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Einleitung

1 Einleitung

Pilze sind kohlenstoffheterotrophe Mikroorganismen, die ihren Néhstoffbedarf in der Uber-
wiegenden Mehrzahl durch saprophytische Lebensweise decken. Eine kleine Gruppe hat
sich jedoch im Laufe der Evolution zu Parasiten entwickelt von denen einige die lebende
Pflanze als stete Quelle fur die Nahrstoffversorgung erobert haben. Wahrend perthophyti-
sche Pflanzenparasiten ihren Wirt vor der Besiedelung abtdten, halten biothroph lebende,
phytopathogene Pilze den Wirtsorganismus, einhergehend mit einer der eigenen Nahrstoff-
versorgung dienenden Umfunktionierung des Metabolismus, am Leben. In Folge des Befalls
bildet die Wirtspflanze Symptome, wie Chlorosen, Anthocyanbildung oder tumoréses Gewe-
be, aus, welche in ihrer Gesamtheit die Infektionskrankheit ausmachen. Als Verursacher von
Infektionskrankheiten bei Nutzpflanzen nehmen phytopathogene Pilze eine dominante Stel-
lung ein. So sind ihnen Uber 80 % der etwa 160 wichtigsten in Mitteleuropa auftretenden In-
fektionskrankheiten zuzuschreiben (Muller und Loeffler, 1992). In der Vergangenheit kam es
immer wieder zu Ausbriichen verheerender, ganze Ernten vernichtender Epidemien, die zu
ernormen wirtschaftlichen Schéden oder Hungersnéten fuhrten. So entzog die 1845 in Irland
um sich greifende Kartoffelfaule, ausgelést durch den Oomyceten Phytophthora infestanz,
grol3en Bevdlkerungsteilen ihre Nahrungsgrundlage und zog eine Auswanderungswelle in
westliche Gebiete nach sich (Hulder, 1998). Auch heute noch sind die durch Pilze verursach-
ten Schaden in der Land- und Agrarwirtschaft betrachtlich und lassen sich auf jahrliche Milli-
ardenbetréage beziffern (Borner, 1997). Zur Kontrolle und Bekampfung dieser Pflanzenkrank-
heiten ist das genaue Verstandnis der pilzlichen Infektionsmechanismen auf molekularer

Ebene unabdingbar.

1.1 Die frihen Infektionsstadien phytopathogener Pilze.

Die meisten biotrophen, phytopathogenen Pilze zeichnen sich durch hohe Wirtsspezifitat
aus, welche bei einigen Arten, wie etwa den Rostpilzen, je nach Entwicklungsstadium wech-
seln kann (Esser, 1976). Die Wechselwirkungen zwischen Pathogen und Wirtspflanze be-
ginnen mit der Anheftung der Sporen an die Pflanzenoberflache, gefolgt von ihrer Auskei-
mung und der Erkennung des kompatiblen Wirts durch den Pilz. Anschliel3end erfolgt die
Ausbildung von speziellen Infektionsstrukturen, mit deren Hilfe der Pilz in die Pflanze ein-
dringt.

Ein entscheidender Schritt der pathogenen Entwicklung ist die aktive Anheftung der Spore
an die Pflanzenoberflache. Ihr wirken Faktoren wie Regen, Wind und Konkurrenz mit ande-
ren Pathogenen entgegen (Mendgen und Deising, 1993; Mendgen et al., 1996). Die Art der

sekretierten, die Spore umhillenden, adhasiven Substanzen variiert zwischen wasserunlosli-
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chen Glycoproteinen, Lipiden und Polysacchariden (Xiao et al, 1994; Nicholson und Epstein,
1991; Nicholson, 1996). Die Adhasion dient jedoch nicht ausschliel3lich der Verankerung
sondern kann auch fur die Wirtserkennung und Besiedelung bedeutsam sein. Es wird vermu-
tet, daR hydrophobe Komponenten pflanzlichen Oberflache, welche in ihrer Gesamtheit als
Wachse bezeichnet werden, als Signale in den friihen Stadien der pathogenen Entwicklung
dienen (Kolattukudy et al., 1995; Podila et al., 1993). Alternativ kdnnen auch physikalische
Reize, wie Oberflachentopologie und —Konsistenz, sowie hydrophobe Wechselwirkungen in
die Erkennungsprozesse involviert sein. (Hamer et al., 1988; Talbot, 1996). Der erfolgrei-
chen Sporenanhaftung folgt die Ausbildung an ihrer Spitze wachsender Keim-, bzw. Infekti-
onshyphen (Wessels, 1993), welche auf der Pflanze, dirigiert von physiko- oder chemotakti-
schen Signalen, in Richtung der zu penetrierenden Oberflachenstrukturen wachsen (Read et
al., 1992; Gow, 1994). Wahrend der Fortbewegung sezernieren diese Hyphen einen Adhasi-
onsfilm, welcher eine Reihe von hydrolythische Enzymen, wie z. B. Cutinasen enthalt und die

Anheftung an die hydrophobe Pflanzenoberflache bewerkstelligt (Jones, 1994).

Wahrend einige Pathogene die Pflanzeoberflache direkt penetrieren, haben andere Arten
Strategien zum Aufspiren natirlicher Offnungen, wie Spaltéffnungen oder Lentizellen, ent-
wickelt. So erkunden Rostpilze die Oberflachentopologie mittels thigmotroper Signale welche
bei Erkennung einer Spaltéffnung die Apressorienbildung an der Spitze der Keimhyphe indu-
zieren (Hoch und Staples, 1991). Pathogene, wie Magnaporthe grisea, dringen durch die
Cuticula in die Pflanze ein. Auch sie bilden hierfiir Appressorien aus, mit denen der Pilz unter
Aufbau eines betrachtlichen Turgordrucks in der Lage ist die Cuticula zu durchstof3en (Ho-
ward et al., 1991). In Gegensatz zu diesem mechanischen Vorgang wird die Cuticula von
anderen Arten auf enzymatischem Weg, durch die Sezernierung von Hydrolytischen Enzy-
men, vor allem Cutinasen, durchdrungen (Kolattukudy et al., 1995). Auch die Struktur der
penetrierenden Hyphen kann zwischen verschiedenen Arten variieren. So kann bei Fusarium
oxysporum oder Ustilago maydis keine oder nur geringe Appressorienbildung beobachtet
werden (Snetselaar und Mims, 1994; Rodr’iguez-G’alvez und Mendgen, 1995). Nach der
Penetration erfolgt die Besiedlung des Wirts durch das pilzliche Mycel. Das Hyphenwach-
stum kann sowohl inter- als auch intrazellular erfolgen. Im letzteren Fall wird dabei lediglich
die pflanzliche Zellwand durchbrochen, wahrend die Plasmamembran intakt bleibt. Auf Sei-
ten des Pilzes kommt es bei intrazellularen Hyphen vielfach zur Ausbildung von Haustorien,
welche eine effiziente Aufnahme von Nahrstoffen bewerkstelligen (Voegele et al., 2001;
Struck et al. 2002).
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1.2 Ustilago maydis als Modellsystem fiur Phytopathogenitét.

Die Basisiomyceten haben, in der durch eine geteilte Basidie gekennzeichnete Unterklasse
der Phragmobasidiomycetitae, zwei wichtige Ordnungen parasitarer Pilze hervorgebracht.
Die an ihren rétlichbraunen Sporenlagern erkennbaren, etwa 5000 Arten umfassenden Ver-
treter der Rostpilze (Uredinales) sind obligate Endoparasiten der Gefal3pflanzen. Hierzu zéh-
len u. a. Arten der Gattung Puccinia und Uromyces, deren Entwicklungszyklus zumeist mit
einem Wirtswechsel einhergeht (Esser, 1976). Die zweite Gruppe bildet die ca. 1200 Arten
umfassende Ordnung der Brandpilze (Ustilaginales), bei welchen es sich Endoparasiten der
Angiospermen handelt. Befallende Pflanzenorgane, wie Sprosse, Blatter und Infloreszenzen,
erscheinen zum Ende der pathogenen Entwicklung verbrannt, da sie mit gro3en Mengen
dunkler Brandsporen Uberzogen sind. Wichtige Vertreter der Ustilaginales bilden Arten der

Gattungen Tilletia und Ustilago.

Ustilago maydis ist der Erreger des Beulenbrandes der Kulturpflanze Zea mays und deren
natlrlichen Vorfahr Theosinte (Zea mexicana), (Banuett, 1995). Befalle Pflanzenorgane wei-
sen zunéachst Chlorosen und Anthocyanbildung auf. Nach etwa einer Woche folgt die Ausbil-

dung von Tumoren, welche sich auf allen griinen, meist meristematischen Pflanzenorganen

Abb. 1.1: Tumorbildung an befallenen Pflanzenorganen. Es handelt sich um den Befall
mit den in dieser Arbeit verwendeten U. maydis Wildtypstammen. A) Mannliche Inflores-
zenz mit tumordsen Blitenanlagen. B) Stark deformiertes Blatt mit zahlreichen kleineren
Tumoren und Anthocyanfarbung.
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erstrecken kann (Abb. 1.1). Das pilzliche Mycel proliferiert innerhalb des tumordsen Gewe-
bes und bringt am Ende der pathogenen Entwicklung grol3e Mengen dunkel pigmentierter
Teliosporen hervor, welch durch Wind und Regen verbreitet werden und im Boden Uberdau-
ern konnen. U. maydis hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einem wichtigen Modellorga-
nismen zur Untersuchung phytopathogener Pilze entwickelt. So lassen sich die saprophy-
tisch, hefeartig wachsenden Sporidien leicht im Labor kultivieren und sind so leicht fur eine
Reihe von molekularbiologischen, biochemischen und mikrobiologischen Arbeiten zugéng-
lich. Auch genetische Studien lassen sich schnell und einfach durchfiihren, da der sexuelle
Lebenszyklus von U. maydis innerhalb weniger Wochen nachvollzogen werden kann. Weite-
re Forschungsbereiche beschéftigen sich mit der chromosomalen Reparatur und Rekombi-
nation, pilzlichen Killer-Viren, Regulation der Siderophorbiosynthese und der Fungizidresi-
stenz. Die Wirtspflanze Zea mays laf3t sich zudem im Gewdachshaus gut kultivieren und kann
bereits eine Woche nach der Aussaat flr Pathogenitatsstudien herangezogen werden (Kah-
mann et al., 2000; Banuett, 2002).

1.3 Der Lebenszyklus von U. maydis.

U. maydis ist ein Haplodikaryont mit kurzer diploider Kernphase, bei welchem die morpholo-
gische Erscheinungsform eng mit der Pathogenitat gekoppelt sind. Aus der auskeimenden
Brandspore entwickelt sich eine quergeteilte Probasidie, deren Kompartimente sukzessiv
haploide Basidiosporen, auch als Sporidien bezeichnet, abschniren. Die saprophytisch le-
benden, zigarrenférmigen Sporidien, wachsen hefeartig und kénnen sich auf der Pflanze ein
bis zweimal teilen. Treffen genetisch kompatible Zellen aufeinander, bildet eine von ihnen
eine Konjugationshyphe aus, welche auf die Partnerzelle zuwéachst und die Fusion mittels
Somatogamie einleitet (Snetselaar, 1993). Die genetische Kompatibilitat wird von einer tetra-
polaren Inkompatibilitéat bestimmt (vgl. 1.4). Aus der Fusion geht ein dikaryotisches, infektio-
ses Filament hervor, welches mit Hilfe appressorienahnlicher Strukturen in die Pflanze ein-
dringt. Sowohl die Fusion kompatibler Sporidien, als auch die Bildung des filamentdsen Dika-
ryons kann unter Laborbedingungen auf aktivkohlehaltigem Festmedium nachvollzogen wer-
den (Day und Anagnostakis, 1971; Banuett und Herskowitz, 1994), wobei die mit Luft geftll-
ten, septierten Filamente der dikaryotischen Hyphen weil3lich erscheinen. Auf der Pflanze
kann die Penetration des infektiosen Filaments uber natirliche Offnungen, wie Verwundun-
gen und Spaltéffnungen, sowie direkt durch die pflanzliche Cuticula erfolgen (Snetselaar und
Mims, 1993). Die Hyphen des pilzlichen Mycels wachsen inter- und intrazellular und bilden
im letzteren Fall Haustorien aus. Obwohl mikroskopisch keine Abwehrreaktion der Pflanze zu
erkennen ist (Snetselaar und Mims, 1993), kénnen etwa drei Tage nach Infektion Anthocy-

anbildung und vereinzelt auch Nekrosen in den infizierten Gewebeabschnitten beobachtet
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werden (Banuett und Herskowitz, 1996). Die Tumorbildung kann nach etwa finf Tagen beo-
bachtet werden. Innerhalb des tumorésen Gewebes findet eine starke Proliferation des ver-
zweigten, dikaryotischen Mycels statt, welche in die Differenzierung segmentierter, sporoge-
ner Hyphen miindet. Die Karyogamie findet wahrscheinlich nach der Sporulation statt (Ba-
nuett und Herskowitz, 1996) und die dabei gebildeten, diploiden Teliosporen sind im Reifen

Stadium von einer stark melanisierten, dunkelbraunen Hulle umgeben.

haploid

Abb. 1.2: Lebenszyklus von U. maydis. (1, 2) saprophytisch lebende, sich hefeartig teilen-
de Sporidien; (3) Somatogamie zweier genetisch kompatibler Sporidien; (4) Entstehung des
dikaryotischen, infektiosen Filaments; (5) Infektion der Wirtspflanze; (6) Sporulation und Ka-
ryogamie innerhalb des parasitaren Mycels; (7) Innerhalb der Sporen findet die Meiose statt;
(8) Auskeimung der Probasidie; M, Meiose; K Karyogamie. Verandert nach Esser (1976),
weitere Erlauterungen im Text. Aufnahmen: G. Wanner (1); K. Snetselaar (3); S. Huber (8).

Reife Pflanzentumore sind mit Millionen Brandsporen angeflillt und platzen nach ihrer Aus-

trocknung auf, wodurch die diploiden Sporen freigesetzt werden (Christensen, 1963).
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1.4 Die Paarungstyploci von U. maydis kontrollieren Morphologie
und Pathogenitat.

Der Wechsel vom saprophytischen Wachstum der haploiden Sporidien zur pathogenen und
sexuellen Entwicklung innerhalb der Wirtspflanze unterliegt der genetischen Kontrolle der
beiden ungekoppelten Paarungstyploci a und b. Der a-Locus liegt in zwei unterschiedlichen
Allelen al und a2 vor und steuert die interzellulare Erkennung und die Zellfusion, wahrend
der multiallelische b-Locus fur die pathogene Entwicklung verantwortlich ist. Beide Loci zu-
sammen regulieren die Aufrechterhaltung des filamentdsen Dikaryons. (Banuett und
Herskowitz, 1989; Holiday, 1961).

Die beiden Allele des a-Locus kodieren fiir Komponenten eines Pheromon/Rezeptorsystems,
bei dem die membranstdndigen Rezeptoren (Pral bzw. Pra2) die sekretierten Pheromone
(Mfal bzw. Mfa2) des jeweils anderen Kreuzungspartners erkennen (Bolker et al., 1992). Der
a2-Locus tragt zusatzlich die Gene LGA2 und RGA2 deren Funktion noch nicht bekannt ist
(Urban et al., 1996).

Der b-Locus von U. maydis enthalt zwei divergent transkribierte Gene bE (bEast) und bwW
(bWest), die fir Homeodoménen-Proteine kodieren (Gillissen et al., 1992). Die pathogene
Entwicklung wird nur dann eingeleitet, wenn von unterschiedlichen Allelen stammende bE
und bW Partner dimerisieren und zusammen als heteromerer Transkriptionsfaktor die Ex-
pression weiterer Gene regulieren (Brachmann et al, 2001; Romeis et al., 2000). Somit kdn-
nen kinstlich erzeugte haploide Stamme, wie etwa der Stamm CL13, der das Genpaar bW2
und bE1 enthalt, die Pflanze ohne kompatiblen Kreuzungspartner infizieren und die pathoge-

ne Entwicklung durchlaufen (Bélker et al., 1995).

1.5 Der sekretorische Weg in filamentdsen Pilzen: ein Transport-
weg fur Pathogenitatsfaktoren.

Pathogene Pilze infizieren ihren Wirt als Folge von Entwicklungsprozessen, welche fir ihren
Ablauf verschiedenste pilzliche Substanzen voraussetzen. Diese Pathogenitatsfaktoren
verbleiben in der Zelle, werden an die Zelloberflache dirigiert oder sekretiert, um so in direkte
physische Wechselwirkung mit dem Wirtsorganismus zu treten. Somit nimmt die Proteinse-
kretion eine Schlisselposition in der pilzlichen Entwicklung und Pathogenitat ein. Es werden
neben Enzymen und Strukturproteinen auch Pheromone und andere Botenstoffe sekretiert.
Wahrend ein groRRer Teil der Strukturproteine in Membran und Zellwand eingebettet wird,
sind mit den Hydrophobinen Vertreter bekannt, die mit der &ufReren Schicht der Zellwand
assoziiert sind oder vollstdndig in das umgebende Medium sezerniert werden (Wessels et
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al., 1991). Hydrophobine sind kleine sekretierte, amphipathische Proteine mit 8 konservier-
ten Cysteinen und einer Lange von ca. 100 Aminoséauren. Sie wurden bisher ausschlief3lich
in filamentdsen Pilzen nachgewiesen und erfillen eine Reihe wichtiger biologischer Funktio-
nen. So sind sie u. a. an der Ausbildung von an der Luft wachsenden Zellstrukturen, wie Ap-
pressorien oder Fruchtkérpern, sowie der Wechselwirkung von Hyphen mit hydrophoben
Oberflachen beteiligt (Wosten, 2001, zur Ubersicht). In Magnaporthe grisea konnte an Hand
von Hydrophobinmutanten mit Pathogenitatsdefekten auch ein Bezug zur pathogenen Ent-
wicklung filamentdser Pilze aufgezeigt werden (Talbot et al., 1993). Dagegen konnten in U.
maydis-Stdmmen, in denen das Hydrophobingen hum2 deletiert wurde, keine Beeintréchti-
gungen der Pathogenitat festgestellt werden (Bohlmann, 1996). Auch das Gen des Repel-
lentproteins REP1, ist hyphenspezifisch exprimiert und Gbernimmt in U. maydis eine wichtige
Funktion in der Ausbildung luftexponierter Hyphen. Repl kodiert flr ein Vorstufenprotein,
welches aus mehreren, durch putative KEX2-Prozessierungsmotive getrennte Sequenzwie-
derholungen besteht. Ein Grof3teil der aus der Prozessierung resultierenden, amphipatischen
Peptide konnten in proteinbiochemischen Analysen nachgewiesen werden. Nach erfolgter
Sekretion umgeben diese sogenannten Repellents die pilzliche Zellwand mit einem hydro-
phoben Schutzmantel, der die Zelle gegen die Umgebungsluft abschirmt und so ein emerses
Wachstum der Hyphe ermdglicht. Die Deletion von repl flhrte zu einer dramatisch reduzier-
ten Ausbildung von auf aktivkohlehaltigem Festmedium wachsenden Hyphen. Die Pathoge-
nitdt von U. maydis war insgesamt jedoch nicht vermindert, da das Hyphenwachstum in
wasserigem Milieu nicht beeintrachtigt war (Wdsten et al. 1996).

Die in phytopathogenen Pilzen sezernierten Enzyme bilden ein Gemisch aus hydrolytischen
Enzymen, wie Cutinasen, Cellulasen, Pektinasen und Proteinasen (Kolattukudy et al., 1995).

Obwohl in den letzten zwei Jahrzehnten viele Erkenntnisse zusammengetragen wurden ist
das Wissen Uber den sekretorischen Weg in Pilzen immer noch Lickenhaft. Es wird jedoch
allgemein davon ausgegangen, daf sich die pilzliche Sekretion nicht grundlegend von derer
anderer eukaryotischer Organismen unterscheidet. Einen wichtigen Unterschied stellt jedoch
das polare Spitzenwachstum der Hyphen filamentéser Pilze dar, welches in Hefe oder hbhe-
ren Eukaryonten in dieser Form nicht anzutreffen ist. Darliber hinaus ist der Proteinausstof3
des sekeretorischen Apparats filamenttser Pilze sehr viel héher als in Hefe, was fur Biotech-
nologische Anwendungen von grof3em Interesse ist (Durand et al., 1988, Finkelstein et al.,
1989).

Eine Ubersicht (iber den sekretorischen Weg filamentdser Pilze ist in Abb. 1.3 dargestellt.

Der Transport sekretorischer und in der Plasmamembran verankerter Proteine beginnt mit
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der Einschleusung der an Ribosomen neu synthetisierten Aminosaurekette in das Endo-

plasmatische Retikulum (ER). Fur Hefe wurde zwei verschiedene

Zellwand

oo “ﬁ oL
rauhes VeS|keI
ER

Plasmamembran ) )
periplasmatischer Raum

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des sekretorischen Weges in filamentdsen Pilzen.
Weitere Erlauterungen im Text.

Transportwege neu synthetisierter Proteine beschrieben (Abb. 1.4) In einem SRP-
abhangigen Weg wird die Peptidkette cotranslational durch die ER-Membran geleitet. Dabei
bindet ein als Signalerkennungspartikel (Signal Recognition_Particle) bezeichnetes Protein
(Walter und Johnson, 1994; zur Ubersicht) an die Signalsequenz, arretiert die weitere Trans-
lation der Boten-RNA und dirigiert das freie Ribosom an die cytosolische Seite der ER-
Membran. Dort wird der Peptid-Ribosom-SRP Komplex von einem integralen SRP-Rezeptor
gebunden. Nach Freisetzung des SRP erfolgt die cotranslationale Translokation der Peptid-
kette 0Uber einen membranstandigen Translokationskanal. In dem zweiten, SRP-
unabhangigen Weg binden cytosolosche Chaperone an das Vorstufenprotein und halten
seine ungefaltete Konformation aufrecht. Der so gebildete Proteinkomplex bindet an einen
alternativen integralen Rezeptorkomplex der ER-Membran. Durch Interaktion mit einem im
Lumen des ER lokalisierten Chaperons (BiP), wird die ungefaltete Peptidkette, an den schon
fur den SRP-abhangigen Weg erwahnten Translokator weitergeleitet und in das ER-Lumen
Uberfuihrt. Die Art der eingeschlagenen Transportroute hangt von den hydrophoben Eigen-
schaften des Signalpeptids ab (Ng et al, 1996). Innerhalb des ER wird die native Konforma-
tion der Vorstufenproteine durch Chaperone und Foldasen unterstiitzt. Des weiteren werden
in vielen Fallen eine Reihe von Prozessierungsschritten, wie Glycosilierung, Disulfidbricken-
bildung, Phosphorylierung und die Assoziation mit Proteinuntereinheiten eingeleitet. An-
schlielBend werden diese Proteine in Transportvesikel geladen und gerichtet entlang von
Mikrotubuli in den Golgi-Apparat Uberfuhrt, wo weitere, vornehmlich proteolytische Prozes-

sierungen, stattfinden kénnen. Die fir den Export bestimmten Proteine werden schlieflich
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Uber Vesikel in die Apikalregion der Hyphenzelle transportiert, wahrend vakuolére Proteine
oder Proteine, die fur die Degradation bestimmt sind, durch vesikuldren Transport ihrem
Zielort, der Vakuole zugefuhrt werden (Baker et al., 1988). Experimentelle Befunde deuten
darauf hin, dal3 die Sekretion in filamentdsen Pilzen ausschliellich in der apikalen oder su-
bapikalen Hyphenregion erfolgt (Archer und Peberdy, 1997; Lee, 1998; Gordon et al., 2000).

Ribosom Hsp70,

/ SP

Sec62p
Sec72p
Sec73p

Sec61p SRPR Sec61p - Sec61p Sec63p ‘
Kanal 7L Kanal Kanal

Cytosol

ER Lumen

Abb. 1.4: Wege des Proteinentransports durch die Membran des Endoplasmatischen
Retikulums. Der Transport kann SRP-abhangig (1) oder -unabhéangig (2) erfolgen. Die ein-
zelnen Komponenten tragen die Bezeichnungen der in Hefe identifizierten Komponenten.
SP, Signalpeptid; SRP, Signal Recognition Particle; SRPR, SRP-Rezeptor; BiP, Binding Pro-
tein. Verandert nach Sakagushi, 1997. Weitere Erklarung im Text.

1.6 Signalpeptidselektion

Eine grol3e Anzahl von Proteinen werden post- oder cotranslational durch die Membran des
Endoplasmatischen Retikulums geschleust. Dazu gehdren neben sekretorischen und plas-
mamembranverankerten Proteinen auch Proteine, die in Vakuole, Endosomen, Lysosomen
und allen Kompartimenten des sekretorischen Weges lokalisiert sind (Rapoport, 1992). Die-
se Proteine besitzen ein spezifisches aminoterminales Transportsignal: das Signalpeptid,
auch als Signalsequenz bezeichnet (von Heijne, 1990). Obwohl die Primarsequenz von Si-
gnalpeptiden nicht konserviert ist, haben sie doch gemeinsame physikochemische Eigen-
schaften. Dem Initiatormethionin der 15 bis 30 Aminosauren umfassenden Signalsequenz
folgt zunachst eine kurze zumeist aus positiv geladenen Aminosauren bestehende N-
terminale Region. An diese schlief3t sich eine hydrophober Bereich an, welcher sich tber den
Grofdteil der Sequenz erstreckt. Diese sogenannte H-Region ist fur die Funktionalitat des

Signalpeptids essentiell. Der C-terminale Bereich beinhaltet die Prozessierungsstelle, an

9
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welcher das Signalpeptid nach der Translokation in das ER von der nachfolgenden Protein-
sequenz abgespalten wird, wird haufig von polaren Aminosauren gebildet (von Heijne, 1985).
Eine Moglichkeit der Isolierung von Proteinen, die in den sekretorischen Weg der Zelle tber-
fuhrt werden, besteht in der Identifizierung spezifischer N-terminaler Transportsignale, den
Signalpeptiden, die auch als Signalsequenzen bezeichnet werden. Hierzu wurden verschie-
dene Methoden entwickelt, in denen eine signalpeptidkodierende cDNA-Sequenz mit einem
bekannten, sekretierten oder plasmamembranstéandigen Reporter, mit deletierter Signalse-
gunez, fusioniert wird. Dieser auch als Signalpeptidselektion bezeichnete Ansatz wurde 1993
von Tashiro et al. entwickelt. Dabei wurde eine cDNA-Bibliothek auf ihre Fahigkeit durchmu-
stert, die N-terminal verkurzte a-Untereinheit des menschlichen Interleukin Il Rezeptors an
die Oberflache von kultivierte Saugerzellen (COS) zu dirigieren. Die exponierten Fusionspro-
teine wurden anschlieend immunologisch nachgewiesen. In Abwandlung wurde das Sy-
stem auf die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae , mit dem Protein Invertase (3-D Frukto-
furanosid Fruktohydrolase, EC 3.2.1.26) als Reporter, Ubertragen (Klein et al., 1996). Die
biologische Funktion der von suc2 kodierten sekretierten Invertase besteht vornehmlich in
der extrazellularen Aufspaltung des Zweifachzuckers Saccharose in Glucose und Fruktose
(De La Fuente und Sols, 1992) und wird daher von Hefe fir das Wachstum auf Medien mit
Saccharose als einziger Kohlenstoffquelle benétigt. In friiheren Studien wurde die Invertase
fur Untersuchungen von Mutationseffekten in Signalsequenzen und fir die ldentifizierung
von Peptiden, welche einen Transport in Vakuole oder Mitochondrium dirigieren, eingesetzt
(Kaiser et al., 1987; Saalbach et al., 1991). Aus diesen Studien ging zum einen die hohe
Sensitivitdt der Invertaseselektion hervor, da bereits 0,6 % der nativen Enzymaktivitat far
eine Detektion ausreichend sind. Zum anderen zeigte sich das Protein, in Bezug auf N-
terminal fusionierte Fremdsequenzen relativ tolerant und erlaubte zu dem den Nachweis von
in Hefe nur schwach funktionalen Signalsequenzen. Das von Klein et al. entwickelte System
benutzt einen auf dem Phagen A basierenden Expressionvektor, der die Klonierung des zu

analysierenden DNA-Fragments zwischen ein 5 -mutiertes Invertasegen (suc2""s"

) und des-
sen nativer Promotorsequenz ermoglicht. Das Wildtyp suc2 Gen kodiert sowohl fur eine se-
kretierte als auch eine cytosolische Isoform der Invertase, die sich lediglich in der 20 Amino-
sauren umfassenden Signalsequenz unterscheiden und somit eine unterschiedliche subzel-
lulare Lokalisation aufweisen. Um eine Expression der cytosolischen Isoform zu unterbinden
und so die Abhangigkeit von einer sekretierten Invertase sicher zu stellen, wurde in
SUC2*MSP neben der Deletion des Signalpeptids zusatzlich das C-terminal folgende, zweite
Initiatormethionin gegen ein Alanin ausgetauscht. Wird vor das so mutierte Invertasegen ein
DNA-Fragment kloniert, welches fir ein funktionales Signalpeptid kodiert, kann das daraus

hervorgehende Fusionsprotein die Gendeletion von suc2-defizienten Hefestammen supple-
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mentieren und so ein Wachstum auf Medien mit Saccharose als einziger Kohlenstoffquelle

ermoglichen.

1.7 Die genomische Sequenz von U. maydis

In den letzten finf Jahren wurden die Genome einiger Pilze vollstandig oder teilweise se-
guenziert und machten diese dadurch fur die molekulare Erforschung mittels genomweiter
Strategien, wie Insertions- und Transposonmutagenesen oder Mikroarrey-Analysen zugang-
lich. Neben den phytopathogenen Pilzen U. maydis und Magnaporthe grisea sind hierbei vor
allem die humanpathogenen Pilze Aspergillus fumigatus und Cryptococcus neoformans, so-
wie die nicht parasitdren Saccharomyces cerevisiae und Neurospora crassa zu nennen.

Die Ermittlung der genomischen Sequenz des haploiden U. maydis Stamms Um521 wurde
durch Bayer Cropscience, in Kooperation mit Lion Bioscience und der Arbeitsgruppe Kah-
mann, begonnen und durch das Whitehead Institut im Jahre 2003 komplettiert. Demnach
umfaldt das sequenzierte, haploide Genom 23 Chromosomen mit insgesamt 19.683.350 bp.
Die insgesamt 274 Contigs reprasentieren eine zehnfache Genomabdeckung. Der mittlere
GC-Gehalt der genomischen Sequenz liegt mit 54 % deutlich héher als bei Saccharomyces
cerevisiae (38 %), wahrend der Unterschied zu Neurospora crassa (49,9 %), Magnaporthe
grisea (51,6 %), Aspergillus nidulans (50,3 %) und Cryptococcus neoformans (48,2 %) ge-
ringer ausféllt. Eine erste computergestiitzte Annotierung des U. maydis Genoms wurde
2004 durch das Whitehead Institut veroffentlicht. Demnach wurden 6522 Gene annotiert, von
denen 37,8 % ein oder mehrere Introns enthalten. Zusatzlich konnten 167 kurze, fur Peptide
von weniger als 100 AS kodierende, offene Leserahmen, bei welchen es sich um putative
Gene handeln kdnnte, identifiziert werden.

11
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Grundlage dieser Arbeit bildete das von Bayer Cropscience (2001) zu ca. 90 % sequen-
zierte Genom von U. maydis (vgl. 1.7). welches durch funktionelle Genomanalysen nach
pathogenitétsrelevanten Genen durchsucht werden sollte. Die funktionelle Eingrenzung be-
stand dabei in der Suche nach Genen, welche fir sekretierte Proteine kodierten. Den expe-
rimentellen Zugang hierfir bildete die genomweite, von einzelnen Entwicklungsstadien der
Zelle unabhangige, Identifizierung von Signalsequenzen. Dieses Ziel sollte zum einen durch
die Signalpeptidselektion (vgl. 1.6) einer zu erzeugenden genomischen Bibliothek und zum
anderen durch bioinformatische Analysen der Genomsequenz erreicht werden. Neben der
Suche nach Signalsequenzen sollten bioinformatische Methoden die Ergebnisse der Signal-

peptidselektion durch das Aufsplren sequenz- und strukturhomologer Gene erganzen.

