterer Chitinasen nicht
beeinflusst. Die Kulturen wurden in NM-Fliissigmedium auf eine ODg( von 0,5 eingestellt und in Reagenzglédser
iiberfiihrt und fiir 24 Stunden bei 28 °C und 200 Upm inkubiert. Die Sedimentation erfolgte 5 min stehend bei
RT.

2.1.4.5 Die Chitinase Cts1 lokalisiert in Filamenten an der Zellwand leerer Abschnitte
Der beschriebene Effekt von Cts1 auf die Aggregation leerer Abschnitte 1dsst vermuten, dass
Ctsl eine Funktion in der Degradierung oder Remodellierung von Zellwandmaterial am
basalen Pol des Filaments hat. Eine Voraussetzung dafiir ist, dass Ctsl am basalen Septum
oder extrazelluldr in den leeren Abschnitten lokalisiert, um dort an die Chitinfraktion der
Zellwand zu binden. Bisher konnte Cts1G jedoch lediglich an der Hyphenspitze von AB33-
Filamenten nachgewiesen werden (Koepke et al., 2011).

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde in den Stammen AB33ctsl:egfp und AB33egfp
filamentoses Wachstum in NM induziert. Sechs Stunden nach Induktion wurde die Ctsl1G-
Lokalisation in einer Co-Lokalisationsanalyse mit CW untersucht. Die fluoreszenz-
mikroskopische Analyse zeigte, dass Cts1G tatsdchlich verschiedene Lokalisationsmuster
wihrend des filamentosen Wachstums aufweist (Abb. 2.16 A), welche durch eine Linescan-

Analyse verdeutlicht werden konnten (Abb. 2.16 B).
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2.2 Der Rrm4-abhiingige Proteinimport in Mitochondrien

In Vorarbeiten wurden spezifische mRNAs mitochondrialer Proteine als Ziel-mRNAs des
Rrm4-abhédngigen RNA-Transports identifiziert (Abb. 2.29 A; Konig et al., 2009; Haag,
2013). Viele dieser Ziel-mRNAs kodieren Proteine der mitochondrialen Atmungskette (Abb.
2.29 B). AuBBerdem wurde gezeigt, dass einige der mitochondrialen Proteine in Abhingigkeit
von Rrm4 differenziell exprimiert werden und ihre Menge, vor allem in der Membran-
assoziierten Fraktion, zwischen Wildtyp und rrm4A-Mutante stark variiert (Koepke, 2010).
Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass die Deletion von rrm4 wihrend des
filamentosen Wachstums zu einer erhohten Produktion von mitochondrialen, reaktiven

Sauerstoff-Spezies (ROS, reactive oxygen species) fiihrt (Abb. 2.29 C; Koepke, 2010).

' Intermembranraum

Komplex | Komplex Il Komplex IlI Komplex IV Komplex V

...............................

....................

B) c)

| Intermembranraum

Komplex | Komplex IlI

...................

NadH/H* 2 O,

Abb. 2.29: mRNAs mitochondrialer Proteine sind Ziele des Rrm4-abhéngigen Transports. (A) Ziele des
Rrm4-abhidngigen Transports in der Atmungskette, welche durch in vivo UV-Vernetzung (Konig et al., 2009;
Haag, 2013; griin, CLIP; crosslinking immunoprecipitation) und differenzielle Proteom-Analyse (Koepke, 2010;
blau, DIGE; 2D fluorescence differential gel electrophoresis) identifiziert wurden. Dargestellt sind die jeweils
signifikantesten Ziele der Komplexe I, III und V. (B) Prozentuale Verteilung der Rrm4-Ziel-mRNAs aus der
mitochondrialen Atmungskette auf die fiinf Proteinkomplexe: 34 % Komplex I, 9 % Komplex II, 16 % Komplex
111, 13 % Komplex 1V, 28 % Komplex V. Daten extrahiert und zusammengefasst aus (Konig et al., 2009; Haag,
2013; Koepke, 2010). (C) Komplex I-abhdngiger Elektronentransport und Superoxidproduktion in der
Atmungskette. Elektronen werden wéhrend des linearen Elektronentransports von NadH/H+ iiber Komplex I auf
den Ubichinon-Pool und weiter auf Komplex III iibertragen. Unter Stress-Bedingungen kommt es zum reversen
Elektronentransport (RET) zuriick auf Komplex I, was durch die Ubertragung von Elektronen auf molekularen
Sauerstoff zur Bildung von Superoxid (O,’, SOX = ROS) fiihren kann.
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dynamische Prozesse besser visualisieren und untersuchen zu konnen, wurden in der
vorliegenden Arbeit zwei neue fluoreszierende Markerproteine fiir die Nutzung in U. maydis
etabliert.