SchlieBlich sollten einige interessante, aus der Genomanalyse hervorgegangene Kandida-
ten weiterfihrenden Funktionalanalysen zugeflihrt werden. Diese bestanden zunachst aus
der Bestimmung der subzelluléare Lokalisation der Genprodukte mittels Charakterisierung von
GFP-Reporterstammen. AnschlieBend waren die biologische Funktion und ein evtl. vorhan-
dener Pathogenitatsbezug, durch die Erzeugung und Analyse von Deletionsstammen zu un-

tersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialen und Bezugsquellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in p. a.
Qualitat von den Firmen Fluka, Invitrogen, Merck, Roth und Sigma bezogen. Enzyme
stammten i. d. R. von Roche, New England Biolabs (NEB) und Invitrogen. Standardpuffer
und -Lésungen wurden nach Ausubel (1987) und Sambrook (1989) hergestelit.

2.1.1 Medien

Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich die folgenden Mengenangaben auf ein Volu-
men von 1 | in H,O. Fir Festmedien wurden 15 g / | Agar (Bakterien) bzw. 20 g / | Agar (Usti-

lago und Hefe) eingesetzt. Alle Medien wurden 15 min bei 121 °C autoklaviert.
Medien fir die Anzucht von E. coli (nach Ausubel et al., 1987; Sambrook et al., 1989):

LB: 5 g Hefeextrakt, 10 g Pepton, 5 g NaCl, pH 7,5

dYT: 10 g Hefeextrakt, 16 g Pepton, 5 g NaCl, pH 7,5

SOC: 5g Hefeextrakt, 20 g Pepton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgSOQO,, 20 mM Gluco-
se, pH 7,0

Antibiotika wurden, soweit nicht anders vermerkt, nach dem Autoklavieren in folgenden Kon-
zentrationen eingesetzt: 100 pg / ml Ampicillin, 34 mg / ml Chloramphenicol, 50 pg / ml Ka-

namycin.

Medien fir die Anzucht von S. cerevisiae:

YEPD: 10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, 20 g Glucose, 100 mg Adenin, pH 5,8

YEPSA: 10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, 20 g Saccharose, 1 mg Antimycin A (in EtOH)
SD (Synthetisches Dropout): 6,7 g Yeast Nitrogen Base (Difco), 100 mg Adenin, 0,77
g DO Supplement (Clontech), 20 g Glucose, pH 5,8

Medien fir die Anzucht von U. maydis:

PD: 24 g Potato Dextrose Broth (Difco)

YEPS (Tsukuda et al., 1988): 10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, 20 g Saccharose

YEPS, (verandert nach Tsukuda et al., 1988): 10 g Hefeextrakt, 4 g Pepton, 4 g Saccharo-
se

Regenerationsagar (Schulz et al., 1990):
13
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a) Top-Agar: 1,5 % Agar, 1 M Sorbitol, in YEPSL
b) Bottom-Agar: wie a) mit zweifach konzentriertem Antibiotikum

PD-CC aktivkohlehaltiges PD-Medium: 24 g Potato Dextrose Broth (Difco), 20 g Agar,
10 g Aktivkohle

2.1.2 Verwendete Kits

PCR Purification Kit (Quiagen), Minelute (PCR Purification, Reaction Cleanup und Gel Ex-
traction) Kit (Quiagen) zur Anreicherung von Nukleinsauren nach PCR, enzymatischen Re-
aktionen und Gelelutionen. Plasmid Purification Kit (Mini, Maxi; Quiagen) zur Praparation von
hochreiner Plasmid-DNA.

2.1.3 Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen wurden in der zentralen Servicegruppe fur automatische DNA Isolie-
rung und Sequenzierung (ADIS) des Max-Planck-Instituts fir Zichtungsforschung durchge-
fuhrt.

2.1.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion, Sigma und MWG synthetisiert und
ihre Nukleotidsequenz wird in 5' -3' Orientierung angegeben. Eingefiigte Restriktionsschnitt-

stellen sind unterstrichen.

Adapter:

EAG Fwd: CTGAACTCGCTGAAGATAAC

EAG Rev: GGCCGTTATCTTCAGCGAGTTCAG

Sequenzierung:

RK18-Fwd GGATTTCGATCCTATAATCCTTCCTCCTG

RK18-Rev GTATTGAAAGTACAGATGCCATTTGG

Gendeletionen:

KEX2-1b Fwd ACCGCAGCAACAGTCACAGTGTTCG

KEX2-1b Rev CACGGCCTGAGTGGCCAAGGAGCCTGTAGAGCAGAAGCGAC (Sfil)

KEX2-rb Fwd GTGGGCCATCTAGGCCTTGTAAAGCGCACTCAATTGGTCGC (SfiI)

KEX2-rb_ Rev TGAATTTGCTGTTCCTCTTGCTCGC
KEX2-1b_out ACATTCAGAAGGACGGATGAAAGGC
KEX2-ORF_Fwd ACAGCGTTGGTCTCGTATTCGTCG
KEX2-ORF_Rev ACCAACCCGCCAGCTACAATCACC
PLB1-1b_Fwd GAATCGTGAATCGTGAAGCAAATCC
PLB1-1lb_Rev CACGGCCTGAGTGGCCACTTGTTAGGTGAAAGCACTTCGGC (SfiI)

PLBl-rb Fwd GTGGGCCATCTAGGCCAAGCATAGATTTGCAATGCAGAGGC (SfiI)

PLBl-rb_rev TTTGCCTATCAGAGCTTGGATGCG
PLB1-1b out GGCGAATAAGTTAAGCCAAACGTCC
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REP1-1b Fwd TTTGCGTATTCCACCTGCAGTAGCC
REP1-1b Rev CACGGCCTGAGTGGCCAAGAGAGTGTGATTCTTGCGAGCGG (SfiI)

REP1-rb Fwd GTGGGCCATCTAGGCCTGCTTGCAGATCGCTATGCAGATGG (SfiI)

REP1-rb_ Rev CAACTACTGGGAAAAGTATGGAGCGG

REP1-1b_out ATCAGGGCTTCTGCTACTTGCTCCC

REP1-ORF_Fwd ATGCCTTCCAAGATCGCGCTTTC

REP1-ORF_Rev TTGGTGAGCAGGCTCAGCTTGACC

UMP1-1b Fwd CGAATTCGTTTGCATTCAGGATTC

UMP1-1b Rev CACGGCCTGAGTGGCCGGAGTGGTATAAGCTGCTCGAATCC (SfiI)

UMP1l-rb Fwd GTGGGCCATCTAGGCCCATTGCATCCAGAGCTTGTCATTG (SfiI)

UMP1l-rb Rev GCCAACAAGGAGAGCAAACCTTTG
UMP2-1b Fwd CCGATGATCAACAAACCAGAATGG
UMP2-1b Rev CACGGCCTGAGTGGCCCTGAACAGAGATGTTCGGGTGTTG (SfiI)

UMP2-rb Fwd GTGGGCCATCTAGGCCGACCGCGTTACACACCACATATCC (SfiI)

UMP2-rb Rev CTTGTTTCGCGCAAAGCAGTAACC
YSST11-1b_ Fwd ACATTCAGCAAACAGCAAATGACCC
YSST11-1b Rev CACGGCCTGAGTGGCCGCTGAAGAGCTAGAGAGTGTGGTTGG (SfiI)

YSST11l-rb Fwd GTGGGCCATCTAGGCCGTCGTGACTGCTCGCTCTCTTTCC (SfiI)

YSST11l-rb_Rev TGACGTGCTGGCTAAGTTGTCGC

YSST11-1b_out CACTCATTCAAAGCGTCCACTTGCC

YSST29-1b_ Fwd CTCGTCACTCGCTAACGAAACTTCG

YSST29-1b Rev CACGGCCTGAGTGGCCAGAAAGTGGTGAGGGTTGACAAGGG (SfiI)

YSST29-rb Fwd GTGGGCCATCTAGGCCTTCAGCGCTTCTCATAGCCCAATC (SfiI)

YSST29-rb_Rev AGCTAGATGGTCGTTGGGCTTGG

YSST29-1b _out CCAAGCAATCACGAATCGTCTCGC

RPH1lb Fwd CGGAAAGGGATGTCTTGGTTGTTAC

RPH11lb Rev CACGGCCTGAGTGGCCAGGCAGTTGATTGGTGTTTGGATAG (SfiI)

RPH1rb Fwd GTGGGCCATCTAGGCCTTTGGTTCGCATTCTGGTTTCGTC (SfiI)

RPHl1rb Rev ATGTGAAGTACAAACTTCGGCGTGC
RSP1-1b_Fwd ACCGAGGCTATGGTTCTTCTAGTCC
RSP1-1b Rev2 CACGGCCTGAGTGGCCGTGAAGAGATGCTGCTGCGAGAGG (SfiI)

RSP1-rb Fwd2 GTGGGCCATCTAGGCCTGTACGCTCTTTCTCGCTCACAACC (SfiI)

RSP1-rb Rev TCTACTAACCGAAGGCTCTGACCTGG
RSP1-1b_out TGTGTGTGTATGAGTGATTCTCGGCG

GFP-Fusionen:

GLO1M1-GFP_Fwd ATGACGAGGCACCTCTCCTCATC

GLO1M2-GFP_Fwd ATGACCCTCGCAACCCTTTCTCTC

GLO1-GFP_Rev GCGTCGACTAGAGTAGCTTCCTTGG

GLO1-SP1_Fwd GAGAGAGGATCCATGACGAGGCACCTCTCCTCATC (BamHI)
GLO1-SP1_Rev GAGAGACCATGGACGAGGTTAGGGCGAGAGAAAGG (Ncol)
GLO1-SP2_ Fwd GAGAGAGGATCCATGACCCTCGCAACCCTTTCTCTC (BamHI)
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GLO1-SP2 Rev GAGAGACCATGGCGAGTGAGTTGGTGTTGACAACCTC (NcoI)
GLO1d300_Rev GAGAGACCATGGAGAAAGTGTTGGTCTGGACGGCG (NcoI)
KEX2-GFP-1b Fwd TCCAAAGCGGTGCCGTGGAACTTC

KEX2-GFP-1b Rev CACGGCCGCGTTGGCCTTCTGTCCCGCGCCAGCAAGC (SfiI)

KEX2-GFP-rb Fwd GTGGGCCTGAGTGGCCTTGTAAAGCGCACTCAATTGGTCGC (SfiI)

UMP1-GFP_Fwd GAGAGAGGATCCATGAAGGCTGTCTCTGCTGC (BamHI)
UMP1-GFP_Rev GAGAGATCATGAAGAGGAGGTAAGCACCGACCG (BspHI)
UMP1-L-GFP_Fwd GAGAGAGGATCCATGCAGTCGGTCGCTCCTTTCAG (BamHI)
UMP2-M1-GFP_Fwd GAGAGATGATCAATGTTCTTCTCCAAGGCTGTTTCG (BclI)
UMP2-M2-GFP_Fwd GAGAGATGATCAATGGGCGCCACCGTCCTTG (BclI)
UMP2-GFP_Rev GAGAGACCATGGAGAGCATCATGGCGCCAGCG (NcoI)
YSST11-GFP_Fwd GAGAGATGATCAATGCAGTTCAAGACCATCTTCGCTAC (BclI)
YSST11-GFP_Rev GAGAGATCATGAGGTTGATCGAGAGGGGGGTGCAC (BspHI)
YSST29-GFP_fwd GAGAGATGATCAATGGCCCCCATCGCTAAGACC (BclI)
YSST29-GFP_rev GAGAGATCATGAGAGCCCAGTCCCACTTGATCGAGACC (BspHI)
YSST29-SP1 _rev GAGAGATCATGAGAGCAGCAGCGTGTCGGGAGTTAAG (BspHI)
RPH1-GFP_Fwd GAGAGAGGATCCATGAAGTACCTTCAGTTCCTCGCTG (BamHI)
RPH1-GFP_Rev GAGAGACCATGGAGTTGATAGGGATCGAAGTGCAGC (NcoI)

Invertase- (SUC2-) Fusionen:

GLO1-M1-SUC2 Fwd GAGAGAGAGAGCGGCCGCATGACGAGGCACCTCTCCTCATC (NotI)
GLO1-M2-SUC2_ Fwd GAGAGAGAGAGCGGCCGCATGACCCTCGCAACCCTTTCTCTC (NotI)
GLO1-SUC2 Rev GAGAGAGAGAGCGGCCGCAGAAAGTGTTGGTCTGGACGGCG (NotI)
GLO2-M1-SUC2 Fwd GTTACGGCCGATGGCGACCTTGACTCAGACG (Eagl)
GLO2-M2-SUC2_ Fwd GTTACGGCCGATGGAGGTGCGTTCCAACACG (Eagl)
GLO2-SUC2_Rev CAATCGGCCGGTGTTGGAACGCACCTCCATG (Eagl)
GLO3-M1-SUC2_ Fwd GTTACGGCCGATGACAAGAAGAGATACTGCTGTCGC (Eagl)
GLO3-M2-SUC2_ Fwd GTTACGGCCGATGGCTGCATCGTCCATGGC (Eagl)
GLO3-SUC2_Rev GTTACGGCCGGCTGTGGTGCTGAAACGTGG (Eagl)
KEX2-SUC2_ Fwd GTTACGGCCGATGAAAGCCATCAAGCTATCCAGC (Eagl)
KEX2-SUC2_Rev CAATCGGCCGCAGTGGTTTTGCAATTCACCTGCTC (Eagl)
UMP2-M1-SUC2_ Fwd GTTACGGCCGATGTTCTTCTCCAAGGCTGTTTCGTC (Eagl)
UMP2-M2-SUC2_ Fwd GTTACGGCCGATGGGCGCCACCGTCCTTG (Eagl)
UMP2-SUC2_Rev CAATCGGCCGGTGCAGTAGGCGACTGTGATCTCC (Eagl)
UMP3-SUC2_ Fwd GTTACGGCCGATGACCAAACTCACGCTCACCGTAGC (Eagl)
UMP3-SUC2_Rev CAATCGGCCGGTCTGGCACTTGGAGTCCTGGTTCC (Eagl)
UMP4-SUC2_Fwd GTTACGGCCGATGTTCACCAAGTCTGTTTTCATCGC (Eagl)
UMP4-SUC2_Rev CAATCGGCCGATGGTGCCATCAGGGATCAGACG (Eagl)
UMP5-SUC2_ Fwd GTTACGGCCGATGCGCTTTGGAGGCTTGGCAG (Eagl)
UMP5-SUC2_Rev CAATCGGCCGACCGGGTTGATGCAGTATGACACAG (Eagl)
UMP6 - SUC2_Fwd GTTACGGCCGATGACGCGTACACTTGTCTATGCTAT (Eagl)
UMP6-SUC2_Rev CAATCGGCCGTTCGGAATGAGGCGAGTACCGTAAC (Eagl)
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2.1.5 Plasmide

Die verwendeten Plasmide trugen zur Selektion in E. coli eine Ampicillin-Resistenzkassette.
Alle durchgefiihrten Klonierungsschritte wurden per Restriktionsanalyse bzw. Sequenzierung

Uberpruift.

2.1.5.1 Ausgangsplasmide

Klonierungsplasmide:
pBS(+)SKII (Stratagene): allgemeiner Klonierungsvektor
pCR2.1-TOPO (Invitrogen): dieser Vektor wurde vornehmlich zur Zwischenklonierung von

PCR-Konstrukten verwendet.

Plasmide fur Arbeiten mit S. cerevisiae:

pRK18 (Klein et al., 1996): Plasmid fur das ,yeast Signhal Sequence Trap“ System. Enthalt
eine CEN/ARS Region zu freien Replikation in Hefe, das URA3-Markergen, sowie den um
die Signalsequenz deletierten suc2-Lokus.

p181A1NE (Riesmeier et al., 1992): Hefe-Expressionsvektor, welcher eine 2u-Region, das
LEU-Markergen, sowie den ADH1-Promotor enthalt.

Plasmide fur Arbeiten mit U. maydis:

pCA123 (C. Aichinger, persodnliche Mitteilung): Plasmid fiir Lokalisationsstudien von Protei-
nen in U. maydis. Es enthédlt das eGFP-Gen (Clontech) unter der Kontrolle des konstitutiven
otef-Promotors, sowie eine Carboxin-Resistenzkassette zur ektopischen Integration in das U.
maydis Genom.

pBS-hnn (J. Kamper, unverdéffentlicht): enthalt eine Hygromycin B-Resistenzkassette als
Sfil-Fragment.

pMF1-n (Brachmann et al., 2003): enthélt eine Nourseotricin-Resistenzkassette als Sfil-
Fragment.

pMF3-h (Brachmann et al., 2003): enthalt das eGFP-Gen (Clontech) und eine Hygromycin B
Resistenzkassette als Sfil-Fragment.

Freireplizierende cDNA-Bank (P. Porschewski, personliche Mitteilung): cDNA-Bank einer
Kreuzung der Stamme UM518 (a2 b2) und UM521 (al bl) nach Wachstum auf aktivkohle-
haltigem PD-Medium (fiir 15, 24 und 48 h). Die Bank wurde fiir ,Yeast Two Hybrid“ Analysen
in pENRT4 (Invitrogen) kloniert. In dieser Arbeit diente sie zur Ermittlung von 5'-Enden aus-

gesuchter U. maydis Gene.
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2.1.5.2 In dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Plasmide fur Arbeiten mit S. cerevisiae:

Freireplizierende gDNA-Bank: diese Bank diente zur ,Yeast Signal Sequence Trap“ Analy-
se des U. maydis Genoms. gDNA-Fragmente aus dem U. maydis Stamm Um521 (al bl)
wurden tiber Notl vor das deletierte 5'-Ende von suc2“"? in pRK18 kloniert.
pYSST(+1,+2,+3): ein Set aus drei p181A1NE-Derivaten, bei denen das mutierte suc2-Gen
aus pRK18 als Notl / Bglll PCR-Fragment hinter den ADH-Promotor eingefugt wurde. Es
wurden drei Notl-Primer entworfen, welche die Notl Schnittstelle in allen drei Leserahmen
vor den ORF von suc?2 positionierten.

pYSST(+1)-pholl: bei diesem Konstrukt wurden 300 bp des 5'-Endes von PHO11, eines in
Hefe fur eine sekretierte saure Phosphatase kodierenden Gens, als Eagl PCR-Fragment
tber Notl mit suc2 fusioniert. Das Plasmid diente als Positivkontrolle fur das ,Yeast Signal
Sequence Trap“ System.

pRK18-pholl: analog zu pYSST(+1)-pholl

2.1.6 Biologisches Material

2.1.6.1 Bakterien-Stamme

E. coli DH5a: F', endAl, hsdR, hsdM, sup44, thi-1, gyrAl, gyrA96, relAl, recAl, lacZ .M15

2.1.6.2 Hefe-Stamme

Die in dieser Arbeit flr das ,Yeast Signal Sequence Trap“ System verwendeten Hefen wur-
den von Euroscarf bezogen und wiesen folgende Genotypen auf:

S. cerevisiae BY4741: MATa, his3D1, leu2D0, met15D0, ura3D0, suc2D0

S. cerevisiae BY4742: MATalpha, his3D1, leu2D0, lys2D0, ura3DO0, suc2D0

2.1.6.3 Ustilago-Stamme

Ausgangsstamme:

Um518 (a2 b2)

Umb521 (al bl)

FBD11 (ala2 b1b2; Banuett und Herskowitz, 1989)

In dieser Arbeit hergestellte Stamme:

Stamm Genotyp Resistenz
Um518Aumpl a2 b2 Aumpl Hyg"®
Um521Aumpl al bl Aumpl Hyg"®
Um518-umpl-GFP a2 b2 umpl::eGFP Cbx®
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Um518-ump1-L-GFP a2 b2 A18ump1::eGFP Cbx®
Um518Aump2 a2 b2 Aump2 HygR
Um521Aump2 al bl Aump2 HygR
FBD11Aump2 al a2 bl b2 Aump2 Hyg"®
Um318-ump2-M1-GFP a2 b2 ump2::eGFP Cbx®
Um18-ump2-M1-GFP a2 b2 Aldump2::eGFP Cbx®
Um518Aysst11 a2 b2 Aysstil Hyg"®
Um521Aysst11 al bl Aysstll HygR
Um518Aysst29 a2 b2 Aysst29 Hyg"®
Um521Aysst29 al bl Aysst29 Hyg"®
Um518Arphl a2 b2 Arphi Hyg"®
Um521Arphi al bl Arphl HygR
Um521-rph1-GFP al bl rphl::eGFP CbxR
Um518Arph1Ahum?2 a2 b2 Arph1Ahum?2 Hyg® Nat®
Un521Arph1Ahum?2 al bl Arph1Ahum2 Hyg® Nat®
Um518Arph1Arspl a2 b2 Arph1Ahum?2 Hyg® Nat®
Um521Arph1Arspl al bl ArphlArspl Hyg® Nat®
Um518ArphlArepl a2 b2 Arph1Arepl Hyg® Nat®
Um521Arph1Arepl al bl ArphlArepl Hyg® Nat®
FBD11Akex2 al a2 bl b2 Akex2 HygR
UM518Aplbl a2 b2 Aplbl Hyg"®
UM521Aplb1l al bl Aplbl HygR

2.1.7 Pflanzenmaterial

Fur Pathogenitatstests wurden Pflanzen der Zea mays Varietat ,Gaspar Flint“ verwendet.
2.2 Mikrobiologische, zellbiologische und genetische Methoden

2.2.1 Escherichia coli

2.2.1.1 Kultivierung von E. coli

E. coli Stamme wurden entweder als Schittelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien
unter aeroben Bedingungen bei 37°C kultiviert. Ubernachtkulturen wurden von LB-Amp
Festmedien angeimpft. Die bei -80°C gelagerten Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arbei-

ten zuerst auf LB-Amp Festmedien ausgestrichen.

2.2.1.2 Bestimmung der Zelldichte von E. coli

Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde photometrisch in einem SmartSpec 3000 Photome-

ter (Biorad) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhangigkeit sicherzustellen, wurden fir
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die Messung der ODgg die Kulturen durch entsprechende Verdiinnung auf einen Wert unter-
halb von 0,8 verdinnt. Als Nullwert wurde die ODgyo des jeweiligen Kulturmediums verwen-
det. ODggo = 1,0 entspricht etwa 10° Zellen / ml.

2.2.1.3 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Fur die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 250 ml dYT-Medium mit einer E. coli-
Ubernachtkultur im Verhaltnis 1:100 beimpft und bis zu einer ODgy von 0,6 — 0,8 im Inkuba-
tionsschittler angezogen. Die Kultur wurde anschlieBend fir 30 min auf Eis inkubiert und
danach bei 4000 g und 4 °C fur 15 min abzentrifugiert. Das Sediment wurde in 200 ml eiskal-
tem sterilem Wasser aufgenommen und erneut zentrifugiert. Diese Wasche wurde mit 100
ml eiskaltem sterilem Wasser wiederholt und im Anschluf® wurden die Zellen in 4 ml 10%
Glycerin resuspendiert und bei 4000 g und 4 °C abzentrifugiert. Danach wurden die sedi-
mentierten Bakterien in 2 ml 10 % Glycerin aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in Ali-
qguots zu je 50 ul in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Aliquots erfolgte
bei —80°C.

2.2.1.4 Transformation von E. coli durch Elektroporation

50 ul elektrokompetente Zellen wurden mit 1 pl Plasmidlésung (1-5 ng Plasmid) gemischt
und in sterile, eiskalte Elektroporationskivetten Uberfihrt. Der Transfer der plastidaren
Fremd-DNA erfolgte durch einen elektrischen Impuls (U = 1,6 kV, C = 25 pF, R = 200 Q). Die
erreichten Zeitkonstanten betrugen 4,7 - 5,2 msec. Der Transformationsansatz wurde in 1 ml
SOC Medium aufgenommen, 50 min bei 37 °C inkubiert, anschlie3end auf Selektionsplatten
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2 Saccharomyces cerevisiae

2.2.2.1 Kultivierung von S. cerevisiae

S. cerevisiae Stamme wurden entweder als Schuttelkulturen bei 200 Upm oder auf Festme-
dien unter aeroben Bedingungen bei 30°C kultiviert. Ubernachtkulturen wurden von Kulturen
auf Festmedien, die weniger als einen Monat bei 4°C gelagert wurden, angeimpft. Bei -80°C
gelagerte Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arbeiten immer zuerst auf Festmedien aus-

gestrichen.

2.2.2.2 Bestimmung der Zelldichte von S. cerevisiae

Die Zelldichte von Flissigkulturen wurde wie fir E. coli beschrieben bestimmt. Eine ODgg
von 1.0 entspricht etwa 1-5 x 10" Zellen / ml. Alternativ wurden die Zellen mit einem Haemo-

cytometer ausgezahlt.
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2.2.2.3 Transformation von S. cerevisiae

Eine in 5 ml YEPD-Medium Uber Nacht bei 30°C und 200 Upm angezogene Vorkultur wurde
1:50 in 50 ml YEPD-Medium verdinnt und 4-5 h bei 30°C und 200 Upm bis zu einer Zelldich-
te von 3 x 10’ Zellen / ml inkubiert. AnschlieRend wurde die Kultur in 50 ml ein Reaktionsge-
fal (Falcon) gegeben und 5 min bei 5000 Upm in einer Heraeus-Zentrifuge bei RT sedimen-
tiert. Die Zellen wurden mit 25 ml H,O gewaschen, das Sediment in 1 ml 100 mM Lithium-
acetat resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3e tberfuhrt. Nach 15 s Zentrifugation
bei 13.000 Upm in einer Tischzentrifuge wurde der Uberstand verworfen, die Zellen in ca.
400 pl 100 mM Lithiumacetat resuspendiert und auf ein Volumen von 500 ul aufgefllt. Dies
entsprach einer Zelledichte von ca. 1 x 10° Zellen / ml. Die Zellsuspension wurde in 50 pl
Aliquots aufgeteilt, diese 15 sec sedimentiert und jeweils durch Zugabe von 360 pl Transfor-
mationsansatz, welcher 0,1-1 pug Plasmid-DNA enthielt, durch 1 min vortexen geldst. Die
Transformationsansatze wurden danach fir 30 Minuten bei 30°C inkubiert, ehe fur 30 Minu-
ten bei 42 °C ein Hitzeschock folgte. Die Zellen wurden dann ein letztes mal sedimentiert (15
s, 7.000 Upm), in 1 ml H,O resuspendiert und auf die entsprechenden Selektionsplatten
ausgestrichen.

Transformationsansatz

240 ul PEG (50% w / v)

36 ul 1.0 M LiAc

50 ul SS-DNA (2.0 mg / ml)

X ul Plasmid DNA (0.1 - 10 ug)
34-X ul H,O

360 pul ges. Volumen

2.2.3 Ustilago maydis

2.2.3.1 Herstellung kompetenter U. maydis Protoplasten

Die Transformation wurde in abgeanderter Form nach dem Protokoll von Schulz et al. (1990)
durchgefuihrt. Eine bei 28 °C in 50 ml YEPSL angezogene Ubernachtkultur wurde bei einer
ODgoo zwischen 0,8 und 1,0 geerntet. Nach 10 mindtiger Zentrifugation bei 1250 g (RT) wur-
den die Zellen in 25 ml SCS (20 mM Na-Citrat, pH 5,8; 1 M Sorbitol) gewaschen und erneut
zentrifugiert (s.0.). Das Sediment wurde in 2 ml SCS, in welchem 2,5 mg / ml Novozym 234
(Novo Nordisc) gelost waren, resuspendiert. Die Protoplastierung wurde bei Raumtempera-
tur Uber einen Zeitraum von maximal 25 min durchgefiihrt. Dabei wurde die Protoplastierung,
bei der die Zigarrenférmigen Zellen durch den Abbau der Zellwand zu einer Kugelform Uber-
gehen, unter dem Lichtmikroskop ca. alle 5 min kontrolliert. Nach dem Verdau wurden 10 ml
SCS hinzugefigt und die Protoplasten durch Zentrifugation bei 800 g und 4 °C sedimentiert.

Zur Entfernung des Novozyms wurden zwei weitere Waschschritte mit 10 ml SCS und ab-
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schlieBend mit STC (10 mM Tris-Cl, pH 7.5; 100 mM CacCl, 1 M Sorbitol) vorgenommen. Die
Protoplasten wurden in 0,5 ml eiskaltem STC resuspendiert und in 50 pl Aliquots aufgeteilt.
Die Aliquots konnten direkt fur die Transformation verwendet, bzw. fir eine spatere Trans-
formation bei -80 °C gelagert werden.

2.2.3.2 Transformation von U. maydis

5 g eines linearisierten Plasmids oder einer Gendeletionskassette, deren Maximalvolumina
7 ul betrugen, wurden mit 1,5 pl einer 15 mg / ml Heparin-Lésung versetzt und zu 50 pl kom-
petenten Protoplasten hinzugefligt. Die Zellen wurden fir 10 min auf Eis inkubiert, anschlie-
Bend mit 500 pl 4 °C kaltem STC/PEG4000 (10 g PEG4000 / 15 ml STC) versetzt und fir
weitere 15 bis 30 min auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit wurden frische Selektionsplatten
aus Regenerationsagar hergestellt. Dazu wurden mit 10 ml Bottom-Agar (zweifach konzen-
triertes Antibiotikum) vergossene Platten mit 10 ml 60 °C warmen Top-Agar uberschichtet.
Nach dem Ausharten wurde auf diese Gradientenplatten das gesamte Transformationsge-
misch ausgebracht und fur vier (Hygromycin B-, Carboxin-Selektion) bzw. sieben Tage
(NAT-Selektion) bei 28 °C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden daraufhin auf PD-
Selektionsplatten tberfuhrt und vereinzelt.

2.2.3.3 Test auf Paarungskompetenz und filamentéses Wachstum

U. maydis-Stamme wurden bei 28 °C bis zu einer ODgy von 0,8-1,0 angezogen, geerntet
(Zentrifugation bei 3.500 Upm fir 5 min bei RT; Heraeus Varifuge 3.0R) und anschlieend in
H,O auf eine Zelldichte mit einer ODgy von 3,0 eingestellt. Bei Kreuzungen wurde gleiche
Volumina der jeweiligen Kreuzungspartner in einer Mikrotiterplatte miteinander gemischt und
von diesen Ansétzen je 3 pl auf eine aktivkohlehaltige PD-Festmedienplatte getropft. Die
Platte wurde fur 48 h bei RT unter Luftabschluf3 inkubiert.

2.2.3.4 Test auf Pathogenitat

0,7-1 ml einer Pilzsuspension aus genetisch kompatiblen Zellen (in H,O, ODgg = 3,0) wur-
den in das Innere des Blattwirtels 2 Wochen alter Maispflanzen der Sorte Gaspar Flint ge-
tropft. Die Stamme wurden vorher Uber Nacht in YEPS-FlUssigkultur bis zu einer ODgqo VON
0,8 angezogen, geerntet (Zentrifugation bei 3.500 Upm fur 10 min bei RT, Heraeus Varifuge
3.0R) und in H,O auf eine ODgyo von 3,0 eingestellt. Die Bonitur der infizierten Pflanzen er-
folgte etwa 14 Tage nach der Infektion.

2.2.3.5 Sporulation und Segregationsanalyse

Von den infizierten Pflanzen wurden Tumore abgeschnitten und etwa eine Woche bei 37°C
getrocknet. Die aus den Tumoren praparierten Sporen wurden 15 min in einer 1,5 %igen

CuSO0y-Ldsung inkubiert, um eventuell noch vorhandene Sporidien abzutdten und anschlie-
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Bend mit H,O gewaschen. Verdinnungen dieser Sporensuspension wurden auf PD-
Festmedium ausplattiert. Die aus einer Spore auswachsenden Sporidien wurden zweimal
vereinzelt und der Genotyp durch Testkreuzungen mit den Stammen Um521 (al bl), UM518
(a2 b2) bestimmt.

2.2.3.6 Mikroskopie und Bildverarbeitung

Die zellmorphologische Betrachtung von U. maydis erfolgte an einem Lichtmikroskop (Axi-
ophot, ZEISS) mittels DIC-Optik und Fluoreszenz-Mikroskopie. 7 ul der entsprechenden Kul-
tur wurden zur Analyse auf Objekttrager getropft, mit 7 pl einer 2 % wassrigem Low-Melting-
Agarose-Losung (37°C; Sigma) vermischt, und mit einem Deckglaschen bedeckt. Fir die
Fluoreszenz-Mikroskopie von GFP-Reporterstammen wurde ein Filter mit einem Anregungs-
und Emissionsspektrum von 450-490 nm eingesetzt. Digitale Aufnahmen mit einer hochauf-
I6senden CCD-Kamera (C4742-25, Hamamatsu) wurden mit dem Programm Image Pro Plus
(Media Cybernetics) nachbearbeitet (Bildausschnitt, Kontrastverstarkung, Malf3stabskalie-
rung) und als TIFF-Dateien abgespeichert.

2.3 Molekularbiologische Standardmethoden

Standardtechniken, wie die Aufreinigung, Fallung, Restriktion und elektrophoretische Auf-
trennung von DNA, oder Klonierungstechniken sind in Ausubel et al. (1987) und Sambrook et
al. (1989) ausfuhrlich beschrieben. Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photome-
trisch bestimmt. Bei einer Schichtdicke von 1 cm entspricht OD,g, von 1,0 einer Konzentrati-
on von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, bzw. 40 pug/ml RNA. Als Mal3 fur die Reinheit der
Desoxyribonukleinsduren diente der Quotient aus OD,gq zu ODygo. FUr reine DNA und RNA
sollte er bei etwa 1,8 bzw. 1,9 liegen. Niedrigere Werte weisen auf Verunreinigungen mit
Proteinen hin, héhere Werte auf Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern. Die Messungen

erfolgten in einem UV-Spektralphotometer (SmartSpec 3000, Biorad).

2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von hochreiner Plasmid-DNA erfolgte ja nach gewlinschten Maf3stab mit den
Plasmid Purification Kits der Firma Quiagen, nach den Angaben des Herstellers.

2.3.2 Schnellpraparation von genomischer DNA aus U. maydis

Fiar die DNA-Praparation fur Southern-Analysen wurde eine nach Hoffmann und Winston
(1987) modifiziertes Protokoll verwendet. 4 ml einer Ubernachtkultur wurden resuspendiert,
der Uberstand abgegossen und das Sediment in der restlichen Flissigkeit gelost. Es wurden
200 pl Ustilago-Lysispuffer, 400 ul Phenol/Chloroform und 0,2 g Glasperlen zugegeben. Die
Proben wurden fir 4 min gevortext. Es folgte eine Zentrifugation fir 20 min bei 13.000 Upm.
200 pl des Uberstands wurden in ein neues Eppendorf-GefaR tberfiihrt und mit 500 pl Etha-
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nol gefallt. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 13.000 Upm wurde der Uberstand abgenom-
men, das DNA-Pellet in 70 % Ethanol gewaschen und nach 5 min Trocknung bei RT in 30 pl
TE + 3 pl RNAse A (10 mg/ml) bei 50 °C unter Schitteln resuspendiert. Die anschliel3ende
Lagerung erfolgte bei -20°C.

Ustilago-Lysispuffer: 50 mM Tris-Cl, pH 7,5
50 mM EDTA
1 % (w/v) SDS

2.3.3 Isolierung hochmolekularer genomischer DNA aus U. maydis

Zellen des U. maydis Stammes Um521 wurden in 200 ml YEPS,-Medium bis zu einer ODgqo
von 1,0 angezogen und sedimentiert (3.500 Upm, 10 min, RT, Heraeus Varifuge 3.0R). An-
schlieBend wurde das Zellsediment in 25 ml SCS-Puffer gewaschen und in 25 ml 5 mg/ml
Novozym/SCS-Puffer aufgenommen. Die Zellen wurden darin bis zur vollstdndigen Abrun-
dung protoplastiert und wiederum sedimentiert (2.300 Upm, 10 min, RT, Heraeus Varifuge
3.0R). Das Sediment wurde in 1 ml SCS-Puffer aufgenommen und mit 9 ml NDS-Puffer, mit
0,5 mg/ml Proteinase K versetzt. Dieser Ansatz wurde fiir 1 h bei 65°C unter leichtem Schit-
teln inkubiert. Im Anschluf? wurde das Gemisch mit 1 Volumen Phenol/Chloroform extrahiert
und zur Phasentrennung zentrifugiert (10.000 Upm, 10 min, RT, Beckman Avanti30 Zentrifu-
ge). Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, ehe eine Extraktion mit Chloroform erfolgte.
Nach Phasentrennung durch Zentrifugieren (10.000 Upm, 10 min, RT, Beckman Avanti30
Zentrifuge) wurde die waRrige Loésung mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat pH 4,8 und 2,5 Vo-
lumen Ethanol geféllt (30 min bei 4°C). Nach Zentrifugation (10.000 Upm, 30 min, RT,
Beckman Avanti30 Zentrifuge) wurde die DNA mit 70% Ethanol gewaschen, 5 min bei RT
getrocknet und in 500 pl 10 mM Tris-Cl, pH 7,6 aufgenommen.

SCS-Puffer: 20 mM Na-Citrat, pH 5,8 NDS-Puffer: 20 mM Tris-Cl, pH 9,5
1 M Sorbitol 0,5 M EDTA
in H,O sterilfiltriert 1 % Sarcosyl
in Hzo

2.3.4 RNA-Isolation aus U. maydis

Die Methode von Timberlake et al. (1986) diente zur Praparation von Gesamt-RNA aus Pilz-
kulturen, die fur 48 h auf PD-Charcoal-Festmedien gewachsen waren. Dazu wurde das Pilz-
material von 3 Platten abgekratzt, in flissigen Stickstoff Gberflhrt und zu einem feinen Pulver
gemorsert. Das gefrorene Pulver wurde mit 5 ml RNA-Lysepuffer durchmischt und durch
Zugabe von flussigem Stickstoff erneut eingefroren. Die Mischung wurde zu einem feinen

Pulver gemorsert, in 10 ml TE-Phenol Uberfihrt, in diesem bei RT aufgetaut und anschlie-
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Bend mit 0,5 ml Glasperlen fur 4 min in 30 ml Reaktionsgefal3en heftig geschittelt. Dem An-
satz wurden 10 ml Chloroform zugesetzt, nach Zentrifugation (15 min, 10.000 Upm, 4°C,
Beckman Avanti 30 Zentrifuge) und Phasentrennung die wéalrige Phase in neue Gefalie
tberfihrt, dreimal mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform ausgeschiittelt, die RNA
anschliel3end durch Zugabe von 1/3 Volumen 8 M Li-Acetat fiir 4 h bei 0° C geféllt und durch
Zentrifugation (15 min, 10.000 Upm, 4°C, Beckman Avanti 30 Zentrifuge) sedimentiert. Das
Sediment wurde zweimal in RNA-Waschpuffer gewaschen, nach Trocknung in H,O aufge-
nommen und bei -80°C aufbewahrt. Zur Kontrolle und Konzentrationsabschatzung wurde
standardmaflig 1 pl auf einem 1%-igen TAE-Agarosegel analysiert.

Lysepuffer (RNA):  Ldsung 1 250 mM EGTA
1,25 M NaCl
1 M Tris-Cl, pH 8,5
in H2O
Ldsung 2 12% (w/v) Natrium-p-Aminosalicylsaure
in H20, frisch ansetzen

Ldsung 3 2% (w/v) tri-iso-Propylnaphthalensulfonat
in H20, frisch ansetzen

Herstellung des RNA-Lysepuffers: Unter standigem Rihren wurden 40 ml Losung 2 lang-
sam in 40 ml Losung 3 getropft und dann 20 ml L6sung 1 zugeben. Der pH wurde mit NaOH
auf 8,9 eingestellt. Der Puffer war auf Eis fur einen Tag haltbar.

RNA-Waschpuffer: 0,3 M Na-Acetat, pH 5,3
70% (v/v) Ethanol
in H2O

2.3.5 Herstellung von Gendeletionskassetten

Aus den Plasmiden pBS-hnn, pMF1-n und pMF3-h wurde die Selektionskassette mit Sfil he-
rausgeschnitten und aus einem 0,6 % Agarosegel eluiert (Minelute Gelextraction Kit, Quia-
gen). An die Sfil-Schnittstellen dieser Kassetten wurden zwei ca. 1 kb gro3e, das zu deletie-
rende Gen flankierende, genomische DNA-Abschnitte ligiert. Die gDNA-Flanken wurden je-
weils mittels PCR aus genomischer DNA amplifiziert, wobei an die an das auszutauschende
Gen grenzenden Primer eine Sfil-Schnittstelle angefligt war. Nach Restriktion mit Sfil wurde
der Reaktionsansatz mit Hilfe des Minelute Reaction Cleanup Kit (Quiagen) aufgereinigt. Ein
typischer Ligationsansatz (T4-Ligase, Invitrogen) enthielt in 50 pl Gesamtvolumen 0,5-1 g
der Resistenzkassette, sowie ca. 200 ng pro gDNA-Flanke und wurde Gber Nacht bei Raum-
temperatur inkubiert. Der Ligationsansatz wurde Uber ein 0,6 % Agarosegel aufgetrennt und

die Gendeletionskassette eluiert (Minelute Gelextraction Kit, Quiagen). Es folgte eine weitere
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PCR-Amplifikation (Taq Polymerase, Takara) der zuvor in 10 mM Tris-Cl, pH 8,5 1:50 ver-
diinnten Kassette.

2.3.6 Auftrennung und Nachweis von Nukleinsauren

2.3.7 Transfer von DNA (Southern-Blot)

Die Methode wurde nach Southern (1975) madifiziert. Der Transfer der aufgetrennten DNA-
Fragmente aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran erfolgte durch Kapillar-Blot. Hier-
bei wurde die Transfer-Lésung (20 x SSC) aus einem Pufferreservoir tber Kapillarkrafte
durch das Gel hindurch in einen auf dem Gel aufliegenden Stapel Papierhandtiicher ge-
saugt. Die DNA-Fragmente wurden durch den Pufferstrom aus dem Gel eluiert und banden
an die dariiberliegende positiv geladene Nylonmembran (Roche). Vor dem Transfer wurde
das Agarosegel fur 15 min in 0,25 M HCI inkubiert, um einen Teil der Purine abzuspalten und
so den Transfer groBer DNA-Fragmente zu erleichtern. Anschlie3end wurde das Gel fir 15
min in DENAT-LOsung inkubiert. Der Kapillar-Blot erfolgte fir 2 h oder tiber Nacht.

DENAT-LOsung: 1,5 M NacCl
0,4 N NaOH

2.3.8 Herstellung von Hybridisierungssonden fur Southern-Analysen

Doppelstrangige DNA-Hybridisierungssonden wurden mit Dig-dUTP markiert. Dazu wurde
einem Standard-PCR Ansatz von 50 pul (vgl. 2.3.10.1) statt 10 mM dTTP 0,5 mM Dig-dUTP
(Roche) und 9,5 mM dTTP zugesetzt. Ein Kontrollansatz enthielt dagegen kein Dig-dUTP.
Nach erfolgter PCR wurde der Dig-dUTP-Einbau im Vergleich zu unmarkierter DNA durch
Auftrag von 1 pl Aliquots auf ein Agarosegel kontrolliert. Dabei verlief die markierte Sonde
stets oberhalb des unmarkierten Amplifikats.

2.3.9 Spezifischer Nachweis immobilisierter Nukleinséuren

Die Nylonmembranfilter wurden zur Abséattigung der unspezifischen Bindungsstellen mit Dig-
Easy-Hyb Hybridisierungspuffer (Roche) fir 30 min bei 45 °C vorhybridisiert. Nach Wechsel
des Hybridisierungspuffers wurde die bei 95°C fir 5 min denaturierte Dig-markierte Hybridi-
sierungssonde zugegeben (Endkonzentration etwa 25 ng/ml). Die spezifische Hybridisierung
erfolgte bei 45°C uber Nacht. Die Filter wurden zweimal je 5 min bei RT mit 2 x SSC/ 0,1 %
SDS und je 15 min mit 0,1 x SSC/0,1 % SDS gewaschen. Es folgte ein immunologischer
Nachweis der Dig-markierten DNA-Sonde mit Hilfe eines Dig-spezifischen Antikdrpers (Ro-
che) nach den Angaben des Herstellers. SchlieZlich wurden die Filter in Plastikfolie einge-

schweil3t und auf chemoluminiszenzsensitivem Film (Roche) fur 20 min — 1h exponiert.
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2.3.10 PCR-Techniken

2.3.10.1 Standard PCR-Anséatze

Ein typischer PCR-Ansatz enthielt etwa 5-100 ng Template-DNA, die beiden Oligonukleotide
in einer Endkonzentration von 1 uM, dNTPs in einer Endkonzentration von 200 uM (d.h. je
200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 1 U Taq Polymerase (Quiagen) in PCR-Puffer.
Standardmafig wurden die Reaktionen in einem Volumen von 50 pl durchgefuhrt. Bei Ver-
wendung der aufgefuhrten Oligonukleotide und einer Amplifikatlange von unter 1 kb sah ein
typisches Protokoll folgendermaf3en aus: 95 °C/5 min - 94 °C/1 min - [94°C/1 min — 55 °C/1
min — 72 °C/1 min] x 35 — 72 °C/7 min. Bei Benutzung anderer Oligonukleotide oder Herstel-
lung langerer Amplifikate muften die Hybridisierungstemperatur bzw. die Elongationszeit

entsprechend angepalit werden.

2.3.10.2 Ganzzell-PCR aus E. coli-Zellen

Einzelne Bakterienkolonien wurden mit einer sterilen Pipetierspitze gepickt und unter kurzem
Umrihren in 25 pl vorgelegtem PCR-Reaktionsansatz resuspendiert. Der PCR-Reaktion ging
ein einleitender Inkubationsschritt von 95 °C fir 10 min voraus, wodurch die Zellen aufplatz-

ten und die Template-DNA in den Reaktionspuffer diffundierte.

2.3.10.3 Ganzzell-PCR aus S. cerevisiae- und U. maydis-Zellen

Fir die PCR aus S. cerevisiae-Zellen wurden einzelne kleinere Kolonien von maximal 1 mm
Durchmesser mit einer sterilen Pipetierspitze gepickt, unter kurzem Umrihren in 20 pl vorge-
legter 0,02 N NaOH-L6sung resuspendiert und fir 20 min bei RT inkubiert. Die NaOH be-
wirkte eine Lyse der Zellen und eine Freisetzung ausreichender Mengen an DNA-Template.
Von den Lysaten wurden je 2 pl /50 yul PCR-Reaktionsansatz eingesetzt, wahrend der Rest
bei —20 °C aufbewahrt wurde. Die U. maydis-Ganzzell-PCR wurde in Abwandlung analog zu
S. cerevisiae durchgefuhrt. Zur Verbesserung der PCR-Effizienz ging der NaOH-Lyse jedoch
ein Novozym-Verdau voraus. Dazu wurden die Zellen in 50 pl Novozym-Lésung (2,5 mg
Novozym/2ml H,0O) resuspendiert, 1 h bei RT inkubiert und dem Verdau anschliel3end 50 pl
0,04 N NaOH (Endkonzentration 0,02 N) zugegeben. Die weitere PCR erfolgte wie fir Hefe

beschrieben.

2.4 Funktionelle Genomanalyse mittels Signalpeptidselektion
,yeast signal sequence trap“

Die Signalpeptidselektion wurde nach Klein et al. (1996) durchgeftihrt und fir die Durchmu-

sterung einer genomischen DNA-Bibliothek modifiziert.

27



Material und Methoden

2.4.1 Fragmentierung genomischer DNA mittels partiellen DNase | Verdau

20 pg hochmolekulare, genomische DNA des Ustilago-Stamms Um521 wurden ad 179 pl in
H,O aufgenommen und mit 20 pl frisch angesetzten 10 x DNase I-Reaktionspuffer versetzt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pl der 1:1000 verdinnten DNase | (Roche) gestartet
und dem Reaktionsansatz in Abstéanden von jeweils 1 min 10 ul Aliquots, welche schnellst-
mdoglich in 1,5 yl Eppendorfgefalle mit 1 pl vorgelegtem 10 x Stoppuffer Gberflhrt wurden,
entnommen. Der MnCl,-haltige Reaktionspuffer gewahrleistete eine Uberwiegende ,blunt
end“ Restriktion der DNA durch DNase |. Die abgestoppten Reaktionsaliquots wurden auf
einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und so die mittlere nach einer bestimmten Reaktionszeit
auftretende GroRenfragmentierung bestimmt. Die Reaktionszeiten weiterer DNase | Ver-
daus, zur Herstellung von DNA-Fragmenten mit einer mittleren Lange von 300 bp in groRRe-
rem Malfl3stab, wurden entsprechend der zuvor ermittelten Zeitkinetik gewahlt. Die fragmen-
tierte gDNA wurde aufgereinigt (PCR Purification Kit, Quiagen) und bis zur weiteren Verwen-
dung bei —20 °C gelagert.

2.4.2 Herstellung der genomischen DNA-Fragment-Bibliothek

An genomische DNA-Fragmente mit einer mittleren Fragmentgrof3e von 300 bp wurden mit
DNA-Adapter mit Eagl/Notl kompatiblen Uberhangen, bestehend aus den Oligonukleotiden
Eag Fwd und Eag_Rev, nach den Vorgaben des Herstellers ligiert (T4-Ligase, Polynukleo-
tidkinase; Invitrogen). Die mit Adaptern versehenden Fragmente wurden aufgereinigt (PCR
Purification Kit, Quiagen) und in den zuvor mit Notl geschnittenen und dephosphorylierten
Invertasevektor pRK18 ligiert. Das fur eine maximale Ligationseffizienz und Transformanten-
zahl optimale Verhéltnis von DNA-Fragmenten und Vektor wurde zuvor in Testligationen,
bzw. —Transformationen ermittelt. Schliel3lich wurden fir die Ligation 4 pl DNA-Fragmente
und 60 ng Vektor in einem Reaktionsvolumen von 20 pl eingesetzt. Der Ligationsansatz wur-
de aufgereinigt (Minelute Reaction Cleanup Kit, Quiagen), in 10 ul H,O eluiert und jeweils 1
pl in elektrokompetente E. coli DH5a-Zellen transformiert. Vor dem Ausplattieren auf ampicil-
linhaltiges LB-Festmedium wurden die insgesamt 10 Transformationsansatze vereinigt, ein
10 pl Aliguot entnommen und dieses, zur Bestimmung der Transformantenzahl, in Verdin-
nungsreihen separat ausgestrichen. Die Bakterienkolonien wurden nach 16 h Inkubation bei
37 °C mit flissigem LB-Amp Medium von den von den Agarplatten abgewaschen, die Plas-
mid-DNA isoliert (Maxi Plasmid Purification Kit, Quiagen) und die DNA-Konzentration photo-
metrisch bestimmt (SmartSpec 3000, Biorad).

2.4.3 Selektion der genomischen DNA-Bibliothek in Hefe

Pro Selektionsrunde wurden insgesamt 1 x 10° Hefezellen mit der genomischen Plasmid-
Bibliothek transformiert. Dazu wurden 10 pg Plasmid-DNA in einem zehnfachen Transfor-
mationsansatz in den suc2-defizienten Hefestamm BY4742 transformiert, auf SDYRA-
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Festmedium ausgestrichen (40.000 Kolonien / 12 cm? Selektionsagarplatte) und fiir 2 d bei
30 °C inkubiert. Die Kolonien wurden mit Samttiichern auf YEPSA-Festmedium uberstem-
pelt, bei 30 °C wachsende Kolonien tber einen Zeitraum von 3-10 Tagen gepickt und auf
SDY"A.Festmedium gesammelt. Die in pRK18 enthaltenen genomischen DNA-Insertionen
gesammelter Hefekolonien wurden mittels Ganzzell-PCR mit den Primern RK18_Fwd und
RK18_Rev amplifiziert und sequenziert.

2.4.4 Signalpeptidselektion ausgewahlter Proteine

Neben der funktionellen Genomanalyse wurde die Signalpeptidselektion zur gezielten Analy-
se einzelner Proteinsequenzen eingesetzt. Dazu wurden ca. 300 bp des 5-Endes eines
ORFs mit Primern, in welche Eagl- oder Notl-Schnittstellen eingefligt waren, amplifiziert und
in die Invertasevektoren pRK18, bzw. pYSST kloniert. Die weitere Selektion in Hefe erfolgte
wie unter 2.4.3 beschrieben.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 SDS-Gelelektrophorese von Proteinen

Es wurde die Methode der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) angewendet (Laemmli, 1970). Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte in einer
Mini Protean Il Apparatur (Biorad).

SDS-PAGE-Probenpuffer (6x): 300 mM Tris-Cl, pH 8,0
30 % (v/v) Glycerin
20 % (w/v) SDS
0,5 g/l Bromphenolblau
15 % (v/v) B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)

Proteingel-Laufpuffer 25 mM Tris-Cl, pH 8,8
200 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Sammelgel: 125 mM Tris-Cl, pH 6,8 Trenngel: 375 mM Tris-Cl, pH 8,8
5 % (w/v) Acrylamid 10 % bzw. 15 % (w/v) Acrylamid
0,13 % (w/v) Bisacrylamid 0,27 % (wl/v) Bisacrylamid
0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat 0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,1 % (v/v) TEMED 0,1 % (v/v) TEMED

2.5.2 Transfer von Proteinen (Western-Blot)

Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden mittels Elektro-Blot (Biorad XCell Kammer) in We-
stern-Blot-Puffer auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P von Millipore) transferiert. Das Gel

wurde zuvor kurz in Western-Blot-Puffer aquilibriert und die Membran ftir 5 min in Methanol
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aktiviert. Der Blot wurde folgendermaf3en aufgebaut (von unten = Kathode nach oben = An-
ode): Schwamm, ein Whatman-Papier, Polyacrylamidgel, PVDF-Membran, ein Whatman-
Papier. Durch Anlegen der Spannung (1 h, 1 mA/cm2) wurden die Proteine auf die Membran

transferiert.

2.5.3 Nachweis von immobilisierten Proteinen

Der immunologische Nachweis von Proteinen erfolgte mit Hilfe der an die sekundaren Anti-
korper gekoppelten Meerrettich-Peroxidase (HRP). Dazu wurde die PVDF-Membran nach
dem Elektro-Blot zunéchst tber Nacht mit 5 % Magermilchpulver und 3 % BSA in TBST ge-
blockt. AnschlieRend wurde die Membran fir 5 min mit TBST gewaschen und fiir 4 - 5 h mit
dem primaren Antikorper, verdinnt in TBST 1 % Magermilchpulver, inkubiert. Nach dreimali-
gem Waschen fur 10 min mit TBST wurde die Membran fir 1 h mit dem sekundaren Antikor-
per, verdinnt in TBST mit 1 % Magermilchpulver, inkubiert. Die Membran wurde erneut
dreimal fur 10 min mit TBST gewaschen. Es wurde folgenden primerer Antikorper verwendet:
monoklonaler Maus-a-GFP (1 pg/pl, Roche, in einer Verdinnung von 1:5.000). Und als se-
kundarer Antikdrper der HRP-gekoppelte Ziege-a-Maus von Amersham (in einer Verdinnung
von 1:10.000). Zur Detektion wurden das ECL-Kit der Firma Amersham verwendet. Die L6-
sungen ECL | und ECL Il wurden im dunkeln zu gleichen Teilen gemischt, auf der Membran
verteilt, diese nach 2 min kurz abgetrocknet, in einen Plastikbeutel gelegt, damit ein Ront-
genfilm belichtet und dieser entwickelt. Je nach Signalstarke waren nach 1 sec bis 5 min

Exposition deutliche Banden zu erkennen.

TBST; 20 mM Tris-Cl, pH 7,6
136 mM NacCl
0,05 % (v/v) Tween 20

2.5.4 Isolierung von Proteinen aus U. maydis

U. maydis-Zellen wurden bis zu einer ODgg von 0,3 in 30 ml YEPS, -Flissigmedium angezo-
gen, das Volumenaquivalent zu 3 optischen Dichten geerntet (3.500 Upm, 4 °C, Heraeus
Varifuge 3.0R), einmal in PBS gewaschen, in 300 ul PBS + Proteaseinhibitor (Complete,
Roche) aufgenommen und in ein 2 ml Eppendorfgefal’ tberfuhrt. Die Zellen wurden mit 200
pl Glasperlen versetzt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Der Zellaufschlul3 erfolgte
durch schitteln in einem Virax-Schiittler (4°C, 20 min, héchste Stufe). Der Zelliberstand der
geernteten Zellen wurde in 10 % TCA gefallt und nach Aufnahme in 300 pl PBS + Protea-
seinhibitor in ein 1,5 ml Eppendorfgefald gegeben. Die aufgeschlossenen Zellen und der
Zelliberstand wurden mit je 50 pl 6 x SDS-Page Probenpuffer versetzt, fir 5 min bei 95 °C
erhitzt und die Zelltrummer anschliel3end in der Tischzentrifuge (13.000 Upm, 5 min, RT)
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml EppendorfgefaR tberfuhrt und die Prote-
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inkonzentration nach der Methode von Bradford (BioRad) bestimmt. Ublicherweise wurden

50 pg Gesamtprotein in der SDS-PAGE-Analyse eingesetzt.
2.6 Bioinformatische Methoden

2.6.1 Sequenz- und Strukturanalysen

Es wurden die folgenden Analyseprogramme eingesetzt; Programme die ausschlie3lich tber
das Internet verfugbar waren sind mit der zugehdrigen URL gekennzeichnet. Andere Pro-
gramme wurden auf einem lokalen PC-System unter Windows XP, bzw. Linux (Debian
~woody") genutzt:
e Blast2 (Altschul et al., 1990): Identifikation homologer Protein- oder DNA-Sequenzen
o ClustalW (Eddy, 1995) und ClastalX (Heringa, 1999): Vergleich von homologen oder
ahnlichen Sequenzen
o DGPI (Kronegg und Buloz, 1999: Identifikation von GPI-verankerten Proteinen
e (PSORT (Bannai et al., 2002): Identifikation N-terminaler Sortierungssequenzen
e NetOGlyc (Julenius et al.; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/): Vorhersage von
O-Glycosylierungsmotiven in Proteinen
e NetNGlyc (Gupta et al., 2004; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/): Vorhersage
von N-Glycosylierungsmotiven in Proteinen
e SMART (Schultz et al. 2000): Identifikation homologer, konservierter Proteindoméanen
e TargetP (Emanuelsson et al.,, 2000; http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/): s.
iPSORT
e TMHMM2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/): Identifizierung von Transmem-
brandomanen

e WinPep (Hennig, 1999): Proteinsequenzanalyse, (Hydropathie, Molekulargewicht)

2.6.2 In dieser Arbeit entwickelte Programme

Zur Bearbeitung, Formatierung und Analyse von Sequenzen in gréRerem Mal3stab wurden

folgende Programme in der Skriptsprache Perl unter den Betriebssystemen Windows und
Linux entwickelt.

o PS-1: genomweite Identifizierung von Signalsequenzen. Das Skript schneidet aus der

genomische Sequenz in beiden Orientierungen alle Teilsequenzen, die mit einem

ATG beginnen und auf einer Lange von 90 bp nicht durch ein Stop-Kodon unterbro-

chen werden, aus. Die Teilsequenzen werden in AS Ubersetzt, an das Programm

iPSORT Ubergeben, anschlielend an Hand der iPSORT-Ergebnisse in die Kategori-

en Signalpeptid (SP), mitochondriales Transitpeptid (MTP) oder andere Lokalisierung
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(0), wie Cytoplasma oder Zellkern, eingeteilt und in einer Datenbankdatei tabellarisch
gespeichert .

PS-2: genomweite Identifizierung von Proteinsequenzen mit internen, durch putative
KEX2-Prozessierungmotive getrennte Wiederholungen. Das Skript Ubersetzt alle
sechs Leserahmen der genomischen Sequenz in Proteinsequenzen und durchmu-
stert diese nach mindestens drei KR-Dipeptiden welche in nahezu gleichen Abstand
(+/- 5 AS) zueinander auftreten. Durch diese Strategie erfolgt die Erkennung unab-

hangig von zwischen den KR-motiven liegenden Aminosauresequenzen.
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3 Ergebnisse

Fur die genomweite Identifizierung sekretorischer und in der Plasmamembran lokalisierter
Proteine wurde eine Bibliothek aus genomischer DNA erstellt. Auf diese Weise konnten Ein-
schrankungen, denen cDNA-Bibliotheken vor allem auf Grund verschiedener, entwicklungs-
stadienabhéangiger Expressionsmuster einzelner Gene unterliegen, umgangen werden.

Eine zweite, in silico durchgefihrte funktionelle Analyse bildeten Sequenzanalysen aller mit
einem Startmethionin beginnenden DNA-Fragmente des U. maydis Genoms. Weiterflihrende
Funktionalanalysen interessanter Kandidaten, welche aus beiden Ansatzen hervorgegangen
waren, bestanden aus Pathogenitétstests entsprechender Gendeletionsstamme, sowie Loka-

lisationsstudien von GFP-Fusionsproteinen.

3.1 Herstellung einer genomischen Bibliothek aus zufallig generier-
ten DNA-Fragmenten

Fur die Herstellung der Bibliothek wurde genomische DNA des haploiden Wildtypstamms
Umb521 mittels DNase | Verdaus fragmentiert. In friheren Anwendungen der Signalpeptidse-
lektion stellte sich heraus, daR 5 -untranslatierte Bereiche heterologer Sequenzen den
Nachweis von Signalpeptiden in Hefe verhindern konnten (Galliciotti et al., 2001). Des weite-
ren kénnten Fragmente, die an ihren 3"-Enden in intronische Sequenzabschnitte mindeten
die Expression des chimaren Reporters stéren oder durch enthaltene Stop-Kodons ganz
verhindern. Somit wurden fir die Herstellung der Bibliothek Fragmente mit méglichst kurzen,
die Signalsequenz flankierenden DNA-Abschnitten angestrebt. Da Signalpeptide eine Lange
von 15 bis 35 Aminosauren, bzw. 45 bis 105 Nukleotide auf DNA-kodierender Ebene besit-
zen, wurden fir die mittlere Gesamtlange der zu durchmusternden DNA-Fragmente 300 bp
veranschlagt. Somit betrug das Schnittfenster vor und hinter der moglichen Signalsequenz
100 bp. Die genomische DNA wurde aus dem haploiden U. maydis Wildtypstamm Um521
isoliert und mittels partiellen DNase | Verdau fragmentiert. Die Reaktionszeit des Verdaus
wurde entsprechend der angestrebten Fragmentldngen von ca. 300 bp gewahlt und in einem
unmittelbar zuvor durchgefuhrten Testverdau ermittelt. Dabei stellte sich eine mittlere Hau-
figkeitsverteilung von 300 bp nach 4 mintiger Inkubationszeit ein (Abb. 3.1), welche in ei-
nem unmittelbar danach durchgefiihrten Reaktionsansatz gréf3eren Maf3stabs gewahlt wur-
de. Nach Abstoppen der Reaktion wurde ein Aliquot des Ansatzes elektrophoretisch aufge-
trennt und beziiglich der Fragmentlangen auf Ubereinstimmung mit der zuvor erstellten
DNase | Zeitkinetik Uberprift. Die erhaltenen genomischen Fragmente wurden ungerichtet in
den Invertasevektor pRK18 kloniert (vgl. M&M). Die Zahl der klonierten Fragmente wurde

durch Verdinnungsausstriche des E. coli Transformantenpools, sowie durch Ganzzell-PCRs
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auf 50 ausgewahlten Transformanten ermittelt. Demnach umfafite die fir die Signalpeptidse-

lektion eingesetzte Bibliothek ca. 1,1 * 10° zuféllig generierte genomische Fragmente.