Das photokonvertierbare Protein mEos2 eignet sich aufgrund seiner Eigenschaften sehr gut
zur Untersuchung dynamischer Prozesse. In seinem Grundzustand hat mEos2 sein
Anregungsmaximum bei 506 nm und sein Emissionsmaximum bei 519 nm. Verglichen mit
eGfp weist mEos2 auerdem eine 1,4-fach gesteigerte Helligkeit auf (McKinney ef al., 2009).
Ein weiterer Vorteil von mEos2 gegeniiber vielen anderen photokonvertierbaren Proteinen ist,
dass das Helligkeitsverhéltnis zwischen Griin- und Rot-Zustand sehr ausgewogen ist. Im Rot-
Zustand hat mEos2 sein Anregungsmaximum bei 573 nm und sein Emissionsmaximum bei
584 nm. Die Fluoreszenz im roten Spektralbereich erreicht die etwa 0,8-fache Helligkeit von
eGfp. Somit ist die Helligkeit von mEos2 im roten Zustand ca. doppelt so hoch wie die von
mCherry (Shaner etral, 2004; http:/nic.ucsf.edu/dokuwiki/doku.php?id=fluorescent-
proteins).

Die Nukleotidsequenz von mEos2 wurde fiir die Expression in U. maydis zunachst Di-Codon-
optimiert (Anhang: Abb. 6.11; http://dicodon-optimization.appspot.com/) und unter der
Kontrolle der P, und P.;-Promotoren in den ip’-Locus integriert. Um zu testen, ob die so
exprimierte mEos2-Variante funktionell ist, wurde die Expression des Proteins
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Analyse ergab, dass die di-codon-optimierte
Variante von mEos2 in U. maydis funktionell exprimiert werden kann (Abb. 2.35). AuBBerdem
konnte mEos2 mittels N-terminaler Mitochondrien-Import Sequenz (MTS; mitochondrial
targeting signal) erfolgreich in die Mitochondrienmatrix transloziert werden. Die
Fluoreszenz-Intensitdt von mEos2 erreichte in U. maydis jedoch lediglich die 0,8-fache

Intensitdt von eGfp (Anhang: Abb. 6.13).

mEos2

TS:mEos2

M

Abb. 2.35: mEos2 ist in U. maydis funktionell und kann mittels MTS in Mitochondrien transloziert
werden. Fluoreszenzmikroskopische Co-Lokalisations-Analyse von mEos2 und Mito-Tracker™. Die mEos2
Expression wurde fiinf Stunden nach Induktion des P.,,;-Promotors fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Freies
mEos2 zeigt eine gleichmiBig verteilte, cytoplasmatische Fluoreszenz. MTS:mEos2 zeigt eine klare Co-
Lokalisation mit dem Mitochondrien-Marker Mito-Tracker™ (MT). Kulturen wurden bis zu einer ODgqy von 0,5
angezogen und in CM + 1 % Arabinose induziert. Gré3enmafstab: 10 pm.
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Die Analyse zeigte, dass die Konversion von mEos2 mittels groBflichiger Bestrahlung
erfolgreich durchgefiihrt werden kann (Abb. 2.37 A). Die maximale Photokonversion war
nach einer Bestrahlungszeit von 45 Sekunden erreicht (Daten nicht gezeigt). Die Reduktion
des Gfp-Signals betrug ~ 90 % (Abb. 2.37 B). Nach Photokonversion betrug die relative
Intensitéit des Rfp-Signals (mEos2 im Rot-Zustand) etwa 60 % der Gfp-Ausgangsfluoreszenz,
was den Literaturwerten entspricht (McKinney et al., 2009).

Mit mEos2 steht daher nun ein weiterer genetisch kodierter Fluoreszenzmarker fiir die
Untersuchung dynamischer Prozesse in U. maydis zur Verfiigung.

Neben der Hintergrundfluoreszenz ist auch die Reifungszeit eines Fluorophors
ausschlaggebend fiir die Untersuchung dynamischer Prozesse. AuBlerdem ist die Stabilitét
fluoreszierender Proteine stark von Temperatur, pH-Wert, Salzkonzentration sowie O;-
Verfiigbarkeit abhdngig (Pédelacq efal, 2006; zusammengefasst in Tsien, 1998). Des
Weiteren neigen einige Gfp-Varianten zur Bildung von Dimeren oder sogar Oligomeren, was
zur Aggregation von Zielproteinen fithren kann.

,»Superfolder-Gfp* (sfGfp) ist eine schnell faltende Gfp-Variante, die {iber eine hohe pH- und
Salz-Toleranz verfligt (Pédelacq et al., 2006). Fiir die Expression von stGfp in U. maydis,
wurde die Nukleotidsequenz zunichst di-codon-optimiert (Anang: Abb. 6.12) und unter der
Kontrolle des induzierbaren P.,,;-Promotors in den ip’-Locus integriert. Auflerdem wurde ein
Konstrukt fiir ein N-terminales MTS-Fusionsprotein integriert, um zu untersuchen, ob sich

sfGfp in U. maydis funktionell in Mitochondrien translozieren ldsst.

Abb. 2.38: sfGfp ist in U. maydis funktionell und kann mittels MTS in Mitochondrien transloziert werden.
Fluoreszenzmikroskopische Analyse von sfGfp. Die Induktion der sfGfp-Expression mittels des P,,,;-Promotors
erfolgte fiir finf Stunden. Freies sfGfp zeigt eine gleichmaBig verteilte, cytoplasmatische Fluoreszenz.
MTS:sfGfp zeigt eine deutliche Lokalisierung in Mitochondrien. Kulturen wurden bis zu einer ODgy von 0,5
angezogen und in CM + 1 % Arabinose induziert. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte fiinf Stunden
nach Induktion. GroBenmalBstab: 10 um.
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