Inkubationszeit
0 1 2’ 3 4 5 [bp]

-2000

-1000

-500
-400

__________________ -300
-200

Abb. 3.1: Bestimmung der optimalen DNasel-Inkubationszeit zur Generierung von
genomischen DNA-Fragmenten mit einer mittleren Lange von 300 bp. Die Auftren-
nung der zu den angegebenen Zeitpunkten gestoppten Reaktionsansétze erfolgte tber
ein 2 % Agarosegel. Eine mittlere Haufigkeitsverteilung von ca. 300 bp stellte sich nach 4

mindtiger Inkubationszeit ein. Die Bilddatei wurde zur besseren Kenntlichmachung inver-
tiert.

3.2 Signalpeptidselektion , yeast signal sequence trap“

Die Signalpeptidselektion (vgl. M&M) diente der Detektion fur sekretorische, Membran- oder
Zellwandlokalisierter Proteine kodierende Gene. Wahrend diese Methode bisher ausschlief3-
lich unter Einsatz von cDNA-Bibliotheken zur Anwendung kam (Klein et al., 1996; Goo et a.,

1999; Surpili et al. 2002; Taft et al., 2002), wurde in dieser Arbeit eine genomische Bibliothek
eingesetzt.
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3.2.1 Erstselektion der Klone

In zwei unabhangigen Selektionsrunden wurden je 5 * 10° Transformanten des Invertase 2
(suc2) deletierten S. cerevisiae Stamms BY4742 auf ihre Fahigkeit hin selektioniert, auf Me-
dium mit Saccharose als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Dabei wurden insgesamt

192 Hefekolonien Uber einem Zeitraum von 3 bis 11 Tagen isoliert (Abb. 3.2). Die Kolonien

Abb. 3.2: Erscheinungsbild der nach Ubertragung auf Saccharose Medium
(YEPSA) wachsenden Hefekolonien. A) einzelne Kolonie ohne erkennbaren Hof. B)
zwei dicht nebeneinander liegende, behofte Kolonien. Die bei der Replikaplattierung mit
Uberstempelten, nicht wachstumsfahigen Hefeklone treten als schwach erkennbarer Hin-
tergrund in Erscheinung. Das Medium wurde zur Erleichterung der Selektion mit dem
Farbindikator Bromkresolpurpur versetzt.

waren in vielen Féllen von Satelliten aus Invertase defizienten Hefen umgeben, deren
Wachstum sich durch die mit der Zeit im Medium frei diffundierenden Einfachzucker Glucose
und Fructose erklaren lief3. Vereinzelt traten auch kleinere Kolonien ohne Satelliten auf, bei
denen die C-terminal mit suc2"" fusionierte U. maydis Sequenz wahrscheinlich nur ein sehr
schwaches Sekretionssignal vermittelte und zu einer stark verminderten extrazellularen In-
vertaseaktivitat fihrte. Die Kolonien wurden gesammelt, in aufsteigender Folge numeriert

und mit dem Préafix YSST ("yeast signal sequence trap") versehen.

3.2.2 Klassifizierung selektierter YSST-Klone

Die Plasmidinsertionen der gesammelten Hefekolonien wurden mittels Ganzzell-PCR durch,
im Promotor bzw. kodierenden Bereich von suc2“s" bindenden Primern, amplifiziert. Dabei
konnten die DNA-Insertionen von 141 Klonen amplifiziert werden. Diese wurden aufgereinigt
und sequenziert. Bei 52 Klonen konnte dagegen auch nach mehrmalig durchgefiihrter PCR

kein Produkt erhalten werden, oder es wurden in wenigen Fallen zwei oder mehr DNA-
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Banden amplifiziert, welche eine Sequenzierung verhinderten. Fir die Einordnung der YSST-
Sequenzen in den genomischen Kontext wurde das Genom des Wildtypstamms Um521
herangezogen.

179 3
175 2
142 3
136 2
103 5
102 5
97 3
63 13
62 2
58 7
53 11
52 2
46 4
43 2
42 2
36 10
33 3
30 3
28 2
27 3
13 2
11 2
8 7

YSST

5
2 2
1

Anzahl redundanter Klone

Abb. 3.3: Redundanz der YSST-Klone

Nach dem Ergebnis der computergestiitzten Sequenzanalysen (Tab. 3.1), mittels blastn (Alt-
schul et al., 1990), gingen 52 nicht redundante YSST-DNA-Fragmente aus den zwei Selekti-
onsrunden hervor (Tab. 3.2). Zu diesen waren insgesamt 80 weitere, sequenzierte Klone
redundant (Abb. 3.3). Hierbei handelte es sich fast ausschlie3lich um identische Klone und in
einem Fall (YSST46, -51) um zwei Uberlappende Genom-Abschnitte. Schlielich traten bei 7
YSST-Klonen Probleme bei der Sequenzierung auf, woraufhin diese der genomischen Se-

guenz nicht zugeordnet werden konnten.

Klassifizierung Anzahl
nicht redundant 52 (35 %)
redundant 80 (56 %)
nicht zuordbar 7 (0,5 %)

Tab. 3.1: Klassifizierung der 141 sequenzierten YSST-Klone
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YSST [bp] Contig Position Strang| YSST [bp] Contig Position Strang
1 268 1.189 74441 -74678 () 58 157 1.71 127800 - 128082 )
2 303 1.88 102370 - 102672 (+) 62 377 1.42 9617-9991 (+)

11 146 1.185 61977 -62122 (+) 63 544 1.103 146785 - 147327 )
13 286 1.234 2228 - 2513  (+) 64 109 1.164 76294 - 76402 )
14 582 1.80 114123 -114708 (+) 65 272 1.189 31957-32228 (+)
16 148 1.174 13871 -14018 (+) 67 312 1.36 19075-19386 (+)
17 345 1.108 26816 - 27160 (+) 73 201 1.43 107989 - 108189 “)
23 272 1.246 20799 - 21070 (+) 74 208 1236 33526-33733 (+)
24 305 1.2 126095 - 126399  (+) 77 385 1.135 32536 - 32920 “)
27 204 1.191 146957 - 147160  (+) 79 171 1.246 16479 - 16649 (+)
28 1000 1.230 ?2 #) 83 246 1.70 114 - 359 )
29 339 156 30643-30981 () 97 317 1246 29561 -29735 (+)
30 339 1.115 3818 -4156  (-) 101 271 1.135 40826 - 41096  (+)
31 283 1.140 85189-85471 (-) 102 252 1.103 89841 - 90092 )
33 291 1.204 4147 - 4437  (+) 103 174 1.186 128773 - 128946  (+)
34 223 1.42 121077 -121299 (- 113 232 1.198 43200 -43432 (+)
35 187 1.246 13995 - 14181 (+) (124) 364 1.204 4272 - 4635  (+)
36 466 1.28 12533-12998 (+) 130 316 1.106 7132 - 7447 )
42 359 1.177 14901 - 15259 (+) 131 209 1.148 122062 - 122270  (+)
43 228 1.246 35089 - 35316 (-) 136 276 1.23 80781-80956 (+)
46 156 1.157 145064 - 145219  (-) 142 187 1.230 45664 - 45850 (+)
(51) 322 1.157 145106 - 145427  (-) 145 317 1.236 37736 - 38052 “)
52 300 1.34 123174 -123473 () 162 129 1.30 65071 - 65197 )
53 142 1.221 22702 -22843 (+) 169 312 1.72 56221 -56532 (+)
56 283 1.5 127800 - 128082  (-) 175 194 1.246 22346 - 22539 (+)

Tab. 3.2: Auflistung aller nicht redundanten YSST-Klone. Angegeben sind die Basenlan-
ge, sowie die Position auf den jeweiligen ,contigs” des vom Whitehead Institut sequenzierten
Genoms. Das contig 1.246 umfaf3t das Mitochondriengenom von U. maydis.

3.2.3 Zuordnung nicht redundanter Klone zu genkodierenden Genomabschnitten.

Neben der Sequenz des U. maydis Genoms wurden zusatzlich zwei EST-Bibliotheken aus
keimenden Brandsporen (Sacadura und Saville, 2003), sowie aus dem diploiden U. maydis
Stamm FBD12 (Kimberly et al., 2003) fir den Sequenzabgleich herangezogen. Fir die Ablei-
tung der Peptidsequenzen der 52 nicht redundanten Klone wurde jeweils das erste, auf den
suc2-Promotor folgende, ATG der kodierenden YSST-Sequenz gewéhlt, welche sich im sel-
ben Leserahmen mit dem 3” fusionierten Invertasegen suc2"*F befand. Demnach kodierten
29 genomische Klone fir die wahrscheinlichen N-Termini annotierter oder bereits identifizier-
ter Gene und wurden daher als positiv gewertet (Tab. 3.3). Zu dieser Gruppe zé&hlten u. a.
die Klone YSST101 und YSST11, welche mit den U. maydis Genen repl (Wosten et al.,
1996), bzw. hum2 (Bohlmann, 1994) identisch waren. Beide Genprodukte wurde experimen-
tell als extrazellulare Proteine in U. maydis nachgewiesen. YSST83 befand sich im Endbe-
reichen eines Contigs, auf welchem der zugehdrige offene Leserahmen nicht mehr vollstan-
dig enthalten war. Daher lag fur diesen Genombereich bisher keine Annotierung vor. Statt
dessen konnte der zugehoérige ORF mit Hilfe der EST-Bibliothek aus Teliosporen weitgehend
identifiziert und seine Fortsetzung auf dem benachbarten Contig festgestellt werden. Die
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Gene von 16 zugehorigen YSSTs waren ganz oder in Teildomanen zu Eintrdgen aus ver-
schiedenen Gendatenbanken homolog, wéhrend 10 YSST-Gene keine Homologien aufwie-
sen (Tab. 3.4).

Als ,falsch positiv* wurden hingegen jene Klone eingestuft, aus deren Basensequenz sich ein
maogliches Signalpeptid ableiten lie3, bei welchem es sich jedoch nicht um den N-Terminus
eines kernkodierten Proteins handeln konnte. Als Besonderheit traten in dieser Gruppe drei
Sequenzen auf, die jeweils den N-Terminus, von mitochondrialen Genen reprasentierten.
Der Umstand, dal3 N-terminale Sequenzabschnitte prokaryotischer Proteine in der ,yeast
signal sequence trap“ positiv selektiert werden kénnen, war bereits zuvor beschrieben wor-
den (Stracke, 1998). Die peptidkodierenden DNA-Abschnitte von neun genomischen Klonen
und drei Klonen mitochondrialen Ursprungs befanden sich -in beiden Orientierungen- inner-
halb vorhergesagter, annotierter Gene (Tab. 3.5). Ein Teil dieser Klone lag in frame mit Ge-
nabschnitten, welche fir mdgliche Transmembran- oder andere hydrophobe Doméanen ko-
dierten. Die abgeleiteten Peptide von drei weiteren Klonen befanden sich in unmittelbar
angrenzenden, untranslatierten Bereichen annotierter Gene. Schlie3lich wurden zwei YSST-
Klone als Systemartefakte klassifiziert, da sie kein Start-ATG in frame aufwiesen und dar-

Uber hinaus der Leserahmen in beiden Klonen zusatzlich durch ein Stop-Kodon unterbro-

chen wurde.
Zuordnung des YSST-Klons Anzahl | %
N-terminal (positiv) 29 (59 %)
nicht N-terminal (falsch positiv) 18 (37 %)
Artefakte 2 (<0,1%)
Gesamt 49 (100 %)

Tab. 3.3: Ergebnis der Signalpeptidselektion. Zuordnung der einmaligen YSST-Klone in
das U. maydis Genom.

38



Ergebnisse

[*2)
™

"U9JaIIYISUId JIW 1Y2IU SNUIWIS | -N Usp aydjam S1S3 usuydlazuusy abenui3 auswwepwn
‘8UO[Y-1S3 Jap "IN-"00V :(8iodsolel) ST 1S3 pun (2TAgd) @ LS3 ‘(uuexaq sjre)) spinpoiduss usbojowoy sap uonesiexo aJgn||8z o7 "swo
-9]01d USIYDI[IUBLQISA 1N1NSU| peayallyA\ WOA Sap "IN-UOISS822Y 00V "Udljeylud Uusauas) UOA IUIWIS]-N 8Yd|dM BUO|M-1SSA 9AINISOd ¥'E "qel

- - - auIey T'8EZTONN €2
1°08.68vAdD - - auy T'9/6TONN 69T
- - - auIy T'9¥0€0NN 20T
- T'S.0v¥94D - auIdy T'€S6S0AN €S
- - - auIdy T'20ZTOAN €
- - - auIdy T'SEOVOAN TE
- - - auIdy T'S6ZSO0NN 22
- - - auIy T'8ETEONN LT
- - - auIdy T'S62Z0NN ¥T
- - - auIy T'8¥9Z0NN ¢
T29¥88YA0  T'TS2S¥940 S [susides owoH] 1TOYT |1'828880VVIa6|05028TLE6  T'222S0NN T
1'08€887AD (T'¥S507940) - [aquod "S] (V6VA) uteroid you-sunias [eanaylodAy - €8
- (1'82St¥940) - [ ounwwos wnjAydoziyds] uteroud [eansypodAH T°€Z6E0NN LL
T'2T006vAD  T'T866£940 - [ sisuakayl snjjioeqoueadQ] ase|AsodA|Bsuell onAT T'8TZ90NN 7L
- - - [susides owoH] 8T ureloid Jeadal-a 01 sejiwiS T'0TE00AN 95
- T'€69¥¥940 - 8U0|2 YNQO eAlnes ezAI0  T°'229S0NN €€
- T'6ETSY940 - INOYA DLON Josindaid ureroid ydjoN snooj dluaboinaN T'Z6£E0NN OF
1'8962v940 MO [sniodsig snoueby] uisloid eonayiodAH T"ETSTONN 62
- - S [ sipAew oBensn] (2zANNH) uigoydoipAH T°O0TOSONN TT
- - S uigoydoupAH ‘uidloid wejieday T EEYFONN 9t
- - S audy T'ZTT90NN 2¥T
- TZ0TyP9dD S [sipAew obensn] (Td3Y) uisloid wsejieday T'¥Z6E0NN TOT
- - - (057d10) Josinoaud uiloid parenbiai-ushbAxo ea¥ O0ST LvVH dUXO T'+0600AN 29T
- (TeLtvp940) S HON3d T91d (g 8sedijoydsoyd) Josinoaid asedijoydsoydosA1 T'GEOTONN L9
- - - [sueaigle epipue)] (85T '€ D7) J0sindaid asepisoon|b-e1ag-g'T ueon|9 T'S9TTONN 29
- (T'064T¥940) S [sueaigie epipue)] Josindaid asepisoon|b-e1ag-g'T ueon|o T1°92800WN 9€
- T'SY9Sp94D  ¥3 [susides owoH] (SNX1) J0osindaid uisloid Bujureiuod urewop uixopaiolyl T'¥TOTONN 2§
- - MO (Ddsd) uisoud aoeuns gepe urens aeiuownaud sn220201danNS  T'S90E0NN €9
- 1'8/66£940 MO [ suewuojoau D] uisl01dodA|9 Buneanoy sbejosoeiN T'Z29T90NN €T
S 1S3 a 1s3 M0 UaUL9 UdIUURMS(J NZ 8100|0WOH 00y ISSA




Ergebnisse

‘BunianualQ Je1z19sabusbabiua ul
19p0 awel) Ul 1YdIu UofM-1SSA J9p YaIs puejaq usbenuiq ususwwepwn nz -uynabine (¢ ‘gel Bungiaiyosag ‘|BA) usuopy-1S3 1w usbunwiwins
-UlaJagn puls yoljziesnz sinisu| pesysiyp Sep uolelouuewoslold ‘mzq ‘sbnuod wNab usiusip Bunupionz sy “uspuieq awrel) ul usssIp Iw
apndad ualausabge aip yais uuam ‘usgababue Inu puls sauss) UspUaSJaI|YISUID Jap uaIBojoWOoH alg ‘auo|y uaAnisod yasfe) Jap a1si7 (G’ "qel

- - - T°'90ZS0NN UOA ydiaiag-y1N-,S 19po -1ojowold 68T'T S9
- - - BunisnuauQ (-) ‘'T'¥8S0NN UOA ydlaiag-y1N-,S J8po -1010woid Y9T'T 9
- T'v./¥0WNN UOA ¥1N.E v/T'T 9T
ayolalag Jayasiwouab 1auanouue greylagne auo|y
(1°86006¥AD) (T '6%78£942D) - BunianuauQ (-) ‘suss ualanouue Nau saule UoX3 “T SIg UoJU| 9gZ'T SYT
(t'90t68aD) (1'66%27942) - awelj uryou (T°22ZL00NN) 95T

- - - Bunienuauo (-) (T°'9LTFONN) TET
- - - Bunisnusuo (-) (T°SZTEONN) OET
- - - BunienusuQ (-) ‘2ZS6TONN UOA 8pu3- € SIq HLIN-.€ TL'T 85
- - - Bunisnusuo (-) ‘T°29000NN UOA BpUT- € SIq H1N-.€ 2T ¥e
uayolalag uapualaipoy NZ awel] ul 1ydiu Japo BunianualQ l1a1ziasahusabhabius ul ‘auss Jallallouue greytauul auo|y

- - T.-6C g 8WOIY201LD  "ONN ‘OvZ'T GLT
- 1°9922+940 v - LLT [easub syuodeuben] #'229€0OW uislold feonayiodAy  TH¥TSSONN €TT
- - 06% - 6EY [eondasiyououq ejjsispiog] asesalsa aaneind  T°2G0SO0NN £0T
- - 88 - Z¥ G ureyp aseronpalopixp suouinbigN-HAVYN ~ "ONIN ‘9¥Z'T 26
- - ¥6T - 9VT T urey) aselonpalopixQ suouinbigN-HAVYN ~ "ONIN ‘'9¥Z'T 6.
- - 6T. - ¥09 [easub syuodeuben] #'50.70OW uislold feonayiodAy  T°2G8Y0NN 2
uaydlalag UspualalpoX Nz swel} ul .mcmO Jaliallouue gjeyJtauul sauo|y
- - -1 NYIYL 6dLV 6 uieloid aseyiuAs 41y  "ONIN ‘O¥Z'T €F
- - -T OdYVYIN WPNN ¥ ureyd aseronpalopxQO auouinbign-HAVYN  "OMIA ‘9¥Z'T GE
- - -T INIWI X0 1l 8pndadAjod asepixo 2 8WOIYI0IKD  "ONN ‘9¥Z'T €2
uazuanbasg uayoljuyepndadfeubis ‘usjeulwial-N US[RLIPUOYD0IIW 1IW dUO|D
S 1S3 a 1s3 uonisod-sy siuawbel4-yNQ uspuaialpoypidad Bunupionz 1SSA

Sap UONISOd "MZ( ‘SUSS) uapuagal|yasula sap a16ojowoH

40



Ergebnisse

3.2.4 Bioinformatische Analyse der YSST-kodierten Peptide

Die abgeleiteten, mit einem Initiatormethionin beginnenden Peptide aller nicht redundanten
YSST-Klone, wurden mit Hilfe des Computerprogramms iPSORT (Bannai et al., 2002) auf
das Vorhandensein N-terminaler Signalsequenzen durchmustert. Ubereinstimmungen zwi-
schen Signalpeptid Selektion und Computeranalyse ergaben so weitere Hinweise daftir, daf3
die erfolgte Selektion auf ein in Hefe funktionales Signalpeptid zurtickzufiihren war. Obwonhl

das jeweils erste, auf den Invertasepromotor folgende und mit suc2"s"

in frame fusionierte,
ATG eines YSST-Fragments mit hoher Wahrscheinlichkeit fir das in vivo translatierte Initia-
tormethionin kodierte, wurde jede nach einem weiteren Methionin folgende Teilsequenz, die
eine Mindestlange von 15 Aminosauren besald, analysiert. In den Fallen, wo das erste
Methionin keinem vorhergesagten Signalpeptid voranstand, ergaben sich so Anhaltspunkte
in silico, daf3 ein weiter stromabwarts gelegenes ATG auch oder ausschlief3lich als Translati-
onsstart in vivo genutzt wurde.

Das Programm iPSORT beruht auf zwei regelbasierten Algorithmen, welche nach den von
Emanuelsson et al. (2000) zusammengestellten Datensdtzen von Proteinen mit experimen-
tell bestimmter Lokalisation, trainiert wurden. Eine Komponente des Regelsystems basiert
auf einem Aminosaureindex, welcher in einer Datenbank aus verschiedensten experimentell
und theoretisch ermittelten Charakteristika von Aminosauren zusammengefal3t ist (Kawas-
hima und Kanehisa, 2000) und auf die Aminosauren der zu analysierenden Peptide ange-
wandt wird. In der Standardeinstellung werden die Hydrophobizitatsindizes einzelner Amino-
sauren aus definierten Sequenzfenstern addiert und die Summe mit einem empirisch be-
stimmten Schwellenwert flr Signalpeptide verglichen. Die zweite Komponente besteht aus
einem alphabetischen Index (Shimozono, 1999), bei dem einzelne Aminosauren auf Zahlen,
welche das Vorhandensein bestimmter bio- oder physikochemischer Eigenschaften be-
schreiben, abgebildet werden. Im Falle der Hydrophobizitat wird beispielsweise jede Amino-
saure durch eine 0 oder 1 reprasentiert. Das sich daraus ergebende spezifische Muster einer
Sequenz wird mit Hilfe eines Fehlertoleranten Suchalgorithmus (Wu und Manber, 1992) mit
den Mustern bekannter Peptidsequenzen verglichen. Durch Kombination beider Regelwerke
macht iPSORT fir nicht pflanzliche Peptidsequenzen die Vorhersage, ob es sich um Signal-
peptide (SP), mitochondriale Transitpeptide (MTP) oder andere, z. B. cytosolische oder kern-
lokalisierte Peptide (OP), handelt. Dabei berticksichtigt das Programm maximal die ersten 30
Aminoséauren einer Sequenz und war dadurch sowohl fir die Analyse der YSST-Peptide, als
auch des U. maydis Genoms sehr gut geeignet.
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YSST Peptidsequenz Met. AS Erg.
1 MKLSINSVLLVSAAL M1 15 SP

2 MLSATFCANVRSMTGSYLCAILLICVSFAF. .. M1 81 MTP
2b MTGSYLCAILLICVSFAFAFALPVTSPPQQ. . . M13 69 SP
11 MQFKTIFATLAAFAAVASALPTSSSEQNGN. . . M1 42 SP
13 MKAVSAAALVALVAGVSAQSVAPFSYGTPS. . . M1 81 SP
14 MLSFTRSFCTFFCFLQASQVLYGAGLPLGD. . . M1 151 MTP
14b MPAASSSASPISRTGEDKREVSPPQERMPG. . . M119 33 MTP
17 MVLFTHSLKALAAFALFALPFCIDAHPISA. .. M1 49 SP
27 MRSPALLLLLLFAIEVIATGGSGEPSGAQG. . . M1 51 SP
29 MAPIAKTVCVASRFSPSPLSAFSLLVLISL. . . M1 93 MTP
29b MIPSPFPAQVVWPLLLLTEMVPRPRPSLVQ. . . M59 35 SP
29c MVPRPRPSLVQALSVA M78 16 MTP
30 MKFTILSIMALAAAVSVSALPSDSAAVRAR. . . M1 96 SP
30b MALAAAVSVSALPSDSAAVRAREVDPMAQF. . . M9 88 OP
30c MAQFASLHMLERRGLSNGKKCKEDSQCDSD. . . M35 62 OP
30d MLERRGLSNGKKCKEDSQCDSDFCKNPGWF . . . M43 54 OP
31 MKTVTIAFLALASLALILGSQASAAPPQHL. . . M1 50 SP
33 MTASVRGFITLLPFLLLLLAAS M1 22 SP
34 MILRILGPLVFTMAVAGVLCSAAPNPTGAT. . . M1 59 SP
34b MAVAGVLCSAAPNPTGATIAWRKVSAGPTT. . . M13 47 OP
36 MKITSFGLAAIALALMADNTEALPAIRNY M1 29 SP
46 MKYLQFLAAVAAVSAFSGPVLAGSSVENTN. . . M1 42 SP
52 MLASTRWICALLPLLIATLIVVAGPLPSYD. .. M1 39 SP
53 MVSTKTCTASVLALTLVACVDASLHRRDGS. . . M1 37 SP
56 MASSSSAASLFATECLLYSTASSSTLVGSM. . . M1 66 OP
56b MGLTTVAAPSSTSALFTFKGVSDPAFHSVT. . . M30 37 OP
62 MRLLPRDTSLNAVASALSLATANYKPIPQL. . . M1 91 OP
63 MRFSSSLLLILAAITATNAASVDESAAKPI. . . M1 128 SP
67 MKLSIITTLLGLVLTASSAVQATPAIPSQL. . . M1 35 SP
73 MLRILSSMLKLCLNFTFFGLMLTSVNAAPP. . . M1 56 SP
73b MLKLCLNFTFFGLMLTSVNAAPPTSQLNDI. . . M8 49 SP
73c MLTSVNAAPPTSQLNDIGEALRPQDSISTE. . . M22 35 OP
74 MKLLSLVAATLALVATTASADPSVEALNLP. . . M1 47 SP
74b MSKHPLSMQRREAMLN M32 16 MTP
77 MQLSSLLLTASLLVSSVVCAPAAVASFGTS. . . M1 119 SP
77b MLKRQYENTNWDNVMLGRDTMEELEKRIVY. . . M36 84 OP
77c MLGRDTMEELEKRIVYNPHITSPTAATVWT. . . M50 70 OP
77d MEELEKRIVYNPHITSPTAATVWTAGQTYT. . . M56 64 OP
83 MLLLNHKLILLAFLVLALFLNAADSVEA M1 28 SP
101 MPSKIALSISVLTAALGMVSAAPHYEYKSY. . . M1 72 SP
101b MVSAAPHYEYKSYNAGHNVESVVENKLVDA. . . M18 55 OP
102 MYNLFSLFALCLAVAATVHASSQCDSGLSK. . . M1 54 SP
142 MKLSFTIVATAALVASCTFAAPTPASSKLA. . . M1 60 SP
162 MRFSTATGFRARIGSASSMLLVLALLAVTL. . . M1 38 MTP
162b MLLVLALLAVTLLSTPVTAM M19 20 SP
169 MRPTVFTVASLAVLSVLG M1 18 SP

Tab. 3.6: Auflistung der mit iPSORT analysierten Peptidsequenzen positiver YSST-
Klone. Die Analyseergebnisse der Peptide, welche ab dem erst mdglichen ATG beginnen,
sind fett gedruckt. Folgende Peptide bekamen den Anhang a, b, ¢, usw. Met. = Methioninpo-
sition, AS = Aminosauren, Erg. = Ergebnis.
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YSST Peptidsequenz Met. AS Erg.
23 MNTQLSRTQFQFQPFHLVTPSPWPLLTSFA. . . M1 39 SP
35 MLTLLLIIPLVGALMLAPMQGNTRQSESQM. . . M1 45 SP

35b MLAPMQGNTRQSESQMKRLALGTSLINFVL. . . M15 31 OP
35¢ MOQGNTRQSESQMKRLALGTSLINFVLS M19 27 OP
35d MKRLALGTSLINFVLS M30 16 SP
43 MLAAAKYIGSGVAALGLIGAGIGVGIVFAA. . . M1 51 SP
42 MITYTIMSNTLLLTVLISLLSNTFQVVAMN. . . M1 117 SP
42b MSNTLLLTVLISLLSNTFQVVAMNANEEAM. . . M7 111 SP
42c MNANEEAMFQFAVKTMSGITTDAIFSYQPP. . . M29 89 OP
42d MPLSFLVSPRWLHKINVFLIRSTSFHVLLI. . . M68 50 OP
79 MISYELIYSAAVLAVILLCGTFNITEIIES. .. M1 48 SP
97 MGYLFMACGLSQYNVALFHLVNHAFFKALL. . . M1 47 OP
97b MACGLSQYNVALFHLVNHAFFKALLFLAAG. . . M6 42 OP
103 MLYLHGGGFSLGSVAFYAEALIRIVTKICA. .. M1 52 MTP
113 MAYHRGSEFEIGSRYPRSLLSRSFSRPLQV M1 66 MTP
113b MVTVIFWSVLSGPTSLADPYSI M45 22 MTP
175 MWNFGSLLGVCLIIQILTGVFLAMHYTPS. . . M1 43 SP
175b MHYTPSVDLAFISVEHIMRD M24 20 OP
24 MLERLPATLVHGSLNLSRNNIRHAMAPYLL. . . M1 42 OP
24b MAPYLLAQLVVPLLMQLL M25 18 SP
58 MALYRSDCSLFGYISLFFLLRLTPAASAET. . . M1 32 SP
130 MLSLTAFGITFFAAVVAISTVIT M1 24 SP
131 MSASLLIGRGAATVLVAGNVLGRLSKPNAT. . . M1 53 SP
131b MRSHSCRISGRVGGTSTMS M35 19
136 MRLGRARHHNVKNTGIFAHTLLFLFAGLDY. . . M1 54 OP
145 MLAQVPIKMCFAWGVLLTLVCDGTAAAVID. . . M1 93 SP
145b MCFAWGVLLTLVCDGTAAAVIDACLLQRYL. . . M9 85 SP
16 MIPAMLYQGSLCKGLFLAWLTLGWFVFFSL. . . M1 38 SP
16b MLYQGSLCKGLFLAWLTLGWFVFFSLFIFG. . . M5 34 SP
64 MVRPTEKQAVPYLTMVAYLQLEKVAVQGQR. . . M1 33 OP
64b MVAYLQLEKVAVQGQRYAAE M14 20 OP
65 MRSLHFATLLLTSAPLLSPSSP M1 22 SP

Tab. 3.7: Auflistung der mit iPSORT analysierten Peptidsequenzen falsch positiver
YSST-Klone. Die Analyseergebnisse der Peptide, welche ab dem erst méglichen ATG be-
ginnen, sind fett gedruckt. Folgende Peptide bekamen den Anhang a, b, ¢, usw. Met. =
Methioninpaosition, AS = Aminoséauren, Erg. = Ergebnis.

Das Ergebnis der Signalpeptidanalysen zeigte, daf3 sowohl in positiv (Tab. 3.7), als auch
falsch positiv klassifizierten YSST-Klonen, zum tUberwiegenden Teil Signalpeptide identifiziert
wurden (Tab. 3.8). Demnach kodierten bei 79 % der positiven Klone die jeweils auf das erst
mdgliche ATG folgenden Basen fir Signalpeptide. Weitere 11 % besalRen statt dessen
stromabwartsgelegene, signalpeptidkodierende Sequenzabschnitte in frame zu suc2“s" bei
denen ebenfalls eine mdgliche Nutzung als Translationsstartpunkt in vivo in Frage kam. Fir

falsch positiv selektierte Kandidaten war der Anteil identifizierten Signalpeptide mit 67 % ab
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dem ersten ATG, bzw. bei einem weiteren Klon (5 %) an anderen Sequenzabschnitten, ge-

ringer.

positive Klone

Vorhersage 1. ATG andere ATGs
Anzahl % | Anzahl %

Signal Peptid 23 79 26 90
mitochondr. Transitpeptid 4 14 - -
anderes Peptid 2 7 - -

insgesamt 29 100 29 100

falsch positive Klone

1. ATG andere ATGs

Anzahl % | Anzahl %

Signal Peptid 12 67 13 72
mitochondr. Transitpeptid 2 11 - -
anderes Peptid 4 22 - -

insgesamt 18 100 18 100

Tab. 3.8: Zusammenfassung des Ergebnisses der iPSORT Analyse aller YSST-Klone.

3.3 Genomweite ldentifizierung signalpeptidkodierender Sequen-
zen in silico.

Die zu Begin dieser Arbeit nahezu vollstandig vorliegende Genomsequenz von U. maydis bot
die Mdoglichkeit, alle theoretischen Signalsequenzen in silico und somit neue, evtl. bisher
nicht annotierte, Gene zu identifizieren. Fir die Durchfihrung dieser funktionellen Analyse
wurde das PERL-Skript PS-1 (vgl. M&M und Abb. 3.4) entwickelt. Dieses extrahierte aus der
genomischen Sequenz, zunachst alle peptidkodierenden Sequenzfragmente, welche mit
einem ATG begannen und auf einer Lange von 90 bp von keinem Stop-Kodon unterbrochen
wurden. Die dabei gesammelten DNA-Fragmente Ubersetzte PS-1 anschlieend in Amino-
sauren und transferierte sie zur Analyse an iPSORT. Die erhaltenen iPSORT-Ergebnisse
wurden schlie3lich von PS-1 Gbernommen, in eine Datenbank Ubertragen und tabellarisch
zusammengestellt (Tab. 3.8). Demnach kodierte die Genomsequenz von U. maydis flr
knapp 300.000 Peptidsequenzen mit Initiatormethionin, die eine Mindestlange von 30 Ami-

nosauren besitzen. Von diesen wurden ca. 22000 (8 %) als Signalpeptide vorhergesagt, was
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Genomsequenz
< < < -
. . . — — —

PERL-Skript PS-1

1. Extraktion von 90 bp
Fragmenten mit Start-
ATG, ohne Stop-Kodon

2. Ubersetzung in Protein-
sequenzen

3. IPSORT Analyse

}

\Vorhersage: Signalpeptid (SP), mitochondriales Transitpeptid (MTP),
anderes Peptid (OP, cytosolisch, nuclear)

Abb. 3.4: Funktionsschema des PERL-Skripts PS-1 zur genomweiten ldentifizierung
von Signalpeptiden.

etwa der 3,5fachen Anzahl annotierter U. maydis Gene entspricht. Analog zu der in Abschnitt
3.2.1 durchgefihrten Zuordnung nicht redundanter YSST-Klone, wurden die identifizierten
Signalpeptide mit genkodierenden Bereichen abgeglichen (Tab. 3.9).

Ergebnis Anzahl %
Signalpeptide (SP) 22411 8
Mitochondriale Transitpeptide (MTP) 118.832 40
andere Peptide (OP) 154.487 52
analysierte Peptide insgesamt 295.730 100

Tab. 3.8: Ergebnis der genomweiten iPSORT-Analyse

Demnach stimmten 4 % der Signalsequenzen mit den N-Termini annotierter Gene Uberein,
wahrend sich ein Drittel innerhalb dieser Gene befand und 64 % in nicht annotierten Genom-
bereichen zu finden waren. Diese Zahlen stellten eine Umkehr des Ergebnisses der Signal-
peptidselektion in Hefe dar, bei welcher knapp 62 % der detektierten Signalsequenzen dem
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Zuordnung iPSORT YSST
Anzahl % |Anzahl %
N-Terminus annotierter Gene 900 4 29 62
innerhalb annotierter Gene 7.100 32 15 32
intergenische Bereiche 16.411 64 3 6
Signalpeptide insgesamt 22.411 100 47 100

Tab. 3.9: Genomische Zuordnung der in silico identifizierten Signalsequenzen und
Vergleich mit den Ergebnissen der Signalpeptidselektion.

N-Terminus eines Gens entsprachen, wahrend 16 % aul3erhalb von Genen lokalisiert waren.
Der Anteil der intergenischen signalpeptidkodierenden Sequenzen war dagegen in beiden
Ansatzen identisch.

3.4 Identifizierung von Proteinen des sekretorischen Transportwe-
ges in silico.

Das annotierte Genom des U. maydis Stamms Um521 umfal3t 6522 potentielle Gene, sowie
200 Kleinere offene Leserahmen von ca. 150 bp, bei welchen es sich mdglicherweise um
funktionale Gene handeln kdnnte. Die abgeleiteten Proteinsequenzen wurden mit den Com-
puterprogrammen iPSORT und TargetP (Emanuelsson et al., 2000) analysiert. Beide Pro-
gramme identifizierten zusammen insgesamt 1055 Sequenzen mit Signalpeptiden und erziel-
ten bei 700 Signalpeptiden Ubereinstimmung. Dagegen wurden 239 Signalpeptide exklusiv
von TargetP, bzw. 116 von iPSORT, vorhergesagt. Die Analyseergebnisse fur die beiden
anderen Peptidklassen sind in Abb. 3.5 zusammengefalit.

46



Ergebnisse

.

3349 iPSORT
(492

«s’%

TargetP iPSORT Ubereinst. Insgesamt
SP 939 816 700 1055
MTP 1604 1766 1078 2292
OoP 3979 3940 3349 4570
insgesamt 6522 6522 - -

Abb. 3.5: Vergleich der TargetP und iPSORT Analysen des U. maydis Genoms. Ovale
beinhalten die Anzahl Gbereinstimmender Ergebnisse beider Programme, wahrend die Pfeile
gegensatzliche Vorhersagen symbolisieren. So bestimmte TargetP z. B. 140 Signalpeptide,
die dagegen von iPSORT als MTPs identifiziert wurden. Umgekehrt waren es jeweils 34 Se-
quenzen.

3.5 Charakterisierung ausgewaéahlter Gene.

Aus den Ergebnissen der molekularbiologischen und bioinformatischen Analysen wurden
Gene, welche wahrscheinlich fur Zellwand- und Zelloberoberflachenproteine kodieren einge-
hender charakterisiert (Tab. 3.11), da diese an Wirt-Pathogen Interaktionen beteiligt sein
kénnten. Hierzu z&hlten die Genprodukte der ump-Genfamilie (UMP1-6; Ustilago Mannopro-
tein), bei denen es sich wohlmdglich um integrale, an der Zelloberflache exponierte Zell-
wandproteine handelt. Mit YSST 29 wurde ein weiteres Zellwandprotein, welches auf Grund
einer expansindhnlichen Domane an der Umstrukturierung der pilzlichen Zellwand aber auch
an der Desintegration der Pflanzenzellwand beteiligt sein kénnte, ausgewahlt. Aus den bioin-
formatischen Analysen waren mit den Glyoxaloxidasen (GLO1-3) moégliche Zellwand und
Membranproteine hervorgegangen, von denen glol bereits als ein fir die pathogene Ent-
wicklung essentielles Gen identifiziert wurde (Aichinger et al. 2004).

Eine zweite Gruppe von Genen kodierte fiir putative Proteine der Zelloberflache, welche in

hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Pilz und Pflanze oder an Prozessen der Wirtszell-
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anhaftung und —erkennung beteiligt sein kdnnten. Hierzu z&hlte RPH1 (repetetive protein
and hydrophobin), ein bifunktionales Protein mit einer dem Repellentprotein REP1 ahnlichen
Doméane sowie einer HUM2-homologen Hydrophobindoméne. Zwei weitere Proteine, RSP1
und RSP2 wurden als mogliche, repetitive Oberflachenproteine identifiziert, welche, analog
zu REP1 und RPH1, durch eine KEX2-ahnliche Protease prozessiert und in kleinere Peptide
unbekannter Funktion unterteilt werden konnten. Schlie3lich wurde das wahrscheinlich far
die Prozessierung dieser repetitiven Proteine verantwortliche Endoproteinasegen umkex2

charakterisiert.

Protein YSST Homologie
UMP1 13 Makrophage Activating Glycoprotein
UMP2 - Makrophage Activating Glycoprotein
UMP3 - Makrophage Activating Glycoprotein
UMP4 - Makrophage Activating Glycoprotein
UMP5 - Makrophage Activating Glycoprotein
UMP6 - Makrophage Activating Glycoprotein
YSST29 29 Expansin
GLO1 - Glyoxaloxidase
GLO2 - Glyoxaloxidase
GLO3 - Glyoxaloxidase

RSP1 46 Repellent Protein und Hydrophobin
RSP1 142 keine

RSP2 - keine

UMKEX2 - Kexin

Tab. 3.11: Ubersicht eingehender charakterisierter Proteine. Angegeben sind bereits
bestehende oder in dieser Arbeit vergebene Gennamen, sowie die Homologie dieser Gene.
Zugehdrige YSST-Klone sind, so weit vorhandenen vermerkt. Analysen: Y, Signalpeptidse-
lektion (,,Yeast Signal Sequence Trap“); C, Computeranalyse; G, GFP Lokalisationsstudien;
D, Gendeletion (,Knockout").

3.5.1 Charakterisierung zellwandassoziierter Proteine

Die pilzliche Zellwand ist fir Wachstum und Entwicklung von grof3er Bedeutung. So werden
Anderungen der Zellmorphologie und polares, apikales Wachstum durch stetige Umlagerung
und Neusynthese von Zellwandpolymeren bewerkstelligt (Wessels, 1993). Somit ist die Zell-
wand auch fur die, wahrend der Pathogenese ablaufenden, Wechselwirkungen zwischen Pilz
und Wirtspflanze essentiell und wurde in der Vergangenheit als moglicher Angriffspunkt fir
neu zu entwickelnde Fungizide ausgemacht (Gozalbo et al., 1993).

3.5.1.1 UMPL, ist homolog zu Mannoproteinen aus C. neoformans.

Die abgeleitete Proteinsequenz des mit YSST13 assoziierten Gens (UM06162.1) zeigte si-
gnifikante Ahnlichkeit zu MP88, einem die Immunantwort von Maus T-Zellen stimulierenden,
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388 AS umfassenden Mannoprotein des humanpathogenen Basidiomyceten Cryptococcus
neoformans (Huang et al. 2002). YSST13 wurde daher fortan als UMP1 (Ustilago maydis
Mannoprotein 1) bezeichnet. Umpl befindet sich auf Chromosom XXII und war in Teilse-
quenzen in den EST-Klonen CF639578.1 und CF644706.1, aus der EST-Bibliothek des di-
ploiden, filamentds wachsenden U. maydis Stamms FBD12, reprasentiert. Das Gen besitzt
ein Intron und kodiert fiir ein Protein von 381 AS. Neben dem Signalpeptid weist UMP1 ver-
schiedene mdgliche N-Glycosilierungsmotive auf. Der C-Terminus beinhaltet eine serin- und
threoninreiche Region, mit zahlreichen mdglichen O-Glycosylierungsstellen und wird von
einer Transmembrandomain, der eine GPI-Anker Prozessierungsstelle voransteht, abge-
schlossen (Abb. 3.6). Somit kénnte UMP1, wahrend seiner Passage durch das Endoplas-
matische Retikulum und den Golgi-Apparat, moglicherweise zahlreichen Glycosylie-
rungsschritten unterliegen. Bei MP88 deuten experimentelle Befunde darauf hin, dal3 es sich
hierbei um die Anlagerung von Mannosylresten handelt, welche das Molekulargewicht der
Primarsequenz von 38,7 auf 88 kD im glycosylierten Protein erhéhen (Huang et al. 2002).

In computergestitzten Sequenzanalysen wurde das U. maydis Genom mittels TBLASTN
(Altschul et al., 1990) nach weiteren zu umpl-homologen Genen durchsucht. So konnten
funf weitere Gene identifiziert werden, die in Teilbereichen verschieden signifikante Homolo-
gien aufwiesen. Die Genfamilie der umpl-homologen spaltete sich in zwei Gruppen auf. In
die erste Gruppe gliederten sich neben umpl die Gene ump2, ump3 und ump5 ein, welche
in ihrer Domanenstruktur &hnlich organisiert waren (Abb. 3.6). Als Besonderheit waren
UMP1 und UMP2 auf Aminosaureebene zu 75 % identisch (Abb. 3.7). Die zweite Gruppe
bildeten ump4 und ump6, deren abgeleitete Genprodukte zu 43 % identisch waren und nur in
kurzen Sequenzbereichen Homologien zu UMP1 aufwiesen. Ansonsten waren, mit Ausnah-
me des Signalpeptids, keine Gemeinsamkeiten bezlglich der Domé&nenstruktur mit UMP1
festzustellen. So enthielten beide Sequenzen deutlich weniger Glycosylierungsstellen wah-
rend serin-/threoninreiche Sequenzabschnitte und ein hydrophober C-Terminus fehlten. Die
C-Termini beider Proteine wiesen statt dessen mehrere basische Aminosauren auf, bei de-

nen es sich um KEX2-Prozessierungsmotive handeln kénnte.
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Abb. 3.6: Schematische Ubersicht der UMP1-homologen Proteine. Die Abbildung ist
malfistabsgetreu. Fir die Sequenzanalysen wurden die Programme Net-OGlyc (O-
Glycosilierungsmotive), Net-NGlyc (N-Glycosilierungsmotive), TargetP (Signalpeptide),
TMHMM (hydrophobe Doménen) und DGPI (GPI-Prozessierung) eingesetzt (vgl. M&M).
Weitere Erklarungen im Text.
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UMP1 .. .MKAVS. .AAALVALVAG QS. . .VAPFSYETPSPNYPGYK BNGPTNPSEP 15 INQTSIBE] LﬁSV 72
UMP2 MFFSKAVSSVMGATVLAAAA QASSSVPAFTYETANPDYPGYKSINNRNE VNS TS 15 INQTS\YS] INST 80
MP88 ... MIBKVALGAAAAL AN . VNA( SN GPTNPS|P) NINQTSH LIWAT 60
UMP1 d QVPGT I IGNVIZGETYAY[@ TKIZ NN AR BEAEFVKTPL Y QMUY eleInvE GDEGGELDPHGATI 152
UMP2 d PGTGQPLADVIZE T TAYAY (@ TKIZSINNNAVER D] TGRIFVKTPL OLMA BIEIRGDEGGELDPHGATI| 160
MP88 d PEPDSVIGD EENARWEVOIZRNNNAERZINE . AW FVKTPLY[yOulele] 12i0\IK0)d CDEGGELDPHGATE 139
UMP1 IGNPVGGNVTENYS! SYNG,I[@FINT| GSEQAPTM ECQHIELD) NYA! I CDGDRA 232
UMP2 IGNPVGGNVTENYS! SANG I{@F)x GSEQAPTRLINEG]: TIND NYA IHICDGDEA 240
MP88 GNPVGGNVT] S YDOFOLINT@ISENSTY S ALINIHE@):! &S . DTNIyS|TE[@in/eis S 218
UMP1 [YPP! PD OF B TTYS GAADQVNS TALNESHNE SINSING K TAS T S| IVES...... SSi 306
UMP2 YPP! PD ol DMTVDETVYS GAADQTINZOANESHNZAIRSINCOIT ST T IVES...... TSk 314
MP88 [YPP! I S| TN . [€DGSLGI{WTQGE ZOTEN NS ARSING KN Y TSV L INAGSVNSTI 297

UMP1 APTSS| SISGSMAT. . . . SAPRS .BATTEGS . €8SNSNS GSEEGASSVEVASAFETFASLA, AYL 380
UMP2 VPSS SSIEVAKVTSTKSSSEGS SGSSG . §SGSEGSSESSGSS! SS GSGSSEYAASSEASKTLANSH ASA 393
S

MP88 AATNSEEGGERSAATGSSSSGET. GSSAGEGS! TAAA DSSEE . . . TSR WMSNEINYGTA ISVV 374

UMP1 ) 381
UMP2 ATALIAMIAGAMM 406
MP88 ALVAGAGSFLL. . 385
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{ UMP1|UM06162.1
UMP2|(UM03660.1)
MP88
UMP3|UM00309.1
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' UMP6|UM02921.1
UMP5|UMO3349. 1

0.1

Abb. 3.7: Homologie der UMP Proteine. A) Sequenzalignment von UMP1, UMP2 und
MP88 B) Dot-Blot zwischen UMP1 und UMP2. Die Proteinesequenzen zeigen 75%ige
Ubereinstimmung. C) Dendogramm eines Sequenzvergleichs der sechs UMP-homologen
und MP88.
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3.5.1.2 Untersuchungen zur zellularen Lokalisation von UMP1 und UMP2.

Zur Bestimmung ihrer zellularen Lokalisation wurden UMP1- und UMP2-eGFP Reporter-
stamme hergestellt. Dazu wurden beide Gene durch Klonierung in den Vektor pCA123 (Ai-
chinger et al., 2004) C-terminal mit eGFP fusioniert. Die Fusionsproteine standen somit unter
Kontrolle des in U. maydis konstitutiven otef Promotors (Spelling et al., 1996). Die daraus
hervorgehenden Plasmide pCA123-UMP1, bzw. -UMP2 wurden linearisiert und ektopisch in
den cbx-Locus rekombiniert. Die Insertion der eGFP-Fusionskonstrukte wurde mittels Ganz-
zell-PCR uberpruft und die amplifizierten DNA-Fragmente sequenziert. AnschlieRend wurde
die Expression der Fusionsproteine mit Hilfe eines eGFP-spezifischen Antikorpers in We-
stern-Analysen kontrolliert (Abb. 3.8 und 3.9). Die Proteinbanden der UMP-eGFP-
Fusionsproteine konnte bei 90 kD (UMP1) bzw. 95 kD (UMP2) nachgewiesen werden. Nach
Abzug des eGFP-Anhangs errechneten sich somit Molekulargewichte von 63 kD (UMP1),
bzw. 68 KD (UMP2). Die Differenz zu den abgeleiteten Molekulargewichten der Primérse-
quenzen (38 kD, UMP1; 38,7 kD, UMP2) konnte auf Glycosylierungsschritten beruhen. Un-
terhalb der Bande der Fusionsproteine fand sich jeweils noch ein zweites Signal auf Hohe
des in Umb21otef-GFP nativ exprimierten eGFP, welches wohimdéglich Prozessierung oder
Abbau der konstitutiv exprimierten Fusionsproteine aufzeigte. In Proteinpraparationen von
jeweils drei unabhangigen eGFP-Reporterstammen, konnte fur die UMP1-Fusion nur eine
schwache Proteinexpression festgestellt werden, wahrend UMP2-GFP stark exprimiert wur-
de. Im Rahmen der lichtmikroskopischen Charakterisierung der UMP1-GFP Reporterstamme
konnte Fluoreszenz lediglich in den Vakuolen festgestellt werden. In diesen Zellkomparti-
menten schien das Abbauprodukt der Gesamtfusion zu akkumulieren. Auf Grund der schwa-
chen Expression war eine Aussage zur Lokalisierung von UMP1-GFP nicht mdglich. Bei der
fluoreszenzmikroskopischen Charakterisierung der UMP2-GFP Reporterstamme (Abb. 3.9-
B), trat erneut ein starkes Fluoreszenzsignal in der Vakuole in Erscheinung, welches sich
vermutlich auf die im Western-Blot erkennbare, separate GFP-Bande zurlckfiihren liel3. Die-
se konnte von einer moglichen Prozessierung des C-Terminus oder vom Abbau des Uberex-
primierten Fusionsproteins herrihren. Zusatzlich konnte GFP-Fluoreszenz in der Peripherie
des Zellkerns, sowie diffus verteilt innerhalb der Zelle nachgewiesen werden. Es kdnnte sich
hierbei um UMP2-GFP handeln welches durch das Endoplasmatische Retikulum, mit seiner
innersten, den Zellkern umgebenden Membranschicht, transportiert wird.
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Abb. 3.8: Bestimmung der subzellularen Lokalisation des UMP1-eGFP Fusionsprote-
ins. A: Immunodetektion von UMP1-eGFP. Neben einer nur schwachen Fusionbande von
ca. 90 kD konnte auch ein Abbau- oder Prozessierungsprodukt detektiert werden (rechte
Spur). Als Kontrolle diente die Proteinpraparation eines eGFP nativ exprimierenden
Stamms. B: Subzellulére Lokalisation von UMP1-GFP. Fluoreszenz konnte ausschlieflich in
Vakuolen festgestellt werden.

-27kD

Abb. 3.9: Analyse der subzelluldren Lokalisation des UMP2-eGFP Fusionsproteins. A)
Immunodetektion von UMP2-eGFP. Neben der Fusionbande bei ca. 95 kD konnte auch ein
eGFP-Abbau oder —Prozessierungsprodukt detektiert werden (rechte Spur). Als Kontrolle
diente die Proteinpréaparation des eGFP nativ exprimierenden Stamms Um521otef-GFP (lin-
ke Spur). B) Subzelluldre Lokalisation von UMP2-GFP. Das Fluoreszenzsignal war in der
Vakuole (V), in der Peripherie des Zellkerns (N), sowie diffus verteilt im Endoplasmatischen
Retikulum zu sehen.

53



Ergebnisse

3.5.1.3 Die Einzeldeletionen von umpl und ump2 haben keinen Einfluf3 auf die Pa-

thogenitat.

Um Einblick in die biologische Funktion von umpl und ump2 zu erlangen, wurde die Gene
jeweils in den genetisch kompatiblen Stammen Um521 (albl) und Um518 (a2b2) deletiert.
Dazu wurden nach der von Brachmann (2003) beschriebenen Strategie zwei jeweils etwa 1
kb grofRe 5" und 3" flankierende DNA-Bereiche des ORFs amplifiziert und mit einer Hygro-
mycin B-Resistenzkassette ligiert. Die Deletionskassetten wurden in U. maydis transformiert
und durch homologe Rekombination gegen die Wildtyploci ausgetauscht (Abb. 3.10 und
3.11). Die Transformanten wurden zun&chst mittels Ganzzell-PCR nach Nullmutanten durch-
sucht und die homologe Rekombination bei entsprechend vorausgewahlten Stammen mittels
Southern-Analyse bestatigt .
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[ ]
Sacl
Sacl Sad  °MOBP g
1bp 381? bP goqf 7627 bp
! 5226 bp; :
i “mpll rfé
i Hyg"  rf '
1 kb | 6292bp 8179 bp
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung der Konstruktion von ump1-Deletions-stammen
und Southern-Analyse der putativen Deletionsklone. A) Schematische Darstellung des
umpl-Locus vor und nach der homologen Integration der Hygromycin B-Resistenzkassette.
Angegeben sind die fir die Integration amplifizierten und an die Hygromycin B-
Resistenzkassette ligierten flankierenden DNA-Abschnitte (If: linke Flanke; rf: rechte Flanke),
sowie die Schnittstellenpositionen des fir die Southern-Analyse verwendeten Restriktions-
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enzyms (Sacl). Hyg®: Hygromycin B-Resistenzkassette; KO: Gendeletion, "Knockout"; WT:
Wildtyp. Die Abbildung ist Mal3stabsgetreu. B) Fir Southern-Analysen wurde genomische
DNA aus den erhaltenen Transformanten und den jeweiligen Ausgangsstdammen 518 und
521 isoliert und nach Sacl-Restriktion elektrophoretisch aufgetrennt. Als Hybridisierungsson-
de wurde die DIG-dUTP-markierte linke DNA-Flanke (If) eingesetzt. Im Autoradiogramm
zeigten sich die Signale des Wildtyplocus (3819 bp) bzw. der homolgen Insertion der Hygro-
mycin B-Resistenzkassette (5778 bp). Nicht bezeichnete Klone weisen keine Deletion des
umpl-Locus, sondern ektopische Insertionen der Hygromycin B-Kassette auf.
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Abb. 3.11: Schematische Darstellung der Konstruktion von ump2-Deletions-stammen
und Southern-Analyse der putativen ump2-Deletionsklone A) Schematische Darstellung
des ump2-Locus vor und nach der homologen Integration der Hygromycin B-
Resistenzkassette. Angegeben sind die fir die Integration amplifizierten und an die Hygro-
mycin B-Resistenzkassette ligierten flankierenden DNA-Abschnitte (If: linke Flanke; rf: rechte
Flanke), sowie die Schnittstellenpositionen des fur die Southern-Analyse verwendeten Re-
striktionsenzyms (Sacl). HygR: Hygromycin B Resistenzkassette; KO: Gendeletion, "Knock-
out"; WT: Wildtyp. Die Abbildung ist Mal3stabsgetreu. B) Fir Southern-Analysen wurde ge-
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nomische DNA aus den erhaltenen Transformanten und den jeweiligen Ausgangsstammen
518 und 521 isoliert und nach Sacl-Restriktion elektrophoretisch aufgetrennt. Als Hybridisie-
rungssonde wurde die DIG-dUTP-markierte rechte DNA-Flanke (rf) eingesetzt. Im Autora-
diogramm zeigten sich die Signale des Wildtyplocus (1457 bp) bzw. der homolgen Insertion
der Hygromycin B-Resistenzkassette (3909 bp).

Die bestatigten Nullmutanten Um521Aumpl / -Aump2 und Um518Aumpl / -Aump2 wiesen
keine zum Wildtyp erkennbaren Unterschiede in Wachstum und Zellmorphologie auf. Weiter-
fuhrend wurde das Kreuzungsverhalten jeweils kompatibler Stdmme auf aktivkohlehaltigem
Festmedium untersucht (Abb. 3.12 und 3.13). Bei diesem Bioessay kann die Ausbildung des
filamenttsen Dikaryons, nach Mischung genetisch kompatibler Stamme, verfolgt werden. Bei
Wildtypkreuzungen erscheinen Kolonien gebildeter Myzelien fusselig (Fuz*-Phanotyp) und
durch Lufteinschliisse in den Zellwénden in tiefem Weil3 (Day und Anagnostakis, 1971; Ba-
nuett und Herskowitz, 1988). Auch im Kreuzungsverhalten konnten keine Beeintrachtigungen
gegeniuber dem Wildtyp festgestellt werden.

Um521

Um521Aumpl-4

Um521Aumpl-2

Abb. 3.12: Kreuzungsverhalten der umpl-Deletionsmutanten. Die angegebenen Stam-
me wurden einzeln und in Kombination auf aktivkohlehaltiges Medium aufgetropft und 48 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Dikaryotische Filamente erscheinen als weil3e, and den Ran-
dern fusselige Kolonien (fuz*-Phanotyp).
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um521

Um521Aump2-11

Um521Aump2-12

Abb. 3.13: Kreuzungsverhalten der ump2-Deletionsmutanten. Die angegebenen Stam-
me wurden einzeln und in Kombination auf aktivkohlehaltiges Medium aufgetropft und 48 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Dikaryotische Filamente erscheinen als weil3e, and den Ran-
dern fusselige Kolonien (fuz*-Phanotyp).

Schlie3lich wurde in Pathogenitétstests ein moglicher Pathogenitatsbezug von umpl und
ump2 untersucht. Hierzu wurden zwei Wochen alte Maispflanzen der Sorte ,Gaspar Flint"
mittels Tropfinfektion infiziert und nach drei Wochen bonitiert. (Tab. 3.12). Es konnten weder
in Bezug auf Tumorbildung und —Entwicklung, noch bei der Brandsporenbildung, Abwei-
chungen vom Wildtyp festgestellt werden. Demnach scheinen die Verluste von UMP1 und
UMP2 jeweils keinen EinfluR auf die pathogene Entwicklung von U. maydis zu besitzen oder

durch redundante Genfunktionen kompensiert werden zu kdénnen.

Infektion Tumorbildung % vom Wildtyp
Umb521 x Um518 29/30 100 %
Um521Aumpl x Um518Aumpl 27130 93 %
Umb521 x Um518 27129 100 %
Um521Aump2 x Um518Aump?2 281730 94 %

Tab. 3.12: Auswertung der umpl und ump2 Pathogenitatstests. Die Bonitur erfolgte drei
Wochen nach Infektion. Angegeben sind die Anzahl der Pflanzen mit Tumorbildung im Ver-
gleich zur Gesamtzahl der Infizierten Pflanzen.

3.5.1.4 Die funf UMP1-homolgen Proteine besitzen funktionelle Signalpeptide.

Fur die abgeleiteten Proteinsequenzen der zu umpl homologen Gene ump2, ump3, ump4,
ump5 und ump6 wurde in computergestitzten Sequenzanalysen jeweils ein moégliches Si-

gnalpeptid vorausgesagt (vgl. 3.4). Die Funktionalitat der in silico identifizierten Signalse-
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guenzen wurde mit Hilfe der Signalpeptidselektion in vivo gegengeprtft. Dazu wurden jeweils
5’-kodierende Bereiche von ca. 300 bp Lange in den Invertasevektor pRK18 kloniert, und
dem Testsystem der Signalpeptidselektion zugefiihrt (Abb. 3.14). Als Besonderheit wies die
Proteinsequenz von UMP2 zwei mdgliche N-terminale Methionine, im Abstand von 10 AS
auf, welche beide einem ma@glichen Signalpeptid voranstehen und in separaten Subklonen
(ump2-M1 und ump2-M2) getestet wurden. Alle Fusionsklone zeigten - bis auf eine Ausnah-
me - nach 3 bis 10tagiger Inkubation, Wachstum auf Saccharose Medium. Dabei wiesen die
Klone ump4-M1 und ump5-M1 eine verzdgerte, erst nach 8 Tagen sichtbare Koloniebildung
auf, wahrend ump2-M1, ump3-M1 und ump6-M1 sich bereits nach 3 Tagen als positiv her-
ausstellten. Der Subklon ump2-M2 wuchs dagegen nicht und enthielt demnach kein in Hefe

funktionales Signalpeptid.

sb YRA 3d, 30 °C YEPSA, 3-10 d, 30 °C

BY4347Asuc2
Vektor (pRK18)
pholl
ump2-M1
pII® © © ¢ =
RV @ @ @ & =
W@ @ @ # ¥
ump5-M1
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008w
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Abb. 3.14: Signalpeptidselektion UMP1-homologer Proteine aus U. maydis. N-terminale
Subklone wurden auf eine funktionale Signalsequenz hin getestet. Mit suc2-
Fusionskonstrukten transformierte suc2-defiziente Hefen wurden Gber Nacht auf eine ODgg
von 1 angezogen, parallel, in Verdiinnungsreihen von 1 bis 10° auf SDYF*- bzw. YEPSA-
Medium getropft und 3, bzw. 3-10 Tage bei 30 °C inkubiert. Als Negativkontrolle dienten der
untransformierte (BY4347Asuc?2), sowie der mit leeren Invertasevektor transformierte, suc2-
Hefestamm. Als Positivkontrolle wurde ein Subklon der in Hefe sekretierten, sauren Phos-
phathase PHO11 verwendet.

3.5.1.5 Sequenzanalyse von ysst29.

YSST29 ahnelte in seiner Aminosaurezusammensetzung dem extrazellularen, menschlichen
Dentin Phosphoprotein (DPP) aus der Dentinmatrix von Odontoblasten (Gu et al., 2000) und
besitzt zusatzlich eine C-terminale Domane von 96 AS, welche Homologie zu Expansinen
aus Malus domestica (Wakasa et al., 2003) und anderen Hoheren Pflanzen aufweist. ysst29

(UM01513.1) ist auf Chromosom 1l lokalisiert und kodiert fur einen einzelnen offenen Lese-
58



Ergebnisse

rahmen von 736 AS, fur welchen keine Sequenzhomologen in U. maydis existieren. Die 5 -
und 3" Enden des Gens sind jeweils in den EST-Klonen CF642968.1 bzw. CF643083.1 re-
prasentiert. Eine eingehendere Charakterisierung von YSST29 war zudem deswegen inter-
essant, da fur den N-Terminus, hinsichtlich des Vorhandenseins eines Signalpeptids, keine
Ubereinstimmende Vorhersage in silico getroffen werden konnte. So klassifizierten die Com-
puterprogramme TargetP und iPSORT die N-terminale Sequenz als Signal-, bzw. mitochon-

driales Transitpeptid.

3.5.1.6 YSST29 st eine integrale Komponente der pilzlichen Zellwand.

Um eine Aussage uber die biologische Funktion von YSST29 treffen zu kénnen wurde die
subzellularen  Lokalisation  mittels  Fluoreszenzmikroskopie  von  YSST29-GFP-
Reporterstdmmen bestimmt. Hierzu wurden der gesamte ORF, sowie ein Subklon, der 111
AS des N-Terminus kodierte, tber den Vektor pCA123 mit eGFP fusioniert und ektopisch in
den cbx-Locus integriert (vgl. M&M). Die Expression der eGFP-Fusionsproteine, in den resul-
tierenden eGFP-Reporterstammen Umb518-YSST29-GFP und Um518-YSST29 N-GFP,
wurde an Hand von Western-Analysen kontrolliert (Abb. 3.15-A). Hierflir wurde Protein aus
Zellen und Zellmedienlberstanden isoliert. Die Fusion der N-terminalen YSST29-Sequnez
mit eGFP liel3 sich in beiden Proteinisolaten des Reporterstamms Um518-YSST29 N-GFP
nachweisen, wodurch die Funktion des Signalpeptids auch in U. maydis bestatigt werden
konnte. In den Proteinproben aufgeschlossener Zellen von Um518-YSST29-GFP konnte ein
hochmolekulares GFP-Derivat bei ca. 150 kD als schwache Bande nachgewiesen werden.
Hierbei muf3te es sich um die YSST29-eGFP Vollangenfusion handeln. Da das Molekular-
gewicht der Primérsequenz —ohne Signalpeptid- lediglich 67 kD betragt, bedeutete dies, daf3
YSST29, wahrend seiner Reifung in ER und Golgi, einer posttranslationalen Modifikation zu
unterliegen scheint. Wegen der grof3en Zahl von Serinen, ist es wahrscheinlich, dal3 es sich
dabei um O-Glycosylierungen handelt. Die hochmolekulare Proteinbande des Vollangenfusi-
onsproteins konnte dagegen nicht in Proben aus Zellmedieniberstanden nachgewiesen
werden, was den Schlul3 nahe legte, da? YSST29 in vivo nicht sezerniert wird, sondern mit
der Zellwand assoziiert sein konnte. Die in der Western-Analyse gesammelten Indizien, be-
zuglich der subzellularen Lokalisation von YSST29, konnten in den sich anschlieRenden,
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der eGFP-Reporterstimme weiter untermauert
werden. So war das Fluoreszenzsignal in Um518-YSST29 N-eGFP im diffusen Netzwerk
des Endoplasmatischen Retikulums verteilt und konnte zusatzlich in der, den Zellkern umge-
benden, innersten Membranschicht des ER nachgewiesen werden (Abb. 3.15-B). Die Voll-
langenfusion in Um518-YSST29-eGFP zeigte dagegen eine eng eingegrenzte Lokalisierung.
Das Fusionsprotein war vornehmlich in apikalen Bereichen sich neu abschnirender Tochter-
zellen zu finden (Abb. 3.15-C). Diese Beobachtung und die Tatsache, daf3 die Vollangenfusi-
on in Western-Analysen nicht in Zelliberstadnden detektiert werden konnte, deuten daraufhin,
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daRR YSST29 in vivo als integraler Bestandteil der sich, als Folge von Zellteilung, umstruktu-

rierenden pilzlichen Zellwand fungieren kdnnte.

A YSST29 YSST29 N B
eGFP eGFP

eGFP Z U Z U

UM518-YSST29_N-eGFP
DIC GFP

- ~150 kD

C Um518-YSST29-eGFP

Abb. 3.15: Subzellulare Lokalisation der YSST29-eGFP Fusionsproteine. A) Immunode-
tektion der Fusionskonstrukte in Proteinpréaparationen von aufgeschlossenen Zellen (Z) und
Zellmedieniiberstanden (U). Das Vollangenfusionsprotein (YSST29-eGFP) konnte nur in
Zellaufschlissen detektiert werden, wéahrend die Fusion des nach 111 AS gestutzten Prote-
ins mit eGFP (YSST29_N-eGFP) auch in das Medium sezerniert wurde. B, C) Zellulare Lo-
kalisation der YSST29 Fusionsproteine. Die Reporterstamme Um518-YSST29 N-eGFP und
Um518-YSST29-eGFP wurden licht- (DIC) und fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die
verkurzte Fusion (B) konnte in diffusen Strukturen und kleinen Vesikeln detektiert werden,
welche wahrscheinlich dem ER und Golgi zuzuordnen sind. N: der von der innersten Mem-
branschicht des ER umgebene Zellkern. Das eGFP-Vollangenfusionsprotein (C) war in di-
stinkten, apikalen Regionen sich neu ausbildender Tochterzellen lokalisiert.

3.5.1.7 Die Deletion von ysst29 hat keinen Einflu3 auf die Pathogenitéat.

Die Akkumulation von YSST29 in Bereichen sich erweiternder Zellwénde lie3 vermuten, daf3
das Protein eine wichtige Funktion in der Morphogenese der Zellwand und somit auch der
pathogenen Entwicklung innehaben kénnte. Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden da-

her ysst29-Nullmutanten der genetisch kompatiblen Wildtypstamme Um521 (al bl) und
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Um518 (a2 b2) generiert. Hierzu wurde der ORF von YSST29 durch eine Hygromycin B-
Resistenzkassette ersetzt. Der Genautausch in den resultierenden Deletionsmutanten
Um521Aysst29 und Um518Aysst29 wurden in Southern-Analysen nachgewiesen (Abb.
3.16).
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Abb. 3.16: Schematische Darstellung der Konstruktion von ysst29-Deletionsstammen
und Southern-Analyse der putativen ysst29-Deletionsklone. A) Schematische Darstel-
lung des ysst29-Locus vor und nach der homologen Integration der Hygromycin B-
Resistenzkassette. Angegeben sind die fur die Integration amplifizierten und an die Resi-
stenzkassette ligierten flankierenden DNA-Abschnitte (If: linke Flanke; rf: rechte Flanke), so-
wie die Schnittstellenpositionen des fir die Southern-Analyse verwendeten Restriktionsen-
zyms (Sacl). HygR: Hygromycin B-Resistenzkassette. Die Abbildung ist Mal3stabsgetreu. B)
Fur Southern-Analysen wurde genomische DNA aus den erhaltenen Transformanten und
dem Wildtypstamms Um521 isoliert und nach Sacl-Restriktion elektrophoretisch aufgetrennt.
Als Hybridisierungssonde wurde die DIG-dUTP-markierte rechte DNA-Flanke (rf) eingesetzt.
Im Autoradiogramm zeigten sich die Signale des Wildtyplocus (1575 bp) bzw. der homolgen
Insertion der Hygromycin B-Kassette (3869 bp).

Die erzeugten ysst29-Nullmutanten wiesen keine Beeintrachtigungen beziiglich Zellmorpho-
logie und Wachstumsverhalten, gegeniber ihren Ausgangsstammen auf. Auch das Kreu-
zungsverhalten auf aktivkohlehaltigem Festmedium war dem Wildtyp entsprechend ausge-
pragt (Abb. 3.17). Mit Mischkulturen genetisch kompatibler ysst29-Deletionsmutanten inoku-
lierte Maispflanzen, bildeten die gleichen Pathogenitatssymptome aus, wie die mit U. maydis
Wildtypstammen infizierten Kontrollpflanzen. Demnach scheint die von ysst29 beigesteuerte
Funktion fur die Erweiterung und Neubildung von Zellwéanden keine essentielle Bedeutung

zu haben oder von anderen, nicht homologen Genen kompensiert werden zu kénnen.
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Abb. 3.17: Kreuzungsverhalten von Aysst29-Nullmutanten. Die genetisch kompatibler
Stamme Um521Aysst29 und Um518Aysst29, sowie ihre Ausgangsstamme wurden, allein
und in Mischkulturen, auf aktivkohlehaltiges Festmedium aufgetropft und fir 48 h bei Raum-
temperatur inkubiert.

3.5.1.8 Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation der Glyoxaloxidasen aus U

.maydis.

Pilzliche Glyoxaloxidasen wurden als eine von drei extrazellularen Enzymklassen des lignin-
abbauenden Basidiomyceten Phanaerochaete chrysosporium identifiziert. lhre biologische
Funktion besteht u. a. in der Bereitstellung von H,O,, welches fiir die oxidativen Prozesse
ligninlysierender Peroxidasen benttigt wird (Kersten et al., 1990). Von den drei in U. maydis
vorkommenden homologen Glyoxaloxidasen (GLO1, GLO2 und GLO3) nimmt GLO1, auf
Grund eines cytosolischen C-Terminus, mit vorgelagerter Transmembrandoméne, eine Son-
derstellung ein. Die Deletion von glol fuhrte zum vollstandigen Verlust der Pathogenitat,
wahrend die Deletionen von glo2 und glo3 keinen Einflul? auf die Pathogenitat von U. maydis
zeigten. In Konsens mit der in silico vorhergesagten Transmembrandomane, konnte die
Hauptenzymaktivitat von GLO1-lberproduzierenden Stdmmen in Membranfraktionen aufge-
schlossener Zellen nachgewiesen werden (Aichinger et al., 2004).

Um weitergehende Aussagen Uber die mdglichen Zielorte der drei Glyoxaloxidasen in U.
maydis treffen zu kénnen, wurden die kodierenden Gene dem Testsystem der Hefe Signal-
peptidselektion zugefuhrt. Zu diesem Zweck wurden Subklone aus den 5 -Bereichen der drei
ORFs, unter Berlcksichtigung von zwei mdoglichen Initiatormethioninen von GLO1 und
GLO3, in die Invertasevektoren pRK18 und pYSST, in frame mit dem 5 -trunkierten Inverta-
segen kloniert (Tab. 3.14). Die verwendeten Vektoren unterschieden sich jeweils in der dem
suc2-Fusionskonstrukt voranstehenden Promotorsequenz. Wahrend pRK18 den nativen, bei
Glucosemangel induzierenden suc2-Promotor aufwies (Klein et al., 1996), steht die Expres-

sion des Fusionsproteins in pYSST unter der Kontrolle des konstitutiven Hefe adhl-
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Promotors (M&M). Die Eignung dieses Promotors fur die Signalpeptidselektion hatte sich
zuvor, unter Verwendung eines anderen Reportergens, erwiesen (Surpili et al., 2002). Es
stellte sich

Protein Subklon iPSORT Fragment [AS] Vektor
GLO1 glol-M1-RK18 SP 104 pRK18
GLO1 glol-M1-YSST SP 104 pYSST
GLO1 glol-M2-RK18 SP 86 pRK18
GLO1 glol-M2-YSST SP 86 pYSST
GLO2 glo2-RK18 SP 94 pRK18
GLO2 glo2-YSST SP 94 pYSST
GLO3 glo3-M1-RK18 SP 128 pRK18
GLO3 glo3-M1-YSST SP 128 pYSST
GLO3 glo3-M2-RK18 OP 128 pRK18
GLO3 glo3-M2-YSST oP 128 pYSST

Tab. 3.14: Liste der N-terminalen, in der Signalpeptidselektion getesteten glo:suc?2
Klone.

heraus, dal® die verschiedenen Promotoren das Ergebnis der Signalpeptidselektion beein-
fluten (Abb. 3.18). So zeigten die unter Kontrolle des nativen suc2-Promotors stehenden
Klone nur im Falle von glo3-M1 Wachstum auf saccharosehaltigem Festmedium. Dieses
Ergebnis bestétigte die mit iPSORT durchgefiihrten Sequenzanalysen der beiden méglichen
Translationsstarts von GLO3, nach welcher das erste Methionin der Sequenz einem Signal-
peptid voranstand, wahrend glo3-M2 keine Signalsequenz enthielt (Tab 3.14). Die negative
Selektion der glol- und glo2-Subklone war dagegen lberraschend, da die Sequenzanalyse
mittels iIPSORT in diesen Sequenzen ein mdgliches Signalpeptid vorherbestimmte. Unter
Kontrolle des konstitutiven adhl1l-Promotors wurden jedoch die beiden glol-Konstrukte positiv
selektiert, wiesen jedoch ein, gegeniber der Positivkontrolle, vermindertes Wachstum auf.
Die glo2-suc2 Fusion konnte dagegen bei konstitutiver Expression ein von den Negativkon-
trollen nur rudimentar zu unterscheidendes Wachstum induzieren. Somit scheint die konstitu-
tive Expression die Toleranz des Signalpeptid Selektionssystems, gegenlber ineffizienten
Signalpeptiden, noch weiter zu erhéhen. Andererseits kann auch eine falsch positive Selekti-
on, auf Grund von Fehllokalisierungen innerhalb der Zelle, bedingt durch die groRe Menge
der Fusionsproteine, gefordert sein (vgl. Diskussion). Abschliel3end liel3 sich feststellen, daf3
der abgeleiteten Proteinsequenz von glo3 ein in Hefe funktionales Signalpeptid voransteht,
wahrend das N-terminale Transportsignal von GLO1 in diesem heterologen System nur
schwach funktional war. Das fir GLO2 in silico vorhergesagte Signalpeptid konnte dagegen
in der Signalpeptidselektion nicht bestatigt werden.
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Abb. 3.18: Funktionaler Nachweis der Sighalsequenzen der GLO-Proteine. N-terminale
Subklone wurden mit SUC2 fusioniert und nach Transformation in suc2-defiziente Hefen auf
Wachstum auf saccharosehaltigem Festmedium getestet.. Die mit den Fusionskonstrukten
transformierten Hefen wurden Uber Nacht auf eine ODgoo VOn 1 angezogen, parallel in Ver-
diinnungsreihen von 1 bis 10° auf SD™*-, bzw. YEPSA-Medium getropft und 3, bzw. 4-10
Tage bei 30 °C inkubiert. Als Negativkontrollen dienten untransformierte (BY4741Asuc2),
sowie die mit leeren Invertasevektoren transformierten, suc2-Hefestamme. Als Positivkon-
trolle wurde ein Subklon der in Hefe sekretierten sauren Phosphathase PHO11 verwendet.

Da Sequenzanalysen und enzymatische Aktivitatstests, trotz des nicht eindeutigen Ergebnis-
ses der Signalpeptidselektion, eine mogliche Lokalisierung von GLO1 in der Plasmamem-
bran vorschlugen (s.0.), wurde zur Feststellung der subzelluldren Lokalisation in U. maydis
GLO1-eGFP Reporterstamme hergestellt. Dazu wurden neben den bereits in der Signalpep-
tidselektion getesteten N-terminalen Subklonen zwei GLO1-Vollangenkonstrukte, beginnend
mit dem ersten, bzw. zweiten Methionin, durch Klonierung in pCA123, C-terminal mit eGFP
fusioniert. Die resultierenden Plasmide wurden linearisiert und ektopisch in den cbx-Locus
des Wildtypstamms Umb521 integriert. Die Expression der eGFP-Fusionsproteine wurde mit-
tels Western-Analysen kontrolliert und ihre subzellulare Lokalisation fluoreszenzmikrosko-
pisch bestimmt. In den Western-Analysen konnte, in Proteinpraparationen aufgeschlossener
Zellen, neben den Proteinbanden der jeweiligen Fusionsproteine, auch ein Signal auf Hohe
des nativen eGFP detektiert werden (Abb. 3.19-A). Dies korrelierte mit zuvor analysierten
GFP-Fusionsprodukten, die unter der Kontrolle des konstitutiven otef-Promotors standen
(s.0.). Bei den N-terminalen, mit eGFP fusionierten GLO1-Subklonen, traten zusatzliche,
intermediare Banden auf, welche auf zu den Vollangenfusionen abweichende Proteinabbau
schliel3en lie3en. In Proteinpraparationen aus Medienuberstanden konnte kein GFP-Signal
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). In fluoreszenzmikroskopischen Charakterisierungen
der GLO1-eGFP-Reporterstamme, konnte die VollAngenfusionsproteine in der Plasmamem-
bran beobachtet werden (Abb. 3.19-B). Daneben wurde weitere Fluoreszenz, welche der

nativen eGFP-Proteinbande zuzuordnen war, in den Vakuolen festgestellt. Interessanterwei-
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se waren beide Fluoreszenzsignale unabhangig von den verschiedenen Initiatormethioninen.
Die eGFP-Fusionsproteine der N-terminalen glol-Subklone zeigten Ubereinstimmend eine
gleichmélRige Verteilung im Cytoplasma und akkumulierten zusétzlich im Zellkern. Vakuolen
und kleinere Vesikel waren dagegen frei von Fluoreszenz. Abschliel3end liel3 sich damit die
fur GLO1 angenommene Lokalisierung in der Plasmamembran bestatigen, wobei die Trans-
lokation durch die Membran des Endoplasmatischen Retikulums nicht durch ein N-terminales
Signal vermittelt zu werden scheint. Diese Annahme korrelierte mit den zuvor ermittelten

Ergebnissen der Hefe Signalpeptidselektion.

A B

Vollange N-terminal

& W
KN M2 ML

3.5.2 Charakterisierung von Proteinen der Zelloberflache.

.

"'“ Do -25 kD

N-terminal

Abb. 3.19: Analyse der GLO1-GFP Reporterstamme

3.5.2.1 Sequenzanalyse von RPH1, einem sekretierten bifunktionalen Protein mit Re-
pellent- und Hydrophobindomane.

Die aus der Signalpeptidselektion hervorgegangenen YSST-Klone 11 und 101 lie3en sich
den beschriebenen U. maydis Genen hum2 bzw. repl zuordnen. Beide Genprodukte wurden
in reversgenetischen Ansatzen als sekretorische Proteine identifiziert (Bohlmannn, 1996;

Wadsten et al. 1996). Das Hydrophobin HUM2 (Bohlmann, 1996) ist spezifisch in der dikaryo-
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tischen Phase von U. maydis exprimiert und steht unter indirekter Kontrolle des b-
Heterodimers. Das mit YSST46 assoziierte, intronlose Gen (UM04433.1) vereinte in seiner
abgeleiteten Proteinsequenz von 828 Aminosauren beide oben beschriebenen Proteindo-
méanen. Daher wurde das Protein fortan als RPH1 (Repetitive Protein and Hydrophobin)
bezeichnet. Die 575 AS umfassende repellentdhnliche Doméne erstreckte sich ab der mogli-
chen Spaltungsstelle des Signalpeptids und wies 17 amphipathische Wiederholungen von 31
— 36 AS auf, welche jeweils in putativen KEX2-Prozessierungsmotiven endeten (Abb. 3.20).
Vier dieser Wiederholungen waren identisch. Die Prozessierungsstellen wichen jedoch teil-
weise in den beiden C-terminalen und in REP1 funktionalen Lysin-Arginin, bzw. Prolin-
Arginin Resten ab. Statt dessen war bei 9 Wiederholungen dem C-terminalen Arginin ein
Glutamat vorangestellt. Eine Prozessierung durch KEX2 schien bei diesen Motiven daher
fraglich. Die Hydrophobindomane umfaf3te 117 AS und wies die konservierten acht Cystein-

reste in der fir Hydrophobine charakteristischen Anordnung auf (Abb. 3.20-B).
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Abb. 3.20: A) Struktur und Sequenz von RPH1: A) Ubersicht {iber die Domé&nenstruktur.
B) Aminosauresequenz. Die L&ngen der 17 repetitiven Teilsequenzen der Repellentdoméne
sind in Klammern angegeben. Der zwischen beiden Domanen liegende Sequenzabschnitt
wurde ausgespart und durch Punkte symbolisiert. Das putative Signalpeptid ist unterstrichen,
die putative letzte Prozessierungsstelle vor der Hydrophobindomane, sowie die konservier-
ten Cysteine sind fett unterstrichen dargestellt. C) Hydropathieplot nach Kyte und Doolittle

(1982).
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3.56.2.2 Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von RPH1.

Die Herstellung von RHP1-eGFP Reporterstammen erfolgte wie in Abschnitt 3.5.1.1 be-
schrieben. Die Expression des mit eGFP fusionierten Vollangenklons wurde in Western-
Analysen Uberpruft. Dabei ergab sich bei unterschiedlich durchgefiihrten Proteinpraparatio-
nen ein abweichendes Bandenmuster (Abb. 3.21). Bei Proteinpréaparationen aufgeschlosse-
ner Zellen konnte die Proteinbande des Vollangenfusionsproteins bei ca. 112 kD nachgewie-
sen werden. Abziglich des eGFP-Anhangs und des Signalpeptids errechnete sich fir RPH1
ein Molekulargewicht von 85 kD, was der primdren Aminoséauresequenz entsprach. Dem-
nach scheint RPH1 bei der Passage durch ER und Golgi-Apparat keinen Glycosilie-
rungsschritten zu unterliegen. Eine weitere Bande trat bei 40 kD auf und entsprach der pro-
zessierten, noch mit eGFP fusionierten Hydrophobindomé&ne. Somit konnte die Funktionalitat
der postulierten Prozessierungsstelle zwischen der C-terminalen Hydrophobindoméne und
dem Restprotein in vivo hachgewiesen werden. Schliel3lich trat erneut ein Signal auf Hohe
des nativen eGFP auf, welches vom Abbau des Uberexprimierten Fusionsproteins herrihrte.
In Proteinpraparationen aus dem MedienlUberstand sedimentierter Zellen konnte die Hy-
drophobin-eGFP Bande nachgewiesen werden, wahrend andere Signale nicht auftraten.
Durch diesen Befund konnte die Funktion des durch Signalpeptidselektion und Sequenzana-
lyse vorhergesagten Signalpeptids von RPH1 in U. maydis bestatigt werden. Aus der Abwe-
senheit von Vollangen Fusionsprotein in Zelluberstanden lie3 sich folgern, dal RPH1 wéh-
rend der Passage durch ER und Golgi-Apparat und nicht extrazellular prozessiert wird.
A B DIC GFP

RHP1- RHP1-
GFP GFP  GFP(U)

-112 kD

- 27 kD

S ————s——
— -
o -

Abb. 3.21: Subzellulare Lokalisation des RPH1-eGFP Fusionsproteins. A) Immunode-
tektion von RPH1-eGFP in Ganzzellpraparaten und Medieniiberstanden (U). Weitere Erlau-
terungen im Text. B) Fluoreszenzmikroskopie von RPH1-eGFP Reporterstammen. Fluores-
zenz konnte in der Peripherie der Zelle beobachtet werden.
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Bei der fluoreszenzmikroskischen Analyse der RPH1-eGFP Reporterstammen war ein
schwach fluoreszierendes Signal in der Peripherie der Zelle zu beobachten, was die aus den
Westernanalysen gezogen Schlisse zur subzellularen Lokalisation von RPH1 weiter stiitzte.

3.5.2.3 Herstellung und Analyse rphl-defizienter U. maydis Stamme

Zur Funktionsanalyse von rphl wurden Deletionsmutanten, der Stamme 521 (albl) und 518
(a2b2), durch Austausch des rphl-Locus gegen eine Hygromycin B-Resistenzkassette, her-
gestellt (Abb. 3.22, vgl. 3.5.1.2). Die durch Ganzzell-PCR und Southern-Analyse bestétigten
rph1-Nullmutanten, Um518Arphl und Um521Arphl, wiesen keine zum Wildtyp erkennbaren
Unterschiede in Wachstum und Zellmorphologie auf.

A Sonde
D
Ncol Ncol Ncol
1bp 2906 bp 8720 bp
: Ncol |
8668 bp!
LIt rphl (f '
[1 [ []
|} 1) ) 1)
i Hyg® )
; : T
1 kb Lo 7943 b
2 = PP
Ncol Ncol 7995 bp
4733 bp 5087 bp
B

Abb. 3.17: Schematische Darstellung der Konstruktion von rphl-Deletionsstammen
und Southern-Analyse der putativen Deletionsklone A) Schematische, maf3stabsgetreue
Darstellung des rphl-Locus vor und nach der homologen Integration der Hygromycin B-
Resistenzkassette. Angegeben sind die fiir die Integration amplifizierten und an die Hygro-
mycin B-Resistenzkassette ligierten flankierenden DNA-Abschnitte (If: linke Flanke; rf: rechte
Flanke), sowie die Schnittstellenpositionen des fur die Southern-Analyse verwendeten Re-
striktionsenzyms (Ncol). HygR: Hygromycin B-Resistenzkassette; KO: Gendeletion, "Knock-
out"; WT: Wildtyp. B) Fir Southern-Analysen wurde genomische DNA aus den erhaltenen
Transformanten und des Wildtypstamms Umb521 isoliert und nach Ncol-Restriktion elek-
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trophoretisch aufgetrennt. Als Hybridisierungssonde wurde die DIG-dUTP-markierte rechte
DNA-Flanke (rf) eingesetzt. Im Autoradiogramm zeigten sich die Signale des Wildtyplocus
(5762 bp) bzw. der homolgen Insertion der Hygromycin B-Resistenzkassette (2856 bp).

Weiterfihrend wurde das Kreuzungsverhalten beider Stamme auf aktivkohlehaltigem Medi-
um untersucht. Auch hierbei konnten keine Beeintrachtigungen gegeniiber dem Wildtyp fest-
gestellt werden (Abb. 3.18). Repl-Nullmutanten zeigten dagegen ein stark verringertes
Hyphenwachstum auf Aktivkohlemedium (Wdsten et al. 1996). Rphl scheint somit eine an-
dere biologische Funktion zu Besitzen. In abschlieRenden Pathogenitatstests entsprachen
Tumorbildung und —entwicklung, sowie Brandsporenbildung denen des Wildtyps. Demnach
scheint rphl allein fur die pathogene Entwicklung von U. maydis nicht von Bedeutung zu

sein.

Umb521
Um521Arph1-23

Um521Arph1-26

Abb. 3.18: Kreuzungsverhalten der rph1l-Deletionsmutanten. Die angegebenen Stamme
wurden einzeln und in Kombination auf aktivkohlehaltiges Medium aufgetropft und 48 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Dikaryotische Filamente erscheinen als weil3e, and den Randern
fusselige Kolonien (fuz*-Phanotyp).

3.5.2.4 Die gleichzeitigen Deletionen von rphl und rep1 bzw. rph1l und hum2 haben

keinen EinfluR auf die pathogene Entwicklung.

Da RPH1 die Produkte der Gene repl und hum?2 als getrennte Doménen in einer Proteinse-
guenz vereint, erschien es mdglich, dal eine gleichzeitige Deletion von rphl und jeweils ei-
nem der beiden Gene, die Pathogenitat von U. maydis, durch die Eliminierung redundanter
Genfunktionen, beeinflussen konnte. Somit wurden in den bereits vorhandenen, kompati-
blen Deletionsstammen Um521Arhpl und Um518Arhpl die Gene repl bzw. hum2 deletiert.

Hierzu wurden die offenen Leserahmen beider Gene durch eine Nourseothricin-
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Resistenzkassette (NATY) ersetzt. Die Austausche in den resultierenden Stammen
Um521Arph1Arepl, Um518ArphlArepl, Um521ArphlAhum2 und Um518Arphl1Ahum2
wurden mittels Ganzzell-PCR und Southern-Analysen nachgewiesen. Beide Doppelnullmut-
anten konnten in Bezug auf Wachstum und Zellmorphologie nicht vom Wildtyp unterschieden
werden. Hinsichtlich der Dikaryenbildung in Kreuzungstests auf aktivkohlehaltigem Festme-
dium war bei den rph1-hum2-Nullmutanten kein Unterschied zum Wildtyp festzustellen (Abb.
3.19-A). Die Ausbildung von Luftmyzelien war in rphl-repl-Nullmutanten dagegen stark
vermindert (Abb. 3.19-B). Das Auftreten dieses Phanotyps stimmte mit dem von Wdsten et
al. (1996) beschriebenen Phanotyp repl-deletierter Stamme Uberein. Ein dartber hinaus
gehender, kompletter Verlust der Fahigkeit zur Ausbildung dikaryotischer, luftexponierter

Myzelien konnte bei dieser Doppelmutante jedoch nicht beobachtet werden.

A B
d
A\
< < NIERAIN
& 07 QY R
UmMs21
Ahum2

Arepl

Abb. 3.19: Kreuzungsverhalten der rhpl-Doppelmutanten. A) Arph1lAhum2 Doppelmut-
ante. B) Arph1Arepl Doppelmutante. Als Zuséatzliche Kontrolle wurde der diploide, filamen-
tés wachsende Stamm FBD11 (ala2 b1b2), hinzugezogen.

In Bezug auf die Pathogenitat infizierter Maispflanzen konnte bei beiden Mutanten keine Be-
eintrachtigung gegeniber dem Wildtyp festgestellt werden.

3.5.2.5 Sequenzanalyse von RSP1, einem repetitiven, sekretorischen Protein.

Das durch YSST142 identifizierte, intronlose Gen (UM06112.1) befindet sich auf Chromosom
XXI. Die abgeleitete Proteinsequenz umfalRte 260 AS und wies, analog zu REP1 und RPH1,
mehrere zu beiden Proteinen nicht homologe und durch mogliche KEX2-
Prozessierungsstellen getrennte, Sequenzwiederholungen auf (Abb. 3.20). Die Langen der
insgesamt 11 abzuleitenden Peptide betrugen, mit Ausnahme des ersten und C-terminalen
Peptids konstant 21 AS. Acht der Wiederholungen wiesen ein C-terminales LKKR-Motiv auf,
welches in REP1 als funktionale Prozessierungsstelle nachgewiesen wurde (Wésten et al.
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1996). 7 dieser 8 Teilsequenzen waren identisch, wéhrend die achte Sequenz einen einzel-
nen Aminosaureaustausch vorwies. Als signifikanten Unterschied zu REP1 und RPH1 besald
RSP1 ein abweichendes Hydropathiemuster, welches ein vornehmlich hydrophiles Profil

aufzeigte.
A (SP)MKLSFTIVATAALVASCTFA
1 APTPASSKLATRYDGDIIDETNAALKDLGLKKR (12+421)
2 YDGDIIDETNAALKDLGLKKR (21)
3 YDGDIIDETNAALKDLGLKKR (21)
4 YDGDIIDKTNAALKDLGLKKR (21)
5 YDGDIIDETNAALKDLGLKKR (21)
6 YDGDIIDETNAALKDLGLKKR (21)
7 YDGDIIDETNAALKDLGLKKR (21)
8 YDGDIIDETNAALKDLGLKKR (21)
9 YEGDVLDEINGCLTSLGFRKR (21)
10 YEGDVLDELAAAEKEFGVRKR (21)
11 YEGDVLDAVNGCLKSLGL (19)
*.**..* . o *.
B
30 [—
20
10 —
0 Y PP i
O

23 46 69 92 115 138 181 184 207 230 253

Abb. 3.20: Strukturelle Eigenschaften von RSP1. A) Sequenzahnlichkeit der einzelnen
Aminosaurewiederholungen (Anzahl der Aminoséauren rechts in Klammern). Mit Ausnahme
der C-terminalen Wiederholung enden alle Teilsequenzen mit einem typischen KEX2-
ahnlichen KR-Prozessierungsmotiv. Das putative Signalpeptid ist unterstrichen dargestellt.
B) Hydropathiemuster von RSP1, erstellt mit dem Programm WinPep (Hennig, 1999) nach
den Parametern von Kyte und Doolittle (1982).

3.5.2.6 Identifizierung von RSP2, einem weiteren repetitiven Protein mit putativem
Signalpeptid und KEX2-Prozessierungsstellen.

Mit repl, rphl und rspl waren drei repetitive Gene identifiziert worden, bei deren Genpro-
dukten es sich um nachgewiesen oder potentiell prozessierte Vorstufenproteine handelt.
Obwohl die Sequenzen in ihrer Aminoséaurekomposition keine Ahnlichkeiten aufweisen, sind
ihnen, mit den in identischen oder nahezu identischen Abstanden auftretenden Lysin-Arginin-
Motiven, doch unverkennbare, strukturelle Eigenschaften gemein. Fir eine computergesttitz-
te Sequenzanalyse wurde das PERL-Skript PS-3 (vgl. M&M) entwickelt, welches die DNA-
Sequenz des U. maydis Genoms, in allen 6 Leserahmen, nach periodisch auftretenden,

KEX2-ahnlichen Prozessierungsmotiven absuchte. Dabei wurden nur die an der P1- und P2-
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Position auftretenden Aminoséuren eines KEX2-Motivs bericksichtigt. Durch diesen bioin-
formatischen Ansatz konnte ein weiterer, 297 Aminosduren kodierender offener Leserahmen
(UM05708.1) auf Chromosom XVI, identifiziert werden. Das 5= Ende des annotierten Gens
war zudem in dem EST-Klon CF642967.1 enthalten und der daraus abgeleitete N-Terminus
wies eine, durch die Computerprogramme iPSORT und TargetP gleichermal3en vorherge-
sagte, Signalsequenz auf (Abb. 3. 21). In Aufbau und Struktur besald diese Proteinsequenz
bestechende Ahnlichkeit mit RSP1 und wurde daher als RSP2 bezeichnet. So waren die
Langen der jeweils repetitiven Sequenzabschnitte, mit 21 AS (jeweils 19 bei der C-
terminalen Wiederholung) zu RSP1 identisch, nur deren Gesamtzahl war, auf Grund der lan-
geren Gesamtsequenz, um eine Wiederholung erhéht. Auch RSP2 besal? ein alternierendes
Hydropathiemuster, welches im Vergleich zu RSP1 jedoch starker im hydrophilen Bereich
angesiedelt war. In Bezug auf die Aminosaurekomposition wies RSP2 keine Ubereinstim-
mungen mit den Proteinsequenzen von REP1, RPH1 und RSP1 auf. Eine weiterfihrende
Charakterisierung des bisher nur in silico analysierten RSP2 wurde in dieser Arbeit aus Zeit-

grinden nicht mehr durchgefthrt.

A (SP) MOFKASVI.IMGLAAAGLAAA

1 APATVADTPAAPAAVERDNGAPAADWGNQPIKQOWSYKR (17+21)
2 DNTDPAAVERDNGAPAGDWGNQPIKQWSYKR (10+421)
3 DNGAPAGDWGNQPIKQWSYKR (21)
4 DNGAPAGDWGNQPIKQWSYKR (21)
5 DNGAPAGDWGNQPIKQWSYKR (21)
6 DNGAPAGDWGNQPIKQWSYKR (21)
7 DNGAPAGDWGNQPIKQWSYKR (21)
8 DNGAPAGDWGNQPIKQWSYKR (21)
9 DNGAPAGDWGNQPNKQWSYKR (21)
10 DNGAPAGDWGNQPNKQWSYKR (21)
11 DNGAPAGDWGNQPNKQWSYKR (21)
12 DNGAPAGDWGNQPDKQWSY (19)
B *kkhkkhkhk*k*hkhkkhkkhkhkhk*hkx )k k%%
an —
15
00
15
Ca IR R N M IR R R R R R A

2448 72 95 120 144 168 192 216 240 284 283

Abb. 3.21: Strukturelle Eigenschaften von RSP2. A) Sequenzahnlichkeit der einzelnen
Aminosaurewiederholungen (Anzahl der Aminosauren rechts in Klammern). Mit Ausnahme
der C-terminalen Wiederholung enden alle Teilsequenzen mit einem typischen KEX2-
ahnlichen KR-Prozessierungsmotiv. Das putative Signalpeptid ist unterstrichen dargestellt.
B) Hydropathiemuster von RSP2, erstellt nach den Parametern von Kyte und Doolittle
(1982).
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3.5.2.7 Herstellung und Analyse rspl-defizienter Stamme

Um Einblick in die biologische Funktion von rspl zu erlangen, wurden rspl-
Deletionsmutanten hergestellt. Hierflir wurde der ORF von rspl in den genetisch kompati-
blen Wildtypstammen 521 (albl) und 518 (a2b2) gegen eine Hygromycin B-
Resistenzkassette ersetzt (Abb. 3.22). Die durch Ganzzell-PCR und Southern-Analyse be-
statigten Deletionsmutanten, Um518Arspl und Um521Arspl, waren in Bezug auf Wachstum
und Zellmorphologie vom Wildtyp nicht zu unterscheiden. AnschlieBend wurde das Kreu-
zungsverhalten der Deletionsstammen auf aktivkohlehaltigem Festmedium untersucht, und
es konnte gegentiber dem Wildtyp keine Beeintrachtigung der Dikaryenbildung festgestellt
werden (Abb. 3.23-A). Auch in Bezug auf die Pathogenitat bei Infektion von Maispflanzen
zeigten Mischungen kompatibler rspl-Deletionsmutanten keine signifikante Verminderung
der Pathogenitat gegeniiber entsprechenden Wildtypinoculaten (Abb. 3.23-B). Sowohl Tu-
morbildung und -entwicklung als auch Sporulation und Sporenkeimung waren normal ausge-

pragt (nicht gezeigt).
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Abb. 3.22: Schematische Darstellung der Konstruktion von rspl-Deletionsstammen
und Southern-Analyse der putativen rspl-Deletionsklone. A) Schematische Darstellung
des rspl-Locus vor und nach der homologen Integration der Hygromycin B-
Resistenzkassette. Angegeben sind die fir die Integration amplifizierten und an die Hygro-
mycin B Resistenzkassette ligierten flankierenden DNA-Abschnitte (If: linke Flanke ;rf: rechte
Flanke), sowie die Schnittstellenpositionen des fur die Southern-Analyse verwendeten Re-
striktionsenzyms (Sacl). HygR: Hygromycin B-Resistenzkassette; KO: Gendeletion, (,Knock-
out”); WT: Wildtyp. Die Abbildung ist maRRstabsgetreu. B) Fiir Southern-Analysen wurde ge-
nomische DNA aus den erhaltenen Transformanten und dem Wildtypstamm 521 isoliert und
nach Sacl-Restriktion elektrophoretisch aufgetrennt. Als Hybridisierungssonde wurde die
DIG-dUTP-markierte rechte DNA-Flanke (rf) eingesetzt. Im Autoradiogramm zeigten sich die
Signale des Wildtyplocus (1633 bp) bzw. der homolgen Insertion der Hygromycin B-
Resistenzkassette (3696 bp). Bei Klon 521Arsp1-19 fand ein zuséatzliches ektopisches Re-
kombinationsereignis der Resistenzkassette statt.
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umvs21 B

521Arspl-12

521Arspl-17 [

B Infektion Tumorbildung | %vom Wildtyp
Um521 x Um518 29/30 100 %
Um518Arspl-1 x Um521Arspl-12 27129 96 %
Um518Arspl-9 x Um521Arspl-17 26/ 28 96 %

Abb. 3.23: EinfluR von RSP1 auf Kreuzungsverhalten und Pathogenitat. A) Kreuzungs-
verhalten von rspl-Dekletionsstammen auf aktivkohlehaltigen Festmedium. B) Ergebnis des
Pathogenitétstests mit rspl-Dekletionsstdmmen. Die Bonitur erfolgte drei Wochen nach In-
fektion. Angegeben sind die Anzahl der Pflanzen mit Tumorbildung im Vergleich zur Ge-
samtzahl der Infizierten Pflanzen.

3.5.2.8 Die gleichzeitige Deletion von rph1 und rspl fihrt zu Apathogenitat.

Die repetitiven und strukturell &hnlichen Sequenzen der Genprodukte von rphl und rspl leg-
ten, wie schon zuvor bei rphl und repl, die Vermutung nahe, daf beide Proteine gemein-
same oder miteinander kombinierte biologische Funktionen in U. maydis austiben konnten.
Daher wurde rspl in den genetisch kompatiblen rphl-Deletionsmutanten Um521Arphl und
Um518Arphl gegen eine Nourseothricin-Resistenzkassette ausgetauscht. Die homologe
Integration der Resistenzkassette wurde, mittels Ganzzell-PCR und Southern-Analysen be-
statigt. Die resultierenden Stamme Um521Arph1Arspl und Um518ArphlArspl wiesen, be-
ziglich Wachstum und Zellmorphologie, keine Besonderheiten gegeniiber dem Wildtyp auf
(nicht gezeigt). Auch das Kreuzungsverhalten auf aktivkohlehaltigem Festmedium stimmte
mit dem Wildtyp Uberein (Abb. 3.24).
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Um521

Umb521
ArphlArspl

Abb. 3.24: Kreuzungsverhalten von Arph1Arspl Doppelmutanten.

Eine mogliche Auswirkung der rphl-rspl-Doppeldeletion auf die Pathogenitat wurde durch
Maisinfektionen mit Mischkulturen kompatibler Mutanten getestet und es konnte ein vollstan-
diger Pathogenitatsverlust festgestellt werden. Die infizierten Maispflanzen wiesen keinerlei
Anthocyanbildung auf und waren auch in Bezug auf Ausbildung und Anzahl von Tumoren
vollig symptomfrei gegentiber den mit Wildtyp infizierten Kontrollpflanzen (Abb. 3.25 und
Tab. 3.13).

Um518ArphlArspl
Um518 x Um521 X
Um521ArphlArspl

Abb. 3.25: Pathogenitatsverlust von rphl-rspl-Nullmutanten. Mannliche Infloreszenen
der per Tropfinfektion mit Kulturgemischen von kompatiblen Wildtypstammen (A), bzw. rph1-
rspl-Doppelmutanten (B) infizierten, zwei Wochen alten Maispflanzen. Die Bonitur erfolgte
drei Wochen nach Infektion. Bei der Wildtypkontrolle trat eine ausgepragte Tumorbildung an
allen Pflanzenorganen auf, wahrend die Mutante keinerlei Infektionssymptome hervorbrach-
te. Die in (B) erkennbare Anthocyanfarbung in Teilen der mannlichen Bliite, ist nicht auf In-
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fektionseinwirkung, sondern auf den natirlichen Habitus reifer Pollensacke der Maisvarietat
.Gaspar Flint* zurtckzufthren.

Infektion Tumorbildung | % vom Wildtyp
Umb521 x Umb518 29/30 100 %
Umb521Arph1Arspl-16 X 0/28 0%

Umb518Arph1Arspl-2

Umb521Arph1Arspl-19 X

0
Um518Arph1Arspl-9 07192 0%

Tab. 3.13: Ergebnis des Pathogenitatstests mit rphl-rspl-Dekletionsstdmmen. Die Bo-
nitur erfolgte drei Wochen nach Infektion. Angegeben sind die Anzahl der Pflanzen mit Tu-
morbildung im Vergleich zur Gesamtzahl der Infizierten Pflanzen.

Trotz der eindeutigen Ergebnisse der Pathogenitatstests mit dieser Doppelmutante kann
Uber die genaue biologische Funktion und das Zusammenspiel von RPH1 und RSP1 an die-
ser Stelle nur spekuliert werden und es sei daher auf den Diskussionsteil verwiesen,

3.5.2.9 Identifizierung des kex2-homologen Gens in U. maydis.

Das in U. maydis zu kex2 homologe Gen umkex2 (UM02843.1) ist auf Chromosom VIl des
Genoms lokalisiert und kodiert in einem einzelnen offenen Leserahmen flir ein Protein von
1021 AS.

3.5.2.10 Untersuchungen zur subzellularen Lokalisierung von UMKEX2

Die abgeleitete Proteinsequenz von UMKEX2 wies ein in computergestitzten Sequenzana-
lysen vorhergesagtes Signalpeptid auf, dessen biologische Funktionalitdt Hefe getestet wur-
de. Dazu wurde die N-terminalen 115 Aminoséuren C-terminal mit suc2 fusioniert und in das
System der Signalpeptidselektion eingebracht. Die Transformierten, suc2-defizienten Hefen
zeigten nach vier Tagen gutes Wachstum auf saccharosehaltigem Medium (Abb. 3.26). So-
mit konnte die biologische Funktionalitat des UMKEX2-Signalpeptids in Hefe nachgewiesen

werden.
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sp YRA 34, 30 °C YEPSA, 4 d, 30 °C

Asuc2
Hefestamm

pRK18
Leervektor

UMKEX2-M1

Abb. 3.26: Funktionaler Nachweis der Signalsequenz von UMKEX2. Ein N-terminaler
115 AS kodierender umkex2-Subklon wurde auf eine funktionale Signalsequenz hin getestet.
Die mit dem umkex2:suc2-Fusionskonstrukt transformierten suc2-defiziente Hefen wurden
Uber Nacht auf eine ODgo von 1 angezogen, parallel, in Verdiinnungsreihen von 1 bis 10
auf SDYFA-| bzw. YEPSA-Medium getropft und 3, bzw. 4 Tage bei 30 °C inkubiert. Als Nega-
tivkontrolle dienten der untransformierte, sowie der mit leeren Invertasevektor transformierte,
suc2-Hefestamm.

Die subzellulare Lokalisation des in Pilzen stark konservierten KEX2 wurde bisher in Hefe
untersucht und dort in verschiedenen Kompartimenten des Golgiapparates nachgewiesen
(Franzusoff und Schekmann, 1991; Redding et al. 1991). Um zu Uberprifen, ob diese Er-
gebnisse auf phytopathogene Pilze Ubertragbar sind, wurde das KEX2-homologe Protein von
U. maydis mit eGFP verknlpft und die subzellulare Lokalisierung des Fusionsproteins fluo-
reszenzmikroskopisch analysiert. Zur Herstellung der UMKEX2-eGFP Fusion wurde eine mit
flankierenden, gDNA-Bereichen ligierte eGFP-Hygromycin B-Resistenzkassette mittels ho-
mologer Rekombination in das 3"-Ende des umkex2-Locus integriert und egfp dabei in den
gleichen Leserahmen mit umkex2 fusioniert (Abb. 3.27-A). Das daraus resultierende, hybride
umkex2::egfp Gen stand somit nach wie vor unter der Kontrolle des nativen umkex2-
Promotors. In mikroskopischen Analysen der UMKEX2-eGFP Reporterstdmme konnte eine
auf kleine, gleichmalRig Uber die Zelle verteilte Vesikel beschrankte Fluoreszenz festgestellt
werden (Abb. 3.27-B). Diese Vesikel konnten einem Aquivalent des Golgiapparats entspre-
chen.
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DIC GFP

Abb. 3.27: Schematische Darstellung der Konstruktion von UMKEX2-eGFP Fusions-
stammen und Bestimmung der intrazellularen Lokalisation von UMKEX2-eGFP. A)
Schematische Darstellung des umkex2-Locus vor und nach der homologen Integration der
eGFP-Hygromycin B-Fusionskassette. Angegeben sind die fir die Integration amplifizierten
und an die eGFP-Fusionskassette ligierten flankierenden DNA-Abschnitte. Der Bereich der
translationalen Fusion wurde aus genomischer DNA mittels PCR amplifiziert (Fwd: KEX2-
GFP-5, Rev: CA123_rev) und sequenziert. (If: linke Flanke ;rf: rechte Flanke; T: Nos-
Terminator; Hyg® Hygromycin B-Resistenzkassette. Die Abbildung ist MaRstabsgetreu. B)
Intrazellulare Lokalisation des UMKEX2-eGFP Fusionsproteins. UMKEX2-eGFP akkumulier-
te in gleichmé&Rig Uber die Zelle verteilten Vesikeln, welche dem Vesikelnetzwerk des Golgi-
apparats zugeordnet werden kdénnen.

3.5.2.11 umkex2, ein essentielles Gen in U. maydis

Die Ergebnisse der Lokalisationsstudien, deuteten an, daf? umkex2 in U. maydis eine &hnli-
che biologische Funktion, wie in anderen Pilzen besitzen konnte. Um dies zu uberprtfen,
wurde versucht den umkex2-Locus in den kompatiblen Wildtypstammen Um521 (al bl) und
Umb518 (a2 b2) zu deletieren. Hierzu wurde eine Hygromycin B-Resistenzkassette mit ligier-
ten, den umkex2-ORF flankierenden DNA-Abschnitten (Abb. 3.x.x ,A-1) in die Stdmme
Um521 (al bl) und Um518 (a2 b2) transformiert. Ein Austausch des Wildtyplocus konnte
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jedoch in insgesamt 60, mittels Ganzzell-PCR und Southern-Analysen Uberprften, hygro-
mycinresistenten Transformanten nicht nachgewiesen werden. Die Deletionskassette wurde
statt dessen ektopisch in den umkex2-Locus oder an anderen Stellen des Genoms integriert,
ohne diesen zu ersetzen (Abb. 3.28) Da diese Rekombinationsereignisse eine mégliche es-
sentielle Bedeutung von umkex2 in Aussicht stellten, wurde als nachstes versucht, das Gen
in dem diploiden Stamm FBD11 (al a2, bl b2) in einer Kopie zu deletieren, um so, nach
sexuellem Rekombinationszyklus in planta, mit anschlieRender Sporensegregation, haploide,
umkex2-deletierte Nachkommen zu erhalten. Aus der Transformation mit oben beschriebe-
ner Deletionskassette ging ein einziger Transformant (FBD11-kex2 (umkex2 Akex2)) hervor,
bei welchem der Austausch eines umkex2-Allels, ohne weitere ektopische Insertionen der
Deletionskassette, in Southern-Analysen nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.28-B). Nach
erfolgter Pflanzeninfektion konnten in zwei daran anschlieBenden, unabhéngigen Segregati-
onsanalysen keine haploiden Nachkommen mit ausgetauschtem umkex2-Locus identifiziert
werden. So wurden von Vereinzelungsausstrichen der Nachkommen von insgesamt acht
Sporen jeweils 10 Sporidienkolonien auf Hygromycin B-Resistenz getestet. Von 80 Sporidien
waren 65 Hygromycin B-resistent und lagen so Uber der statistisch zu erwartenden Anzahl
von 50 %. In einem Test auf filamentdéses Wachstum, durch Ausstreichen auf aktivkohlehal-
tiges Festmedium, wurde Uberprft, ob es sich bei den resistenten Nachkommen um diploide
Stamme handelte. 34 der 65 Stdmme bildeten Myzelien aus und waren somit diploid. Aus
den Ubrigen 31 Stammen wurde genomische DNA isoliert und, unter Verwendung von Son-
den des umkex2-ORF und des ORFs des Hygromycinresistenzgens, Southern-Analysen
zugefihrt. Dabei stellte sich heraus, dal3 auch diese Stamme diploid waren, denn sie besa-
Ren neben dem umkex2-Wildtypallel auch eine Kopie der Deletionskassette, welche homo-
log in den umkex2-Locus integriert war (nicht gezeigt). Das Auftreten ausschlief3lich diploi-
der, Hygromycin B-resistenter Nachkommen kénnte auf den Selektionsdruck des putativ
essentiellen umkex2-Gens zurtickzufiihren sein. Andererseits waren unvollstandige Meiosen,
bedingt durch den Verlust eines der umkex2-Allele als Ursache fiir das Ausbleiben haploider,

Hygromycin B-resistenter Sporidien denkbar.
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Abb. 3.28: Schematische Darstellung der Konstruktion von umkex2-Deletionsstammen
und Southern-Analyse der putativen umkex2-Deletionsklone. A-1) Schematische Dar-
stellung des umkex2-Locus vor und nach der theoretisch zu erwartenden homologen Integra-
tion der Hygromycin B-Resistenzkassette. Angegeben sind die fir die Integration amplifizier-
ten und an die Hygromycin B Resistenzkassette ligierten flankierenden DNA-Abschnitte (If:
linke Flanke ; rf: rechte Flanke), sowie die Schnittstellenpositionen des fiir die Southern-
Analyse verwendeten Restriktionsenzyms (Nsil). Hyg®: Hygromycin B-Resistenzkassette;
KO: Gendeletion, (,Knockout“); WT: Wildtyp. Die Abbildung ist maf3stabsgetreu. A-2) Modell
der tatséchlich erfolgten ektopischen Integration der Hygromycin B-Kassette in den kex2-
Locus. Eine homologe Rekombination erfolgte jeweils nur an einer DNA-Flanke (hier darge-
stellt fur die linke Flanke; rek-l) des kex2-Locus. Anschlielend wurden die freien DNA-Enden
von Reparaturenzymen des Zellkerns aneinanderligiert. A-3) Schematische Darstellung der
erfolgten ektopischen Integrationen der Hygromycin B-Kassette in den umkex2-Locus. Dar-
gestellt sind die beiden mdglichen Intergrationen Uber die linke (rek-1), bzw. rechte (rek-r)
DNA-Flanke des umkex2-Locus), sowie die Schnittstellenpositionen des fur die Southern-
Analyse verwendeten Restriktionsenzyms (Nsil). B) Fir Southern-Analysen wurde genomi-
sche DNA aus den erhaltenen Transformanten, dem Wildtypstamm Um521 und dem diploi-
den Stamm FBD11-kex2 (umkex2 Aumkex?2) isoliert und nach Nsil-Restriktion elektrophore-
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tisch aufgetrennt. Die Hybridisierung erfolgte nacheinander mit 4 verschiedenen DIG-dUTP-
markierten Sonden: If (linke Flanke), rf (rechte Flanke), KEX2 (ORF von umkex2) und Hyg"®
(ORF des Hygromycingens der Deletionskassette). Das abgebildete Autoradiogramm zeigt
die Hybridisierung der linken Flanke. Es konnten die Signale des Wildtyplocus (7247 bp),
der jeweils erfolgten ektopischen Insertion der Hygromycin B-Resistenzkassette (rek-1, 9605
bp, 1390 bp; rek-r, 6373 bp), sowie ein zusatzliches, an anderer Stelle im Genom erfolgtes
ektopisches Rekombinationsereignis (~ 4 kb) detektiert werden. Durch die Signalmuster der
drei anderen Hybridisierungen wurden diese Rekombinationsereignisse bestatigt (nicht ge-
zeigt). Bei den mit Fragezeichen versehenen Transformanten haben noch weitere, ungeklar-
te Rekombinationen im umkex2-Locus stattgefunden.
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4 Diskussion

Proteinsekretion ist ein elementarer Lebensprozel3 in Pilzen. Neben der Ausscheidung von
Enzymen und Strukturproteinen, welche der Erndhrung, sowie der Abgrenzung gegeniber,
bzw. der Interaktion mit der Umwelt dienen, existieren eine Vielzahl sekretierter Proteine, die
sowohl fiir den Ubergang in die parasitare Entwicklungsstufe, als auch fiir den Befall und das

Uberleben innerhalb des Wirtes bedeutsam sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden neue, bisher unbekannte sekretierte Proteine, welche in
Bezug zur Pathogenitat von U. maydis stehen, identifiziert. Um dieses Ziel zu erreichen wur-
de die biologische Information der zu Begin dieser Arbeit vorliegenden genomischen Se-
quenz in funktionellen Analysen, in Bezug auf die Kodierung sekretierter Proteine, einge-
grenzt. Die experimentelle Basis dieser postgenomischen Funktionsanalyse bildeten zwei
separate Vorgehensweisen: die Signalpeptidselektion, sowie die bioinformatische Identifizie-
rung von Signalpeptiden.

Unter den 30 aus beiden Genomanalysen gleichsam hervorgegangenen Proteinen, befan-
den sich die wahrscheinlich an der Zelloberflache lokalisierten RPH1 und RSP1. Wéhrend
die jeweilige Einzeldeletion der kodierenden Gene, die pathogene Entwicklung nicht beein-
fluBte, fuhrte die gleichzeitige Deletion zum Vollstdndigen Verlust der Pathogenitat. Das fir
die Pathogenitat von U. maydis essentielle Zusammenwirken beider Gene hatte an Hand
von konventionellen, genomweiten Insertionsmutagenesen, wie z. B. REMI (Bolker et al.,

1995), nicht entdeckt werden kdnnen.

Eine signifikante Gemeinsamkeit der beiden zuvor genannten Proteine ist das mehrfache
Auftreten von KEX2-ahnlichen Prozessierungsmotiven. Das in U. maydis vorhandene kex2-
homologe Gen umkex2, welches zur funktionellen Charakterisierung dieser beiden und wei-

terer, verwandter Proteine deletiert werden sollte, stellte sich als essentielles Gen heraus.

4.1 Der Pathogenitatsbezug indentifizierter zellwandassoziierter
Proteine

Der pilzlichen Zellwand kommen mit der Aufrechterhaltung der zellularen osmotischen Inte-
gritat und als Mediator Entwicklungsstadien abhéngiger Morphologiewechsel essentielle
Bedeutungen zu. Zudem sind nach auf3en gerichtete Zellwandstrukturen parasitarer Pilze
direkt in die Wechselwirkungen zwischen Pathogen und Wirt involviert und beeinflussen
maRgeblich den Zugang zu Nahrstoffen und das Uberleben innerhalb des Wirtsorganismus.
Die Zellwand von U. maydis besteht, abhangig vom jeweiligen Entwicklungsstadium, zu etwa
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2/3 aus neutralen Polysacchariden (zumeist B-Glucanen), und zu gleichen Teilen von ca.
15% aus Chitin und Proteinen (Ruiz-Herrera et al., 1996). Ein Grol3teil der Zellwandproteine
wird glycosiliert und tbernimmt eine Reihe unterschiedlicher Funktionen: neben Stukturpro-
teinen wurden Enzyme und Transporter, sowie Proteine, welche der Interaktion mit der Um-

gebung dienen, beschrieben.

4.1.1 Die UMP Genfamilie

Mit UMP1 (YSST13) konnte ein putatives Zellwandprotein und zu diesem, an Hand von ge-
nomweiten Sequenzanalysen, funf weitere Homologe (UMP2 bis UMP6) in U. maydis identi-
fiziert werden. Die Proteinsequenz von UMP1 weist 46 % Identitdt zu MP88 (Huang et al.,
2002), einem Mannoprotein des humanpathogenen Basidiomyceten Cryptococcus neofor-
mans auf. Mannoproteine lassen sich nach verschiedenen Gesichtspunkten unterteilen.
Ausgehend von ihrer Verknipfung mit anderen Zellwandkomponenten, werden nicht kova-
lent, kovalent an Zellwandglucane und tber Disulfidbricken mit anderen Proteinen gebun-
dene Mannoproteine unterschieden (De Nobel und Lipke, 1994; Kapteyn et al. 1999). Eine
zweite Einteilung bertcksichtigt unterschiedliche Molekulargewichte. Demnach handelt es
sich bei den HMWM (High Molecular Weight Mannoproteins), mit Molekulargewichten ober-
halb von 200 kD, zumeist um integrale Strukturproteine der Zellwand (Chaffin et al., 1998).
Dagegen wurden fir Mannoproteine geringen bis mittleren Molekulargewichts neben Struk-

tur-, vielfach Enzymfunktionen beschrieben (Rast et al., 2003).

Wahrend in U. maydis funf UMP1-homologe identifiziert werden konnten, wies die Genom-
sequenz von C. neoformans (Serotyp A) analog drei zu MP88 homologe Proteinsequenzen
auf (Cn13011, Cn08299, Cn09362; Abb. 4.1). Weitere signifikante Homologien zu Genbank-
eintrédgen anderer Organismen, insbesondere Pilzen, konnten dagegen nicht gefunden wer-
den. Dies deutet auf eine exklusive Stellung dieser Gruppe von Mannoproteinen in pathoge-
nen Basidiomyceten hin. Mit Ausnahme von UMP4, UMP6 und Cn09362 besitzen alle Pro-
teine jeweils serin-/threoninreiche, C-terminale Regionen, welche zahlreiche O-
Glycosylierungsmotive  beinhalten.  Zusatzlich kommen  vereinzelt, putative N-
Glycosylierungsstellen vor. Fir MP88 konnte eine Prozessierung durch Anlagerung von
Mannosylresten gezeigt werden (Huang et al., 2002). An Hand von Western-Analysen von
GFP-Fusionsproteinen konnten fir UMP1 und UMP2 ein im Vergleich zur Primarsequenz
fast doppelt so hohes Molekulargewicht festgestellt werden, woraus eine zu MP88 ahnliche
Prozessierung geschlossen werden kann. Mit Molekulargewichten von 63 kD, bzw. 68 kD
zahlen UMP1 und UMP2 zur Klasse der Mannoproteine mittleren bis geringen Molekularge-

wichts.
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UMP1 und UMP2 sind auf Aminosaureebene zu 75 % identisch, wahrend die tbrigen UMP-
Sequenzen geringere Homologien zu UMP1 aufzeigen (Abb. 4.1). Die abgeleiteten Protein-
sequenzen von UMP2 bis UMP6 weisen jeweils eine N-terminale Signalsequenz auf, deren
Funktionalitat mit Hilfe der Signalpeptidselektion nachgewiesen werden konnte.

UMP1, -2, -3 und -5 stimmen mit MP88, Cn13011 und Cn08299 in ihren hydrophoben C-
Termini Uberein, welche an vorgelagerten putativen Prozessierungsmotiven durch GPI-Anker
ersetzt werden kénnten. GPIl-verankerte (Glycosyl-phosphatidylinosytol) Proteine treten ubi-
quitar in eukaryotischen Zellen auf. Die Prozessierung entsprechender Vorstufenproteine
wird an der inneren Membran des Endoplasmatischen Retikulums durch einen putativen
Transamidasekomplex vorgenommen (Benghezal et al. 1996). Dabei wird der hydrophobe
C-Terminus der Primarsequenz an einer vorgelagerten, spezifischen Prozessierungsstelle
(w-Motiv) abgespalten und durch den GPI-Anker ersetzt. Das Vorstufenprotein wird dadurch
in der ER-Membran verankert und Uber den sekretorischen Weg zu seinem Bestimmungsort
transportiert. In Pilzen sind GPI-Proteine zu einem kleinen Teil in der Plasmamembran ver-
ankert, wahrend die Mehrzahl innerhalb der Zellwand lokalisiert ist (Kapteyn et al., 1999). Im
letzt genannten Fall wird der GPI-Anker an der Zellmembran um seinen Phospholipidanteil
gestutzt (Mdller et al. 1996, Jeong et al., 2003) und mit Glucanresten anderer Zellwandkom-
ponenten kovalent verknipft (Van Der Vaart et al, 1997). Eine Ausnahmestellung nimmt das
kirzlich in Aspergillus fumigatus beschriebene AFMP2 ein, welches trotz putativer GPI-
Prozessierung vornehmlich Gber die Zellwand hinaus in das extrazellulare Milieu sezerniert
wird (Chong et al., 2004).

MP88 aus C. neoformans wurde von Huang et al. (2002) als ein die Immunantwort von T-
Zellhybridomen stimulierendes Antigen entdeckt. Dies impliziert zwar keine zwingende Rolle
als Virulenz- oder Pathogenitatsfaktorfaktor, bedeutet jedoch zumindest, dal MP88 in der
auReren Schicht der Zellwand lokalisiert und gegeniiber dem Wirtsorganismus exponiert sein
muf3. Auf Grund der Sequenz- und Strukturhomologien ware eine entsprechende subzellula-
re Lokalisierung auch fir UMP1, -2, -3 und -5 denkbar. In weiterfihrenden Sequenzanalysen
konnten fur alle UMP-homologen, wie auch fir MP88 keine bekannten Proteindoménen er-
mittelt werden. Die Ableitung einer mdglichen biologischen Funktion dieser Zellwandproteine

ist daher an Hand von reinen Sequenzanalysen schwierig.

Die subzellulare Lokalisation von UMP1 und UMP2 konnte mittels eGFP-Reporterstammen
nicht eindeutig bestimmt werden. UMP1-eGFP wurde fir eine fluoreszenzmikroskopische
Detektion zu schwach exprimiert, wahrend UMP2-eGFP lediglich bei seiner Passage durch
das ER detektiert werden konnte. Zusétzlich akkumulierte in beiden Reporterstimmen nati-
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ves eGFP in der Vakuole, was einen weiteren Hinweis auf die mogliche C-terminale Prozes-
sierung von UMP1 und UMP2 ergibt. Genauere Befunde konnten in zukinftigen Experimen-
ten mit Applikationen spezifischer Hemmstoffe der Biosynthese von GPI-Ankern (Santos de
Macedo et al., 2003) erhalten werden. In Candida albicans konnte die Oberflachenlokalisati-
on von GPI-Proteinen an Hand von Fusionskonstrukten gezeigt werden, bei denen GFP zwi-
schen die N- und C-Termini der zu charakterisierenden Proteine fusioniert wurde (Mao et al.,

2003). Diese Strategie sollte sich auch fir U. maydis adaptieren lassen.

Da die Pathogenitat von umpl und ump2 Deletionsmutanten nicht beeintrachtigt war, schei-
nen diese Proteine entweder keine Bedeutung in der pathogenen Entwicklung von U. maydis
zu besitzen oder durch redundante Funktionen anderer Gene ersetzt werden zu kdnnen. Aus
diesem Grund wurde damit begonnen Doppelmutanten herzustellen, welche zum Abschlul
dieser Arbeit jedoch erst in einem Paarungstyp (Um521AumplAump?2) fertiggestellt werden
konnten und somit erst in zukiinftigen Experimenten auf eine mégliche Rolle in der Pathoge-

nitat hin getestet werden kénnen.
1[I|)% 8(:% 6(:% 4(:% 2[:%

UMP1 : 75%
UMP2 53%

MP88

Cn13011

UMP4

Cn09362

UMP6

UMP3

UMP5

Cn08299

Abb. 4.1: Sequenzidentitat der UMP-homologen aus U. maydis und C. neoformans.
Dendogramm der Sequenzahnlichkeiten. Die angegebenen Prozentwerte fassen identische
und &hnliche Aminoséuren zusammen.

UMP4 und UMP6 unterscheiden sich von den vier UMP-homologen durch abweichende Se-
guenzeigenschaften. Neben fehlenden Serin-/Threonin-reichen Regionen und putativen GPI-
Prozessierungssignalen, finden sich in den C-terminalen Bereichen basische Aminosauren,
welche auf eine proteolytische Prozessierung durch KEX2 hindeuten. Auch die Anzahl puta-
tiver O-Glycosilierungsstellen ist stark reduziert, wahrend N-Glycosilierungsmotive ganz feh-
len. Auf Grund des Ergebnisses der Signalpeptidselektion kann fir beide Proteine somit le-
diglich eine Uberfiihrung in den sekretorischen Weg der Zelle angenommen werden, wéah-

rend zu Lokalisierung und biologischer Funktion keine Hinweise vorliegen.
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4.1.2 YSST29, ein integrales Zellwandprotein mit Expansindomane.

Ysst29 (UM01513.1) ist in der EST-Bibliothek des diploiden U. maydis Stamms FBD12 re-
prasentiert und wird dem zufolge wahrend der filamentésen Entwicklungsphase exprimiert.
Das abgeleitete 736 AS lange Protein weist einen hohen Serinanteil (33%), mit zahlreichen,
putativen O-Glycosylierungs- und Phosphorylierungsstellen auf. Tatsachlich konnte fiir das
Protein an Hand von Western-Analysen ein Molekulargewicht ca. 150 kD ermittelt werden,
wahrend sich fir die Primarsequenz 67 kD errechneten. Darliber hinaus besitzt YSST29
einen hohen Anteil an sauren Aminosauren (8 % Aspartat, 3 % Glutamat) und ahnelt damit in
seiner Aminosaurezusammensetzung dem extrazellularen, menschlichen Dentin Phospho-
protein (DPP) aus der Dentinmatrix von Odontoblasten (Gu et al., 2000). YSST29 konnte an
Hand der Analyse von YSST29-eGFP Reporterstammen als integrales Zellwandprotein iden-
tifiziert werden. Interessanterweise besitzt das Protein zusétzlich eine C-terminale Doméane
von 96 AS, welche 36 % ldentitat und 49 % Ahnlichkeit zu Expansinen aus Malus domestica
(Wakasa et al., 2003) und anderen Hoheren Pflanzen aufweist. Expansine wurden ur-
spriunglich von Cosgrove (2000) als sekretierte Zellwandproteine in Gurkenpflanzen identifi-
zZiert. Die Expression dieser Proteine wird in sich im Streckungswachstum befindlichen Pflan-
zenzellen und auch wahrend der Fruchtreife induziert. Man vermutet, da3 Expansine nicht
kovalente Bindungen zwischen Zellwandpolysacchariden I6sen und somit eine druckvermit-
telte Ausdehnung der Zellwand ermdglichen. Neben ihrer Funktion im pflanzlichen Strek-
kungswachstum wird flr Expansine auch eine Beteiligung an anderen morphogenetischen
Prozessen diskutiert (Lee et al., 2001, Cosgrove et al., 2002; Li et al., 2003). Auch in Pilzen
konnten expansindhnliche Proteine mit cellulosezersetzender Aktivitat identifiziert werden
(Yuan et al., 2001; Saloheimo et al., 2002).

In fluoreszenzmikroskopischen Analysen von GFP-Reporterstammen konnte YSST29-GFP
in apikalen, sich erweiternden Zellwandbereichen lokalisiert werden. Damit konnte YSST29
in U. maydis eine zu Hoheren Pflanzen analoge zellwandmodifizierende Funktion und somit
eine mogliche Bedeutung fur das polare Hyphenwachstum, welches eng mit der pathogenen
Entwicklung filamentoser Pilze verknipft ist, besitzen. Neben der Modifikation der eigenen
Zellwand konnte YSST29 auch als Virulenzfaktor, welcher Cellulosestrukturen pflanzlicher
Zellwande angreift, fungieren. Diese Uberlegung ergibt sich insbesondere aus der Protein-
struktur von YSST29. Wahrend pflanzliche Expansine mit 25 — 27 kD eine geringe Molekdil-
grolRe aufweisen (Cosgrove et al., 2002) und dadurch in der Zellwand frei beweglich sind,
konnte YSST29 zum Uberwiegenden Teil in der Zellwand von U. maydis verankert und der
expansindhnliche C-Terminus zur Kontaktflache zwischen Pilz und Pflanze exponiert sein.
ysst29 Nullmutanten zeigten sich jedoch weder in Wachstum und Morphologie, noch in der

pathogenen Entwicklung gegentber dem Wildtyp beeintrachtigt. Obwohl in U. maydis keine
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weiteren Kopien von ysst29 existieren, konnte seine Deletion durch redundante Funktionen
anderer Gene kompensiert werden. Durch genomweite Sequenzanalysen konnten insge-
samt sechs weitere Gene identifiziert werden (UM03212, UM05495, UM00567, UM01213,
UMO00250 und UMO02981), deren abgeleitete Proteine in Teilregionen Homologien zur Ex-
pansindomane von YSST29 aufzeigen und zusatzlich eine mégliche Signalsequenz besit-
zen. Die funktionelle Redundanz expansinhomologer Gene in Pilzen wurde auch von Salo-
heimo et al. (2002) als Ursache fir die Kompensation der Deletion des expansinhomologen

Gens swol in Trichoderma reesei angenommen.

4.1.3 GLO1, eine ungewdhnliche Glyoxaloxidase mit Transmembran- und cytosoli-

scher Doméane

Glol (Genbank Acc.-Nr. AJ550625) weist signifikante Homologie zu den Glyoxaloxidasege-
nen gIxl1 und gIx2 (Kersten und Kirk, 1987) des ligninzersetzenden Wurzelpilzes Phanaero-
chaete chrysosporium auf. Das Gen wurde im Rahmen einer systematischen Insertionsmu-
tagenese in der Arbeitsgruppe Kahmann entdeckt und in der Arbeitsgruppe Schreier einge-
hender charakterisiert. Da glol fir die pathogene Entwicklung von U. maydis essentiell ist
und im Rahmen der genomweiten Sequenzanalyse dieser Arbeit als putatives sekretori-
sches Protein identifiziert werden konnte, wurde das Protein bezliglich seiner subzellularen
Lokalisation eingehender charakterisiert. So konnte an Hand von GFP-Reporterstammen
eine Lokalisierung in der Plasmamembran ermittelt werden, wobei Glo1-GFP vornehmlich in
Bereichen an denen die Zellwand Strukturanderungen unterlag akkumulierte. Hierzu zahlten
apikale Regionen junger Tochterzellen, sowie neu gebildete Zellwandsepten. Dieses Ergeb-
nis korreliert mit enzymatischen Aktivitatstests, bei denen die Hauptenzymaktivitat, an Hand
der Oxidation von Methylglyoxal und kurzkettigen Aldehyden zu H,O,, in Membranfraktionen
aufgeschlossener Sporidien nachgewiesen werden konnte. Neben der in Glyoxaloxidasen
konservierten katalytischen Doméane beinhaltet die 862 AS umfassende Proteinsequenz von
GLO1 12 putative N-Glycosylierungsstellen, wahrend O-Glycosylierungsmotive fehlen. Das
in Western-Analysen bestimmte Molekulargewicht war mit ca. 93 kD gegentber der Primér-
sequenz nicht erhoht, obwohl Vorstufenproteine an N-Glycosylierungsstellen, wahrend der
Passage durch ER und Golgi, in der Regel durch Anlagerung langkettiger, verzweigter Poly-
saccharidketten prozessiert werden (Cutler, 2001). Interessanterweise akkumulierten GFP-
Fusionen aus C-terminal deletierten Verkirzungsklonen, welche lediglich die ersten 300 AS
von GLO1 enthielten, in Cytosol und Zellkern. Da sich der N-Terminus von GLO1 in der Si-
gnalpeptidselektion dartiber hinaus als auf3erst ineffektive Signalsequenz erwies, kénnte das
Protein in vivo auf einer zu ER und Golgi alternativen Route an seinen Zielort dirigiert wer-
den. Tatsachlich ist der hydrophobe Abschnitt des putativen Signalpeptids durch zwei auf-
einander folgende Arginine (R9, R10) unterbrochen. Diese Teilsequenz zeigt starke Ahnlich-
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keit zu prokaryotischen TAT-Motiven (twin-arginin translocation), welche in Prokaryonten
eine alternative Translokation von gefalteten Proteinen durch die Plasmamembran vermitteln
(Berks et al., 2004). Das Vorkommen eines TAT-ahnlichen Translokationskomplexes ist in
Eukaryonten jedoch bisher nicht bekannt. Der extrazellulare, sich Uber 631 AS erstreckende
homologen Sequenzbereich, beinhaltet die katalytische Doméne und wird durch eine Trans-
membrandomane an Position 670 vom hydrophilen, cytosolischen C-Terminus getrennt.
Wahrend GLX1 und GLX2 in vivo H,O, fur extrazellulare, oxidative Prozesse ligninlysieren-
der Peroxidasen bereitstellen (Kersten et al., 1990), ist die genaue biologische Funktion von
Glol, zumal in der Wirtspflanze Zea mays keine ligninhaltigen Strukturen anzutreffen sind,
weitgehend unbekannt. Glol-defiziente Sporiden weisen eine stark veréanderte Zellwand-
morphologie auf und sind in Kreuzungstests auf aktivkohlehaltigem Festmedium nicht mehr
zu filamentésem Wachstum befahigt . Zusammen mit der ermittelten subzellularen Lokali-
sation implizieren diese Befunde, daR GLO1 wichtige Funktionen wahrend der wachstums-

und zellteilungsbedingten Strukturanderung der Zellwand zukommen.

Neben glol existieren in U. maydis zwei weitere homologe Glyoxaloxidasegene (glo2, glo3),
wobei GLO1, auf Grund des cytosolischen C-Terminus, mit vorgelagerter Transmembran-
domane, auch in Vergleich mit Glyoxaloxidasen anderer Organismen, eine Sonderstellung
einnimmt. Die Deletionen von glo2 und glo3 haben keinen Einflul3 auf die Pathogenitat, wo-
mit diese Gene wahrscheinlich andere Funktionen in U. maydis austiben. Die 652 Aminosau-
re umfassende Peptidsequenz von GLO3 weist drei O- und acht putative N-
Glycosylierungsmotive, sowie eine mogliche C-terminale GPI-Prozessierungsstelle auf. Dar-
Uber hinaus erwies sich der N-Terminus in der Signalpeptidselektion als effektive Signalse-
guenz. Demnach konnte es sich bei GLO3 um ein integrales Zellwandprotein handeln, wel-
ches zudem in oxidative Prozesse involviert ist. Das fur GLO2 (625 AS) in silico vorherge-
sagte Signalpeptid konnte in der Signalpeptidselektion ein nur schwaches Sekretionssignal
vermitteln. Zudem besitzt die Proteinsequenz nur eine einzige putative N-
Glycosylierungstelle, wahrend O-Glycosylierungsmotive nicht auftreten. Demnach kdnnte

GLO2 in anderen Zellkompartimenten lokalisiert sein.

4.2 Repetitive Oberflachenproteine sind fur die pathogene
Entwicklung essentiell.

Mit REP1, HUM2, RPH1, RSP1 und RSP2 konnten zwei bekannte und drei putative, bisher
unbeschriebene Proteine der Zellwandoberflache detektiert werden. Dabei waren das Re-
pellentprotein REP1 (YSST101; Wdsten et al.,, 1996), das Hydrophobin HUM2 (YSST11;
Bohimann, 1994), RPH1 (YSST46) und RSP1 (YSST142) aus der Signalpeptidselektion her-

vorgegangen, wahrend RSP2 mit bioinformatischen Methoden identifiziert wurde. Obwohl
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REP1 und HUM2 auf Sequenzebene keinerlei Verwandtschaft besitzen, besteht ihre biolo-
gische Funktion gleichermalRen darin, die pilzliche Zellwand mit einem hydrophoben Oberfla-
chenfilm zu Uberziehen, wodurch filamentdses Hyphenwachstum an der Luft und auf hydro-
phoben Oberflachen ermdglicht wird. Somit sind beide Proteine entlang der Grenzflache zwi-
schen Pilz und Pflanze positioniert, wo sie in Wirt-Pathogen-Interaktionen involviert sein
konnten. In U. maydis fuhrt die Deletion von repl zu einem stark verminderten Lufthyphen-
wachstum. Wahrend die ca. 100 AS umfassenden, Hydrophobine, eine amphipathische Se-
guenz mit acht konservierten Cysteinresten aufweisen (Wésten und de Vocht, 2000), handelt
es sich bei dem Repellentprotein REP1 um ein Vorstufenprotein, welches wéhrend seiner
Passage durch ER und Golgi in 10 amphipathische Peptide von 35-53 AS prozessiert wird
(Wosten et al, 1996). In diesem Zusammenhang erscheint RPHL1 interessant, da es sowonhl
eine zu REP1 ahnliche repetitive Domane, als auch eine Hydrophobindoméne in einer Se-
guenz vereinigt. Western-Analysen zeigten, daf’ beide RPH1-Doméanen wahrend der Passa-
ge durch ER und Golgi durch proteolytische Prozessierung voneinander getrennt und an-
schlieRend sekretiert werden. Wahrend die 17 amphipathischen Wiederholungen (31 — 34
AS) der repetitiven Doméne, keine Sequenzahnlichkeiten zu REP1 aufweisen und sich auch
in ihren putativen Prozessierungsmotiven von REP1 unterscheiden, sind der hydrophobi-
nahnliche C-Terminus und HUM2 eng miteinander verwandt (Abb. 4.3). Somit ist sehr wahr-
scheinlich, dal es sich bei dem C-Terminus um ein zweites funktionelles Klasse | Hydropho-
bin (vgl. Einleitung) von U. maydis handelt. Da weder Einzeldeletionen von hum2 und rhp1,
noch entsprechende Doppelnullmutanten Pathogenitdtsdefekte aufweisen und in U. maydis
keine weiteren Genkopien dieser Hydrophobinklasse vorhanden sind, scheinen diese Hy-
drophobine generell keine essentielle Funktion in der pathogenen Entwicklung von U. maydis

Zzu Ubernehmen.

RPH1 3 SSSEHNNNGQCSVGEAKCCSQVITDEGKKKTLAGLLGFNN- - LVGDIGLNCQQIPVLGVS
AR N R N PR R AR RN
HUM2 4 SSSEQNGNGQCAVGQAQCCSQVKQGKDASDALAGLGLAFNQILDGAIGLDCQQIPVGVLG
C
RPH1 61 L----QSICKATPVCCTNVSQDGLVNVGCTSIPIN
RIRE I
HUM2 64 GAIAIQNTCKNTAVCCQOGSANNGLIQTSCTPLSIN

Abb. 4.3: Sequenzdhnlichkeit von HUM2 und der RHP1-Hydrophobindomé&ne. Beide
Sequenzen zeigen auf einer Lange von 94 AS 52 % Identitat und weisen somit einen fir Hy-
drophobine hohen Verwandtschaftsgrad auf. Die Signalsequenz von HUM2 wurde wegge-
lassen und die in Hydrophobinen konservierten Cysteinreste sind rot hinterlegt.

Das bifunktionale rph1-Gen kdnnte als Folge evolutiondrer Prozesse durch die Fusion zweier

Gene entstanden sein. Die hohe Ahnlichkeit zwischen der C-terminalen RPH1-Doméne und
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HUM2, konnte auf eine Genduplikation von hum2 zuriickzufuhren sein, welche im Laufe der
Evolution stattgefunden hat. Genduplikationen werden als evolutiondrer Mechanismus ange-
sehen, welche die Toleranz eines Organismus gegenuber Mutationen oder Verlusten von
Genen erhoht (Gu et al., 2003; Conant und Wagner, 2004). Darlber hinaus bilden Gendupli-
kationen die entscheidende Voraussetzung fur die Diversifizierung von Genen und Organis-
men (Taylor und Raes, 2004). Das duplizierte hum2-Gen kdnnte anschliel3end durch unglei-
ches crossing over mit einem rphl-Vorlaufer fusioniert sein. Der evolutionare Vorteil dieser
Fusion lage in der vereinfachten Koregulation der Expression funktionell verkniupfter Gene
(Snel et al., 2000). Tatsachlich ist fur repl und hum2 eine gleichermalRen filamentspezifisch
induzierte Expression bekannt (Bohlmann, 1994; Wdsten et al., 1996). Andererseits kénnte
rhpl dupliziert worden, und repl und hum2 durch Separation zweier Genabschnitte aus ei-
nem der Duplikate hervorgegangen sein. Dem widerspricht jedoch die Tatsache, da REP1

und RPH1 auf Sequenzebene keine Ubereinstimmungen aufweisen.
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Abb. 4.4: Vergleich der repetitiven Teilsequenzen von RPH1 und PIR3. Dargestellt sind
die Hydrpathieprofile beider Proteine, deren interne Sequenzwiederholungen als alternieren-
de, amphipathische Abschnitte in Erscheinung treten und sich in Teilsequenzen bis zu 67 %
ahnlich sind.

Hinweise fir die evolutive Entstehung von rphl ergeben sich aus Sequenzvergleichen mit
den PIR-Genen (protein with internal repeats) aus S. cerevisiae. Bei PIR1-3 handelt es sich
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um drei eng verwandte, kovalent mit der Zellwand verknipfte Matrixproteine, (Toh-e et al.,
1993), welche neben amphipathischen Sequenzwiederholungen in einem zu diesem repetiti-
ven Bereich nicht homologen, cysteinreichen und amphipathischen C-Terminus mit RPH1
Ubereinstimmen. Die Aminosauresequenzen der PIR-Wiederholungen sind dariiber hinaus
auf einer Lange von 12 AS bis zu 67 % mit Teilbereichen einiger Wiederholungen von RPH1
identisch (Abb. 4.4). Es ware demnach mdglich, daf3 sich rphl, mit einhergehender segmen-
taler Duplikation des repetitiven Genabschnitts, aus einem PIR-ahnlichen Vorlaufer entwik-
kelt hat. Als Unterschiede zwischen den PIR-Proteinen und RPHL1 sind die ca. zweifach kur-
zeren Proteinsequenzen, mit weniger Wiederholungen (7-10) von jeweils geringerer Amino-
saurezahl (18-19 AS), zu verzeichnen. Des weiteren werden die Sequenzwiederholungen
der PIR-Proteine nicht durch KEX2-ahnliche Bindungsmotive separiert und prozessiert. Auch
die C-terminalen Bereiche sind zu der Hydrophobindomane von RPH1 nicht homolog und
weisen lediglich in ihrem amphipatischen Profil Ubereinstimmungen auf. Die Sequenzwie-
derholungen der PIR-Proteine dienen der Verankerung mit der Zellwand. Dariber wurde

PIR2 in Hefe als Hitzeschockprotein beschrieben (Castillo et al., 2003).

Wahrend aus der Homologie des RPH1-C-Terminus eine Hydrophobinfunktion geschlossen
werden kann, ist die biologische Funktion der repetitiven Domane unklar. Lufthyphen ge-
kreuzter kompatibler repl-Deletionsmutanten sind, als Folge eines weitgehenden Verlustes
der Oberflachenhydrophobizitat, in Wachstum und Entwicklung stark beeintrachtigt (Wdosten
et al.,, 1996, vgl. Einleitung), wohingegen dieser Phanotyp bei rhpl-defizienten Stdmmen
nicht beobachtet werden kann. Hiermit korrelieren die Sequenzunterschiede beider Proteine
(s. 0.), und es kann somit eine funktionelle Redundanz beider Gene ausgeschlossen werden.
Auch eine funktionelle Interaktion von rph1 und repl ist nicht wahrscheinlich, da sich kompa-
tible Stamme mit Doppeldeletionen beider Gene beziiglich Ausbildung und Oberflachenhy-
drophobizitat von Lufthyphen nicht von repl-Enzeldeletionen unterscheiden: das Hyphen-
wachstum ist nach wie vor stark beeintrachtigt aber nicht vollstandig unterbunden. Daruber
hinaus sind repl-rhpl-Nullmutanten, wie auch Mutanten mit entsprechenden Einzeldeletio-

nen, in ihrer pathogenen Entwicklung nicht beeintrachtigt.

Bei RSP1 und RSP2 handelt es sich um zwei weitere sekretorische Proteine, mit internen
Wiederholungen, welche von KEX2-ahnlichen Prozessierungsstellen getrennt werden. Das
mehrfach in Rspl auftretende, die repetitiven Sequenzabschnitte separierende, LKKR-Motiv
wurde von Wasten et al. (1996) als funktionales Prozessierungsmotiv beschrieben, wahrend
uber eine Prozessierung der in RSP2 vorkommenden SYKR-Motive nur spekuliert werden
kann. Somit kdnnten aus den Vorstufen beider Proteine, nach Prozessierung, 11 (RSP1)
bzw. 12 (RSP2) kurze Peptide von mehrheitlich 19 AS freigesetzt und sekretiert werden. Im
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Gegensatz zu REP1 und RPHL1 sind diese Peptide jedoch nicht amphipathisch, und weisen
statt dessen ein im neutralen bis hydrophilen Bereich schwach alternierendes Hydropathie-
profil auf.

Wahrend die Einzeldeletionen von rhpl und rspl beziglich Morphologie, Wachstum und
pathogener Entwicklung keine Beeintréchtigung gegeniber dem Wildtyp aufwiesen, fihrt das
Ausschalten beider Gene zum vollstandigen Verlust der Pathogenitat. Somit scheinen die
Produkte beider Gene funktionell zu interagieren oder redundante Virulenzfunktionen zu be-
sitzen, deren gleichzeitiger Verlust von U. maydis nicht kompensiert werden kann. Eine de-
taillierte Funktionsanalyse beider Proteine mufite zunadchst in einem funktionellen der Nach-
weis der putativen KEX2-Prozessierungsmotive bestehen. Hierzu kénnte das von Kim et al.
(2002) in Hefe etablierte System zur Detektion spezifischer KEX2-Prozessierungsstellen auf
U. maydis adaptiert werden. Sollten RPH1 und RSP1 nicht prozessiert werden, so kénnten

es sich bei beiden um Oberflachenproteine der Zellwand handeln

Es konnte sich bei RHP1 und RSP1 um Oberflachenpeptide handeln, welche die invasiven
Hyphen der Erkennung durch die Pflanze entziehen. So wurden auch in Pathogenen, wie
Plasmodium repetitive Oberflachenproteine beschrieben, die in diesem Organismus einen
Pathogenitéatsbezug besitzen (Topolska et al., 2004). Das Beispiel RHP1 / RSP1 belegt, daf}
filamentdses Wachstum zwar eine Voraussetzung, nicht aber das alleinige Kriterium fir Pa-

thogenitat in U. maydis bildet.

4.3 Das Endoproteinasegen umkex2 ist in U. maydis essentiell.

Fir eine funktionelle Analyse der KEX2-ahnlichen Prozessierungsmotive, der im vorherigen
Abschnitt beschriebenen Proteine, sollten umkex2-defiziente Stamme generiert werden. Eine
Deletion von umkex2 war in den haploiden Stammen Um521 und Um518 jedoch nicht mdg-
lich. Statt dessen integrierte die Deletionskassette in den 5°-, bzw. 3"-flankierenden Berei-
chen des umkex2-Locus ohne diesen zu ersetzen. Somit verlief in Southern-Analysen das
Signal einer umkex2-ORF Sonde oberhalb des Wildtyplocus. In dem diploiden Stamm
FBD11 war die Deletion einer Genkopie von umkex2 zwar mdglich, in einer Segregations-
analyse konnten, nach einmaligem Durchlaufen des infektiésen Entwicklungsabschnitts, je-
doch keine haploiden, umkex2-defiziente Sporidien detektiert werden. Da &hnliche Beobach-
tungen bei anderen in dieser Arbeit hergestellten Gendeletionen nicht angestellt werden
konnten, scheint es sich bei umkex2 um ein in U. maydis essentielles Gen zu handeln, des-
sen Deletion einen Selektionsdruck auf dieses Rekombinationsereignis auszutiben scheint.
Durch den Verlust von UMKEX2 scheinen in U. maydis demnach mittelbar die Expression
der Produkte anderer, moglicherweise essentieller Gene beeintréachtigt zu sein.
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KEX2 (Kexin; EC 3.4.21.61) ist eine wichtige Komponente der posttranslationalen Prozessie-
rung und Aktivierung von Vorstufenproteinen, innerhalb des spaten sekretorischen Weges.
und wurde urspringlich als Produkt von kex2 (,killer toxin expression) in S. cerevisiae be-
schrieben (Julius et al., 1983; Fuller et al., 1989). Seine physiologische Rolle wurde durch
genetische Komplementationsanalysen von kex2-defizienten Hefestammen, bei denen De-
fekte in der Produktion reifer a-Hormonfaktoren und viraler ,Killer Toxine" auftraten, aufge-
deckt (Fuller et al., 1988). Als membranstandige Dipeptidylaminopeptidase spaltet das En-
zym spezifisch hinter kurzen basischen Peptidmotiven, welche vornehmlich in den Amino-
sauren Lysin-Arginin (KR) oder Arginin-Arginin (RR) enden. KEX2-homologe Proteine wur-
den bisher in Pilzen, Saugern und Drosophila nicht aber in Pflanzen identifiziert. So wurden
auch fur U. maydis KEX2-ahnliche Prozessierungsschritte, die zur Freisetzung kleinerer,
biologisch funktionaler Peptide aus Vorstufenproteinen fuhrten, beschrieben (Park et al.,
1994; Wosten et al., 1996). Auf Grund der Vielzahl mdglicher Prozessierungsziele, welche
den des sekretorischen Transportweg passieren, ware somit auch eine Beteiligung von um-
kex2 an der pathogenen Entwicklung von U. maydis denkbar. Diese Vermutung wird zusétz-
lich durch die im Ergebnisteil dieser Arbeit vorgestellten repetitiven Proteine bekraftigt, de-
ren Pathogenitatsbezug im Falle RPH1 und RSP1 demonstriert wurde.

Die in dieser Arbeit vorgenommene Eingrenzung der biologischen Information der genomi-
schen Sequenz, in Bezug auf die Kodierung sekretierte Proteine, und deren weitere bioin-
formatische Charakterisierung erwies sich somit als wirkungsvolles Kriterium zur Aufspurung
von Pathogenitats- und Virulenzfaktoren in U. maydis und ware in dieser Form, unter An-

wendung konventioneller, funktioneller Genomanalysen nicht moglich gewesen.
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5 Zusammenfassung

Unter der Vielzahl pilzlicher Molekiile und Faktoren, die sowohl fur den Ubergang in die pa-
rasitare Phase, als auch fir den Befall und das Uberleben innerhalb der Wirtspflanze von
Bedeutung sind, spielen sekretierte Proteine eine entscheidende Rolle. Das Ziel der vorlie-
genden Arbeit war die Identifizierung bisher unbekannter, sekretierter Proteine mit Bezug zur
Pathogenitét in U. maydis und konnte, unter Durchfiihrung experimenteller und bioinformati-
scher, funktioneller Genomanalysen, erreicht werden. Hierzu wurde eine durch zufallige
Fragmentierung hergestellte, genomische DNA-Bibliothek mit Hilfe der Signalpeptidselekti-
on in Hefe durchsucht. Dadurch konnten 30 Proteine, mit einer in Hefe funktionalen Signal-
sequenz, identifiziert werden. Aus der bioinformatischen Analyse der nahezu vollstandig vor-
liegenden genomischen Sequenz gingen 1055 mdgliche Proteine mit Signalpeptiden hervor.
Aus Ubereinstimmenden Ergebnissen der experimentellen und bioinformatischen Genom-
analysen wurden mit der Zellwand assoziierte Proteine und Oberflachenproteine, welche in
direkte Wechselwirkung mit dem Wirtsorganismus treten kénnten, eingehender charakteri-
siert. Hierzu wurden die subzellulare Lokalisation an Hand von GFP-Reporterstammen, so-
wie die Bedeutung fur die Pathogenitdt durch Gendeletionen untersucht. Die sechs Genpro-
dukte der ump-Familie sind zu einem immunoreaktiven Mannoprotein der Zellwand von C.
neoformans homolog. Die Deletionen von umpl und ump2 hatten keinen Einflu auf die Pa-
thogenitat. Auch die Deletion des expansindhnlichen, in sich erweiternden Zellwandberei-
chen lokalisierten YSST29 beeintrachtigte die pathogene Entwicklung nicht. Mit RPH1, RSP1
und RSP2 konnten wahrscheinlich mit der Zellwandoberflache assoziierte Proteine, welche
interne, durch KEX2-ahnliche Prozessierungsmotive getrennte Sequenzwiederholungen
aufweisen, identifiziert werden. Der repetitive, mit dem Repellentprotein REP1 verwandte
Sequenzabschnitt des bifunktionalen RPH1 wird durch Prozessierung von einer C-
terminalen Hydrophobindoméne, welche nach der Sekretion an der Zellwandoberflache loka-
lisiert, getrennt. Die gleichzeitige Deletion von rphl und rspl fUhrte zu einem vollstandigen
Verlust der Pathogenitat. Das Gen der in golgiahnlichen Vesikeln lokalisierten Endoprotei-
nase UMKEX2, welche an der Prozessierung von Vorstufenproteinen beteiligt ist, erwies sich
als ein in U. maydis essentielles Gen.

Die Eingrenzung der biologischen Information der genomischen Sequenz, in Bezug auf die
Kodierung sekretierter Proteine, erwies sich somit als wirkungsvolles Kriterium zur Aufspi-
rung von Pathogenitatsfaktoren in U. maydis und erdffnet neue Perspektiven fir die postge-
nomische Analyse pathogener Pilze.
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Abstract

6 Abstract

Among fungal molecules and factors secreted proteins play an important roll in transition to
the pathogenic stage as well as for infection and survival inside the host. This work was ai-
med to the detection of unknown secreted and pathogen related proteins in U. maydis by use
of experimental and bioinformatic functional genomics. Therefore a randomly fragmented
genomic library was constructed and screened in a signal sequence trap approach leading to
the identification of 30 proteins with functional signal peptides in yeast. The bioinformatic
approach derived 1055 putative proteins containing signal sequences. From matching results
of experimental and bioinformatic analysis cell wall associated and surface proteins which
could be involved in host pathogen interactions were chosen for further characterizations.
This was done by the analysis of GFP-reporter strains and gene deletions. The six members
of the ump-gene family are homologous to MP88 a immunoreactive mannoprotein of C. neo-
formans. The gene deletion of ump1 and ump2 had no influence of pathogenicity. Deletion of
ysst29 a expansin-like protein which is located to extending regions of the cell wall resulted
in no reduction of pathogenic development as well. RPH1, RSP1 and RSP2 were identified
as putative surface proteins containing internal repeats with are separated by KEX2-like
cleavage sites. The hydrophobin-like C-terminal Domain of RPH1 is cleaved off the repetitive
repellent-like region and is located to the cell surface after secretion. The double deletion of
rphl and rspl resulted in the complete loss of pathogenicity. UMKEX2 which is putatively
involved in processing of protein precursors is located to golgi-like vesicles and revealed to

be essential in U. maydis.

Filtration of biologic information provided by the genomic sequence regarding to secreted
proteins revealed to be a powerful method to identify pathogen related proteins in U. maydis

and opens new perspectives for post genomic analyses of pathogenic fungi.
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